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Flavonoidi, prirodni polifenolni antioksidansi, istrazuju se kao potencijalni lijekovi za mnoge
bolesti uzrokovane oksidativnim stresom. Medutim, njihova primjenjivost ogranicena je
slabom topljivo$¢u u vodenim medijima i1 nestabilno$¢u u fizioloSkim uvjetima. Navedeni
problem moguce je rijesiti ugradnjom flavonoida u nanonosace. Zahvaljuju¢i specificnim
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sklopu ove doktorske disertacije istrazena je interakcija lipida 1 flavonoida te je uoceno da tri
strukturno razli¢ita flavonoida Stite cjelovitost membrane tijekom lipidne peroksidacije.
Nadalje, pripravljeni su nanonosaci Sa superparamagnetskim svojstvima. Pokazano je da
upotreba vanjskog magnetskog polja poboljsava otpustanje flavonoida iz nanocestica.
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Polyunsaturated fatty acids, which are abundant in cell membranes, are susceptible to lipid
peroxidation due to the large number of double bonds. Lipid peroxidation is oxidative
degradation of lipids induced by free radicals which results in membrane damage. It has been
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§ 1. Uvod 1

§ 1. UVOD

Stani¢na membrana, ¢ije su glavne komponente lipidi i proteini formirani u dvosloje, ¢ini
fizicku barijeru te osigurava fluidnost i protok tvari kroz stanicu.! Lipidi u sastavu stani¢ne
membrane su amfipatski, odnosno sastoje se od hidrofobnog i hidrofilnog dijela, te se razlikuju
po stupnju zasi¢enosti. Upravo prisutnost polinezasi¢enih masnih kiselina u fosfolipidnom
dvosloju ¢ini membranu podloznom oksidaciji. Lipidna peroksidacija je proces Kkoji
podrazumijeva oksidativnu razgradnju lipida te uzrokuje strukturna oSteéenja i nastanak
toksicnih produkata. Tijekom lipidne peroksidacije nastaju primarni produkti, primjerice lipidni
hidroperoksidi i konjugirani dieni ili trieni. Primarni produkti su u pravilu nestabilni te njihovim
daljnjim raspadom nastaju sekundarni produkti. Sekundarni produkti ukljucuju aldehide,
ketone, alkohole i ostale spojeve ugljika.? Pokazano je da su neki sekundarni produkti, poput
malondialdehida i 4-hidroksi-2,3-nonenala, toksi¢ni i utjeCu na nekoliko stani¢nih procesa,
ukljuéujuéi ekspresiju gena i prijenos signala unutar stanice.® Nadalje, lipidna peroksidacija
povezana je s mnogim bolestima i1 poremecajima, medu kojima su i1 bolesti neuroloskog 1
kardiovaskularnog sustava.* S obzirom na to da su stanice tih sustava izuzetno kompleksne, kao
modelne stani¢ne membrane u istrazivanjima se ¢esto koriste liposomi. Liposomi su lipidne
strukture sastavljene od najmanje jednog fosfolipidnog dvosloja, a do njihovog formiranja u
vodenim medijima dolazi spontano. Ovisno o nacinu priprave, nastali liposomi mogu
posjedovati razli¢itu lamelarnost, pri ¢emu se dominantno razlikuju unilamelarni i
mutlilamelarni liposomi. Veli¢inu i broj slojeva moguce je kontrolirati procesom ekstrudiranja
koji omoguéava pripravu uniformnog sustava.>®

Jedan od nacina zaStite membrane od Stetnog utjecaja lipidne peroksidacije je upotreba
antioksidansa. Flavonoidi su prirodni antioksidansi polifenolne strukture koji su rasprostranjeni
u vocu, povréu, ¢aju i vinu. Ovisno o supstitutentima, dijele se na flavonole, flavone, katehine,
flavanone, antocijanidine i isoflavonole.” Dva glavna mehanizma antioksidativne zaStite su
izravno uklanjanje slobodnih radikala i stvaranje kelatnih kompleksa s metalnim ionima.
Izravno uklanjanje radikala temelji se na postojanju hidroksilnih skupina u strukturi flavonoida
koje mogu reagirati s radikalnim vrstama.® S druge strane, kompleksiranje metalnih iona
inhibira reakciju lipidne peroksidacije u kojoj su metalni ioni &esti katalizatori.® Primjerice,

Fentonova reakcija, u kojoj sudjeluju vodikov peroksid i zeljezovi(ll) ioni, ¢esto se Koristi za
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§ 1. Uvod 2

istrazivanje lipidne peroksidacije, S obzirom na to da je pokazano da ioni prijelaznih metala
mogu katalizirati Fentonovu reakciju in vivo pri fizioloskim koncentracijama vodikovog
peroksida.’® Ovisno o kemijskoj strukturi lipida i flavonoida, flavonoidi se mogu smjestati
unutar lipidne membrane ili na medupovrsini lipida i vodenog medija. Primjerice, pokazano je
da se flavonoidi planarne strukture preferirano smjestaju unutar membrane.!’ Lokacija
flavonoida utjeCe i na stupanj zastite membrane. Ukoliko su flavonoidi smjeSteni unutar
nepolarnog dijela dvosloja, mogu ograniciti kretanje hidrofobnih repova unutar membrane te
tako utjecati na njenu fluidnost, dok hidrofilniji flavonoidi mogu tvoriti vodikove veze s
polarnim skupinama lipida te na taj naCin pruzati dodatnu zastitu prilikom interakcije s
radikalima. Flavonoidi mogu mijenjati i stupanj uredenosti membranskog sustava te na taj nacin
utjecati na temperaturu faznih prijelaza lipida.*?> Glavni nedostatak flavonoida je njihova
nestabilnost i netopljivost u fizioloSkim uvjetima te se iz tog razloga javlja potreba za
pronalaskom alternativnih nac¢ina njihove dostave u stanice organizma.

Razvojem nanotehnologije doslo je i do razvitka nanosustava za dostavu lijekova. Jedno od
najbitnijih svojstava takvih sustava je velika specificna povrSina koja omogucéava ugradnju
velike koli¢ine lijeka. Dodatna prednost je moguénost ugadanja parametara tijekom sinteze
kako bi se pripravili nanonosaci Zeljenih svojstava. Za primjenu u dostavi lijekova, nanonosaci
moraju biti biokompatibilni, biorazgradivi i netoksi¢ni.®® Skupina nanodestica koje pokazuju
izniman potencijal u biomedicini su superparamagnetske nanocestice Zeljezovih oksida. Osim
$to su biokompatibilne i netoksi¢ne4, njihova magnetska svojstva, poput velike magnetizacije
zasienja 1 visoke magnetske susceptibilnosti, omogucéavaju dodatnu kontrolu procesa
otpustanja lijeka. Primjenom vanjskog magnetskog polja moguce je posti¢i kontrolirano
otpustanje lijekova 1 ciljanu dostavu, pri ¢emu je lijek zaStiCen tijekom prijenosa kroz
organizam. Funkcionalizacijom nanoCestica moze se povecati stabilnost te kontrolirati
interakcija s enzimima, proteinima ili antitijelima u organizmu, pri ¢emu se Cestice najcesce
funkcionaliziraju polimerima.’® S obzirom na slabu topljivost i nestabilnost flavonoida pri
fizioloskim uvjetima, njihovom ugradnjom u nanocestice postiZe se zastita samih antioksidansa
te osigurava njihova dostava do ciljnog mjesta. Zahvaljujuéi svojoj veli¢ini, nanocestice mogu
proéi kroz stani¢ne membrane i ostale fizioloske barijere.'® Lijek se u nanocestice moze ugraditi
metodom inkorporacije ili adsorpcije, dok se za kvantifikaciju ugradnje uobicajeno koriste
kapacitet ili efikasnost ugradnje.® Kontrolom svojstava nanonosa¢a moguce je ugadati brzinu

otpustanja lijeka kako bi se postigao Zeljeni kineticki profil. Tri najcesca kineti€¢ka modela su:
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model kinetike nultog reda, model kinetike prvog reda te Higuchijev model temeljen na

difuzijskom modelu.’

1.1. Ciljiopseg rada

Temeljni cilj ovog rada je ispitivanje zaStitne uloge flavonoida tijekom procesa lipidne
peroksidacije. U tu je svrhu istrazena interakcija flavonoida i modelnih membrana prije i nakon
inducirane lipidne peroksidacije. Pretpostavlja se da ¢e svi flavonoidi pruzati odredeni stupanj
zaStite modelne membrane te da ¢e mehanizam i nacin zaStite ovisiti o strukturi flavonoida. Uz
to, kako bi se rijeSio problem njihove nestabilnosti, flavonoidi su ugradeni u nanocestice
magnetita funkcionalizirane poli(etilen-glikolom). Kinetika otpustanja flavonoida ispitana je
pod utjecajem vanjskog magnetskog polja, uz pretpostavku da upotreba vanjskog magnetskog
polja poboljSava otpustanje flavonoida iz nanocestica.

KoriStena su tri strukturno razli¢ita flavonoida, kvercetin, miricetin i miricitrin koji se
medusobno razlikuju po broju i vrsti supstituenta te tri lipida razli¢itog stupnja zasic¢enosti.
Interakcija flavonoida 1 lipidne membrane ispitana je diferencijalnom pretraznom
kalorimetrijom i mikroskopijom atomskih sila. Lipidna peroksidacija Kkatalizirana je
zeljezovim(Il) ionima te su nastali produkti identificirani masenom spektroskopijom visoke
rezolucije. Interakcija lipida i flavonoida prije i nakon lipidne peroksidacije pracena je
mikroskopijom atomskih sila, spektroskopijom sila, elektronskom paramagnetskom
rezonancijom i rasprSenjem rendgenskih zraka pod malim kutevima. Nadalje, infracrvenom
spektroskopijom pracena je promjena intenziteta vrpca karakteristicnih za lipide i produkte
lipidne peroksidacije, dok je u slucaju polinezasi¢enog lipida doseg reakcije kvantificiran
spektrofotometrijski i masenom spektrometrijom.

Superparamagnetske nanocestice magnetita sintetizirane su solvotermalnom metodom te
karakterizirane difrakcijom rendgenskih zraka na praskastom uzorku, mikroskopijskim i
spektroskopijskim tehnikama. Njihova superparamagnetska svojstva provjerena su magnetskim
mjerenjima. Flavonoidi su u nanocCestice ugradeni metodom adsorpcije te je ugradnja
kvantificirana koristenjem UV-Vis spektrofotometrije. UV-Vis spektrofotometrija koristena je
1 za pracenje koli¢ine otpustenog flavonoida iz nanocestica pod utjecajem magnetskog polja te
je dobiven kineticki profil otpustanja.

Sustavno istrazivanje interakcije strukturno razli¢itih molekula flavonoida i lipida tijekom

lipidne peroksidacije omoguéit ¢e bolje razumijevanje mehanizma reakcije lipidne
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peroksidacije, kao i mehanizma zaStitne uloge flavonoida. Uz to, priprema magnetskih
nanocestica kao nosaca flavonoida predstavlja jedno od moguéih rjeSenja problema slabe

topljivosti 1 nestabilnosti flavonoida pri fizioloskim uvjetima.

Anja Sadzak Doktorska disertacija



2. Literaturni pregled 5
§ preg

§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Struktura stani¢ne membrane

Stani¢na membrana odvaja unutarstani¢ni 0od izvanstani¢nog dijela stanice te je kljucna za
njezino prezivljavanje. Osim stanice, stanicna membrana ograduje i pojedine dijelove unutar
stanice, ukljucujuc¢i endoplazmatski retikulum, Golgijevo tijelo i mitohondrij. S obje strane
stanicne membrane postoji ionski gradijent reguliran membranskim proteinima, koji je zasluzan
za sintezu ATP-a, propustanje tvari U | iz stanice te prijenos elektri¢nih signala. Sve stani¢ne
membrane sadrze i proteine koji detektiraju vanjske signale i omogucavaju stanici prilagodbu
vanjskim uvjetima.

lako se stanicne membrane stanica medusobno razlikuju, strukturna obiljezja svih
membrana su jednaka. Svaka stani¢na membrana sastoji se od dvosloja molekula lipida i
proteina medusobno povezanih nekovalentnim interakcijama te se te molekule mogu lateralno
kretati unutar membrane, $to ju €ini dinami¢nom i fluidnom. Uz lateralno kretanje, moZe doc¢i
i do 'flip-flop' prijelaza u kojem molekula lipida prelazi s vanjskog u unutarnji sloj membrane
ili obrnuto. Takvi prijelazi katalizirani su enzimima flopazama i flipazama.

Molekule lipida samoudruzuju se u dvosloj ¢ija debljina ovisi o strukturi lipidne molekule.
Lipidni dvosloj ¢ini glavninu strukture stanicne membrane te sluzi kao barijera za prolazak
ve¢ine molekula topljivih u vodi, dok molekule proteina omogucavaju prijenos specificnih
molekula. U vecini bioloskih membrana, oko 50% njihove mase ¢ine proteini. S obzirom na to
da su molekulske mase lipida relativno male u odnosu na molekulske mase proteina, procjenjuje
se da na jednu molekulu proteina postoji oko pedeset molekula lipida. No, u pojedinim se
membranama, ovisno o funkciji, javljaju i drugaciji omjeri lipida i proteina. Primjerice,
mijelinsku membranu ¢ini 82% lipida i 18% proteina, dok membranu mitohondrija, koja

aktivno sudjeluje u metabolizmu stanice, ¢ini 25% lipida i 75% proteina.>!8:1°
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2.1.1. Lipidni dvosloj

Lipidi su molekule netopljive u vodi, koje se u stanici ve¢inom sintetiziraju u endoplazmatskom
retikulumu (ER). Uz ER, do sinteze odredenih lipida, primjerice sfingolipida, dolazi i u
Golgijevom tijelu. Procjenjuje se da 1 um? staniéne membrane sadrzi oko 5-10° lipidnih
molekula, a zahvaljujuci varijacijama u strukturi, u svakoj eukariotskoj stanici postoji vise od
tisu¢u razli¢itih molekula lipida.?° Sve lipidne molekule u stani¢noj membrani su amfipatske te
se sastoje od hidrofilnog i hidrofobnog dijela, pri ¢emu su najzastupljeniji fosfolipidi koji
posjeduju fosfatnu polarnu glavu i hidrofobni rep. Hidrofobni dio uglavnom ¢ine masne kiseline
razli¢itih duljina lanca te uobi¢ajeno jedan lanac posjeduje jednu ili vise cis-dvostrukih veza,
odnosno nezasiéen je, dok je drugi lanac zasicen, tj. bez dvostrukih veza. Zahvaljujuéi strukturi
I amfipatskoj prirodi, molekule lipida u vodenoj otopini spontano formiraju dvosloj, pri ¢emu
su hidrofilni dijelovi izlozeni vodenom mediju, dok se hidrofobni dijelovi okrecu prema

unutra$njosti membrane (slika 2.1.1).

Slika 2.1.1. Struktura fosfolipidnog dvosloja.

Upravo je samoorganizacija lipidnih molekula omoguéila prvim stanicama odvajanje
unutarstani¢nog prostora od okoline, a analogan princip prisutan je i unutar stanice kako bi se
formirali organeli. Iako su za mnogo funkcija stanicne membrane zasluzni membranski
proteini, u literaturi se sve viSe naglasava znacaj lipidnih molekula. Primjerice, lipidi koji se
nalaze u obliku triacilglicerola 1 sterolnih estera sluze za skladistenje energije. Ograni¢avanje
prostora na kojem se dogadaju specificne kemijske reakcije unutar stanice povecava
biokemijsku efikasnost samih reakcija te sprjecava nekontrolirano Sirenje reakcijskih
produkata. Uz to §to predstavljaju fizicku barijeru, membranski lipidi omogucéavaju pupanje,
stvaranje tubula, fisiju i fuziju, Sto su procesi kljuéni za diobu stanica i biolosku reprodukciju.

Ovisno o funkciji membranskog proteina te lipidnom okruZenju, neki proteini unutar lipidnog
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dvosloja agregiraju, dok se drugi dispergiraju. Konac¢no, lipidi mogu biti primarni ili sekundarni
glasnici u procesima provodenja signala i molekularnog prepoznavanja.?

Lipidni dvosloj posjeduje dva vazna svojstva. Prvo, hidrofobna jezgra ¢ini nepropusnu
barijeru koja onemogucava difuziju hidrofilnih molekula. Funkcija membrane kao barijere
dodatno je modulirana prisutno$¢u membranskih proteina koji sluze za prijenos specificnih
molekula preko nepropusne membrane. Drugo vazno svojstvo dvosloja je njegova stabilnost.
Struktura dvosloja odredena je hidrofobnim i van der Waalsovim interakcijama izmedu lipidnih
lanaca te su, iako vodeno okruzenje moze mijenjati ionsku jakost i pH-vrijednost, te interakcije
dovoljno jake da dvosloj zadrzi svoju karakteristi¢nu strukturu. Kako bi kontakt hidrofobnih
dijelova s vodom bio minimalan, dvosloj se spaja na svojim krajevima te tvori zatvorenu
strukturu.1-?2

Prema sastavu, bioloske membrane sadrze tri klase lipida: fosfogliceride, sfingolipide i
steroide. Najzastupljeniji lipidi su fosfogliceridi, derivati glicerol-3-fosfata. Molekula
fosfoglicerida uobicajeno se sastoji od hidrofobnog repa, kojeg ¢ine dva lanca masne kiseline
vezana na hidroksilne skupine glicerol-fosfata, te hidrofilne glave, koju ¢ini fosfatna skupina.
Dva lanca masne kiseline mogu se razlikovati u duljini i stupnju zasi¢enosti. Fosfogliceridi se
klasificiraju ovisno o prirodi polarne skupine (slika 2.1.2.).

(o} o
/\/\/\/\/\/\/\)L U L/
O/ﬁ/\O/‘\O/\/ cn,

o

o}
\/\/\/\/\/\/\/\/Y fosfatidilkolin (PC)

o
/\/\/\/\/\/\/\)L ‘ /H
/ﬁ/\ /‘\ AN \H
W\/\/\/\/\/\/Y fosfatidiletanolamin (PE)

o
/\/\/\/\/\/\/\)L /H
/\/\ /‘\ /j/i "
\/\/\/\/\/\/\/\/Y etear 5

° fosfatidilinozitol (P1)

Slika 2.1.2. Opéenite strukture razlicitih skupina fosfoglicerida. U membrani je kod veéine
fosfoglicerida jedna masna kiselina (poli)nezasi¢ena, pri ¢emu broj i polozaj dvostrukih veza
mogu varirati.
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U slucaju fosfatidilkolina (PC), najzastupljenijeg fosfolipida u membrani, i
fosfatidiletanolamina (PE), polarnu glavu ¢ini kolin, alkohol koji sadrzi pozitivno nabijenu
kvaternu amonijevu skupinu vezanu na negativno nabijenu fosfatnu skupinu, pri ¢emu je PE pri
fizioloskim uvjetima u 'zwitter-ionskom' obliku. U slu¢aju fosfatidilserina (PS) i
fosfatidilinozitola (P1), molekula koja sadrzi hidroksilnu skupinu vezana je na fosfatnu skupinu.
U stani¢nim membranama, uobicajeno je da je neki fosfolipid zastupljeniji u jednom sloju, $to
ju Cini asimetri¢nom. Primjerice, u slucaju ljudskih eritrocita, ve¢ina PC nalazi se u
egzoplazmatskom dijelu membrane, dok se PE, PS i PI nalaze s citosolne strane membrane.
Asimetri¢na raspodjela lipida s vanjske i unutarnje strane membrane osigurava kontrolu
adhezije molekula te stani¢nih receptora i signala.??2

Drugu skupinu membranskih lipida ¢ine sfingolipidi, derivati amino alkohola sfingozina.
Sastoje se od dugackog lanca masne kiseline vezanog na amino skupinu sfingozina. U
sfingomijelinu, najzastupljenijem sfingolipidu, fosfatidilkolin je wvezan na terminalnu
hidroksilnu skupinu sfingozina (slika 2.1.3). Drugi sfingolipidi su amfipatski glikolipidi ¢ije
polarne glave ¢ine Seceri. Sfingolipidi Se u stani¢nim membranama metaboliziraju u glasnicke
molekule koje imaju ulogu u mnogim stani¢nim procesima, poput rasta i diferencijacije

stanice?, reorganizacije citoskeleta® i apoptoze.?®

OH o) CHs
| e
~ o N >N,
s

Slika 2.1.3. Struktura sfingomijelina.

Tre¢a skupina membranskih lipida su steroidi, ¢iju osnovnu strukturu ¢ini Cetvero€lani
ugljikovodi¢ni prsten. Kolesterol, jedan od najzastupljenijih sterola u staniénim membranama
sisavaca, ima supstituiranu hidroksilnu skupinu na jednom prstenu (slika 2.1.4.). lako je
kolesterol po svom sastavu preteZito ugljikovodik, zahvaljujuéi hidroksilnoj skupini koja moze
tvoriti interakcije s vodom, pokazuje amfipatski karakter. Glavna uloga kolesterola u stani¢nim
membranama je strukturna, pri ¢emu regulira permeabilnost i rigidnost membrane. Uz to,

pokazano je da kolesterol utjeée i na proces endocitoze.?’
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Slika 2.1.4. Struktura kolesterola.

Pri fizioloskoj pH-vrijednosti, ve¢ina fosfoglicerida je neutralna, dok su neki, poput PS,
negativno nabijeni. Unato¢ tome, molekule svih fosfolipida mogu se organizirati u fosfolipidne
dvosloje. Sfingomijelini, koji su oblikom sli¢ni fosfogliceridima, takoder mogu tvoriti
dvoslojne strukture, pri ¢emu nastaje mijeSani dvosloj fosfoglicerida i1 sfingomijelina.
Kolesterol i ostali steroidi imaju prevelik hidrofobni karakter te ne mogu tvoriti dvosloj, osim

ako su pomijesani s fosfolipidima.??

2.1.2. Membranski proteini

Ovisno o vrsti interakcije s membranom, u stanici se razlikuju transmembranski i periferni
proteini.> Transmembranski proteini su, kao i lipidi, amfipatske molekule. Hidrofobni dijelovi
u interakciji su s hidrofobnim lancima lipidnih molekula u unutraSnjosti dvosloja, dok su
hidrofilni dijelovi izloZeni vodi s bilo koje strane membrane. Membranski proteini mogu se i
kovalentno vezati za lance masnih kiselina, Sto dodatno pojacava njihovu hidrofobnost, dok
neki membranski proteini niti ne ulaze u unutrasnjost membrane, ve¢ su vezani na druge
membranske proteine nekovalentnim interakcijama. Takvi proteini lako se mogu otpustiti s
membrane promjenom nekog vanjskog parametra, npr. ionske jakosti ili pH-vrijednosti te se
nazivaju perifernim membranskim proteinima.> S druge strane, transmembranski proteini i
proteini vezani na lipide i druge proteine koji se ne mogu otpustiti istim promjenama nazivaju
se integralni membranski proteini. Samo transmembranski proteini djeluju s obje strane
dvosloja te mogu prenositi molekule unutar i van stanice. Ve¢ina membranskih integralnih
proteina sadrzi jednu ili viSe a-zavojnica koje prodiru kroz membranu te se hidrofilni dijelovi
takvih proteina nalaze i u egzoplazmatskom i u citosolnom prostoru, dok su neki samo
djelomiéno uronjeni u membranu.t

Membranski proteini sudjeluju u nizu stani¢nih procesa, pri ¢emu njihova uloga ovisi o

polozaju i naCinu vezanja s membranom. Proteini koji se nalaze na membrani imaju ulogu
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receptora te prenose informacije iz okoline do stanice, omoguc¢avajuéi joj prilagodbu na vanjske
uvjete. Neki membranski proteini sudjeluju i u stani¢nim procesima kljuénima za stvaranje
energije. Unutarnja membrana mitohondrija, primjerice, posjeduje proteinske komplekse
respiratornog lanca koji sudjeluju u procesu stani¢nog disanja i sintezi ATP-a.> Proteinski
nosaci i kanalni proteini ¢ine skupinu transportnih proteina. Kanalni proteini tvore vodene pore
u membrani, koje omogucavaju prolaz specificnih molekula, dok su proteinski nosaci u
izravnom kontaktu s molekulom koja se prenosi.*® Proteinski nosa¢ veZe se za molekulu te
prolazi kroz niz konformacijskih promjena kako bi ju dostavio s druge strane membrane. Vecina

nosaca specijalizirana je za odredenu vrstu spojeva, poput Secera ili aminokiselina.®

2.1.3. Fluidnost stanicne membrane

Fluidnost stani¢ne membrane ima velik bioloski znacaj te ovisi o sastavu i temperaturi. Pri
odredenoj temperaturi, kod molekula fosfolipida dolazi do faznog prijelaza. Visoko uredena
faza naziva se gel faza te je u njoj kretanje hidrofobnih lanaca ograni¢eno.* Porast temperature
omogucava brze gibanje hidrofobnih lanaca te prijelaz membrane u manje uredenu, fluidnu
fazu (slika 2.1.5.). Pri fizioloskim uvjetima, hidrofobna unutrasnjost membrane uobicajeno ima
nisku viskoznost te je u fluidnoj fazi. Temperatura faznog prijelaza smanjuje se smanjenjem
duljine ugljikovodi¢nog lanca te porastom broja dvostrukih veza.! Kraéi ugljikovodiéni lanci u
pravilu pokazuju slabiju medusobnu interakciju, a interakcija je dodatno otezana u prisustvu
cis-dvostrukih veza koje narusavaju gusto pakiranje hidrofobnih dijelova. Sinteza spojeva s Cis-
dvostrukim vezama osigurava fluidnost membrane i pri niZim temperaturama. Primjerice,
bakterije ¢ija se temperatura mijenja ovisno o temperaturi okolisa, prilagodavaju sastav masnih
kiselina u membrani kako bi se zadrzala fluidnost na nacin da pri nizoj temperaturi sintetiziraju

veéi broj masnih kiselina s cis-dvostrukim vezama.?2

gel faza fluidna faza

Slika 2.1.5. Shematski prikaz faznog prijelaza lipida iz gel faze u fluidnu fazu.
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Uz fosfolipide, na fluidnost membrane znacajno utjece i kolesterol. Kolesterol se u membranu
smjesta na nacin da su hidroksilne skupine u blizini polarne glave fosfolipida, dok su rigidni,
sterolni prsteni u interakciji s hidrofobnim lancima. Prisutnost kolesterola smanjuje mobilnost
ugljikovodi¢nih lanaca, $to stabilizira strukturu dvosloja te, pri uobicajenim fizioloskim
koncentracijama, smanjuje fluidnost i permeabilnost za male molekule topljive u vodi. Pri
nizim koncentracijama kolesterola, steroidnim prstenovima se razdvajaju i dispergiraju
ugljikovodi¢ni lanci, prilikom ¢ega membrana postaje fluidnija.?® Dok je kolesterol glavni
predstavnik sterola u stanicama sisavaca, u sastavu staniéne membrane odredenih organizama
nalaze se i drugi steroli. Primjerice, ergosterol sastavni je dio membrana gljiva, dok se
lanosterol moze pronaéi u prokariotskim membranama.?® Lipidni sastav dvosloja utjeée i na
debljinu membrane, pri ¢emu su sfingomijelin i kolesterol povezani s debljim dvoslojem i

manje fluidnom membranom od fosfolipida.®?2
2.2. Modelne stani¢cne membrane

Stani¢na membrana klju¢na je sastavnica stanica svih Zivih bi¢a te su mnoga biofizicka svojstva

membrana od kritiéne vaZnosti za preZivljavanje organizma.®

Pokazano je da cak 1
mikroskopske promjene u debljini, fluidnosti, permeabilnosti 1 naboju membrane mogu narusiti
makroskopsku strukturu i dovesti do gubitka funkcije barijere.?® 1z tog je razloga kljuéno
istraziti strukturne promjene membrane uzrokovane vanjskim faktorima i interakcijom s drugim
molekulama. S obzirom na kompleksnost strukture te izazove koji se javljaju prilikom izolacije
i rada sa stanicnom membranom, javlja se potreba za razvojem biomimetic¢kih sustava, koji bi

omogucili in vitro istrazivanja fosfolipidnih struktura, a podrazumijevaju lipidne dvosloje

razlicitih sastava i morfologije.
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2.2.1. Liposomi

Liposomi su sferi¢ne strukture nacinjene od jednog ili vise lipidnih dvosloja u ¢ijoj se

unutras$njosti, odnosno izmedu susjednih dvosloja, nalazi vodeni medij (slika 2.2.1.).

Slika 2.2.1. Struktura liposoma.

Uz to Sto se Cesto koriste kao modelne staniéne membrane, liposomi se, zahvaljujuci svojoj
biokompatibilnosti i biorazgradivosti, koriste i u dostavi lijekova.>*® Do formiranja lipidnih
dvosloja u vodenom mediju dolazi spontano, pri ¢emu se hidrofilne glave orijentiraju prema
vodi, dok se lipofilni lanci okre¢u jedni prema drugima te dolazi do spajanja krajeva i nastanka
globularne strukture. U takvoj su strukturi polarni dijelovi orijentirani prema vanjskoj i
unutarnjoj vodenoj fazi, dok se nepolarni dijelovi nalaze u unutra$njosti membrane.3
Lamelarnost oznacava broj dvosloja koji se nalaze u strukturi, pri ¢emu se razlikuju
unilamelarne (engl. unilamellar vesicles, UV) i multilamelarne (engl. multilamellar vesicles,
MLV) vezikule. Ovisno o veli€ini, liposomi se mogu dodatno klasificirati. Male unilamelarne
vezikule (eng. small unilamellar vesicles, SUV) ¢ine liposomi u rasponu veli¢ina 20 nm-100
nm, velike unilamelarne vezikule (engl. large unilamellar vesicles, LUV) su veli¢ine iznad 100
nm, dok su ogromne unilamelarne vezikule (engl. giant unilamellar vesicles, GULV) veli¢ine
iznad 1000 nm. Kod vezikula koje se sastoje od vise koncentri¢nih lipidnih dvosloja razlikuju
se oligolamelarne vezikule (engl. oligolamellar vesicles, OLV), koje mogu biti u rasponu
veli¢ina 100 nm-1000 nm, te multilamelarne velike vezikule (engl. multilamellar large
vesicles, MLLV), uobi¢ajeno veli¢ine iznad 500 nm. Vezikule promjera ve¢eg od 1000 nm
nazivaju se multivezikularne te njihova veli¢ina moZe sezati i do nekoliko mikrometara. 33
Liposomi se, u svrhu biomimetike staniénih membrana, uobicajeno pripravljaju od
prirodnih ili sintetskih fosfolipida koji se mogu prona¢i u membranama sisavaca i drugih

organizama. Za proucavanje stanicnih membrana prokariota najceS¢e se koriste negativno

Anja Sadzak Doktorska disertacija



§ 2. Literaturni pregled 13

nabijeni fosfolipidi, primjerice dipalmitoilfosfatidilglicerol (DPPG),
palmitoiloleoilfosfatidilglicerol (POPG), dioleoilfosfatidilglicerol (DOPG) I
dimiristoilfosfatidilglicerol (DMPG). Za proucavanje membrana eukariotskih organizama
uglavnom se koriste lipidi 'zwitterionske' prirode. Najces¢e koristeni su fosfatidilkolini (PC),
primjerice  dioleoilfosfatidilkolin ~ (DOPC), dipalmitoilfosfatidilkolin ~ (DPPC) i
dimiristoilfosfatidilkolin (DMPC). Uz fosfatidilkoline, koriste se i fosfatidiletanolamini (PE),
fosfatidilserini (PS) i fosfatidilgliceroli (PG).%®

Najstarija metoda priprave liposoma je metoda hidratacije lipidnog filma.” Ukratko, lipid
Se otapa u organskom otapalu koje se potom uparava pod vakuumom, pri ¢emu na stijenkama
okrugle tikvice nastaje lipidni film. Dodatkom vodenog medija dolazi do spontanog formiranja
liposoma, a mehanic¢kim mijeSanjem i naglim promjenama temperature osigurava Se potpuno
odvajanje filma od stijenke. Ovim procesom nastaju MLV heterogene raspodjele veli¢ina.
Temperatura tijekom cijelog procesa hidratacije mora biti visa od temperature faznog prijelaza
lipida. Termodinamicki, MLV su stabilnije su od UV, stoga je potrebno uloziti mehanicku
energiju kako bi se postigla homogena raspodjela veli¢ina.*®*° Male unilamelarne vezikule
mogu se dobiti sonifikacijom ili ekstrudiranjem. Ekstrudiranje je proces koji ukljucuje
viSestruko provlacenje suspenzije liposoma kroz polikarbonatnu membranu Zeljene veli¢ine
pora, dok sonifikacija podrazumijeva izlaganje suspenzije ultrazvuénim valovima.*

Osim metode hidratacije lipidnog filma, mogu se koristiti i metode injektiranja®, pri ¢emu
se kao organsko otapalo najces¢e koriste dietil-eter i etanol. Lipidi otopljeni u organskom
otapalu injektiraju se u vodeni medij koji je u velikom suviSku, a organsko se otapalo, ovisno o
injektiranoj koli¢ini, moZe ukloniti isparavanjem pod sniZzenim tlakom. Vaznu ulogu u
metodama priprave liposoma imaju i deterdzenti®, koji se pri kriti¢noj micelizacijskoj
koncentraciji koriste za otapanje lipida. DeterdZent se najces¢e uklanja dijalizom te, njegovim
uklanjanjem, micele postaju sve zasicenije fosfolipidima koji se na kraju spontano organiziraju
u GUV. Glavni nedostatak ove metode je otezano prociS¢avanje s obzirom na to da su U
liposomima, i nakon uklanjanja, u nekim slu¢ajevima pronadeni tragovi deterdzenta. 1z tog se
razloga intenzivno radi na razvoju uéinkovitijih tehnika pro¢i§éavanja suspenzija liposoma.®
Metoda razrjedenja alkoholom pokazala se u¢inkovitom za pripravu velike koli¢ine liposoma.
Sastoji se od mijeSanja membranskih komponenti, odnosno lipida, s polarnim, nehlapljivim

alkoholom, primjerice glicerolom ili propilen-glikolom. Smjesa se potom dispergira u vodenom

mediju.*
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2.2.2. Lipidni dvosloj na nosacu

Jedan od najjednostavnijih modelnih sustava za opis stani¢ne membrane je lipidni dvosloj na
nosacu (engl. supported lipid bilayer, SLB), koji se sastoji od jednog lipidnog dvosloja
fiksiranog na &vrstu podlogu. Najéeséi nosaci su staklo, silika i tinjac.®® Lipidni se dvosloj na
podlogu moze vezati direktno, kovalentnim vezama ili ionskim mostovima. Uz to, lipidni
dvosloj moze biti odvojen od podloge na nacin da se izmedu nalazi tanak sloj molekula vode
ili hidratiziranih polimera.*?-44

Lipidni dvosloj na nosacu tradicionalno se pripravlja koriStenjem Langmuir-Blodgettove
depozicije, metode koja se opcenito Cesto koristi za pripravu tankih filmova na podlozi.
Prilikom vertikalnog uranjanja podloge u suspenziju lipida dolazi do prijenosa molekula lipida
iz medupovrsinskog prostora na granici faza voda/zrak te posljedicnog vezanja na supstrat.
Slojevi na podlozi rastu vertikalno, a njihov broj ovisi o sastavu lipida i supstrata te o broju
uranjanja, pri ¢emu prilikom svakog uranjanja dolazi do nastanka homogenog sloja.*

Do nastanka lipidnog dvosloja na ¢vrstoj podlozi moze do¢i i raspadom liposoma, ukoliko
su interakcije izmedu podloge i1 lipidnog dvosloja jace nego interakcije koje odrzavaju
vezikularnu strukturu liposoma.*®-® Spontano pucanje liposoma i adsorpcija na podlogu ovise
o vrsti lipida i podloge.***° Uz to, na proces depozicije zna¢ajno utjece i stabilnost vezikula.
Vece vezikule su stabilnije te je moguénost spontanog pucanja i formiranja planarnog dvosloja
manja, dok su manje vezikule, radi veée zakrivljenosti, podloZnije raspadu. Pronadeno je da su
vezikule promjera oko 20 nm idealne za formiranje planarne membrane na supstratu.>%5!

U literaturi je predloZeno nekoliko mehanizama pucanja liposoma 1 stvaranja planarnog
lipidnog dvosloja. Ukoliko su interakcije izmedu molekula lipida i podloge dovoljno jake,
dolazi do spontanog pucanja individualnih liposoma (slika 2.2.2.A). Uz to, moze doéi do
spajanja susjednih, adsorbiranih liposoma, Sto potom dovodi do pucanja (slika 2.2.2.B).
Ukoliko je na podlogu ve¢ adsorbiran dvosloj, interakcije njegovih krajnjih molekula i liposoma
mogu inducirati pucanje susjednog liposoma (slika 2.2.2.C). Konac¢no, kooperativna interakcija
nekoliko susjednih liposoma moze uzrokovati pucanje pri vrijednosti koja odgovara kriticnoj

vezikularnoj prekrivenosti (slika 2.2.2.D).5?
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Slika 2.2.2. Mehanizmi stvaranja lipidnog dvosloja na nosacu pucanjem liposoma: A)
Spontatno pucanje individualnih liposoma; B) Spajanje susjednih liposoma; C) Interakcija
liposoma s adsorbiranim dvoslojem; D) Kooperativna interakcija susjednih liposoma.

2.2.3. Istrazivanja s modelnim membranama

Modelne lipidne membrane uspjesno se koriste za istrazivanje sastava stani¢nih membrana.
Pokazano je da na membranama mogu nastati lipidne domene bogate kolesterolom okruzene
fluidnom fazom, koje je moguée detektirati koristenjem modelnih membrana.>*%* Koristenje
planarnih membrana omogucava vecu kontrolu sastava i svojstava od liposoma, stoga su na
nosaéima uspjesno pripravljene i asimetri¢ne lipidne membrane®, koje vjerodostojnije opisuju
biolo§ke membrane od onih simetri¢nih. I liposomi i lipidni dvosloji na nosacu koriste se za
istrazivanje sastava, morfologije i strukture membrane.>®% Primjerice, Aburai i suradnici®
koristili su rendgensko rasprsenje svjetlosti kako bi odredili polozaj kolesterola u liposomima
pripravljenim od DPPC. Uz to, odredeni su difuzijski koeficijenti mnogih lipida iz skupina
fosfokolina i sfingomijelina.®*® Fluidnost lipidnog dvosloja istraZivana je i u prisutnosti
membranskih proteina te je uoceno da je mobilnost proteina moguce zadrzati ukoliko se izmedu
podloge i lipidnog dvosloja nanese dodatan sloj albumina govedeg seruma (engl. bovine serum
albumine, BSA).%* Nanomehani¢ka svojstva membrana razli¢itih sastava istrazuju se uporabom
mikroskopije atomskih sila i spektroskopije sila.?®®® Primjerice, u istraZivanju
fosfatidilkolinskih liposoma s ugradenim kolesterolom pokazano je da Youngov modul

elasti¢nosti raste s pove¢anjem koncentracije kolesterola. Uz to, pokazano je da se stabilnost
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liposoma adsorbiranih na supstrat razlikuje od stabilnosti liposoma u otopini.®” Mikroskopijom
atomskih sila moguce je pratiti i sam proces adhezije liposoma na supstrat, njegovo pucanje te
nastanak lipidnog dvosloja.8 Kombinacijom spektroskopije sila i dinami¢kog rasprienja
svjetlosti uoceno je da, uz vrstu i koncentraciju lipida te koncentraciju kolesterola, na rigidnost
liposoma utjece i njihova veli¢ina.®® Koristenjem fluorescencije pokazano je da je promjenom
vanjskih, makroskopskih faktora moguce inicirati i kontrolirati strukturne promjene lipida na
nanometarskoj razini.”® Temperature faznih prijelaza mnogih lipida odredene su koristenjem
modelnih membrana, pri ¢emu se istrazuje 1 utjecaj kolesterola na fazni prijelaz. Primjerice, u
sluaju 1-miristoil-2-palmitoil-sn-glicero-3-fosfokolina (MPPC) uoceno je da dodatak
kolesterola snizava temperaturu faznog prijelaza.” Najcesc¢e koristene metode za odredivanje
temperature faznih prijelaza su fluorescencijske metode te diferencijalna pretrazna
kalorimetrija.”#"® Uz to, za istraZivanje faznih prijelaza moguée je koristiti i tehnike magnetske
rezonancije, nuklearnu magnetsku rezonanciju i elektronsku spinsku rezonanciju.’

Modelne membrane koriste se i za istrazivanje interakcija lipida s ostalim stani¢nim
molekulama. Primjerice, Shaw i suradnici’ pratili su interakcije kationskih peptida s modelnim
membranama upotrebom mikroskopije atomskih sila, dok su Barfoot i suradnici*’ istrazivali
preferencijalno vezanje F-aktina i lipidnih dvosloja u koje je ugraden membranski protein
potikulin, ¢ime je poboljSana biomimetika plazmatskih membrana eukariotskih stanica. Lipidne
modelne membrane koriste se i u razvoju lijekova. Baciu i suradnici’® koristili su kationske
amfifilne lijekove kako bi odredili koli¢inu i mehanizam prijenosa lijeka preko membrane, dok
se modelne membrane intenzivno primjenjuju i u studijama toksi¢nosti lijekova.’""® S obzirom
na to da je pokazana korelacija izmedu naruSavanja strukture lipidnih dvosloja 1 toksi¢nosti
odredenih spojeva, istrazivanjem interakcija lipida i1 lijekova moguée je predvidjeti
koncentraciju pri kojoj neki lijek pokazuje toksi¢no djelovanje.”*® Uz to, dodatak lijeka
lipidnom dvosloju utjece na temperaturu faznog prijelaza, Sto dodatno naglaSava vaznost
razumijevanja interakcija izmedu lipida i lijekova.8! Osim neutralnih lipida, za pripravu i
proucavanje svojstava liposoma uspjesno su koristeni 1 kationski te anionski lipidi, najéesce u

smjesi s nenabijenim lipidima, kako bi se omoguéilo formiranje liposoma.®283
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2.3. Lipidna peroksidacija

Jedna od osnovnih gradivnih jedinica stanicne membrane su fosfolipidi koji posjeduju
nezasi¢enu masnu kiselinu vezanu na 2-hidroksilnu skupinu glicerolne podjedinice. Mnoge od
tih kiselina su polinezasi¢ene, s dvostrukim vezama odvojenima metilenskim skupinama.
Visoka koncentracija polinezasi¢enih masnih kiselina u fosfolipidima, uz to Sto ih Cini
podloznima oksidaciji, omoguc¢ava im sudjelovanje u radikalskim lan¢anim reakcijama.
Najzastupljenija polinezasiCena masna kiselina u stanicama je linoleinska kiselina te se
procjenjuje da u lanc¢anoj reakciji oksidacije jedna molekula oksidansa uzrokuje reakciju na, u
prosjeku, 60 molekula kiseline.?®*

Lipidna peroksidacija kompleksan je proces koji se dogada u Zivotinjama i u biljkama.
Ukljucuje nastanak i propagaciju lipidnih radikala, reakciju s molekularnim kisikom te
preslagivanje dvostrukih veza u nezasi¢enim lipidima. Na kraju dolazi do raspada lipida te
nastanka velikog broja produkata. Prema mehanizmu, lipidna peroksidacija moze biti
enzimatska i neenzimatska. Enzimatska peroksidacija katalizirana je lipoksigenazama,
skupinom enzima koji oksigeniraju slobodne i esterificirane polinezasi¢ene masne kiseline, pri
¢emu nastaju peroksilni radikali. Neenzimatska lipidna peroksidacija moZe biti radikalska 1
neradikalska, ovisno o inicijatoru reakcije. U tijelu se najéesce paralelno odvijaju i enzimatska

i neenzimatska lipidna peroksidacija.?®°

2.3.1. Reaktivne kisikove vrste

Reaktivne kisikove vrste skup su molekula nastalih djelomi¢nom redukcijom molekularnog
kisika te u tijelu nastaju kao neizbjezna posljedica aerobnog okruZenja u kojem zivimo. Vecina
reaktivnih kisikova vrsta koje nastaju u tijelu su radikali, vrste koje posjeduju barem jedan
nespareni elektron, $to ih ¢ini potencijalnim inicijatorima radikalske lipidne peroksidacije.®
Procjenjuje se da prosjecna odrasla osoba dnevno u organizam unese 600 g kisika. Glavna uloga
molekularnog kisika u stanici je u procesu stani¢nog disanja koji se odvija u mitohondriju, a u
kojem dolazi do redukcije kisika u vodu pomocu enzima citokrom oksidaze. U navedenom
procesu, oko 90% kisika se uspjesSno reducira, dok se preostalih 10% djelomicno reducira te
nastaju superoksidni anion (O2™) (jednadzba 2.3.1) i vodikov peroksid (H202) koji lako mogu

difundirati iz mitohondrija u citosol stanice.3* Uz superoksidni radikal, reaktivne kisikove vrste
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koje nastaju ukljucuju hidroksilni radikal (OH-), koji nastaje u prisutnosti zeljezovih(II) iona
(jednadzba 2.3.2), i hidroperoksilni radikal (HO2-), koji nastaje protonacijom superoksidnog
radikala (jednadzba 2.3.3). Iz hidroperoksilnog radikala moZze nastati nova molekula vodikovog

peroksida (jednadzba 2.3.4).87:88

O,+e =053 (2.3.1)

Fe2* + H,0, > Fe3* + OH - +0H"~ (2.3.2)
03+ +H,0 - HO, - +0H~ (2.3.3)
HO, - +e~ + H* - H,0, (2.3.4)

Hidroksilni radikal iznimno je reaktivan radikal (Ered (OH-/H20) =2,3 V) te je najjaci oksidans
proteina i lipida.®® lako mu je procijenjeno vrijeme poluzivota samo 1 ns®, iznimno je opasan
jer u reakciji s drugom molekulom stvara novu reaktivnu vrstu. Uz to, moze napasti Sirok
spektar bioloskih molekula, ukljucujuéi sve proteine, DNA te polinezasi¢ene masne kiseline u
stani¢énim membranama.* Superoksidni anion slabije je reaktivan prema lipidima i proteinima
(Ered (O27/H202) = 0,89 V), no njegov protonirani oblik, hidroperoksilni radikal, znatno je
reaktivniji (Ered (HO2:/H202) = 1,06 V).

Vodikov peroksid uglavnom nastaje u enzimatskim reakcijama te, iako sama molekula nije
radikal, lako difundira kroz stani¢nu membranu nakon ¢ega moze oksidirati mnoge stani¢ne
molekule. Primjerice, pokazano je da, u uvjetima oksidativnog stresa, kod odredene skupine
citoplazmatskih proteina dolazi do oksidacije cisteina i stvaranja disulfidne veze, $to dovodi do
poremecéaja u prijenosu signala unutar stanice.*® U biljnim i Zivotinjskim stanicama, glavnu
ulogu u uklanjanju reaktivnih kisikovih vrsta imaju enzim superoksid dismutaza koja katalizira
reakciju disproporcioniranja superoksidnog radikala, pri ¢emu nastaje vodikov peroksid te
enzim katalaza koja sudjeluje u uklanjanju vodikovog peroksida na nac¢in da katalizira njegov
raspad na dvije molekule vode i molekularni kisik.* Ova dva enzima u kombinaciji posjeduju
prirodnu antioksidativnu aktivnost. Uz navedene, vrlo vaznu ulogu u uklanjanju vodikovog
peroksida ima i glutation peroksidaza.*® Vodikov peroksid nije jedina neradikalska reaktivna
kisikova vrsta. Reakcijom dva peroksilna radikala moze nastati i singletni kisik koji sudjeluje
u daljnjem stvaranju peroksida.?® Singletni kisik takoder moZe nastati prilikom ozra¢ivanja
odredenih molekula u prisutnosti kisika, pri ¢emu dolazi do apsorpcije fotona 1 prelaska u
pobudeno elektronsko stanje u kojem se spin jednog nesparenog elektrona mijenja te dolazi do

sparivanja elektrona dva suprotna spina.®! Nastanak singletnog kisika prilikom ozra¢ivanja
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uocen je kod molekula porfirina, riboflavina i bilirubina. Pokazano je da nakupljanje porfirina
kod pacijenata koji boluju od odredene vrste porfirije moze dovesti do oste¢enja koze ukoliko
porfirini interagiraju sa Sundevom svjetlosti, pri ¢emu nastaje singletni kisik.% Singletni kisik
u stanici naj¢eS¢e napada proteine te moze reagirati s ve¢inom aminokiselina, pri ¢emu je
koeficijent brzine reakcije najveéi za histidin, triptofan, tirozin, cistein i metionin.*® Uz to $to
je povezan s inaktivacijom mnogih enzima®*, povezan je i s oste¢enjem DNA molekule u E.

Coli.®

2.3.2. Neenzimatska lipidna peroksidacija

Neenzimatska lipidna peroksidacija je lan¢ana reakcija koja se sastoji od koraka inicijacije,
propagacije i terminacije. U slucaju radikalske lipidne peroksidacije inicijator je hidroksilni
radikal, dok je u slu¢aju neradikalske peroksidacije inicijator singletni kisik.?® Reakcija
zapocinje eliminacijom atoma vodika ili adicijom kisikovog radikala, pri ¢emu dolazi do
nastanka aktiviranog metilenskog mosta.? Prijelazna struktura u reakciji eliminacije atoma
vodika posjeduje polarni i radikalni karakter. Do polarizacije dolazi zbog interakcije s
heteroatomom iz radikala koji uklanja vodik, dok je radikalni karakter posljedica homolitickog
cijepanja C—H veze. Polarni i radikalni karakter mogu se rezonantno stabilizirati ukoliko je na
susjednom atomu ugljika prisutna dvostruka veza, Sto smanjuje energiju aktivacije i ubrzava
reakciju.% 1z tog su razloga metilenski mostovi u polinezasiéenim masnim kiselinama posebice
podlozni peroksidaciji. Eliminacijom vodikovog atoma, na ugljikovom atomu ostaje nespareni
elektron (jednadzba 2.3.5.). Tako nastali radikal stabilizira se preslagivanjem dvostrukih veza,
pri ¢emu nastaje konjugirani dien. Konjugirani dien u reakciji s molekularnim kisikom tvori
peroksilni radikal koji potom napada novu molekulu polinezasi¢ene masne kiseline te na taj
nacin dolazi do propagacije reakcije. Duljina lipidne peroksidacije ovisi 0 mnogo faktora,
ukljucujuéi omjer lipida 1 proteina u membrani, lipidni sastav, koli¢inu kisika 1 prisutnost
antioksidansa koji mogu prekinuti lananu reakciju doniranjem vodika koji inaktivira peroksilni
radikal.® Nastali radikali masnih kiselina ponovno se stabiliziraju preslagivanjem u
konjugirane diene, pri ¢emu su najstabilniji hidroperoksidi, alkoholi, aldehidi i alkani. Lipidni
hidroperoksid prvi je stabilan produkt lipidne peroksidacije te, pri fizioloSkim uvjetima,
prijelazni metali igraju vaznu ulogu u njegovom daljnjem raspadu. Lan¢ana reakcija zaustavlja

se reakcijom dva radikala, §to oznacava terminaciju lipidne peroksidacije (jednadzba 2.3.8.).
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Terminacija je takoder moguéa u prisustvu spoja koji pokazuje antioksidativno djelovanje,

poput vitamina E. U tom slucaju, vitamin E stvara stabilniji fenoksilni radikal koji se moze

ukloniti drugim stani¢nim antioksidansima, poput askorbata ili glutationa.®®’
R,H+R-—>R;-+RH (2.3.5))
R-+ 0, - ROO- (2.3.6.)
R;H + ROO - - R; - +ROOH (2.3.7.)
ROO - + ROO - - ROH + R'=0 +10, (2.3.8.)

2.3.3. Utjecaj Zeljeza na neenzimatsku lipidnu peroksidaciju

Brzinu i mehanizam lipidne peroksidacije odreduju priroda i lokalna koncentracija oksidansa.
Niska koncentracija vodikovog peroksida u veéini stanica (¢ = 108 mol dm—3-10-1° mol dm-3)
nije dovoljna za inicijaciju peroksidacije te velik omjer [O2]/[H202] uobicajeno prisutan u
stanicama sugerira da je za inicijaciju potreban i katalizator.®® Mnogi metalni kompleksi koji
uspjes$no kataliziraju lipidnu peroksidaciju prisutni su in vivo, od kojih su najzastupljeniji
kompleksi Zeljeza®, a pronadeno je da u katalizi mogu sudjelovati i bakrovi(I) te kromovi(I)
ioni.2 Zeljezo se u tijelu pojavljuje kao Fe?* ili Fe®* ion, a prosjeéna odrasla osoba u tijelu ima
oko 5 g zeljeza.® Pri tome je oko 65% Zzeljeza u obliku hemoglobina, 10% je u sastavu
mioglobina, citokroma i enzima koji sadrze Zeljezo, a 25% je vezano na proteine koji sluze za
skladistenje Zeljeza, poput feritina i hemosiderina. %

Reducirani oblici Zeljezovih kompleksa (Fe?*) mogu reagirati s lipidnim peroksidima i
tvoriti alkoksilne radikale, dok oksidirani oblici (Fe**) reagiraju sporije te tvore peroksilne
radikale. Oba radikala mogu sudjelovati u propagaciji lancane reakcije. Krajnji produkti
kataliziranog raspada ukljucuju citotoksi¢ne aldehide i ugljikovodiéne plinove poput etana.?
Ioni prijelaznih metala takoder mogu generirati nove radikale iz lipidnih hidroperoksida, ¢ime

se ponovno inicira lipidna peroksidacija (jednadzbe 2.3.9 1 2.3.10.).%

ROOH 4+ M™ — RO - + M-+ (2.3.9)
ROOH + M~ D+ RO -+ M™ + OH™ (2.3.10.)
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Jedna od najces¢ih reakcija koja uzrokuje lipidnu peroksidaciju in vivo je Fentonova reakcija
koja ukljucuje reakciju Zzeljezovog(ll) iona s vodikovim peroksidom, pri ¢emu nastaju

zeljezov(III) ion, hidroksilni radikal te hidroksidni ion (jednadzba 2.3.11.).%

Fe2* + H,0, » Fe3* + OH- + OH™ (2.3.11)

S molekularnog stajaliSta, nastanak hidroksilnog radikala iz vodikovog peroksida i
zeljezovih(Il) iona Fentonovom reakcijom smatra se korakom koji odreduje brzinu reakcije
lipidne peroksidacije.!® Pokazano je da su ¢ak i niske staniéne koncentracije (nmol dm~3) iona
prijelaznih metala dovoljne za kataliziranje Fentonove reakcije in vivo, pri fizioloskim
koncentracijama vodikovog peroksida (0,1 pmol dm=-1,0 pmol dm=).1%2 Uz Fentonovu
reakciju, pokazano je i da Fe?* ioni u aerobnim uvjetima mogu reducirati molekularni kisik, pri
¢emu nastaje superoksidni anion (jednadzba 2.3.12.), a ta se reakcija dogada i unutarstani¢no i

vanstani¢no.%

Fe?t 4+ 0, - Fe3* + 03 - (2.3.12)

Koli¢ina iona Zeljeza koji mogu katalizirati reakciju u tijelu je strogo kontrolirana. Zeljezovi
ioni absorbiraju se iz organa trbuSne Supljine te se prenose do stanica pomocu proteina
transferina. Zeljezo vezano za transferin ne sudjeluje u radikalskim reakcijama, a visak Zeljeza
pohranjuje se u obliku feritina i hemosiderina. Zastitni mehanizmi u tijelu osiguravaju da je pri
fizioloskim uvjetima uvijek prisutna mala koli¢ina slobodnog Zeljeza. Kataliticka aktivnost Fe?*
iona izrazito ovisi o ligandima u njegovom okruZenju. Uobi¢ajen koordinacijski broj Zeljeza je
6, a veéa zasi¢enost ligandima implicira i manju kataliticku aktivnost Zeljezovih vrsta. Iz tog se
razloga heksadentantni ligandi smatraju naju¢inkovitijim ligandima za zastitu od prekomjernog
stvaranja hidroksilnih radikala. Pokazano je da se u slucaju oksidativnog stresa iz proteina koji
skladiSte Zeljezo otpuSta prevelika koliCina Zeljeza, S§to za posljedicu ima nastanak

nekontroliranog broja reaktivnih kisikovih vrsta.*9:103
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2.3.4. Enzimatska lipidna peroksidacija

Enzimatsku lipidnu peroksidaciju kataliziraju lipoksigenaze prisutne u bakterijama, biljkama i
sisavcima.!® Lipoksigenaze su dioksigenaze koje u svojoj strukturi sadrze Zzeljezo te
kataliziraju regioselektivnu i enantioselektivnu oksidaciju masnih kiselina koje sadrze jednu ili
vise penta-1,4-dienskih jedinica.!%® Sastoje se od jednog polipeptida s dvije domene. Glavninu
katalititke domene ¢ini a-zavojnica, a N-terminalnu domenu &ini B-ba¢va (slika 2.3.1.).1%° S
obzirom na to da lipoksigenaze kataliziraju lipidnu peroksidaciju na masnim kiselinama, lipidi
se prvo hidroliziraju lipazama, a slobodne se molekule masnih kiselina otpustaju iz membrane
prije peroksidacije.8>%” Kao i kod neenzimatske lipidne peroksidacije, reakcija zapo¢inje
eliminacijom atoma vodika. Enzim u svojem Fe(l11) obliku prima elektron s masne kiseline te
dolazi do eliminacije atoma vodika s ugljikovog atoma koji se nalazi na metilenskom mostu.
Za razliku od neenzimatske lipidne peroksidacije, u ovom je slucaju eliminacija vodika
stereoselektivna. Nakon eliminacije dolazi do preslagivanja dvostrukih veza te Z,E-dienske
konjugacije. Na kraju dolazi do reakcije s molekularnim kisikom, pri ¢emu nastaje lipidni
peroksilni radikal. Redukcijom i protonacijom peroksilnog radikala, uz pomo¢ Fe(ll) iona,
nastaje lipidni hidroperoksid.’?®1% U tijelu su lipoksigenaze ukljuene u biosintezu lipidnih
hormona, poput leukotriena i lipoksina. Uz to, odredene vrste lipoksigenaza povezane su i s

degradacijom organela i diferencijacijom stanica.*°

Slika 2.3.1. Struktura lipoksigenaze-B.*

2.3.5. Produkti i bioloski znacaj lipidne peroksidacije

Oksidativna degradacija bioloskih fosfolipida dogada se u vecini stani¢nih membrana,
ukljuéujué¢i mitohodrije, mikrosome i peroksisome.? Oksidativni stres povezan je s mnogim

neurodegenerativnim bolestima poput Alzheimerove!'?!® i Parkinsonove bolestit!* te
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pojedinim vrstama polineuropatije.!® Uz neurodegenerativne, oksidativni stres povezan je i s
mnogim drugim bolestima, ukljucujuéi bolesti probavnog traktal!®, jetre i bubrega.l!’ Stani¢na
membrana je, zahvaljujuéi velikom broju polinezasi¢enih masnih kiselina, iznimno podlozna
oksidativnom napadu, a pokazano je i da podloznost oksidaciji raste s porastom broja
konjugiranih dvostrukih veza.?!'® Uz nastanak velikog broja toksi¢nih produkata, lipidna
peroksidacija za posljedicu ima 1 strukturne promjene stani¢ne membrane. Polinezasi¢ene
masne kiseline imaju vaznu fiziolosku ulogu, primjerice, odreduju strukturu, fluidnost i
selektivnu permeabilnost stanicne membrane te reguliraju ekspresiju gena, prijenos stani¢nih
signala i opskrbu energijom.!'® Pokazano je da lipidna peroksidacija smanjuje fluidnost
membrane, utjete na fazne prijelaze lipida u sastavu membrane te smanjuje elektri¢ni otpor.®’
Ukoliko dode do pucanja lanaca masnih kiselina, moze do¢i do inaktivacije enzima i
poremecaja u procesima diobe stanice. Uz polinezasi¢ene masne kiseline, reaktivne Kisikove
vrste, poput superoksidnog aniona i vodikovog peroksida, mogu dovesti do oSte¢enja mnogih
drugih bioloskih molekula, uklju¢ujuéi nukleinske kiseline i aminokiseline. Interakcija radikala
s proteinima uzrokuje denaturaciju, agregaciju, fragmentaciju te, naposljetku, gubitak funkcije
vezivnih tkiva, primjerice kolagena.'%

U reakciji lipidne peroksidacije razlikuju se primarni i sekundarni produkti (slika 2.3.2).

OH OH
[e)
O\/\)\/ W\/\/\
4-hidroksiheksenal 4-hidroksinonenal
o OH 0] (0]
0 X .
N P —
H H H H
akrolein

malondialdehid

Slika 2.3.2. 1zdvojeni produkti lipidne peroksidacije.

Primarni produkti uvijek su monohidroperoksidi koji se najces¢e nazivaju lipidni
hidroperoksidi (LOOH). Broj monomernih izomera hidroperoksida koji mogu nastati iz jedne

molekule polinezasi¢ene masne kiseline ovisi o broju dvostrukih veza (n) te je jednak 2n-2.
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Medutim, u tkivima sisavaca su polinezasi¢ene masne kiseline vezane na mnoge druge lipidne
molekule, poput sfingozina, fosfatidil-serina i estera kolesterola, stoga je broj lipidnih
hidroperoksida koji nastaju in vivo mnogo veéi.2* Lipidni peroksidi u tijelu se reduciraju u
nereaktivne alkohole masnih kiselina pomocu glutation peroksidaze ili nastavljaju reakciju i
prelaze u sekundarne produkte.!?’ Najzastupljeniji sekundarni produkti su oni koji nastaju kao
produkti pucanja lanca, poput aldehida, ketona, alkohola, furana itd. Identificirano je preko 30
aldehidnih produkata lipidne peroksidacije te se oni mogu podijeliti u nekoliko skupina koje
¢ine zasic¢eni aldehidi (npr. propanal, butanal, heksanal, oktanal, dekanal), 2,3-trans-nezasi¢eni
aldehidi (npr. heksenal, oktenal, nonenal, undekenal) te 4-hidroksilirani-2,3-trans-nezasic¢eni
aldehidi (npr. 4-hidroksiundekenal, 4-hidroksinonenal). Uz kratkolan¢ane molekule, velik broj
produkata moze nastati i preslagivanjem monohidroperoksida, nakon cega slijedi daljnja
oksidacija. Ti produkti, izmedu ostalih, ukljucuju peteroclane monociklicke perokside,
dihidroperokside te mono-, di-, tri-, keto- i epoksihidroksidne vrste. Produkti vec¢ih molekulskih
masa mogu nastati u reakcijama polimerizacije u kojima dolazi do nastanka intermolekulskih
veza izmedu oksidiranih molekula.?*

Aldehidi pokazuju vrlo visoku reaktivnost prema biomolekulama, poput proteina, molekule
DNA i fosfolipida. Skupina vrlo reaktivnih aldehida s dva elektrofilna reakcijska centra su
alken-2-ali za koje je pokazano da, pri odredenim uvjetima, mogu reagirati s gotovo svim
aminokiselinama.'?! Medu njima se posebno isti¢u heksen-2-al, akrolein te njegov metilirani
derivat krotonaldehid. Akrolein je iznimno citotoksican. Pokazano je da u kontaktu s ljudskim
bronhijalnim epitelnim stanicama inhibira rast i diobu stanice, narusava integritet membrane te
dovodi do nekoliko oste¢enja DNA i RNA molekula.'??12 Prilikom unosa u tijelo inhalacijom,
akrolein dovodi do iritacije, pri ¢emu dolazi do hiperplazije i metaplazije u respiratornom
traktu.?

Jedan od najistrazivanijih i najstetnijih produkata lipidne peroksidacije je 4-hidroksinonenal
(HNE) koji nastaje kao produkt oksidacije ®-6 polinezasi¢enih kiselina. To je lipidni elektrofil
1 o,B-nezasiceni aldehid koji je vrlo reaktivan 1 lako se veZe na proteine, DNA 1 fosfolipide. S
obzirom na prisutnost konjugirane dvostruke veze izmedu a i B atoma ugljika, B-ugljik je
elektron-deficijentan, zbog ¢ega HNE lako reagira s nukleofilnim lancima aminokiselina u
reakciji koja se naziva Michealova adicija. Produkti Michaelove adicije su kovalentni adukti
izmedu elektrofila i boénih lanaca aminokiselina, poput lizina!?, histidina i cisteina.'?® HNE

djeluje kao unutarstani¢ni signal koji moze modificirati ekspresiju gena, dijeljenje i
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diferencijaciju stanica te, konac¢no, izazvati apoptozu.? Procjenjuje se da se HNE moze
nakupljati u stanicama u koncentracijama 10 pmol dm=-5 mmol dm= nakon izlaganja
oksidativnom stresu.'?” Uz to, pokazano je da vezanje HNE na velik broj enzima dovodi do
njihove inaktivacije. Ti enzimi uklju¢uju gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenazu®?®, glutation-S-
transferazu'?® i glutation reduktazu.®*° Uz to, adukti HNE i stani¢nih biomolekula identificirani

131 j Parkinsonove bolesti*® te su povezani i sa staniénom

su prilikom istrazivanja Alzheimerove
smrti neurona.!® Osim neurodegenerativnih bolesti, adukti HNE s proteinima identificirani su
u tkivima pacijenata koji boluju od karcinoma®*, amiloidoze!®, preeklampsije!® i primarne
bilijarne ciroze.™’

U slu¢aju ©-3 polinezasic¢enih kiselina, jedan od $tetnijih produkata je 4-hidroksiheksen-2-
al (HHE). Pokazano je da je glavni izvor HHE u tijelu dokosaheksaenoilna kiselina koja je
zastupljena u vecini tkiva.'*8139 S obzirom na nisku lipofilnost i manju kemijsku reaktivnost,
smatra se manje Stetnim od HNE, no pri visokim koncentracijama pokazano je njegovo
patolosko djelovanje.'® Primjerice, neurotoksi¢nost HHE povezana je s Alzheimerovom
boleséu, iako u manjoj mjeri nego kod HNE. Uz to, potvrdeno je da HHE inducira apoptozu
endotelnih stanica.**

Svaka polinezasi¢ena masna kiselina koja u stukturi posjeduje barem dvije dvostruke veze
odvojene metilenskim mostom kao produkt peroksidacije moze imati malondialdehid (MDA).
Ovisno o pH-vrijednosti, MDA u vodenim otopinama moze postojati u razli¢itim formama. S
obzirom na to da pKa vrijednost enolne hidroksidne skupine iznosi pKa = 4,52, u neutralnim i
luznatim uvjetima MDA je vec¢inom u obliku enolatnog aniona koji je slabo reaktivan.
Medutim, 1 za takvu formu je pokazano da moze stvarati adukte s duSicnim bazama DNA
molekule.}* U jako kiselim uvjetima (pH < 4,5), MDA je veéinom u obliku enolnog tautomera.
Konfiguracija dvostruke veze uglavnom je cis te u strukturi moze do¢i do stvaranja
unutarmolekuskih vodikovih veza i nastanka cikli¢ke kelatne strukture. Pokazano je da MDA
moZe inhibirati enzime poput ribonukleaze®®, uéi u interakcije s primarnim aminima** te
modificirati strukturu kolagena.'*® Kancerogeno djelovanje MDA prvi je put detektirano jos
1970-ih godina'*®, nakon ¢ega dolazi do porasta broja istrazivanja povezanosti MDA i razliitih
tumora. Primjerice, MDA je detektiran u tumorima dojke!#’, grli¢a maternice'*® i Zeludca.**®
Uz to, povisena koncentracija MDA u tijelu povezana je i s dijabetesom®®®, Alzheimerovom?®!

te kardiovaskularnim bolestima.'®?
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2.3.6. Mehanizmi obrane od sStetnih ucinaka lipidne peroksidacije

Glavni mehanizam obrane od prekomjernog stvaranja reaktivnih kisikovih vrsta i lipidne
peroksidacije su antioksidansi. Antioksidansi su molekule koje pri niskim koncentracijama
sprjeavaju ili umanjuju oksidativnu razgradnju biomolekula.’®® U izvanstani¢nim tekué¢inama
postoji velik broj molekula koje pokazuju antioksidativno djelovanje, na nacin da sprjecavaju
inicijaciju peroksidacije ili reakciju lipidnog peroksilnog radikala s novom biomolekulom u
koraku propagacije. U ljudskoj plazmi postoji velik broj proteina koji se mogu vezati na
prijelazne metale te na taj na¢in onemogucuju peroksidaciju kataliziranu metalima. Uz to,
stanicne membrane 1 lipoproteini sadrze lipofilne antioksidanse koji mogu reagirati s lipidim
peroksilnim radikalom i dovesti do terminacije. Vrlo je vazno kooperativno djelovanje
antioksidansa koji se nalaze u razli¢itim okruzenjima. Primjerice, tokoferoksilni radikali koji
se nalaze u lipidnoj membrani, mogu se reducirati uz pomo¢ askorbata koji se nalazi u vodenoj
fazi. Iz tog je razloga u organizmu vrlo bitna ravnoteza izmedu antioksidansa u vodenoj i
lipidnoj fazi. Medu hidrofilnim antioksidansima isti¢u se askorbat, urat, glutation, bilirubin i
albumin, dok su od lipofilnih antioksidansa najzastupljeniji o- i y-tokoferol, likopen i lutein.*>
U in vitro eksperimentima pokazano je da, u odsustvu hidrofilnog antioksidansa, tokoferoksilni
radikal moZe napasti vodik na polinezasi¢enoj masnoj kiselini i djelovati prooksidativno.>®
Nadalje, askorbinska kiselina, ovisno o uvjetima, moze pokazivati i prooksidativno i
antioksidativno djelovanje.!*

Molekule antioksidansa, osim $to mogu izravno reagirati s radikalnim molekulama
doniranjem atoma vodika, mogu stvarati komplekse s prijelaznim metalima te na taj nacin
uklanjati katalizator potreban za reakciju peroksidacije. Primjerice, hidroksilni radikal je vrlo
reaktivan te reagira s gotovo svim molekulama u stanicama, pri ¢emu su koeficijenti brzine tih
reakcija u rasponu (10°-10%) mol dm=3 s~1.%" lako u tijelu postoje spojevi koji mogu izravno
ukloniti hidroksilne radikale, nijedna molekula nema specifi¢no tu ulogu te je izglednije da je
glavni mehanizam antioksidativnog djelovanja u slu€aju hidroksilnog radikala vezanje

prijelaznog metala potrebnog za njegov nastanak.!*
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2.4. Flavonoidi

Flavonoidi su sekundarni metaboliti biljaka koji, za razliku od primarnih metabolita, nisu
kljuéni za prezivljavanje biljke.’® Mogucée ih je pronaéi u razli¢itim dijelovima biljke te se
procjenjuje da u prirodi postoji vise od 10000 flavonoida razli¢itih struktura. Siroka raznolikost
rezultat je velikog broja moguéih strukturnih modifikacija.’®® Mnogi su flavonoidi, u
kombinaciji s karotenoidima, sastavni dijelovi biljnih pigmenata zasluznih za boju i miris
cvijeca.” U slucaju voca i povréa, flavonoidi privlage kukce te pospjesuju oprasivanje!®’, a sluze
i za zastitu od nametnika.'®! Pokazano je da flavonoidi itite biljke od ultraljubi¢astog zra¢enja'®?
te sudjeluju u prijenosu biljnog hormona rasta auksina.'®® U biljkama se flavonoidi sintetiziraju
u citosolu polipropanoidnim putem iz fenilalanina i malonil-koenzima A.1%4

S obzirom na to da nastaju metabolizmom biljnih vrsta, flavonoide je moguce pronaci i u
hrani 1 pi¢u biljnog porijekla, poput voca, povréa, ¢aja, vina i meda. Takvi se flavonoidi

nazivaju prehrambeni flavonoidi.16>166

2.4.1. Struktura i klasifikacija flavonoida

Svi flavonoidi posjeduju istu osnovnu C6-C3-C6 strukturu koju ¢&ini 2-fenil-benzopiran.
Struktura se sastoji od dva aromatska C6 prstena (A i B) i heterociklickog prstena (C) u ¢ijem
je sastavu jedan atom kisika. U prirodi se velik broj flavonoida nalazi u glikozidnoj formi, pri
¢emu Secerne podjedinice i hidroksilne skupine posjeduju polarni, a metilne skupine i
izopentilne jedinice nepolarni karakter.®* Ovisno o supstituentima i stupnju nezasié¢enosti,
flavonoidi se mogu podijeliti u nekoliko skupina koje ukljucuju flavone, flavonole, flavanone,

flavan-3-ole, izoflavone i antocianidine (slika 2.4.1.).%
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Slika 2.4.1. Strukture razli¢itih podskupina flavonoida.

Flavone karakterizira dvostruka veza izmedu ugljikovih atoma na polozajima C2 1 C3 te
karbonilna skupina na polozaju C4. Vec¢ina flavona u vocu i povréu posjeduje hidroksilnu
skupinu na polozaju C5 u A prstenu, dok hidroksilacija na ostalim poloZajima, prvenstveno C7,
C3'1C4', ovisi o vrsti voca ili povréa. Najzastupljeniji predstavnici flavona su luteolin, apigenin
1 tangeritin, a neki od vaznih izvora u prirodi su menta, celer, kamilica i perSin. Uz to, pokazano
je da je kora citrusnog voca bogata polimetoksiliranim flavonima, tageretinom, nobiletinom i
sinensetinom.’

Flavonoli su flavonoidi koji posjeduju karbonilnu skupinu na polozaju C4 te hidroksilnu
skupinu na polozaju C3 koja moZe biti glikozilirana. Smatraju se najve¢om i najzastupljenijom
podskupinom flavonoida u vocu i povréu, pri ¢emu ih je moguée pronaci u luku, salati,
rajicama, jabukama, grozdu te bobiastom vocu. Uz to, crveno vino i ¢aj takoder su vazan

izvor flavonola. Flavonoli pokazuju mnogo blagotvornih ucinaka za organizam, kao $to je
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smanjenje rizika od vaskularnih bolesti. Glavni predstavnici ove skupine su kvercetin,
miricetin, kaempferol i fisetin.”’

Flavanoni se jo$ nazivaju i1 dihidroflavoni te ih karakterizira zasi¢enost C prstena. Jedina
strukturna razlika izmedu njih i1 flavona je zasi¢enost veze izmedu ugljikovih atoma na
polozajima C2 i C3. Prisutni su u svom citrusnom vocu te su odgovorni za gorak okus njihovog
soka i kore, a pokazano je da posjeduju antioksidativno i protuupalno djelovanje te snizavaju
ukupnu razinu kolesterola u krvi. Najpoznatiji predstavnici su hesperitin i naringenin.’

Struktura izoflavona se od strukture flavona razlikuje u poloZaju fenilne skupine. U prirodi
ih uglavnom sintetiziraju biljke iz porodice mahunarki, pri ¢emu je najces¢i izvor izoflavona u
ljudskoj prehrani soja. Glavni predstavnici su danidzein i genistein koji su, osim iz biljaka,
izolirani i iz odredenih bakterija.!®” Nakon unosa, izoflavoni se u tijelu prevode u biljne
estrogene koji inhibiraju enzime odgovorne za rast zlo¢udnih tumora povezanih s lu¢enjem
hormona.’

Flavan-3-oli, koji se jo$ nazivaju i dihidroflavonoli, su 3-hidroksi derivati flavanona.
Ukoliko su u monomernoj formi nazivaju se katehini, dok se polimeri flavan-3-ola nazivaju
proantocianidini.’®® Za razliku od veéine flavonoida, ne posjeduju dvostruku vezu izmedu
ugljikovih atoma na polozajima C2 i C3 ni karbonilnu skupinu na C prstenu. Uz to, flavan-3-
oli u prirodi nisu prisutni u glikoziliranoj formi.” Katehine je moguée naéi u voéu, pri emu je
njihov najbogatiji izvor marelica. Takoder su prisutni u crnom vinu, zelenom &aju i ¢okoladi.*®
Crni ¢aj sadrzi nekoliko monomernih flavan-3-ola koji zagrijavanjem listova oksidiraju te
dolazi do njihove kondenzacije i nastanka dimera teaflavina i polimera tearubigina.'®® U voéu
su glavni predstavnici flavan-3-ola katehin i epikatehin, dok se galokatehin i epigalokatehin
mogu naci u sjemenkama povrca, grozdu 1 ¢aju.

Proantocianidini, koji se jo§ nazivaju i kondenzirani tanini, su dimeri, oligomeri i polimeri
katehina medusobno povezani preko ugljikovih atoma na poloZajima C4 i C8 ili C6. Stupanj
polimerizacije moze zna¢ajno varirati te je pronadeno da je, primjerice u jabukama, srednji
stupanj polimerizacije u rasponu vrijednosti 4-11.17° Pretpostavlja se da je polimerizacija tanina
odgovorna za smanjenje njegove koncentracije do kojeg dolazi uslijed sazrijevanja voéa.6®

Antocianidini su sastavni dio pigmenata odgovornih za boju biljaka te se iz tog razloga
istrazuju i u svrhu priprave prirodnih bojila, kao alternative sintetskim aditivima. Njihova boja
ovisi 0 pH-vrijednosti i stupnju metilacije ili acilacije na hidroksilnim skupinama A i B

prstenova. Dok je veéina flavonoida slabo topljiva u vodenim medijima, antocianidini su dobro
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topljivi, $to im omogucava primjenu u vodenim sustavima. U prirodi ih je moguce pronaci u
grozdu, borovnicama te crvenom kupusu, a neki od predstavnika su cianidin, delfinidin i

malvidin.”1"t

2.4.2. Antimikrobno djelovanje flavonoida

Flavonoidi se sve viSe istrazuju u medicinske svrhe zahvaljuju¢i svojim antimikrobnim
ucincima koji ukljucuju antibakterijsko, antiviralno i antifugalno djelovanje.

Pokazano je da propolis, €ije se antibakterijsko djelovanje pripisuje upravo velikoj koli¢ini
flavonoida u sastavu, uspjesno Stiti od Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija, iako je
u¢inak izrazeniji kod Gram-pozitivnih bakterija.!®® Kvercetin i apigenin pokazali su
antibakterijsko djelovanje u kontaktu s bakterijama Helicobacter pylori i Escherichia coli'’?,
dok su Konstantinopoulou i suradnici’® izolirali deset flavonoida poznatih struktura iz visokog
jarmena te ispitivali njihovo antibakterijsko djelovanje u kontaktu s bakterijom Bacillus cereus.
U navedenom istrazivanju, ve¢ina flavonoida pokazala je antibakterijsku aktivnost, pri ¢emu su
se aglikoni flavonoida pokazali u¢inkovitijima od glikozidnih oblika. Uz to, uoceno je da je
prisustvo orto-hidroksilne skupine klju¢no za antimikrobnu ulogu. Konaéno, flavonoidi iz
skupina flavonola i flavona pokazuju antibakterijsko djelovanje ¢ak i u kontaktu s bakterijama
otpornima na antibiotike.!”* Uz kvercetin i apigenin, antibakterijsko djelovanje u kontaktu s
Helicobacter pylori pokazali su i ponciretin, hesperetin, naringenin i diosmetin.'”> Arima i
suradnici'’® istrazivali su antibakterijsko djelovanje rutina u prisutnosti drugih flavonoida, pri
¢emu je istrazivana bakterija Salmonella enteritidis. Uoceno je da rutin bez prisustva drugih
flavonoida ne pokazuje antibakterijsko djelovanje, no u kombinaciji s drugim flavonoidima
znacajno pojacava njihovo antibakterijsko djelovanje. S druge strane, rutin je pokazao
antibakterijsko djelovanje u kontaktu s Gram-negativnim bakterijama Pseudomonas
aeruginosa i Klebsiella pneumoniae.*””

Antiviralno djelovanje flavonoida prvi je put zabiljezeno 1940-ih kada je uoceno
profilakti¢ko djelovanje kvercetina kod miseva zarazenih bjesno¢om.!’® Do danas, antiviralno
djelovanje potvrdeno je kod velikog broja flavonoida. Kaul i suradnicil’® istrazivali su utjecaj
prirodnih flavonoida, kvercetina, naringina, hesperitina i katehina na infektivnost i replikaciju
nekoliko virusa, ukljucuju¢i herpes simpleks virus tip 1 (HSV-1), polio-virus tip 1,
parainfluenca virus tip 3 (Pf-3) i respiratorni sincicijski virus RSV. Uoc¢eno je da kvercetin,

ovisno o koncentraciji, smanjuje infektivnost svakog od navedenih virusa. Uz to, smanjena je i
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replikacija virusa kada je, nakon infekcije, u medij dodan kvercetin. Hesperitin nije pokazao
utjecaj na infektivnost, ali takoder smanjuje postotak replikacije svakog istrazivanog virusa. S
druge strane, katehin inhibira infektivnost, ali ne i replikaciju RSV i HSV-1, dok je utjecaj na
ostale viruse zanemariv. Naringin nije pokazao utjecaj niti na jedan proucavani virus.
Zakljuceno je da flavonoidi posjeduju Sirok spektar antiviralnog djelovanja i u sluc¢aju DNA
(HSV-1) i RNA (polio, RSV, Pf-3) virusa. Antiviralno djelovanje flavonoida potvrdeno je i kod
denga virusa'® te enterovirusa 71, koji uzrokuje bolest ruku, nogu i usta.'8!

Propolis, osim antibakterijskog, pokazuje i antifugalno djelovanje. Cafarchia i suradnici®
istrazivali su uzorke propolisa iz Apulije, regije u jugoisto¢noj Italiji u kontaktu s
dermatofitima, gljivicom Aspergillus flavus i kvascem. Svi uzorci propolisa pokazali su
antifugalno djelovanje, pri ¢emu ucinkovitost ovisi o geografskom podrucju s kojeg je uzet
uzorak, na temelju ¢ega je zakljuceno da kemijski sastav propolisa ovisi 0 njegovoj okolnoj
vegetaciji. Tomas-Barberan i suradnici'® izolirali su osam flavonoida iz africke biljke
Helichrysum herbaceum, dok su kao supstrat koriStene spore patogena koja napada krastavac,
Cladosporium cucumerinum. Uoceno je da vrlo male koli¢ine flavonoida zaustavljaju rast

gljivica. Uz to, neki od flavonoida koji su pokazali antifugalno djelovanje su galangin'®,

kaempferol®® te citrusni flavonoidi kvercetin, naringin i neohesperidin.'8®

2.4.3. Antioksidativno djelovanje flavonoida

Flavonoidi su poznati po svojoj antioksidativnoj aktivnosti, Sto podrazumijeva zastitu stanica
od oste¢enja uzrokovanog slobodnim radikalima. Skoro svaka skupina flavonoida pokazuje
antioksidativno djelovanje, pri éemu je ono najizraZenije kod flavona i flavan-3-ola.” Prilikom
istrazivanja povezanosti strukture flavonoida i antioksidativne aktivnosti, pokazano je da
antioksidativna aktivnost ovisi o stupnjevima hidroksilacije i glikolizacije.*®” S obzirom na to
da se uspjesna antioksidativna zastita pripisuje postojanju fenolnih hidroksilnih skupina,
ocekuje se da ¢e ucinkovitiji antioksidansi biti oni flavonoidi koji posjeduju visi stupanj
hidroksilacije A i B prstena.’®® Identificirano je nekoliko mehanizama zastitnog djelovanja
flavonoida, pri ¢emu je najc¢es¢i izravno uklanjanje radikala. Temelji se na Cinjenici da su
flavonoidi fenolni spojevi podlozni oksidaciji u kinone koji, zahvaljuju¢i reaktivnosti
hidroksilnin skupina, stabiliziraju radikale.”!%! Elektronskom spinskom rezonancijom
pokazano je da postoji korelacija izmedu strukture flavonoida i sposobnosti uklanjanja

superoksidnog aniona. Flavonoidi s tri hidroksilne skupine pokazali su se ucinkovitijima u
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uklanjanju radikala od onih s dvije hidroksilne skupine. Uz to, floroglucinol, koji posjeduje
fenolnu hidroksilnu skupinu na meta polozaju, mnogo losije uklanja radikale od pirogalola i
galne kiseline, koji posjeduju hidroksilnu skupinu na orto polozaju. Flavonoidi s ve¢im brojem
hidroksilnih skupina koji posjeduju kateholne skupine takoder su pokazali izrazitu sposobnost
uklanjanja radikala. U svrhu ispitivanja fizikalno-kemijskih svojstava proucavanih flavonoida,
ispitana je sposobnost uklanjanja radikala pirokatehola s razli¢itim supstituentima. Uoceno je
da je utjecaj supstituenata na uklanjanje radikala povezan s redukcijskim potencijalom, Sto
sugerira da je antioksidativnho djelovanje derivata katehola odredeno njihovim elektron-
donorskim svojstvima.®® Flavoni, koji ne posjeduju kateholne skupine, pokazali su se manje
u¢inkovitima u uklanjanju radikala.'®® Prema literaturi, flavonoidi koji posjeduju nezasi¢enu
vezu izmedu ugljikovih atoma na polozajima C2 u C3 u kombinaciji s hidroksilnom skupinom
na ugljikovom atomu na poloZaju C4 najuspjesSniji su u uklanjaju radikala, §to se pripisuje
rezonantnoj stabilizaciji aromatskog prstena.® S druge strane, flavonoidi u glikoziliranoj formi
pokazuju slabiju antioksidativnu aktivnost.!%

Uz direktno uklanjanje, flavonoidi mogu stvarati kelatne komplekse s metalnim ionima koji
kataliziraju lipidnu peroksidaciju te na taj nacin inhibirati reakciju. Primjerice, pokazano je da
kvercetin i rutin mogu stvarati kelatne komplekse sa Zeljezovim ionima u tijelu. Takvi
kompleksi, osim $to uspjes$no uklanjaju Zeljezove ione iz sustava, mogu i izravno uklanjati
slobodne radikale. Pri tome je inhibicija kompleksiranjem izraZenija kod rutina nego kod
kvercetina. Zakljuceno je da i rutin i kvercetin mogu utjecati na reakciju tijekom tri razlicita
koraka u mehanizmu: nastanak superoksidnog iona, stvaranje hidroksilnog radikala tijekom
Fentonove reakcije te nastanak lipidnog peroksilnog radikala. %2

U literaturi je zabiljeZeno mnogo primjera antioksidativnog djelovanja prirodnih flavonoida
izoliranih iz biljaka. Primjerice, pokazano je da svi fenolni spojevi izolirani iz crnog vina mogu
uklanjati radikale i inhibirati oksidaciju lipoproteina niske gustoce (engl. low-density
lipoprotein, LDL), pri ¢emu najizrazenije antioksidativno djelovanje pokazuju katehini,
monomerni antocianidini i fenolne kiseline.® Sli¢no ponasanje uoceno je i u slu¢aju flavonoida
izoliranih iz ¢aja. Od flavan-3-ola, najjace antioksidativno djelovanje pokazao je
epigalokatehin, dok su jo$ jacu zastitnu ulogu pokazali teaflavini. Harguchi i suradnici®
pokazali su da flavonoidi izolirani iz majc¢ine dusSice inihibiraju mitohondrijsku i mikrosomalnu
lipidnu peroksidaciju te Stite eritrocite od oksidativne hemolize. Rutin je vrlo zastupljen

flavonoid kojeg je moguée pronaéi u vise od 860 namirnica'®® koje su u svakodnevnoj upotrebi
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te je njegovo antioksidativno djelovanje potvrdeno in vitro'®® i in vivo.'® U biljkama je
pokazano da je reakcija izmedu flavonoida i enzima peroksidaze uspjeSan mehanizam za
uklanjanje vodikovog peroksida i zastitu od oksidativnog stresa.'%1%

Flavonoidi pokazuju zastitno djelovanje od oksidativnog oStecenja i u slucaju DNA
molekule. Primjerice, Duthie i suradnici?® proucavali su citoprotektivno djelovanje kvercetina,
miricetina, kaempferola i rutina prilikom oksidacije DNA molekule u kolonocitima te su

zakljucili da kvercetin i miricetin uspjesno inhibiraju oksidaciju.

2.4.4. Kvercetin

Kvercetin (slika 2.4.2.) pripada skupini flavonola te je jedan od najistrazivanijih flavonoida. U
prirodi je Siroko zastupljen, pri ¢emu ga se u najvecoj koliini moze pronaéi u €aju, vocu i
povréu.” Primjerice, znacajne koli¢ine pronadene su u jabukama, marelicama te grozdu.?®
Justesen i suradnici?® proveli su kvalitativnu i kvantitativnu analizu flavonoida u voéu i povréu

te zabiljezili najvecu koli¢inu kvercetina u luku, kelju i brusnicama.

OH
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OH o

Slika 2.4.2. Struktura kvercetina.

Apsorpcija kvercetina nakon unosa u organizam ovisi o glikozilaciji te o izvoru samog
flavonoida. Vecina se flavonoida u prirodi nalazi u glikoziliranom obliku koji je pogodniji za
apsorpciju. Razli€iti izvori sadrze razli¢ito supstituirane flavonoide koji se razli¢ito apsorbiraju
u tijelu. Primjerice, kvercetin u luku u svojoj strukturi sadrzi jedino glukozide te je primije¢ena
brza apsorpcija u odnosu na kvercetin u c¢aju, €iji su supstituenti uglavnom rutinozidne
skupine.%%204 Hollman i suradnici?®® uo¢ili su da se, prilikom unosa kvercetin-p-glukozida, u
ljudskom tijelu apsorbira oko 52% ukupne koli¢ine, dok se u sluc¢aju aglikonskog kvercetina,
koji u strukturi nema Seéernu skupinu i kvercetin-p-rutinozida apsorbiralo samo 20%. Uz to,

uoceno je da se kvercetin-B-glukozid iz luka, nakon brze apsorpcije, izlucuje polako tijekom
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vremena od jednog dana, S$to sugerira da moze znacajno doprinijeti antioksidativnoj zastiti
organizma.?%®

Kvercetin u medicini pronalazi Siroku primjenu te je jedan od najistrazivanijih flavonoida u
onkologkim granama. Ferry i suradnici?®’ proveli su prvu klinicku studiju koja ukljuéuje
kvercetin te uocili da uzrokuje inhibiciju enzima tirozin kinaze, $to omogucéava antitumorsko
djelovanje kvercetina. Antitumorsko djelovanje potvrdili su Avila i suradnici?® proucavajuci
MDA-MB468 stani¢nu liniju tumora dojke. Terapeutsko djelovanje kvercetina zabiljezeno je i
u sluéaju raka gusterac¢e®®, debelog crijeva®? i jajnika.?!* U eksperimentima provedenim na
Stakorima, potvrdeno je hepatoprotektivno i antifibrotiéno djelovanje.?? Osim navedenih, u

213 jstrazivali su

literaturi je zabiljezeno i antibakterijsko djelovanje kvercetina. Li i Xu
interakciju izmedu ekstrakta lotusa 1 pet razli¢ith mikroorganizama povezanih s
periodontitisom. Uz potvrdeno antimikrobno djelovanje ekstrakta, upravo je kvercetin
okarakteriziran kao klju¢na komponenta zasluzna za antibakterijsko djelovanje. Pokazano je i
da kvercetin moze pojacavati djelovanje lijekova s antiviralnim djelovanjem, poput
interferona®' i 5-gtil-2'-deoksiuridina.?*®

Antioksidativno djelovanje kvercetina potvrdeno je in vivo i in vitro.?® Nghakliana i
suradnici?!’ koristili su kvercetin biljnog podrijetla te uo¢ili u¢inkovito uklanjanje radikala, pri
¢emu su koristeni radikali 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH), superoksidni anion i 2,2'-azino-
bis-3-etil-benzotiazolin-6-sulfonska kiselina (ABTS). Isti biljni ekstrakti koriSteni su I za
ispitivanje antihemoliticke i inhibitorne aktivnosti tijekom procesa lipidne peroksidacije u ex
vivo eksperimentima na misjim eritrocitima i stanicama jetre. Antioksidativno djelovanje
kvercetina potvrdeno je i u ribljem ulju gdje je uoceno da kvercetin sprje¢ava oksidaciju masnih
kiselina 1 nastanak aldehida, pri ¢emu se antioksidativno djelovanje pripisuje stvaranju derivata
estera iz masnih kiselina i kvercetina.?'8

Uz to sto sudjeluje u izravnom uklanjanju radikala, kvercetin moze stvarati kelatne
komplekse s ionima prijelaznih metala zahvaljuju¢i kateholnom B prstenu.?’® Margina i
suradnici?®® istrazivali su povezanost izmedu biofizickih svojstava membrane i
antioksidativnog potencijala, s obzirom na to da je bioaktivnost flavonoida usko povezana s
njihovim interakcijama s membranom. Pokazali su da inkorporacija kvercetina moze dovesti
do hiperpolarizacije 1 o¢vrS¢ivanja membrane, $to onemogucava mobilnost slobodnih radikala.

Drugim rije¢ima, smanjenje fluidnosti membrane dovodi do inhibicije lipidne peroksidacije.
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2.4.5. Miricetin

Miricetin takoder pripada skupini flavonola, a u odnosu na kvercetin, posjeduje jednu dodatnu
hidroksilnu skupinu na C5' polozaju B prstena (slika 2.4.3.). Moguce ga je prona¢i u mnogim

prehrambenim namirnicama, pri ¢emu je najzastupljeniji u voéu, npr. grozdu?®?, brusnicama?®?

i crnom ribizu.??
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HO (0}
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Slika 2.4.3. Struktura miricetina.

Miricetin, kao i kvercetin, djeluje kao inhibitor enzima. Primjerice, kvercetin i miricetin
inhibiraju butirilkolinesterazu koja, iako manje zastupljena esteraza od acetilkolinesteraze,
djeluje na isti nadin te je povezana s razvojem Alzheimerove i drugih neurodegenerativnih
bolesti.??? Antitumorsko djelovanje miricetina primijeéeno je u razli¢itim tipovima stanica.
Primjerice, Feng i suradnici?? uo¢ili su da miricetin inhibira $irenje i uzrokuje apoptozu stanica
raka Zzeludca, a apoptoza uzrokovana miricetinom zabiljezena je 1 kod tumorskih stanica
jajnika??* i debelog crijeva.?® Antioksidativno djelovanje uoceno je tijekom enzimatske i
neenzimatske lipidne peroksidacije.??® Pokazano je da miricetin iz ekstrakta Ginkgo bilobe, u

kombinaciji s kvercetinom, inhibira oksidaciju neurona u mozgu??’

, a nekoliko istrazivackih
skupina pokazalo je i inhibiciju oksidacije LDL-a, §to je klju¢no za zastitu organizma od
ateroskleroze.??22° Nadalje, Robak i Gryglewski?®® pokazali su da miricetin inhibira nastanak
jednog od glavnih produkata lipidne peroksidacije, malondialdehida, u jetri Stakora. Miricetin

posjeduje i antihipertenzijsko djelovanje. Godse i suradnici®!

proucavali su porast krvnog tlaka
uzrokovanog prehranom bogatom fruktozom kod Stakora te su zakljucili da miricetin inhibira
porast krvnog tlaka na nacin da poniStava metaboli¢ke promjene uzrokovane fruktozom. Uz
navedeno, miricetin pokazuje i antitrombotsko djelovanje koje se pripisuje njegovoj
sposobnosti da inhibira agregaciju trombocita in vivo i in vitro.?*? In vitro eksperimenti i

eksperimenti na zivotinjama pokazali su da miricetin pokazuje hipoglikemijski efekt na nacin
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da regulira inzulinsku rezistenciju, $to nalazi primjenu u lijecenju dijabetesa i komplikacija

uzrokovanih dijabetesom.?%

2.4.6. Miricitrin

Miricitrin je 3-O-ramnozid miricetina (slika 2.4.4.). Siroko je zastupljen u prirodi te je uspjesno

izoliran iz cvjetova plavog lotusa?*, biljke Clausena excavata®® i drugih.

Slika 2.4.4. Struktura miricitrina.

Ekstrakt tropske biljke Lannea mirocarpam, u c¢ijem je sastavu miricitrin, pokazao je
protuupalno djelovanje in vivo.?*® Okoth i suradnici®*” izolirali su niz flavonoida iz biljke
Lannea alata, a upravo je miricitrin pokazao najucinkovitije antimikrobno djelovanje u
kontaktu s nekoliko sojeva Gram-pozitivnih bakterija, kao i antioksidativno djelovanje u
prisutnosti DPPH radikala. Antioksidativno djelovanje uoceno je i u slufaju miricitrina
izoliranog iz biljaka Elaeocarpus serratus?® i Acacia confusa®°, dok je miricitrin izoliran iz
listova Judinog drveta pokazao antitrombotsko djelovanje in vitro i in vivo.2*® Meotti i
suradnici®*! su, u in vivo pokusima na migevima, potvrdili protuupalno djelovanje, pri éemu se
miricitrin pokazao djelotvornim u ublazavanju induciranih kroni¢nih bolova, dok su
Domitrovié i suradnici?*?, takoder u eksperimentima na misevima, ukazali na hepatoprotektivno
djelovanje. Uz to §to uspjesno uklanja DPPH radikale, antioksidativno djelovanje miricitrina
pokazano je u slucaju molekule DNA, pri cemu miricitrin Stiti DNA od oksidativnog oStecenja
uzrokovanog peroksinitritom.?*3 Miricitrin, kao i drugi flavonoidi, inhibira oksidaciju LDL-
a.** Antikancerogeno djelovanje uoéeno je na stanicama humane mijeloidne leukemije (HL-
60)24, dok su Yan i suradnici®®® uocili zastitno djelovanje miricitrina in vivo i in vitro te

predlozili potencijalno koriStenje u lijeCenju osteoartritisa.
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2.5. Nanosustavi za dostavu lijekova

Nanocestice 1 nanostrukturirani materijali istrazuju se u razliitim granama znanosti i
tehnologije. Primjenu nalaze u Sirokom podrucju istrazivanja zahvaljuju¢i Cinjenici da je
tijekom sinteze nanosustava moguce ugadati fizikalno-kemijska svojstva, ovisno o zeljenoj
primjeni.

Nanometar je definiran u Sl sustavu mjernih jedinica te predstavlja 10-°m, a nanomaterijali
se opcenito opisuju kao materijali s duljinom 1 nm-1000 nm u barem jednoj dimenziji.
Medutim, u primjeni se nanomaterijali ve¢inom definiraju kao materijali promjera u rasponu
1-100 nm, a i dalje ne postoji jedinstvena medunarodno prihvaéena definicija.?*’ Prema
Agenciji za zaStitu okoliSa (Environmental Protection Agency, EPA), nanomaterijali pokazuju
jedinstvena svojstva, razlicita od svojstava materijala ekvivalentnog kemijskog sastava vec¢ih
dimenzija.?*® Americka agencija za hranu i lijekove (The US Food and Drug Administration,
USFDA) nanomaterijal definira kao materijal koji ima bar jednu dimenziju u rasponu 1 nm-100
nm te posjeduje svojstva koja ovise o veli¢ini.?*® Sli¢nu definiciju predlaze i Europska komisija,
prema kojoj je nanomaterijal umjetni ili prirodni materijal koji posjeduje nevezane, agregirane
ili aglomerirane &estice, pri ¢emu je vanjska dimenzija u rasponu veli¢ine 1 nm-100 nm.°
Medunarodna organizacija za standardizaciju (The International Organization for
Standardization, ISO) nanomaterijale opisuje kao materijale s bilo kojom vanjskom dimenzijom
ili unutarnjom povrsinskom strukturom nanometarskih dimenzija.?>! Odstupanje koje se javlja
prilikom definiranja nanomaterijala znacajno usporava razvoj i Siroku primjenu nanomaterijala
s obzirom na to da je, ovisno o regulatornoj agenciji, za identicne nanomaterijale potrebno
zadovoljiti razli¢ite kriterije.?*’” U fizikalno-kemijskim istrazivanja, opéeprihvaéena je
definicija nanocCestica kao Cestica koje u mediju zadrzavaju svojstva koloida.

Primjena nanotehnologije u razvoju lijekova temelji se na biofizickim i biokemijskim
svojstvima nosaca i lijeka. Glavne prednosti takvih sustava su smanjenje toksi¢nosti, povecanje

stabilnosti u fizioloSkim uvjetima te mogucnost modifikacije nanonosaca na nacin da se

-----

otpustanja.l’ Nanoformulacije se uspjesno koriste u istrazivanjima lijeGenja tumora®?,

kardiovaskularnih bolesti, kao i u podruéju dermatologije i kozmetike.?>® Nanodestice iroku
primjenu nalaze i u lije€enju neuroloskih bolesti.?* S obzirom na to da je mozak prekriven

krvno-mozdanom barijerom, mnogi lijekovi ne mogu pro¢i barijeru i do¢i do ciljanog mjesta.
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Krvno-mozdana barijera permeabilna je samo za lipofilne molekule ili molekule s molekulskom
masom izmedu 400 Da i 600 Da, $to onemogucava lijeCenje mnogim makromolekularnim
lijekovima. Nanocestice, pogotovo one koje u sastavu imaju polimere, pokazale su se

uspjesnima u prolasku kroz krvno-mozdanu barijeru i dopremanju lijeka do ciljanog mjesta.?>*

2.5.1. Klasifikacija nanomaterijala

Nanomaterijali, ovisno o podrijetlu, mogu biti prirodni ili sintetski. Sintetski nanomaterijali
najcesce se pripravljaju ciljano, kako bi se postigla Zeljena svojstva. Uz ciljano pripravljene, u
sintetske materijale ubrajaju se i incidentalni nanomaterijali koji nastaju kao nusprodukti
industrijskih procesa, poput nanocCestica nastalih tijekom procesa izgaranja. Prirodni
nanomaterijali nastaju u razli¢itim organizmima, biljkama, kukcima i ljudskom tijelu.?*" Ipak,
najcesca podjela nanomaterijala je ona s obzirom na kemijski sastav, §to odreduje i fizikalno-
kemijska svojstva samog materijala.

Lipidni nanosutavi bili su prvi koristeni sustavi za dostavu lijekova te su pripravljani tako
da oponasaju postoje¢e strukture u organizmu, poput micela 1 liposoma. Zahvaljujuéi
amfipatskoj prirodi lipidnih molekula, u vodenom okruzenju dolazi do samoudruzivanja
molekula, pri ¢emu se polarni dijelovi grupiraju i okre¢u prema vodenom mediju, dok se
nepolarni dijelovi smjeStaju u unutrasnjost. Samoudruzivanjem mogu nastati micele, koje se
sastoje od hidrofobne jezgre i hidrofilne ljuske, ili liposomi, koji se sastoje od najmanje jednog
fosfolipidnog dvosloja koji zatvara odredeni volumen vodenog medija. Ovisno o kemijskim
svojstvima, prvenstveno polarnosti, lijek se moZze ugradivati u hidrofobnu unutra$njost dvosloja
ili u vanjski, polarniji dio dvosloja. U oba slucaja lijek je zasticen od preranog uklanjanja iz
organizma od strane imunoloskog sustava.?*®

Prvi nanonosa¢ odobren od strane Ameri¢ke agencije za hranu i lijekove bio je liposom
graden od fosfatidilkolina, kolesterola, soli fosfatidiletanolamina i alfatokoferola te
funkcionaliziran poli(etilen-glikolom).?® U liposome je ugraden antitumorski lijek
doksorubicin te su tretirani pacijenti s Kaposijevim sarkomom za kojeg je poznato da reagira
na mnoge kemoterapijske lijekove, ukljucujuéi i doksorubicin.?*’ Pokazano je da je vise od 95%
lijeka ugradeno u liposome, a nakon injektiranja liposoma u miseve, u tumorskim je stanicama
uocena mnogo veca koli¢ina doksorubicina u odnosu na kontrolnu skupinu koja je primila
standardnu dozu doksorubicina. Perspektivni rezultati potaknuli su velik broj istrazivanja

lipidnih nanosustava. Lipidni nanosustav koji u sastavu ima 1,2-dioleoil-3-trimetilamonijev
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propan (DOTAP) i kolesterol se u pretklini¢kim studijama uspjesno koristi u genskoj terapiji,
za dostavu tumor-supresorskih gena do tumorskih stanica u plu¢ima.?® Castro i suradnici?®®
sintetizirali su Cvrste lipidne nanocestice te u njih ugradivali retinsku kiselinu, koja se u
dermatologiji Cesto koristi za lijeCenje akni. Pokazano je da nanoSenje retinske kiseline u obliku
pripravljenog nanosustava dovodi do manjih iritacija koze u odnosu na komercijalno dostupnu

kremu koja u sastavu sadrzi retinsku kiselinu. Chaves i suradnici?®°

su u nanoliposome ugradili
kurkumin i vitamin D3, pri ¢emu je pokazano da kurkumin i nakon ugradnje zadrZava
antioksidativnu aktivnost. Nadalje, u nanoliposome je uspjesno ugraden velik broj lijekova,
ukljucujuéi eukaliptol?, naringenin?®? i lutein.?®® Liposomi u koje je ugraden antitumorski lijek
gemcitabin takoder su pokazali citotoksicno djelovanje, koje je izrazenije u slucaju
modifikacije liposoma hijaluronskom kiselinom. Pretpostavlja se da je poja¢ano antitumorsko
djelovanje rezultat Cinjenice da se hijaluronska kiselina moze vezati za CD44 receptor, Koji je
u velikim koli¢inama prisutan u tumorskim stanicama.?®* Konaéno, lipidne nanodestice koriste
se i u dostavi mRNA molekule te su upravo mRNA cjepiva temeljena na lipidnim
nanodesticama kao nosaé¢ima u klini¢koj upotrebi u slu¢aju COVID-19 virusa.?®

Ugljikovi nanosustavi posjeduju specifi¢na svojstva, poput kemijske stabilnosti, vodljivosti
1 termickih svojstava te primjenu nalaze u Sirokom podrucju. Klasificiraju se u nekoliko
kategorija, ukljucujuci ugljikove nanocijevi (engl. carbon nanotubes, CNTSs), nanovlakna (engl.
carbon nanofibers, CNFs), fulerene, grafen i nanoZice (engl. carbon nanowires, CNWSs).
Grafen je alotropska modifikacija ugljika koja se sastoji od jednog sloja ugljikovih atoma koji
¢ine dvodimenzionalnu Sesterokutnu strukturu. Zahvaljujuéi visokoj termickoj vodljivosti,
iznimnim mehanickim svojstvima te mogucnosti prijenosa elektrona, istrazuje se u Sirokom
rasponu grana znanosti i tehnologije, uklju¢uju¢i biomedicinu te dostavu lijekova.’® Osim
grafena, u istrazivanjima je vrlo zastupljen i grafenov oksid. Primjerice, Yousuf i suradnici?®
koristili su grafenov oksid kao nosa¢ za proucavanje antitumorskog djelovanja nanocestica 1-
[(2-hidroksietil)amino]-2-amino-1,2-dideoksi-D-glukoza trifeniltina. Strukturni motiv grafena
pojavljuje se i u ostalim ugljikovim strukturama. U dostavi lijekova najceS¢e se koriste
ugljikove nanocijevi, ¢iju strukturu &ini grafen cilindri¢nog oblika.?®” Zahvaljujuéi cilindriénom
obliku 1 velikoj specifi¢noj povrSini, u nanocijevi je moguce ugraditi veliku koli¢inu lijeka.
Ugljikove nanocijevi su hidrofobne i1 netopljive u vecini otapala i bioloskih medija, Sto im
ograni¢ava biomedicinsku primjenu. Kako bi se povecale biokompatibilnost i topljivost,

nanocijevi se u pravilu funkcionaliziraju, Sto omogucava dodatne strukturne modifikacije.
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Primjerice, ukoliko se nanocjev¢ice modificiraju amfifilnim surfaktantima, moguce je povecati
njihovu topljivost u vodenim medijima.?®® Funkcionalizaciju je generalno moguée izvesti na
dva nacina: oksidacijom krajeva cijevi, §to dovodi do nastanka karboksilnih, karbonilnih ili
hidroksilnih skupina, koje se potom koriste za daljnje reakcije, ili izravnom modifikacijom
grafenske plahte, primjerice oksidacijom ili fluoriranjem. Oksidaciju je moguce provesti
vodenim otopinama oksidansa ili oksidansima u plinovitoj fazi, poput kisika, ozona ili
ugljikovog dioksida. Vodene otopine oksidansa koje se najcesce koriste su dusSi¢na kiselina,
kalijev dikromat, vodikov peroksid i kalijev permanganat. Reakcije amidacije i esterifikacije
provode se uz medureakciju s tionil-kloridom, pri ¢emu nastaje acil-klorid. Postupak amidacije
potom ukljucuje reakciju s aminom, pri ¢emu nastaje amidna veza, a postupak esterifikacije
reakciju s alkoholom, pri ¢emu nastaje esterska veza. Odabirom funkcionalnih skupina na
alkoholu ili aminu modificira se i topljivost u odredenom otapalu.?®® Nanocjevéice je moguée
funkcionalizirati i s bo¢ne strane, kovalentnim vezanjem kemijskih skupina reakcijama na -
konjugiranom kosturu ili nekovalentnom adsorpcijom razli¢itih funkcionalnih molekula.?%®
Kemijske reakcije ukljucuju reakcije adicije 1 supstitucije te alternativne postupke poput
ozonolize ili mehanokemijske modifikacije. Tijekom adicije dolazi do pucanja jedne dvostruke
veze na heksagonskom prstenu pri ¢emu dolazi do nastanka nesparenog elektrona, Sto
omogucuva vezanje sredstva za modifikaciju. Nekovalentno vezanje temelji se na van der
Waalsovim 1 m-m interakcijama, pri ¢emu ne dolazi do promjene strukture i svojstava
nanocjevéica.?8

Dostava lijekova koristenjem ugljikovih nanocjev¢ica temelji se na njihovoj moguénosti da
prijedu membranske barijere u organizmu. Primjerice, ugljikove nanocjevéice s jednom
stijenkom modificirane kitozanom koriStene su za dostavu antitumorskog lijeka
doksorubicina.?®® Kitozan je nekovalentno vezan oko nanocjevéice, $to dodatno poboljsava
topljivost i biokompatibilnost. S obzirom na to da je u tumorskim tkivima ekspresija receptora
folata izrazenija nego u zdravim, nanocestice folne kiseline mogu prodrijeti u tumorske stanice
endocitozom. Iz tog je razloga folna kiselina vezana na kitozan omotan oko nanocjevdica te je
postignuta ciljana dostava lijeka u tumorska tkiva. Iz dobivenih rezultata vidljivo je da je
prezivljavanje tumorskih stanica znatno smanjeno u sluc¢aju primjene kompozita u odnosu na
izravnu primjenu lijeka.?®® Heister i suradnici?® koristili su trostruko funkcionalizirane

271

nanocjevcice za ciljanu dostavu doksorubicina u tumorska tkiva, dok su Zhang i suradnici“’* u

istu svrhu koristili nanocjevcice s jednom stijenkom derivatizirane karboksilatnim skupinama i
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oblozene polisaharidom. Osim doksorubicina, ugljikove nanocijevi uspjes$no su pripravljene i
kao nosaci za druge lijekove, primjerice karboplatin.?’2

Osim u dostavi lijekova, ugljikove nanocijevi primjenu nalaze i u mikroskopiji atomskih
sila?’®, katalizi®’* te kao materijali u litij-ionskim baterijama?” i kemijskim senzorima.?’®

Polimeri u biomedicini nalaze S$iroku primjenu zahvaljuju¢i biokompatibilnosti,
jednostavnom dizajnu 1 pripravi, raznolikosti struktura i biomimetickom karakteru. U
farmaceutskoj industriji koriste se za povecanje efikasnosti otpustanja lijeka u konstantnim
dozama kroz dulji vremenski period. Polimeri su generalno stabilni i posjeduju velik kapacitet
ugradnje lijeka, §to omogucava dulju farmakolosku aktivnost. U dostavi lijekova primjenu
nalaze prirodni i1 sintetski polimeri. Neki od najéesée koriStenih prirodnih polimera su
ciklodekstrin, kitozan, Skrob i hijaluronska kiselina, dok se od sintetskih polimera najéesce
koriste poliakrilna kiselina (PAA), polimlije¢na kiselina (PLA), polimetilmetakrilat (PMMA) 1
polikaprolakton (PCL).%

Jedan od najcesce koriStenih polimera u dostavi lijekova je kitozan, linearni polisaharid
graden od D-glukozaminskih i N-acetil-D-glukozaminskih podjedinica. Niaz i suradnici®’’
pripravili su nanosac¢e od kitozana u koje su ugradili lijekove s antihipertenzijskim djelovanjem.
Pokazano je da je u pripravljen nanosustav moguce ugraditi veliku koli¢inu lijeka, a otpusStanje
je sporo i jednoliko, $to ukazuje na potencijal ovakvog sustava za primjenu u lijeCenju visokog
tlaka. Nadalje, pokazano je da se nanocestice Kitozana funkcionalizirane folnom kiselinom
mogu koristiti za fotodinamicku detekciju raka debelog crijeva te da, ukoliko se u takve
nanodestice ugradi alginat, dolazi do pobolj§anog otpustanja lijeka u stani¢ni lizosom.?’® Ryu i
suradnici?™ pripravili su nanocestice kitozana funkcionalizirane glikolom u svrhu detekcije
katepsina B povezanog s procesom metastaziranja, dok su Fernandez-Urrusuno i suradnici?®
pokazali da koristenje kitozana kao nanonosaca poboljsava apsorpciju inzulina u nazalnom
podruéju. Pignatello i suradnici®® koristili su komercijalno dostupne polimere za pripravu
suspenzije nanocestica u koje je ugraden lijek flurbiprofen s ciljem dostave u intraokularno
podrucje. Protuupalno djelovanje ispitano je nakon inducirane ocne traume kod zeCeva u
odnosu na kontrolni sustav. Pokazano je da koriStenje navedenog nanosustava omogucéava
primjenu manje koncentracije u odnosu na komercijalno dostupne o¢ne kapi, pri ¢emu ne dolazi
do smanjenja ucinkovitosti lijeka. Nadalje, genska terapija koriStenjem biokompatibilnih
nanocestica pripravljenih od poli(mlije¢ne-glikolne) kiseline (PLGA) pokazala je

antiproliferativno djelovanje u slu¢aju tumorske stani¢ne linije MDA-MB-4355%%2, dok su
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nanokapsule pripravljene od poli-e-kaprolaktona s ugradenim klorheksidinom pokazale
antimikrobno djelovanje u kontaktu s bakterijom Staphylococcus epidermidis.?® Veéina
nanosustava koji se koriste za dostavu lijekova za lijeCenje neuroloskih bolesti su polimerne
nanocestice, s obzirom na to da se pokazalo da mogu zapremiti veliku koli¢inu lijeka 1 pro¢i
krvno-mozdanu barijeru, a kombinacijom sa specificnim ligandima omoguéena je ciljana
dostava lijeka do aktivnog mjesta. Primjerice, Ding i suradnici?® pokazali su da koristenje
binarnih micela gradenih od kopolimera poli(etilen-glikola) za dostavu lijeka borneola dovodi
do uspjesnog prolaska kroz krvno-mozdanu barijeru i povecanja koncentracije lijeka u mozgu.
Pokazano je i da je doksorubicin, koji se Cesto koristi u lijeCenju karcinoma, moguce dostaviti
na ciljno mjesto u mozgu koristenjem nanocestica pripravljenih od poli(butil-cijanoakrilata)
obloZenih polisorbatom 80.2%

Posebnu skupinu polimernih materijala ¢ine razgranate makromolekule dendrimeri. Prvi
sintetizirani dendrimeri bili su poliamidoamini. Struktura dendrimera sastoji se tri dijela.
Unutrasnjost dendrimera ¢ini jezgra na koju su vezani unutarnji slojevi gradeni od ponavljaju¢ih
jedinica, a vanjski dio uobi¢ajeno sadrzi terminalne funkcionalne skupine.?® Zahvaljujugi
Supljikavoj 1 razgranatoj strukturi, dendrimeri u svoju makromolekularnu unutra§njost mogu
zarobiti manje molekule, $to je temelj njihove primjene u dostavi lijekova. Za razliku od
linearnih polimera, dendrimeri su monodisperzne molekule. Postoje dva mehanizma dostave
lijekova koristenjem dendrimera. Prvi je in vivo cijepanje kovalentne veze izmedu lijeka i
dendrimera, koje ovisi o enzimatskom okruZenju. Drugi nacin je otpustanje lijeka promjenom
nekog vanjskog parametra, poput pH-vrijednosti ili temperature.?®® Pozitivno nabijeni
dendrimeri kori$teni su u kombinaciji s lijekom enoksaparinom te je pokazano da je navedeni
kompleks ucinkovit u sprje¢avanju tromboze.?®” Dendrimeri su koriSteni i u transdermalnoj
dostavi lijekova, pri ¢emu je pokazana poboljsana efikasnost i biodostupnost aktivne tvari.?s®
Kesharwani i suradnici?® funkcionalizirali su dendrimere hijaluronskom kiselinom te
proucavali vezanje za CD44 receptor u stanicama tumora guSterace. Uz dendrimere, visoku
biokompatibilnost pokazuju i nanostrukture bazirane na molekuli DNA.2%

U anorganske nanosustave ubrajaju se sve nanocestice koje nisu gradene od kostura
ugljikovih atoma, pri ¢emu se najcesce koriste metali i metalni ioni. Od nemetalnih nanocestica
isticu se mezoporozne nanocestice silike. Zahvaljuju¢i Sirokoj primjeni, posebnu skupinu

metalnih nanonosada ¢ine magnetske nanodestice.*
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U literaturi je poznato da odredene nanocestice metala i njihovih oksida pokazuju
antimikrobno djelovanje. Primjerice, titanijev dioksid pokazuje antibakterijsko djelovanje u
kontaktu s velikim brojem bakterija, ukljuuju¢i bakterije iz sojeva Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococus aureus, Enterococcus hirae, i Bacteroides fragilis.?®
Nanocestice srebra komercijalno su dostupne te, zahvaljuju¢i antibakterijskom djelovanju,
primjenu nalaze u lijeCenju rana i opeklina te kao sredstva za dezinfekciju. Uz to, premazi od
nanodestica srebra koriste se za oblaganje implantata i tekstila.?®? Nano¢estice zlata takoder se
intenzivno koriste u biomedicini zahvaljuju¢i jedinstvenim optickim, elektronskim i
biokemijskim svojstvima.?®® Primjerice, Hirsch i suradnici®® pokazali su da se zlatne
nanocestice funkcionalizirane silikom mogu koristiti za termalnu ablaciju tumora. Ugadanjem
svojstava nanocestica na nacin da absorbiraju zracenje u infracrvenom podrucju postignuta je
stani¢na smrt stanica tumora dojke in vivo i in vitro.

Mezoporozne nanocestice silike (engl. mesoporous silica nanoparticles, MSNs) istrazuju
se zahvaljujuci velikoj specifi¢énoj povrsini, biokemijskoj stabilnosti i biokompatibilnosti u
fizioloskim uvjetima.?®* Ugadanjem parametara sinteze moguce je kontrolirati svojstva nosaca,
poput veli¢ine pora, ¢ime se povecava specificna povrsina i omogucavaju uspjesnija ugradnja
lijeka i dulja cirkulacija u krvi. Kako bi se sprije¢io preuranjeni izlazak lijeka iz Cestice, ulazi u
pore mogu se prekriti materijalima osjetljivima na vanjske ili unutarnje stimulanse. Na taj se
na¢in promjenom nekog vanjskog faktora, poput pH-vrijednosti ili temperature, aktivira
otvaranje pora i omoguéava otpustanje lijeka.?%* Za svaki je nanonosa¢ poZeljno da se nakon
otpustanja lijeka ucinkovito razgradi u organizmu, kako ne bi doSlo do toksi¢nih efekata.
Matrica mezoporoznih Cestica silike sastoji se od —Si—O— veza koje su, iako kemijski relativno
jake, podlozne nukleofilnom napadu hidroksidnog iona iz vode, S$to rezultira hidrolitickim
cijepanjem —Si—O-Si— skupina, pri ¢emu nastaje ortosilikatna kiselina koja se iz tijela izlucuje
urinom.?* Jednostavna razgradnja i izbjegnuta akumulacija nanodestica u organizmu glavne su
prednosti silike u odnosu na metalne nanocestice. Uklanjanje nanocestica iz organizma dodatno
se moze ubrzati dopiranjem s metalnim ionima.?*® Mezoporozne nano¢estice silike pokazale su
296

se uspjesnima u dostavi velikog broja lijekova, ukljucuju¢i antibiotik eritromicin“™® i

bifosfonate, lijekove koji sprje¢avaju gubitak kostane mase.?’
Nanocestice Zeljezovih oksida jedni su od najistrazivanijih nanomaterijala za biomedicinske
primjene zahvaljuju¢i jedinstvenim kemijskim, fizickim 1 bioloskim svojstvima, poput

stabilnosti, netoksi¢nosti i biokompatibilnosti.}* Od magnetskih svojstava isticu se visoka
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magnetska susceptibilnost i magnetizacija zasi¢enja. Upravo magnetska svojstva omoguéavaju
njihovu primjenu kao nanonosaca, s obzirom na to da je primjenom vanjskog magnetskog polja
moguée posti¢i kontrolu otpustanja i ciljanu dostavu. Zeljezovi oksidi javljaju se u dva
oksidacijska stanja, zeljezov(Il) oksid, FeO, te zeljezov(Ill) oksid, Fe;Osz. MijeSani
zeljezov(ILIIT) oksid, FesOa, naziva se magnetit. Zeljezov(Ill) oksid posjeduje razliite
polimorfe, ukljucujuéi a-Fe203, B-Fe203, y-Fe203 i e-Fe203. Od navedenih, maghemit (y-Fe203)
i magnetit (Fe3Os) pokazuju najbolju biokompatibilnost, pri ¢emu se za biomedicinske primjene
najée$ée koristi magnetit.'®> Magnetska svojstva magnetita odredena su veli¢inom Eestica.?%®
Ukoliko su cestice dovoljno male, svaka Cestica predstavlja zasebnu magnetsku domenu te
takve Cestice pokazuju superparamagneticna svojstva koja omogucéavaju dobar odaziv na
primijenjeno magnetsko polje. Kod superparamagnetskih cCestica primjenom vanjskog
magnetskog polja dolazi do snazne magnetizacije koja u odsustvu polja nestaje, odnosno Cestice
se vracaju u prvobitno stanje. Za razliku od njih, kod feromagnetskih materijala je
magnetizacija zadrzana i nakon gaSenja magnetskog polja. Posljedicno tome, krivulje
magnetizacije za feromagnetske i superparamagnetske materijale se razlikuju. U slucaju
feromagnetizma, u krivulji magnetizacije javlja se histereza kao posljedica zadrzavanja
magnetizacije. S druge strane, krivulje magnetizacije superparamagnetskih materijala

karakterizira odsustvo histereze.?%®

——superparamagnet

—feromagnet

Slika 2.5.1. Krivulje magnetizacije feromagneta i superparamagneta.
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Zbog prisutnosti zeljezovih(II) iona, magnetit na zraku moze oksidirati, zbog cega je
nanocestice nuzno funkcionalizirati. Uz zastitu od oksidacije, funkcionalizacija sprje¢ava
agregaciju i aglomeraciju te omogucava specificno vezanje proteina, enzima, antitijela ili
lijekova. Za funkcionalizaciju se najceSce koriste polimeri te su uspjeSno sintetizirane i
primijenjene  nanocestice magnetita  funkcionalizirane  kitozanom?%%3%  poli(etilen-
glikolom)®**, dekstranom®® i drugim polimerima. Uz polimere, nanodestice magnetita uspjesno
su funkcionalizirane i silikom.2®3% Jedinstvena magnetska svojstva omogucavaju $iroku
primjenu u ciljanoj dostavi lijekova. Primjerice, nanoc¢estice magnetita funkcionalizirane
kitozanom pokazale su se obeéavajuéim sustavima za dostavu lijekova metotreksata®",
cisplatina®® i 6-merkaptopurina.®®® Shen i suradnici®®’ sintetizirali su nanodestice magnetita
oblozene poli(etilen-glikolom) te pokazali uspjesnu ugradnju i otpustanje doksorubicina.
Doksorubicin je uspje$no ugraden i dostavljen koriStenjem nanoCestica magnetita
funkcionaliziranih fosfatima®®®, silikom3® i poli(etilen-glikolom).3® Li i suradnici®!
sintetizirali su nanocestice magnetita funkcionalizirane karboksimetilkitozanom, a kao modelni
lijek Koristili su antitumorski lijek rapamicin. Navedeni sustav pokazao je dvofazni model
otpustanja, pri ¢emu na pocetku dolazi do naglog otpustanja velike koli¢ine lijeka (engl. burst),
nakon cega slijedi kontrolirano otpuStanje manje koli¢ine lijeka. Rapamicin otpusten iz
nanocestica pokazao je manju toksi¢nost u kontaktu s jetrenom stani¢nom linijjom LO2, a vecu
citotoksi¢nost u kontaktu s tumorskim stanicama HepG2 u odnosu na izravan tretman
rapamicinom. Na temelju dobivenih rezultata, zakljuceno je da bi se koriStenjem navedenih
nanocestica moglo poboljsati ljekovito djelovanje rapamicina u slu€aju tumorskih stanica, a
istovremeno 1 smanjiti nepoZzeljni u€inci na zdravim stanicama.

Osim u dostavi lijekova, nanoCestice magnetita pokazale su se u¢inkovitima i prilikom
biooslikavanja, gdje se &esto koriste kao kontrastni agensi. Hong i suradnici®!! sintetizirali su
nanocestice magnetita oblozene dekstranom, koje su koristili prilikom magnetske rezonancije
jetre, koStane srzi 1 limfe. Uocili su da, nakon injektiranja nanocestica, u zdravim tkivima dolazi
do promjene intenziteta signala, dok do promjene ne dolazi u sluc¢aju tumorskih tkiva. Na
temelju zapazanja zakljuceno je da pripravljene nanocestice pokazuju potencijal za primjenu u
prepoznavanju i dijagnostici tumorskih tkiva. Kao ucinkoviti kontrastni agensi u magnetskoj
rezonanciji pokazale su se i nanodestice magnetita oblozene poli(vinil-pirolidonom) (PVP)3!?,
poli(vinil-pirolidonjodidom) (PVPI)*'3, folnom kiselinom®# i zlatom.'® Primjenom vanjskog

magnetskog polja moguce je inducirati zagrijavanje nanocestica magnetita, Sto omogucava
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primjenu u lijeCenju hipertermijom. Primjerice, Zhao i suradnici®!® sintetizirali su niz

nanocestica razli¢itth magnetskih svojstava te ispitivali porast temperature primjenom
izmjeni¢nog magnetskog polja u svrhu lokaliziranog lijeCenja tumora hipertermijom. Uoceno
je da se svojstvo induciranog zagrijavanja smanjuje s porastom koercitivnosti te povecava s
poveCanjem magnetizacije zasi¢enja. Egzotermno djelovanje uoceno je 1 slucaju
funkcionaliziranih nanocestica magnetita, pri ¢emu je, izmedu ostalih, uspjes$no hipertermijsko
djelovanje uodeno za magnetit funkcionaliziran kitozanom?®°, oleinskom kiselinom3/,
poli(etilen-glikolom)®' i folnom kiselinom.3* Funkcionaliziranjem folnom kiselinom, osim

zadrzavanja svojstva induciranog zagrijavanja, omoguceno je i ciljano vezanje na KB stanice

tumora koje posjeduju receptor za folate.3'4

2.5.2. Sinteza nanonosaca

Postoji velik broj metoda za sintezu nanomaterijala koje se generalno mogu podijeliti u
konstruktivne ili ,,bottom-up“ metode i destruktivne ili ,bottom-down“ metode.3!®
Konstruktivne metode podrazumijevaju formiranje materijala iz atoma ili klastera. Jedna od
najjednostavnijih konstruktivnih metoda je sol-gel metoda.?!® U ovoj se metodi uobicajeno
koristi prekursor, koji je najces¢e metalni oksid ili klorid. Prekursor se potom dispergira u
tekucinu treskanjem, mijeSanjem ili sonifikacijom te nastaje sustav koji se sastoji od vodene 1
¢vrste faze. Do razdvajanja faza dolazi sedimentacijom, filtracijom ili centrifugiranjem. Ostale
konstruktivne metode ukljuCuju sintezu koriStenjem rotirajuc¢eg diska, pirolizu, kemijsko
talozenje iz plinovite faze te biosintezu. Sinteza koriStenjem rotirajuceg diska omogucava visok
stupanj kontrole svojstava nanocestica koja su, izmedu ostalih, odredena protokom, brzinom
rotiranja 1 povrSinom diska. Sinteza se uobicajeno provodi u reaktoru ispunjenim inertnim
plinom, pri ¢emu se u sustav dodaju prekursor i voda. Rotacijom pri razli¢itim brzinama dolazi
do spajanja atoma ili molekula 1 precipitacije nanocestica. Ovom metodom uspjesno su
pripravljene nanocestice magnezijevog hidroksida i oksida.®!® Kemijsko taloZenje iz plinovite
faze podrazumijeva depoziciju tankog filma reaktanta iz plinovite faze na supstrat. Depozicija
se odvija u reakcijskoj komori koja se zagrijava te do reakcije dolazi kad supstrat dode u kontakt
s molekulama u plinovitoj fazi, pri cemu na supstratu dolazi do taloZenja produkta. Na svojstva
nanocestica znacajno utjece temperatura supstrata. Ovom metodom nastaju ¢iste, uniformne

nanodestice, a glavni nedostatak je nastanak toksi¢nih nusprodukata.3?® Piroliza je najéesce
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koriStena metoda sinteze u industriji za pripravu velike koli¢ine nanocestica te ukljucuje
izgaranje plinovitog ili tekuéeg prekursora pri visokom tlaku.®*! Biosinteza je ekologki
prihvatljiva metoda u kojoj se uz prekursore koriste bakterije, biljni ekstrakti ili gljivice.3??

Destruktivne metode podrazumijevaju redukciju veli¢ine materijala na nanometarsku skalu.
Najcesce koristena metoda je mehanicko mljevenje. Prilikom mljevenja dolazi do prijenosa
energije s kuglica za mljevenje na Cestice. Ugadanjem parametara mljevenja moguce je
kontrolirati svojstva nastalih nanodestica.®?® Nanolitografija jos je jedna metoda koja se ubraja
u destruktivne metode. Litografija je proces tiskanja zeljenog oblika ili struktura na materijal,
a podrazumijeva fotolitografiju, litografiju snopom elektrona, litografiju skeniraju¢om probom
i druge.®** Glavna prednost ove metode je moguénost kontrole svojstava nanosustava, dok je
nedostatak potreba za sofisticiranom tehnologijom, koja za posljedicu ima visoke troSkove.
Laserska ablacija koristi se za sintezu iz razli¢itih otapala. Podrazumijeva ozracivanje metala
uronjenog u tekuéinu laserom, nakon ¢ega iz plazme nastaju nanocestice. Metoda je ekoloski
prihvatljiva te, s obzirom na to da nastaju stabilne nanocestice i u vodenom i u organskom
mediju, ne zahtijeva dodatak stabilizatora.?® Termalna dekompozicija je endotermni proces u
kojem pod utjecajem visoke temperature dolazi do pucanja kemijskih veza i nastanka produkta.
Ovom se metodom naj¢e$¢e pripravljaju metalne nanocestice nastale dekompozicijom
metala.3%

Najjednostavnija i najbrza metoda sinteze nanoCestica s ugradenim lijekom je
nanoprecipitacija koja se najcesce koristi za pripravu polimernih nanocestica. Podrazumijeva
otapanje polimera, lijeka i lipofilnog surfaktanta u otapalu manje polarnom od vode, poput
acetona, etanola ili dimetilformamida. Za koriStenje ove metode otapalo se mora mijesati s
vodom te polimer ne smije biti topljiv u vodenoj fazi. Dodatkom organskog otapala dolazi do
difuzije otapala u vodenu fazu i spontanog formiranja nanocestica promjera do 200 nm s uskom
raspodjelom veli¢ina.3?” Ovom metodom uspjesno su pripravljene nanodestice poli(mlije¢ne
kiseline)®?® i poli-e-kaprolaktona.?®® Emulzifikacijom i isparavanjem otapala moguce je
pripraviti nanoCestice prosjecne veli¢ine 250 nm. lako se ova metoda ve¢inom koristi za
pripravu nanocestica za ugradnju lipofilnih lijekova, uspjesno su inkorporirani i hidrofilni
lijekovi. Najéesée koristena otapala su diklormetan, kloroform i etilacetat.®?” Ovom metodom
pripravljene su nanocestice polilaktida-ko-glikolida s ugradenim lijekovima paklitakselom3® i

pratikvantelom.®** Emulzifikacija se moze koristiti i u kombinaciji s difuzijom otapala, pri ¢emu

je kljucan korak difuzija organskog otapala u vodenu fazu. U ovoj metodi, organsko otapalo
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mora biti djelomi¢no topljivo u vodi, a najcesce se koriste 2-butanon, metilacetat, etilacetat i
izopropilacetat. Kao produkt nastaju nanocestice veli¢ine oko 150 nm te je metoda pogodna za
ugradnju lijekova slabo topljivih u vodi. Dodatkom male koli¢ine ulja u organsku fazu moguce

je pripraviti i nanokapsule, 3233

2.5.3. FizioloSka svojstva nanocestica

Uz kemijski sastav, ponaSanje nanolestica u tijelu odreduju i fizikalna svojstva. Cestice
promjera manjeg od 200 nm dulje se zadrzavaju u organizmu u odnosu na one vecih promjera.

Primjerice, Gaur i Sahoo®*?

sintetizirali su nanocestice poli(vinilpirolidona) promjera manjeg
od 100 nm te su uocili da je manje od 1% nanocestica uklonjeno iz organizma fagocitozom u
jetri i slezeni te da 5%—10% cestica cirkulira u organizmu ¢ak i 8 h nakon injektiranja. S druge
strane, nanocestice promjera manjeg od (20—30) nm eliminiraju se filtriranjem u bubrezima,
dok se Gestice veée od 200 nm uklanjaju fagocitozom.3** Hasani i suradnici®*®* promatrali su
selektivnu adheziju polistirenskih nanocestica razli¢itih veli¢ina na upaljeno tkivo ¢ira na
Zeludcu. Pokazano je da je adhezija najmanjih nanocestica promjera 50 nm najizraZenija, dok
su najlosije rezultate pokazale najvece nanocCestice, promjera 750 nm. Uz brzinu razgradnje,
veli¢ina zna¢ajno utjeCe 1 na prijenos krvotokom. Gibanje manjih Cestica uglavnom je
kontrolirano difuzijski, a kod vecih se Cestica radi o kombinaciji difuzije 1 konvektivnog
protoka. U slucaju visokih intersticijskih tlakova, za uspjeSno prodiranje nanocestica do,
primjerice tumorskog tkiva, potrebna je i veca brzina protoka. Upravo iz tog razloga raspodjela
vecih Cestica unutar tumorskog tkiva ovisi o lokalnom protoku krvi. Veliina nanocCestica ne
odreduje raspodjelu samo oko ciljanog mjesta, ve¢ i unutar cijelog organizma. Muro i
suradnici®® istrazivali su polistirenske nano&estice i nanodiskove promjera u rasponu (0,1-10)
um. Uoceno je da se akumulacija Cestica u jetri smanjuje s porastom veli¢ine Cestica, dok se
istovremeno s porastom veli¢ine akumulacija u plu¢ima povecava. Na temelju rezultata, ocito
je da optimalna veli¢ina nanocestica ovisi 0 promatranom tipu stanice. Primjerice, u slucaju
HeLa stanica uoceno je da je optimalna veli¢ina zlatnih nanocestica promjera 50 nm, dok su s
Zesticama promjera 14 nm i 74 nm dobiveni losiji rezultati.>®’

Osim veli¢ine, na raspodjelu nanodestica u tkivima utjece i njihov oblik.3*® lako su prve

istrazivane nanocestice bile sferi¢nog oblika, razvojem nanotehnologije razvili su se i protokoli

za pripravu nanoStapi¢a, nanoprizmi, nanodiskova, nanokockica, itd. Generalno,
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hidrodinamicke sile koje djeluju na nanocestice asimetri¢nog oblika nisu uniformne te uzrokuju
njihovo sudaranje sa stijenkama krvnih zila, §to moze dovesti do njihovog nakupljanja.
Medutim, asimetrija nanocestica poboljSava njihovo prodiranje i nakupljanje u tumorskim
tkivima. Primjerice, uoceno je da se unutar sfericnog tumora nanodiskovi akumuliraju u vec¢oj
koli¢ini u odnosu na nanostapiée.®*® Opcenito, asimetriéne &estice do ciljanog mjesta dolaze
pod razli¢itim kutevima, $to utjece na njihovo prodiranje i akumulaciju. Ukoliko izduzena
Cestica do ciljanog mjesta dolazi na nacin da je orijentirana tangencijalno u odnosu na stani¢nu
membranu, prodiranje ¢e biti otezano u usporedbi s Cesticom koja dolazi okomito na stani¢nu

membranu.

2.5.4. Ciljana dostava lijekova

Konvencionalni nacini unosa lijeka u organizam podrazumijevaju oralni i injektivni unos.
Zadnjih nekoliko desetljeca istrazuju se i drugi oblici unosa, primjerice transdermalni,
transmukozalni, okularni i unos implantacijom. Novi nacini unosa zahtijevaju i razvoj novih
materijala koji bi osigurali uspjeSan transport lijeka do ciljanog mjesta u organizmu. Najcesce
koristeni materijali podrazumijevaju polimere®*° te materijale temeljene na siliciju, ugljiku i
metalima, a pripravljaju se u razli€itim oblicima na mikrometarskoj i nanometarskoj skali.
Najéedée koristeni metali su zlato, srebro, paladij i Zeljezo.'’

Kako bi se smanjila koli¢ina materijala potrebnog za primjenu lijeka, vazno je da nanonosac
posjeduje veliki kapacitet ugradnje. Generalno postoje dvije metode za ugradnju lijeka u nosac.
Metodom inkorporacije lijek je prisutan tijekom sinteze nanomaterijala te kao produkt nastaje
nanonosa¢ s ugradenim lijekom. S druge strane, metoda adsorpcije podrazumijeva ugradnju
lijeka nakon §to je nanonosa¢ ve¢ sintetiziran te se najceS¢e provodi inkubacijom nosaca U
koncentriranoj otopini lijeka kroz odredeni vremenski period.'® Za kvantifikaciju ugradnje
lijeka koriste se dvije veli¢ine. Efikasnost ugradnje (engl. entrapment efficiency, EE) govori

koliki je postotak lijeka uspjeSno inkorporiran u nanocesticu:

Co — Cp
EE = -100%, (2.5.1)
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pri ¢emu je Co ukupna koncentracija lijeka, a cn koncentracija neugradenog lijeka. Kapacitet
ugradnje (engl. loading capacity, LE) govori koliki postotak ukupne mase sustava nanocestica-

lijek zauzima inkorporirani lijek:

m
LE =—-100%, (2.5.2)

my

pri ¢emu je m; masa lijeka, a my masa nosaca.

Uginkovitost dostave lijeka u razli¢ite dijelove tijela ovisi o veligini estica.>** Upravo se iz
tog razloga radi na razvoju nanonosaca koji mogu poboljsati biodostupnost, kontrolu otpustanja
1 ciljanu dostavu. Opcenito, manje Cestice omogucavaju brze otpustanje, dok kod vecih Cestica
dolazi do sporijeg otpustanja.>** Dodatna prednost nanosustava je moguénost direktnog unosa
u stanicu. Primjerice, Kneuer i suradnici®*? koristili su modificirane nanocestice silike za
transfekciju, odnosno prijenos plazmidne DNA izravno u stanicu. Anatomija odredenih
struktura u organizmu, poput krvno mozdane barijere i razgranate strukture diSnog sustava,
onemogucavaju nesmetan prolazak lijekova do Zeljenog mjesta. Upravo nanonosaci
omogucavaju prolazak i prijenos te uspjesnu dostavu. Desai i suradnici®*® proucavali su
gastrointestinalni unos biorazgradivih Cestica razlic¢itih veli¢ina. Najmanje proucavane Cestice,
one od 100 nm, pokazale su 15-250 puta bolje rezultate u odnosu na veée Cestice. Uz to,
pokazano je da Cestice od 100 nm difundiraju kroz submukozni sloj tkiva, dok se vece Cestice
ve¢inom zadrzavaju i lokaliziraju u epitelnom dijelu tkiva.

Postoje tri razli¢ita na¢ina za ciljanu dostavu lijeka, pasivno, aktivno te fizikalno ciljanje.?®
Pasivno ciljanje temelji se na efektu pojacane permeabilnosti i retencije prema kojem se cestice
odredenih veli¢ina intenzivnije akumuliraju u tumorskim tkivima nego u zdravim. Medutim, s
obzirom na to da se koriStenjem ovog pristupa nanocestice kratko zadrZavaju u organizmu,
ovakav pristup ograni¢en je na tumore u organima koji ¢ine mononuklearni fagocitni sustav,
poput jetre, koStane srzi i slezene. S druge strane, aktivno ciljanje podrazumijeva
funkcionalizaciju nanonosaca razli¢itim ligandima poput antitijela, proteina i peptida, koji ulaze
u interakciju s receptorima prisutnima na ciljanom mjestu. Temelji se na pretjeranoj ekspresiji
odredenih epitopa ili receptora u tumorskim stanicama. Nanonosaci osjetljivi na vanjske
stimulanse temelj su fizikalnog ciljanja. U tom se slucaju koriste vanjski izvori za dopremanje

nanonosaca do ciljanog mjesta i kontrolu procesa otpustanja, primjerice u fototermalnoj ili
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hipertermijskoj terapiji. U sva tri na¢ina ciljanja, otpusStanje lijeka moze se posti¢i promjenom

vanjskih parametara, poput temperature, pH-vrijednosti ili njihovom kombinacijom.?%34

2.5.5. Kinetika otpustanja lijeka iz nanonosaca

Brzina kojom se lijek otpusta ovisi o svojstvima nosaca i lijeka. Opcenito je mehanizam
otpustanja kontroliran difuzijski kada je brzina difuzije lijeka ve¢a od brzine razgradnje matrice.
Kod velikog broja nanosustava na pocetku dolazi do naglog otpustanja velike koli¢ine lijeka
(engl. burst), sto se pripisuje slabo vezanim ili adsorbiranim molekulama lijeka. Ovaj efekt
manje je izrazen ukoliko se za ugradnju koristi metoda inkorporacije. Brzinu otpuStanja moguce
je kontrolirati i dodatkom reagensa koji moze stvarati ionske interakcije s lijekom. Na taj nacin
dolazi do nastanka slabo topljivog kompleksa reagensa i lijeka, Sto usporava otpustanje i
onemoguéava pocetno oslobadanje velike koli¢ine lijeka.'®

Ugadanjem svojstava nanosustava moguce je kontrolirati kineticki profil otpustanja lijeka.
Za veéinu lijekova, idealnim modelom otpusStanja smatra se model kinetike nultog reda ¢ime se
osigurava otpustanje konstantne koli¢ine lijeka tijekom cijelog procesa.l” Veéina tehnika koje
se koriste za pracenje otpustanja temelji se na dijalizi te podrazumijeva smjeStanje nanocestica
u polupropusnu membranu kroz koje mogu pro¢i molekule lijeka, ali ne i Gestice.™
Difuzijski model otpustanja lijeka temelji se na Fickovim zakonima difuzije. Prvi Fickov

zakon povezuje tok Cestica, odnosno fluks, s gradijentom koncentracije:

dc
J= -D = (2.5.3))

pri ¢emu je J fluks, D difuzijski koeficijent, a dc/dx gradijent koncentracije. Negativan predznak
ukazuje na Cinjenicu da se difuzija dogada u smjeru suprotnom od gradijenta koncentracije.
Prvi Fickov zakon opisuje gibanje molekula iz podrucja vise koncentracije u podrucje nize
koncentracije. S obzirom na to da brzina ovisi o koncentraciji jedne vrste, radi se o kinetici
prvog reda. Drugi Fickov zakon vrijedi u slucaju kad se koncentracija mijenja s viemenom te
opisuje vremensku ovisnost promjene koncentracije Cestica o drugoj derivaciji koncentracije

po koordinati u smjeru u kojem se difuzija odvija:
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dc d?c
C=pi. (2.5.4)

Iz jednadzbe (2.5.4.) vidljivo je da je promjena koncentracije u vremenu proporcionalna
promjeni koncentracijskog gradijenta u trenutku t. Jednadzbe koristene u difuzijskom modelu

izvedene su iz Fickovih zakona:

1
Q Dt \2
Loty
8 —m?Dt
g—; =1- (;) exp( 7;2 ) (2.5.6.)

U jednadzbama (2.5.5) i (2.5.6.), Qt je koli¢ina otpustenog lijeka u trenutku t, Qo je ukupna
koli¢ina lijeka inkorporiranog u nosa¢, D je difuzijski koeficijent, a h je debljina nosaca.
Jednadzba (2.5.5.) opisuje kumulativno otpustanje prvih 60% lijeka (0 < Q#/Qo < 0,6), dok
jednadzba (2.5.6.) opisuje otpustanje ostatka lijeka (0,4 < Q/Qo < 1). Za opis kinetike otpustanja
temeljenog na difuziji potrebno je pretpostaviti da su fizikalna svojstva nosa¢a konstantna. Uz
to, potrebno je poznavati vrijednost difuzijskog koeficijenta, kojeg je moguée odrediti
nuklearnom magnetskom rezonancijom ili korelacijskom spektroskopijom.3* Velik broj
sustava nanonosac-lijek pokazao je slaganje s difuzijskim modelom. Primjerice, brzina
otpustanja ibuprofena iz mezoporoznih Cestica silike prati difuzijski model, pri ¢emu je brzina
otpustanja veéa §to su pore veée.3*

U slucaju kinetike nultog reda, koli¢ina lijeka koji se otpusta u vremenu je konstatna.

Jednadzba koja opisuje takvo otpustanje glasi

fe = kt, (2.5.7.)

pri ¢emu je fi udio otpuStenog lijeka u vremenu t, a k koeficijent brzine reakcije.
Eksperimentalni podaci otpustanja prikazuju se kao ovisnost kumulativne koli¢ine oslobodenog
lijeka o vremenu. Pretpostavlja se da ne dolazi do promjene povrsine matrice i da se ne postizu
ravnotezni uvjeti.>*’ S obzirom na to da je kinetika nultog reda poZzeljna u sluéaju otpustanja
lijekova, mnoge istrazivacke skupine bave se razvojem sustava koji ¢e pratiti upravo taj model.

Primjerice, kinetika nultog reda uoCena je u slucaju otpusStanja lijeka amoksicilina iz
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mezoporoznih nanodestica silike**® te u slu¢aju otpustanja antitumorskog lijeka paklitaksela iz
liposoma.3+

Otpustanje lijeka koje prati kinetiku prvog reda opisano je jednadzbom:

nfe = kt. (2.5.8.)
Iz jednadzbe (2.5.8.) vidljivo je da udio otpustenog lijeka eksponencijalno ovisi o vremenu. Za
nekoliko je sustava pokazano da prate kinetiku prvog reda®?°, a to su ve¢inom oni koji se sastoje
od vrlo poroznog nanonosaca 1 lijeka koji je dobro topljiv u vodenom mediju. U tom je slu¢aju
koli¢ina oslobodenog lijeka u nekom vremenskom intervalu proporcionalna koli¢ini lijeka koji
ostaje unutrasnjosti, tako da se s vremenom smanjuje.>*’

Higuchijev model predlozen je 1960-ih s ciljem opisivanja kinetike oslobadanja lijeka iz
matrice ukoliko je proces kontroliran difuzijski.®*! Temelj ovog modela je pretpostavka da je
lijek u obliku krutine suspendirane u matrici nosaca te vrijedi sve dok je koli¢ina lijeka po
jedinici volumena matrice veca od njegove topljivosti. Uz to, pretpostavlja se da je difuzijski

koeficijent lijeka konstantan i da ne dolazi do raspada matrice. Jednadzba glasi:

Q; = AYD(2c — 2c5)cst, (2.5.9.)
pri cemu je Q: kolicina lijeka otpuStena u vremenu t, A je povrSina nosac¢a, ¢ ukupna koli¢ina
lijeka po jedinici volumena matrice, a cs topljivost lijeka u mediju. Izraz (2.5.9.) je moguce

pojednostaviti na na¢in da se svi konstantni parametri izraze preko Higuchijeve konstante (Kn)

te u tom slucaju promatrana ovisnost poprima oblik:

Q¢ = Kuvt, (2.5.10.)

pri ¢emu je

Ky = A\JD(2c — 2c¢4)cs. (2.5.11.)

Kao 1 u difuzijskom modelu, koli¢ina oslobodenog lijeka ovisi o korijenu vremena. Razlicite
formulacije nanonosaca pokazale su dobro eksperimentalno slaganje s Higuchijevim modelom.

Cicuéndez i suradnici®? proucavali su kinetiku otpustanja levofloksacina iz mezoporoznih
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nanocestica silike sintetiziranih na dva razli¢ita nacina te su uocili da modeli u oba slu¢aja prate
Higuchijev model. Higuchijev kineticki model prate i otpuStanje lijeka nimesulida iz
polimernog nosaca pripravljenog od poli(mlije¢ne kiseline)®>* te otpustanje 5-fluorouracila iz
liposoma razli¢itih formulacija.®**

Weibullova empirijska jednadzba (jednadzba 2.5.12.) prilagodena je 1970-ih za primjenu u

procesima otpustanja i otapanja.®*

(2.5.12.)

a

_ _T\b
ftzl_exp<ﬂ)

U navedenoj jednadzbi a i b su empirijski parametri, a Ti je lokacijski parametar koji oznac¢ava
vremenski pomak prije pocetka otpustanja te je u vecini slucajeva jednak nuli. Linearizacijom

jednadzbe (2.5.11.) dobiva se izraz:
log(—In(1 — ft)) = blog (t — T;) — log a. (2.5.13)

Empirijski parametar b je parametar oblika te, s obzirom na njegovu vrijednost, krivulja moze
biti eksponencijalna (b = 1), sigmoidalna (b > 1) ili paraboli¢na (b < 1). Empirijski parametar
a definira vremensku skalu procesa, a u primjeni se mozZe zamijeniti parametrom Tq prema
izrazu

a = (Ty)P. (2.5.14))
Parametar Tq je moguce ocitati iz grafi¢kog prikaza u trenutku kad je
—In(1 - ft) = 1. (2.5.15))

S obzirom na to da je izraz (2.5.14) ekvivalentan vrijednosti ft = 0,632, parametar Tq govori
koliki je vremenski interval potreban za otpustanje 63,2% lijeka. Pri koriStenju ovog modela
treba imati na umu da je dobiven empirijski te da nema kineti¢ku pozadinu na temelju koje bi
se moglo zakljuciti nesto o mehanizmu otpustanja ili svojstvima samog lijeka. Ipak, za velik
broj sustava pokazano je da prate upravo ovaj model. Primjerice, baicalin ugraden u liposome

prati Weibullov model prilikom otpustanja, a u in vivo pokusima pokazano je da takav na¢in
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dostave povecava biodostupnost ¢ak tri puta.®*® Otpustanje oksaliplatina iz liposoma takoder
prati Weibullov model.®’

Korsmeyer 1 suradnici su 1983. godine osmislili semiempirijski matematicki model za
pracenje otpuStanja lijeka. Za odredivanje mehanizma otpustanja koristi se prvih 60%

otpustenog lijeka (Q¥/Qo < 0,6). Korsmeyer-Peppasova jednadzba otpustanja lijeka glasi:

Q _pm (2.5.16.)

Qo

pri ¢emu je k konstanta otpustanja, a n eksponent otpustanja. Vrijednost eksponenta n koristi se
za karakterizaciju mehanizma otpustanja, pri cemu n < 0,45 odgovara difuziji koja prati Fickove
zakone.>® Postoje mnoga istrazivanja koja su pokazala slaganje ovog modela s
eksperimentalnim podacima, primjerice otpuStanje kvercetina iz liposoma pripravljenih od
diheksadecilfosfata.®*® Najcesce se koristi kad mehanizam otpustanja nije poznat ili kad postoji

mogucénost da je vise razligitih procesa ukljueno u proces otpustanja.>®
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. Materijali

U radu su koristene sljedece kemikalije, bez dodatnog proc¢is¢avanja.
e 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfokolin (DOPC) (>99%), C44HgsNOsgP, Avanti
e 1,2-didokosaheksaenoil-sn-glicero-3-fosfokolin (DDPC) (>99%), Cs.HgoNOgP, Avanti
e 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfokolin (DMPC) (>99%), C3sH72NOsP, Avanti
e kvercetin (QUE) (>95%), C1sH1007, Sigma-Aldrich
e miricetin (MCE) (>97%), C15H100g, TCI Chemicals Pvt. Ltd.
e miricitrin (MCI) (>98%,) C21H20012, TCI Chemicals Pvt. Ltd.
e dodekanska dikiselina (DDA) (99%), C12H2204, Sigma-Aldrich
e 2-tiobarbiturna kiselina (TBA) (>98%), CsHsN202S, TCI Chemicals Pvt. Ltd.
e 1,1,3,3-tetraetoksipropan (TEP) (>96%), C11H2404, Sigma-Aldrich
e klorovodic¢na kiselina (35%), HCI, Lach-ner
e natrijeva luzina (p.a.), NaOH, Lach-ner
e kalijev bromid (p.a.), KBr, Sigma-Aldrich
e 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) (99%), C1sH12N50s, Sigma-Aldrich
e 5-DOXYL-stearinska kiselina (5-DSA), C22H42NOs, (99%), Sigma-Aldrich
e 7zeljezov(Il) klorid tetrahidrat (98%), FeCl2-4H,0, Alfa Aesar
e Zeljezov(III) klorid heksahidrat (99%), FeCls-6H.0, Acros Organics
e amonijev acetat (p.a.), CHsCOONHg4, Lach-ner
e poli(etilen-glikol) (PEG) (p.a.), Mw = 4000 Da, Acros Organics
e cetilen-glikol (EG), C2HeOz2 (p.a.), Lach-ner
e etanol (96%), C.HsOH, Lach-ner
e metanol (99,5%), CH3OH, Kemika
e kloroform (99,93%), CHsCl, Lach-ener
e vodikov peroksid (30%), H202, Lach-ner
e puferirana fizioloSka otopina (engl. phosphate buffer saline, PBS) u obliku tableta;
pH = 7,4, Ic = 0,15 mol dm~3, Sigma-Aldrich
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3.2. Priprava i strukturna svojstva liposoma
3.2.1. Priprava liposoma

Svi liposomi pripravljeni su metodom hidratacije tankog filma®’ (slika 3.2.1.), pri ¢emu je

koncentracija liposoma ovisila o koristenoj metodi te ¢e biti navedena u svakom poglavlju.

vodeni medij

vakuum
otapanje lipida u organskom otapalu lipidni film

multilamelarne vezikule

muckanje

———
hidratacija

Slika 3.2.1. Shematski prikaz priprave liposoma metodom hidratacije tankog filma.

Koristena su tri strukturno razliita lipida, zasiceni 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfokolin
(DMPC), nezasic¢eni 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfokolin (DOPC), koji sadrzi po jednu
dvostruku vezu na svakom lancu te nezasiceni 1,2-didokosaheksaenoil-sn-glicero-3-fosfokolin
(DDPC) koji na svakom lancu sadrzi po Sest dvostrukih veza (slika 3.2.2.). Kontrolni uzorci u
svim su metodama neoksidirani liposomi bez dodanih flavonoida. Za pripravu liposoma, lipid
je otopljen u kloroformu te je otapalo ispareno pod vakuumom KkoriStenjem rotacijskog
uparivaca, nakon Cega na stijenkama okrugle tikvice zaostaje tanki lipidni film. Lipidni film
resuspendiran je u puferiranoj fizioloskoj otopini (pH = 7,4), pri ¢emu uslijed mehani¢kog
mijeSanja 1 naizmjeni¢nog uranjanja tikvice u vruéu vodu i led dolazi do odvajanja filma od
stijenke i spontanog formiranja liposoma. Sve suspenzije liposoma ostavljene su 24 h u

hladnjaku kako bi se stabilizirale. Liposomi s ugradenim flavonoidima pripravljeni su na isti
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nacin, no prije isparavanja kloroforma, u otopinu je dodana i zeljena koli¢ina metanolne otopine
flavonoida (co = 5-10~* mol dm~3). Koristeni flavonoidi su kvercetin (QUE), miricetin (MCE) i
miricitrin (MCI) (slika 3.2.2.) u razli¢itim mnozinskim udjelima, koji ¢e biti navedeni u svakom
poglavlju. S obzirom nato da je literaturno pokazano da proces ekstrudiranja dovodi do gubitka

materijala ugradenog u liposome3>®2%°

, u eksperimentima su koristeni multilamelarni liposomi.
Na taj se nacin osigurava konstantan mnozinski udio flavonoida tijekom svih provedenih
eksperimenata.

1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfokolin (DMPC) o

O:\'uzo
/

Oe‘"-.. r -
/\/\/M\/\( H \ 1,2-didokosaheksaenoil-
sn-glicero-3-fosfokolin

(DDPC)

kvercetin (QUE) OH miricetin (MCE) OH miricitrin (MCI) OH

Slika 3.2.2. Strukture koriStenih lipida i flavonoida.

3.2.2. Diferencijalna pretrazna kalorimetrija: termotropna svojstva lipidnog dvosloja

Diferencijalna pretrazna kalorimetrija (engl. differential scanning calorimetry, DSC) je tehnika
koja se koristi za ispitivanje termodinamickih svojstava sustava u odnosu na referentni
sustav.®®! Temelji se na promjeni temperature sustava te mjerenju koli¢ine topline potrebne za
tu promjenu. DSC se, izmedu ostalog, primjenjuje za istraZzivanje faznih prijelaza sustava. Ta
se istrazivanja temelje na Cinjenici da, ovisno o tome je li endotermna ili egzotermna, fazna
promjena zahtijeva viSe ili manje toplinske energije za istu promjenu temperature u odnosu na
referentni sustav. Razlika u toplini izmedu promatranog i referentnog sustava tada odgovara
toplini primljenoj ili otpustenoj prilikom faznog prijelaza. Kao rezultat DSC eksperimenta
dobiva se krivulja ovisnosti topline o temperaturi, ¢ijim je integriranjem moguce izraCunati

entalpiju faznog prijelaza. Entalpija faznog prijelaza, A:H jednaka je
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AH = KA, (3.2.1)

pri ¢emu je K konstanta kalorimetra, a A povrsina ispod signala. Konstanta kalorimetra
uobicajeno se odreduje analizom uzorka poznate entalpije faznog prijelaza.

Kako bi se ispitala termotropna svojstva i interakcija flavonoida s lipidima, pripravljeni su
DMPC liposomi s razli¢itim mnozinskim udjelima MCE (x = 0,12; 0,17; 0,25; 0,30) i MCI
(x =0,09; 0,17; 0,21; 0,27). S obzirom na zasi¢enost i stabilnost DMPC lipida, taj je sustav
odabran kao modelni za proucavanje navedenih interakcija. MCI 1 MCE odabrani su jer
posjeduju istu osnovnu strukturu te je jedina razlika u stupnju glikozilacije. Kona¢na
koncentracija liposoma iznosila je 5 g dm= a koristena je ¢elija volumena 300 mm?. Mjerenja
su provedena uz tri ponavljanja na kalorimetru Nano-DSC (TA Instruments, New Castle, USA)
s brzinom skeniranja 2 °C min~! u temperaturnom rasponu 9 = (8—40) °C. Analiza podataka

provedena je koriStenjem TA Instruments Nano Analyze programskog paketa.

3.2.3. Mikroskopija atomskih sila i spektroskopija sila: morfoloska i nanomehanicka svojstva
lipidnog dvosloja

Mikroskopija atomskih sila (engl. atomic force microscopy, AFM) i spektroskopija sila (engl.
force spectroscopy, FS) metode su koje se koriste za oslikavanje i istrazivanje nanomehanickih
svojstava uzoraka. U mikroskopiji atomskih sila dolazi do oslikavanja povrsine koristenjem
ostrog Siljka nanometarskih dimenzija koji se nalazi na kraju savitljive opruge. Interakcije
izmedu vrha $iljka i povrSine uzorka uzrokuju otklon poluge proporcionalan sili izmedu Siljka
1 povrsine. Otklon opruge mjeri se optickim sustavom koji se sastoji od lasera i diode. Kretanje
uzorka u odnosu na vrsak kontrolirano je piezoelektri¢nim elementom.6?

Op¢enito, sile izmedu vrska i povrSine uzorka odreduju nacin na koji se provodi mjerenje.
Te sile mogu biti privla¢ne, ukoliko je udaljenost izmedu vrska i povr§ine manja od 1 nm, te
odbojne, ukoliko je navedena udaljenost veca od 100 nm. Ukoliko je sila kontinuirano odbojna,
vrsak je uvijek u dodiru s povr§inom te se radi o kontaktnom nacinu rada. Takav je nacin
snimanja pogodan za ravne i rigidne povrsine. S druge strane, ukoliko je sila kontinuirano
privlacna, vrSak ne dolazi u dodir s povrSinom te se radi o beskontantnom nacinu. Beskontaktni

nacin pogodan je za istrazivanje vrlo mekanih uzoraka te se najces¢e primjenjuje u vakuumu

jer je na zraku vrlo tesko izbjeéi kontakt izmedu vrSka i uzorka. Postoji i dodatan nacin
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snimanja, tzv. tapkajuci nacin, u kojem vrsak oscilira na frekvenciji koja se mijenja ovisno o
polozaju vrska, a ukupna sila moze biti privlacna ili odbojna. Tapkajuéi nacin uobicajeno se
koristi za istrazivanje mekanih, bioloskih uzoraka.3%?

AFM omogucava odredivanje mehanickih svojstava uzoraka koriStenjem spektroskopije
sila. U navedenoj metodi, uzorak na nosacu se pomice te se mjeri otklon opruge. Kao rezultat,
u svakoj se tocki dobiva krivulja koja opisuje otklon i udaljenost. 1z otklona opruge moze se
izraCunati sila primijenjena na uzorak, dok je iz krivulje sile moguce izraunati deformaciju,
elasti¢nost i udubljenje uzorka.®

Za AFM i FS mjerenja pripravljeni su DMPC liposomi s ugradenim MCE i MCI pri
x = 0,17. Kona¢na koncentracija liposoma iznosila je 0,5 g dm=. Kako bi se formirao lipidni
dvosloj na nosacu, suspenzija liposoma (V = 100 mm?®) nanesena je na nosac u fluidnoj éeliji.
Nakon 10 minuta, neadsorbirani liposomi isprani su puferiranom fizioloskom otopinom te
termostatirani na 9 = 25 °C. Kako bi se dobila reprezentativna topografija uzoraka, sva mjerenja
provedena su minimalno tri puta.

AFM myjerenja provedena su u fluidnoj ¢eliji koristenjem AFM Bioscope (Bruker Billerica,
USA) mikroskopa uz PeakForce QNM nacin rada. Koristena je SNL-10 Bruker proba koja je
kalibrirana metodom termalnog $uma (k = 0,5 N m™, f =65 kHz). Rezolucija skeniranja bila
je 256 uzoraka po liniji. Maksimalna sila (Fmax = 300 pN) kontrolirana je prije svakog doticaja
vr§ka s uzorkom kako ne bi doSlo do oStec¢enja lipidnog dvosloja. Nanomehanicki podaci

dobiveni su mjerenjem DMT modula u sklopu programskog paketa Bruker. Analiza podataka
provedena je u programu NanoScope Analysis (v 1,9).

3.3. Lipidna peroksidacija

3.3.1. Inicijacija

U slucaju DOPC lipida, lipidna peroksidacija inicirana je Fentonovom reakcijom (jednadZba
2.3.11.). U sustav su istovremeno dodane vodene otopine FeClz-4H20 (co = 1-10-2 mol dm~3) i
H202 (Co = 1-10-2 mol dm~3), pri ¢emu je konaéna koncentracija svakog reaktanta u otopini bila
¢ = 1102 mol dm=3. Koncentracija H202 (¢ = 1-102 mol dm~) odgovara izvanstani¢noj
koncentraciji u uvjetima oksidativnog stresa.*®* Sve vodene otopine pripremljene su u

redestiliranoj vodi. Reakcija je teklat =1 h pri 3 = 25 °C prije daljnje analize. S obzirom na to
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da je temperatura faznog prijelaza u slu¢aju DOPC lipida niza od temperature na kojoj su
provedeni eksperimenti, Tm = —16,5 °C3%, lipid je u svim eksperimentima u fluidnoj fazi.
DDPC lipid je, zbog velikog broja dvostrukih veza, nestabilniji i podlozniji lipidnoj
peroksidaciji te nije potreban dodatak vodikovog peroksida kako bi reakcija zapocela. Za
iniciranje reakcije je u vedini eksperimenata dodana samo vodena otopina FeCl>-4H.0, a
iznimke ¢e biti navedene u pojedinim poglavljima. Ishodna otopina FeCl,-4H20 pripravljena je
u vodi propuhanoj zrakom kako bi koncentracija kisika u sustavu bila stalna. Ravnotezna

koncentracija Fe(ll) iona iznosila je ¢ = 5-10~° mol dm=3.

3.3.2. Ugradnja modelnog produkta

Tijekom lipidne peroksidacije nastaje velik broj karbonilnih spojeva. Kako bi se ispitala
interakcija produkata i fosfolipidnog dvosloja, kao modelni produkt odabrana je dodekanska
dikiselina (DDA) koja, zahvaljuju¢i karboksilnim skupinama na oba kraja, moze tvoriti
interakcije s fosfolipidnim dvoslojom. DDA je ugradena u DOPC liposome prilikom njihove
priprave, a liposomi su pripravljeni metodom hidratacije tankog filma. Ishodna otopina DDA
pripravljena je u kloroformu (c = 5-10* mol dm~3) te dodana kloroformnoj otopini lipida, pri
¢emu su kona¢ni mnozinski udjeli DDA bili x = 0,05 i x = 0,10. Kako bi se ispitao utjecaj
dodatka flavonoida na interakciju DDA i DOPC, u liposome su ugradena i dva flavonoida,
MCE i MCI (x = 0,05).

OH
HO

o]
Slika 3.3.1. Struktura dodekanske dikiseline (DDA).

3.3.3. Masena spektrometrija visoke rezolucije: odredivanje produkata i dosega lipidne
peroksidacije

Masena spektrometrija visoke rezolucije (engl. high-resolution mass spectrometry, HR-MS)
koriStena je za analizu produkata lipidne peroksidacije. S obzirom na niske koncentracije

produkata te niski afinitet za protone, produkti su derivatizirani 7-dietilaminokumarin-3-

Anja Sadzak Doktorska disertacija



§ 3. Eksperimentalni dio 62

karbohidrazidom (CHH) sintetiziranim na Fakultetu za Farmaciju, Sveuciliste u Ljubljani,
Slovenija. Derivatizacija osigurava visoki protonski afinitet i pojacava ionizaciju prilikom
snimanja u pozitivnom ionskom nacinu, ¢ime je omogucena detekcija mnogih produkata
lipidne peroksidacije. Pretpostavlja se da je reakcija izmedu CHH i karbonilnih spojeva brza i
specificna. Nadalje, hidrofobnost i relativno velika molarna masa CHH omogucéavaju
ekstrakciju kratkolancanih i dugolanc¢anih spojeva u organskom otapalu. Na taj se nacin
detektiraju i kra¢i karbonilni spojevi, koji bi se bez derivatizacije prilikom ekstrakcije zadrzali

u vodenom sloju.

o (e}
NH, N R
CHg /Oif\u/ . )7\ CHs /Oii‘\u/ \/
N RN
)N () 6] A R J (0] 6]

HaC HaC

7-dietilaminokumarin-3-karbohidrazid (CHH) hidrazon

Slika 3.3.2. Shema derivatizacije karbonilnih spojeva s CHH.

Oksidacija DOPC liposoma (¢ = 1,5-10-3 mol dm~3) inicirana je Fentonovom reakcijom. Nakon
t = 1 h, nastali produkti derivatizirani su metanolnom otopinom CHH (V = 50 mm3,
¢ = 0,01 mol dm=3) pri $ =37 °C, t = 1 h. Potom su uzorci ekstrahirani u istom volumenu
kloroforma te razrijedeni na koncentraciju ¢ = 10 nmol dm=3 u smjesi metanola i kloroforma
(2:1, viv).

Koristen je maseni spektrometar Q Exactive™ Plus Hybrid Quadrupole-Orbitrap™
(Thermo Scientific™) s Orbitrap detektorom (Fakultet za farmaciju, SveuciliSte u Ljubljani,
Slovenija). Raspon snimanja bio je 50-6000 m/z s masenom rezolucijom od 140,000 FWHM
te toCnosti <l ppm. Spektri su dobiveni u FT skenirajuéem nacinu s ciljanom masenom
rezolucijom od 100,000 pri m/z = 400 uz period t = 15 min. Analiza je provedena u programu
Thermo Xcalibur Qual Browser (Xcalibur 4.2 SP1, Thermo Fisher Scientific Inc.). Svi spektri
rucno su pretrazeni za potencijalne karbonilne spojeve s to¢no$¢u mase od 5 ppm.

U slucaju DDPC lipida, odreden je doseg lipidne peroksidacije te je u tu svrhu koristen
vezani sustav tekucinski kromatograf-maseni spektrometar, pri ¢emu su uvjeti snimanja
masenih spektara opisani u prethodnom odlomku. Koristena je kromatografska kolona Acquity
UPLC BEH CI18 1,7 um. Mobilne faze bile su 600/390/10 (acetonitril/voda/vodena otopina
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amonijevog formijata (¢ = 1 mol dm?®) u mravljoj kiselini (w = 0,1%) i 900/90/10
(izopropanol/acetonitril/vodena otopina amonijevog formijata (¢ = 1 mol dm=) u mravljoj
kiselini (w = 0,1%), dok je volumen injektiranja iznosio V = 3 mm?3, uz brzinu protoka
v =0,4 cm® min~!. Liposomi su otopljeni u metanolu, pri ¢emu je koncentracija lipida iznosila
y = 50 mg dm=3 Lipidna peroksidacija incirana je Fentonovom reakcijom
(c(FeCl2-4H20) = 1-:10~° mol dm~3, ¢(H202) = 1-:10~°> mol dm~3). Za odredivanje kalibracijske
krivulje, provedena su mjerenja uzoraka poznate koncentracije lipida. Eksperimenti su

provedeni tri puta.

3.3.4. Rasprsenje rendgenskog zracenja pri malim kutevima: profili elektronske gustoce
liposoma

Rasprsenje rendgenskog zracenja pri malim kutevima (engl. small angle X-ray scattering,

SAXS) je tehnika kojom je moguée kvantificirati elektronsku gusto¢u.® Intenzitet rasprsenja

(1(a)) jednak je
I(q) =nP(q)S(q), (3.3.1)

gdje je P(q) faktor oblika, S(q) strukturni faktor, a n brojéana gustoca Cestica. Faktor oblika

opisuje unutarnju strukturu Cestica, dok strukturni faktor opisuje interakciju izmedu cestica.

Vrijednost g je magnituda vektora rasprSenja te je povezana s kutom rasprsenja jednadzbom
4

g=—sin(6), (3.3.2)

gdje je A valna duljina, a 26 kut rasprSenih zraka. Za lamelarne strukture, faktor oblika moze se

izraziti kao
2

P(g) = Z“qrz Ap@), (333)

pri ¢emu je A povrSina lamelarne faze. Faktor oblika moZe se povezati s profilom elektronske

gustoce u fosfolipidnom dvosloju
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P(q) = 4f f p1(m)p(r + dr) cos(qr) dndr, (3.3.4))
o Jo

pri ¢emu je pi elektronska gusto¢a dvosloja na udaljenosti r.

Konaéna koncentracija liposoma za SAXS eksperimente iznosila je y = 50 g dm-3. Lipidna
peroksidacija inicirana je dodatkom FeCl.-4H,0 (c = 5-10~° mol dm~3). Mjerenja su provedena
u transmisijskom nacinu na instrumentu SAXS-Point 2.0 (Anton Paar, Graz, Austrija). Na
kameru je smjesten mikroizvor rendgenskog zracenja koji radi pri 50 W te je koristeno Cu-Ka
zratenje (A = 0,1542 nm) uz 2D detektor (EIGER2 R 500K, Dectris, Svicarska). Udaljenost
izmedu uzorka i detektora bila je 571 mm. Svi izotropni dvodimenzionalni SAXS uzorci kutno
su uprosjeceni kako bi se dobile jednodimenzionalne SAXS krivulje, pri ¢emu je od svake
krivulja oduzeta krivulja koja odgovara otapalu. Kutni g-raspon bio je q = (0,01-6,00) nm1,
Sto odgovara kutevima 26 = 0,14°-7,00°. Kao ¢elija za snimanje je koriStena kvarcna kapilara
promjera d =1 mm i debljine stijenke t = 10 um umetnuta u termostatirani nosac ($ = 30 °C).
Vakuum prilikom snimanja odrzavan je na p = 1 mbar, a vrijeme ekspozicije bilo je 6-300 s.

Za obradu SAXS spektara koristen je program Genfit.%®” Odabran je model u kojem se

elektronska gustoca zapisuje kao linearna kombinacija triju funkcija

1 ° Z—2Z zZ+ 2z
p(z) = po + EZ(pi—l —py) |erf[ —— | —erf[ — , (3.35)
i=1 220; 220;

gdje su zi i ai polozaji i standardne devijacije i-tog koraka error funkcije, dok po odgovara
elektronskoj gustoci otapala. U navedenom modelu uto¢njavaju se parametri pi, Zi | oi. Za
multilamelarne liposome, intenzitet ovisi i o strukturnom faktoru koji je modeliran uporabom
modificirane Cailléove teorije (engl. modified Caillé theory, MCT). MCT pretpostavlja da
lipidni dvosloji nisu savrSeno ravni i jednako udaljeni, ve¢ da dolazi do termalne fluktuacije
relativnih polozaja dvosloja, uz postojanje savijanja dvosloja. Uz te pretpostavke, dobiva se

strukturni faktor oblika

N-1 2 2
d ) (4N 2 L
S(q@) =N + 2;1(N —m) cos(mqd) exp [— (E) q 771)/] (tm) (z7) @*n }, (3.3.6)

Anja Sadzak Doktorska disertacija



§ 3. Eksperimentalni dio 65

pri ¢emu je N broj dvosloja u jednoj vezikuli, d je duljina ponavljajuce jedinice, y je Eulerova

konstanta, a  Cailleov parametar, koji je dan s formulom

_ qiksT
m=—"7

T (3.3.7))
8n(K.B)2

gdje je g1 polozaj prvog maksimuma u spektru, ke Boltzmannova konstanta, T temperatura, K¢

modul savijanja, a B modul stla¢ivosti. Parametri #1, N i d uto¢njeni su tijekom obrade podataka.

3.3.5. Mikroskopija atomskih sila i spektroskopija sila: morfoloska i nanomehanicka svojstva
lipidnog dvosloja

Za AFM 1 FS eksperimente pripravljeni su fosfolipidni dvosloji na ¢vrstom nosacu na nacin
opisan u poglavlju 3.2.3. Ukupna koncentracija suspenzije liposoma iznosila je y=5 g dm=.
Eksperimenti su provedeni u fluidu na AFM FastScan Dimension (Bruker Billerica)
mikroskopu (Masaryk Sveuéiliste, Brno, Ceska) koristenjem PeakForce QNM nagina te
Scanfastsyst-Fluid i Bruker proba. Nominalna konstanta opruge iznosila je k = 0,7 N m~, dok
je nominalna rezonantna frekvencija iznosila v= 150 kHz. Sustav je termostatiran na
9 = 25 °C. Kalibracija je provedena metodom termalnog ugadanja poznatom u literaturi.3®
Mjerenja nanomehanickih svojstava provedena su koriStenjem DMT modula unutar
programskog paketa Bruker. Sve slike su obradene i analizirane u programu NanoScope

Analysis (verzija 1,9).

3.3.6. Elektronska paramagnetska rezonancija: fluidnost lipidnog dvosloja

Elektronska paramagnetska rezonancija (engl. electron paramagnetic resonance, EPR)
spektroskopska je tehnika koja se koristi za istrazivanje paramagnetskih vrsta, ukljucujuci
organske i anorganske radikale i tripletna stanja. Temelji se na interakciji vanjskog magnetskog
polja 1 nesparenog elektrona u molekuli. Primjenom magnetskog polja elektron se moze nac¢i u
dva spinska stanja, ms = + % koja se mogu izmijenjivati pod utjecajem elektromagnetskog
zraenja. U slucaju elektronskih spinskih prijelaza radi se o mikrovalnom dijelu

elektromagnetskog spektra. Energetska razlika dvaju spinskih stanja dana je jednadzbom
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AE =E, —E_ = hv = gBB, (3.3.8.)

pri ¢emu je h Planckova konstanta, v frekvencija zracenja, f Bohrov magneton, a B jakost
magnetskog polja. Faktor g poznat je kao g-faktor te opisuje unutarnji magnetski moment
elektrona. Za slobodan elektron g-faktor iznosi 2,0023. U molekularnim sustavima, g-faktor
moze varirati te ga se, Uz konstantno magnetsko polje i frekvenciju spektrometra, moze
izraCunati iz jednadzbe (3.3.8.). Koncept g-faktora analogan je kemijskom pomaku u nuklearnoj
magnetskoj rezonanciji (engl. nuclear magnetic resonance, NMR).%6°

Ovisno o fluidnosti, ugradena proba moze se gibati unutar membrane. Takvo gibanje
definira kut koji zatvaraju os definirana duz probe i normala na fosfolipidni dvosloj. Ovisno o
promjeni kuta, mijenja se cijepanje unutar tripleta EPR signala. 1z signala se moze izraCunati

parametar uredenosti, S:

“TII B /TJ_

S = 1 ,
Azz — 2 (Axx + Ayy)

(3.3.9.)

pri ¢emu su A i A, parametri koji se odreduju iz eksperimentalnog spektra probe u membrani,
a Ayx, Ayy i Ay, parametri koji se odrede iz spektra probe u referentnom uzorku slicne
polarnosti u kojem je gibanje probe onemoguéeno. Parametar S izravno je povezan s rasponom
kuteva pod kojim se proba moZe njihati te govori o rigidnosti membrane, pri ¢emu veci
parametar S odgovara ograni¢enijem gibanju i rigidnijoj membrani. Maksimalna vrijednost
parametra S iznosi 1, §to odgovara potpuno uredenoj strukturi.3"°

EPR spektroskopija koriStena je za istrazivanje fluidnosti membrane uslijed lipidne
peroksidacije. Spektri su snimljeni modificiranim Varian E-109 spektrometrom s mikrovalnim
mostom (Bruker ER XG), uz dva ponavljanja. Parametri snimanja za pracenje fluidnosti
dvosloja bili su: moduliraju¢a frekvencija magnetskog polja 100 kHz, srediSnje magnetsko
polje 331,0 mT, snaga mikrovalnog zrac¢enja 4,9 mW, amplituda modulacijskog signala 0,1 mT.
Temperatura u EPR Supljini ($ = 25 °C) kontrolirana je protokom dusika s to¢noséu 1 °C te
pracena temperaturnim kontrolerom (Bruker ER 4111). Za kalibraciju magnetskog polja u
spektrometru koristena je standardna referenca, Mn?* ioni u MnO. EPR spektri obradeni su u

programu MATLAB (The MathWorks Inc.) koristenjem programskog paketa EasySpin. Svi

uzorci pripremljeni su s ugradenom probom. Kao proba je koristena 5-DOXYL stearinska
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kiselina (5-DSA). Ishodna otopina probe pripravljena je u etanolu (¢ = 0,2 mol dm-3). Volumni

udio probe unutar liposoma iznosio je 1%, dok je koncentracija liposoma iznosila y=5 g dm-3.

OH
\/\/\W{
Q 0
CHj3

H3C

Slika 3.3.3. Struktura 5-DSA probe.

3.3.7. Infracrvena spektroskopija: doseg lipidne peroksidacije

Prigusena totalna refleksija (engl. attenuated total reflection spectroscopy, ATR) je tehnika
infracrvene spektroskopije koja se intenzivno Koristi za prou¢avanje membrana. Cvrsti ili teku¢i
uzorak smjesta se u blizinu optickog elementa. Snop infracrvenog zrafenja pada na granicu
izmedu optickog elementa 1 uzorka, pri ¢emu dolazi do potpune refleksije zraCenja te
djelomi¢ne apsorpcije na molekulama uzorka koje se nalaze na granici. Zahvaljuju¢i maloj
dubini prodiranja, tehnika je prikladna za snaZzno apsorbirajuc¢e uzorke te za uzorke koje je
moguce pripremiti u obliku tanke povrsine ili filma. Uz to, snazna apsorpcija molekula vode
koja Cesto predstavlja problem u klasi¢noj infracrvenoj spektroskopiji znacajno je smanjena
koristenjem ATR tehnike. 3"

Mjerenja su provedena za DOPC liposome s tri ugradena flavonoida u tri razlicita
mnozinska udjela. Koncentracija liposoma u metodi infracrvene spektroskopije bila je
y = 20 g dm~3. Mjerenja su provedena na instrumentu PerkinElmer ,, Spectrum 400 Series *
(Institut Jozef Stefan, Ljubljana, Slovenija) na kojeg je postavljen ATR element (Harrick
Scientific) s trapezoidalnim kristalom germanija. Koristen je DTGS detektor. Nominalna
rezolucija tijekom snimanja iznosila je 4 cm™ te je svaki prikazani spektar srednja vrijednost
32 snimana spektra, pri ¢emu su mjerenja ponavljana tri puta. Nosa¢ za ATR kristal bio je u
kontaktu s aluminijskim blokom te je sustav termostatiran na ¢ = 30 °C. Volumen od 200 mm?®
nanesen je na ATR kristal na nacin da je cijeli kristal prekriven. Uzorak je potom suSen

dusikom. Tijekom suSenja, praceno je smanjenje intenziteta Siroke vrpce na v = 3200—-3600
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cm! koja odgovara v(O—H) istezanju kako bi se osiguralo da je film potpuno suh prije provedbe
eksperimenta.3"2

Modifikacijom postupka kojeg su koristili Oleszko i suradnici®”3, kvantificiran je doseg
lipidne peroksidacije. S obzirom na to da u lipidnoj peroksidaciji nastaje mnostvo karbonilnih
spojeva, o¢ekuje se da ¢e nakon peroksidacije do¢i do promjene u integriranoj apsorbanciji
v(C=0) vrpce pri v = 1737 cm™. Ta vrpca analizirana je u odnosu na vrpcu kod koje se ne

~

odekuje promjena, vas(CH3) pri ¥ = 2959 cm. Integrirane apsorbancije izradunate su u
programu Origin Pro 2021b. U IR spektrima krutina uobiéajeno se javljaju signali koji se mogu
opisati Gaussovom funkcijom, dok se u IR spektrima plinova signali mogu opisati Lorentzovom
funkcijom.®* Prema tome, ocekuje se da bi se vrpce u spektru lipida koji je u fluidnoj fazi
mogle opisati linearnom kombinacijom Lorentzove i Gaussove funkcije. Prilikom analize
spektara, uo¢eno je da vrpca u rasponu valnih brojeva ¥ = 2800-3100 cm~! pokazuje znacajan
'lorencijanski' karakter, dok vrpca u rasponu valnih brojeva ¥ = 1600-1800 cm~! pokazuje
znacajan 'gausijanski' karakter. Prema tome, za analizu vrpce istezanja karbonilne skupine
koriStena je Gaussova funkcija, dok je za analizu vrpce istezanja metilne skupine koriStena
Lorentzova funkcija. Tijekom prve iteracije varirani su svi parametri. Dobivene Sirine vrpca
potom su koriStene za racunanje prosjecnih Sirina vrpca za sustave koji sadrze flavonoid.
Konacno, integrirane apsorbancije izraCunate su uz fiksiranje Sirine vrpce kako bi se smanjile
medusobne ovisnosti parametara. Omjer integriranih apsorbancija ri izracunat je za sve uzorke
prije i nakon lipidne peroksidacije, pri ¢emu i = 0 odgovara uzorku bez flavonoida, dok

i=1,2, 3 odgovara uzorcima s ugradenim flavonoidima:

_ A (v(C=0))

= m. (3310)

Promjena u omjeru nakon lipidne peroksidacije (LP), izraCunata je u odnosu na kontrolni

uzorak, odnosno uzorak liposoma prije LP:

(3.3.11)
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Ukoliko broj karbonilnih skupina raste, omjer pi takoder raste. Postotak inhibicije za svaki

flavonoid izracunat je prema formuli

R, =P Po (3.3.12.)
Po

pri ¢emu po odgovara relativnom omjeru integriranih apsorbancija za lipid bez ugradenih
flavonoida (i = 0). Ukoliko flavonoidi inhibiraju reakciju lipidne peroksidacije, omjer R;
poprima negativne vrijednosti, pri ¢emu je minimalna moguca vrijednost Ri = —1 koja odgovara

potpunoj inhibiciji.
3.3.8. Spektrofotometrijsko odredivanje reaktivnih vrsta tiobarbiturne kiseline

Spektrofotometrijsko odredivanje reaktivnih vrsta tiobarbiturne kiseline (engl. thiobarbituric
acid reactive substances, TBARS) intenzivno se Kkoristi za kvantifikaciju produkata lipidne
poviSenoj temperaturi i u kiselim uvjetima reagira s 2-tiobarbiturnom kiselinom (TBA), pri

¢emu nastaje ruzicasto obojen spektralno aktivan kompleks.

N OH N SH

X =
| +  2H,0

AU Y

OH OH

malondialdehid (MDA) 2-tiobarbiturna kiselina (TBA) MDA-TBA kompleks

Slika 3.3.4. Shematski prikaz reakcije MDA i TBA.

S obzirom na to da je za nastanak MDA kao produkta lipidne peroksidacije nuzno postojanje
barem dvije dvostruke veze u jednom lancu lipida, za ove eksperimente koristen je DDPC lipid
koji posjeduje $est dvostrukih veza na svakom lancu. Pripravljeni su liposomi (y= 0,1 g dm=)
s ugradenim QUE, MCE i MCI (x = 0,05). Za inicijaciju lipidne peroksidacije koriSteni su
Fe(II) ioni te su sve otopine pripravljene koriStenjem redestilirane vode zasi¢ene kisikom kako
bi se koncentracija reaktanata u sustavu drzala stalnom. Vodikov peroksid nije koristen kako bi

se izbjegla prebrza oksidacija MDA. Iz istog je razloga, za kvantifikaciju nastalog MDA,
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inkubacija s TBA zapoceta nakon 10 minuta trajanja reakcije LP. Preliminarnim
eksperimentima utvrdeno je da je to optimalno vrijeme za reakciju TBA i1 MDA, prije nego
dode do oksidacije MDA u malonsku kiselinu. Za pracenje kinetike lipidne peroksidacije,
inkubacija s TBA zapoceta je u razliitim vremenima. Ishodna otopina TBA
(c = 0,025 mol dm~®) pripravljena je u smjesi etanola i klorovodi¢ne kiselina (v/v 50/50). Za
inicijaciju lipidne peroksidacije pomijesano je 500 mm? liposoma (= 0,1 g dm~3), 100 mm?®
FeCl,-4H20 (¢ = 1-10° mol dm~®) i 1,4 cm® PBS. U smjesu u kojoj se odvija lipidna
peroksidacija dodana je otopina TBA (V = 1 cm3 ¢ = 0,025 mol dm) te je inkubacija
provedena pri 3 = 80 °C, t = 1 h. UV-Vis spektri snimljeni su u kvarcnoj kiveti (I = 1 cm,
9 =25 °C) na WTW photoLab® 7600 UV-Vis spektrofotometru (Xylem, NY, SAD), pri ¢emu
je za kvantifikaciju koriStena apsorbancija pri valnoj duljini 4 = 533 nm. Za odredivanje
bazdarnog pravca, koriSten je prekursor MDA, 1,1,3,3-tetraetoksipropan (TEP). TEP u

vodenom mediju prelazi u MDA u jednakom stehiometrijskom omjeru.

/\ o O/\ o 0
M i 2H20 w ' * /\OH
/\O O/\ H H
1,1,3,3-tetraetioksipropan (TEP) malondialdehid (MDA)

Slika 3.3.5. Shematski prikaz reakcije hidrolize TEP-a.

U svrhu odredivanja kalibracijskog pravca pripravljene su otopine razli¢itih koncentracija
TEP-a u smjesi te je provedena inkubacija s TBA pri istim uvjetima kao i za lipidnu
peroksidaciju. S obzirom na to da iz jedne molekule TEP-a nastaje jedna molekula MDA,
pretpostavlja se da je koncentracija TEP-a jednaka koncentraciji MDA. Nadalje, u reakcijskoj
je smjesi TBA u velikom suvisku, a MDA je limitiraju¢i reaktant pa se pretpostavlja da je
koncentracija MDA priblizno jednaka koncentraciji kompleksa MDA-TBA. Prema tome,
odredeni su spektralni profili i molarni apsorpcijski koeficijent kompleksa MDA-TBA.
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3.4. Nestabilnost flavonoida u fizioloSkim uvjetima
3.4.1. Elektronska paramagnetska rezonancija: efikasnost uklanjanja radikala flavonoidima

EPR spektri snimljeni su na instrumentu i pri uvjetima opisanim u poglavlju 3.3.6. Za
odredivanje antioksidativne efikasnosti flavonoida EPR spektroskopijom koriSten je
2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikal. Pripravljene su ishodne otopina DPPH i flavonoida
u etanolu (c = 5-10~* mol dm~3) te je provjerena stabilnost otopine DPPH. Tijekom t = 24 h nije
zamije¢en gubitak signala DPPH radikala u EPR spektru. Ishodna otopina DPPH
(V = 4,050 cm®) dodana je otopini flavonoida (V = 450 mm?®) te je smjesa kratko mijesana. EPR
kapilara napunjena je smjesom te smjeStena u standardnu kvarcnu cijev. Spektri su snimani u
vremenu te je efikasnost uklanjanja DPPH radikala za svaki flavonoid izracunata dvostrukom
integracijom EPR spektra. Intenzitet signala DPPH otopine prije dodatka flavonoida snimljen
je netom prije eksperimenta i koriSten kao referentni signal (lo) u trenutku t = 0. Intenzitet
signala DPPH radikala uz dodatak flavonoida pracen je kroz 20 minuta pri ¢emu su intervali
snimanja bilit = 30 s i t = 60 s, ovisno o intenzitetu signala pojedinog uzorka. Koli¢ina

preostalih DPPH radikala normirana je i izrazena kao postotak In U odnosu na referentni signal:

I
Iy = = x 100%, (3.4.1)
0

gdje je I intenzitet signala DPPH radikala mjeren u vremenu t. Rezultati su prikazani kao

srednja vrijednost 3 mjerenja.

3.4.2. Kinetika raspada flavonoida

Kako bi se ispitala kinetika raspada flavonoida u fizioloskim uvjetima, provedena su mjerenja
vremenske ovisnosti UV-Vis spektara svih flavonoida. Pripravljene su otopine flavonoida
(c = 5-10~* mol dm~3) u puferiranoj fizioloskoj otopini (pH = 7,4). Sustav je termostatiran na
§ =37 °C (Corio CD-201F Julabo GmbH, Seelback, Njemacka) te su UV-Vis spektri snimani
u razli¢itim vremenskim razmacima kroz t = 50 h. Za snimanje spektara koriSten je WTW

photoLab® 7600 UV-Vis spektrofotometar (Xylem, NY, SAD).
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Podaci su obradeni u programu Origin Pro 2021b. 1z vremenske ovisnosti apsorbancije
maksimuma u prvom dijelu snimanja procijenjeni su koeficijenti brzine prvog koraka reakcije

(k1) uto¢njavanjem na eksponencijalnu funkciju
Apax(t) = Ae kit + B, (3.4.2)

dok su koeficijenti brzine drugog koraka reakcije (k) procijenjeni analogno, koristenjem dvije

eksponencijalne funkcije

Amax(t) = Aje™ bt + Aje™ket + B, (3.4.3)

Dobiveni koeficijenti koriSteni su za izracun koncentracijskih profila reaktanta (R),

meduprodukta (MP) i produkta (P), uz pretpostavku uzastopnih reakcija prvog reda:

RS MPSp (34.4)
cr(t) = cpe Fat (3.4.5))
cok
emp(t) = kz"_lkl (e~kat — g~kat) (3.4.6.)
Coks —kqt Coks kot
= — A4.7.
cp(t) K-k, e + s e + ¢ (3.4.7)

Dobiveni koncentracijski profili kori$teni su u metodi alterniraju¢ih najmanjih kvadrata (engl.
alternating least squares, ALS).3™ Cilj ove metode je istovremeno utoéniti i koncentracije i

molarne apsorpcijske koeficijente sustava. Apsorbancije su modelirane kao zbroj tri doprinosa:

Al(tj) = gR,iCR(tj) + SMP,iCMP(tj) + gp,iCp(tj). (348)

Matri¢ni zapis jednak je
A = gc. (3.4.9)

Iz procijenjenih koncentracijskih profila moze se odrediti procjena molarnih apsorpcijskih

koeficijenata

AcT(cc) =& (3.4.10.)
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Ukoliko je neki od molarnih apsorpcijskih koeficijenata negativan, postavljen je na nulu.
Dobivene procjene ¢ zatim se Kkoriste za dobivanje bolje procjene koncentracijskih profila,
takoder uporabom multilinearne regresije. Bitna razlika je da je multilinearna regresija za

koncentracije provedena uz uvjet da je zbroj sve tri koncentracije u svim vremenima stalan

cr(t) + emp(t)) + cp(t)) = ¢, (3.4.11)

¢ime se model svodi na

Ai(t;) = erico + (empi — er)emp(t)) + (epi — er ) cp (). (3.4.12)

Ukupna koncentracija c, aproksimirana je koncentracijom reaktanta u t =0

Ai(tj) — &gicr(0) = 5Mp,iCMp(tj) + §p’icp(tj) (3.4.13)
Ai(tf) = gMP,iCMP(tj) + gp,icp(tj). (3414)

Simbol ~ oznaCava razliku odgovaraju¢ih veli¢ina 1 njihovih vrijednosti za reaktant. U

matri¢nom obliku, model odgovara izrazu
A=%e (3.4.15)

Koristenjem navedenog modela provedena je alterniraju¢a multilinearna regresija. 1z molarnih

apsorpcijskih koeficijenata dobiveni su novi koncentracijski profili
(&"e) lgTA=¢ (3.4.16.)

Ukoliko je neka koncentracija negativna, postavljena je u nulu. Dodatno, u slu¢aju QUE je
pretpostavljeno da je koncentracijski profil reaktanta monotono padaju¢a funkcija, a
koncentracijski profil produkta monotono rastu¢a funkcija. Prema tome, ukoliko je dobivena
koncentracija reaktanta u t; ve¢a nego u t;_;, postavljena je na istu vrijednost. Analogno je
napravljeno za produkt. Dobiveni koncentracijski profili zatim su ponovno koristeni za
odredivanje molarnih apsorpcijskih koeficijenata. Cijeli postupak ponovljen je 15 puta, dok nije

primijeceno da se koncentracije i molarni apsorpcijski koeficijenti viSe ne mijenjaju. Dobiveni
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koncentracijski profili koristeni su za odredivanje koeficijenata brzine reakcije. Koeficijent
brzine za prvi korak odreden je iz koncentracijskog profila reaktanta, dok je koeficijent brzine
za drugi korak, gdje je bilo moguce, odreden iz koncentracijskih profila meduprodukta i

produkta, uz fiksiran koeficijent brzine prvog koraka raspada.
3.5. Sinteza i karakterizacija nanonosaca

3.5.1. Sinteza nanocestica magnetita

Nanodestice magnetita sintetizirane su modificiranom solvotermalnom sintezom.*"®3" U

okruglu dvogrlu tikvicu dodani su amonijev acetat (m(CH3COONH4) = 5,0 g), Zeljezov(III)
klorid heksahidrat (m(FeCls x 6H.0) = 1,36 g), poli(etilen-glikol) (m(PEG) = 1,00 g,
My = 4000 Da) te etilen-glikol (V(EG) = 70 cm~3). Smjesa je mijesana na magnetskoj mijesalici
(Heidolph MR Hei-Standard Mixer, Schwabach) t = 1 h pri 4 = 160 °C u inertnoj atmosferi
dusika. Nakon t = 1 h nastaje tamno-smeda otopina te se reakcija zaustavlja. Reakcijska smjesa
se potom prebacuje u autoklav s teflonskim umetkom (BHL 800 Berghof, Eningen)
prikljuc¢enim na temperaturni kontroler (BTR-2000A, Berghof). Autoklav se zagrijava na
9 =200 °C te se reakcija provodi t = 20 h, nakon ¢ega se sustav hladi, a dobivena suspenzija
centrifugira (8000 rpm, t =10 min, Universal 320 Hettich Zentrifugen, Tuttlingen). Supernatant
je dekantiran te su cCestice tri puta isprane etanolom i osusene u eksikatoru za daljnju

karakterizaciju.

3.5.2. Difrakcija rendgenskog zracenja na polikristalnom uzorku

U svrhu potvrde strukture sintetiziranog magnetita koristena je difrakcija rendgenskog zracenja
na polikristalnom uzorku (engl. powder X-Ray Diffraction, PXRD). Kao izvor
monokromatskog rendgenskog zrac¢enja najcesce se koristi klasi¢na rendgenska cijev. Prilikom
interakcije zraenja s materijalom dolazi do difrakcije zracenja, Sto se biljezi pomocu detektora.

Difrakciju rendgenskog zraCenja opisuje Braggov zakon:

nA = 2dsing, (3.5.1)

pri ¢emu je n red difrakcije, d meduravninska udaljenost, 1 valna duljina zra¢enja, a 6 kut

difrakcije. Difrakcija rendgenskog zraenja najcesce je koriStena metoda za kvalitativnu analizu
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nepoznatog kristaliniénog uzorka, s obzirom na to da svaka tvar ima karakteristican
difraktogram 3™

Difraktogram je snimljen Philips MPD 1880 difraktometrom (Brooklyn, NY, SAD) s
monokromatskim CuKa zrac¢enjem (4 = 0,154 nm). Podrucje snimanja bilo je u rasponu kuteva
260 = 10°-70° uz pomicanje brojaca za 0,02° te fiksni vremenski korak t = 10 s. Prosjecna

379

veli¢ina kristalita izracunata je iz Scherrerove jednadzbe®” koja glasi

_ 3.5.2
P Bcosh’ (352)
pri ¢emu je Dp srednji promjer kristalita, K je faktor oblika, a # je Sirina na polovici difrakcijskog
maksimuma. Za ra¢un parametara u Scherrerovoj jednadzbi difrakcijski maksimum opisan je
Lorentzovom funkcijom, ¢iji su parametri uto¢njeni koristenjem programa Origin Pro 2021b.

Koristen je faktor oblika koji odgovara sferi¢nim kristalitima te iznosi K = 1,11.

3.5.3. Infracrvena spektroskopija

U svrhu karakterizacije nanocestica infracrvenom spektroskopijom, mala koli¢ina uzorka
pomijeSana je s deset puta ve¢om koli¢inom KBr i preSana u pastilu. Spektar je sniman
koristenjem Alpha-T FTIR spektrometra (Bruker, Billerica, MA, SAD). Raspon valnih brojeva
tijekom snimanja bio je 4000 cm~1-350 cm~! uz nominalnu rezoluciju 4 cm~1. Dobiveni spektar

prosjek je 16 snimanja, a mjerenje je provedeno pri 9 = 25 °C.
3.5.4. Pretrazna elektronska mikroskopija

U svrhu istrazivanja morfologije 1 veli¢ine sintetiziranih nanocestica magnetita, koriStena je
pretrazna elektronska mikroskopija (engl. scanning electron microscopy, SEM). Koristen je
JEOL JSM-7000F mikroskop (Tokio, Japan) povezan na EDS/INCA 350 analizator (Oxford
Instruments LTD, London, UK). Analiza dobivenih slika i veli¢ine nano¢estica provedena je u

programu ImageJ (verzija 1,53J).
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3.5.5. Transmisijska elektronska mikroskopija

Morfoloska analiza provedena je i na transimisijskom elektronskom mikroskopu (engl.
transmission electron microscopy, TEM), Zeiss EM10 (Oberkochen, Njemacka), pri naponu
100 kV. Nanocestice su suspendirane u redestiliranoj vodi te nanesene na bakrene mrezice
oblozene ugljikom. Eksperimenti su provedeni nakon susenja, a analiza slika provedena je u

programu ImageJ (verzija 1,53J).

3.5.6. Mikroskopija atomskih sila i spektroskopija sila

Nanodestice su nanesene na tinjac te tri puta isprane redestiliranom vodom (V = 60 cm®) kako
bi se uklonile zaostale neCistoce. Koristen je Multimode Scanning Probe mikroskop s
Nanoscopella kontrolerom (Bruker, Billerica, MA, USA), uz SJV-JV-130 V skener (Bruker,
Billerica, MA, USA). Mjerenje je provedeno u tapkaju¢em naéinu koristenjem silikonskog
vrica (T-TESPA, Bruker) nominalne frekvencije v = 300 kHz te konstante k = 40 N m~L. Sva
mjerenja provedena su pri 9 = 25 °C. Dobiveni podaci analizirani su u programu NanoScope

Analysis (verzija 1,9).

3.5.7. Magnetska mjerenja

Magnetska svojstva sintetiziranih nanocestica izmjerena su komercijalnim magnetometrom
(Quantum Design MPMS-5 SQUID). Praskasti uzorak smjeSten je u ampulu ¢iji je
dijamagneti¢ni doprinos oduzet od dobivenih rezultata. Ovisnost magnetizacije o magnetskom
polju mjerena je pri T = 300 K uz primjenu vanjskog magnetskog polja do H = 10 kOe u oba

smjera.

3.5.8. Agregacija nanocestica u mediju: dinamicko rasprsenje svjetlosti

U svrhu odredivanja veli¢ine agregata magnetita, provedena su mjerenja metodom dinamickog
raprSenja svjetlosti (engl. dynamic light scattering, DLS). Opcenito, kao izvor zracenja koristi
se laser, pri ¢emu dolazi do rasprSenja zraCenja na Cesticama. Nakon rasprSenja svjetlosti dolazi
do interferencije koja moze biti konstruktivna, pri ¢emu nastaju maksimumi intenziteta, ili

destruktivna, pri ¢emu nastaju minimumi intenziteta. S obzirom na to da se Cestice u suspenziji
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gibaju nasumic¢no, odnosno Brownovim gibanjem, intenzitet rasprSene svjetlosti u vremenu
fluktuira. Fluktuacije su izrazenije za manje Cestice. Pod pretpostavkom da su Cestice sfernog

oblika, moguce je odrediti hidrodinamicki promjer (dn) prema Stokes-Einstenovoj jednadzbi

o T
b 3nDy

(3.5.3)
gdje je D difuzijski koeficijent, T temperatura, » viskoznost otapala, a ks Boltzmannova
konstanta.

Suspenzija nanocestica magnetita koncentracije (y = 0,5 g dm=) pripravljena je u
puferiranoj fizioloskoj otopini (pH = 7,4). Hidrodinamicki promjer izmjeren je Sest puta tijekom
t =26 h u svrhu ispitivanja stabilnosti u duljem vremenskom periodu te odreden kao maksimum
funkcije koja opisuje volumnu raspodjelu veli¢ina Cestica. Svaki rezultat srednja je vrijednost
10 mjerenja. Sva mjerenja provedena su na foton-korelacijskom spektrofotometru, Zeta Sizer
Nano ZS (Malvern, UK) sa zelenim laserom (4 = 532 nm) pri 3 =25 °C. Rezultati su obradeni

u programu Zetasizer software 6,32 (Malvern, UK).
3.5.9. Izoelektricna tocka: elektrokineticka mjerenja

Izoelektricna tocka odredena je mjerenjem elektrokinetickog potencijala u ovisnosti o
pH-vrijednosti. Mjerenje elektrokineti¢kog potencijala zasniva se na Dopplerovom efektu. U
kivetu s uzorkom uranja se elektroda koja generira elektri¢no polje o ¢ijoj jacini ovisi gibanje
Cestica. Upadna zraka lasera poznate frekvencije rasprSuje se u kontaktu s uzorkom te se mjeri
frekvencija rasprSenog zraCenja. Pokretljivost Cestica u elektricnom polju veca je Sto je veca
razlika u frekvenciji izmedu upadnog i rasprSenog zraCenja. Iz pokretljivosti Cestica (u),
primjenom razli¢itih modela, moguce je izracunati elektrokineticki potencijal ({). Opcenito,
elektrokineti¢ki potencijal odgovara elektrokineti¢koj plohi unutar difuznog sloja u modelu
elektricnog medupovrSinskog dvosloja. Prilikom gibanja nabijenih Cestica, dio otopine se giba
zajedno s Cesticom, dok ostatak otopine miruje. Elektrokineticka ploha predstavlja granicu
izmedu pokretnog i nepokretnog dijela difuznog sloja, dok elektrokineticki potencijal

predstavlja otpor kidanju nabijenih slojeva oko &estice.°
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U proucavanom sustavu koriSten je model Smoluchowskog pa je elektrokineticki potencijal

(¢) izracunat iz jednadzbe:

u= = (3.5.4.)

pri ¢emu je u pokretljivost, ¢ permitivnost, a » viskoznost otapala. Model Smoluchowskog
primjenjiv je kad je umnoZzak recipro¢ne Debyjeve duljine i radijusa ¢estica mnogo veci od 1
(ka >> 1). Izoelektri¢noj tocki odgovara pH-vrijednost pri kojoj vrijednost elektrokineti¢kog
potencijala mijenja predznak.

U svrhu odredivanja izoelektri¢ne to¢ke izmjeren je elektrokineti¢ki potencijal nanocestica
(y=0,1 g dm-3) u ovisnosti o pH-vrijednosti. Suspenzija je pripravljena u vodenoj otopini KBr
(c = 0,01 mol dm=3) kako bi ionska jakost sustava bila konstanta. Ispitan je niz otopina pH-
vrijednosti u rasponu pH = 2—12, pri ¢emu je za postizanje kiselih uvjeta koriStena vodena
otopina HCI (¢ = 0,1 mol dm~3), a za postizanje luznatih uvjeta vodena otopina NaOH (c = 0,1
mol dm=). Za mjerenje pH-vrijednosti koristen je pH-metar Sl analytics Lab 845.
Elektrokineticka mjerenja provedena su na Zetasizer Nano ZS (Malvern, UK) foton-
korelacijskom spektrofotometru sa zelenim laserom (4 =532 nm). Vrijednosti elektrokinetickog
potencijala izraCunate su koriStenjem modela Smoluchowskog 1 prikazane kao srednja
vrijednost 3 neovisna mjerenja. Sva mjerenja provedena su pri 9 = 25 °C. Rezultati su obradeni

u programu Zetasizer software 6,32 (Malvern, UK).

3.5.10. Ugradnja flavonoida u nanocestice

Specifi¢na povrsina i dimenzije pora odredene su BET (Brunauer—Emmett—Teller) analizom
koja se temelji na adsorpciji i desorpciji dusika. Mjerenje je provedeno na instrumentu
ASAP2020 (Micromeritics, Norcross, GA, SAD). Prije mjerenja, uzorci su degasirani pri
snizenom tlaku i $ = 120 °C tijekom najmanje t = 6 h. Svi eksperimenti napravljeni su u
duplikatu.

U svrhu ugradnje flavonoida u nanocestice, pripravljene su ishodne otopine flavonoida u
etanolu (¢ = 0,01 mol dm=3). To¢na koncentracija odredena je spektrofotometrijski. Na
nanocestice magnetita (m = 100 mg) dodano je 25 cm?® otopine flavonoida. Suspenzija je
mijeSana t = 24 h pri 3 = 25 °C (IKA Loopster) na 30 rpm. Nakon 24 h, suspenzija je
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centrifugirana (Universal 230 Hettich Zentrifugen) 10 minuta pri 8000 rpm te je supernatant
odvojen od nanoCestica. Koncentracija flavonoida u supernatantu odredena je
spektrofotometrijski (WTW photoLab® 7600 UV-Vis spektrofotometar (Xylem, NY, SAD)). U
svthu odredivanja molarnog apsorpcijskog koeficijenta u etanolu, KkoriStenjem istog
instrumenta, odreden je bazdarni pravac za svaki flavonoid. Na temelju razlike koncentracija
etanolnih otopina flavonoida prije i nakon ugradnje, kvantificirana je koli¢ina ugradenog

flavonoida.
3.6. Otpustanje flavonoida iz nanonosaca

U svrhu odredivanja kinetickog profila otpustanja, nanocestice s ugradenim flavonoidima
(m = 50 mg) suspendirane su u puferiranoj fizioloskoj otopini (pH = 7,4, Vc = 150 cm?).
Reakcijska komora termostatirana je na 3 = 37 °C (Corio CD-201F Julabo GmbH, Seelback,
Njemacka). Koristena je kombinacija stalnog (B = 11 mT) i osciliraju¢eg magnetskog polja
(f = 100 kHz) uz stalnu jakost struje (I = 100 mA). Osciliraju¢e magnetsko polje postignuto je
generatorom (Wavetek 164 30 MhZ, San Diego, CA, SAD) i zavojnicom (N = 270, | = 4 cm).
Generator je povezan na osciloskop (DS1000Z, Rigol Technologies, Peking, Kina) Koji

omogucava pracenje oblika sinusoidnog vala.

-« -
1@"@>
®

Slika 3.6.1. Shematski prikaz eksperimenta otpustanja flavonoida iz nanocestica magnetita.
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Kako bi se izbjegao utjecaj razlicite efikasnosti ugradnje, svako mjerenje u odsustvu i prisustvu
polja provedeno je koriStenjem nanocestica dobivenih iz istog eksperimenta ugradnje. Prema
tome, razlika u dobiven rezultatima posljedica je primijenjenog magnetskog polja. Sva mjerenja
provedena su u duplikatu. Reakcijska smjesa cijelo je vrijeme mijesana (Ministar 20 control,
IKA-Werke GmbH& Co, Staufen, Njemacka) na 200 rpm. Koncentracija je odredena
spektrofotometrijski (WTW photoLab® 7600 UV-Vis spektrofotometar (Xylem, NY, SAD))
uzimanjem alikvota (Va = 1 cm®) u odabranim vremenskim intervalima. Prije snimanja spektra,
alikvot je filtriran kako bi se uklonile zaostale nanocestice (Chromafil, XTRA PRFE-20/36,
filter 0,20 um). Svaki alikvot nadomjesten je istim volumenom puferirane fizioloSke otopine
(pH = 7,4) te je izraCunata kumulativna masa otpustenog flavonoida u svakom trenutku (mg)

prema formuli

M=o MVo+ ) 6 M-V, (36.1)

pri ¢emu su Ck i Cj koncentracije u danim trenucima, a M molarna masa flavonoida. Obrada
podataka provedena je u programu Origin Pro 2021b. Koncentracije otpustenih flavonoida
izraCunate su multilinearnom regresijom, pri ¢emu su koristeni karakteristi¢ni spektri dobiveni
eksperimentima kinetike raspada flavonoida. S obzirom na to da dolazi do otpustanja i
oksidiranog i1 neoksidiranog oblika flavonoida, snimljeni spektar uto¢njen je koriStenjem
karakteristi¢nih spektara flavonoida i produkata nakon raspada te je ukupna koli¢ina otpustenog
flavonoida dobivena kao njihov zbroj. Pretpostavljeno je da je bazna linija linearna funkcija ¢iji
su parametri takoder odredeni uto¢njavanjem. Ispitivanje razli¢itih kinetickih modela

provedeno je u istom programu.
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§ 4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Interakcija lipida i flavonoida

S obzirom na slabu topljivost flavonoida u vodenim medijima, prilikom interakcije s lipidnom
membranom moze do¢i do njihove lokalizacije unutar membrane i stvaranja agregata.
Agregacija omogucava interakcije flavonoida s razli¢itim receptorima i prijenosnicima signala,
S§to uzrokuje modulaciju njihovog djelovanja. Uz to, agregati mogu uzrokovati stvaranje
defekata u membrani i poveéati njezinu permeabilnost.®! Agregacija flavonoida vrlo je vazna
za njihovo biolosko djelovanje te se iz tog razloga intenzivno istrazuje. Primjerice, Pohjala i
suradnici®? proucavali su agregaciju 117 fenolnih spojeva u Tris-HCI puferu (pH = 7,5), pri
¢emu je najizrazenija agregacija zabiljezena kod flavonoida. Agregacija flavonoida utjece i na
njihovu bioaktivnost. Opcenito je uoceno da porast koncentracije flavonoida uzrokuje
nehomogenu raspodjelu molekula unutar membrane, akumulaciju na medupovrsini te, kona¢no,
stvaranje klastera ili agregata.®®® U sklopu istrazivanja agregacije flavonoida u DMPC lipidnoj
membrani, ispitana su termodinamicka i nanomehanicka svojstva DMPC liposoma s ugradenim
MCE 1 MCI. DMPC je zasicen lipid te na zraku ne oksidira, §to ga ¢ini pogodnim modelnim
sustavom za proucavanje interakcija lipida i flavonoida. MCE i MCI su aglikonski i glikonski
oblici istog flavonoida te se ocekuje da ¢e, zahvaljuju¢i dodatnoj Secernoj skupini kod MCI,

koja povecava njegovu hidrofilnost, interakcija s lipidnom membranom biti razlicita.
4.1.1. Termotropna svojstva lipidnog dvosloja

Diferencijalna pretrazna kalorimetrija (engl. differential scanning calorimetry, DSC) je tehnika
koja se koristi za pracenje termodinamickih svojstava sustava, pri ¢emu je, u slucaju lipida,
moguce odrediti temperaturu faznog prijelaza. Iz tog su razloga provedena DSC mjerenja
DMPC liposoma. Kako bi se ispitao utjecaj flavonoida na termotropna svojstva liposoma,

mjerenja su provedena i nakon ugradnje MCE i MCI u razli¢itim mnozinskim udjelima.
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Slika 4.1.1. DSC krivulje DMPC liposoma s ugradenim MCE i MCI u razli¢itim mnozinskim

udjelima.

Na slici 4.1.1. prikazane su dobivene DSC krivulje za dvije smjese: DMPC s ugradenim MCE
I MCI pri razli¢itim mnozinskim udjelima. U oba slucaja, najniza krivulja odnosi se na kontrolni
sustav, multilamelarne DMPC liposome bez ugradenih flavonoida gdje do faznog prijelaza
dolazi pri Tm= (24,1 £0,1) °C (AmH = (18,0 £ 0,3) kI mol-1). Uz glavni fazni prijelaz, u slu¢aju
DMPC lipida uocCeno je da dolazi i do pretprijelaza pri T, = (14,1 + 0,1) °C
(ApH = (2,2 = 0,1) kJ mol?). Dobivene vrijednosti u skladu su s literaturnim podacima.®®*
Pretprijelaz je pojava koja se uoc¢ava kod odredenih lipida pri temperaturi nizoj od temperature
faznog prijelaza, a javlja se kao dodatan korak u prijelazu izmedu gel i fluidne faze lipida.
Podrazumijeva povecanje fluidnosti, pri ¢emu dolazi do mreskanja i nastanka valovite strukture
fosfolipidnog dvosloja. Najéesce se javlja kod fosfokolina, kao posljedica razlike u veli¢ini
fosfatnih glava i acilnih lanaca. Postojanje faznog pretprijelaza indikacija je mobilnosti polarnih
glava, dok se mobilnost nepolarnih lanaca ogituje u glavnom faznom prijelazu. 385386

Dodatak flavonoida uzrokovao je perturbaciju DMPC dvosloja te nestanak faznog
pretprijelaza, $to je u skladu s literaturnim zapazanjima prema kojima je pretprijelaz osjetljiv
na dodatak bilo koje komponente u sustav.*® Primjerice, dodatak dihalogeniranih fenolnih
spojeva u DPPC liposome u razli¢itim mnozinskim udjelima onemogucava fazni pretprijelaz
liposoma.®® S obzirom na to da se pretprijelaz povezuje s kretanjem polarnih glava,

pretpostavlja se da hidrofilni dijelovi flavonoida mogu tvoriti interakcije, prvenstveno vodikove
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veze, s hidrofilnim dijelovima lipida te im na taj nafin ograni¢avati mobilnost. Promjena
mobilnosti hidrofobnih lanaca nakon dodatka flavonoida o€ituje se i U Smanjenju temperature
glavnog faznog prijelaza, pri ¢emu je smanjenje izrazenije s pove¢anjem mnozinskog udjela
flavonoida. Takva promjena pripisuje se stvaranju interakcija izmedu hidrofobnih lanaca i
nepolarnih dijelova flavonoida, prvenstveno fenolnih prstenova, pri ¢emu najjace interakcije
odgovaraju najveéem smanjenju temperature faznog prijelaza. Opcenito, pad temperature
faznog prijelaza ukazuje na interakciju molekula s hidrofobnom unutrasnjosti lipidnog
dvosloja.*®® Ukupno smanjenje u slu¢aju MCE (ATm = (=6,6 £ 0,2) °C) izraZenije je nego u
slucaju MCI (ATm = (2.0 £ 0,3) °C), §to je u skladu s o¢ekivanjima, s obzirom na to da je MCI,
zahvaljujuéi $eéernoj skupini, polarniji (logP = 0,5)*®° u odnosu na MCE (logP = 1,2)*% te se
unutar dvosloja smjesta blize hidrofilnim glavama.

Osim pomaka u temperaturi faznog prijelaza, dodatak flavonoida utjece i na oblik krivulje,
pri ¢emu s povecéanjem mnozinskog udjela flavonoida dolazi do povecanja Sirine signala te
izraZenije asimetri¢nosti. Asimetri¢an oblik indikacija je nehomogene raspodjele flavonoida
unutar dvosloja, odnosno stvaranja klastera ili agregata uzrokovanog razli¢itim interakcijama
hidrofobnih 1 hidrofilnih dijelova lipida i flavonoida. Takvo ponaSanje u literaturi je uoceno u
slucaju velikog broja flavonoida, pri ¢emu klasteriranje ovisi o hidrofilnosti ugradenih
spojeva.3913%2 Nehomogena se raspodjela kod MCE javlja pri nizim mnozinskim udjelima u
odnosu na MCI. Ugradnja MCI pri x < 0,17 uzrokuje pomak signala, ali vrpca zadrzava svoju
simetriju i oblik. Pri vi§im mnozinskim udjelima, o$tri i simetri¢ni signali postaju Siri i
asimetricni. Prema tome, pristup MCI unutraSnjosti dvosloja je ogranicen, pogotovo pri niZzim
mnozinskim udjelima te se moze zakljuciti da MCI vecinu interakcija s molekulama lipida
stvara upravo s polarnim glavama.

Pri niskim mnozinskim udjelima flavonoida dolazi do porasta entalpije faznog prijelaza u
odnosu na DMPC bez ugradenih flavonoida. Opcéenito, porast entalpije faznog prijelaza u
membranama s ugradenim lijekom posljedica je uredenja sustava koje ukljucuje poravnanje
molekula lijeka s molekulama lipida. S pove¢anjem mnozinskog udjela flavonoida dolazi do
pomaka molekula prema vanjskom dijelu dvosloja te smanjenja entalpije faznog prijelaza, sto

sugerira stvaranje klastera flavonoida blizu povr§ine membrane.>%
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Tablica 4.1.1. Termotropna svojstva DMPC liposoma uz dodatak flavonoida.

Tm/°C ATm/°C | AH/kImol™? | AAH/kJ mol™

DMPC 24,1 +£0,1 0,0 18,0+0,3 0,0
X(MCE)

0,12 222401 | -1,94+02 19,4+0,3 1,4+0,6

0,17 19,001 | -5,1+0,.2 12,5+0,2 ~55+0,5

0,25 183+02 | -58+03 11,2402 —6,8+0,5

0,30 17,6 £0,1 | -6,5+0,2 9,5+0,2 ~85+0,5
x(MCI)

0,09 23,6+£0,1 | -0,5+0,2 28,6 £0,6 10,6 = 0,9

0,17 233+0,1 | -08+02 | 261+0,5 8,1+0,8

0,21 224+£0,1 | -1,7+0,2 25,0+£0,5 7,0+ 0,8

0,27 22,1402 | -2,0+0,3 21,704 3,7+0,7

Iz dobivenih rezultata vidljivo je da je interakcija lipida i flavonoida izravno povezana s

njihovom strukturom koja odreduje njihovu hidrofilnost, odnosno hidrofobnost. Hidrofilniji

flavonoid MCI stvara jace interakcije s hidrofilnim dijelom lipida, odnosno polarnim glavama,

dok se hidrofobniji MCE ugraduje blize nepolarnim lancima. Kako bi se detaljnije istrazilo

stvaranje klastera, ispitana su 1 nanomehanicka svojstva DMPC liposoma.

4.1.2. Nanomehanicka svojstva lipidnog dvosloja

U svrhu daljnjeg istrazivanja interakcije DMPC liposoma i flavonoida, koriStena je

mikroskopija atomskih sila (engl. atomic force microscopy, AFM). Za ova mjerenja odabrani

su uzorci liposoma s relativno visokim mnozinskim udjelom flavonoida, x = 0,17.
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DMPC + MCE (x =0,17)

Slika 4.1.2. Topografija DMPC liposoma s ugradenim MCE i MCI (x = 0,17).

Tablica 4.1.2. Hrapavost (Ra), Youngov modul (E) i visina klastera (Hx) DMPC dvosloja s
ugradenim MCE i MCI. N je broj klastera na odabranoj povrsini (A = 25 pm?),

uzorak Ra/nm E / MPa Hii/ nm
DMPC 0,3+0,2 27,0+5,0 -
DMPC + MCE (x = 0,17) 04+0,1  260+7,0 12,0 £ 5,0 (N = 21)
DMPC + MCI (x = 0,17) 12+0,6 27,0+6,0 13,0 = 5,0 (N = 61)

Iz tablice 4.1.2. vidljivo je da ugradnja flavonoida uzrokuje porast prosje¢ne hrapavosti
povrsine DMPC dvosloja, dok na Youngov modul nema znacajnog utjecaja. U sluc¢aju MCI,
porast hrapavosti izrazeniji je nego u slucaju MCE, $to je posljedica njihove razlike u
hidrofobnosti. S obzirom na to da je MCI polarniji od MCE, dolazi do stvaranja jacih interekcija
s hidrofilnim fosfatnim glavama i ugradnje blize povrsini. Hidrofobniji MCE ugraduje se u
unutra$njost dvosloja i nema znafajnog utjecaja na povrsinska svojstva. Youngov modul
DMPC fosfolipidnog dvosloja (E = (27,0 + 5,00 MPa) u skladu je s literaturnim
vrijednostima®®4, a zanemariva promjena u Youngovom modulu nakon ugradnje flavonoida
ukazuje na Cinjenicu da koristen mnozinski udio MCE i MCI nije dovoljan za znacajno

narusavanje strukture dvosloja. Tako vrijednosti nanomehanickih parametara ne ukazuju na
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znacajne strukturne promjene, flavonoidi uzrokuju lokalizirane promjene. Na slici 4.1.2. je
vidljivo da je, u slu¢aju DMPC dvosloja bez ugradenih flavonoida, povrsina glatka i homogena,
dok nakon ugradnje flavonoida dolazi do nastanka agregata. Agregacija je izraZenija u slucaju
MCI, sto se, osim u promjeni hrapavosti, o€ituje 1 u veéem broju zapazenih agregata na
promatranoj povrSini. Stvaranje klastera u literaturi je zabiljezeno i kod drugih flavonoida.
Primjerice, Samoilov i suradnici®*®® uocili su agregaciju kvercetina, pri ¢emu je najveéi

prouc¢avani mnozinski udio bio x = 0,11.
4.2. Lipidna peroksidacija lipida s mononezasi¢cenom masnom Kiselinom

Lipidna peroksidacija povezana je s oksidativnom razgradnjom lipida te uzrokuje strukturnu
preraspodjelu membrane.? Kao modelni sustav u ovim eksperimentima koristen je DOPC lipid
koji posjeduje po jednu dvostruku vezu na svakom lancu. Iako mononezasiéeni lipidi nisu toliko
osjetljivi na lipidnu peroksidaciju kao polinezasi¢eni, i u slu¢aju DOPC zamijeéeno je
naruSavanje uredene strukture dvosloja wuslijed lipidne peroksidacije. Masenom
spektrometrijom visoke rezolucije karakteriziran je niz produkata peroksidacije te je istraZzen
nastanak istih produkata u sustavima u kojima su u liposome ugradeni flavonoidi. Uz to,
infracrvenom spektroskopijom kvantificirani su doseg i postotak inhibicije lipidne
peroksidacije flavonoidima. U literaturi je poznato da lipidna peroksidacija uzrokuje promjene
U mnogim strukturnim parametrima membrane te su te promjene istrazene mikroskopijom
atomskih sila, rasprSenjem rendgenskih zraka pri malim kutevima 1 elektronskom
paramagnetskom rezonancijom. ZaStitna uloga triju strukturno razli¢itih flavonoida pri tri

razli¢ita mnozinska udjela istrazena je u kontekstu njihovog polozaja unutar membrane.

4.2.1. Produkti lipidne peroksidacije

Masena spektrometrija visoke rezolucije (engl. high-resolution mass spectrometry, HR-MS)
koristena je za kvalitativno odredivanje produkata lipidne peroksidacije DOPC liposoma.
Iniciranjem lipidne peroksidacije i derivatizacijom identificirani su kratkolan€ani 1 dugolancani

produkti prikazani u tablici 4.2.1.
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Slika 4.2.1. Maseni spektar derivatiziranih produkata lipidne peroksidacije DOPC liposoma

bez ugradenih flavonoida.

Tablica 4.2.1. Derivatizirani produkti lipidne peroksidacije DOPC liposoma bez dodatka
flavonoida. Kod dugolanc¢anih kiselina uo¢ene su m/z vrijednosti koje mogu odgovarati

protoniranim ili deprotoniranim vrstama.

) m/z nakon m/z nakon
. . molekulska = monoizotopna L R
ime spoja formula masa derivatizacije derivatizacije o/ ppm
(teorijski)  (eksperimentalni)
metanal CH20 30,011 288,13 288,13415 -0,375
akrolein C3H4O 56,026 314,15 314,14902 -2,859
butanal C4HsO 72,058 330,18 330,18094 —-0,842
heksanal CesH120 100,089 358,21 358,21222 -0,833
6-hidroksiheptanal C7/H140> 130,099 388,22 388,22403 2,440
hidroksioktenal CsH1402 142,099 400,22 400,22293 -0,382
hidroksi-okso-
undekenska C11H1804 214,120 472,24 473,25073 -2,762
kiselina 471,23810 3,635
okso-dekenska 473,21609 0,863
dikiselina C10H140s5 214,084 472,21
okso-tridekatrienska
kiselina C1sH1605 222,126 480,25 479,24329 3,792
okso-trl_dek_adlenska CusH2003 224141 482,26 481,25778 1,366
kiselina
Okso'gﬁ(‘?gg?g;e”s"a C12H160s 240,100 498,23
okso-dodekenska o L\ o 242,115 500,40 A2 4209
dikiselina 12711855 ’ ’
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U slucaju liposoma bez ugradenih flavonoida identificirano je 11 razli¢itih produkata, pri cemu

su neki aldehidi poput butanala i heksanala ve¢ zabiljezeni u literaturi.>**%%" Uz navedene, jedan

od znacajnijih identificiranih produkata je i akrolein, neurotoksin za kojeg je pokazano da ve¢

pri niskim koncentracijama izaziva fiziologki odgovor.3%:3%

Analogni eksperimenti provedeni su i za liposome s tri ugradena flavonoida pri tri razlicita

mnozinska udjela (x = 0,01, 0,05 1 0,1) te su spektri pretrazeni za sve produkte navedene u

tablici 4.2.1. Za tri produkta istaknuta na slici 4.2.2. uoc¢eno je da postupno nestaju s dodatkom

flavonoida (tablica 4.2.2.). Dobiveni rezultati prikazani su u tablici 4.2.2., a za primjer je

prikazan maseni spektar produkata lipidne peroksidacije DOPC liposoma s ugradenim

kvercetinom.
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Slika 4.2.2. Maseni spektri derivatiziranih produkata lipidne peroksidacije DOPC liposoma u
koje je ugraden QUE: A) x =0,01; B) x = 0,05; C) x = 0,1. Istaknuta su podruéja u kojima

dolazi do nestanka signala produkta.
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Tablica 4.2.2. Derivatizirani produkti lipidne peroksidacije DOPC liposoma s ugradenim
flavonoidima. Kod dugolancanih kiselina uo¢ene su m/z vrijednosti koje mogu odgovarati
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Ukupan broj produkata odreden je za svaki uzorak te je na temelju njega usporedeno
antioksidativno djelovanje svih flavonoida pri svim mnozinskim udjelima. Za najhidrofilniji
flavonoid, MCI, broj produkata se najvise smanjuje, pri ¢emu je antioksidativno djelovanje
najizraZzenije pri najmanjem mnozinskom udjelu. Smanjenje zaStitne uloge s porastom
mnozinskog udjela moze se pripisati dualnom djelovanju flavonoida, gdje pri visim
koncentracijama flavonoida dolazi do prooksidativnog efekta.*® U slu¢aju MCE, broj
produkata se takoder smanjuje, ali smanjenje je manje izrazeno nego u slu¢aju MCI. Uz to,
ukupan broj nastalih produkata jednak je za sva tri mnozinska udjela flavonoida. Kod
najhidrofobnijeg flavonoida, QUE, smanjenje broja produkata je najmanje izrazeno. Vrlo Stetan
produkt akrolein, uz DOPC liposome bez ugradenih flavonoida, identificiran je samo u uzorku
s ugradenim MCE (x = 0,10).

U literaturi je poznato da se hidrofobniji antioksidansi smjestaju u lipofilnom dijelu
membrane, dok se hidrofilniji antioksidansi smjestaju blize povrsini.*®* Dobiveni rezultati u
skladu su s ve¢ objavljenim istrazivanjima prema kojima se efikasnost uklanjanja radikala
smanjuje ukoliko radikal prodire dublje u unutragnjost membrane.**? Prema tome, ogekuje se
da ¢e flavonoidi koji se smjestaju u unutrasnjost biti losiji antioksidansi u odnosu na one
smjeStene blize povrSini. S obzirom na to da je MCI smjesSten blize povrS$ini membrane, do
uklanjanja radikala moze do¢i na medupovrSini izmedu membrane i vodenog medija, Sto
onemogucava ulazak radikala u membranu. Na temelju dobivenih rezultata, moze se zakljuciti
da na efikasnost zastite, osim kemijskih svojstava flavonoida, utjece i njithovo smjeStanje unutar

membrane.

4.2.2. Elektronska gustoca lipidnog dvosloja

Rasprsenje rendgenskog zraCenja pri malim kutevima (engl. small angle X-ray scattering,
SAXS) je metoda koja se temelji na rasprSenju rendgenskih zraka te se koristi za dobivanje
informacija o profilima elektronske gustoce. U svrhu prouc¢avanja modelnih membrana koristi
se od 1960-ih godina. Intenzitet rasprSenog zracenja je, u slucaju konacnog broja jednako
razmaknutih slojeva, povezan s promjenom elektronske gustoce te moze dati informaciju o
strukturnim parametrima membrane, poput debljine ili savijanja.*®® Primjerice, Buscema i
suradnici“®® koristili su SAXS za istrazivanje liposoma pripravljenih od 1,3-diaminofosfolipida,

dok su Varga i suradnici*® istrazivali stukturu stericki stabiliziranih liposoma. Nadalje, ukoliko
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ugradnja nekog lijeka u liposome uzrokuje porast elektronske gustoée, moguée je odrediti
njegov polozaj unutar membrane.*®® Uz to, mogude je pratiti dinamiku spontanog formiranja
liposoma, 406407

Opcenito, ostri Braggovi signali u SAXS spektrima karakteristi¢ni su za multilamelarne

sustave, dok unilamelarne liposome karakterizira pojava Sirokog signala.**®

A) B)

0,5 0,5

intenzitet
intenzitet

0,05

0,005 M 0,005

0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25

0,05

q/A? q/ A

Slika 4.2.3. SAXS spektri DOPC liposoma A) prije i B) nakon lipidne peroksidacije.

—DOPC
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Slika 4.2.4. Profili elektronske gusto¢e DOPC liposoma prije 1 nakon lipidne peroksidacije.

Dobiveni profili elektronske gustoce karakteristicni su za lipidne membrane, pri ¢emu
maksimumi odgovaraju polozajima polarnih glava lipida, odnosno fosfatnim skupinama

bogatim elektronima.>® 1z profila elektronske gustoée vidljivo je da nakon lipidne
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peroksidacije dolazi do povecanja elektronske gustoce u sredini lipidnog dvosloja. Takvo
povecanje vjerojatno je posljedica nastanka dugolancanih produkata koji su hidrofobniji te se
smjestaju u lipofilnom dijelu membrane, dok su kratkolanéani, hidrofilni produkti u interakciji
s fosfatnim glavama. Molekularnim simulacijama uoceno je da tijekom procesa formiranja
pora, karakteristicnog za lipidnu peroksidaciju, dolazi do interakcije metilnih skupina
neoksidiranih lanaca u unutra$njosti dvosloja.*®® Nastanak produkata razli¢itih duljina lanaca u
nasem je istrazivanju eksperimentalno potvrden masenom spektrometrijom. Uz to, elektronska

gustoca u podrucju fosfatnih glava ukazuje na zadebljanje dvosloja nakon lipidne peroksidacije.

—DOPC +QUE —DOPC + MCE
0,38 —DOPC + QUE: LP 0,40 —DOPC + MCE: LP

—DOPC + MCl
0,40 —DOPC + MCI: LP

-30 -20 -10 0 10 20 30
r/A

Slika 4.2.5. Profili elektronske gusto¢e DOPC liposoma s ugradenim flavonoidima prije i
nakon lipidne peroksidacije.

U slucaju ugradnje svih triju flavonoida dolazi do povecanja elektronske gustoce u sredisnjem
dijelu dvosloja, Sto ukazuje na djelomi¢nu ugradnju flavonoida u nepolarni dio membrane. Uz
to, dolazi do zadebljanja membrane koje nastaje kao posljedica sterickih i elektrostatskih

interakcija flavonoida i lipida. Nakon lipidne peroksidacije dolazi do dodatnog povecanja
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elektronske gustoce u srediSnjem dijelu dvosloja koje je uoceno i u uzorku bez flavonoida, pri
¢emu je poveéanje izrazenije u uzorcima s flavonoidima. Povecanje elektronske gustoce u
srediStu dvosloja moze se objasniti prisutnos¢u Fe(Il) iona bogatih elektronima. S obzirom na
to da flavonoidi mogu stvarati kelatne komplekse s ionima prijelaznih metala, pretpostavlja se
da je nastali kompleks manje polaran od slobodnog flavonoida te da se djelomi¢no ugraduje u
membranu. Uz to, postoji moguénost da se oksidirani oblici flavonoida nastali nakon interakcije
s radikalima takoder smjestaju dublje u membranu zbog smanjene mogucnosti stvaranja

vodikovih veza.

4.2.3. Morfologija i nanomehanicka svojstva lipidnog dvosloja

Mikroskopija atomskih sila intenzivno se koristi za istrazivanje strukturnih svojstava lipidnih
dvosloja te mehanizma njihovog nastanka.*'® Zastitna uloga flavonoida ovisi o njihovoj
interakciji s molekulama lipida koja je rezultat njihovog smjestanja unutar membrane. Ugradnja
flavonoida u membranu uzrokuje deformaciju povrsine, §to se ocituje u promjeni hrapavosti i
debljine membrane. Uz to, lipidna peroksidacija uzrokuje fragmentaciju i strukturno ostecenje

membrane.

Slika 4.2.6. Morfologija DOPC dvosloja s ugradenim QUE prije lipidne peroksidacije: (A, 1)
x=0; (B,J)x=0,1; (C, K)x=0,05; (D, M) x =0,1 te nakon inducirane lipidne peroksidacije:
(E,N)x=0; (F,0)x=0,1; (G, P) x=0,05; (H,Q) x =0,1. Vertikalna skala na svim slikama
iznosi 6 nm.
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Slika 4.2.7. Morfologija DOPC dVOSlO_]a S ugrademm MCE prije IIpIdne peroksidacije: (A, 1)
x=0;(B,J)x=0,1; (C, K)x=0,05; (D, M) x =0,1 te nakon inducirane lipidne peroksidacije:
(E,N)x=0; (F,0)x=0,1; (G, P) x=0,05; (H,Q) x =0,1. Vertikalna skala na svim slikama
iznosi 6 nm.

= 4
> @

Slika 4.2.8. Morfologija DOPC dvosloja s ugradenim MCI prije lipidne peroksidacije: (A, I) X
=0; (B,J)x=0,1; (C, K) x=0,05; (D, M) x = 0,1 te nakon inducirane lipidne peroksidacije:
(E,N)x=0; (F,0)x=0,1; (G, P) x=0,05; (H,Q) x =0,1. Vertikalna skala na svim slikama

iznosi 6 nm.
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Tablica 4.2.3. Hrapavost (Ra), Youngov modul (E) i debljina (d) DOPC lipidnog dvosloja
prije i nakon ugradnje flavonoida te prije i nakon inducirane lipidne peroksidacije (LP)

0

uzorak Ra/nm
prije LP nakon LP
DOPC 0,060 £ 0,008 0,381 £0,018
DOPC + QUE
(x = 0,01) 0,061 £0,015 @ 0,085+ 0,026
DOPC + QUE
(x = 0,05) 0,086 +0,013 0,143 +£0,018
DOPC + QUE
(x = 0,10) 0,107 £ 0,008 0,104 £0,024
DOPC + MCE
(x = 0,01) 0,073 +£0,015 0,131 +£0,034
DOPC + MCE
(x = 0,05) 0,118 £ 0,019 0,126 £ 0,019
DOPC + MCE
(x = 0,10) 0,133 +0,032 0,133 +£0,030
DOPC + MCI
(x=0,01) 0,200+ 0,012 0,230 £ 0,023
DOPC + MCI
(x = 0,05) 0,205 + 0,094 0,230 + 0,003
DOPC + MCI
(x = 0,10) 0,215 + 0,006 0,297 £+ 0,005
0,45
0,4
0,35
0,3
0,25
&
~ 02
o
0,15
0,1
0,05

(n =16).

E / MPa

prije LP
154+ 5.4
16,6 £4,8
15,7+2,6
152+1,1
16,2+ 1,2
152+1,1
13,6 £2,8
20,6 £ 3,2
26,1 £3,7

33,5+2,8

nakon LP
38,7+6,2
363 +6,7
33,5+4,7
27,6 £53
20,6 £ 5,6
19,8+ 1,3
12,6 £ 0,1
329+1,3
30,4+1,8

16,3 +3,1

d/nm
prije LP nakon LP
4,09+053  4,42+0,39
4,25+0,16 5,47 +0,15
4,69+0,19 432+0,14
3,91+0,11 4,88 +0,03
4,11 £0,15 4,26 £ 0,09
441+0,16 @ 5,09+0,16
514+£0,02 @ 4,78+0,10
4,72+ 0,15 4,79+ 0,13
5,28 £0,02 5,52+0,16
5,34 + 008 4,18+ 0,06

M prije lipidne peroksidacije
M nakon lipidne peroksidacije

DOPC

QUE
x=0,01

QUE
x=0,05

QUE
x=0,10

MCE
x=0,01

MCE
x=0,05

MCE
x=0,10

MCI
x=0,01

MCI
x=0,05

MCI
x=0,10

Slika 4.2.9. Hrapavost povrsine DOPC lipidnog dvosloja uslijed ugradnje flavonoida i
inducirane lipidne peroksidacije.
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M prije lipidne peroksidacije

45 M nakon lipidne peroksidacije
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Slika 4.2.10. Youngov modul DOPC lipidnog dvosloja uslijed ugradnje flavonoida i
inducirane lipidne peroksidacije.

M prije lipidne peroksidacije
M nakon lipidne peroksidacije

o“‘l“l“‘ ‘ll ‘

DOPC QUE QUE QUE MCE MCE MCE MCl MCl MCl
x=0,01 x=005 x=010 x=001 x=005 x=010 x=001 x=005 x=0,10

d/nm
N w D

[uny

Slika 4.2.11. Debljina DOPC lipidnog dvosloja uslijed ugradnje flavonoida i inducirane
lipidne peroksidacije.

Ugradnja flavonoida i inicirana lipidna peroksidacija zna¢ajno mijenjaju nanomehanicka i
strukturna svojstva lipidnog dvosloja. Prilikom ugradnje flavonoida dolazi do povecanja
hrapavosti povrsine koje je najizrazenije kod najhidrofilnijeg flavonoida, MCI. Takav rezultat
ukazuje na to da se MCI ugraduje najblize povrsini dvosloja, Sto je u skladu s rezultatima
dobivenima prethodno spomenutim tehnikama. Uz to, izrazeno povecanje hrapavosti prilikom

ugradnje MCI uoceno je u i slu¢aju DMPC liposoma. Hidrofobniji flavonoidi, MCE i QUE,
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prodiru dublje u unutrasnjost dvosloja te nemaju toliki utjecaj na povrsinska svojstva. Iz ovih
je rezultata vidljivo da hrapavost povrSine moze biti indikacija lokacije flavonoida unutar
dvosloja. Nadalje, lipidna peroksidacija, proces koji dovodi do fragmentacije i strukturnih
oSte¢enja membrane, uzrokuje znacajan porast hrapavosti u odnosu na kontrolni uzorak. Ta
promjena manja je s dodatkom flavonoida, $to ukazuje na njihovu ulogu u zastiti integriteta i
strukture membrane.

Interakcija lipida i1 flavonoida proucavana je i u kontekstu elasticnosti membrane,
mjerenjem Youngovog modula. Dobivena vrijednost za DOPC lipidni dvosloj bez ugradenih
flavonoida odgovara fluidnoj fazi te iznosi E = (15,4 + 5,4) MPa, $to je u skladu s literaturnim
vrijednostima.*!* Ugradnja flavonoida dovodi od pove¢anja Youngovog modula, pri ¢emu je
poveCanje najizraZenije u slucaju hidrofilnog MCI. Takvo opazanje u skladu je s
pretpostavljenom lokacijom MCI unutar membrane. Jake interakcije izmedu MCI i fosfatnih
skupina lipida dovode do promjene orijentacije lipidnih dipola te nastanka velikog broja
vodikovih veza, §to za posljedicu ima povecéanje rigidnosti dvosloja. Sli¢ni rezultati ve¢ su
objavljeni u literaturi, primjerice u istrazivanju ugradnje hesperitina i hesperidina u lipidne
dvosloje gdje je uoCena ovisnost izmedu particijskog koeficijenta i dubine prodiranja u
dvosloj.*'! Lipidna peroksidacija takoder dovodi do poveéanja Youngovog modula. Prema
tome, fragmentacija i strukturna reorganizacija membrane za posljedicu imaju povecanje
elasti¢nosti dvosloja. Povecanje Youngovog modula nakon peroksidacije u veéini je slucajeva
manje izrazeno s porastom mnozinskog udjela flavonoida. Medutim, pri najve¢em mnoZinskom
udjelu MCE ne dolazi do znaéajne promjene, dok kod MCI dolazi do smanjenja Youngovog
modula. Hidrofilni flavonoidi, pogotovo MCI, osim u interakcije s membranom, mogu ulaziti i
u interakcije s karbonilnim produktima lipidne peroksidacije, tvorec¢i vodikove veze. Ukoliko
su interakcije s produktima povoljnije od interakcija polarnih skupina flavonoida s fosfatnim
skupinama, moze do¢i do uklanjanja flavonoida s povr§ine membrane, §to za posljedicu ima
smanjenje elasticnosti.

Ugradnjom QUE i1 MCE ne dolazi do znacajnog povecanja debljine dvosloja, Sto je
posljedica njihovog prodiranja u unutraSnjost membrane. Pretpostavlja se da zadebljanje
uoceno SAXS-som nije moguce detektirati AFM-om radi eksperimentalne pogreske. Prema
ocekivanjima, porast debljine vrlo je izrazen u slu¢aju MCI ¢ije vezanje na povrSinu ima
znacajniji utjecaj na debljinu u odnosu na hidrofobnije flavonoide. Nakon lipidne peroksidacije,

dolazi do porasta debljine dvosloja, $to se moze objasniti adsorpcijom produkata na povrSinu
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membrane. Hidrofilniji produkti mogu stvarati interakcije s polarnim glavama lipida te na taj
nacin uzrokovati zadebljanje dvosloja. Porast debljine manje je izrazen s dodatkom flavonoida.
Interakcijom s molekulama lipida flavonoidi onemogucavaju interakciju radikala i produkata s
membranom te ju na taj nacin Stite. Debljina dvosloja s najve¢im mnozinskim udjelom MCE i
MCI pokazuje slican trend kao i Youngov modul, §to potvrduje moguénost interakcije

flavonoida i produkata lipidne peroksidacije.

4.2.4. Fluidnost lipidnog dvosloja

Analiza EPR spektra probe 5-DSA radikala omogucava istrazivanje svojstava okoline u kojoj
se proba nalazi. Iz tog su razloga snimljeni EPR spektri DOPC liposoma s ugradenim
flavonoidima prije i nakon lipidne peroksidacije. Aksijalna anizotropija nitroksidne skupine u

5-DSA probi uzrokuje cijepanje spektra i omoguéava izra¢un spektralnih parametara.

EPR signal

326 328 330 332 334 336
B/ mT

Slika 4.2.12. EPR spektar DOPC liposoma a) prije i b) nakon lipidne peroksidacije.
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B/mT B/mT B/mT

Slika 4.2.13. EPR spektri DOPC liposoma a) prije i b) nakon lipidne peroksidacije s
ugradenim QUE: A) x = 0,01, B) x = 0,05, C) x=0,1; MCE: D) x = 0,01, E) x = 0,05,
F)x=0,1i MCI G) x=0,01, H) x=0,05, I) x=0,1.

Ocekuje se da ¢e ugradnja flavonoida, a pogotovo lipidna peroksidacija, smanjiti parametar

uredenosti sustava, odnosno povecati fluidnost membrane. Iz tog je razloga iz spektara

izraunat parametar uredenosti S.

1,2 M prije lipidne peroksidacije
M nakon lipidne peroksidacije

1
0
o 0
0
0 I
0

DOPC QUE QUE QUE MCE MCE MCE MCI MCI MCI
x=0,01 x=0,05 x=0,10 x=0,01 x=0,05 x=0,10 x=0,01 x=0,05 x=0,10

)

k=N

ES

N

Slika 4.2.14. Parametri uredenosti (S) za DOPC liposome s ugradenim flavonoidima prije i
nakon lipidne peroksidacije.
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Tablica 4.2.4. Parametri uredenosti (S) za DOPC liposome s ugradenim flavonoidima prije i

nakon lipidne peroksidacije.

uzorak
prije LP nakon LP

DOPC 1,00 £ 0,04 0,33+ 0,05
DOPC + QUE (x = 0,01) 0,91 + 0,03 0,94 + 0,04
DOPC + QUE (x = 0,05) 0,89 + 0,03 0,96 + 0,03
DOPC + QUE (x = 0,10) 0,94 + 0,02 0,92 + 0,05
DOPC + MCE (x = 0,01) 1,00 + 0,05 0,75 + 0,04
DOPC + MCE (x = 0,05) 0,96 + 0,04 0,93 £0,04
DOPC + MCE (x = 0,10) 0,93+ 0,04 0,92 + 0,02
DOPC + MCI (x = 0,01) 0,94 + 0,03 0,94 + 0,02
DOPC + MCI (x = 0,05) 0,94 + 0,04 0,95 + 0,02
DOPC + MCI (x = 0,10) 0,95 + 0,03 0,95 + 0,03

Ugradnja flavonoida smanjuje rigidnost membrane, ali u vecini je slucajeva ta promjena vrlo
mala. Smanjenje parametra uredenosti membrane najizrazenije je kod QUE. Pretpostavlja se da
je to posljedica njegovog hidrofobnijeg karaktera koji omoguéava ugradnju u unutrasnjost
dvosloja. Nakon ugradnje QUE u podrucje nepolarnih repova lipida, oni viSe nisu poravnati
kao prije ugradnje, §to uzrokuje povecanje fluidnosti membrane. Parametar uredenosti za
DOPC liposom nakon lipidne peroksidacije znacajno pada, Sto ukazuje na povecanje fluidnosti
membrane. Povecanje fluidnosti posljedica je nastanka spojeva krac¢ih lanaca u odnosu na lipid,
kao 1 porasta broja spojeva s hidroksilnim skupinama koji mogu tvoriti vodikove veze. Sli¢an
porast u fluidnosti DOPC lipidnog dvosloja nakon peroksidacije uo¢ili su i Tai i suradnici*'2
fluoerescencijskom korelacijskom spektroskopijom. U liposomima s ugradenim flavonoidima
ne dolazi do drasti¢ne promjene parametra uredenosti nakon lipidne peroksidacije, §to ukazuje
na njihovu zastitnu ulogu. Na temelju dobivenih rezultata, zaklju¢eno je da lipidna
peroksidacija dovodi do naruSavanja strukturne uredenosti lipidne membrane i povecanja
njezine fluidnosti te da sva tri flavonoida pri sva tri mnozinska udjela pokazuju zastitno

djelovanje 1 Stite integritet membrane.
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4.2.5. Doseg lipidne peroksidacije

Za daljnju analizu i kvantifikaciju dosega lipidne peroksidacije u prisustvu flavonoida,

provedeni su IR eksperimenti. Na slici 4.2.12. prikazan je IR spektar DOPC ($ = 30 °C). Vrpce

su asignirane na temelju literaturnih spektara sli¢nih spojeva.**®

0,50
0,45
0,40
0,35
0,30
< 0,25
0,20
0,15
0,10
0,05
0,00

1C=0)

3700 3200 2700 2200 1700 1200 700

V/cm?

Slika 4.2.15. IR spektar DOPC s istaknutim vrpcama koristenim za daljnju analizu.

Podrugje 3000-2800 cm ™! u infracrvenom spektru odgovara v(C—H) vibracijama metilenskih i
metilnih skupina alifatskih molekula.*'® Dvije vrpce najveéeg intenziteta su pri v = 2924 cm™!
i ¥ = 2854 cm™! te odgovaraju metilenskom antisimetri¢nom i simetriénom istezanju. Vrpca pri
v=3006 cm ! odgovara =C—H cis-olefinskom istezanju, dok vrpca pri v = 2959 cm™! odgovara
antisimetri¢nom istezanju metilnih skupina. OStra vrpca pri ¥ = 1737 cm™' odgovara
karbonilnom stezanju, dok vrpca slabijeg intenziteta pri v = 1652 cm™' odgovara cis C=C
istezanju. Pri v = 1377 cm ™! nalazi se vrpca koja odgovara savijanju metilenskih skupina, dok
vrpca pri ¥ = 1377 cm™! odgovara simetri¢nom savijanju metilnih skupina. Vrpce u podrucju
¥ < 1300 cm ™! potjecu od polarne fosfatne skupine. Vrpce antisimetri¢nog i simetri¢nog POz~
istezanja nalaze se pri v = 1246 cm™' i ¥ = 1091 cm™'. Vrpca pri ¥ = 1172 cm™! odgovara C-O
istezanju, dok se vrpce antisimetri¢nog i simetri¢nog kolinskog istezanja (C—N*—C) nalaze pri

$=969 cm ! and v =926 cm™' 413
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Tablica 4.2.5. Izracunati postotak inhibicije lipidne peroksidacije DOPC liposoma
flavonoidima pri 3 razli¢ita mnozinska udjela flavonoida.

uzorak
DOPC + QUE (x =0,01)
DOPC + QUE (x = 0,05)
DOPC + QUE (x =0,10)
DOPC + MCE (x =0,01)
DOPC + MCE (x =0,05)
DOPC + MCE (x = 0,10)
DOPC + MCI (x =0,01)
DOPC + MCI (x = 0,05)
DOPC + MCI (x = 0,10)

0,

o

o
6]

-1,

o

Ul

-2,0

-2,5

Slika 4.2.16. Izracunati postotak inhibicije lipidne peroksidacije DOPC liposoma
flavonoidima pri tri razli¢ita mnozinska udjela flavonoida.

Ri
-0,7+£0,5
-1,5+0,5
-1,7+£0,5
-0,9+0,6
-1,0£0,6
-0,9+0,6
-1,0+04
1,104
-1,7+0,5

BLL

W x=0,01
B x=0,05

HWx=0,10

Veli¢ina R;j odgovara postotku inhibicije pod pretpostavkom da ugradnja flavonoida ne dovodi

do znaCajne promjene molarnog apsorpcijskog koeficijenta i omjera produkata lipidne

peroksidacije. Iz rezultata je vidljivo da se pri ve¢im mnozinskim udjelima flavonoida ti efekti

ne mogu zanemariti, s obzirom na to da je apsolutna vrijednost |Ri| > 1. S obzirom na velike

greske u racunu, provedena je statistiCka analiza te je zakljuCeno da razlika u Ri izmedu

pojedinih flavonoida nije znacajna (p = 0,22). lako izravna usporedba tri flavonoida u kontekstu

kvantifikacije inhibicije nije moguca, potvrdeno je da sva tri flavonoida pri sva tri mnozinska

udjela pokazuju zastitno djelovanje.
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4.3. Ugradnja produkta lipidne peroksidacije u membranu

Poznato je da lipidna peroksidacija uzrokuje zna¢ajne strukturne promjene u membranama.
Jedan od uzroka promjena je i prisustvo velikog broja produkata. Produkti lipidne peroksidacije
uglavnom su hidroperoksidi i karbonilni spojevi koji na svojim krajevima sadrze oksidirane
skupine koje mogu stvarati interakcije s polarnim dijelovima membrane i uzrokovati
naru$avanje integriteta membrane.** U svrhu istraZivanja interakcije lipidne membrane s
produktima lipidne peroksidacije, u DOPC liposom ugradena je dodekanska dikiselina (engl.
dodecanedioic acid, DDA), u dva razli¢ita mnozinska udjela (x = 0,05 i x = 0,10). S obzirom
na to da je DOPC stabilan i nije sklon autooksidaciji, sve strukturne razlike posljedica su
prisustva ugradenog spoja. Iako su u MS eksperimentima kao produkt peroksidacije DOPC
identificirane dugolanc¢ane okso-dikiseline (tablica 4.2.1.), pretpostavlja se da su za veéinu
interakcija s membranom odgovorne karboksilne skupine na krajevima lanca te da je DDA
prikladan modelni produkt lipidne peroksidacije. Opcenito, karboksilne dikiseline koje imaju
manje od 12 ugljikovih atoma u tijelu se uklanjaju urinom. Medutim, u istraZivanjima na
Stakorima pokazano je da se, u slucaju DDA, samo 3,9% uklanja putem urina, dok se ostatak
moze apsorbirati u organizmu.*®® Iz tog je razloga kljuéno istraziti interakciju membrana i

dugolanc¢anih produkata koji se dulje zadrzavaju u stanicama.
4.3.1. Elektronska gustoca lipidnog dvosloja

Za istrazivanje utjecaja dodatka DDA na strukturna svojstva liposoma te interakcije DDA s
MCE i MCI, snimljeni su SAXS spektri u kojima su uocena dva ostra difrakcijska maksimuma
karakteristi¢cna za multilamelarne sustave.®® Iz spektara su izratunati profili elektronske

gustoce.
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— DOPC
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Slika 4.3.1. Profili elektronske gusto¢e DOPC liposoma s ugradenom DDA u dva mnozinska
udjela.

Usporedbom profila elektronske gustoce prije i nakon ugradnje, moguce je procijeniti lokaciju
ugradenog spoja unutar membrane. Na sli¢an je naéin proucavana lokalizacija kolesterola u
DPPC membranama®® te peptida u DOPC membranama.*!® 1z profila elektronske gustoée
vidljivo je da s dodatkom DDA dolazi do povecanja elektronske gustoc¢e u sredini dvosloja, §to
odgovara poloZajima metilnih skupina. Takvo povecanje moZe se objasniti ugradnjom
ugljikovodi¢nog lanca DDA u srediste dvosloja. Analogno povecanje gustoce u sredini dvosloja
nakon ugradnje oksidiranih produkata uo¢eno je simulacijama u slu¢aju PLPC*’ i DOPC.4%°
De Rosa i suradnici*!® eksperimentalno su uo¢ili da se ugradnjom lipidnog hidroperoksida u
POPC dvosloj 95% hidroperoksidnih skupina smjesta u polarni dio membrane. S obzirom na
to da DDA na svakom kraju posjeduje hidroksilnu skupinu, pretpostavlja se da dolazi do
interakcije izmedu hidroksilnih skupina DDA 1 fosfatnih skupina lipida sa svake strane
membrane, pri ¢emu se ugljikovodi¢ni lanac kiselina smjeSta u lipofilnom dijelu membrane.
Slicno smjestanje unutar membrane pokazuju i odredeni polipeptidi, pri ¢emu povecanje
elektronske gusto¢e u podrucju fosfatnih glava i u sredini dvosloja odgovara poloZaju proteina
koji se proteze kroz cijeli dvosloj.*® Takoder je vidljivo da pri veéoj koncentraciji DDA dolazi
do suzavanja distribucije fosfatnih skupina, $to ukazuje na ograni¢eno gibanje polarnih dijelova

molekula lipida. Pretpostavlja se da je ograni¢eno gibanje posljedica interakcija izmedu DDA
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I fosfatnih skupina, prvenstveno stvaranja vodikovih veza, §to rezultira uredenijom i rigidnijom

strukturom.
—— DOPC + DDA (x = 0,05)
0,39 Q ___ DOPC+ DDA (x =0,05)
+ MCE
___DOPC + DDA (x = 0,05)
+MCl
0,27
0,25
-50 -40 -30 -20 -10 0 10 20 30 40 50
r/A

Slika 4.3.2. Profili elektronske gusto¢e DOPC liposoma s ugradenim flavonoidima (x = 0,05)
i DDA (x = 0,05).

—— DOPC + DDA (x=0,10)
< DOPC + DDA (x = 0,10)
— + MCE

— DOPC + DDA (x = 0,10)
+ MClI

0,27

0,25

-50 -40 -30 -20 -10 0
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10 20 30 40 50

Slika 4.3.3. Profili elektronske gusto¢e DOPC liposoma s ugradenim flavonoidima (x = 0,05)
i DDA (x = 0,10).

Na slikama 4.3.2. i 4.3.3. prikazani su profili elektronske gustoce za DOPC liposome s
ugradenim MCE i MCI pri dva razli¢ita mnozinska udjela DDA. S dodatkom MCE vidljivo je
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dodatno povecanje elektronske gustoée u sredini dvosloja pri obje koncentracije DDA.
Navedeno ukazuje na djelomi¢nu ugradnju MCE u nepolarni dio lipidnog dvosloja, $to je u
skladu s njegovom hidrofobnos¢u. Takva zapazanja takoder su u skladu s dosadas$njim
rezultatima, gdje je uoceno da se hidrofobniji flavonoidi smjeStaju dublje u unutra$njost
dvosloja. U podrucju koje odgovara polozaju fosfatnih skupina primije¢eno je da dodatak MCE
pri veCem mnozinskom udjelu DDA smanjuje nametnuto uredenje polarnih skupina
uzrokovano interakcijama s DDA. Smanjenje uredenosti u podrucju oko polarnih skupina uocili
su i Tran i suradnici.*?® Jedno od moguéih objasnjenja za navedene strukturne promjene je
kompeticija polarnih glava i MCE kod stvaranja vodikovih veza s DDA. Sli¢an efekt primije¢en
je 1 u slucaju DMPC liposoma s ugradenim MCE, gdje je uocen nestanak faznog pretprijelaza
u DSC krivuljama. S obzirom na to da je struktura DDA sli¢na strukturi produkta lipidne
peroksidacije, analogno ponasanje se ofekuje 1 za strukturno slicne produkte te ukazuje na
zaStitnu ulogu flavonoida.

U slucaju MCI, povecanje elektronske gustoce izmedu sredine dvosloja i polarnih glava te
znacajno perturbiranje raspodjele fosfatnih skupina ukazuje na smjestanje MCI blize polarnim
dijelovima molekula lipida. Takva zapazanja takoder su u skladu s dosadasnjim rezultatima.
Dobiveni poloZaji MCI posljedica su postojanja Secerne skupine u strukturi koja je hidrofilna
te moze stvarati povoljne interakcije s hidrofilnim dijelovima molekule lipida. Povecanje
elektronske gusto¢e u podru¢ju izmedu sredine i polarnih skupina ukazuje na polozaj
hidrofobnih fenolnih prstenova MCI. Sli¢no ponasanje zapazeno je 1 prilikom ugradnje lijeka
2,4-dibromofenola u DPPC liposome, gdje je pri vecoj koncentraciji lijeka primije¢eno

smjestanje u blizini polarnih glava.*%®

4.3.2. Morfologija i nanomehanicka svojstva lipidnog dvosloja

AFM i FS eksperimenti provedeni su kako bi se istrazila promjena nanomehanickih svojstava

uslijed ugradnje DDA i flavonoida.
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Slika 4.3.4. AFM slike i popre¢ni presjeci DOPC dvosloja s ugradenom DDA:
A) x(DDA) = 0; B) x(DDA) = 0,05; C) x(DDA) = 0,10.

Tablica 4.3.1. Nanomehanicki parametri DOPC dvosloja s ugradenom DDA i flavonoidima.

uzorak Ra/nm E / MPa d/nm

DOPC 0,32+0,08 345+1,7 4,50+0,03
DOPC + DDA (x = 0,05) 0,38+0,06 @ 23,5+5,6 4,31+0,08
DOPC + DDA (x = 0,10) 0,46+ 0,06 21,0£1,6 4,10£0,10

DOPC + DDA (x = 0,10) + MCE (x=0,05) = 0,37+0,04 8,0+1,1  4,40+0,20

DOPC + DDA (x = 0,10) + MCI (x=0,05)  0,31+0,10 = 2,3£03  4,70+0,10

0,6
0,5
0,4

0,3

R,/ nm

0,2

0,1

DOPC DOPC + DDA DOPC + DDA DOPC + DDA (x = 0,10) DOPC + DDA (x = 0,10)
(x=0,05) (x=0,10) +MCE (x = 0,05) +MCI (x = 0,05)

Slika 4.3.5. Hrapavost povrsine DOPC lipidnog dvosloja s ugradenom DDA i flavonoidima.
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Slika 4.3.6. Youngov modul DOPC lipidnog dVOSlO_]a s ugradenom DDA 1 flavonoidima.
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Slika 4.3.7. Debljina DOPC lipidnog dvosloja s ugradenom DDA i flavonoidima.

U slu¢aju DOPC dvosloja, hrapavost povrsine iznosi Ra = (0,32 = 0,08) nm. Ugradnjom DDA
dolazi do porasta hrapavosti od 19% u slucaju manjeg mnozinskog udjela DDA te 44% u
slucaju veceg udjela DDA. Nadalje, iz popre¢nih presjeka dvosloja vidljivo je da je povrSina
DOPC homogena, dok dodatak DDA uzrokuje lokalne perturbacije i stvaranje defekata na
povrsini. Defekti su posljedica orijentiranja oksidiranih molekula lipida prema povrSini
membrane te se intenzivno istrazuju molekularnom dinamikom. U slucaju oksidacije DOPC
dvosloja, prepostavlja se da su uoceni defekti pocetak nastanka vodenih pora. U navedenim
simulacijama, nastale pore povecavale su se s vremenom, pri ¢emu je promjer najuzeg dijela
pore iznosio oko 1,5 nm.**® Nadalje, uoceno je da u zadnjim stadijima procesa formiranja pora
dolazi do medusobne interakcije metilnih skupina neoksidiranih lanaca u unutra$njosti
dvosloja. S obzirom na to da ugradnjom oksidiranog lipida dolazi do reorganizacije fosfatnih
skupina, permeabilnost membrane takoder se povecava. Poveéanje permeabilnosti membrane

uslijed ugradnje oksidiranih produkata potvrdeno je i eksperimentalno.*?* Uz poveéanje
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hrapavosti, dodatak DDA za posljedicu ima i stanjivanje membrane. Stanjivanje dvosloja
uslijed ugradnje produkta lipidne peroksidacije poznato je u literaturi. Primjerice, De Rosa i
suradnici*'® eksperimentalno su uoéili stanjivanje POPC membrane od 20% nakon ugradnje
peroksidiranog spoja, dok su slina zapaZanja dobivena i molekularnom dinamikom.*??
Stanjivanje membrane pripisuje se kretanju hidrofilnih, oksidiranih krajeva lanaca prema
vodenom mediju, odnosno polarnim glavama lipida. Kona¢no, s poveéanjem mnozinskog
udjela DDA smanjuje se Youngov modul. Moguc¢i razlog smanjenja Youngovog modula je
stvaranje agregata u membrani za koje je u literaturi zamije¢eno da se o€ituje u smanjenju
elasti¢nosti.*3

S obzirom na to da je utjecaj DDA izrazeniji pri ve¢em mnozinskom udjelu, eksperimenti s
ugradenim flavonoidima provedeni su pri ve¢em mnozinskom udjelu, x(DDA) = 0,10.
Ugradnjom MCE dolazi do povecanja hrapavosti povrSine u odnosu na kontrolni uzorak,
DOPC. U slucaju dvosloja s ugradenom DDA, povecanje hrapavosti je manje u odnosu na
uzorak s DDA bez flavonoida. Nadalje, ugradnjom MCI u DOPC uzorak s DDA, hrapavost
povrsine poprima priblizno sli¢nu vrijednost kao i kontrolni uzorak. Prema tome, flavonoidi
smanjuju promjenu hrapavosti uslijed ugradnje DDA. Ugradnja flavonoida uzrokuje i znacajan
pad Youngovog modula membrane. S obzirom na to da je u eksperimentima s DMPC pokazano
da flavonoidi agregiraju u doticaju s membranom, pretpostavlja se da u ovom slucaju takoder
dolazi do agregacije. Zbog mogucnosti stvaranja vodikovih veza izmedu DDA 1 flavonoida,
agregati flavonoida vjerojatno nastaju u blizini agregata DDA, §to uzrokuje drasti¢an pad
Youngovog modula. Kompeticija interakcije DDA s fosfatnim glavama i flavonoidima
predlozena na temelju SAXS eksperimenata potvrdena je i FS eksperimentima u kojima je
uocen smanjen utjecaj DDA na hrapavost povrsine nakon dodatka flavonoida. Simulacijama je
takoder uoceno da oksidirani lipidni produkti mogu stvarati vodikove veze s vodom,
karbonilnim skupinama i fosfatnim skupinama lipida.*?? Iz istog je razloga stanjivanje dvosloja
uzrokovano ugradnjom DDA manje izrazeno nakon dodatka flavonoida. Uz to, u slu¢aju MCI,
debljina postize vece vrijednosti u odnosu na kontrolni uzorak. Takav rezultat vjerojatno je

posljedica njegove hidrofilnosti i vezanja na povrSinu membrane.
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4.3.3. Fluidnost lipidnog dvosloja

Za istrazivanje utjecaja ugradnje DDA na fluidnost membrane, provedeni su EPR eksperimenti

te je za svaki uzorak izraCunat parametar uredenosti S.

EPR signal

DOPC

DOPC + DDA (x = 0,05) 4\

DOPC + DDA (x = 0,10)

338 340 342 344
B/ mT

346

348

Slika 4.3.8. EPR spektri DOPC liposoma s ugradenom DDA pri dva mnozinska udjela.
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340 342
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Slika 4.3.9. Slika. EPR spektri DOPC liposoma s ugradenim DDA i flavonoidima (x = 0,05):
a) DOPC + DDA (x = 0,05); b) DOPC + DDA (x = 0,10); c) DOPC + DDA (x = 0,05) + MClI;
d) DOPC + DDA (x = 0,05) + MCE; e) DOPC + DDA (x = 0,10) + MCE; f) DOPC +

DDA (x = 0,10) + MCI.
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Slika 4.3.10. Parametar uredenosti DOPC liposoma s ugradenom DDA i flavonoidima pri
razli¢itim mnozinskim udjelima.

Tablica 4.3.2. Parametri uredenosti za DOPC liposome s ugradenim flavonoidima (x = 0,05) i

DDA.
uzorak S
DOPC 0,63 +£ 0,01
DOPC + DDA (x = 0,05) 0,601 + 0,005
DOPC + DDA (x =0,10) 0,599 + 0,006

DOPC + DDA (x = 0,05) + MCE (x=0,05) = 0,631 + 0,006
DOPC + DDA (x = 0,10) + MCE (x=0,05) = 0,641 + 0,004
DOPC + DDA (x = 0,05) + MCI (x=0,05) = 0,631 + 0,006
DOPC + DDA (x = 0,10) + MCI (x=0,05) = 0,617 + 0,007

Ugradnja DDA u DOPC, prema ocekivanjima, na parametar uredenosti djeluje na analogan
nacin kao i inicirana lipidna peroksidacija. Dolazi do smanjenja parametra uredenosti, §to za
posljedicu ima povecanje fluidnosti membrane. Takvi rezultati u skladu su s dosadasnjim
zapazanjima, s obzirom na to da povecanje fluidnosti takoder moZze biti posljedica nastanka
defekata u strukturi i nastanka pora, ve¢ povezanih s poveéanjem permeabilnosti membrane.*?!
Ugradnjom flavonoida navedeni pad manje je izrazen. U slucaju oba flavonoida do znacajnije

promjene parametra uredenosti u odnosu na kontrolni uzorak dolazi pri vecoj koncentraciji
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DDA. Takva zapazanja posljedica su izrazenijih interakcija flavonoida i DDA, §to je jos jedna
potvrda kompeticije interakcije DDA s fosfatnim glavama i flavonoidima. Hidrofobniji MCE
pri veCem mnozinskom udjelu DDA uzrokuje dodatno uredenje membrane. S druge strane,
hidrofilni MCI uzrokuje smanjenje uredenosti, s obzirom na to da, zahvaljuju¢i polarnosti,

moze stvarati viSe interakcija s DDA i fosfatnim skupinama.
4.4. Lipidna peroksidacija lipida s polinezasicenom masnom kiselinom
4.4.1. Doseg lipidne peroksidacije

U sluéaju DDPC liposoma, odredena je koli¢ina lipida u uzorku prije i nakon lipidne
peroksidacije koriStenjem vezanog sustava tekuéinske kromatografije i spektrometrije masa
(engl. liquid chromatography-mass spectrometry, LC-MS). S obzirom na to da je pracena
koli¢ina lipida, koriSteni su uzorci liposoma s manjim mnozinskim udjelom ugradenih
flavonoida (x = 0,01). Primjer kromatograma i masenog spektra DDPC lipida (m/z = 878,5662)
bez ugradenih flavonoida prikazan je na slici 4.4.1. te je odredeno retencijsko vrijeme DDPC

lipida koje iznosi tr = 3,36 min.
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Slika 4.4.1. A) Kromatogram DDPC lipida prije inicirane lipidne peroksidacije, B) Maseni
spektar DDPC lipida prije lipidne peroksidacije, tr = 1,65 min i C) tr = 3,36 min.

U svrhu kvantifikacije, odredena je kalibracijska krivulja pra¢enjem odaziva detektora u

ovisnosti 0 poznatoj koncentraciji lipida.
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Slika 4.4.2. Kalibracijska krivulja DDPC lipida dobivena LC-MS tehnikom.

Dobivena kalibracijska krivulja potom je koristena za racunanje koli¢ine preostalog lipida

nakon lipidne peroksidacije u uzorcima liposoma bez i s ugradenim flavonoidima.

Tablica 4.4.1. Koli¢ina preostalog DDPC lipida odredena LC-MS tehnikom prije i nakon
inicirane lipidne peroksidacije (LP).

uzorak y/ mg dm3
prije LP nakon LP
DDPC 16,8 £0,1 9,6 £0,3
DDPC + QUE (x=0,01) = 30,2+0,8 28,7+0,9
DDPC + MCE (x=0,01) = 282+0,7 @ 27,4+0,2
DDPC + MCI (x=0,01) = 23,1+0,6 22,6+0,9
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Slika 4.4.3. Koli¢ina preostalog DDPC lipida odredena LC-MS tehnikom prije i nakon lipidne
peroksidacije (LP).
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Pocetna koncentracija lipida u DDPC liposomima bila je jednaka y = 50 mg dm=3, dok
izraCunata koncentracija preostalog DDPC lipida prije iniciranja lipidne peroksidacije iznosi
y = 16,77 mg dm=3. Prema tome, do oksidacije lipida dolazi i prije same inicijacije.
Autooksidacija uzoraka potvrdena je 1 na temelju pojave signala koji odgovara
monohidroperoksidu DDPC lipida (m/z = 910,5574, tr = 1,65 min). Takav rezultat nije
neocekivan, s obzirom na to da za LC-MS eksperimente lipidi moraju biti otopljeni, pri cemu
je kao otapalo koriSten metanol. Dodatak metanola dovodi do narusavanja globularne strukture
liposoma te su otopljene molekule lipida podloZnije oksidativnom napadu u odnosu na vezikulu
prisutnu u vodenom mediju. Prema tome, do peroksidacije dolazi i tijekom samog
eksperimenta. S obzirom na to da su svi eksperimenti provedeni pri istim uvjetima te da je
oksidacija potaknuta metanolom trajala jednako dugo u svim eksperimentima, rezultati se mogu
medusobno usporedivati. Autooksidacija lipida prisutna je i u slucaju liposoma s ugradenim
flavonoidima. U sluc¢aju ugradnje QUE, koncentracija DDPC u uzorku iznosi
y = 30,18 mg dm=3, u slu¢aju MCE y = 28,18 mg dm~3, dok je kod MCI najmanja te iznosi
y = 23,08 mg dm=3. Manji pad koncentracije lipida prije inicirane lipidne peroksidacije ukazuje
na zaStitnu ulogu sva tri flavonoida. Nakon iniciranja lipidne peroksidacije, u uzorku bez
flavonoida dolazi do pada koncentracije DDPC od 42,58%. S druge strane, promjene do kojih

dolazi u slu¢aju liposoma s ugradenim flavonoidima su zanemarive. Dobiveni rezultati ukazuju

Anja Sadzak Doktorska disertacija



§ 4. Rezultati i rasprava 115

na iznimnu zastitnu ulogu flavonoida, pri ¢emu dolazi do potpune supresije oksidacije inicirane

Fentonovom reakcijom.

4.4.2. Elektronska gustoca lipidnog dvosloja

SAXS spektri snimljeni su za DDPC liposome s ugradenim flavonoidima (x = 0,01) prije i
nakon lipidne peroksidacije.

—DDPC
0,50 a —DDPC: LP
0,15
-50 -30 -10 10 30 50
r/A

Slika 4.4.4. Profili elektronske gusto¢e DDPC liposoma prije i nakon lipidne peroksidacije.

Profil elektronske gusto¢e DDPC liposoma razlikuje se u odnosu na DOPC liposome radi
prisutnosti ve¢eg broja dvostrukih veza i duljeg lanca ugljikovih atoma. Opceniti oblik krivulje
je analogan te odgovara fosfolipidnom dvosloju. Nakon lipidne peroksidacije dolazi do
smanjenja elektronske gustoce u sredini dvosloja, §to je u suprotnosti s rezultatima dobivenima
za DOPC liposome. Takvi rezultati posljedica su nastanka drugacijih produkata i drugacijeg
sastava samog dvosloja. Izrazeno povecanje elektronske gustoce u podrucju koje odgovara
polozaju izmedu sredine dvosloja i fosfatnih skupina ukazuje na ugradnju produkata u tom

dijelu membrane. Pretpostavlja se da je takvo povecanje posljedica nastanka produkata kracih
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ugljikovodi¢nih lanaca koji posjeduju oksidiranu polarnu skupinu. Takva skupina ne moze
stvarati vodikove veze s fosfatnim skupinama lipida. 1z tog razloga ne dolazi do interakcija s
polarnim glavama lipida i1 stvaranja vodikovih veza, ve¢ se produkt zadrzava dublje u

membrani.

—DDPC + QUE —DDPC + MCE
—DDPC + QUE: LP —DDPC + MCE: LP

—DDPC + MCI
—DDPC + MCI: LP

0,22
-30 -20 -10 0 10 20 30
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Slika 4.4.5. Profili elektronske gusto¢e DDPC liposoma s ugradenim flavonoidima (x = 0,05)
prije i nakon lipidne peroksidacije.

Ugradnja sva tri flavonoida u DDPC liposome uzrokuje promjene analogne onima kod DOPC
liposoma. Dolazi do povecanja elektronske gustoée u sredini fosfolipidnog dvosloja te
zadebljanja membrane, S$to ukazuje na Cinjenicu da se i u sluc¢aju DDPC liposoma dio
flavonoida smjesta u sredi$nji dio dvosloja. Uz to, dolazi do perturbacije fosfatnih skupina.
Nakon lipidne peroksidacije DDPC liposoma s ugradenim QUE i MCE dolazi do pada
elektronske gustoce u srediSnjem dijelu dvosloja, ali je pad manje izrazen nego u slucaju
liposoma bez flavonoida, Sto ukazuje na njihovu zaStitnu ulogu. U slucaju QUE, porast
elektronske gustoce veci je u sredini dvosloja, dok je kod MCE porast primijec¢en u podrucju

izmedu sredine dvosloja i polarnih glava. Pretpostavlja se da porast elektronske gustoce
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uzrokuju oksidirani flavonoidi koji se, ovisno o hidrofobnosti, razli¢ito smjestaju u dvosloj. U

slu¢aju ugradnje MCI dolazi do pertubracije cijele lipidne membrane, $to je posljedica prisustva

dodatne Secerne skupine u strukturi.

4.4.3. Morfologija i nanomehanicka svojstva lipidnog dvosloja

Kako bi efekt ugradnje flavonoida bio izrazeniji, u AFM i FS eksperimentima koristeni su

DDPC liposomi s mnozinskim udjelom flavonoida x = 0,05.

Slika 4.4.6. Morfologija i popre¢ni presjek DDPC dvosloja s ugradenim flavonoidima
(x = 0,05) prije lipidne peroksidacije: A) DDPC; B) DDPC + QUE; C) DDPC + MCE; D)
DDPC + MCI te nakon lipidne peroksidacije: E) DDPC; F) DDPC + QUE; G) DDPC + MCE;

H) DDPC + MCI.

Tablica 4.4.2. Nanomehani¢ki parametri DDPC liposoma s ugradenim flavonoidima
(x =0,05) prije i nakon lipidne peroksidacije (LP) (n = 6).

uzorak Ra/nm E / MPa d/nm
prije LP nakon LP prije LP nakon LP prije LP nakon LP
DDPC 0,61+0,03 | 0,78 +0,03 10,0 £ 0,36 31,0£3,0 | 4,74+0,09 3,45+ 0,08
DDPC + QUE 0,62+0,05  0,29+0,04 @ 9,80 +0,60 400+0,6 | 5,54+0,20 @ 5,62+0,07
DDPC+MCE | 041+0,09 040+0,10 3,98+0,07 090+0,04 542+0,08  6,60=+0,60
DDPC + MCI 0,32+0,05  0,23+0,03 2,50+050 @ 9,10£0,50 4,19+£0,16 4,45+0,50
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Slika 4.4.7. Hrapavost povrsine DDPC lipidnog dvosloja uslijed ugradnje flavonoida
(x=0,05) i inducirane lipidne peroksidacije.
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Slika 4.4.8. Youngov modul DDPC lipidnog dvosloja uslijed ugradnje flavonoida (x = 0,05) i
inducirane lipidne peroksidacije.
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Slika 4.4.9. Debljina DDPC lipidnog dvosloja uslijed ugradnje flavonoida (x = 0,05) i
inducirane lipidne peroksidacije.

Na temelju dobivenih rezultata, vidljivo je da se hrapavost povrsine ugradnjom QUE znacajno
ne mijenja, dok do blagog pada dolazi ugradnjom MCE i MCI. Takva zapaZzanja razlikuju se
od rezultata dobivenih koriStenjem DOPC lipida. Na hrapavost povrsine dvosloja znacajno
utjece 1 struktura lipida. Hrapavost povrsine DOPC dvosloja bez ugradenih flavonoida znatno
je manja (Ra = (0,060 = 0,008) nm) u odnosu na hrapavost DDPC dvosloja (Ra = 0,61 + 0,03)
nm, §to ukazuje na razliito pakiranje molekula lipida u dvosloj. Razlika u pakiranju vjerojatno
je posljedica postojanja velikog broja dvostrukih veza u DDPC lipidu. Prema tome,
pretpostavlja se 1 da ¢e promjene nanomehani¢kih parametara uslijed ugradnje 1 lipidne
peroksidacije biti drugacije. Uslijed lipidne peroksidacije dolazi do povecanja hrapavosti
DDPC dvosloja, $to ukazuje na fragmentaciju i narusavanje uredene strukture dvosloja. Razlika
u hrapavosti manje je izraZzena nego u slucaju DOPC liposoma te se pretpostavlja da je to
posljedica deset puta vece hrapavosti DDPC dvosloja u odnosu na DOPC pa daljnje naruSavanje
strukture nema toliko izrazen utjecaj na hrapavost povrSine. Nakon peroksidacije DDPC
dvosloja s ugradenim flavonoidima, kod QUE 1 MCI dolazi do smanjenja hrapavosti, dok se
kod MCE hrapavost zna¢ajno ne mijenja. Pretpostavlja se da je smanjenje hrapavosti posljedica
interakcije produkata oksidacije flavonoida s lipidima u dvosloju. Navedeni rezultati ukazuju
na ocuvanje integriteta membrane u slucaju ugradenih flavonoida.

Lipidnom peroksidacijom DDPC dvosloja, kao i u slu¢aju DOPC, dolazi do povecanja

Youngovog modula koje je posljedica interakcije produkata lipidne peroksidacije i dvosloja.
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Prilikom ugradnje flavonoida dolazi do smanjenja elasticnosti membrane. S obzirom na to da
je smanjenje Youngovog modula uoceno i u istrazivanjima provedenima na dvosloju s
ugradenim modelnim produktom peroksidacije, pretpostavlja se da i u ovom sluc¢aju dolazi do
agregacije flavonoida unutar dvosloja. Dodatan pad Youngovog modula javlja se nakon lipidne
peroksidacije u slu¢aju QUE i MCE. Smanjenje elasti¢nosti dvosloja potencijalno ukazuje na
agregaciju produkata u blizini flavonoida i njihovih oksidiranih oblika. Agregacija produkata
smanjuje njihovu dostupnost za interakciju s fosfatnim skupinama lipida. Analogna kompeticija
interakcija uocena je i u slu¢aju DOPC dvosloja s ugradenom DDA. Pad elasti¢nosti dvosloja
ukazuje na smanjeno naruSavanje integriteta membrane. U slu¢aju MCI, Youngov modul
poprima sli¢ne vrijednosti kao i DDPC bez ugradenih flavonoida, §to ukazuje na narusavanje
nastalih agregata MCI uslijed njegove oksidacije.

Debljina DDPC dvosloja bez ugradenih flavonoida smanjuje se nakon lipidne peroksidacije.
Stanjenje membrane vjerojatno je posljedica pucanja ugljikovodic¢nih lanaca uslijed oksidacije
i nastanka karbonilnih i karboksilnih produkata koji mogu tvoriti vodikove veze ukoliko se dva
sloja lipidnih molekula medusobno priblize. Navedeni efekt nije uocen u slu¢aju DOPC
dvosloja jer je poznato da kod zasi¢enijih lipida ugljikovodi¢ni lanci posjeduju vecu slobodu
torzijskih gibanja, $to uzrokuje interakciju oksidiranih krajeva lanaca s polarnim glavama istog
monosloja.*'® Ugradnjom flavonoida ne dolazi do stanjenja membrane uslijed lipidne

peroksidacije, Sto ukazuje na odustnost oksidiranih lanaca.

4.4.4. Kvantifikacija reaktivnih vrsta tiobarbiturne kiseline

Za kvantitativno odredivanje produkata lipidne peroksidacije koriStena je metoda
spektrofotometrijskog odredivanja reaktivnih vrsta tiobarbiturne kiseline (engl. thiobarbituric
acid reactive substances, TBARS). Malondialdehid (MDA) je jedan od najistrazivanijih
produkata lipidne peroksidacije. Kao prekursor MDA koristen je 1,1,3,3-tetraetoksipropan
(TEP) iz kojeg MDA nastaje u jednakom stehiometrijskom omjeru. Prema tome, moze se
pretpostaviti da je koncentracija MDA jednaka koncentraciji TEP-a. Reakcijom s tiobarbiturom
kiselinom (TBA) nastaje ruzicasto obojeni kompleks koji u UV-Vis spektru ima maksimum pri
A =533 nm (slika 4.4.10).
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Slika 4.4.10. UV-Vis spektar kompleksa MDA-TBA, | =1 cm, § = 25 °C.
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Slika 4.4.11. Bazdarni pravac MDA-TBA kompleksa; 2 =533 nm, | =1 cm, $ =25 °C.

Iz bazdarnog pravca odreden je molarni apsorpcijski koeficijent kompleksa MDA-TBA,
¢ = 155400 mol-* dm® cm?, koji je u dobrom slaganju s literaturnim vrijednostima.*2*

Nakon iniciranja lipidne peroksidacije, odredena je koli¢ina nastalog MDA-TBA
kompleksa u razli¢itim vremenima reakcija. Zakljuceno je da je optimalno vrijeme reakcije
t = 10 min, s obzirom na to da nakon duljeg vremena dolazi do oksidacije MDA u malonsku
kiselinu, Sto onemogucava daljnje vezanje s TBA. Za navedene eksperimente, pripravljeni su

DDPC liposomi s ve¢im udjelom flavonoida (X = 0,05) kako bi se postigao ve¢i odziv. MDA
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nije jedini spoj koji reagira s TBA, pri ¢emu nastaje kompleks koji apsorbira na navedenoj
valnoj duljini.®® Primjerice, TBA moze reagirati i s djelomi¢no oksidiranim lancima lipida. Iz
tog razloga treba imati na umu da koncentracija MDA izraCunata iz bazdarnog pravca ne
predstavlja nuzno stvarnu koncentraciju, ve¢ joj je proporcionalna, uz ocekivanja da su
navedena odstupanja mala. 1z tog se razloga dobivene koncentracije MDA promatraju kao
ekvivalenti MDA.

Tablica 4.4.3. Koncentracija nastalog MDA tijekom lipidne peroksidacije DDPC liposoma
s ugradenim flavonoidima.

uzorak 108 -c(MDA) / mol dm3
DDPC 2,53
DDPC + QUE 0,55
DDPC + MCE 1,89
DDPC + MCI 1,02
3
2,5
£ 2
©
©
E 1,5
<
o
= 1
o
=
0’5 .
0
DDPC DDPC + QUE DDPC + MCE DDPC + MCI

Slika 4.4.12. Koncentracija nastalog MDA tijekom lipidne peroksidacije DDPC liposoma s
ugradenim flavonoidima u odnosu na uzorak DDPC liposoma bez ugradenih flavonoida.

1z rezultata je vidljivo da nakon inicirane lipidne peroksidacije svi flavonoidi pokazuju zaStitnu
ulogu. Dodatkom QUE dolazi do nastanka najmanje kolicine MDA, pri ¢emu nastaje samo
21,55% koli¢ine u odnosu na DDPC bez ugradenih flavonoida. U slu¢aju MCE nastaje 74,9%
MDA, dok je u slu¢aju MCI taj postotak manji te iznosi 40,5%. Zastitna uloga flavonoida u
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slu¢aju DPPC razlikuje se od rezultata dobivenih koristenjem DOPC liposoma. Moguc¢i razlog
je razlika u strukturi lipida, $to za posljedicu ima i drugacije smjestanje flavonoida u membrani.
Uz to, u slu¢aju DOPC liposoma pracene su strukturne promjene kao posljedica lipidne
peroksidacije, dok je TBARS metodom izravno prac¢ena koli¢ina nastalih produkata. Produkti
koji nastaju peroksidacijom DOPC i DDPC liposoma su razli¢iti te su samo jedan od faktora
koji utjecu na strukturna i morfoloska svojstva membrane.

Uz kvantifikaciju nastalog produkta, promatrana je i kinetika reakcije lipidne peroksidacije.
Inkubacija suspenzije liposoma s TBA zapoceta je u razliitim vremenima lipidne

peroksidacije, pri ¢emu je vrijeme inkubacije jednako za svaki uzorak.
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Slika 4.4.13. Vremenska ovisnost koncentracije nastalog MDA tijekom lipidne peroksidacije
DDPC liposoma, 4 = 25 °C.
Dobiveni eksperimentalni podaci mogu se opisati sigmoidalnom krivuljom. Takav oblik
krivulje lipidne peroksidacije eksperimentalno je zabiljeZen u literaturi.*?® Sigmoidalna krivulja
karakterizira mehanizam koji se sastoji od dvije uzastopne autokataliticke reakcije.

U koraku inicijacije, lipid reagira s molekularnih kisikom pri ¢emu nastaje lipidni radikal.

k
L+0,- L- (44.1)

Nastali radikal L- u koraku propagacije reagira s drugom molekulom kisika generirajuéi

hidroperoksidni radikal koji u nastavku reakcije daje lipidni radikal i lipidni hidroperoksid

k LH
L-+0,5L00 > LOOH + L-. (4.4.2)
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Raspadom lipidnog hidroperoksida nastaje MDA. Prema tome, jednadZzba ukupne reakcije glasi

ky
L-+0,+LH->MDA+L-. (4.4.3)
Zakoni brzina reakcija jednaki su
de(L)
pranke k,c(0,) (4.4.4)
dc(O
C(lt 2) = _k1C(02) - sz(L )C(Oz) (445)

Supstituiranjem, rjeSavanjem sustava dvije jednadzbe s dvije nepoznanice i integriranjem po

vremenu, dobiva se izraz koji opisuje vremensku promjenu koncentracije lipidnog radikala

dc(L )
dt

= —k,c(L") — %CZ(L ) + A. (4.4.6.)

Uz pretpostavku da je u t = 0 koncentracija lipidnog radikala jednaka nuli i uvrStavanjem u

diferencijalnu jednadzbu 1. reda, izraz (4.4.6.) postaje

dco(l: 2 k1o(02) —kic(L-) - %CZ(L ). (44.7)

Rjesavanjem diferencijalne jednadzbe (4.4.7.), dobiva se izraz

X2 (X1 — X3)

_g(xl_xZ)t’ (4.4.8.)
Xy — Xs€,

c(L)=x,+

gdje je

k1|4 8k
Y2 =7 Ey k_§+k_260( 2)- (4.4.9)

Izraz (4.4.8.) opisuje krivulju sigmoidalnog oblika. Treba napomenuti da koncentracija lipidnog

radikala nije jednaka koncentraciji MDA pracenoj spektrofotometrijski. Medutim, TBA, osim
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s MDA, moze reagirati i s lipidnim radikalima nastalim tijekom peroksidacije.*® 1z tog se
razloga ocCekuje da ¢e i1 koncentracija ekvivalenata MDA pratiti sigmoidalnu ovisnost.

Analogni eksperimenti provedeni su i za liposome s ugradenim flavonoidima.
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Slika 4.4.14. VVremenska ovisnost koncentracije nastalog MDA tijekom lipidne peroksidacije
DDPC liposoma prije i nakon ugradnje flavonoida, 3 = 25 °C.

Iz prikazanih krivulja vidljivo je da lipidna peroksidacija ne prati isti mehanizam kao prije
ugradnje flavonoida, ve¢ da dolazi do inhibicije reakcije, pri ¢emu je koli¢ina nastalog produkta
priblizno jednaka u cijelom vremenskom rasponu. Koli¢ina nastalog produkta u prisutnosti
flavonoida manja je u odnosu na koli¢inu nastalu peroksidacija DDPC liposoma bez ugradenih

flavonoida, $to ukazuje na njihovu zastitnu ulogu.

4.5. Nestabilnost flavonoida u fizioloSkim uvjetima

4.5.1. Efikasnost uklanjanja radikala

Vecina istrazivanja antioksidativne aktivnosti flavonoida provedena je u uljima, emulzijama 1
lipoproteinima niske gustoée, pri ¢emu se, ovisno o koristenom mediju, rezultati razlikuju.*?64%’
Primjerice, MCE je pokazao vec¢u antioksidativnu aktivnost od QUE u istrazivanju oksidativnih
procesa u ulju, dok je obrnuti efekt primijeCen u liposomima pripravljenim od ribljih

fosfolipida.*?®4%° S obzirom na to da se antioksidativna aktivnost QUE, MCE i MCI temelji na
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sposobnosti uklanjanja radikala, EPR eksperimentima odredena je koli¢ina radikala koju
pojedini flavonoid moze ukloniti u odredenom vremenskom periodu. Signal u EPR spektru
potjece od DPPH radikala te se dodatkom flavonoida u vremenu intenzitet signala smanjuje,

ovisno o efikasnosti uklanjanja radikala pojedinog flavonoida.
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Slika 4.5.1. Vremenska ovisnost normiranog intenziteta EPR signala DPPH radikala za sva tri
flavonoida.

S obzirom na to da nakon 20 minuta snimanja integrirani EPR intenziteti postiZzu stalnu

vrijednost, usporedena je efikanost uklanjanja radikala pojedinih flavonoida u t = 1200 s.

Tablica 4.5.1. Normirani intenziteti EPR signala u trenutku t = 1200 s za sva tri flavonoida.

uzorak In/%
QUE 59,0+ 0,9
MCE 17,7+0,9
MCI 32,9+0,4
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Slika 4.5.2. Normirani intenziteti EPR signala u trenutku t = 1200 s za sva tri flavonoida.

1z rezultata je vidljivo da MCE uklanja najvecu koli¢inu radikala, odnosno pokazuje najjacu
antioksidativnu aktivnost. Najslabiju antioksidativnu aktivnost posjeduje QUE. Takav rezultat
u skladu je s o¢ekivanjima, s obzirom na to da MCE i MCI posjeduju jednu hidroksilnu skupinu
vise u odnosu na QUE. Izravno uklanjanje radikala pripisuje se postojanju hidroksilnih skupina
u strukturi flavonoida te su u pravilu bolji antioksidansi spojevi koji posjeduju veci broj
hidroksilnih skupina.'®® Seéerna skupina u strukturi MCI ne sudjeluje izravno u uklanjanju
radikala te su ovi rezultati u skladu s literaturnim podacima prema kojima flavonoidi u svojoj
glikoziliranoj formi pokazuju slabiju antioksidativnu aktivnost u odnosu na aglikonsku
formu.® S druge strane, Seéerna je skupina klju¢na za pozicioniranje flavonoida unutar
membrane. Ovi rezultati jo$ su jedna potvrda da antioksidativna aktivnost spojeva ugradenih u
membranu ovisi 0 njihovom smjestaju unutar dvosloja te se ne moze predvidjeti samo na
temelju sposobnosti izravnog uklanjanja radikala u otopini. Razlika u antioksidativnoj
aktivnosti koja se javlja u odnosu na eksperimente s liposomima posljedica je i razli¢itog
mehanizma antioksidativnog djelovanja. Osim direktnog uklanjanja, poznato je da flavonoidi
membranu S§tite 1 stvaranjem kelatnih kompleksa s metalnim ionima koriStenima u Fentonovoj

reakciji za iniciranje lipidne peroksidacije.?!®

4.5.2. Kinetika raspada kvercetina

Flavonoidi su u vodenim otopinama nestabilni, $to rezultira njihovim raspadom, odnosno
smanjenjem koncentracije. Za velik broj flavonoida potvrdeno je da njihov raspad prati kinetiku
prvog reda.*94! U slu¢aju QUE, raspad ukljuéuje oksidaciju, hidroksilaciju i uklanjanje

rstenova u strukturi.**34% U literaturi je predlozeno nekoliko razli¢itih mehanizama raspada
p jep p

Anja Sadzak Doktorska disertacija



§ 4. Rezultati i rasprava 128

QUE. Primjerice, Zhou i suradnici*** uo¢ili su da tijekom elektrokemijskog raspada QUE,
nakon hidroksilacije na C2 polozaju moze do¢i do pucanja O1-C2, C2—-C3 ili C3—-C4 veze i
posljedi¢nog otvaranja prstena. U slu¢aju raspada QUE predlozen je velik broj meduprodukata.
Brown i suradnici*® koristili su izotopno obiljezen kisik za istrazivanje raspada QUE te
predlozili nastanak oksohidroperoksidnog meduprodukta nakon ¢ega slijedi nukleofilni napad
na ugljikov atom na polozaju C4. U literaturi je poznat velik broj istrazivanja raspada QUE u
razli¢itim uvjetima te uz razli¢ite nacine inicijacije, ukljucujuéi radiolizu**®, kataliticke®’ i
fotoinducirane reakcije.**® U ovom radu, s obzirom na to da se radi o autooksidaciji QUE pri

fizioloskoj temperaturi i pH-vrijednosti, ocekuje se jednostavniji mehanizam.

230 280 330 380 430 480
A/ nm

230 280 330 380 430 480 530 580
A/ nm

Slika 4.5.3. Kinetika raspada QUE (c = 4-10~° mol dm=3) u puferiranoj fiziologkoj otopini
(pH =7,4) tijekom A) prvih 24 h, B) preostalih 26 h; I =1 cm, 3= 37 °C.
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S obzirom na to da je oksidacija kvercetina provedena u sustavu zasi¢enom kisikom, moze se
pretpostaviti je koncentracija kisika stalna i mnogo veca u odnosu na koncentraciju kvercetina.
Prema tome, raspad se moze opisati modelom kinetike pseudo-prvog reda. Iz spektara se moze
uociti da dolazi do smanjenja apsorbancija vrpce pri A = 377 nm. Nakon duljeg vremena,
t =24 h, dolazi do potpunog pomaka maksimuma prema nizim valnim duljinama. Pojavljivanje
novih maksimuma pri 2 =290 nmi 4 =254 nm u skladu je s literaturom te je indikacija raspada
B i C prstenova.*** Porast apsorbancije na nizim valnim duljinama tipi¢an je za adukte s
molekulom vode. Pretpostavlja se da kinetiku reakcije odreduje jednoelektronska oksidacija
aniona kvercetina, nakon koje slijedi reakcija disproporcioniranja radikala i adicija vode na
nastale kinone.**® 1z dobivenih rezultata vidljivo je da se reakcija odvija u dva koraka.
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Slika 4.5.4. Koncentracijski profili reaktanta (R), meduprodukta (MP) i produkta (P) reakcije
raspada QUE (c = 4-10~° mol dm~3) u puferiranoj fizioloskoj otopini (pH = 7,4) pri $ = 37 °C.

Na slici 4.5.4. prikazani su koncentracijski profili reaktanta, meduprodukta i produkta reakcije
raspada QUE te krivulje koriStene za opis eksperimentalno dobivenih podataka.
Eksperimentalni podaci pokazuju dobro slaganje s modelom kinetike pseudo-prvog reda.

Pretpostavlja se da je meduprodukt u ovom slu¢aju kinon s adiranom vodom.
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Slika 4.5.5. Predlozeni meduprodukt reakcije raspada QUE u puferiranoj fizioloskoj otopini
(pH=17,4).

Iz koncentracijskog profila reaktanata odreden je koeficijent brzine prvog koraka reakcije
koji iznosi ki = (3,84 + 0,05)-10° min, pri ¢emu vrijeme polureakcije iznosi
t. = (180,5 + 2,4) min. Sli¢an koeficijent brzine reakcije dobili su i El Hajji i suradnici®® pri
usporedivim uvjetima (k = (3,45 + 0,02)-10-® min-1). Koeficijent brzine drugog koraka nije bilo
moguce uto¢niti jer se koncentracija produkta nakon t = 50 h i dalje linearno mijenja. 1z tog
razloga postoji zavisnost izmedu apsolutnih vrijednosti molarnih apsorpcijskih koeficijenata i
koeficijenta brzine reakcije te Sirok raspon koeficijenata podjednako dobro opisuje
eksperimentalne podatke. Procijenjen je red veliine koeficijenta brzine drugog koraka koji
iznosi ko = 10~ min~t. Uz koeficijente brzine, procijenjeni su i karakteristi¢ni spektri svakog

sudionika reakcije.
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Slika 4.5.6. Karakteristi¢ni spektri reaktanta (R), meduprodukta (MP) i produkta (P) reakcije
raspada QUE (c = 4-10° mol dm~3) u puferiranoj fizioloskoj otopini (pH = 7,4); | = 1 cm,
9=237°C.
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Iz karakteristi¢nog spektra produkta, koji ima dugacak rep i oblik sli¢an funkciji rasprsenja,
moze se zakljuciti da, uz nastajanje produkta, dolazi i do njegove precipitacije, koja uzrokuje
rasprSenje ultraljubiastog zraCenja. Navedeno takoder moze uzrokovati poteskoce u
odredivanju koeficijenta brzine drugog koraka reakcije raspada kvercetina. Uz to, u literaturi je
uoceno 1 da tijekom duljeg vremena dolazi do daljnjeg sporog raspada konacnih produkata
oksidacije, poli(hidroksibenzojevih) kiselina, pri ¢emu nastaju fenolne karboksilne kiseline

manje molekulske mase.**

4.5.3. Kinetika raspada miricetina

Kinetika raspada MCE u literaturi je manje istraZivana u odnosu na kinetiku raspada QUE. S
obzirom na to da je jedina strukturna razlika jedna hidroksilna skupina, pretpostavlja se da
tijekom raspada MCE dolazi do procesa analognih onima pri raspadu QUE. Lin i suradnici*
proucavali su metabolizam MCE u $takorima. Uoceno je da, nakon unosa MCE, dolazi do
metilacije, glukuronidacije i pucanja fenolnog prstena. Neki od identificiranih produkata su

3,4,5-trihidroksifeniloctena kiselina, MCE monoglukuronid te viSestruko metilirani MCE.
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Slika 4.5.7. Kinetika raspada MCE (c = 4-10~° mol dm~3) u puferiranoj fizioloskoj otopini
(pH = 7,4) tijekom A) prvih 24 h, B) preostalih 26 h pri 9 = 37 °C.

Na slici 4.5.7 prikazana ja vremenska ovisnost spektara MCE. Kao i slu¢aju raspada QUE, i

raspad MCE odvija se u dva koraka, na $to ukazuje pomak izosbesti¢ke toc¢ke u spektrima.
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Slika 4.5.8. Koncentracijski profili reaktanta (R), meduprodukta (MP) i produkta (P) reakcije
raspada MCE (c = 4-10~° mol dm~2) u puferiranoj fizioloskoj otopini (pH = 7,4) pri $ = 37 °C.

Eksperimentalni podaci mogu se opisati modelom kinetike pseudo-prvog reda, $to je u skladu
s literaturnim podacima.**? Uz to, iz rezultata je vidljivo da je oksidacija MCE znatno brza u
odnosu na oksidaciju QUE. Yao i suradnici**® pratili su raspad MCE pri razli¢itim pH-
vrijednostima, no koeficijent brzine raspada uspjesno su odredili samo u kiselim uvjetima, dok
je pri pH = 7,4 raspad bio prebrz za detekciju. Nadalje, Cai i suradnici®’ pratili su
antioksidativno djelovanje velikog broja flavonoida. lako MCE posjeduje jednu hidroksilnu
skupinu vise u odnosu na QUE te je za oCekivati da ¢e njegovo antioksidativno djelovanje biti
izrazenije, takvi rezultati nisu dobiveni. Slabija antioksidativna aktivnost pripisana je upravo
nestabilnosti i brzom raspadu MCE te se pretpostavlja da je do raspada doslo tijekom samog
mjerenja, Sto je onemogucilo precizno odredivanje antioksidativnog djelovanja. Chobot i

suradnici**

pulsnom su voltammetrijom takoder zakljuc¢ili da hidroksilacija B prstena
omogucava brzu oksidaciju MCE u odnosu na flavonoide s manjim stupnjem hidroksilacije.
Kona¢no, Zhu i suradnici*®® istraZivali su stabilnost flavonoida pri pH = 7,4 te zakljucili da je
MCE mnogo nestabilniji od QUE, pri ¢emu do potpunog raspada MCE dolazi nakon t = 1 h,
dok se u istom periodu raspadne samo 20% QUE. Na slici 4.5.8. vidljivo je da i u nasim
mjerenjima u usporedivom vremenskom periodu koncentracija reaktanta pada na 0. Odreden je

koeficijent brzine prvog koraka reakcije te iznosi ki = (6,0 £ 0,2)-102 min™t, uz vrijeme

polureakcije t, = (11,5 + 0,3) min. S obzirom na to da je cijeli raspad znatno brzi u odnosu na
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QUIE, bilo je moguce odrediti i koeficijent brzine drugog koraka reakcije koji iznosi k> = (3,69
+ 0,07)-10°2 min! (t, = (187,8 + 3,6) min). Ovakvi rezultati u skladu su s dobivenom
efikasnosti uklanjanja radikala, gdje je MCE u jednakom vremenu uklonio ve¢u koli¢inu

radikala u odnosu na QUE.
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Slika 4.5.9. Karakteristi¢ni spektri reaktanta (R), meduprodukta (MP) i1 produkta (P) reakcije
raspada MCE (c = 4-10~° mol dm~2) u puferiranoj fizioloskoj otopini (pH = 7,4); I = 1 cm,
$=237°C.

Iz karakteristi¢nih spektara vidljivo je da do porasta apsorbancije pri 4 = 500 nm koji se u
slu¢aju QUE javlja kod produkta, kod MCE dolazi ve¢ kod meduprodukta. Na temelju tog,
postoji moguénost da je meduprodukt MCE analogan produktu QUE koji se dalje raspada.

4.5.4. Kinetika raspada miricitrina

Raspad MCI najmanje je istrazivan od svih koristenih flavonoida. Yokomizo i Moriwaki®* u
sklopu istrazivanja antioksidativne aktivnosti MCI istrazili su i stabilnost pri razli¢itim pH-
vrijednostima. Sli¢no kao i njegova aglikonska struktura MCE, i MCI se pokazao stabilnim pri
nizim pH-vrijednostima, dok u blago luznatim uvjetima (pH = 7,4-8,5) dolazi do raspada.

Medutim, pokazano je i da produkti raspada takoder pokazuju antioksidativno djelovanje, §to
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je klju¢no za primjenu MCI u biomedicini. Opéenito je uoceno da je antioksidativno djelovanje

MCI slabije u odnosu na MCE.*4®
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Slika 4.5.10. Kinetika raspada MCI (c = 4-10-° mol dm=3) u puferiranoj fizioloskoj otopini
(pH=7,4);1=1cm, 3=237°C.

1,2 e R

c/c

0 500 1000 1500 2000 2500 3000

t/ min

Slika 4.5.11. Koncentracijski profili reaktanta (R), meduprodukta (MP) i produkta (P) reakcije
raspada MCE (¢ = 4-10~° mol dm~®) u puferiranoj fiziologkoj otopini (pH = 7,4) pri $ = 37 °C.
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Iz vremenske ovisnosti spektara MCI vidljivo je da su promjene manje izrazene u odnosu na
QUE i1 MCI. Eksperimentalni podaci, kao i u slucaju preostala dva flavonoida, prate model
kinetike pseudo-prvog reda. Koeficijent brzine prvog koraka raspada MCI iznosi
ki = (2,19 + 0,07)-10~3 min%, pri ¢emu je vrijeme poluraspada t,, = (316,5 + 10,1) min. Prvi
korak raspada MCI najsporiji je od sva tri promatrana flavonoida. Pretpostavlja se da je uzrok
sporijeg raspada prisutnost Se¢erne skupine koja za posljedicu ima povecanje energije
hidratacije u odnosu na aglikonski oblik MCE. Usporedbom s mjerenjima efikasnosti
uklanjanja radikala QUE i MCI, vidljivo je da dolazi do odstupanja u rezultatima, odnosno
MCI, iako ucinkovitiji antioksidans od QUE u etanolu, pokazuje sporiju oksidaciju u
puferiranoj fizioloSkoj otopini. Prema tome, izbor otapala znatno utjee na sam proces
oksidacije. Pretpostavlja se da je solvatacijsku sferu MCI lakse narusiti u nepolarnom otapalu
te je samim time doprinos energije solvatacije manje izrazen. Takoder postoji moguénost da
Secerna skupina na MClI stvara vodikove veze s nitro-skupinama DPPH te na taj na¢in smanjuje

energiju aktivacije za uklanjanje radikala.
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Slika 4.5.12. Karakteristi¢ni spektri reaktanta (R), meduprodukta (MP) i produkta (P) reakcije
raspada MCI (¢ = 4-10~° mol dm~3) u puferiranoj fizioloskoj otopini (pH = 7,4) pri 3 = 37 °C.

Iz karakteristicnih spektara vidljivo je da u prvom koraku dolazi do smanjenja intenziteta

signala u rasponu valnih duljina A = (300—430) nm, dok u drugom koraku dolazi do povecanja
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intenziteta pri svim valnim duljinama. Kao i u slu¢aju QUE, javlja se rep u spektru produkta

karakteristiCan za rasprsSenje zracenja.
4.6. Sinteza i karakterizacija nanonosaca

Nanocestice magnetita sintetizirane su solvotermalnom metodom. Prosje¢na dobivena masa po

sintezi iznosi m = (230 £ 12) mg. Flavonoidi su u nanocestice ugradeni metodom adsorpcije.

Slika 4.6.1. Slika sintetiziranih nanod&estica.

4.6.1. Rendgenska difrakcija na polikristalnom uzorku

U svrhu identifikacije, snimljen je difraktogram praha sintetiziranih nanocestica.

Eksperimentalno dobiven difraktogram praha usporeden je s difraktogramom izra¢unatim iz

447

poznate strukture koriStenjem programa Mercury™*’, ¢ime je potvrdeno da se radi o magnetitu.
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Slika 4.6.2. Usporedba eksperimentalno dobivenog difraktograma s difraktogramom
izraCunatim iz poznate strukture magnetita.

Karakteristi¢ni difrakcijski maksimumi javljaju se pri 260 = 30,205°, 26 = 35,515° 1 20 = 43,325°
te odgovaraju kristalnim plohama (220), (311) i (400). Dobiveni rezultati ukazuju na strukturu
inverznog spinela koja karakterizira magnetit.**3 U strukturi, 0>~ ioni tvore plo§no centriranu
kubiénu resetku, dok Zeljezovi kationi zauzimaju intersticijska mjesta. Polovica Fe®*" iona
smjesta se u tetraedarske Supljine, dok se preostali Fe** i Fe?* ioni smjestaju u oktaedarske
Supljine. Jedini¢na ¢elija sastoji se od 32 O% iona s duljinom jedini¢ne ¢elije a = 8,389 A .49
Velicina kristalita odredena je primjenom Scherrerove jednadzbe na difrakcijski maksimum pri
260 = 35,515° koji je aproksimiran Lorentzovom funkcijom, u svrhu odredivanja parametara

Scherrerove jednadzbe. IzraCunati srednji promjer kristalita iznosi Dp = (27,83 + 0,45) nm.

4.6.2. Infracrvena spektroskopija

Infracrvena spektroskopija koriStena je za karakterizaciju funkcionalnih skupina sintetiziranih

nanocestica magnetita. Dobiveni spektar prikazan je na slici 4.6.3. Asignacija vrpci provedena

je na temelju literaturno poznatih spektara nanocestica magnetita.**°
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Slika 4.6.3. Infracrveni spektar sintetiziranih nanocestica magnetita.

Vrpca na valnom broju ¥ = 3451 cm™! odgovara istezanjima hidroksilne skupine te potvrduje
prisutnost PEG-a u strukturi®®!, odnosno uspjesnu funkcionalizaciju. Ostre vrpce pri
v = 2922 cm™, ¥ = 2853 cm™ te vrpca pri v = 1463 cm™ odgovaraju antisimetri¢nom i
simetri¢nom istezanju —CH> skupine i savijanju hidrofobnog lanca PEG-a. Prisutnost PEG-a
potvrdena je i vrpcama u rasponu 1300-1700 cm~ koje odgovaraju —O—CH istezanju , —OH
istezanju te eterskom C—O—-C istezanju.**? Vrpce pri v = 583 cm~ i ¥ = 399 cm™! odgovaraju
simetricnom Fe—O istezanju. IR spektroskopijom potvrdena je uspjesna funkcionalizacija

PEG-om.
4.6.3. Mikroskopijske metode

U svrhu daljnje karakterizacije, odnosno istraZivanja veli¢ine 1 morfologije sintetiziranih
nanocestica, koriStene su tri mikroskopijske metode, pretrazna elektronska mikroskopija (engl.
scanning electron microscopy, SEM), transmisijska elektronska mikroskopija (engl.
transmission electron microscopy, TEM) i mikroskopija atomskih sila (engl. atomic force

microscopy, AFM).
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Slika 4.6.4. A) SEM mikrograf sintetiziranih nanocestica; B) histogram veli¢ina dobiven
analizom SEM mikrografa (n = 250).

Slika 4.6.5. A) TEM mikrograf sintetiziranih nanocestica; B) AFM amplitudni prikaz
sintetiziranih nanocestica.

Sintetizirane nanocestice su sfernog oblika te se uo¢ava da, unato¢ funkcionalizaciji, dolazi do
agregacije. Agregacija je posljedica elektrostatskih i magnetskih interakcija izmedu Cestica. 1z
histograma veli¢ina vidljivo je da je najveci broj nanoCestica promjera d =~ 100 nm, dok je
srednja veli¢ina dobivena TEM eksperimentima d = (96 + 10) nm, $to je u dobrom slaganju.
AFM eksperimentima odredena je hrapavost nanoCestica koja iznosi Ra = (11 + 2) nm, §to
sugerira da se lanci PEG-a ne smjestaju linearno duz &estice, ve¢ dolazi do uvijanja lanaca.*>
AFM eksperimentima takoder je uo€eno da sintetizirane nanocestice agregiraju u klastere, pri

¢emu su strukture unutar klastera promjera d = (15-35) nm, $to priblizno odgovara i veli¢ini

kristalita dobivenoj iz difraktograma praha.
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4.6.4. Magnetska svojstva

Magnetska svojstva sintetiziranih nanocestica odredena su magnetskim mjerenjima.

20

-10000 -5000 5000 10000

-20 H / Oe

-60

Slika 4.6.6. Krivulja magnetizacije sintetiziranih nanocestica magnetita.

Odredivanje krivulje magnetizacije podrazumijeva pracenje ovisnosti magnetizacije o
primijenjenom vanjskom magnetskom polju te se iz njenog oblika mogu odrediti magnetska
svojstva materijala. PovrSina koju krivulja u suprotnom smjeru zatvara s krivuljom koja
odgovara povecanju magnetskog polja ukazuje na histerezu koja govori o koli¢ini magnetske
energije pohranjene u materijalu. Prema tome, kod superparamagneti¢nih materijala ocekuje se
izostanak histereze. Mjerenjima je dobivena sigmoidalna krivulja tipina za
superparamagnetske materijale, pri ¢emu magnetizacija ovisi 0 1znosu primijenjenog
magnetskog polja, ali ne i 0 njegovom smjeru. Histereza koja se javlja je zanemarivo malai u
skladu s literaturnim podacima za superparamagnetske nanodestice.*>34%* Odredena je
magnetizacija zasi¢enja koja iznosi ms = 51 emu g'. Magnetska mjerenja potvrdila su
superparamagneti¢nost sintetiziranih nanocestica i mogucénost koristenja magnetskog polja za

kontrolu otpustanja flavonoida iz nanonosaca.
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4.6.5. Agregacija nanocestica u mediju

Eksperimenti dinamickog rasprsenja svjetlosti (engl. dynamic light scattering, DLS) provedeni
su za ispitivanje stabilnosti sintetiziranih nanocestica u puferiranoj fizioloskoj otopini
(pH = 7,4). U tu je svrhu mjeren hidrodinamicki promjer kroz vremenski period od t = 26 h

kako bi se ispitala stabilnost

Tablica 4.6.1. Vremenska ovisnost hidrodinami¢kog promjera sintetiziranih nanocestica
magnetita (y = 0,1 g dm~3) u puferiranoj fizioloskoj otopini (pH = 7,4) pri $ = 25 °C.

t/h dn / nm

0 729 £53

15 714 £ 60

3,5 819+ 45

50 772 £ 81

24 757 £ 41

26 780 + 56
1000
900
800
700
: 600
Z 500
S 400
300
200
100
0

0 1,5 3,5 5 24 26
t/h

Slika 4.6.7. Vremenska ovisnost hidrodinami¢kog promjera sintetiziranih nanocestica
magnetita (y = 0,1 g dm~3) u puferiranoj fizioloskoj otopini (pH = 7,4) pri ¢ = 25 °C.

S obzirom na klasteriranje uoceno mikroskopskim metodama koje nastaje kao posljedica jakih
elektrostatskih 1 magnetskih interakcija, u vodenom mediju ocekuje se dodatna agregacija.

Upravo to je potvrdeno DLS eksperimentima. U puferiranoj fizioloSkoj otopini (pH = 7,4)
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nanocestice magnetita agregiraju odmah, pri ¢emu vrijednost hidrodinami¢kog promjera iznosi
dn = (729 + 53) nm. Agregacija magnetita dobro je poznata u literaturi.*>> Primjerice, Yallapu i
suradnici®®® dobili su vrlo sliéne rezultate za magnetitne nanodestice funkcionalizirane
PEG-om, pri ¢emu je razli¢it hidrodinamicki promjer uocen za PEG razli¢ite molarne mase.
Iako u vodenom okruZenju dolazi do agregacije, suspenzija se pokazala stabilnom tijekom 26

h, odnosno s vremenom nije doslo do daljnjeg agregiranja nanocestica.

4.6.6. Izoelektricna tocka

Izoelektri¢na tocka sintetiziranih nanocestica magnetita odredena je mjerenjem elektroforetske
pokretljivosti u ovisnosti o pH-vrijednosti sustava. 1z elektroforetske pokretljivosti je,
koristenjem modela Smoluchowskog, odredena izoelektri¢na to¢ka. Prema modelu elektri¢nog
medupovrsinskog dvosloja, izoelektricna tocka je pH-vrijednost u kojoj je elektrokineticki

potencijal jednak nuli te mijenja predznak.

Tablica 4.6.2. Ovisnost elektrokineti¢kog potencijala nanodestica magnetita (y = 0,1 g dm=) o
pH-vrijednosti otopine KBr (¢ = 0,01 mol dm=2) pri 9 = 25 °C.

pH Simv
2,28 28+ 1
3,09 2342
4,00 14+2
4,77 0,8+ 1
5,52 -11+1
8,14 —30+3
7,12 -25+2
10,55 -39+2
11,66 —41+2
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Slika 4.6.8. Ovisnost elektrokineti¢kog potencijala nanodestica magnetita (y = 0,1 g dm=3) o
pH-vrijednosti otopine KBr (¢ = 0,01 mol dm=3) pri $ = 25 °C.

Izoelektricna tocka sintetiziranih nanocestica jednaka je pHiep ~ 4,8. Literaturna vrijednost
izoelektricne tocke nefunkcionaliziranih nanocestica magnetita uobiCajeno je u rasponu
pHiep = 6-8. Funkcionalizacija dovodi do pomicanja izoelektrine tocke prema niZim
vrijednostima. Primjerice, Kalkan i suradnici*® uocili su da funkcionalizacija Kitozanom
dovodi do pomaka izoelektri¢ne tocke s pHiep = 7,91 na pHiep = 6,86, dok su Chang i Chen*’
za isti polimer uocili pomak s pHiep = 6,70 na pHiep = 5,95. U literaturi je takoder poznato da
PEG, ovisno o molarnoj masi, uzrokuje pomak izoelektricne tocke. Primjerice, izoelektri¢na
tocka magnetita funkcionaliziranog PEG-om (Mw = 1000) iznosi pHiep = 6,4, dok
funkcionalizacija PEG-om ve¢e molarne mase (Mw = 8000) pomice izoelektri¢nu tocku prema
mnogo nizim vrijednostima, pHiep = 3,4.%%® IzraZenija promjena posljedica je veéeg utjecaja
polimera na elektrostatske interakcije u elektricnom medupovrsinskom sloju. Prema tome,
eksperimentalno dobivena izoelektri¢na tocka u skladu je s o¢ekivanjima. Na temelju dobivenih
rezultata, zakljuCeno je da je povrSina magnetita u puferiranoj fizioloskoj otopini (pH = 7,4)

koriStenom u eksperimentima otpustanja lijeka negativno nabijena.
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4.6.7. Ugradnja flavonoida u nanonosace

BET analiza provedena je u svrhu odredivanja specifi¢ne povrsine 1 veli¢ine pora nanocestica.
Adsorpcijske i1 desorpcijske izoterme potvrdile su mezoporoznu strukturu Cestica. Dobivena
specifi¢na povrsina iznosi s = 19,3 m? g%, dok su veli¢ina i volumen pora jednaki d = 24,6 nm
i V =0,11 cm® g~L. Dobivena specifi¢na povrsina relativno je mala u usporedbi s literaturno

376 $to se pripisuje agregiranju nanodestica. S obzirom na to da su

poznatim nanosustavima
veli¢ina i volumen pora relativno veliki, pretpostavlja se da se velik dio flavonoida, osim
adsorpcije na povrsinu, ugraduje i u pore.

QUE, MCE 1 MCI ugradeni su u nanocestice metodom adsorpcije. Nanocestice su
inkubirane u koncentriranoj otopini flavonoida 24 h. Koli¢ina ugradenog flavonoida odredena
je iz razlike koncentracija otopina flavonoida prije i nakon ugradnje. U svrhu ra¢unanja

koncentracije, za svaki je flavonoid odreden bazdarni pravac te molarni apsorpcijski koeficijent

u etanolu (Amax (QUE) = 353 nm, Amax (MCE) = 381 nm, Amax (MCI) = 358 nm).

0,9

08 ®QUE: y=20034x +0,0022 (R? = 0,9988)
07 eMCE: y=21675x +0,0024 (R? = 0,9988)

06 eMCl: y=15385x-0,0168 (R? = 0,9988)

0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

0,0
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5

105 ¢ / mol dm3

Slika 4.6.9. Bazdarni pravci flavonoida u etanolu; | =1 cm, $ = 25 °C (Amax (QUE) =353 nm,
/1max (MCE) =381 nm, /1max (MCI) =358 nm).

Molarni apsorpcijski koeficijenti iznose e(QUE) = 20034 mol-* dm® cm™?, ¢(MCE) = 21781
molt dm®cm, ¢(MCI) = 15385 mol-! dm® cm. Ugradnja flavonoida potvrdena je snimanjem

spektara otopina flavonoida prije i nakon inkubacije. Primjeri spektara prije i nakon ugradnje
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QUE prikazani su na slici 4.6.10. Na temelju bazdarnih pravaca izra¢unate su koncentracije

otopina flavonoida te je izracunata efikasnost ugradnje (engl. loading efficiency, LE).

—Otopina QUE prije ugradnje

1,2
——Otopina QUE nakon ugradnje

0,8
< 0,6
0,4

0,2

0
230 280 330 380 430 480 530 580

A/ nm

Slika 4.6.10. UV-Vis spektri otopina QUE u etanolu prije i nakon ugradnje flavonoida u
nanocestice, | =10 mm, 3 =25 °C.

Tablica 4.6.3. Efikasnost ugradnje (LE) flavonoida u nano¢estice magnetita.

flavonoid LE (%)
QUE 1442
MCE 11+1
MCI 11+2

Dobivene vrijednosti LE usporedive su s literaturno poznatim vrijednostima za sli¢ne
sustave.**® Tako mala specifi¢na povrsina ograni¢ava koli¢inu flavonoida koja se moze ugraditi,

dobivene vrijednosti pokazale su se dostatnima za provedbu eksperimenata otpustanja.
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4.7. Otpustanje flavonoida iz nanonosaca

Za opis otpustanja flavonoida iz sintetiziranih nanocestica, eksperimentalni podaci obradeni su
koristenjem nekoliko razlicitih literaturno poznatih modela. Uz modele kinetike nultog 1 prvog
reda, za opis je koriSten i Korsmeyer-Peppasov model s obzirom na to da mehanizam otpustanja
nije poznat. Slaganje s Korsmeyer-Peppasovim modelom u literaturi je zabiljeZzeno za velik
broj sustava, ukljucujuci i otpustanje ibuprofena iz magnetskih nanocestica funkcionaliziranih
dekstranom, kitozanom i PEG-om.*° U navedenom modelu, eksponent n daje informaciju o
mehanizmu otpustanja. U slucaju sferi¢nih Cestica, vrijednost eksponenta n = 0,43, odgovara
difuzijski kontroliranoj kinetici otpustanja koja se moze opisati Fickovim zakonom. Drugi
grani¢ni slu¢aj odgovara eksponentu n = 0,85 te opisuje proces kontroliran relaksacijom, tzv.
Case-Il prijenos. Takav prijenos odreden je bubrenjem i opustanjem matrice te je neovisan o
vremenu. U slucaju polimernih matrica, moze doci i do tzv. super case-ll prijenosa koji je
kontroliran relaksacijom makromolekulskih lanaca te odgovara vrijednostima n > 0,85. Ukoliko
eksponent n poprima vrijednost u rasponu 0,43 < n < 0,85, mehanizam otpustanja odgovara
kombinaciji dva graniéna sluc¢aja, odnosno anomalnom otpustanju.*® Anomalno otpustanje je
pojam koji se koristi kako bi se opisao niz eksperimentalno dobivenih podataka koji znacajno
odstupaju od klasiénih zakona difuzije.*®? Takvo ponaSanje u literaturi je uoéeno u sludaju

gibanja molekula i telomera unutar stanice*®4%* te elektronskih i toplinskih prijenosa. #6546
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Tablica 4.7.1. Kineticki parametri otpuStanja flavonoida iz nanocestica magnetita u odsustvu i
prisustvu kombinacije stalnog i oscilirajuéeg magnetskog polja, 9 = 37 °C.

QUE
nulti red prvi red Korsmeyer-Peppasov
model
10%k / min'? R 10%/mint R? n R?
f=0kHz 5+£2 0,9663 1,51 +0,08 0,9968 0,57+ 0,09 0,9762
f=100 kHz 0,66 +0,03 09679 1,57+0,04 0,9992 0,67 +0,03 0,9983
MCE
. . Korsmeyer-Peppasov
nulti red prvi red model
10%k / min’t R?  10%/mint R? n R?

f=0kHz 0,46 +0,04 08951 20 +£0,2 09857 0,32+0,02 0,9962
f=100 kHz 0,67+0,02 09763 1,23+0,06 0,9982 0,54=+0,01 0,9989

MCI

Korsmeyer-Peppasov
model

10%k / min™? R? 10%k / min-! R? n R?
f=0kHz 0,07 +0,01 0,5794 7+1 0,9258
f=100 kHz 0,09 +£0,02 0,4548 6=+1 0,9790

nulti red prvi red

Na temelju rezultata, vidljivo je da model kinetike prvog reda pokazuje dobro slaganje s
eksperimentalnim podacima za sva tri flavonoida, pri ¢emu je u nekim slu¢ajevima uoceno i
dobro slaganje s Korsmeyer-Peppasovim modelom. Model kinetike prvog reda u literaturi je

veé uoden za otpustanje QUE iz alginata®®’ i halozita.*%®
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Slika 4.7.1. Eksperimentalno dobiveni podaci otpustanja QUE iz nanocestica magnetita uz
opis modelom kinetike prvog reda, $ = 37 °C.
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Slika 4.7.2. Eksperimentalno dobiveni podaci otpuStanja MCE iz nanoCestica magnetita uz
opis modelom kinetike prvog reda, $ = 37 °C.
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Slika 4.7.3. Eksperimentalno dobiveni podaci otpustanja MCI iz nanocestica magnetita uz
opis modelom kinetike prvog reda, 3 = 37 °C.

Kod sva tri flavonoida dolazi do naglog otpusStanja velike koli¢ine na samom pocetku
eksperimenta. Takav fenomen odgovara otpustanju molekula slabo adsorbiranih ili vezanih na
povrsinu.*®® S obzirom na to da su nakon ugradnje flavonoida iste ¢estice koristene u oba
eksperimenta, pretpostavlja se da je ukupna ugradena masa konstantna za svaki flavonoid.
Prema tome, iz dobivenih LE nakon ugradnje moguce je izra¢unati masu flavonoida u vaganoj

masi Cestica koriStenoj za otpustanje.

Tablica 4.7.2. Mase flavonoida ugradenih u nanocCestice magnetita.

flavonoid m/mg
QUE 12,4402
MCE 9,6 £0,1
MCI 10,1+0,2

Ukupna otpustena masa QUE iz nanocestica nakon t = 28 h iznosi m = 1,03 mg bez primjene
polja te m = 1,32 mg nakon primjene polja, §to odgovara 8,30%, odnosno 10,65%. Takvi
rezultati u skladu su s literaturnim podacima, gdje je ve¢ zabiljezeno kontrolirano i Sporo
otpustanje QUE. Primjerice, nakon ugradnje QUE u nanocestice alginata, u prvih 6 h otpustilo

se samo 3,7% koli¢ine, dok se 50% koli¢ine otpustilo tek nakon t = 108 h.*’® Uz to, Kumari i

Anja Sadzak Doktorska disertacija



§ 4. Rezultati i rasprava 151

suradnici*’® istrazivali su otpustanje QUE iz nanodestica polilaktida te postigli potpuno
otpustanje nakon 4 dana, dok je QUE otpusten iz nanocestica magnetita i kopolimera postigao
maksimum od 14,5% nakon t = 96 h.*’? Opéenito, kontrolirano i sporo otpustanje poboljsava
u¢inkovitost lijeka u odnosu na primjenu lijeka iz otopine.*’®

Usporedbom kinetickih parametara, moze se uociti da nema znaCajne razlike u
koeficijentima brzine otpustanja prije i nakon primjene vanjskog magnetskog polja. Pri tome
treba imati na umu da se u ovom sluc¢aju radi o slabim magnetskim poljima, s obzirom na to da
je pokazano da primjena jakog magnetskog polja moze imati $tetne posljedice za organizam.*™
Medutim, iako primjena magnetskog polja ne ubrzava samo otpustanje flavonoida, vidljivo je
da omogucava otpustanje vece koli¢ine materijala iz magnetitnih nanoc¢estica. Takvo ponasanje
takoder je skladu s literaturom. Primjerice, u slucaju otpustanja doksorubicina iz kompozita
hidrogela 1 magnetita, uoceno je povecanje otpustene koli¢ine od 16% u slucaju primjene
osciliraju¢eg magnetskog polja.*’”® Pretpostavlja se da primjena magnetskog polja omogucéava
laksu rotaciju magnetskih domena, $to inducira otpustanje lijeka.

Uz model kinetike prvog reda, dobro slaganje s eksperimentalnim podacima pokazuje i
Korsmeyer-Peppasov model. Primjenom magnetskog polja dolazi do povecanja eksponenta s
n=0,57+0,09 nan=0,67+ 0,03. lako vrijednosti oba eksponenta ukazuju na anomalni
transport, primjenom magnetskog polja dolazi do znacajnijeg odstupanja od difuzijskog
transporta, Sto je posljedica primjene dodatnog vanjskog stimulansa. Prema tome, koli¢inu
otpustenog materijala i mehanizam otpustanja lijeka moguce je ugadati upotrebom magnetskog
polja.

Ukupna otpustena masa MCE nakon t = 28 h iznosi m = 1,33 mg bez primjene polja te
m = 1,64 mg nakon primjene polja, $to odgovara 13,8%, odnosno 17,0%. Koeficijent brzine
otpustanja prvog reda smanjuje se s primjenom vanjskog magnetskog polja. Takvi rezultati
ukazuju na moguénost postizanja kontrole otpustanja. Brzo otpustanje velike koli¢ine lijeka

moZe dovesti do toksi¢nosti*’®

, pri ¢emu je za flavonoide poznato da pri dovoljno velikoj
koncentraciji pokazuju prooksidativno djelovanje.*’” Usporavanjem reakcije mogucée je posti¢i
kontinuirano otpuStanje manje koli¢ine lijeka. Kontrola otpuStanja MCE iz nanonosaca
zabiljezena je i u kiselim i neutralnim uvjetima.*’® Usporedbom eksponenata dobivenih iz
Korsmeyer-Peppasovog modela, uocava se porast s primjenom vanjskog magnetskog polja, no

moze se zakljuciti da je u oba slucaja dominantan difuzijski kontroliran transport. Difuzijska
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kontrola otpustanja uocena je i u slucaju otpustanja MCE iz nosac¢a baziranih na nanogelovima
kitozana.*"

Kineticki profil MCI razlikuje se od profila preostala dva flavonoida, pri ¢emu se u prvih
6 h otpusti maksimalna moguca koli¢ina. U odsustvu polja, otpusStena masa iznosi m = 0,30 mg
(3,0%), dok je u prisustvu polja jednaka m = 0,33 mg (3,3%). Eksperimentalno dobiveni podaci
za MCI pokazuju najlosije slaganje s modelom kinetike prvog reda, dok upotrebom Korsmeyer-
Peppasovog modela nije bilo moguce posti¢i konvergenciju. Pretpostavlja se da se Korsmeyer-
Peppasov model ne moze koristiti jer se u kratkom vremenu otpusti prevelika koli¢ina MCI, a
model vrijedi samo za prvih 60% ukupne mase koja se moze otpustiti. Uz to, za MCI je uocena
najmanja otpustena koli¢ina od svih proucavanih flavonoida, iako i kod njega dolazi do
povecanja otpustene mase s primjenom magnetskog polja. Moze se uoéiti da se na poc¢etku oba
eksperimenta otpusta priblizno jednaka koli¢ina MCI, a do povecanja uslijed primjene polja
dolazi nakon t = 200 min. U odnosu na preostala dva flavonoida, koeficijent brzine otpustanja
MCI znacajno je veci. Pretpostavlja se da je brze otpustanje posljedica hidrofilnosti MCI, pri

¢emu je otpustanje u polarni medij preferabilno u odnosu na inkorporaciju unutar cestica.
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§ 5. ZAKLJUCAK

U sklopu doktorske disertacije istrazena je zastitna uloga flavonoida u ocuvanju svojstava
lipidnih membrana izloZenih oksidativnom stresu. Problematika je istrazena iz tri razliCita
smjera. Jedan smjer istrazivanja ¢ini proucavanje interakcije flavonoida i lipidnih dvosloja. Uz
to, istrazena je reakcija lipidne peroksidacije lipida s razli¢itim stupnjevima nezasi¢enosti te
zastitno djelovanje odabranih flavonoida. Kona¢no, potvrdena je nestabilnost flavonoida u
fizioloSkim uvjetima te je ispitana upotreba nanoCestica magnetita kao potencijalnih
nanonosaca.

Ovisno o strukturi flavonoida, odnosno njihovoj hidrofobnosti, dolazi do razli¢itog
smjeStanja unutar dvosloja, pri ¢emu se polarniji flavonoidi smjestaju u podrucje blize
fosfatnim glavama, dok se nepolarni flavonoidi smjestaju u unutra$njost membrane. Uz to,
dodatak flavonoida uzrokuje promjenu mobilnosti ugljikovodiénih lanaca lipida, koja se o€ituje
u pomaku temperature faznog prijelaza prema nizim vrijednostima. Istrazivanjem
nanomehanickih svojstava ustanovljeno je da, pri dovoljno visokim mnozZinskim udjelima,
flavonoidi stvaraju agregate u membrani. Nadalje, uoceno je povecanje hrapavostii Youngovog
modula dvosloja prilikom ugradnje sva tri flavonoida, pri ¢emu je najizraZenije u slucaju
najhidrofilnijeg flavonoida, MCI. MCI se smjeSta najblize povrSini membrane te je najizraZeniji
utjecaj na povrsinska svojstva u skladu s oc¢ekivanjima. Osim dodatka flavonoida, strukturne
promjene lipidnog dvosloja uzrokuje i lipidna peroksidacija.

Iz profila elektronske gusto¢e vidljivo je da lipidna peroksidacija uzrokuje naruSavanje
multilamelarne strukture liposoma, pri ¢emu, ovisno o vrsti lipida, dolazi do promjena
elektronske gustoce u razli¢itim podrucjima dvosloja. Takoder je pokazano da do djelomicne
ugradnje flavonoida dolazi i u nepolarnom dijelu dvosloja i u blizini fosfatnih glava. Promjene
u elektronskoj gusto¢i nakon lipidne peroksidacije manje su izrazene u slucaju liposoma s
ugradenim flavonoidima. Dobiveni rezultati potkrijepljeni su promjenama u nanomehanickim
svojstvima dvosloja. Nakon lipidne peroksidacije dolazi do znaCajnog porasta hrapavosti i
Youngovog modula dvosloja. Porast navedenih parametara ukazuje na fragmentaciju i
strukturna oSteenja membrane, §to za posljedicu ima povecanje elasti¢nosti. Promjene
nanomehanic¢kih parametara manje su izrazene kod dvosloja s ugradenim flavonoidima.

Takoder, nakon lipidne peroksidacije dolazi do znacajnog pada parametra uredenosti, $to je
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pokazatelj povecanja fluidnosti. Ugradnja MCI, za razliku od QUE i MCE, uzrokuje
zadebljanje membrane. Zadebljanje je uoceno i nakon lipidne peroksidacije, Sto se pripisuje
nastanku hidrofilnih produkata koji stvaraju interakcije s fosfatnim skupinama te, sli¢no kao i
MCI, uzrokuju porast debljine dvosloja. Kona¢no, utvrdena je inhibicija reakcije lipidne
peroksidacije kod dvosloja s ugradenim flavonoidima u slucaju oba proucavana lipida.

Identificiran je velik broj produkata lipidne peroksidacije, medu kojima su i produkti za koje
je pokazana povezanost s razli¢itim bolestima. Jednu klasu produkata ¢ine dugolancane
karboksilne dikiseline te je iz tog razloga proucena interakcija modelnog produkta DDA s
lipidnim dvoslojem. Utvrdeno je da DDA wuzrokuje stanjivanje dvosloja te povecanje
elektronske gusto¢e u njegovom sredistu, za Sto se pretpostavlja da je posljedica njegovog
protezanja kroz Citav dvosloj te interakcije s fosfatnim skupinama lipida. Uz stanjivanje
dvosloja, uo€en je i porast hrapavosti popracen stvaranjem lokaliziranih defekata nakon
ugradnje DDA. Dodatak flavonoida uzrokuje znacajan pad Youngovog modula uzrokovan
stvaranjem vodikovih veza izmedu DDA i flavonoida te nastankom agregata. Prema
oc¢ekivanjima, DDA, analogno lipidnoj peroksidaciji, uzrokuje pad parametra uredenosti koji je
manje izrazen s dodatkom flavonoida.

Potvrdena je nestabilnost sva tri flavonoida u puferiranoj fizioloskoj otopini. Utvrdeno je da
raspad svih proucavanih flavonoida prati model kinetike pseudo-prvog reda, u slucaju priblizno
konstantne koncentracije kisika u sustavu. Najbrzi raspad primijecen je u slu¢aju MCE, dok je
najsporiji raspad uocen u slu¢aju MCI. Uz to, ispitana je efikanost uklanjanja radikala DPPH
navedenim flavonoidima u etanolu, pri ¢emu se najefikasnijim pokazao MCE.

S obzirom na pokazanu nestabilnost flavonoida u mediju, sintetizirani su nanonosaci u
obliku nanocestica magnetita funkcionaliziranih PEG-om. Nanocestice su karakterizirane
spektroskopijskim i mikroskopijskim tehnikama, dok je superparamagneti¢nost potvrdena
magnetskim mjerenjima. Suspenzija nanocestica, unato¢ brzoj agregaciji, pokazala se
stabilnom kroz dulji vremenski period te je odredena izoelektri¢na tocka koja iznosi pHiep ~ 4,8.
U sintetizirane nanocestice ugradena su tri flavonoida te su provedeni eksperimenti otpusStanja
u prisustvu magnetskog polja. Otpustanje sva tri flavonoida moze se opisati modelom kinetike
prvog reda. Primjenom kombinacije stalnog i osciliraju¢eg magnetskog polja postignuta je bolja
kontrola otpusStanja te veca koliCina otpuStenih flavonoida u odnosu na sustav u odsustvu

magnetskog polja.
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Rezultati dobiveni u okviru doktorske disertacije upucuju na izniman potencijal uporabe
flavonoida u svrhu smanjenja utjecaja oksidativnog stresa na lipidne membrane. Potvrdena je
dvostruka zastitna uloga flavonoida, koja se ocituje u inhibiciji same reakcije lipidne
peroksidacije te u smanjenju utjecaja nastalih produkata na morfoloSka i mehanicka svojstva
lipidnog dvosloja. Takoder, proucena je mogucnost uporabe nanocestica magnetita kao nosaca
za dostavu flavonoida u organizmu, ¢ime se potencijalno moze zaobici problem njihove slabe
topljivosti i nestabilnosti u fizioloSkim uvjetima. Potvrdena je i1 kontrola kinetike otpuStanja
flavonoida iz navedenih nanonosaca uporabom kombinacije stalnog i osciliraju¢eg magnetskog

polja, §to otvara vrata njihovoj §iroj primjeni u medicini.
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§ 6. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA

5-DSA
ABTS
AFM
ALS
ATP
ATR
BET
BSA
CHH
CNFs
CNTs
CNWs
DDA
DDPC
DLS
DMPC
DMPG
DMT
DOPC
DOPG
DOTAP
DPPC
DPPG
DPPH
DSC
DTGS
EE
EPA

5-DOXY L-stearinska kiselina
2,2'-azino-bis-3-etil-benzotiazolin-6-sulfonska kiselina
mikroskopija atomskih sila (engl. atomic force microscopy)
metoda alternirajucih najmanjih kvadrata (engl. alternating least squares)
adenozin trifosfat

priguSena totalna refleksija (engl. attenuated total reflectance)
Brunauer—Emmett—Teller

albumin iz govedeg seruma (engl. bovine serum albumine)
7-dietilaminokumarin-3-karbohidrazid

ugljikova nanovlakna (engl. carbon nanofibers)

ugljikove nanocijevi (engl. carbon nanotubes)

ugljikove nanozice (engl. carbon nanowires)

dodekanska dikiselina
1,2-didokosaheksaenoil-sn-glicero-3-fosfokolin

dinamic¢ko rasprsenje svjetlosti (engl. dynamic light scattering)
1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfokolin
dimiristoilfosfatidilglicerol

Derjagin, Muller, Toropov model
1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfokolin

dioleoilfosfatidilglicerol

1,2-dioleoil-3-trimetilamonijev propan
dipalmitoilfosfatidilkolin

dipalmitoilfosfatidilglicerol

2,2-difenil-1-pikrilhidrazil

diferencijalna pretrazna kalorimetrija (engl. differential scanning calorimetry)
deuterirani triglicin sulfat

efikasnost ugradnje (engl. entrapment efficiency)

Agencija za zastitu okolisa (Environmental Protection Agency)
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EPR

ER

FS
GULV
HHE
HNE
HR-MS

ISO

LC-MS

LDL
LE

LP
LUV
MCE
MCI
MCT
MDA
MLLV
MLV
MPPC
MS
MSNs
NMR
oLV
PAA
PC
PCL

elektronska paramagnetska rezonancija (engl. electron paramagnetic
resonance)

endoplazmatski retikulum

spektroskopija sila (engl. force spectroscopy)

ogromne unilamelarne vezikule (engl. giant unilamellar vesicles, GULV)
4-hidroksiheksen-2-al
4-hidroksinonenal

masena spektrometrija visoke rezolucije (engl. high-resolution mass
spectrometry)

infracrvena spektroskopija (engl. infrared spectroscopy)

Medunarodna organizacija za standardizaciju (The International Organization
for Standardization)

vezani sustav tekucinski kromatograf i spektrometar masa (engl. liquid
chromatography-mass spectrometry)

lipoprotein niske gustoce (engl. low-density lipoprotein)

kapacitet ugradnje (engl. loading capacity)

lipidna peroksidacija

velike unilamelarne vezikule (engl. large unilamellar vesicles)

miricetin

miricitrin

modificirana Cailléova teorija (engl. modified Caillé theory)

malondialdehid

multilamelarne velike vezikule (engl. multilamellar large vesicles)
multilamelarne vezikule (engl. multilamellar vesicles)
1-miristoil-2-palmitoil-sn-glicero-3-fosfokolin

masena spektrometrija

mezoporozne nanocestice silike (engl. mesoporous silica nanoparticles, MSNSs)
nuklearna magnetska rezonancija (nuclear magnetic resonance)

oligolamelarne vezikule (engl. oligolamellar vesicles)

poliakrilna kiselina

fosfatidilkolin

polikaprolakton
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PE
PEG
PG

Pl
PLGA
PHiep
PLA
PMMA
POPG
PS
PVP
PVPI
PXRD

QNM
QUE
ROS
SAXS

SEM
SLB
SuUVv
TBA
TBARS

TEM

TEP

USFDA
uv

fosfatidiletanolamin

poli(etilen-glikol)

fosfatidilglicerol

fosfatidilinozitol

poli(mlije¢na-glikolna) kiselina

izoelektri¢na tocka (engl. isoelectric point)

polimlijecna kiselina

polimetilmetakrilat

palmitoiloleoilfosfatidilglicerol

fosfatidilserin

poli(vinil-pirolidon)

poli(vinil-pirolidonjodid)

difrakcija rentgenskog zracenja na polikristalnom uzorku (engl. powder X-ray
diffraction)

guantitative nanomechanics

kvercetin

reaktivne kisikove vrste (engl. reactive oxygen species)

rasprsenje rendgenskog zracCenja pri malim kutevima (engl. small angle X-ray
scattering)

pretrazna elektronska mikroskopija (engl. scanning electron microscopy)
lipidni dvosloj na nosacu (engl. supported lipid bilayer)

male unilamelarne vezikule (engl. small unilamellar vesicles)

2-tiobarbiturna kiselina

reaktivne vrste tiobarbiturne Kkiseline (engl. thiobarbituric acid reactive
substances)
transmisijska elektronska mikroskopija (engl. transmission electron
microscopy)

1,1,3,3-tetraetoksipropan

Americka agencija za hranu i lijekove (The US Food and Drug Administration)

unilamelarne vezikule (engl. unilamellar vesicles)
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