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»,Molekularna struktura vode je sustina Zivota.”

Albert Szent Gyorgy(1961)
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SKRACENICE
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NIR - Near Infrared - Bliska Infracrvenoj
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IR - Infracrveno
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LT - Lamelarna tela

ECM - Ekstra celularan matriks

TEWL - Perspiratio insensibilis - neprimetno isparavanje te¢nosti iz koZe
R - Crvena

B - Plava

W - Bela

P - Polarizovana

AFM - Mikroskop atomskih sila

HDW - Zona vode velike gustine

LDW - Zona vode male gustine

AQP - Akvaporin-vodeni kanal

NMR - Prirodni faktor ovlazavanja

BPK - Biohemijska potrosnja kiseonika

HPK - Hemijska potrosnja kiseonika

BVV - BioloSka vrednost vode

MB - Mikrobioloska ispravnost

HS - Hemijska ispravnost

AST - Asparagin transaminaza
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ODREPIVANJE BIOLOSKE VREDNOSTI VODE U KOZI NA OSNOVU
PARAMETRA DOBIJENIH KLASICNIM I NANOTEHNOLOSKIM METODAMA

Rezime

U ovoj studiji je analizirana strukturu koZe kao kompleksan sistem.
Posebno je analiziran epidermis, Sto je zasnovano na pristupu slojevima i
njihovim organizacijama vode u lipidima koji su uredeni u sub slojevima.
Koris¢enjem metode optomagnetnog fingerprinta (OMF) koji je veoma osetljiv
na paramagnetska/dijamagnetska svojstva tkiva, nadeno je da uredene nano-
voda strukture u lipidima epidermalnih slojeva igraju veoma vaznu ulogu u
svojstvima koZe. KoriS¢ena je bioimpedanca kao komplementarni i uporedivi

metod sa (OMF) u karakterizaciji koZe.

Dinamika vode, stvaranje i razgradnja klastera, pra¢ena je dinamikom
paramagnetizma/dijamagnetizma, ovaj fenomen se javlja u svim celijama i
tkivima i to kao posledica dinamike vode i njene interakcije sa komponentama
koje su u njoj rastvorene. Eksperimenti su izvodeni na pacovima sa razli¢itim
tipovima voda od kojih jedna nije bila za pi¢e. Razni tipovi voda uti¢u na odnos
vezane i slobodne vode u tkivima i ¢elijama, pre svega povecavaju¢i koli¢inu
vezane vode u zavisnosti od stepena njihove klasterizacije i mineralnog sastava.
Klasi¢nim metodama su karakterisani biohemijski parametri krvi, kao i koza,
pacova soja aguti. Od standardnih teorijskih metoda iz fiziologije elektrolita i
bazno-kiselinskog metabolizma koristili su se postupci hemijske kinetike,

hemijskog ravnoteZnog stanja, oksido-redukcionih reakcija.

Razli¢iti oblici samoorganizovane vode poseduju drugaciji uticaj na
funkcionisanje bioloSkih struktura, menjaju¢i njihova konformaciona stanja
preko hidratacije, uticu na odnos vezane i slobodne vode u tkivima i ¢elijama,
pre svega povecavajuci koli¢inu vezane vode u zavisnosti od stepena njihove

klasterizacije i mineralnog sastava

U istraZivanjima je nadena znacajna razlika u svojstvima koZe u

zavisnosti od toga koju su vodu pili ispitanici. Utvrden je stepen uticaja razliCitih
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tipova voda na dinamiku interakcije sa granicnom vodom. Definisani su
parametri i njihova meduzavisnost koja odreduje bioloSku vrednost vode za
bioloSke te¢nosti (krv) i viskozno-elasticno tkivo (koza). IstraZivanja ukazuju na
mogucu primenu u nanodijagnostici sa ciljem indentifikovanja bolesti u Sto

ranijoj fazi.

Kljucne reci: slojevi koZe, voda, optomagnetni fingerprint, dinamika
klastera bioimpedanca, dijamagnetizam, paramagnetizam, slobodna voda,

vezana voda.

DETERMINING THE BIOLOGICAL VALUE OF WATER PARAMETERS IN THE
SKIN OF THE PARAMETERS OBTAINED FROM THE CLASSICAL AND NANO
METHODS

Abstract

In this dissertation analyzes the structure of the skin as a complex
sistem. In particular, it analized the epidermis, which is based on the access
layer of water and their organizations in lipids, which are arranged in sat layers.
Using methods optomagneting fingerprint (OMF), which is very sensitive to the
paramagnetic/dijamagnetic properties of tissue, it was found that nano-ordered
water strukture in the epidermal lipid layers play an important role in the
properties of the skin. Bioimpedance was used as a complementary method and

a comparable with (OMF) in the characterization of the skin.

The dynamics of water cluster formation and decomposition, followed by
the dynamics paramagnetism/diamagnetism, this phenomenon occurs in all
cells and tissues and as a consequence of the dynamics of water and its

interaction with components that are dissolved in it.

Experiments were performed on rats with different types of water, one
of wich was not drinking. Various types of water affect the ratio of bound and
free water in the tissues and cells, primarily by increasing the amount of bound

water depending on the degree of clusterization and their mineral composition.
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Classical methods are characterized by biochemical parameters of blood and
skin, rat strain agut. From standard theoretical methods in physiology and
elektrolyte acid base metabolism of the procedures used chemical kinetics,

chemical equilibrium state, oxidation-reduction reactions.

A second series of experiments was conducted on people of different age
and sex, Zrenjanin who consumed water througouth their lives, then one group
of people have switched to other types of drinking water. The subjekts were
recorded using the OMF skin removing layers of skin patch to the stratum
germinativum, before and after the transition to other types of water, while
another group continued to drink still water Zrenjanin. Along with OMF method

was used bioimpedance method.

Various forms of self-organized water have a different impact on the
functioning of biological struktures changing their conformational state by
hidration, affect the ratio of bound and free water in the tissues and cells,
primarily by increasing the amount of bound water depending on the level of

clusterization and mineral composition.

The study found significant differences in the properties of the skin,
depending of what subjects drank water. Determined by the degree of influence
of different types of water on the dynamics of border interactions with water.
Defines the parameters and their interdependance that determines the
biological value of water in biological fluids (blood) and viscous-elastic tissue
(skin). Research suggest the possible aplications in order to nanodiagnostic

indentifying the disease as early as possible.

Key words: layers of skin, water, optomagnetic fingerprint, the dynamics
of clusters, bioimpedanca, diamagnetizm, paramagnetizm, free water, bound

water.
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1 Uvod

1. UVOD

1.1. Teorije nastanka biovode

TecCna voda se sastoji od kljucale mase lanaca raznih veli¢ina, slicnih
grupa i podrhtava u i izvan vremena trajanja od pikosekunde. Neme sumnje da
postoji ATP pokretana katjonska pumpa i ona je odgovorna za asimetri¢nu
distribuciju katjona Kkroz bioloSku membranu. Ova CcCinjenica ne iskljucuje
postojanje mogucnosti da je intracelularna voda drukcija od normalne vode. Jaki
argumenti protiv postojanja vode sa neobi¢nim svojstvima unutar cCelije dolaze
od fizickih hemicara koji tvrde da bioloska voda ne moZe biti drugacija od
normalne vode, tako da svaka promena u svojstvima i strukturi koji su
predloZeni za intracelularnu vodu smartaju da se menjaju i u vodi izvan celije.
Ovo je nepobitan argument, ali zahteva da se razume narocito ogranicenje za
strukturu vode unutar celije sa normalnim metabolizmom. Jedan od ociglednih
razloga za razliku izmedu cCelije i bilo kog ne bioloSkog vodenog sistema je samo
postojanje ATP katjonskih pumpi i drugog, transportnih sistema, koji stvaraju
osmotski ekvilibrijum u ¢€eliji razli¢it od osmotskog pritiska u bilo kom realnom
sistemu i nastaje zbog toga Sto se veéina materija odrZzava u neravnoteznom

stanju a voda se mora dovesti u ravnotezno stanje.

Otkrice krajem 1960-tih super ili polivode je pomoglo da se baci svetlo
na neke aspekte strukture vode. Ova supstanca je bila dZinovski polimer
molekula vode 40 puta gus¢i i 15 puta viskozniji od obi¢ne vode. Studije su
pokazale da su ova neocekivana svojstva vode posledica kontaminacije. Cak i
takve interakcije molekula vode sa drugim supstancama mogu biti korisne u

shvatanju nacina na koji molekuli vode interreaguju jedna sa drugom.

Centralna ideja koju je izneo ruski naucnik (TroSin 1966) u svojoj
monografiji, Problems of Cell Permeability, je da voda u protoplazmaticnom
gelu je razlicita od vode u jednostavhom vodenom rastvoru. Osnovna

pretpostavka je bila da je podela rastvaraca izmedu celije i ekstracelularnog
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rastvora odredena ne samo propustljivoSéu membrane nego i samom

protoplazmom koja preferencijalno akomuliSe neke rastvorke a izuzima druge.

Kad je (Ling 1962) objavio svoju monografiju, A Physical Theory of the
Living State, koja je slicna sa TroSinovom idejom, pretpostavlja da je vecina
vode u celiji polarizovana u multi slojevima na povrsini proteina i ekstremno je
slab rastvara¢ za jone kalijuma koji se akomuliraju u celiji sa normalnim
metabolizmom, jer pod ovim uslovima karboksilna grupa proteina
preferencijalno asocira sa K+ jonom u odnosu na Na+ jon. Ova teorija
asocijacije-indukcije ukazuje da je raspored rastvoraka odreden kombinacijom
selektivne asocijacije sa proteinom i modifikovanim svojstvima intracelijske

vode.

Kolektivno ponasSanje molekula vode je termodinamicki ne izbeZni
mehanizam za stvaranje zone sa izmenjenim svojstvima vode. Na naelektrisanoj
povrsini se molekuli vode Krecu zajedno stvarajuci zonu oko 6 nm debljine, koja
je sa slabim vodoni¢nim vezama, te¢nost reaktivna je i selektivno akomulise
male katjone, multivalentne anjone i male hidrofobne rastvorke. Na hidrofobnoj
povrSini se molekuli razmic¢u i lokalna voda postaje jace vezana, inertna,
viskozna i akomulira veée katjone, monovalentne anjone i kompatibilne
rastvorke. Proteini i mnogi drugi biopolimeri poseduju nejednake povrsine koje
stoga potsticu obadva opisana mehanizma, nejednake povrSinske strukture
vode, koje su proSirene na osetnoj razdaljini od povrSine. (Ling 1962. Wiggins

1990.)

Voda unutar ¢elije bi mogla biti znacajno drugacija od one u bulk vodi, na
mestu interakcije izmedu povrsSine i rastvoraka sa jedne strane i molekula vode
sa druge. Ova voda koja je relativno imobilisana na povrsini jona se zove vezana
voda, dok je voda dovoljno daleko od povrSine za koju se ne oCekuje da bude
pod njenim uticaje bulk voda. Ovaj pristup nije u moguc¢nosti da objasni mnoga
naizgled anomalna svojstva rastvora, hemiju malih jona i molekula u rastvoru
makromolekula, u gelu i unutar ¢elije. Citav niz istraZivac¢a su utvrdili ¢injenice

da su svojstva vode u cCeliji razlic¢ita od onih u bulk vodi. Na primer; (Horowitz i
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saradnici 1981) kao (Frank and Horowitz 1975) i (Howard and Wondergrem
1987) su pokazali da su svojstva vode kao rastvaraca u citoplazmi Zabljeg jajeta
drugaciji od onih koju poseduje voda u jedru i onih koju poseduje normalna
voda. Ovaj i slicni nalazi se ne mogu objasniti nazivima slobodnih i vezanih
molekula vode, zato $to zahtevaju zone vode u istom rastvoru unutar celije ili
mitohondrije, imaju razli¢ita svojstva rastvorljivosti, razliCite gustine i razliCite
mobilnosti. Ove zone se proteZu na znatnoj udaljenosti od povrSine, promene u
njenim svojstvima ne mogu biti eksperimentalno potvrdene. Za razliku od ovih
efekata na daljinu, interakcija izmedu molekula vode i jonskih grupa su kratkog
dometa, tako da, ako su mali joni u rastvoru, nekoliko molekula vode su
relativno imobilizovani fiksiranim naelektrisanim grupama ¢ineé¢i omota¢ 1 nm
debljine i vodu normalne strukture koja se nastavlja nakon pojedinac¢nog sloja
haoti¢nih molekula vode. Zapremine vode koje su pod takvim uticajem su suvise

male da bi se merili efekti na particionisanje ¢ak i malih rastvoraka.

Na direktnim interakcijama voda povrSina, zaista interakcije kratkog
dometa su verovatne i suptilne za indirektne efekte povrsine na strukturu vode.
(Pashley i saradinici 1981, 1984 i Parsegian i saradnici 1976) su izmerili
odbojne sile dugog dometa koji sprec¢avaju dve naelektrisane povrSine da se
spoje. Oni predlazu da su ove hidracione sile rezultat dehidratacije suprotnog

jona kako naelektrisana povrSina istiskuje vodu napolje.

Pogodna molekularna osnova moze biti uzrokovana molekulima vode u
obliku "niti" ova "zmija" je nacin prolaska kroz otvoren prostor velikog
molekula. Voda ima visoko organizovanu lokalnu strukturu koja intereaguje sa

molekulima koji su sposobni da stvaraju ovakve strukture vode.

Wils Robinson i njegova grupa su predloZili teoriju da je voda
organizovana u dva stanja. (Robinson 1996). Na obi¢noj temperaturi teCna voda
se sastoji od brzo izmenjuju¢ih LDW klastera gde je medumolekularna 0-0
distanca drugog suseda 0.45 nm i kompaktna je, HDW klastera gde je
odgovarajuc¢a 0-O distanca 0.35 nm. U pothladenoj vodi, LDW Kklasteri su

dominantni, i stoga se njena zapremina skuplja zagrevanjem do 4°C, kad su
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prati¢no svi klasteri HDW i voda poseduje maksimalnu gustinu. Ova teorija

ostavlja otvorena neka pitanja kao pritisak, viskoznost anomalija.

(Chaplin 2004.) je predlozio da fluktuiraju¢a mreza molekula u tecnoj
vodi je organizovana lokalno u ikosaedrima koji se sastoji od 280 potpuno
vodoni¢nim vezama povezanih molekula vode. Ikosaedarna struktura
objaSnjava mnoge anomalije vode rac¢unajuci i pritisak viskoznost ponaSanje i
gustinu zavisnu od temperature. Ovaj model dopusta odredenu verovatnocu

nalaZenja kako pentamera tako i heksamera molekula vode.

(Norio Ise i saradnici 1999.) su otkrili da bulk voda moZe postojati kao
mesSavina domena koji se razlikuju u njihovim interakcijama sa ¢esticama koje
su suspendovane ili rastvorene. Uredeni domeni teZe da rastu na racun
neuredenih domena, Sto rezultira u obrazovanju koloidnih kristala, koji su
odvojeni domenima praznine. Za objaSnjenje ovog modela Ise ukljucuje daleko

dometno privlacenje izmedu Cestica koje imaju isto naelektrisanje.

Naucnici su decenijama sumnjali da bi vezana voda na prostranim
povrSinama proteina i membrana unutar ¢elije mogla provoditi protone. Ako su
molekuli vode poravnati njihovim pozitivnim i negativnim nabojima
naizmenicno u lancu, kao Sto je slucaj u susednoj vodi, molekuli koji su povezani
zajedno vodoni¢nim vezama, onda skacu provodedi pozitivno naelektrisanje je
teorijski mogu¢. Model vode koja provodi protone ili "protonska Zica" je
potvrden eksperimentalnim posmatranjem. Migracija protona na velikim
razdaljinama duZ membrane se odvija velikom brzinom, difuzija protona sa
tendencijom da protoni ostaju na povrsini membrane ili suprotno odlaze u bulk
Celijskog kompartmenta. U nano cev¢icama vodoni¢ne veze izmedu molekula
vode su zasti¢ene od fluktucija u okruZenju i mnogo su stabilnije, samo 0.02%
molekula su nespareni za razliku od bulk vode gde je prisutno 15% nesparenih
molekula. Vodoni¢ne veze su visoko uredene, prosetno vreme trajanja
vodonicne veze unutar nano cevcice je 5-6 ps u poredenju sa bulk vodom gde je
1 ps. Ovi kanali provode protone 40 puta brZe nego Sto ih provodi bulk voda.

(Ling 1962.)
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Znacaj vode za bioloski svet

Sa bioloSke tacke glediSta, voda ima mnogo posebnih svojstava od
sustinskog znacaja za Zivot, ovaj skup je nezavistan od drugih supstanci. Ona je
nosilac uloge, dopusta organskim jedinjenjima da reaguju na nacin da stvaraju
svoje replike. Svi poznati oblici Zivota zavise od vode. Voda je vitalna kao
rastvarac koji mnogo celijskih rastvoraka rastvarai kao bitni deo metabolickih

procesa unutar Celije.

Mnoga anomalna svojstva su od fundamentalnog znacaja za nastanak i
funkcionisanje Zivih bi¢a. NarocCito su vazni: velika specificna toplota, velika
toplotna provodljivost koji uz visok sadrZaj vode u organizmima doprinosi
toplotnoj regulaciji i spreCavanju lokalne toplotne fluktuacije, stoga je
omogucena lakSa kontrola telesne temperature. Velika latentna toplota
isparavanja daje otpornost prema dehidrataciji i doprinosi zna¢ajnom hladenju
isparavanjem. Voda je izvanredan rastvarac¢, usled svoje polarnosti, visoke
dielektricne konstante i male veli¢ine, narocito za polarna i jonska jedinjenja.
Ona poseduje jedinstvena hidrataciona svojstva prema makromolekulima
(proteini i nukleinske kiseline), voda odreduje njihove trodimenzionalne
strukture i iz toga funkcije u rastvoru. Ova hidratacija formira gelove koji mogu
reverzibilno da podnose gel-sol faze prelaza koji podleZzu mnogim celularnim
mehanizmima. Voda jonizuje i omogucuje laku izmenu protona izmedu
molekula, i tako doprinosi bogatstvu jonskih interakcija u Zivom svetu. Od
temperature 4°C voda se Siri zagrevanjem ili hladenjem. Ovaj maksimum
gustine zajedno sa malom gustinom leda uzrokuje nuZnost da celokupna sveza
voda (nije baS na povrsini) je bliska 4°C i obrazuje se pre zamrzavanja
(zamrzavanje reka, jezera i okeana je odozgo nadole) tako je omogucen
opstanak zivih bi¢a u vodi, led izoluje od daljeg zamrzavanja, vracaju¢i nazad
suncevu energiju u svemir i omogucujuci brzo topljenje a gustinom uzrokovana
termalna strujanja vode uzrokuju sezonska meSanja koja omogucuju da

umerenije vode nose kiseonik u dublje vode.



1 Uvod

Veliki toplotni kapacitet mora i okeana im omogucuje da sluze kao
rezervoar toplote tako da temperatura moze da varira samo za tre¢inu u odnosu

na kopnenu temperaturu i tako €ini nasu klimu umerenijom.

Stisljivost vode smanjuje nivo mora za oko 40 m daju¢i nam 5% vise
kopna. Veliki povSinski pritisak kao i Sirenje zamrzavanjem podstice eroziju i

omogucuje formiranje zemljista.

Usred znacajnih anomalija voda poseduje suprotne osobine u zavisnosti
od temperature, anomalna ponaSanja dolaze do izraZaja sniZenjem temperature
gde se osobine pothladene vode cesto razilaze od onih u heksagonalnom ledu.
Ako se hladna voda zagreva ona se skuplja i postaje teza za kompresiju, njen
refraktivni indeks raste, brzina zvuka unutar nje raste, gasovi se manje
rastvaraju i ona je lakSa za zagrevanje i bolje provodi toplotu. Za razliku, kad se
topla voda zagreva Siri se i postaje laksa za kompresiju, njen refrakcioni indeks
se smanjuje, brzina zvuka unutar nje se smanjuje, gasovi postaju rastvorljiviji i
teZe se zagreva i loSije provodi toplotu. Sa povecanjem pritiska, molekuli hladne
vode se brze krec¢u ali molekuli toplije vode se kre¢u sporije. Topla voda se
smrzava brze od hladne vode u ledu kada se kompresuje osim na visokom
pritisku kad se te¢na voda smrzava komprimovanjem. Ne postoji nijedna druga

materija koja istovremeno postoji u ¢vrstom, te¢nom i gasovitom stanju.

Metabolizam je ukupan iznos anabolizma i katabolizma. U anabolizmu,
voda se uklanja iz dela molekula (enzimske hemijske reakcije za koje je
potrebna energija) da bi nastali veliki molekuli (skrob, trigliceridi i proteini za
skladiStenje energije) i informacija. U katabolizmu, se voda koristi za raskidanje
veza po redosledu za stvaranje manjih molekula (glukoza, masne kiseline i
amino kiseline da bi bile koriStene za izvor energije kao i za druge svrhe). Voda
je stoga esencijalna i centralna za ove metabolicke procese. Dakle, bez vode, ovi
metabolicki procesi bi prestali da postoje. BioloSka aktivnost proteina je
presudno zavisna ne samo od njihovog sastava nego i od nacina na koji su ovi
ogromni molekuli savijeni, ovo nabiranje, umotavanje uzrokuju interakcije sa

vodoni¢nim vezama vode, i takode izmedu razlicitih delova istog molekula. Bilo
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Sta Sto narusava ove intramolekularne vodoni¢ne veze ¢e denaturisati protein i
narusiti njegovu bioloSku aktivnost. Vodoni¢ne veze se ne formiraju samo
izmedu molekula vode nego i izmedu molekula vode i amino ili karboksilnih
grupa proteina i molekula vode. Struktura molekula na kojima je Zivot baziran
osim proteina, nukleinske kiseline, lipidi i kompleksni ugljenihidrati je direktno
rezultat interakcije sa njihovim vodenim okruZenjem. Kombinacija svojstava
rastvaraca je odgovorna za intermolekularne i intramolekularne asocijacije ovih
supstanci Sto je jedinstvenost molekula vode. Voda je takode Kklju¢na za
fotosintezu i Celijsko disanje. Fotosintetske celije koriste sunCevu energiju za
razdvajanje vodonika od kiseonika u vodi. Vodonik se kombinuje sa CO:
(absorbovanog iz vazduha ili vode) da formira glukozu i oslobodi kiseonik. Sve
Zive cCelije koriste izvor energije i oksiduju vodonik i ugljenik da oslobode

suncevu energiju i reformiSu vodu i CO2 u procesu cCelijskog disanja.

Voda je od fundamentalnog znacaja za acido-baznu ravnoteZu i funkciju
enzima. Kiselina, vodonikov jon (H+ proton) donor moze biti neutralizovan
bazom, akceptor protona kao S$to je hidroksidni jon (OH-) iz vode. Voda se
smatra za neutralnu, sa pH (negativni logaritam koncentracije vodonikovih

jona). (Pashley 1981.)

Dugo vremena se zna da je intracelularna voda veoma bliska bilo kojoj
membrani ili organeli, vicinalna voda je organizovana vema razlic¢ito od bulk
(glavne mase) vode, ova strukturna voda igra znacajnu ulogu u odredivanju
oblika (samim tim i bioloSku aktivnost) velikog broja globularnih biopolimera.
Ponekad je struktura vode u ovom regionu nametnuta jedino geometrijom
okruzuju¢ih vodoni¢nih veza. Voda je sposobna za kretanje kroz Ccelijsku
membranu i neophodna je za transport hranljivih materija, uklanjanje otpadnih
materija i omogucuje komunikaciju izmedu celija, nije samo medijum nego i
metabolicki reaktant, produkt, katalizator, pratnja, mesendzZer i kontroler. Voda
je sastavni deo organizma, nije samo prost rastvarac nego i aktivno ucestvuje u
metabolickim procesima za molekularne interakcije, poseduje transportnu
ulogu, medijum je za particionisanje, prenosi hranljive materije, metabolite,

hormone po telu i unutar Celija, uklanja Stetne produkte, odrzava oblik celije,
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podmazuje strukture tela, zastitni je omotac, sastavni je deo sokova za varenje,
ucestvuje u regulaciji telesne temperature, ¢ini mukozu i vaZna je za pokretanje

organa. (Harvey Lodish 2004, Voeth 2004.)

1.2. Osnovi metabolizma vode u ljudskom organizmu

Voda je kovalentno jedinjenje i polarni rastvarac¢. Molekuli vode poseduje
tetraedralnu gradu i privlaCe se vodoni¢nim vezama. U vodi se rastvaraju
molekuli koji disociraju i hidrofilni molekuli koji ne disociraju. Proces inter-
akcije molekula vode sa polarnim molekulima i jonima je hidratacija. Brzina
hidratacije je sustinski vazna za biohemijske procese koji se odvijaju u ¢elijama,
posledica je dehidratacije koja je nuzna da bi molekuli proteina menjali svoju
konformaciju. Ova brzina je zavisna od strukturne organizacije molekula vode u

rastvoru.

Voda se u organizam unosi pi¢em i hranom a voda nastaje u procesu
metabolizma oksidacijom jona vodonika u mitohondrijama, kojom se smanjuje
energetsko stanje elektrona atoma vodonika i oslobodena energija koristi za
Zivotne procese. Resorpcija se odvija uglavnhom u tankom i debelom crevu. U
organizmu se voda nalazi u dva oblika kao ¢elijska (intracelularna) i vancelijska
(ekstracelularna) a prisutna je i transcelularna voda sekreta te sistema za
varenje i disanje. Vancelijska voda se nalazi u krvnim sudovima, limfi i tkivima.
Depoi vode se nalaze u skeletnim miSi¢ima, potkoZnom tkivu i jetri a izlucuje se
preko bubrega, preko koZe, fecesom i plu¢no. Bilans vode je u neravnoteZnom
stanju (uglavnom dehidratacija rede hiperhidratacija) i mozZe biti u kratkom
periodu vremena u stanju ravnoteze. U organizmu se kolicina vode reguliSe
izluCivanjem preko bubrega, nervnom i hormonalnom regulacijom. Nervni put
Cine intracelularni i ekstracelularni osmoreceptori, baroreceptori u karotidnom
sinusu aortinog luka, receptori istezanja u renalnoj aferentnoj arterioli kao i
vaskularni receptori istezanja i prednji hipotalamus. Najvazniji su hormoni:
antidiureti¢ni hormon kog proizvodi hipotalamus a deluje na distalne tubule

bubrega zadrzavaju¢i vodu i hormon nadbubreZne Zlezde aldosteron koji
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zadrZzava Jone Na i Cl u distalnim tubulama bubrega, a poSto NaCl na sebe

navlaci vodu ovaj hormon posredno zadrzava vodu u organizmu.

Ukupna koli¢ina teCnosti koja se apsorbuje jednaka je zbiru unete
teCnosti i tecnosti izlucene u razli¢itim probavnim sokovima, Sto je ukupno oko
9 1. Od toga se oko 8-8,5 | apsorbuje u tankom crevu a samo preostalih 0,5 do 11
prolazi svaki dan kroz debelo crevo. Kombinacijom kruznih nabora, crevnih
resica i sicusnih mikroresica se povecava apsorpcijsko podruéje sluzokoZe oko
600 puta grade¢i ogromnu ukupnu povrsinu od oko 250 m? u ¢itavom tankom
crevu. Voda se prenosi kroz crevnu sluzokoZu isklju¢ivo procesom difuzije.
Paralelno sa sa hranljivim materijama i jonima, apsorbuje se i izoosmotski
ekvivalent vode. (Guyton 2010.) Osmoza vode iz epitelnih ¢elija u meducelijske
prostore nastaje zbog osmotskog gradijenta, koji se ostvario zbog smanjivanja
koncentracije jona unutar Celije a povecao u meducelijskom prostoru. Osmotsko
kretanje vode uzrokuje da te¢nost odlazi u meducelijski prostor, zatim Kkroz
bazalnu membranu crevnog epitela, te u krvne sudove crevnih resica.
Transportni epitel pruza dva puta za protok vode i rastvoraka: 1) paracelularni
put, kojeg Cini kompleks spojnica i lateralnog meducelijskog prostora; 2)
transcelularan put, kojeg ¢ini apikalna i bazolateralna celijska membrana sa
akvaporinima. Ovi putevi nisu potpuno nezavisni od lateralnog meducelijskog
prostora i mogu da obezbede kompartment tako da putevi transporta mogu da
komuniciraju. Transcelularni transport vode omogucuju akvaporini Kkoji
obezbeduju sustinski dvostrano pokretanje te¢nosti. Osam razlicitih akvaporina
je indentifikovano u gastrointestinalnom traktu. (Laforenza, Gastaldi, Polimeni,

Tritto, Tosco, Ventura, Scaffino, Yasui 2009.)

Bubrezi upravljaju kretanjem celokupne te¢nosti u organizmu, pa se tako
u 24 h filtrira ukupno oko 180 litara te¢nosti. Devedeset devet posto tecnosti
vraca se natrag u krvotok, dok se oko 1,5 litre vode i rastvorenih otpadnih
materija u mokrac¢i izbaci u toku svakog dana. Nefron je osnovna jedinica za
filtriranje. U svakom bubregu ima preko milion nefrona. Cevasti sistem koji se
nalazi u svakom pojedina¢nom nefronu, u proseku je dugacak oko 3 cm i Sirok

samo 0,05 mm. Bowmanova ¢aura je zapravo uvucen kraj savijenog tubulusa
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nefrona koji je obavijen mreZom vrlo malih krvnih sudova, zvanih kapilari. Kroz
endotelni sloj kapilara, bazalnu membranu i epitelne ¢elije, Sto oblaZu spoljnu
povrSinu glomerularnih kapilara filtrira se te¢nost i rastvorene materije, osim

proteina i bitnih Celija krvi.

Kapilarne endotelne Celije, Sto oblazu glomerul su perforirane hiljadama
malih rupica (fenestre). Drugi sloj je propustljiva bazalna membrana. Tre¢i sloj
ove membrane ne ¢ini kontinuirani sloj, ve¢ se sastoji od €elija sa nastavcima u
obliku prstiju. Voda ulazi u celiju kroz apikalnu membranu, zbog male
hiperosmolarnosti citoplazme i napus$ta je kroz bazolateralnu membranu
pokretanu malom razlikom osmotskog pritiska. Bazalna membrana i okolno
vezivno tkivo sa nepokretnim slojevima celija i konstituentima kroz koje
rastvorci i voda difunduju, rasprSuju uveéanu koncentraciju rastvorka
lateralnog intracelularnog prostora i bazalnih medu preklopa, zatim ulaze u

subepitelne kapilare. (Spring 1998.)

Tecnost koja teCe kroz tubulus, nakon izlazka iz Bowmanove Caure je
vodena mesavina, koja se sastoji od rastvorenih korisnih molekula zajedno sa
otpatcima i neZeljenim supstancama. Specijalizovane ¢elije duZ unutrasnjeg zida
tubulusa prepoznaju korisne molekule kao $to su: voda, soli, Se€eri, minerali,
vitamini, hormoni i amino-kiseline. Oni se efikasno izvlace u zid tubulusa i
vracaju nazad u kapilare, da bi ponovo usle u krvotok. Proticanjem tec¢nosti kroz
sabirnu cev tubulusa, voda se osmozom izvla¢i iz lumena u visoko
koncentrisanu sredinu. Osmoza se uvek odvija kada voda protice kroz
membranu u sredinu sa ve¢om koncentracijom cestica. Osnovni mehanizam za
transport vode kroz zid tubularne cevcice je difuzija. Svaka epitelna Ccelija
poseduje Cetkastu povrSinu na luminalnoj strani. Ta Cetkasta povrsina se sastoji
od hiljada veoma malih mikroresica usled c¢ega se luminalna povrsSina celije
povecava oko 20 puta. Osnova Celije leZi na bazalnoj membrani, a izbrazdana je
sistemom brojnih bazalnih kanali¢a koji povecavaju bazalnu povrsSinu celije
takode mnogo puta. Epitelne celije povezane su jedna sa drugom samo u
podrudju blizu Cetkaste povrSine gde se dodiruju i ta spojnica se zove zona

okludens. (Murata Mitsuoka Hirai Walz Agre Heymann Engel Fujiyoshi 2000.)
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Voda difundira kroz tubularnu membranu u svim delovima tubularnog sistema
ali u nekim delovima diffundira mnogo brze nego u drugim. Delovi tubularnog
sistema koji su veoma permeabilni za vodu, kao proksimalni kanali¢i, brza
osmoza vode se dogada uvek kad se osmotska koncentracija rastvorenih
materija s jedne strane zida postane razlicita od koncentracije sa druge strane.
Kad se natrijum transportuje iz tubula u intercelularne prostore i u bazalne
kanalice, povecava se osmotski pritisak u peritubularnoj te¢nosti, a smanjuje se
osmotski pritisak u tubulama. Membrana proksimalnog tubula je veoma
propustljiva za vodu, te voda procesom osmoze gotovo u istom trenutku krece u
intercelularne prostore i u bazalne kanalice, te ponovo uspostavlja ravnotezu u
osmotskoj koncentraciji s jedne i druge strane zida tubularnog kanali¢a. Kad
god se natrijum transportuje kroz membrane pojedinih celija tuberalnog

epitela, transportuje se voda osmozom.

Cisti lipidni bislojevi su sustinski nepropustljivi za vodu, ali mnoge
Celijske membrane sadrze proteine vodenih kanala koji ubrzavaju kretanje
vode, i nekih malih nepolarnih molekula u i iz ¢elija. Takvo kretanje vode se
odvija u celijama epitelnog sloja tubularnih kanala bubrega i creva i tako
omogucuju koncentrovanje urina i unoSenje vode u krvni i limfni sistem
organizma. Isto bi moglo biti u osnovi funkcionisanja epidermisa koZe.
Transport vode kroz akvaporinske kanale, male hidrofobne molekula proteina,
moguc¢ je zahvaljujuci tetramernoj arhitekturi ovih kanala koji obezbedjuju
prolaz selektivno samo za molekule vode poSto elektrostaticki potencijal
unutra$njosti ovih kanala omogucava selektivno zadrZavanje svih molekula koji
nose naelektrisanje kao $to su joni i protoni. Ispitivanje mehanizma transporta
vode u razli¢itim tkivima ukazuje na postojanje uskih pora u akvaporinima koje
sprecavaju prolaz velikih molekula, jona, ¢ak i protona (H30+) i hidroksilnih
grupa (OH-) uz istovremeno odrZavanje visokog nivoa permeabilnosti za
molekule vode: ~ 10° molekula H20 u sekundi po kanalu (Harvey Lodish 2004,
Stojiljkovi¢, Stoiljkovi¢, Bojani¢, Stojiljkovi¢ i Radenkovi¢ 2007.)

Nekoliko molekula vode simultano prolaze kroz kanal od kojih svaki

sekvencialno formira specificne vodoni¢ne veze i zamenjuju ih drugi molekuli
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1 Uvod

vode niz gradijent. Formiranje vodoni¢nih veza izmedu atoma kiseonika i amino
grupa boc¢nih lanaca obezbeduje prolaz samo molekula vode kroz kanal, c¢ak i

protoni ne mogu da produ. (Harvey Lodish 2004).

Ekstracelularni matriks je mreza proteina i ugljenih hidrata koji drze
Celije zajedno, okruZuju i potpora su cCelijama, reguliSu celijsku aktivnost i
reSetka je za kretanje Celija. Prolaz vode i u njoj rastvorenih supstanci se odvija
difuzijom. Sadrzaj ekstracelularnog matriksa ¢ini samo 5 klasa molekula:
nerastvornih (ne mogu biti hidratisani) kolageni, elasti¢na vlakna i rastvorljivi,
lako se hidratiSu proteoglikani, hijaluron i adhezivni glikoproteidi. Osnovne
supstance koje su hidratisane su slicne gelu i suprotstavljaju se silama
kompresije. Fibrili obezbeduju istezanje. Voda hidratacije sprecava brzu
razmenu hranljivih materija i otpadnih materija. Glukozaminoglikani su
negativno naelektrisani, izduzZeni nalik na Stapice, sastavljeni od disaharida koji
se ponavljaju, obi¢no vezuju velike koli¢ine vode. Visoka koncentracija Na+
privlaci ekstracelijsku tecnost hidrirarujuci ekstracelijski matriks. Glukozamino-

glikani i proteoglikani zadrzavaju vodu u kozi, slicno mukus proteinu.

Bazalna membrana je tanka ploca fibrila koja je u osnovi epitela koji
oblaze Supljine unutar tela kao i koZe ili endotelijum koji leZi ispod povrsine
krvnog suda. Komponente bazalne membrane sintetiSu preostale Ccelije
ekstracelularnog matriksa. Bazalna lamina je vaZna ne samo za organizaciju
¢elija u tkivo nego i za regeneraciju tkiva i kao vodic¢ za migraciju Celija za vreme
formiranja tkiva kao i za metabolizam i za komunikaciju c¢elija. MreZa
komponenti ekstracelularnog matriksa je obi¢no ne deblja od 60-120 nm

debljine. (Harvey Lodish 2004.)

KoZa ima ulogu rezervoara vode i ucestvuje u regulaciji tecnosti ¢itavog
tela. Tkiva koZe sadrZe oko 10% ukupne tecnosti, priblizno, dve treéine tecnosti
se nalazi izvan Celija, druga trecCina tecnosti koja se moze izmenjivati nalazi se
uglavnom u dermisu. (Eisenbeiss Welzel Eichler Klotz 2001.) SadrZaj vode u
koZi varira, a u epidermisu, stratum germinativum je priblizno 80% kao i u

ostalim ¢elijama. Na povrsSini koZe u stratu corneumu gde se nalaze mrtve Celije,
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ovaj sloj je mnogo suvlji i gde sadrzaj vode varira od 10% do 30%. U celoj koZi je
distribucija vode nesSto drugacija. Kod ¢oveka relativni sadrzaj vode u kozi

iznosi od 24.3% do 67.3%. (Suh Woo Kim 2004.)

Krv dospeva u koZu putem malih miSi¢nih arterija iz hipodermisa. Ove
arterije u dubljim delovima retikularnog sloja u blizini hipodermisa formiraju
duboki vaskularni pleksus, rete cutaneum. Iz ovog pleksusa deo arteriola se
spusta prema hipodermisu, dok drugi deo arteriola sprovodi krv ka povrSnim
slojevima epidermisa. Najve¢i deo arteriola iz ovog pleksusa stvara drugi
pleksus, na granici izmedu papilarnog i retikularnog sloja, poznat pod imenom
papilarni pleksus ili rete subpapillaris. Kapilari nastali iz anastemoza ovog
pleksusa formiraju kapilarne petlje u dermalnim papilama i prolaze uz samu
bazalnu membranu. Kapilari se nastavljaju venama do venskog pleksusa
postavljenog direktno ispod arterijskog papilarnog pleksusa. Krv dalje otice do
dubokog venskog pleksusa. U dubljim delovima dermisa sreéu se arteriovenske
anastemoze. Putem autonomnog nervnog sistema, menja se tonus vaskularnog
korita, te se na taj nacin smanjuje ili povecava gubitak toplote. (Suh Woo Kim

2004.)

Limfni sudovi koZe dobro su razvijeni u papilarnom sloju dermisa i
stvaraju superficijalni pleksus. Kapilari iz ovog dela dreniraju limfu u vece
sudove koji se nalaze u retikularnom sloju dermisa (duboki pleksus ), koji je
dalje odvode do regionalnih limfnih ¢vorova. (Suh Woo Kim 2004.) Sekrecija
vode je paracelularna kroz tight junctions, pokretana osmotskim gradientom i

gradijentom koncentracije u slucaju koZe.

Hidratacija stratum corneuma je glavna determinanta izgleda i fizickih
svojstava koZe i zavisi od brojnih faktora ukljuCujuci spoljaSnju vlaZnost i
strukturu, lipidno proteinski sastav, svojstva barijere i koncentracije osmolita
koji zadrzavaju vodu. AQPO 3 se nalazi iskljucivo u bazalnom sloju keratinocita i
transport vode preko njega nije ogranicen stopom transepidermalnog gubitka
vode. Ovaj akvaporin je odgovoran i za snabdevanje SC glicerolom. U slucaju

nedostatka funkcije AQPO 3 nije otkrivena promena u stopi zamene Ccelija,
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profilu lipida, sadrZaju proteina i koncentraciji amino kiselina jona i drugih
malih rastvoraka. Smanjen sadrZaj glicerola dovodi do abnormalnog fenotipa
koZe kod ljudi sa poremecajem rada AQPO 3 kao i usporeno zarastanje rana.
Razvoj skvamoznog tumora koZe je povezan sa AQPO 3 u bazalnim celijama
ljudske kozZe. U drugim delovima tela defektan AQPO 3 izaziva rane u kornei, u
crevu kolitis. Uglavnom je odgovoran za hidrataciju koZe i proliferaciju celija

koZe. (Beitz Agre 2009.)

1.3. Znacaj istrazivanja metabolizma vode za funkcionisanje

ljudskog organizma

Ljudi se izlaZu raznim elektromagnetnim poljima, piju vodu koja je
kontaminirana raznim supstancama koje utiCu na njenu strukturisanost,
izlagani su stresu. Postoji potreba da se razumeju svi procesi u kojima je
uklju€ena voda, kao matrica Zivota, da bi se na molekularnom nivou razumeli
nastanci i razvoj patoloskih procesa i omogucila njihova rana detekcija.
Potrebno je izuciti da li razni tipovi organizacije voda uti¢u na nastanak i razvoj
neinfektivnih bolesti i u kolikoj meri, dali moZe da se kontroliSe njihov razvoj i

da se lece.

Ljudi se uglavnom nalaze u permanentnom stanju dehidratacije koja
smanjuje sve njihove Zivotne sposobnosti, postavlja se pitanje koliko i kako
mehanizmi nervne regulacije, pre svega centar u prednjem hipotalamusu koji

reguliSe Zed, prepoznaju i reaguju na razne tipove struktura vode.

Voda u celije ulazi veoma polako pasivhom difuzijom kroz celijsku
membranu i veoma brzo kroz akvaporine, specijalne vodene ili akvaglicerinske
kanale, kako celija ostaje dehidrirana i pored obilja vode u telu jer se
propustljivost akvaporina smanjuje kao i njihova ekspresija i razli¢ita je kod
raznih tipova vode. Potrebno je prouciti ne samo prolazak vode raznih struktura
kroz akvaporine i vodene kanale tesnih spojnica nego i mehanizme difuzije

kroz: Celijske membrane, intercelularni kompartment kao i njegov deo bazalnu
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membranu. Postavlja se pitanje kako razli¢iti tipovi struktura voda uti¢u na

funkcije akvaporina, njihovo formiranje i starenje.

Struktura metabolicke vode koja nastaje oksidaciom vodonika u
organizmu je slabo izu€ena i kako ona interreaguje sa ostalim strukturama tela
pa i samom vodom organizma. Poznato je da se sa godinama smanjuje koli¢ina
strukturisane vode koja lako prolazi kroz vodene kanale i brzo hidratise
strukture cCelije a povecava koli¢ina vezane vode u telu, koji mehanizmi u telu i
kako omogucuju stvaranje strukturisane vode. Odnos voda raznih struktura u

telu bi mogao biti parametar za detekciju patoloskih stanja organizma.

Proces prolaska, voda raznih tipova, kroz nefrone bubrega ili slojeve
koZe, znojne Zlezde je malo poznat a svakako utice na efikasnost transporta

Stetnih materija iz organizma, proces termoregulacije kao i svojstva koZe.

Kolic¢ina vode kao i odnos intracelularne i ekstracelularne vode se menja
tokom razvica, rasta, zrelosti i starenja. Postavlja se pitanje koji su mehanizmi
strukturisanja vode kod embriona i kasnije kod odraslog organizma, zasto
kasnije dolazi do promene odnosa voda u organizmu, zasto dolazi do
progresivnog smanjenja strukturisanje vode tokom Zivota. Dali je voda jedan od
faktora naruSavanja embrionalnog razvica ili kasnije mutacija i kancerogeneze.
Kakva je uloga vode u procesu starenja i da li se moZe preko nje uticati na

mehanizme starenja.
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2. PREDMET ISTRAZIVANJA

Dugo vremena se zna da je intracelularna voda veoma bliska po svojoj
organizaciji bilo kojoj membrani ili organeli, (ponekad se zove vicinalna voda) i
organizovana je veoma razliCito od bulk (glavne mase) vode, ova strukturna
voda igra znacajnu ulogu u odredivanju oblika (samim tim i biolosku aktivnost)
velikog broja globularnih biopolimera. Molekuli vode se povezuju vodoni¢nim
vezama ne samo sa susednim molekulima vode, nego i sa drugim molekulima
koji poseduju -OH, -NHz ili COO- grupe za koje se vezuju. Ovo ukljucuje
jednostavne molekule kao $to su alkoholi i povrSine kao makromolekuli, Sto je
vezana voda u bioloskim sistemima. Intracelularna voda unutar citoplazme se
odlikuje kompleksnoséu i specificnom organizacijom. Uvecanje veliCine ¢elije je
praceno depolarizacijom celijske membrane i smanjenjem difuzije vode, Sto
ukazuje na veoma razli¢ite karakteristike intracelularne vode koja se prinudno

javlja u poredenju sa ekstracelularnom vodom. (Wiggins 2008.)

Blizina Cvrste povrSine molekula ili jona, koji poseduju neuravnoteZeno
elektri¢no naelektrisanje, uzrokuje da molekuli vode mogu postati orjentisani i
ponekad mogu da se veZu u relativno stabilnu strukturu. Postoje dve teorije o
intracelularnoj vodi koje imaju vrlo veliki uticaj na sadasnje razmisljanje u
pogledu kompleksa uloga intracelularne vode. To su "teorija polarizovanih
multislojeva" Gilbert Ling i "gel sol prelaz" Gerald Pollack. (Ling 1962. Pollack
2006.)

Voda poseduje visoko organizovanu lokalnu strukturu kad interreaguje
sa molekulima sposobnim da uspostave ove strukture u vodi. Usmereni dipolni
momenti molekula vode uzrokuju delimi¢an jonski karakter (usled ne-
ravnhomerne raspodele naelektrisanja unutar molekula) stvarajuci afinitet
izmedu negativnog dela molekula i pozitivhog dela njegovog suseda. Ove
vodonicne veze nikako nisu ograni¢ene samo na vodu, nego se razvijaju gde god
je mali elektronegativan atom (kao kiseonik i azot) i vodonikov atom vezani
kovalentno zajedno i koji su blizu jedan drugome. Na primer: -O-H----O=, =N-H -

.-0=C-,-N+H----0.
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Kako voda, na neki nacin, lokalno menja svoju gustinu tako da njene
vodonicne veze postaju pravije i jace ili iskrivljene i slabije, sva njena fizicka i
hemijska svojstva se moraju promeniti. Njena tacka klju¢anja ¢e opadati kako
veze postaju slabije, slobodna energija hidratacije Na* i K* i drugih katjona,
reaktanata i proizvoda reakcija hidrolize mora sve promeniti. Povecanje jacine
vodoni¢nih veza mora voditi do suprotnih promena u fizickim i hemijskim
svojstvima. (Berenden 2004.) Razlic¢ite karakteristike unutarcelijskog i
vancelijskog okruZenja posebno su jasne na planu ograniCenja difuzije i visoke
koncentracije haotropskih (neuredena putanja) jona i kosmotropskih (uredena
putanja) drugih rastvoraka u (celiji. Oba, haotropski neorganski joni i
kosmotropski drugi rastvorci, pomazu maloj specificnoj teZini vode. Razlika u
koncentraciji jona je narocito oCigledna izmedu Na*i K*; Na* joni formiraju viSe
raskidanih vodoni¢nih veza i povecavaju gustinu vode posto K* jon daje

prednost vodenom okruZenju manje gustine. (Cameron Kanal Fullerton 2005.)

SniZenje stepena gustine unutar Ccelije je odredeno rastvorcima,
njihovom koncentracijom i ustrojstvom kao i stanjem kretanja proteina, pokreti
proteina stvaraju viSe nereda medu klasterima u poredenju sa viSe statickim
proteinima. Mnogi intracelularni proteini su globularni, zato poseduje potpunu
rotacionu entropiju uprkos gustoj okolini. Voda poseduje protivrecne efekte u
meSovitoj okolini oko proteina. Slabe vodoni¢ne veze izmedu proteina i
molekula vode dozvoljavaju vecu fleksibilnost. Jace vodoni¢ne veze obdaruju
protein sa vecom stabilnoS¢u i rastvorljivo$¢u. Postoji uredena struktura u
prvom omotacu oko proteina, sa hidrofobnom nalik na klatrat i sa vodoni¢nom
vezom molekula vode od kojih svaki pomaZe drugom da optimizuje mrezu
vodoni¢nih veza u vodi. (Halle Davidovic 2003.) Promene u obliku proteina
mogu izazvati prodor vode unutar celije ili izlaz iz nje isto tako kao i promena
gustine. Karboksilne grupe proteina su uglavnom okruzene vodoni¢nim vezama
vode dok je voda okruzena osnovnim haotropskim grupama (arginin, histidin i
lizin) teZe ka strukturi klatrata. Obrazovanje klatrata preko hidrofobne povrsine
maksimizira ne vezujuce interakcije bez gubitka vodoni¢nih veza bududi da

samo pogodne karboksilne grupe formiraju kolapsiraju¢e vodene strukture,
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reaktivna teCna zona. Difuzno kretanje proteina uzrokuje promene u strukturi
vode izvan prvog hidratacionog omotaca. Translaciona difuzija obuhvata
prekidanje veza voda-voda na daljini od povrSine jer rotaciona difuzija obuhvata
blizak prekid voda-voda i protein-voda veze. PovrSinska zona za translaciju i
rotaciju je ista ali diferencijal brzine je konstantna za sve radijalne razdaljine (r)
za translaciju ali varira sa r? sa rotacijom. Na povrSini proteina se prekidaju
vodonicne veze, pola vodoni¢nih veza je skrSeno, stoga se stvara zona poviSene
gustine vode. Rotacija proteina stoga stvara relativno blizku i okruZuju¢u zonu
vode velike gustine sa mnogo raskinutih vodoni¢nih veza. Zapremina ovih
regiona dodirnih povrSina uznemirene vode oko proteina je uporediva sa
zapreminom proteina. (Gojto Smiechowski Panuszko Stangret 2009.) Sa strane
lanca proteina rasporedene su karboksilne grupe (tj. asparaginska i glutaminska
kiselina) koje poseduju visoke dipolne momente, one sadrZe dva kiseonikova
atoma koji su blizu jedan drugome (~0.223 nm) a pojavljuje se izmedu molekula
vode u tec¢noj bulk vodi (~0.282 nm). Ovi atomi kiseonika iz karboksilnih grupa
obrazuju vodonicne veze sa ~4 do ~6 molekula vode, za oko 40% slobodne
energije hidratacije a razlika uglavnom potice iz spoljasnjeg vodenog omotaca.
Obrazovanje vodoni¢nih veza uzrokuje lokalne klastere vece gustine usled cega
se molekuli vode priblizavaju i nakupljaju oko karboksilnih grupa. Takve
vodoni¢ne veze indukuju negativnija naelektrisanja kiseonikovih atoma
karboksilnih grupa, povecavaju¢i dipol grupe i to dovodi do porasta u

karboksilnoj grupi pKa. (Kirschner Woods 2001.)

Efekti vode na polisaharide i polisaharide na vodu su sloZeni i postaju jo$
sloZeniji u prisustvu drugih materija, kao Sto su soli. Voda se nadmece za mesta
vodonicnog vezivanja sa unutarmolekularnim i medumolekularnim vodoni¢nim
vezama unutar polisaharida, sigurno ¢e se ustanoviti ugljenohidratna
elasti¢cnost i moce se odrediti ugljenohidratna preferencijalna konformacija.
Postoji velika cena entropije (do oko 20.8 k] mol-1 na 25°C za potpuno zaleden
molekul) kad se voda veZe i ovo bi moralo biti ispravljeno, na primer,

stvaranjem jace ili ekstra vodonicne veze. Na efekte hidratacije polisaharida
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uticu: polarnost, slabo vodoni¢no vezivanje ili jako vodoni¢no vezivanje,

hidrofobnost i prisustvo drugih ne jonskih i jonskih rastvoraka. (Zavitsas 2001.)

Ostaci D galakturonske kiseline koje se nalaze u polisaharidu, neke
molekule vode ¢vrsto vezuju. Koli¢ina vezane vode jako zavisi od prisutnih
katjona viSe nego od ostataka Secera. Natrijum galaktonurat vezuje Ccetiri
molekula, i K*, Ca* i Mg* soli vezuju 2, 12, odnosno 13 molekula vode (voda jon
veza je ve¢a od 13.0 kcal mol1). Kiseli kiseonikov atom karboksilne grupe teZi
da prihvati dve ili tri vodoni¢ne veze, zavisno od sterickih faktora, Sto je
uslovljeno razlic¢itim molekulima vode zbog sterickih i antikoperativnih efekata.
(Dillon Dougherty 2002.) Vodoni¢na veza (preko donacije) slabi ako je jedna
donorska vodoni¢na veza vode vodoni¢tnom vezom povezana sa jacom bazom
od vode, karboksilati kako se ocekuje ¢e delovati na posebno slabu vodoni¢nu
vezu u slede¢em sloju omotaca, tako da potstiCe lokalni kolaps u mrezi
vodonicnih veza. U blizini polielektrolita osmolarnost je velika i aktivnost vode i
hemijski potencijal su mali. Potencijal vode je delimi¢no poveéan zbog kolapsa
mreZe vodoni¢nih veza vode. Ako je povrSina vrlo naelektrisana, zona vode
velike gustine (HDW) moZe da dopre do nekoliko nanometara i lokalna gustina
prvog hidratacionog omotaa moZe biti veca od 1.1 g cm3. Zona jakih
vodoni¢nih veza, tetna i reaktivna, akomulira male katjone, multivalentne
anjone i hidrofobne rastvorke. Da bi se odrZao potencijal vode konstantnim
voda koja okruZuje ovu zonu niskog potencijala HDW smanjuje svoj potencijal
tako da odgovara proizvodnji zone manje gustine LDW, koja moze biti dovoljno
velika da smanji ukupnu gustinu sredine. Ove dve zone (HDW) i (LDW)
verovatno nece biti oStro razlikovane ili savrSeno formirane, ali hemijski

potencijal vode €e biti sasvim slican. (Caffarena Grigera 2004.)

Rigidnost polisaharidnog lanca ¢e zavisiti od toga dali su suprotni joni
dovoljno blizu (Sto dovodi do moguceg medumolekularnog privlacenja ali i
smanjenja intermolekularnog odbijanja naelektrisanja) ili daleko (na primer u
slucaju LDW). Pravila za formiranje jonskih parova su pracene sa karboksilnim
grupama za koje se smatra da su slabo hidratisane, tako da jako hidratisani joni

(na primer Li*, Ca2*, Mg2+) Ce se absorbovati za povrsSinu jona teZe nego loSe
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hidratisani joni (na primer, Cs*, K*, Na*). Neki polijonski polisaharidi mogu
formirati zone spajanja putem dvovalentnih jona (Ca2*) dokle god minimum od
Cetrnaest ostataka moZe saradivati. To moZe biti dobro da dve karboksilne
grupe moraju da saraduju u odrZavanju vezane vode daleko od jona kalcijuma
da bi se formirao slani most, koji ¢ini zonu spajanja. Nizak potencijal vode u
asocijaciji sa parovima jona ¢e uticati na obliZznju vodu da se podstice
ujednacavanje potencijala vode. Ovo uzrokuje da okolna voda postane viSe

proSirena (manje gustine). (Makarov Andrews Smith Pettitt 2000.)

Hidratacija nukleinske kiseline je od suStinske vaZnosti za konformaciju i
korist. Snaga ovih vodenih interakcija je daleko veéa zbog vecleg jonskog
karaktera od onih kod proteina. Dvostruki heliks DNKa moZe da zauzme vise
konformacija sa razli¢itom hidratacijom. (Pal Maiti Bagchi 2005.) Molekulu DNA
je potrebno 30%, teZine vode da odrZi svoju prirodnu konformaciju. Veca
hidratacija se snaZnije drZi oko fosfatnih grupa koje se proteZu duz unutrasnje
ivice glavnih kanala. Zbog difuzne distribucije elektrona fosfatne grupe molekuli
vode se stalno ne nalaze oko nje. Hidratacija je mnogo prisutnija i mnogo
trajnija oko baza sa njihovim viSe usmerenijim vodoni¢nim vezama i
ograniCenom prostoru. Molekuli vode se drZe relativno jako sa vremenom
zadrZavanja za prvi hidratacioni omotac¢ oko 0,5-1 ns. Zbog pravilne strukture
DNA hidratna voda se odrZava na kooperativni nac¢in uz dupli heliks u oba velika
i mala kanala. Koperativna priroda hidratacije pomaze rasplitanju i uplitanju
dvostrukog heliksa. Kretanje vode u Zlebovima je sporije u poredenju sa bulk

vodom, sa najve¢im ograni¢enjem u malim brazdama. (Gutmann 1991.)

Lipidi membrane sadrZe hidrofilnu kosmotropnu grupu kao Sto je
fosfatidiletanolamin koji potstiCe obrazovanje u celiji strukture vode manje
gustine. Ovo je narocito bitno poSto postoji membrana sa obimnom
medusklopnom vodom unutar éelije. Celije jetre sadrze ~100000 pm? specifi¢ne
povrSine membrane. Voda manje gustine poseduje mnoge, kao u ledu, jake
vodonicne veze i inertna je zbog malog broja reaktivnih centara a viskoznost im
je veca nego u bulk vodi. Nepolarni molekuli u vodenom sistemu teZe da se

skupe (van der Waalsove sile privlacenja) istiskuju¢i molekule vode. Ovaj
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proces predstavlja mehanizam samogradnje lipidnog dvostrukog sloja i nacin je
kako apolarni molekuli postiZu stanje sa najmanjom slobodnom energijom.
Voda u blizini hidrofobnih povrSina se kolektivno krec¢e da bi podesila lokalnu
gustinu sa okolnom vodom. (Wiggins 1990). Hidrofobni efekt hidrofobnih
rastvoraka u vodi je prvenstveno posledica promene u klasterisanju okolne
vode, pre nego voda rastvorak interakcije. Hidrofobna interakcija dovodi do
smanjenja gustine i povecanja toplotnog kapaciteta. (Rezus Bakker 2007.)
ProSirena mreza uzrokuje opadanje gustine poSto uredene veze moraju biti
savijene sa povecanjem temperature, tako da uticu na toplotni kapacitet. Dakle
hidrofobna hidratacija se ponasa na suprotan nacin od hidrofilne hidratacije,
koja povecava gustinu i smanjuje toplotni kapacitet zbog povezanih
neorganizovanih vodoni¢nih veza koje su ve¢ savijene ili prekinute. Voda na
hidrofobnoj povrsini gubi vodoni¢nu vezu, zbog toga je povecana entalpija.
Molekuli vode kompenzuju ovo menjaju¢i pritisak i zapreminu tj. mreza
vodoni¢nih veza se Siri da bi formirala vodu niske gustine. Voda pokriva
povrsinu sa klatratima izbegavajuci gubitak viSe vodoni¢nih veza. Ovo zahteva
proSirene strukture niske gustine. Ovo formiranje Kklatratnih struktura
maksimizira van der Waalsove interakcije izmedu hidrofobnih rastvoraka i vode
ali bez gubljenja vodoni¢nih veza. Ogranicenje rotacije vodonitne veze na
hidrofobnoj povrSini moZe delimi¢no biti odgovorno za povecanje njihove
jac¢ine. Takve klatratne strukture se lako raskidaju kinetickim efektima.
Hemijski potencijal vode se povecava zbog viseCih vodoni¢nih veza. Voda
smanjuje svoj potencijal Sire¢i mrezu molekula vode. Visoka medupovrsinska
energija se kompenzuje formiranjem vode niske gustine. Elasticnost mreZe
vodoni¢nih veza okruZuju ili klize izvan hidrofobnih molekula Sto zavisi od
njihove velic¢ine i koliko oni dobro mogu biti smeSteni u okviru svoje mreze.

(Sulyok 2006.)

2.1. Sastav bioloske vode po tkivima i organima

Voda se u razli¢itim tkivima organima razlikuje po koli¢ini kao i po

sastavu bioloSke vode, Sto zavisi od njihove funkcije. Sustinski sistemi kao

-21-



n Predmet istraZivanja

mozak su privilegovani, drugi su sa umanjenim sadrZzajem vode, koZa bududci
da je najmanje vaZan organ se najmanje snabdeva vodom i poseduje najmanju
koli¢inu vode. Voda se u razli€itim strukturama mladog organizma nalazi u
razlic¢itim koli¢inama i drugacijih strukturnih karakteristika kao $to se vidi iz
tabele 1. Prosecan sadrzaj vode Coveka teSkog 70 kg je 57%, dok je kod
novorodencadi visi od 75%. SadrZaj vode se smanjuje sa godinama a najvece
smanjenje se deSava u prvih 10 godina. MiSi¢no tkivo ¢oveka srednjih godina
sadrzi 75% vode, krv sadrzi 73%, masno tkivo sadrzi 14% vode, kosti 22%
vode, mozak 73%-78%-85%. Muskarci sadrze 60% vode a Zene 55% zbog vece
koli¢ine masnog tkiva. Intracelijska te¢nost ¢ini 2/3 (63%) ukupne tecCnosti tela
i ¢ini 70% citoplazme Celije. 85% celijske vode poseduje bulk strukturu dok je
preostala voda manje pokretna i vezana za makromolekule. Ekstracelularna
teCnost Cini 1/3 (37%) vode tela od ¢ega na plazmu otpada %. RazliCiti organi u
zavisnosti od njihove funkcije poseduju razlic¢ite kolicine vode koje su
promenljive Sto zavisi od fizioloSkog stanja organizma.

Tabela 1. Sadrzaj vode, njene lokacije i stanja kod prosecnog coveka.
(Papi¢-Obradovi¢ 2010.)

Tkivo Ukupan% Unutarcelijska Vancelijska Slobodna Zarobljena
Zubi 10.0% 6.2% 3.8% 2.0% 8.0%
Plazma 90.0% 56.6% 33.4% 60.0% 30.0%
Pluéa 80.0% 49.5% 30.5% 25.0% 55.0%
Jetra 71.5% 44.2% 27.3% 31.0% 41.5%
Kosti 13.0% 8.0% 5.0% 3.5% 9.5%
Krv 90.7% 33.5% 57.2% 61.0% 29.7%
Mozak 80.5% 49.7% 30.8% 35.0% 45.5%
Misici 75.0% 46.3% 28.7% 31.0% 44.0%
Hrskavica 55.0% 34.0% 16.0% 20.0% 35.0%
Limfa 94.0% 36.0% 58.0% 55.0% 39.0%
Zut 86.0% 32.9% 53.1% 48.0% 38.0%
Slezina 75.5% 35.0% 40.5% 41.0% 34.5%
Eritrociti 68.7% 68.7% / 28.0% 40.7%
Pljuvacka 95.7% 45.5% 50.0% 42.0% 53.5%
Bubrezi 82.7% 52.0% 30.7% 27.0% 55.7%
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Mozak je 80-85% voda, tkiva pluca ¢ine 75-80% vode, jetru kao glavni
metabolicki organ ¢ini 70-75% vode, Zive slojeve cCelija koZe: hipodermis,
dermis, i slojevi epidermisa stratum bazale, spinozum i granulozum sadrze 70-
75% vode, dok mrtve oroznale slojeve stratum corneuma c¢ini 10-15% vode u
zavisnosti od relativne vlaznosti vazduha. Sadrzaj vode od stratum granulozum
do povrsinskog sloja keratinocita se eksponencijalno smanjuje ¢ineci gradijent
koncentracije vode. Krv, kao tecno tkivo c¢ini 80% vode i znacajna je za
snabdevanje drugih tkiva vodom, za odrzavanje acidobazne ravnoteZe u telu, za
elektrolitski balans, snabdevanje kiseonikom i hranljivim materijama,
uklanjanje Stetnih produkata metabolizma i ostalo. Srce, deo cirkulatornog
sistema gradi 75-80% voda, bubreg kao vrlo prokrvljen organ bitan za
izluc¢ivanje vode, elektrolita i Stetnih produkata organizma gradi 80-85% vode
ulogom i koja su izlagana mehanickim silama sadrze manju koli¢inu vode: zube
gradi 8-10% vode dok kosti ¢ini 20-25% vode. (Watson Bait 1980.) U
normalnim ljudskim soc¢ivima ukupan sadrzaj vode se ne menja sa godinama ali
se stanje vode menja. Sa 20g. covek ima u centru sociva pribliZzno vezan jedan
molekul vode na svaki slobodan molekul vode dok je kod 70g-80g dva slobodna
molekula vode na svaki vezan molekul vode. Ukupan sadrzZaj vode kod sociva sa
kataraktom je manji u odnosu na normalna sociva dok odnos slobodne i vezane
vode nije znacajano razlicit. Prosecno 7% vezane vode je manje u soc¢ivima sa
kataraktom u odnosu na normalna sociva. Odgovarajuca vrednost smanjenja za
jezgro sociva je 9%. SadrZaj vezane vode sa starenjem se smanjuje u oc¢nom
socivu od 45% na rodenju na 40% sa 20g, na 35% sa 40g, na 27% sa 60g, na
25% sa 80g. (Forbes Cooper Mitchell 2010.) Tabela 1. Sadrzaj vode je bitno
zavistan od pola i telesne teZine tj. konstitucije tela. Vecina patoloskih promena
je u granicama od 10% sadrzaja vode u telu. Manje se vode nalazi u
kanceroznom tkivu nego u zdravom tkivu. Tokom Zivota se koliina i bioloski
kvalitet vode menja. Vode je sve manje u organizmu delimicno i zbog povecane
koli¢ine masnog tkiva, delimi¢no zbog razvi¢a a koli¢ina vezane, slabo pokretne

vode se povecava sa starenjem, Sto je posledica smanjene sposobnosti

-23-



n Predmet istraZivanja

strukturisanja unete vode kao i bioloSkog kvaliteta bulk vode. Ove procese

ubrzavaju razlicita stanja i faktori koji uzrokuju stres.

2.2. Voda u ljudskom organizmu: ekstarcelularna, celijska,

slobodna, vezana voda

Voda je jedna od Sest klju¢nih struktura (DNA, proteini, lipidi, ugljeni hidrati i
mineralne materije) za postojanje Zivota. Ukupna voda u telu odraslog ¢oveka
¢ini oko 60% telesne teZine, dok prose¢na vrednost unutar Celijske vode je 40%
i vancelijske 20%. SadrZaj vode u ljudskom telu opada sa godinama i najvece
smanjenje se odvija u prvih deset godina. Unutar ¢elijske vode je 2/3 (63%) od
ukupne koli¢ine tec¢nosti i ¢ini 70% celijske citoplazme. 85% Celijske vode Cini
voda bulk strukture, dok je ostala voda manje mobilna i povezana sa
makromolekulima. Blisko povezana voda u celiji je 5% dok je slobodne vode
95%. Ekstracelijska tecnost je 1/3 (37%) vode od cega je plazme 1/4. Vezana
voda je fizicki povezana sa razli¢itim molekularnim strukturama i ne moze

slobodno i nezavisno da se krece.

Tabela 2. Ukupna koli¢ina vode u telu ljudi u zavisnosti od pola od rodenja do dvadeset
godina. (Givens 2010.)

na 11- 13- 15- 17-

Starost S 1g. 3g. 5g 7-9g. 9-11g 13g 15g. 17g 20g
80.6% 79% 77.5% 76.6% 76.8% 76.2% 75.4% 74.7% 7;;;2 74%
80.6% 788 77.9% 77.6% 77.6% 77% 76.6% 75.5% 75% 74.8%

%

Kao Sto se vidi iz tabele 2. SadrZaj ukupne vode u telu dece je neSto veci
kod devojcica iako su na rodenju posedovali istu koli¢inu vode, do drasti¢ne
promene dolazi nakon dvadesete godine Zivota, jer je ukupna koli¢ina vode kod

Zena primetno manja od one kod muskaraca.
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Tabela 3. Ukupna koli¢cina vode u telu prosecnog muskarca i Zene tokom Zzivota
(Givens 2010.)

20- 25- 35- 45- 55- 65- 75-
Starost  o4s 1345, |44g.  |54s |64z |74 |84 [7*
g 64.1% |614% |59.7%  |58.0%  [56.0% |54.2% |52.8%  |49.7%
e 56.8%  [56.2%  |552%  |53.4%  [50.6%  |48.0%  |47.4%  |46.9%

Ukupna koli¢ina vode u telu muskaraca je neSto veca od sadrzaja kod
Zene, kao posledice vece koliCine masnog tkiva, tokom starenja, Sto se vidi u
tabeli 3. Starenjem se koli¢ina vode umanjuje do 50% kod muskaraca a kod Zena
42%-44% Sto se odvija sa smanjenjem fizioloSkih funkcija celog organizma.
Razlika u smanjenju ukupne koli¢ine vode je sve veca tokom starenja, izmedu

muskaraca i Zena.

Kod novorodenceta je izmenljivo 50% vode a kod odraslog ljudskog bic¢a
15%. Odnos vezene prema slobodnoj vodi se stabilno uvecava tokom godina
Sto ukazuje na veéu sposobnost struktuiranja mladih tkiva, ova sposobnost se
smanjuje sa godinama.

Tabela 4. Sadrzaj intracelularne i celularne vode u telu posle rodenja kod prosecnog
coveka (Givens 2010.)

Starost m‘i(;fci od 6m.-1g. od 1g.-5g. viSe od 5g. i odrasli
Ukupna voda <70% 70% 65%-70% 65%-<60%
Intracelularna >30% 35% 35%-40% 40%-45%
Ekstracelularna 40% 35% 30% 20-24%.
Meducelijska 34.5% 30% 30% 17%
Plazma 5.6% 5% 5% 5%

Opsti sadrZzaj vode u telu sa vremenom se smanjuje, Sto se vidi u
tabelama 3 i 4. Taj proces pocCinje ve¢ tokom samog embrionalnog perioda a
nastavlja se tokom Zivota ¢oveka, tabela 4. Ovaj proces ukazuje na bolja svojstva
bioloSke vode i efikasniju sposobnost biolomolekula da strukturisu vodu koja je
uneta u organizam, i time omogucuje bolju i brzu hidrataciju biomolekula i brzi
promet vode u tkivima. Telo odraslog coveka prosecno sadrzi 40%-60% vode
rasporedene u kompartmentima: intracelularna te¢nost 65%, ekstracelularna

35% a ona se deli na meducelijsku 25%, cirkulacionu 8% i intersticijsku 2%.
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Koli¢ina ekstracelularne vode se naglo smanjuje u prvih Sest meseci Zivota od
44% do 30% telesne teZine. Postepeno se smanjuje tokom detinjstva do 20% u
pubertetu. Tokom Zivota se povecava koliina intracelularne vode i sa njom
vezane vode, za strukture cCelije, Sto ukazuje na njenu smanjenu izmenljivost i
pogorSanu bioloSku vrednost, dok se u isto vreme smanjuje koliCina
ekstracelularne tecnosti Sto je posledica starenja ekstracelularnih komponenti
organizma i samih Celija tabela 5. Ukupna koliCina ekstracelularne vode coveka

starosti 60g. je 30.1%-23.4% a intracelularne 24.9-33.4%.

Tabela 5. Koli¢ina raznih tipova bioloskih voda u prvim godinama Zivota. (Givens 2010.)

Starost do 6meseci dolgod. 1g.-5god. stariji od 5god.
intracelularna 30% 35% 33.5%-40% 40%-45%
ekstracelularna 40% 35% 30% 20%-24%
meducelijske 34.5% 30% 25% 17%
plazma 5,6% 5% 5% 5%.

Tkiva koZe sadrZe oko 10% ukupne tecCnosti, priblizno, dve trecine
teCnosti se nalazi izvan ¢elija, druga trecina teCnosti koja se moZe izmenjivati
nalazi se uglavnom u dermisu. SadrZaj vode u koZi varira, a u epidermisu,
stratum germinativum, je priblizno 80% kao i u ostalim ¢elijama. KoZu ¢ini
prose¢no 62-73% vode. RazliCiti slojevi koZe znatno variraju u sadrZaju: u
roznom tkivu epidermisa je oko 10-15%, papilarnom sloju 72%, mreZi dermisa
oko 61% Sto c¢ini 15%-18% celokupne vode tela. Pronadeno je znacajno
smanjenje sadrzaja vode u koZzi starih ljudi, Sto moZe biti povezano sa
promenom u koli¢ini glukozaminoglikana, povecanom broju disulfidnih veza,
glikolidizaciji kolagena i dr. U sadrzZaju ekstracelijske tecnosti nema razlike ili se
neznatno povecava sa starenjem. Koli¢ina intracelularne voda jasno opada sa
starenjem. Citoplazmu Zivih Celija koZe ¢ini 75%-90% vode. Kod novorodencadi
koli¢ina vezane vode u koZi iznosi: slabo vezana voda 48%-64%, vezana voda
Cini 6-14%, dok slobodna voda iznosi 26%-45% od celokupne vode u koZi. Voda
u Citavoj koZi se nalazi u mladosti uglavnom u vezanom stanju. Derm sadrZi oko
80%-70% vode i ta kolic¢ina retko se smanjuje tokom starenja Sto ¢ini 15%-18%

ukupne koli¢ine vode u celom telu. SadrZaj slobodne, pokretne vode u dermisu

-26 -




n Predmet istraZivanja

je stabilan od 60 do 65% izmedu 20 i 70 godine. Starenjem se smanjuje broj
interakcija izmedu vode i proteina a takode i opada koli¢ina vode za 30% dok
raste kolicina slobodne (tetraedralne bulk) vode i koli¢ina vode koja
interreaguje sa makromolekulima opada. Papilarni sloj sadrzi 71% vode a

retikularni sloj 61% vode.

Na povrsini koZe u stratum corneumu gde se nalaze mrtve Celije, ovaj sloj
je mnogo suvlji i sadrzaj vode varira od 10% do 30%. Celije stratum corneuma
na povrSini koZe sadrZe tre¢inu vode u odnosu na ostale celije tela $to im
omugucuje da su elasti¢ni i da sluZe kao barijera. U vodi je uglavhom uronjen
dermis i hipodermis, dok epidermis sadrzi manje od 10% vode. Stratum
corneum je u prirodnim uslovima uvek delimi¢no hidratisan. Umetnute izmedu
spoljasnjosti i donjih slojeva koZe keratinocite pokazuju razli¢ite nivoe
hidratacije u razli¢itim slojevima. SadrZaj vode ljudskih keratinocita se menja od
15% u spoljnim slojevima do 40% u unutrasnjim. Slobodna voda ili povrsinska
voda je ona koja se polako apsorbuje i deasorbuje i ¢ini 50-65% slobodne vode.
Vezana voda se brzo apsorbuje i deapsorbuje i deo je ukupne koli¢ine vode koja
ne moze da rastvori u vodi rastvorljive ne elektrolite. Cini 40-50 % preostale
vode i vezana je za proteine i lipide keratinocita. Cvri¢e vezana voda ¢ini
pribliZzno 5-10 % ukupne vode. Slabije vezana voda ¢ini 30-35% ukupne koli¢ine
vode i vezana je za sloj ¢vrSce vezane vode. Sadrzaj vode od stratum bazale kroz
Zivi deo epidermisa ostaje relativno konstantan i opada skoro linearno kroz
stratum corneum. Sa dubinom stratum lucidum sadrzi oko 70 %, sa
keratinizacijom naglo opada, pa je oko 30%, na dubini 20 um a na povrsini
stratum corneum 25%. SadrZaj vode u stratum corneum je priblizno 40% od
vode u tkivima. Stratum corneum normalno sadrzi vode od 20 do 30%, onda
koli¢ina vode opada od 5% do 10% blizu povrSine. Spoljni sloj stratum corneum
sadrZi 13 do 15% vode a kad se taj sadrzaj umanji za 10% i viSe koZa postaje
suva i obrazuje ljuspice. Sam keratin sadrzi 2% vode. Stratum lucidum prosecno
sadrzi 10%-47% vode, a keratina 50%-85%. Kada je potpuno hidratisan
stratum corneum sadrzi 75% vode, 20% proteina i 5% lipida. Primarno vezana

voda 5 mg/100 mg je ista i u normalnoj i u patogenoj koZi (psorijaza i xeroxis
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senilis), i 27.22 mg./100 mg. za psorijazu, 20-30% je veca kod zdrave koZe. 0-
30% vode u stratum corneum ¢ini vezana voda. Hroni¢no suva koZa ili perutava
koZa su znaci uznapredovale dehidratacije tela. U suvoj koZi slobodna voda je

nestala. (Berrelheim Ali White Chylack 1986.)

2.3. Bioloska vrednost vode sa aspekta kompatibilnosti vode u

interakciji sa biomolekulima i ulozi vode u starenju

Embrion starosti 6 nedelja je sastavljen od 97.5% vode a pred samo
rodenje oko 83%. Procenat vode u treem lunarnom mesecu je 95% a u
desetom 85%. Normalna deca na rodenju imaju 78.2% ukupne vode od cega je
ekstracelularne vode 44.9% a intracelularne vode 33.5%. Dijabeticka
novorodencad sadrze ukupno vode 70,2%, ekstracelularne 38.5 a intracelularne
31.8%. Embrion i rani fetus imaju viSe od 90% vode, novorodence 70%/80% a
prosecan odrastao covek 58%. KoliCina ekstracelularne vode opada od 75% do
40% a sadrzaj intracelularne vode raste od 20% do 30% tokom embrionalnog
razvica. Kod novorodencadi od 75%-80% vode u telu ekstracelularna voda
iznosi 45%-50% telesne tezine a intracelularna 30%. Nakon 1.5 godina njihove
se koncentracije izjednacuju da bi nakon 4 god. odnos ovih voda bio obrnut,
intracelularne blizu 50% a ekstracelularne nesto manje od 25%. SadrZaj vode
sa dve godine je 81.1%. devet ipo godina 79.2%, sa 25 g. 77%. (Kanerva Elsner
Wahlberg 2000.) SadrZaj vode u korteksu na rodenju je 88% a u zrelosti 86%
dok je u kalosumu na rodenju 88% a u zrelosti 70%. KoZa fetusa sadrZi oko
90%-97% vode. Ovaj trend smanjenja koli¢ine vode u telu se nastavlja celog
zivota. Dinamika vode, obrazovanje i nestajanje klastera u embrionu, kasnije
tokom Zivota, pra¢ena je dinamikom paramagnetizma/dijamagnetizma, kao
posledica dinamike vode i njene interakcije sa komponentama koje su
rastvorene u njoj. Bioloska voda na granici proteina je sustinska za njihov
ekvilibrijum struktura i enzimsku aktivnost i fenomene kao molekularno
prepoznavanje i interakcije protein protein. Strukture vode u grani¢nom sloju je
odredena geometrijom okolnih vodoni¢nih veza, prostorno organizovanom

molekularnom strukturom vode koja omogucava aktivaciju biomolekula i stoga
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¢elije. Kad se voda menja od guste, kolapsirajuc¢ih klastera, stanja slabih
vodoni¢nih veza u otvorenih Kklastera, laksu, stanja jacih vodoni¢nih veza,
smanjuje svoju energiju zato Sto se izmedu molekula stvaraju jace vodoni¢ne
veze, i ovo pomaze smanjenju hemijskog potencijala vode. Medutim u isto

vreme se menja tecnost od viSe haoti¢ne strukture do viSe uredene strukture.

Starenje koZe je spor ali progresivni degenerativan proces, neizbezan i
predvidljivog ishoda. Klinicki, ostarela koZa je atroficna, suva, naborana sa
naglaSenim krvnim sudovima, kvalitetom transparentnosti i gubitkom
elasti¢nosti i potkoZnog masnog tkiva. Prisutna je izrazita atrofija derma sa
destrukcijom kolagenskih i elasti¢nih vlakana uz poremecaj proliferacijske

homeostaze brojnih Celija i posledi¢ne pojave benignih i malignih lezija.

Promene u epidermu ostarele koZe nisu narocito upadljive. Epidermis
postaje vremenom tanji zbog smanjenja broja keratinocita. Medutim, roZnati
sloj uglavnom ostaje neizmenjen u pogledu Sirine i kompaktnosti tako da su
njegove osnovne funkcije u celini oCuvane - TEWL (transepidermalni gubitak
vode) manji je u ostareloj koZi. Medutim, detaljnijom analizom roZnatog sloja,
zapaza se gubitak i nepravilnost diskretnih povrSinskih brazda Sto je verovatno

posledica poremecaja arhikteture dermalnih papila.

Prosetna povrsina i zapremina korneocita linearno se povecavaju sa
godinama starosti. Povecanje povrsine korneocita znaci istovremeno smanjenje
meducelijskih prostora po jedinici zapremine roznatog sloja Sto bi moglo da
objasni smanjenje transepidermalnog gubitka vode kod starijih osoba.
Deskvamacija korneocita takode je smanjena uz povecanu krutost i smanjenu
rastegljivost roznatog sloja. Kada se ovim osobinama pridoda smanjeni sadrzaj
vode i promena njene strukture, lako je objasniti izmenjena mehanicka svojstva
ostarele koze. Apsorpcija hidrofobnih supstancija uglavnom je neizmenjena, dok
je apsorpcija hidrofilnih supstancija smanjena. Verovatno objasSnjenje leZi u
manjem relativnom sadrzZaju vode i pomenutom smanjenju meducelijskih
prostora po jedinici zapremine. U cCelijama granuloznog i spinoznog sloja,

najceS¢e ne mogu da se zapaze znatnije ultrastrukturne promene. Medutim,
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bazalni keratinociti pokazaju morfoloSke promene koje mogu da se opiSu kao
difuzna epidermna displazija - heterogenost u velicini, obliku i prihvatanju
histoloskih boja. Brzina obnavljanja epidermalnih ¢elija znacajno je smanjena

tako da je vreme zamene roZnatog sloja dvostruko brze kod mladih osoba.

Naj upadljivije i najstalnije promene uocavaju se u predelu dermo-
epidermalnog spoja u smislu njegovog zaravnjenja, tj. smanjenja broja dermnih
papila, odnosno epidermalnih precki za preko 50% u odnosu na jedinicu
povrsSine koZe i zadebljanje lamine dense. Dok bazalni keratinociti mladih osoba
poseduju brojne citoplazmaticke produZetke kojima prodiru u derm, ostarelim

bazalnim epidermalnim ¢elijama ovi produzetci upadljivo nedostaju.

Za razliku od epiderma derm, trpi znatno izrazitije promene u procesu
starenja koZe. Najupadljivije promene su starenje derma, dezorganizacija
dermnog matriksa, smanjena vaskularizovanost i hipocelularnost. Posebno je
znaCajno smanjenje broja fibroblasta i mastocita, ¢elije koje su odgovorne za
produkciju citokina i komponenti vancelijskog matriksa. Primetan je gubitak
fascikularnih kolagenih fibrila koje zamenjuju vlakna dezorganizovanog i
granularnog izgleda. SadrZaj kolagena smanjuje se pribliZzno za 1% godiSnje
posle puberteta. Pored smanjenje ekspresije gena za kolagen u dermnim
fibroblastima, ustanovljeno je i smanjenje ekspresije gena koji kodira
kolagenazu u koZi starijih osoba. Istovremeno, ovi geni u fibroblastima znatno
slabije reaguju na egzogeno dodate citokine. Imaju¢i u vidu da se sinteza
prokolagena ustaljuje na odredenom nivou posle 30. do 40. godine Zivota,
logi¢no je pretpostaviti da je smanjenje njegovog sadrzaja u toku daljeg Zivota
posledica pojacane proteolize. PojaCana eksprezija proteazne aktivnosti mogla
bi da objasni ne samo globalno smanjenje sadrzaja kolagena u ostareloj koZi ve¢
i opseznu destrukciju arhitekture vancelijskog matriksa koja je upadljiva

prilikom mikroskopskog pregleda.

Hijaluronska kiselina i dermatan sulfat najzastupljeniji su
glikozaminoglikani u kozi. Hijaluronska kiselina ucestvuje u izgradnji i

organizaciji vancelijskog matriksa, pospeSuje deadheziju i migraciju celija i
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zadrzava veliku koli¢inu vode u vancelijskom prostoru pospesSujuci transport
jona i hranljivih materija u kozi. U procesu starenja ukupna Kkoli¢ina
hijaluronske kiseline znacajno se ne menja, ali je ustanovljena promena njene
distribucije unutar koZe, povecanje tkivno-vezane frakcije i promena
molekulske mase. Lokalizacija hijaluronske kiseline u epidermisu i dermu
odraslih osoba u epidermisu opada u srednjem delu spinoznog sloja kao i u
bazalnom sloju, u dermalnom sloju se uvecava koncentracija u papilarnom
dermu dok opada na periferiji kolagenskih mikrofibrila i prostoru izmedu

kolagenskih i elastinskih vlakana.

U toku starenja postoji upadljiva i progresivna dezintegracija elastinskih
vlakana u papilarnom dermu tako da je posle 70. godine Zivota ovim procesom
zahvacena vecina vlakana. Smanjen je broj i precnik elastinskih vlakana koja
izgledaju fragmentovana, posebno u dermo-epidermalnom regionu, sa
"Cupavim" Krajevima koji upucuju na delovanje elastoznih enzima. Postoje

takode naglasene fokalne nepravilnosti u rasporedu elastinskih vlakana.

U kozZi starijih osoba registruje se smanjen broj kapilarnih petlji u
papilarnom dermu dok je povrSina poprec¢nog preseka dermnih venula
smanjena za 35% Sto se manifestuje u vidu bledila koZe i sniZenju temperature.

(Fan Lapluye Gavach 1987.)

2.4. Tokovivode do koZe, ulazak u dermis, ulazak u epidermis,
formiranje nanosloveva vode kao lipid-voda komleks,

transepidermal water loss (TEWL)

Molekul kolagena poseduje vaznu ulogu u svim tkivima kao i bazalnoj
membrani i meducelijskom prostoru. Kao i Citav organizam, napravljen je
predominantno od dielektrickih i dipolarnih molekula, gusto upakovanih
zajedno, predstavlja ¢vrst sistem gde elektricne i viskoelasti¢ne sile konstantno
interreaguju. Energija koja se oslobada tokom metabolizma rezultuje u

kolektivnim nacinima vibracija. Kolektivni nacini kretanja mogu da budu
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elektromehanicke oscilacije (fononi ili zvucni talasi) i elektromagnetske
oscilacije (fotoni). Takve koherentne oscilacije Cine sistem kolagen, ostale
organske i neorganske materije i rastvara¢ osetljivim za slabe signale. Molekuli
kolagena mogu da podrzZe transport energije na velike razdaljine u obliku
solitarnih talasa u koji je ukljuena svaka osnova peptida. Energija ekscitacije
amidne veze i vibracije moze difundirati duZ polipeptidnog lanca kroz dipol
dipol interakciju izmedu susednih amidnih oscilacija zato Sto atomske grupe
C=0 poseduje elektric¢ni dipol od 0,3 Debye. Amidna veza i vibracija su povezani
sa torzionom vibracijom u oscilaciji peptidne osnove. (Troschin 1966.) Dva
razli¢ita odgovora su prisutna u kolagenu zavisno od toga da li su vibracije
aksijalne ili normalne u odnosu na osnovu molekula kolagena. Odgovor kao
posledica smanjenja vrednosti talasnog broja indukuju tenziju dok ako se
kasnije produkuju i rastu indukuju kompresiju. Na ovaj nacin se strukturisu
molekuli vode koji se na povrsini svih molekula, narocito na dipolarnim i
naelektrisanim molekulima nakupljaju u obliku hidratacionih omotaca gde se
vodonicne veze raskidaju za vreme nekoliko nanosekundi dok je u bulk vodi
trajanje vodoni¢ne veze reda veli¢ine pikosekunde. Kolagen strukturiSe vodu u
pravilne lance niz fibrile kolagena, pogodne za brazde u tripletu heliksa. Mogao
bi neki strukturisani protonski kabl biti organizovan na ili izmedu kolagenih
fibrila, narocito u dermu i bazalnoj lamini koZe. Kolagen strukturiSe vodu u
jednoj fazi u jednom trenutku vremena, u kriticnom trenutku hidratacije se
odvija iznenadni fazni prelaz u kom se uspostavlja razli¢ito stanje reda analogno

strukturama nalik ledu. (Stoiljkovi¢ Bojani¢ Stojiljkovi¢ Radenkovi¢ 2007.)

Dermis obezbeduje fleksibilnost i elasticnost koZe. Njene glavne
komponente obezbeduju sporu difuziju konstituentnog fluida. Stopa difuzije u
dermisu zavisi od krvotoka, pokretanja meducelijske teCnosti i interakcije
tecnosti sa konstituentima dermisa. (Fan Lapluye Gavach 1987.) Vaskularni
sistem koZe obezbeduje ne samo ishranu nego i snabdevanje vodom dermisa
koZe. Male miSi¢ne arterije iz hipodermisa dopremaju krv do dubokog
retikularnog pleksusa a od njega se male arterije protezu ka povrSinskim

slojevima epidermisa i stvaraju novi pleksus na granici papilarnog i
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retikularnog sloja dermisa. Kapilari nastali iz anastemoza ovog pleksusa
formiraju kapilarne petlje u dermalnim papilama i prolaze uz samu bazalnu
membranu. Kapilari se nastavljaju u vene cine¢i venski pleksus postavljen
direktno ispod arterijskog papilarnog pleksusa. Putem autonomnog nervnog
sistema, menja se tonus vaskularnog korita, te se na taj nacin smanjuje ili
povecava pritisak u vaskularnom pleksusu koji je pokretacka sila snabdevanja
epidermisa vodom. (Zweifach 1965.) Mali krvni sudovi, kapilari su srz
cirkulatornog sistema Razmena vode i rastvorenih materija se odvija fizickim
procesima bez utroSka energije od endotelnih celija (hidraulicki pritisak,
koloidna osmoza tkiva). Postoje dva moguéa puta kojim voda i rastvorene
materije mogu pro¢i kroz zid kapilara. Mogu difundovati kroz kontinuirane
vodene kanale (akvaporine) ili mogu biti filtrirani kroz pore hidrodinamickim
silama koje uzrokuje krvni pritisak. Eksperimenti ukazuju da se oba ova
mehinizma odvijaju zajedno. Barijera kapilara kroz koju se vrsSi razmena se
sastoji od endotelnih cCelija koje su delimi¢no preklopljene i formiraju
Kontinuiranu cev u unutrasnjosti suda, i spoljaSnje okruZenje (bazalna
membrana) amorfnog fibrilarnog sloja 50 do 60 nm debelog. PovrSina lumena
kapilara je ograni¢ena tankim slojem glikoproteina c¢ija je uloga kontrola
propustljivosti kapilara. Granice susednih c¢elija su u bliskom kontaktu,
rastojanje izmedu njih je 10 do 15 nm. Materijal koji se nalazi izmedu endotenih
¢elija je produZetak bazalne membrane. Ukupno kretanje molekula vode kroz
ovu barijeru zavisi od ravnoteZe izmedu hidraulicne snage krvi i osmotskog
pritiska proteina plazme. Razmena obuhvata i difuziju i glavno kretanje vode
kroz vodene kanale ili pore. Dva su glavna puta za protok vode: hidrofilna
matrica koja je prisutna izmedu endotelnih €elija i u kontinuitetu je sa bazalnom
membranom i tankih delova endotelnih ¢elija (akvaporini). (Lu Parker Wang

2006.)

Ekstracelijski matriks (ECM) se sastoji od meducelijskog matriksa i
bazalne membrane. Gel od polisaharida i fibrozni proteini ispunjavaju
meducelijski prostor i deluju kao kompresioni bufer protiv stresa koji deluje na

ECM. Obezbeduje potporu i pri¢vrséivanje Celije i ucestvuje u fiziologiji Celije,
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razdvajaju tkiva jedno od drugog, regulisu Celijsku medukomunikaciju, ¢elijsku
dinamiku ponasanja. Komponente ECM intercelularno proizvode celije
smesStene u njemu, fibroblasti, i izlu¢uju ih egzocitozom zatim se sjedinjuju sa
veC postojeCim matriksom koji Cini izukrStana mreza fibrilnih proteina i
glukozaminoglikana. Sastavljeni su od polisaharida koji se vezuju za proteine i
Cine proteoglikane, negativnog su naelektrisanja privlate pozitivno
naelektrisane jone Na* koji privlace molekule vode osmozom Cuvajuc¢i ECM i
¢elije u njemu. Tecnost da bi dospela do celija vecine tkiva mora da prode
difuzijom kroz ECM. U ECM posebno u bazalnoj membrani su prisutni
multidomenski proteini: perlekan, entaktin, laminin, argin, kolagen XVIII koji su
vezani preko heparan sulfata. Prisutni su i neproteoglikanski polisaharidi koji se
sastoje od naizmenicnih ostataka D-glukuronske kiseline i N-acetil glikozamina.
Hijaluronska kiselina u meducelijskom prostoru daje tkivu sposobnost da izdrzi
pritisak pruzajudi otpor turgoru, sili koja apsorbuje znacajnu koli¢inu vode. Ona
deluje kao okolni lepak, reguliSe ponasanje Celije. Fibrili kao kolagen koji daje
strukturnu podrsku Celijama tkiva i strukturiSu molekule vode, egzocitozom se
izluCuje iz Celija kao protoglikan koji se onda cepaju u prokolagen proteazom da
omoguce ekstracelularno okruZenje. Pored brojnih funkcija uloga bazalne
membrane je da bude difuziona barijera. Gustina fiksiranih naelektrisanja,
bazalne membrane, kao jonogenih grupa koji se nalaze u proteoglikanu heparan
sulfatu je mala. Pokazatelji mobilnosti hloridnih anjona i alkalnih klatjona se
razlikuju u odnosu na one u vodi. U bazalnoj membrani je ve¢a mobilnost Cl-
jona u odnosu na K+, Na* i CI2*. (Tang Goodenough 2003.) Struktura bazalne
membrane se menja pod dejstvom pritiska. Strukture membrane se menjaju,
umotani filamenti od kojih je sastavljena (elastin) se istezu kako stres deluje na
membranu. Smanjenje propustljivosti se odvija uprkos uvecanju povrsSine
membrane za 75% i smanjenja debljine za 65%. Prolaz vode se odvija kroz
cilindri¢ne pore ¢iji se precnik smanjuje sa povecanjem pritiska na membranu,
odnosno istezanjem membrane. Sama debljina nije neophodna da bi se smanjila
propustljivost bazalne membrane Cije je prose¢no vreme 3h. (Tang Goodenough
2003.) Voda je konstituent meducelijskog prostora, cCiji je deo bazalna

membrana, u kom interreaguje sa bioloSkim molekulima. Razumevanje ove
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dinamike je od fundamentalnog znacaja za saznanje o funkcionisanju tkiva pa i

¢itavog organizma.

U meducelijskom prostoru su veliki molekuli kao proteoglikani
zarobljeni i stvaraju veliki pritisak da uravnoteZe spoljasnji. Polupropustljiv
matriks i fiksirana negativna naelektrisanja ovih molekula sluze da proizvedu
bubrenje tkiva kad je neravnoteza u balansu molekula. Strukturni molekuli, kao
fibrili kolagena formiraju mreZzu koja je otporna na istezanje, koja sprecava
tkivo da previSe nabubri i Cuva integritet tkiva. Medutim kolagen malo
doprinosi kao nosac¢, osmotski pritisak je glavni faktor u uravnoteZavanju
spolja$njeg pritiska. (Agren Zelenin Hakansson, Eklof Aperia Nejsum Nielsen
Sedin 2003.) Hidrostaticki pritisak favorizuje filtraciju pod pritiskom vode kroz
pore zato Sto je ovaj pritisak sa strane pore u krvi ve¢i od onog u tkivu.
Primarna odbrana protiv suvisne filtracije je koloidni osmotski pritisak. Tako da

je ukupna sila filtracije samo neznatno pozitivna ili negativna.

Hidratacija epidermisa je izutetno varijabilan proces, kao odgovor na
spoljne faktore i dermis i hipodermis su jako propustljivi za vodu. Ukupna
funkcija barijere je kontrolisana od strane epidermisa, koji moZe da bubri
apsorbuju¢i vodu kojom se snabdeva iz mikrocirkulacije ili okolne sredine.
Zapremina cCelijske faze se reguliSe ulaskom vode i Na, K* i Cl* kroz ¢elijsku
membranu i njihovim kontrolisanjem u skladu sa vremenskim kaSnjenjem.
(Brandner 2007.) Cvrsta spojnica, koje u apikalnim delovima spajaju bazalne
¢elije, obezbeduje paracelularan put za transport vode i rastvorenih materija ne
samo u stratum bazale nego i u stratum granulozum. Cvrsta spojnica je spojnica
Celija-Celija koje se formiraju kao paracelularne barijere za rastvorke i vodu
izmedu epitelnih celija i meducelijskog prostora, time uspostavljaju
paracelularnu barijeru. Proteini koji ulaze u sastav ¢vrste spojnice su nadeni u

svim Zivim delovima epidermisa.

Veliki transepidermalni gubitak vode TEWL moZe izazvati ozbiljnu
dehidrataciju. TEWL je strukturno svojstvo epidermisa ali moZe biti pod

uticajem mehanizma koji ubrzava transport vode. Akvaporini su ukljuceni u
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ekstremni gubitak vode kroz koZu. AQP 1 je detektovan u dermalnim papilama,
dok je AQP 3 obilan u bazalnom sloju epidermisa. Oba akvaporina su nekoliko
puta CeS¢a u embrionu nego u odraslom organizmu. Akvaporini su proteini u
Celijskoj membrani Celija koji reguliSu tok vode i deo su transcelularnog puta
vode. Efikasnost akvaporina je zasnovana na prolasku individualnih molekula
vode na kontrolisani nacin. U germinativnim celijama koZe akvaporin 3 je
propustljiv osim za vodu za glicerol i ureu. U vodenim kanalima voda moze
proc¢i nesmetano u oba pravca u smeru osmotskog gradijenta. (Bielfeldt Schoder
van der Pol de Sterke Klaus-Peter 2008.) Intercelularna sredina je osmotski
kontrolisana da bi sacuvala molekularnu strukturu i svoju funkciju. Ova
kontrola je veoma vazna u epidermalnim kompartmentima koji su izloZeni
suvoc¢i spoljasnje sredine. Prolaz vode od stratum bazale kroz koZu se odvija
osmotskim procesom. Varijacije u osmotskom pritisku i njegova relacija u
odnosu na regulaciju telesne temperature su povezane. Akvaporini su nadeni u
membranama svih zZivih Celija koZe, nestaju tek u stratum corneumu. Unutrasnji
lipidni slojevi stratum corneuma su hidrofobni, stoga provodnost molekula vode
postaje mala. Da bi postojao protok vode u pli¢im slojevima koZe slobodna voda
mora proci kroz specificne kanale ili biti vezana za specificne hidrofilne
supstance i onda se transportovati kroz dezmozome, mostove u epidermisu.
(van Kemenade 1988.) Prostorna distribucija AQP 3 je u korelaciji sa sadrzajem
vode u kozi, bazalni i suprabazalni slojevi Celija sadrze 75% vode dok stratum
corneum sadrzi 10-15% vode. Slicno tome dok je Ph na povrSini koZe oko 5
povecava se do 7 ispod stratum corneuma. Dakle Ph senzitivan AQP 3 je
inhibiran kiselim Ph i ima udela u nepropustljivosti za vodu na granulo
korneocitnoj granici. Diskontinuitet u sadrzaju vode izmedu stratum
granulozuma i stratum corneuma je sustinska za strukturu epidermisa zato Sto
loSa hidratacija stratum corneuma omogucava visoko uredenu lipid-voda
organizovanu strukturu (sustinsku za odrzavanje barijere propustljivosti koze)

koji postoji izmedu korneocita.

Stratum corneum poseduje pribliZzno 30% vode, koja je uglavnom

asocirana sa elasti¢noS¢u. Za lipide je vezano 10% vode, a preostalih 20% je

-36 -



n Predmet istraZivanja

sekundarno vezana za keratin. Zdrav stratum corneum mora biti u stanju da
odrZava adekvatan nivo vode nasuprot gradijentu evaporativne difuzije koju
kontroliSe relativna vlaznost. Zdrav stratum corneum sadrzi 10 % Cvrsto vezane
vode, koja zavisi od prisustva prirodnih faktora vlaznosti (NMF) koji vezuju
molekule vode iz vazduha. Prirodni faktori ovlaZzavanja (NMF) su prisutni samo
u stratum corneumu. Nalaze se u dubljim slojevima na kojima nivo sadrzaja
NMF opada kao i nagib profila sadrzaja vode u korneumu zajedno sa njim, sve
do povrsine koZe. (Xiao Imhof 2010.) Voda nije prisutna samo u korneocitima
nego se nalazi i u meducelijskom regionu. Voda se akomuliSe u vodenim
dZepovima smanjujuc¢i koheziju korneocita. Uprkos prisustvu velike koli¢ine
vode u stratum corneumu sloj niske hidratacije izmedu stratum corneuma i

stratum granulozum je jo$ prisutan, Sirok je oko 10 pm.

Transport vode kroz koZu je blisko asociran sa razlikom u pritisku
vodene pare i spoljaSnje sredine. Gradient hemijskog potencijala koZe nastaje
zbog gradijenta potencijala pritiska. Transport vode uzrokuje prenosenje jona.
Koncentracija jona na povrsini koZe je vec¢a od one u subpapilarnom pleksusu.
Joni ne mogu pro¢i granicu koZa okolina pa prenosenje jona, zbog toka te¢nosti,
je uravnotezeno difuzijom jona u suprotnom smeru. Glavna sila za transport
vode je gradijent hemijskog potencijala teCnosti i jona. Negativna vrednost
hemijskog potencijala na povrsini koZe je suStinska za manji pritisak pare na
povrSini koZe S$to smanjuje gubitak vode. Hidraulicka propustljivost mrtvih
delova koZe je 107 puta manja nego u Zivim delovima. Epidermis se moZe opisati
kao visko elasticna ¢vrsta materija bez unutrasnjeg toka tecCnosti. (Garidel
Funari 2005.) Za difuziju vode kroz epidermis i transcelularni i intercelularni
put su vazni, medutim veca koli¢ina vode difunduje kroz transcelularni put zbog
veCeg odnosa povrSine korneocita u odnosu na lamelarnu oblast. Fluks difuzije
vode, TEWL, je obrnuto proporcionalan u odnosu na veli¢inu korneocita, manja
veli¢ina korneocita dovodi do veceg TEWL jer poseduju brZi proces difuzije.

(Gleeson Erramilli Gruner 1994.)

Karakteristika stratum corneuma je visoko uredena strukturna

organizacija lipida, Cija je teZina 10% ukupne teZine. Velike klase lipida koji
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grade uredene lamelarne strukture su ceramidi, kojih je 50%, holesterol 25% i
masne kiseline 10%. Male kolicine holesterol sulfata i holesterol estra su takode
prisutne. Svi ceramidi i masne kiseline su Stapicastog ili cilindricnog oblika i
njihove fizicke osobine ih ¢ine pogodnim za formiranje domena membrane sa
visoko uredenom gel fazom. Domen gel faze ¢e biti manje fluidan i stoga manje
propustljiv za molekule vode od njemu suprotne tecnokristalaste faze.
Holesterol je opSte prisutan membranski lipid i sposoban je da obezbedi stepen
fluidnosti da ne bi lamelarni sloj bio rigidan i moguce krt sistem. Ovo moZe biti
neophodno za savitljivost koZe. Po modelu Forslinda ostrva gel faze domena su
razdvojena Kontinuiranim te¢no Kristalastim domenom. (Forslind 1994). Unutar
takve lamele polarni molekuli difunduju bo¢no u ili u blizini regiona grupa
polarnih glava i molekuli vode mogu difundovati bo¢no unutar hidrofobne
unutrasnjosti hidrofobnog dvosloja. Molekuli vode mogu difundovati samo
slabo kroz domen gel faze i difuzija kroz takvu lamelu ¢e biti viSe favorizovana
kroz tecno kristalni domen. Region veceg fluksa kroz takvu lamelu meSovitih
faza bi bila na granici faza. Granica faza poseduje vecu frekfenciju defekta
pakovanja. Struktura i organizacija ceramida u lipidnoj fazi stratum corneuma
ima jak uticaj na propustanje i zadrzavanje vode u kozi. Za ceramide i malo
sniZzenje lamelarne razdaljine ponavljanja moZe biti povezano sa
reorganizacijom ugljovodonic¢nih lanaca. Znak i oblik amida I jasno ukazuje da
voda prodire u polarnu medupovrsinu lipida, posle hidratacije amid I je
uklju¢en u mreZu jaih vodonicnih veza. Prisustvo vode nema veliki uticaj na
lamelarne razdaljine ponavljanja ukazujuc¢i da se veoma mala koli¢ina vode
moZe inkorporisati u polarnu povrSinu ceramidnih molekula. (Garidel 2006.)
Osnovna svojstva vode kao gustina i dielektricna konstanta se menjaju u
kontaktu sa jednom polarnom glavom lipida. Karakteristika razliitih
polimorfnih lipid voda faza je da voda zarobljena u kanalima mikroskopskih
dimenzija razlic¢itih morfologija lipida ograni¢ava vodu u jednu, dve, ili tri
dimenzije. Kad nova voda dospe u region izmedu dvosloja vrsi se rad kako nova
voda ureduje polarne glave. Ovo rezultuje u efikasanom odbijanju izmedu
susednih lipidnih dvosloja. Doprinos u ukupnoj slobodnoj energiji od

udruZzivanja vode sa polarnim glavama prevazilazi ovaj rad, tako da je ukupna
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promena slobodne energije negativna. Na niZem osmotskom pritisku izvan
opsega hidratacionog odbijanja ovaj reZim uslovljava elektrostaticko odbijanje
za naelektrisane molekule vode ili van der Waals privlacenje za neutralne
molekule. Kad se temperatura sistema menja voda se repartioniSe dok se
hemijski potencijal ne izbalansira. Zato Sto hemijski potencijal vezane vode
strogo zavisi od debljine sloja vode izmedu dvosloja, reparticioniranje se
manifestuje kao promena u jedinici Celijskog prostora lamelarne resetke. Imamo
sistem u kom se moZe otkriti ravnoteZa particionisanja vode izmedu dva stanja.
Struktura dvosloja se modifikuje kako se voda particioniSe u lamelarnoj
strukturi. (Silva Topgaard Kocherbitov Sousa Pais Sparr 2007.) Posle hidratacije
acil lanaci fitosfingozin ceramida se pakuju u nalik na heksagon lance. Amid I i
amid II vibracije su osetljive na fazni prelaz ceramida. Analiza traka spektra
otkriva jeke inter i intra molekularne vodoni¢ne veze izmedu amida i
hidroksilne grupe u polarnoj grupi ceramida. MreZa vodoni¢nih veza i
konformacija polarne grupe ceramida je samo neznatno pod uticajem
ekstremno tanak oko 0.1 nm i vreme potrebno za potpunu hidrataciju je u
poredenju sa fosfolipidnom membranom mnogo duZe dok voda prodire mnogo
dublje u membranu i otkrivena je delimi¢no u sloju ugljovodoni¢nih lanaca,
verovatno voda ubrzava lateralnu difuziju lipida u membrani. Red acilnih lanaca
u lamelarnim lipidima raste sa hidratacijom kad je sadrzaj vode mali dok je
nezavisan od stepena hidratacije pri ve¢em sadrzaju vode. Na neznatno viS$oj
temperaturi se fluidnost membrane povecava sa povecavanjem sadrzaja vode
do potpuno hidratisanog stanja. Ovo ukazuje da i temperatura i hidratacija uticu
na fazno ponasSanje stratum corneuma. Proces hidratacije moZe uticati na stepen
jonizacije masnih kiselina u lipidima, moguce da koncentracija protona izmedu
lamela moze varirati izmedu nabreklog i suvog uzorka. Verovatno da Ph utice na
fazno ponaSanje lipida stratum corneuma. Lipidi u gel stanju imaju mnogo
manju sposobnost da apsorbuju vodu. Naden je eksponencijalni odnos izmedu
osmotskog pritiska i sadrZaja vode pri relativnoj vlaznosti od 65%. Osmotski
pritisak vode je isti kao i intermolekularne sile u dvosloju lamelarnog sistema,

pri relativnoj vlaznosti od 100%. Egzotermni prelazi pri viSoj relativnoj
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vlaZnosti se odvijaju usled reorganizacije lipidnih domena unutar lamelarne
strukture t.j. usled fuzije lipidnih domena na vecoj relativnoj vlaznosti. Svojstva
ekstracelularnih lipida stratum corneuma su sustinski za svojstva barijere za
koZu, tec¢ni lipidi predstavljaju neprekidan put za transport molekula.
(Membrino 2002.) Put transporta kroz stratum corneum je preko tecno-
kristalnih zona bilamelnih lipidnih struktura koje zauzimaju prostor izmedu
korneocita. Ove bilamelne strukture su razdvojene vodenim filmom Kkoji
dodiruje funkcionalne hidrosolubilne grupe lipidnih molekula. Prema tome
voda moZe da klizi u filmu sve dok ne pronade prolaz u sledeci sloj. Od nivoa
bazalnih c¢elija ka povrSini stratum corneuma duzina lanca lipida primetno
raste. Za funkcionisanje barijere bitno je da sadrzaj neutralnih lipida bude veci
od sadrzaja svingolipida. Vrlo retko voda ¢e mo¢i da vezano prode viSe slojeva,
pa Ce stoga imati dugu krivudavu putanju. Molekuli vode su agregirani u malim
bazenima koji su locirani u blizini zupcastih povrSina lipidnih regiona. Vodeni
bazeni su uzrokovani faznom separacijom izmedu hidrofobnih regiona lipidnih
dvoslojeva i molekula vode. Predpostavlja se da su bazeni medusobno povezani,
Sto predstavlja kontinuiranu mreZu vodenih puteva za difuziju vodenih
supstanci. (Mae Wan Ho 2008.) U zavisnosti od temperature i kolicine vode
lipidi lamela pokazuju razli¢ite vrste tefno kristalnih struktura odnosno
razlicite vrste dvosloja razdvojenih dobro definisanim slojevima vode. Broj ovih
meduslojeva vode reguliSe dinamiku i strukturu dvoslojnih faza lipida. Broj
molekula vode koji je vezan za svaki molekul lipida se menja nepovezano na
razli¢itim promenama strukturnih faza prelaza lipid voda sistema. Za svaku fazu
je karakteristiCan magic¢ni broj vezanih molekula vode. Dinamika dvosloja kao
rotaciono kretanje polarne glave ili kao stopa trans izomerizacije lipidnih
lanaca zavisi od broja molekula vode izmedu dva dvosloja. Osobine vezane vode
kao i sile izmedu dva sloja lipida su sustinske za funkciju barijere. Magicni broj
molekula vode se ocekuje da bude rezultat konkurencije izmedu privlacne van
der Waalsove sile izmedu dva susedna lipidna dvosloja i odbojne sile molekula
vode vezane izmedu dva dvosloja lipida. U lipidnom dvosloju postoje domeni u
kojima dominiraju istiskivanje vode odnosno hidratacione sile, koji zavise od

temperature i sastava vode. (Marrink Berendsen 1994.)
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2.5. Prolaz ekstracelularne vode u celiju: bubrezi, koZa, ostala

tkiva - aquaporini, ostali mehanizmi

Voda Kkroz sva epitelna tkiva prolazi uz pomo¢ tri mehanizma: prostom
difuzijom, transcelularno akvaporinima i paracelularno uz pomo¢ kanala u
tesnoj spojnici. Takvo kretanje vode se odvija u Celijama epitelnog sloja
tubularnih kanala bubrega i creva i tako omogucuju koncentrovanje urina i
unoSenje vode u krvni i limfni sistem organizma. Isti proces se odvija u osnovi

funkcionisanja epidermisa koZe.

Model Cetiri regiona objasnjava molekularni mehanizam difuzije
molekula vode kroz (elijsku membranu. Struktura i dinamika celijske
membrane je u osnovi procesa difuzije. Celijska membrana je sistem
nehomogene prirode, u kojoj ne postoji dobro definisana granica izmedu
molekula vode i lipidne faze. Kroz veoma grubu povrSinu izmedu vode i
polarnih glava lipidnih molekula lanci molekula vode prodiru u membranu, Sto
se zove prolazni defekt. Raspored slobodne zapremine izmedu molekula lipida
poseduju veliku zavisnost od poloZaja, te¢na faza alkana se nalazi samo na kraju
repnog dela acilnog lanca. Sloj uznemirene vode se proteZe oko 1nm u bulk
vodu, njene osobine su bliske osobinama bulk vode. Ove pertumbacije su vazne
za hidratacione sile izmedu membrana. U regionu vezane vode viSe ne postoje
osobine koje su slicne bulk vodi. Skoro svi molekuli vode su vezani za jednu ili
viSe polarnih grupa lipida kako bi preuzeli nedostaju¢i atom vodonika od
susednog molekula vode. Difuzija molekula vode se odvija zajedno sa difuzijom
lipida, cCija difuzija je malo sporija, ili skaku¢u od jednog do drugog
hidratacionog omotaca, Sto obuhvata proces raskidanja jake vodonitne veze.
Kao posledica vece gustine lipida i raskidanja povoljne mreZe vodoni¢nih veze
se povecava viSak slobodne energije za oko 10 K] po molu u ovom regionu. U
regionu velike viskoznosti skoro ni jedan molekul vode nije prisutan, ulazeéi u
ovaj region preostale vodonic¢ne veze sa ostalim molekulima vode se raskidaju,
jedina moguénost da se odrze povoljne, kratkog dometa, elektrostaticke

interakcije je prisustvo karbonilnih grupa. Proces difuzije se odvija preko
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pojedinacno rasprsenih molekula. Za vodu dostupni prostor je mali Sto smanjuje
mogucnost za formiranje vodoni¢nih veza i smanjuje elektrostaticke interakcije
i rezultuje veliko povecanje slobodne energije u ovom regionu. Glavni otpor
prolasku molekula vode kroz ovaj region je mala stopa difuzije i velika slobodna
energija molekula vode. Region niZe gustine lipida je sa repovima koji su manje
uredeni i stvaraju vecCe slobodne dzZepove pa je proces difuzije mnogo brzi.
Prolazak molekula vode kroz membranu se odvija raskidanjem vodoni¢nih veza
izmedu molekula vode i gubitak elektrostatickih interakcija. Pravi proces
difuzije pocinje od lipidnih lanaca gde molekuli vode prolaze duboko u
membranu. Nakon Sto steknu dovoljno energije od sluc¢ajnih sudara da pobegnu
od ovih lanaca prolazak je jedino ogranic¢en difuzijom kroz viskoznije delove
membrane. Difuzija kroz srediSnji deo je ralativno laka, dok druga strana
membrane pruZza isti otpor. (Dumas Noblesse Lachmann-Weber Boury-Jamot

Verbavatz Schnebert 2007.)

AQPO, AQP1, AQP2, AQP4 i AQP5 su propustljivi samo za vodu dok su
AQP3, AQP7, AQP9 visoko propustljivi za vodu ali su takode propustljivi za
glicerol i druge male molekule AQP6, osim propustanja vode omogucuje i
prolazak anjona i reguliSe acido baznu ravnoteZu. AQP8 je podjednako efikasan
u propustljivosti vode i glicerola. Transport vode kroz akvaporinske kanale,
male hidrofobne molekule proteina, mogu¢ je zahvaljujuci tetramernoj
arhitekturi ovih kanala teZine 29 Kd koji obezbeduju prolaz selektivno za
molekule vode posSto pozitivan elektrostaticki potencijal unutrasnjosti ovih
kanala omogucava selektivno zadrZavanje svih molekula koji nose
naelektrisanje kao Sto su joni i protoni. Ispitivanje mehanizma transporta vode
u razlicitim tkivima ukazuje na postojanje uskih pora u akvaporinima koje
sprecavaju prolaz velikih molekula, jona, ¢ak i protona (H30*) i hidroksilnih
grupa (OH-) uz istovremeno odrzavanje visokog nivoa permeabilnosti za
molekule vode: ~ 10° molekula H20 u sekundi po kanalu. Nekoliko molekula
vode simultano prolaze kroz kanal od kojih svaki sekvencialno formira
specificne vodoni¢ne veze i zamenjuju ih drugi molekuli vode niz gradijent.

Formiranje vodoni¢nih veza izmedu atoma kiseonika i amino grupa bocnih
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lanaca obezbeduje prolaz samo molekula vode kroz kanal. (Stoiljkovi¢ Bojani¢

Stojiljkovi¢ Radenkovi¢ 2007. King Yasui Agre 2000. Lipowsky Grotehans 1992.)

Kod ljudi je pronadeno 13 razlic¢itih akvaporina (akvaporin 0-12) u
razlic¢itim Celijama razli¢itih organa. U bubrezima 5 vrsta akvaporina u ¢elijama
nefrona omogucuju reasorpciju vode i malih organskih i neorganskih molekula
iz primarne mokrace nazad u telo. AQPO 1 je Cest u Celijama proksimalnih
tubula i ¢elijama koje Cine epitel silazne grane nefrona. Prisutan je u manjem
broju i u epitelnim ¢elijama sabirnih kanala bazolateralne membrane. AQPO 2 je
lokalizovan u epitelnim ¢elijama sabirnog kanala zajedno sa AQPO 3 i AQPO4.
AQPO 6 je takode prisutan u vezikulama epitelnih celija, proksimalnim

tubulama i interkalarnim ¢elijama sabirnih kanala.

U plu¢ima, 4 vodena kanala koja omogucuju vlaZenje disajnih puteva i
viscelarne pleure, su indentifikovana u respiratornom traktu. AQPO 1 je
prisutan u apikalnoj i bazolateralnoj membrani celija mikrovaskulaturnog
epitela i viscelarne pleure. AQP5 je prisutan u celijama apikalne membrane
pneumocita i sekretornim ¢elijama submukoznih Zlezda disajnih puteva. AQP3 i
AQP4 se nalaze u bazolateralnoj membrani raznih ¢elija disajnih puteva i
nasofaringealnom epitelu. Ova nepreklapaju¢a distribucija obezbeduje

koordinisanu mreZu za transcelularno kretanje tecnosti u respiratornom traktu.

U mozgu AQP1 je Cest u apikalnoj membrani mikrovila horoidnog epitela
i omogucuje stvaranje cerebrospinalne tecnosti. AQPO 4 se nalazi u mozgu u
astroglijalnim celijama posebno u perivaskularnim membranama, takode se

nalazi u ¢elijama neurona supraoptickih i paraventrikularnih jedara.

U oku je indentifikovano u raznim domenima 5 akvaporina: AQPO 0 je
malog kapaciteta akvaprotein oCnog sociva c¢ija nefunkcionalnost moZe izazvati
kongenitalnu kataraktu. AQPO 1 je kornealan akvaporin prednjeg epitela sociva
prisutan je u irisu, kao i AQPO 5 kornealnog epitela, smanjuju sadrzaj vode ovih

tkiva. AQPO 4 je prisutan u osnovi Milerovih Celija u retini, igra ulogu u hidraciji
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zavisnoj od svetlosti meducelijskih prostora. AQPO 3 je prisutan u bulbalnoj

konjuktivi i igra ulogu u hidrataciji zaStitnog omotaca oka.

Eritrociti produzuju svoj Zivotni vek, opstajuci za vreme prolaza kroz
hipertoni¢nu bubreZnu medulu, pomo¢u AQPO 1 a ljudi sa poremecajem ovog
akvaporina imaju hemolizu niskog stepena. Prisutan je i AQPO 3 koji omogucuje

prezivljavanje eritrocita kod ljudi sa deficitarnim AQPO 1.

Pljuvacne i lakrimalne Zlezde poseduju AQPO 5 koji je slican po
kapacitetu transporta vode kao i ostali akvaporini i u osnovi je mehanizma
ekskrecije suza i pljuvacke. Nalazi se u apikalnim membranama sekretornih
¢elija pljuvacnih i suznih Zlezda ali nisu prisutni u bazolateralnoj membrani ili u
¢elijama samog dukta. Distribucija AQPO 5 ima veze sa Sjorgensovom bolescu,
imunoloSki proces Kkoji uzrokuje suvo oko, suva wusta i isuSivanje

traheobronhijalne sluzokoze.

Otkrice porodice akvaporina, membranskih proteina omogucuju novi
pogled na molekularni mehanizam propustljivosti membrane za vodu, koja je
povezana sa mnogim bolestima. AQPO 7 i 9 su povezani sa metabolizmom
masti, nedostatak funkcije ovih akvaporina je povezan sa uvecanjem sadrZaja

masnog tkiva.

AQPO 10 je prisutan u endokrinim ¢elijama, omogucuje njihovu funkciju
izluCivanja hormona. AQPO 12 se nalazi u acinarnim ¢elijama pankreasa i
odgovoran je za subcelularnu regulaciju protoka vode i malih molekula.

(Marrink S.-J. and Berendsen 1994.)

Akvaporin 6 je distribuiran kroz citav gastrointestinalni trakt.
Lokalizovan je na apikalnom kraju povrSinske epitelijalne Celije i ukljucen je u
pokretanje vode i anjona kroz vile epitela. AQPO 5 ubrzava transport vode kroz
plazma membranu i naden je u Celijama creva, duodeuma, pankreasa, zajedno

sa 6 drugih vrsta akvaporina.
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Otkriveno je prisustvo 7 razlicitih akvaporina u kozi ¢oveka (AQP 1, 3, 5,
7,9, 10 i 11) mogu biti selektivno prisutni. AQP 11 i AQP 1 su pronadeni u
dermalnim endotelnim Celijama, dermalnim fibroblastima, i melanocitima. AQP
10 mRNK je otkrivena u korneocitama, poznato je takode da se odvija ekspresija
AQP 9 za vreme diferencijacije Celije. U monocitama i derivatima monocita,
dendrickim celijama je takode pronaden AQP 9, ali monociti takode poseduju i
AQP 10. Na kraju AQP 9 je naden u preadipocitama, dok je u diferenciranim
adipocitima naden AQP 7, dok je u ¢elijama znojnih Zlezda prisutan AQP 5. Gde
su AQP 1, 51 AQP 11 iskljuc¢ivo vodeni kanali, AQP 3, 7, 9 i 10 propustljivi su za
vodu i za glicerol. Cesto se nalaze dva razli¢ita akvaporina u jednom tipu éelija,
Sto zavisi od stanja celijske diferencijacije. (Willard Kadwell Overton Luther

Woychik 1994.)

Unutarcelijski super akvaporin 11 je naden u lipozomima endo-
plazmati¢nog retikuluma, omogucuje prolazak vode izmedu razli¢itih
kompartmenata Celije da bi se uravnotezili Ph, osmotski pritisak ili gustina vode
u celoj celiji. AQPO 8 je propustljiv pored molekula vode za vodonik peroksid i
amonijak nalazi se u mitohondrijama celija jetre, regulisan je tireoidnim

hormonom.

Pukotinasta spojnica €ini glavnu barijeru za prolazak molekula vode kroz
endotelni sloj celija i reguliSu paracelularno kretanje molekula vode i
rastvorenih materija. Ova barijera je promenljiva i fizioloSki regulisana,
doprinosi nastanku bolesti. Paracelularan put prenosa se odvija, preko tesne
spojnice, pasivan je, rezultat je difuzije i elektrodifuzije ili osmoze niz gradijent
koncentracije koji stvara transcelularan mehanizam. Ne pokazuje direkcionalnu
diskriminaciju ali enormno varira u elektricnoj otpornosti i pokazuje male
razlike u selektivnosti jona. Sama spojnica se sastoji od razgranatih medusobno
povezanih barijera koje sadrze pore koje variraju izmedu otvorenih i zatvorenih
konformacija. Mali stepen diskriminacije slicno naelekrisanih ali razliCite
veli¢ine jona ukazuju da su vodene pore veoma velike. Pukotinaste spojnice
epitelnih Celija se sastoje od strukture nalik uskom pojasu u apikalnom regionu

bo¢nih plazma membrana koje kruzno vezuju svaku celiju svoga suseda.
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Spojnice su veoma dinamicne strukture koje se sklapaju rastu, reorganizuju i
rasklapaju tokom fizioloSkog ili patoloskog procesa. Familije proteina klaudin i
okludin zajednicki formiraju pukotinastu spojnicu. Klaudin spaja celijsku
membranu 4 puta sa N i C krajevima u citoplazmi, gradi dve ekstracelularne
petlje koje su visoko konzervativne. Prva petlja je ve¢a od naredne i ukljucena je
u homofilne i heterofilne interakcije. Klaudini grade osnovu pukotinaste
spojnice a zajedno sa okludinom i drugim proteinima spojnice omogucuju
funkcije. Okludin je transmembranski protein koji je deo pukotinaste spojnice i
doprinosi funkciji barijere spojnice i formiranju vodenih kanala. Okludin
formira dve spoljasSnje petlje i Cetiri transmembranska domena, oba kraja su

locirana u citoplazmi. (Harvey Lodish 2004.)
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3. UOCAVANJE PROBLEMA I CILJEVI ISTRAZIVANJA

3.1. Uocavanje problema u razumevanju dosadasnje

kompatibilnosti vode u interakciji sa biomolekulima

Sposobnost molekula vode da se samoorganizuju je posledica formiranja
vodoni¢nih veza, jer je molekul vode simetrican donor i primalac protona.
Proton jednog molekula vode interreaguje sa usamljenim parom elektrona
atoma kiseonika drugog molekula vode i usamljeni par elektrona jednog
molekula vode interreaguje sa protonom drugog molekula vode. Svaki molekul
vode je u interakciji sa Cetiri susedna molekula vode preko atoma vodonika ili
vodonicne veze koja se obrazuje preko ovakve interakcije. Jedna od osobenosti
strukture vode je velika osetljivost na spoljne uticaje i ocuvanje strukture
vodonic¢nih veza neko vreme. Faktor koji najviSe utice na strukturu vode je ne-
homogeno magnetno polje, koje nastaje u samoj Celiji ili dolazi izvan organizma.
U tom smislu je voda termodinamicki neuravnotezen sistem. Tecna voda
poseduje mikroheterogenu strukturu koja ima velike grupacije od nekoliko
hiljada molekula vode. Ove grupacije sadrZe aglomerate vode sa strukturom
koja je kao u ledu. Pretpostavlja se da izmedu takvih grupacija ne postoji
direktna interakcija. Prostor izmedu grupacija, te¢nih kristala, je ispunjen
medufazom, molekulima vode sa raskinutim vodoni¢nim vezama ili malim
nakupinama vode koji su viSe mobilni. U standardnim uslovima bulk voda se
sastoji od 30% pojedina¢nih molekula vode, 30% slucajno asociranih molekula
vode i 40% klastera vode, gde su molekuli vode pravilno uredeni. U klasterima
vodonicCne veze izmedu molekula vode traju duZe nego u vezanoj vodi. Efekti
strukturiranja smanjuju dielektri¢nu aktivnost vode i indukuju crveni pomak
njihove frekfencije relaksacije. Ovo je takode izvor polarizacionog polja koji

doprinosi interakciji izmedu makromolekula.

U obrazovanju konformacije molekula proteina, voda posreduje u
savijanju lanca u potrazi za prirodnom topologijom, sa najmanjom slobodnom

energijom, preko levka pejzaza energija. Voda aktivno wucestvuje i u
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molekularnom prepoznavanju, posredujuci interakciji izmedu partnera i
doprinosi njihovoj entropijskoj stabilizaciji. Voda je susStinska za samo odrZanje
strukture bioloSkih molekula ne samo hidrofobno-hidrofilnom interakcijom
nego i odrzavanjem stabilnosti njihovih struktura. Prvi hidratacioni omotac oko
molekula proteina je gus¢i od bulk vode i molekuli vode duZe borave u ovom
vezanom omotacu oko proteina, koji poseduje raskinute vodonic¢ne veze, gusci
je, poseduje ve¢i hemijski potencijal i akomuliSe male naelektrisane jone
(haotrope). Rotacija proteina proSiruje ovu zonu raskinutih vodoni¢nih veza
zone guSc¢ih molekula vode koja se proteZe dalje u zonu bulk vode uti¢uéi na

njena svojstva na izvesno rastojanje od povrsine proteina.

Hirofobne povrsine kao i fosfatidil etanolamin polarnih glava membrana
oko sebe stvaraju zonu vode manje gustine, zdog prisustva hidrofobne povrsine
energetski je povoljnije jaCe vodoni¢no povezivanje izmedu molekula vode sa
pravijim vodoni¢nim vezama $to ovu zonu vode ¢ini manje gustom, sa manjim

hemijskim potencijalom.

Ocigledno vode sa razli¢itim hemijskim sastavom i strukturom ne mogu
posedovati isti bioloSki efekat, Sto se odrazava na strukturu i funkciju
biomolekula. Postavlja se ¢itav niz pitanja o mehanizmu stvaranja bioloSke vode
i kasnije interakcije izmedu molekula bioloske vode i bulk vode kao i
strukturisanja vezane (bioloSke vode). Proces hidratacije organskih i
neorganskih molekula, u ¢oveku, se odvija u bulk vodi i za vreme tog procesa se
obrazuje omota¢ od bioloSke vode, na koji nacin razli¢ite strukture vode,
pojedinacni molekuli, haoticne agregacije, i Kklasteri iz bulk vode, kao i ve¢
prisutna bioloSka voda oko drugih molekula, u promenljivom slabom
magnetnom polju uz prisustvo mnostva raznih interakcija uti¢u na obim i brzinu
same hidratacije. Postavlja se pitanje samog kretanja molekula vode koji su
pojedinacni ili asocirani sa drugim molekulima vode u prostoru razli¢itih
interakcija i uticaja na proces hidratacije i funkcija razlicitih molekula. Od
sustinskog je znacaja za odvijanje bioloskih funkcija kao i sam Zivot, kako se vrsi
izmena bioloSkih molekula vode (mobilnost) i bulk vode, koje strukture vode

najpogodnije interreaguju sa vezanom vodom, na koji nacdin se vrsi izmena
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molekula vode izmedu bioloske vezane vode i bulk vode. Proces razmene bi

mogao biti brzi ako bi se razmenjivale ¢itave grupe molekula vode (klasteri).

Da li postoji zavisnost i kakva je izmedu razmene molekula vezane vode
hidratacionog omotaca i strukture klastera molekula vode. Kakva je organizacija
metabolicke vode i njena interakcija sa drugim strukturama vode. Da li je
vezana, bioloska voda klasterisana na neki nacin i da li postoje razlicite vrste
klastera i kakva je interakcija izmedu njih. Na koji nacin se strukturiSu molekuli
vode u tkivima coveka i koji je mehanizam prolaska asocijacija molekula vode
kroz akvaporine. Pitanje je da li vode izmedu razli¢itih komponenata unutar
celije ili izmedu Ccelija komuniciraju jedni sa drugima. Promena odnosa
dijamagnetizma/paramagnetizma u magnetnim poljima ¢elija i meducelijskih
prostora pa tim i Coveka bi mogli imati udela u dugodometnim interakcijama i
prenosu informacija izmedu bioloskih struktura. Interesantno je da li i kako
intracelularna voda jedne C(elije interreaguje sa okolnom ekstracelularnom

vodom ili jo$ zanimljivije sa intracelularnom vodom druge celije.

3.2. Uocavanje problema u razumevanju transporta vode u

dermis-bazalna membrana-epidermis sistemu koze

Derm sadrzi oko 80%-70% vode i ta koli¢ina se retko smanjuje tokom
starenja Sto ¢ini 15%-18% ukupne koli¢ine vode u celom telu. SadrZaj vode u
dermu zavisi od uzrasta, stanja organizma i genetickih svojstava. Mehanicka
svojstva epidermisa i koli¢ina vode u njemu se nalaze u tesnoj vezi sa
mehanickim svojstvima komponenata derma, koje su u mnogome uslovljene
rastegljivos¢u njenih kolagenih vlakana i elastina kao i njihovim kvalitativnim
odnosom i prostornom organizacijom. Nadena je znacajna razlika u kolicini
vode izmedu spoljnjeg i unutrasnjeg dermisa. Celije i glukozaminoglikani su
obilniji u povrsSinskom dermisu nego u unutrasnjem dermisu i fibrili kolagena
gornjeg dermisa su tanji i rede pakovani u snopove nego u dubljem dermisu.
Gustina kolagena je proporcionalno manja u spoljnjem dermisu tako da je

proporcija mesta za interakciju protein voda manja od one u dubljem dermisu.
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Kolagen ¢ini 70% suve mase dermisa, protoni male pokretljivosti u ovom tkivu
su odlika obilja vode koja je tesno vezana za kolagene dermisa usled ¢ega im je
ograniceno kretanje. Glikozaminoglikani dermalnog matriksa su asocirani sa
elastinom i fibrilima kolagena i sposobni su da zadrzavaju vodu i glavna su baza
za hidrataciju koZe. Oni obezbeduju njene mehanicke karakteristike: elasti¢nost
i fleksibilnost. Voda u gornje slojeve koZe prodire difuzijom iz derma koji je pun
vode kroz ekstracelularni matriks derma i njen specijalni deo bazalnu
membranu. Ekstracelularni matriks je mreZa proteina i ugljenih hidrata koji
drze Celije zajedno, okruzuju i potpora su Celijama, regulisu celijsku aktivnost i
reSetka je za kretanje Ccelija. Sastoje se od nerastvornih (ne mogu biti
hidratisani) kolageni, elasticna vlakna i rastvorljivi, lako se hidratiSu
proteoglikani, hijaluron i adhezivni glikoproteidi. Osnovne supstance koje su
hidratisane su slicne gelu i suprotstavljaju se silama kompresije. Fibrili
obezbeduju istezanje dok je njihova uloga u interakciji sa molekulima vode
nepoznata. Voda hidratacije spreCava brzu razmenu hranljivih materija i
otpadnih materija. Glukozaminoglikani su negativno naelektrisani, izduZeni
nalik na Stapice, sastavljeni od disaharida koji se ponavljaju, obi¢no vezuju
velike koli¢ine vode. Visoka koncentracija Na* privlaci ekstracelijsku tecnost
hidriraruju¢i ekstracelijski matriks. Glukozaminoglikani i proteoglikani
zadrZavaju vodu u koZi, vazna je ne samo za organizaciju celija u tkivo,
reparaciju tkiva, nego i usmeravanje celija tokom migracije. Bazalna lamina
donji deo bazalne memnbrane je ucvrséena za susedno vezivno tkivo sa slojem
fibrila kolagena umetnutih u matriks bogat proteoglikanima. (Duanci¢ 1983.)
Transport vode do derma se odvija pomocu hidrostatickog pritiska kapilara
subpapilarnog pleksusa, dalji proces se odvija mehanizmom difuzije ¢iji detalji
nisu potpuno objasSnjeni. Molekularni mehanizam difuzije kroz ekstracelularni
matriks je nedovoljno poznat jer se molekulekuli vode u kretanju susrecu sa
mnogim preprekama od kojih ga neki mogu zadrzavati neko vreme a drugi
nerastvorni odbijaju. Potpuno je nejasan mehanizam prolaska slucajnih
agregacija molekula vode kao i klastera vode kroz ovaj milje. Mehanizam
strukturisanja vode epidermisa pre prolaska kroz akvaporine i pukotinaste

spojnice bazalnih Celija epidermisa je malo ispitan. Molekuli vode u dermisu su
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uglavnom vezani za njegove razne strukture, njihova brzina prolaska i oblik u
kom se oslobadaju iz vezanog stanja su nepoznati. NiSta se ne zna o promenama
na bioloSkim strukturama kao rezultat interakcije sa molekulima vode razlicitih
organizacija. Nepoznato je da li mirovanje vode utice na strukturisanost vode,
na formiranje i razruSavanje klastera vode a da li kretanje vode u bilo kom
obliku i kako uti¢u na strukturiranje. U kojoj se meri menja struktura vode
prolaskom kroz krvne sudove, strukture kapilara, narocito u meducelijski
prostor. Pitanje je da li se struktura vode razlikuje u krvi, limfi i meducelijskoj

tecnosti i da li struktura pijace vode i na koji nacin uti¢u na vrste voda u telu.

3.3. Uocavanje problema nedovoljnog poznavanje stanja vode
u epidermisu i kako razlicite vode (sastav) uticu na stanje

koZe- Zrenjaninska i normalna voda

SadrZaj vode u epidermisu varira, u stratum germinativum je pribliZzno
80% kao i u ostalim zivim c¢elijama koZe, stratum spinozum i stratum
granulozum. Na povrsSini koZe u stratum corneumu koji se sastoji od mrtvih
keratinocita, ovaj sloj je mnogo suvlji, sadrZaj vode varira od 10% do 30% u
zavisnosti od relativne vlaznosti okoline. Umetnute izmedu spoljasnjosti i donjih
slojeva koZe keratinocite pokazuju razlicite nivoe hidratacije u razli¢itim
slojevima. Koncentracija vode pokazuje jasan gradijent u slojevima stratum
corneum. Obilna sinteza lipida se odvija u stratum granulozum, postojan proces
sa brzim uspostavljanjem funkcije barijere. PoSto nepolarni lipidi, ukljuc¢ujudi i
sterol estre i ugljovodonike, obezbeduju funkciju barijere, sfingolipidi i slobodni
steroli obezbeduju dubinu barijere. Paralelno sa sintezom lipida za funkciju
barijere hidroliza fosfolipida, glikolipida i holesterol sulfata odvija se u
spoljnjem epidermisu Sto vodi do hidrofobnije meSavine lipida sa evolucijom
membranskih dvoslojeva koji mogu regulisati transmembranski gubitak vode i
proces deskvamacije. U susedstvu hidrofobnih povrSina se molekuli vode krecu
kolektivno. Unutar stratum corneuma molekuli vode se srecu sa silama koje ih

zadrZavaju ili koje ometaju njihovo kretanje, ove sile koje zadrzavaju opadaju
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kako hidriranost tkiva raste. Sadrzaj vode ljudskih keranocita se menja od 15%
u spoljnim slojevima do 40% u unutra$njim. Transepidermalni gubitak vode je
pokretan koncentracionim gradijentom vode. Voda u stratum corneum moze
biti u vezanom i slobodnom stanju. Slobodna voda ili povrSinska voda je ona
koja se polako apsorbuje i deapsorbuje i ¢ini 50-60% ukupne vode. Vezana voda
se brzo apsorbuje i deapsorbuje i deo je ukupne koli¢ine vode koja ne moZe da
rastvori u vodi rastvorljive ne elektrolite. Cini 40-50% preostale vode i vezana
je za proteine i lipide keranocita. Dalje se voda moZe klasifikovati u ¢vrsce i
labavije vezanu. Cvr$ée vezana ¢ini priblizno 5-10% ukupne vode. Nesto ove
vode se nalazi u intercelularnim prostorima i vezana je za polarne grupe lipida
dok je ostatak vezan za polarne grupe keratina. Slabije vezana voda ¢ini 30-35%
ukupne koli¢ine vode i vezana je za sloj ¢vrs¢e vezane vode. SadrZaj vode u
ovom sloju je krucijelan i omogucen sa najmanje tri mehanizma: transport vode
iz dermisa u stratum corneum, gubitak vlage isparavanjem (odreden
intercelularnim lipidima), koje formiraju barijeru za gubitak transepidermalne
vode i sposobnost stratum corneuma da zadrzava vodu. Struktura vode u
stratumima epidermisa je slabo istraZena. Nepoznato je kako se menja
strukturisanost vode sa prolaskom kroz bazalnu membranu. Narocito je
zanimljivo a nepoznato strukturisanost vode i njena mobilnost u stratum bazale,
lucidum i narocito granulozum s obzirom da se drasti¢no menja hemijski sastav
u ovim slojevima vode. Voda u stratum corneum i sa njim povezan proces
uspostavljanja barijere i TEWL su potpuno neispitani na organizacijonom nivou.
Postavlja se pitanje kako mobilnost molekula vode utiCe na njenu
strukturisanost i interakcije sa raznim molekulima. Na koji nacin je organizacija
molekula vode povezana sa procesom hidratacije, strukturom vezene i slabo
vezane vode i narocito je vazan mehanizam obrazovanja lamelarne organizacije.
Posebno je interesantan uticaj organizacije molekula vode na fazno ponaSanje
lipidnog dvosloja i samo formiranje lamelarnih lipida. U kojoj meri je stvaranje i
dinamika te¢no kristalnih domena povezana sa organizacijom molekula vode. U
lipidnim lamelama je voda na poseban nacin zarobljena izmedu hidrofobnih
povrsina u tankim slojevima, na koji nacin tako zarobljena voda interreaguje sa

okolnim vazduhom. U kojoj meri razlic¢iti tipovi vode u epidermisu uticu na
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njegove razli¢ite funkcije, kao odvajanje keratinocita, TEWL, privlaCenje i
zadrZavanje vode iz spoljasnje sredine. Kako se sa starenjem strukture koze
menjaju u zavisnosti od vrste struktura voda koje ljudi konzumiraju. Postavlja
se pitanje kako molekuli vode u zavisnosti od njihove organizacije interreaguju
sa keratinom i lipidnim strukturama epidermisa. Nepoznata je interakcija
izmedu vezane vode u korneocitima i vode iz lamelarnih lipida u zavisnosti od

strukture vode koja se konzumira.

3.4. Uocavanje znacaja definisanja, razumevanja i izucavanja
vode sa aspekta njene bioloSke vrednosti BVV = MB + HS+
odnos H-O-H/X-H...Y-H + velicina i tip klastera (velicina i
vrsta jonsko-vodenog kompleksa) + paramagnetizam/

diamagnetizam vode (dinamike kompleksa jona i vode)

BVV je do skoro definisana kao MB i HS jer bakterije, virusi, protozoe i
helminti ocigledno deluju na organizam pre svega kao patogeni, dok je hemijski
sastav bitan za fizioloSke funkcije organizma i ne samo koli¢inski nego i odnos
viSe razli¢itih mineralnih materija koji dovodi do fizioloskog disbalansa.
Strukturisanost odnosno klasterizacija vode su bili nepoznati pa nisu uzimani u
obzir. Razlicite rastvorene materije poseduju efekat na vodu, preko vodonic¢nih
veza koje uspostavljaju sa molekulima vode, uticu¢i stvaranjem uredenih
struktura (hidratacioni omota¢ Na*) ili stvaranjem neuredenih, (viSe haoti¢nih
struktura kao K* zbog svoje manje povrSinske gustine naelektrisanja).
Strukturisanost vode pokazuje znatan uticaj na bioloske strukture pre svega
brzinom hidratacije i razmenom molekula bulk vode sa hidratacionim
omotacem oko molekula da bi omogucili njihovo funkcionisanje. Odnos
vodoni¢nih veza izmedu molekula vode prema vodoni¢nim vezama izmedu
drugih atoma koji su donori ili akceptori vodoni¢nih veza (N, C, O, Cl-...) i atoma
molekula vode ima svoju dinamiku koja zavisi od vodoni¢ne mreZe molekula
vode na koju utiCu razliciti spoljasnji faktori pre svega jonski sastav od cega

takode zavisi bioloSka vrednost vode. Dinamika kompleksa jona i vodoni¢nih
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veza molekula vode uti¢u na vrstu i karakteristike struktura koje se obrazuju u
vodi i njenu dinamiku i trajanje, Sto je praceno promenom elektronske strukture
molekula vode od cega i zavisi formiranje i trajanje vodonic¢ne veze Sto je vazno
za sve bioloSke osobine molekula vode. Ovaj proces je praten promenom
odnosa dijamagnetizma/paramagnetizma tj. pojacavanjem i slabljenjem
spoljnjeg magnetskog polja. Veoma je znacajno pored MB i HS u definiciju o BVV
ukljuciti i njenu strukturisanost i dinamiku jonskog kompleksa i molekula vode
koji sustinski uti¢e na formiranje, trajanje i veli¢inu klastera molekula vode.
Interakcija struktura molekula vode sa bioloSkim molekulima uti¢e na sve
fizioloSke funkcije organizma, starenje, kvalitet i trajanje bioloSkih struktura.
Voda tokom ciklusa kruzZenja prolazi kroz razlicita polja sila koji uticu na
raspored protona i elektrona u jednom i izmedu razlic¢itih molekula vode, i
zajedno sa kvantnim efektima uti¢u na dinamiku obrazovanja, vrste i trajanje
struktura vode. Voda nije samo faktor rizika za razli¢ite infektivne bolesti ve¢
pretstavlja faktor rizika za hronic¢ne i akutne neinfektivne bolesti i to ne samo
njen hemijski sastav nego i njena strukturisanost koja zavisi i od odnosa
hemijskih materija u vodi. Struktura vode je od bitnog znacaja za deSavanja na
grani¢nim povrSinama svih organskih i neorganskih molekula u c¢eliji pa i
Citavom organizmu i od suStinskog su znacaja za nastanak i odvijanje

molekularnog mehanizma patolo$kih procesa u organizmu.

3.5. Predlog pravca istrazivanja i priroda vodonicne veze

Priroda vodonicne veze je dualna, klasi¢na (elektrostaticka interakcija na
bazi Kulonovog zakona) i kvantna (talasna funkcija zasnovana na Sredingerovoj
jednacini). U vodi postoji 5 vrsta vodoni¢nih veza prema tome sa koliko se
susednih molekula vode uspostavljaju ili izmedu kojih atoma se uspostavljaju.
DuZina vodoni¢ne veze se menja, grana a sama vodoni¢na veza traje reda
veli¢ine pikosekunde dok se promene rasporeda elektrona i kvantni efekti koji
uticu na vodoni¢nu vezu odvijaju u molekulu vode u toku femtosekunde.
Trajanje i osobine vodoni¢ne veze zavise kako od termalnih efekata tako i od

okolnih polja sila elektrostaticke, magnetne, raznih vrsta kovalentnih i
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nekovalentnih veza, koja uticu kvantnomehanicki i klasi¢no pre svega na
konfiguraciju i energetske nivoe valentnih elektrona. Sve te interakcije mogu da
utiCu na trajanje, polozaj i duZinu vodoni¢ne veze da bi se uspostavile veze
izmedu susednih molekula ¢iji parametri teZe uspostavljanju medusobnih
odnosa u skladu sa pravilima zlatnog preseka ili ih naruSavaju pod dejstvom tih
istih polja sila. Na koji nacin te interakcije dovode atome molekula u takav
poloZaj i kakva je uloga kvantno mehanickih fenomena u ovom procesu.
Eksperimentalno je moguce odrediti na pacovima, kao modelima koji su
fizioloSki dosta sli¢ni ¢oveku i lako se uzgajaju, kako razliCiti tipovi vode u
zavisnosti od njihovih hemijskih sastava i strukturnih svojstava interreaguju sa
tkivima, pre svega koZom, interakcijom sa biomolekulima njihovih biostruktura
i njihovim metabolickim procesima. Interesantna je duZina izlaganja pojedinim
tipovima voda kao i embrionalni razvoj pod tim uslovima i reakcija razlicitih
struktura vodonicnih veza (strukturiranost) molekula vode na bioloske funkcije.
Kod Coveka se isti efekti mogu lako pratiti na kozi ljudi raznih dobi i pola koji su
konzumirali razne tipove voda. Interesantno je kako bioloske strukture reaguju
na razlicite tipove voda u zavisnosti od starosti i pola ispitanika. Promene u koZi
bi se pratile skidanjem lepljivim flasterima sloj po sloj koZe i metodama OMF i
AMF bi se pratilo stanje vode u raznim slojevima koZe i u kombinaciji sa
elektricnom impedancom koZe koja daje precizne podatke o stanju molekula
vode u kozi a samim tim i o bioloSkim strukturama. Dostupni su za istraZivanje
povrsinski slojevi koZe narocito stratum corneum sa njegovim lipidno vodenim
komleksima, lamelama, stratumi granulozum, spinozum i bazale, koji su lako
dostupni skidanjem lepljivim flasterima, dok je dublji dermis slabije dostupan

za analiziranje.

3.6. Ocekivani rezultati u istrazivanju

Vode sa razli¢itim strukturama: pojedina¢nim molekulima, slu¢ajnim
asocijacijama i klasterima razlicitih veli¢ina, pokazuje razli¢ite bioloske efekte,
brzu hidrataciju i bolju, uspesniju interakciju sa vezanom vodom bioloskih

struktura. Usled ovog procesa tkiva Zivotinja i koZa ljudi su bolje hidratisani
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sadrZe vise vode, dok se odnos vezane i slobodne vode menja, tako da je slican
kod mladih tkiva. Razvi¢e se odvija drugacije kod jedinki koje konzumiraju
razne tipova voda S$to je u vezi sa dinamikom stvaranja i razgradnje klastera
vode $to je praceno promenom dijamagnetizma i paramagnetizma vode tj. njene
organizacije i dinamike jonsko vodenog kompleksa. Organizacija molekula vode
i razliCiti jonski komplesi uticu na fizioloSke funkcije organizma na
molekularnom nivou jer su procesi hidratacije i dehidratacije suStinski ne samo
za uspostavljanje odgovarajuce konformacije proteina nego i za njegovo
odrZavanje. Razliciti tipovi voda uti¢u na obrazovanje i funkcionisanje lipidno
vodenog kompleksa tj lamelarnih membrana u stratum granulozum i corneum
$to utice na njegovu funkciju pre svega TEWL kao i starenje koZe. Postoji veza
izmedu duZine unoSenja voda raznih struktura i odnosa paramagnetizma
/dijamagnetizma u tkivima koZe Coveka, pre svega Celijama stratum
granulozum i epidermalnoj komponenti lipidnih lamela i deskvamacija

korneocita takode zavise od duZine unosa voda raznih jonsko vodenih dinamika.
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4. MATERIJAL

4.1. Demivoda (18.2 M'Q voda), cesmovaca i Zrenjaninska voda

U istrazivanju su koris¢ene vode raznih vrsta mineralnih sastava,
koncentracija mineralnih materija koje se nalaze u upotrebi u gradskim
vodovodima Beograda na lokaciji Torlak, zatim voda iz Zrenjanina i 18.2 M,
voda preciS¢ena demineralizovana i klasterisana (izlagana magnetskim polima)
voda poreklom iz centralnog vodovoda u Beogradu. KoriS¢ena je nisko
mineralna voda Zlatiborskih izvora kao vode iz prirode, sa prirodnom

strukturom.

Molekul vode se sastoji od dva vodonikova atoma i jednog atoma
kiseonika. Pri normalnim uslovima kod vode se te¢na i gasna faza nalaze u
dinamickoj ravnoteZi. Na sobnoj temperaturi voda je te¢nost skoro bezbojna,
bez ukusa i mirisa. Voda je univerzalni rastvarac i jedina je supstanca koja se u
prirodi nalazi u sva tri agregatna stanja. Nesumnjivo najvaZzniji od svih oksida, a

mozda najvazniji od svih jedinjenja uopste je voda.

Oblik molekula vode je nelinearan, u obliku je trougla, savijen, zato Sto
dva ne vezujuca para elektrona ostaju bliZe atomu kiseonika, ova naprezanja
jace odbijaju vezujuce parove elektrona i guraju vodonikove atome bliZe jedan
drugom. Kao posledica ovih interakcija se ugao izmedu H-O-H umesto pod
uglom od 109° (koji se formira u c¢vrstom stanju) obrazuje pod uglom od
104.45°. Zbog velike razlike u elektronegativnosti izmedu vodonika i kiseonika,
molekul vode je izrazito dipolnog karaktera. Pozitivan kraj jedne molekule vode
privla¢i negativan kraj druge, Sto posredstvom vodoni¢ne veze dovodi do

asocijacije molekula i u tecnom i u ¢vrstom agregatnom stanju.

Molekula vode je visokosimetri¢na struktura, Sto svakako ima uticaja na

njenu samoorganizaciju i formiranje klastera pa i na bioloSka svojstva.
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Hemijski cista voda je meSavina izotopa, postoje dva stabilna izotopa
vodonika ;H i 2 H, Cesto se obeleZava sa D, i kiseonika 016 i 018 koje dovode do

kombinacija kao Sto su H2018, HDO¢, Koli¢ine izotopa kiseonika i vodonika u
vodi varira dovoljno od mesta do mesta i moguce je determinisati starost i izvor.
U vodi dva vodonikova atoma sadrZe protone ¢iji magnetni momenat moZe biti
paralelan i antiparalelan Sto uzrokuje u orto i para vodi. Ove dve forme su u vodi
prisutne u odnosu 3:1. Voda se formira od smese izotopa vodonika i kiseonika
od kojih su neki redi a neki €eS¢i, najrasprostranjeniji su: H2160 i H2180. Molekuli
vode sastavljeni od razlicitih izotopa kiseonika i vodonika poseduju razlicita
svojstva u odnosu na najrasprostranjeniji izotop H2160 pa prema tome svojim
prisustvom u bioloSkim sistemima ispoljevaju nepoZeljne bioloske efekte.
Vodoni¢tna veza (H-veza) je vrsta slabe hemijske veze zasnovane na
elektrostatickom privlacenju izmedu atoma vodonika i nekog nukleofilnog
atoma koji sadrzi slobodne elektronske parove. Vodoni¢na veza u vodi je
parcijalno (oko 90%) elektrostaticka i delimi¢no (oko 10%) kovalentna i moZe
biti priblizno od veza sastavljenih od: kovalentnih HO-H:::-:OH2, jonskih HO?--
Hb+....05-Hz, i dugo vezanih kovalentnih veza HO-H--O+*H. Vodoni¢ne veze u
kojim ucestvuju sve molekularne orbitale ukljucuju¢i unutrasnju O1s orbitalu
Cija je veza 318 k] mol! (3.3 eV) su manje jake, u tetraedralnoj vodonicnoj vezi
glavne mase vode (bulk) te¢ne faze u poredenju sa gasnom fazom. Elektroni,
izmedu molekularnih orbitala (menjaju se sa lokalnom topologijom vodonicne
veze) sa razli¢itim doprinosima, mogu se promeniti za manje od femto sekunde.
Doprinos jacini vodoni¢ne veze vode su i nuklearni kvantni efekti (nulta tacka
energije vibracie) c¢iji je uticaj na duZinu O-H kovalentne veze, duZa je od

ekvilibrijuma pozicije duZina.

Jacina vodoni¢ne veze zavisi od njene duZine i njenog ugla, sa ve¢om
jac¢inom vodoni¢ne veze u vodi nastaje sa protonom u sredini jon HsO02* sa
jac¢inom veze od 120 k] mol-l. Medutim malo odstupanje u uglu veze (do 20°)
ima relativno minoran efekat. Zavisnost od duZine veze je veoma vazna i jaCina
veze eksponencijalno slabi sa duzinom. Vodoni¢na veza se prekida kad je duZina

veze veca od 0.31 nm ili ugao veze manji od 146° mada izracunavanja ukazuju
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da najveci deo energije vezivanja preostaje i uzrokuje mnogo savijanja, ali krace
veze mogu biti relativno jake. Vezivanja zavise od orjentacije i pozicije drugih

vezanih i nevezanih atoma i "usamljenog" para elektrona.

Postoji razmena izmedu jacina kovalentne i vodonitne veze; kada jaca
H----O veza, slabi O-H kovalentna veza, i kra¢a O----O rastojanje. Slabljenje O-H
kovalentne veze daje poviSenje, kao dobar indikator, jacine energije vodonicne
veze, na primer kada je pritisak bitno uvec¢an preostale vodoni¢ne veze (H-+-0)
se prinudno skracuju uzrokuju¢i da se kovalentne veze O-H izduZuju. Jacina

vodoni¢ne veze moZe biti pod uticajem elektromagnetnih i magnetnih polja.

Kooperativnost je fundamentalno svojstvo te¢ne vode gde su vodonicne
veze 250% jaCe nego pojedinacne vodoni¢ne veze u dimeru. Preraspodela
elektrona prema tome rezultuje u oboje saradnji (primajuéi jednu vodoni¢nu
vezu pomaze prihvatanje druge) i anti kooperativnost (prihvataju¢i jednu
vodoni¢nu vezu sprecava prihvatanje druge) u vodonicnoj vezi koja se obrazuje
u vodenoj mrezi. Koperativna vodoni¢na veza uvecava O-H duzinu dok uzrokuje
veCe smanjenje razdaljina u H---O i O----O. Stoga O----O rastojanje unutar
klastera ¢e verovatnije biti krace na periferiji, $to je u saglasnosti sa modelom
ikosaedralnog klastera. Duzina vodoni¢ne veze u vodi varira sa temperaturom i
pritiskom. DuZina kovalentne veze mnogo manje varira u zavisnosti od
temperature i pritiska, a mnogo viSe od gustine vodoni¢nih veza. Kako jacina
vodonicne veze zavisi skoro linearno od njihove duZine (manja duZina daje jacu
vodoni¢nu vezu) ovo takode skoro linearno zavisi (pod ekstremnim uslovima)
na povecanoj temperaturi i pritisku. Te¢na voda se sastoji od mesSavine kratkih,
pravih i jakih vodonic¢nih veza i dugackih slabih i izvijenih vodonicnih veza sa
mnogo prelaza izmedu ovih ekstremnih stanja. U strukturi tecne vode ova

rastojanja i njihove varijacije rastu sa temperaturom.

Vodonicne veze se racvaju (kad su oba vodonikova atoma jedne molekule
vode povezani vodoni¢nim vezama, ili jedan vodonikov atom istovremeno
formira vodoni¢nu vezu sa druga dva molekula vode) kad poseduju manje od

pola snage normalne vodonicne veze (veza se popola razdvaja) i poseduje malu
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energiju za preuredenje vodonic¢ne veze. Bilo kakva nuZna rotacija moze takode
izazvati savijanje ili istezanje drugih vodoni¢nih veza. Ra¢vanje vodoni¢nih veza
ne uzrokuje raskidanje mreZe molekula vode i jedino se deSava kad se prekinuta
vodonitna veza oslobada a usamljen par prihvata dolazecu vodoni¢nu vezu
donora. Grananje na tri dela vodoni¢ne veze (kada jedan vodonikov atom
formira istovremeno vodoni¢nu vezu sa tri molekula vode formirajuc¢i lik
tetraedra) ima samo jednu Sestinu snage normalne vodoni¢ne veze po svakoj

trecini ra¢vaste vodonicne veze.

VodonicCna veza traje 1 - 20 ps dok je vreme raskidanja oko 0.1 ps sa
"klimanjem", vodoni¢na veza postoji duze od jedne pikosekunde Sto je
beznacajano. Raskidana veza je u osnovi nestabilna i verovatno ¢e se reformisati
da bi obrazovala drugu vodoni¢nu vezu pogotovo ako druge tri veze joS postoje,
raskidanje vodonicne veze postaje mnogo nezavisnije od lokalne strukture a
viSe zavisi od trenutne snage vodonicne veze. Ako se ne prekine vodoni¢na veza
obi¢no dovede do rotacije oko jedne od preostalih vodoni¢nih veza i nije za dalje
premestanje kao rezultat Cega nastaje hidroksilna grupa i vodonikov jon i oba su
reaktivna. Gubitak vodonitne veze izaziva preuredivanje elektronskog oblaka

bez promene uglau 0-H---0 poloZaju atoma.

Molekuli H:0, zahvaljuju¢i neravnomernom rasporedu elektricnog
naelektrisanja po svom obimu su sposobni da se medusobno privlace i obrazuju
haoti¢ne rojevite strukture i uredene “vodene kristale” klastere. Veze u takvim
asocijacijama su vodoni¢ne. Ona je jako slaba, lako razruSiva, za razliku od
kovalentne veze. Slobodni nevezani u asocijaciji molekuli H20 su prisutni samo
u vrlo maloj koli¢ini. Voda je viSe nalik na “gel” sastavljen od pojedinacnih,
ogromnih klastera vezanih vodoni¢nim vezama. Njihovo postojanje je u
vremenskom rasponu 10-12-10-° sec, rotacija i druga termalna kretanja uzrokuju
raskidanje pojedinacnih vodoni¢nih veza i ponovno formiranje nove
konfiguracije koje su uvek promenljive. Klasteri mogu imati najraznovrsnije
oblike, u osnovi grade je tetraedar, a ba$ takav oblik poseduje raspored
pozitivnih i negativnih naelektrisanja u molekuli vode. Grupisuéi se tetraedri

molekula vode obrazuju razne trodimenzionalne strukture. Molekuli vode su
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podvrgnuti brzom termalnom kretanju tokom kratkog vremena, tako da je
trajanje bilo koje specificne konfiguracije klastera prolaznog karaktera, samo
oko nekoliko ps do nekoliko ns. Tecna voda se moZe zamisliti i kao kipu¢a masa
molekula vode u kojoj se Kklasteri, koji su formirani vodoni¢nim vezama,

stvaraju, nezavisno raskidaju i ponovno formiraju.

Brojne promene u strukturi vode se deSavaju sa porastom temperature.
Kad molekuli vode dobiju energiju, kojom se uzrokuje krivljenje i kidanje
vodoni¢nih veza usled njihove sloZene prirode oko molekula vode, centralni
molekuli u klasteru su podesni za obnavljanje nepromenjene vodoni¢na veze,
posle raskidanja perifernih molekula ¢ime ¢e biti izgubljen za drugi klaster,
manje strukturisan sa spoljasnje i unutrasnje strane. Podizanjem temperature,
veli¢ina poredanih klastera opada, broj malih klastera raste, broj vodoni¢nih
veza opada, a prosecna daljina izmedu dva molekula se povecava. Postoji uvek
dovoljno vodonic¢nih veza, medutim verovatnije je da ¢e skoro sve molekule biti
povezane za skoro sve ostale u najmanje jedan ceo lanac vodonic¢nih veza. Neke
vodonicne veze, reda velicine 1-2 vodoni¢ne veze po molekuli su zavisne od

gustine.

Zrenjaninska voda, zabranjena za pi¢e i kuvanje zbog hemijske
neispravnosti, kao i vode iz Srednjeg Banata, se eksplatiSe iz podzemnih leziSta
arterskim bunarima i bez ikakvog procesa preciS¢avanja uz dezinfekciju
hlornim preparatima, distribuira zastarelim vodovodom do domacinstava.
Poreklo pija¢e vode koja je iz drugog i treceg vodonosnog sloja, sa dubina od
oko 60-130 m. Vode sa ovog podrucja imaju Zutu boju, sadrZe povecane kolic¢ine
gvozda, amonijaka i rastvorenih organskih i neorganskih materija Sto se
dokazuje reakcijom utroska KMnO4, a u mnogim uzorcima je sadrzaj hlorida i
ostatak isparenja visok. Analizama radenim 1991 godine u vodi izvoriSta
centralnog vodovoda grada Zrenjanina nadene su povecane koliCine arsena
trihalometana, fenola i tragova pesticida. Prilog tabele (19) i (20). Zbog visokih
vrednosti gvozda i amonijaka postupak dezinfekcije se vrsi veoma otezano jer
ovi elementi vezuju veliki deo rezidualnog hlora koji treba da obezbedi

dezinfekciju do kona¢nog mesta distribucije. Najces¢i razlozi fizicko hemijske
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neispravnosti vode za pi¢e ovog regiona su neodgovarajuce organolepticke
osobine (boja i mutnoca), velika koli¢ina amonijaka i organskih (oksidabilnih)
materija u vodi za pice, kao i nedozvoljena koncentracija arsena koji je toksican
element, svrstan u prvu grupu kancerogena. Fizicko hemijske osobine tla,
karakteristi¢ni redukcioni uslovi podzemnih slojeva pogoduju prelasku arsena u
vodu, navedeni uslovi, kao i njegovu biokinetiku u organizmu. Podaci o
hemijskom sastavu Zrenjaninske vode su pretstavljeni u prilogu tabela (19)
koju je radio Zavod za javno zdravlje Zrenjanin, centar za higijenu i humanu
ekologiju. U tre¢ini uzoraka voda koje su ispitivane na podrucju srednjeg Banata
je nadena bakterioloSka neispravnost. Kao dominantan uzrok bakterioloske
neispravnosti javlja se povecan broj bakterija saprofita (aerobnih mezofilnih
bakterija), zatim bakterije-indikatori, kao S$to su: Pseudomonas, Proteus,
Streptokokus, termotolerantne koliformne bakterije dok su ostale koliformne
bakterije sulfitoredukujuée Klostridije tre¢i i cCetvrti po ucestalosti uzrok

bakterioloske neispravnosti.

Voda za pice centralnog vodovoda Zrenjanina ne odgovara za pice zbog
povetane potroSnje KMnOs koncentracije amonijaka, nitrita, ortofosfata,
rezidualnog hlora gvoZzda i zbog veleg intenziteta boje. Ostale analize uzoraka
vode su sli¢nih vrednosti u gradskom i seoskim vodovodima. Radene su
detaljnije analize za potrebe Zrenjaninskog vodovoda u Institutu za vode
Karsrue na izvoriStu su uzimani uzorci koji su dali detaljan uvid u hemijski
sastav Zrenjaninske vode. Prilog tabela (20). Narocito su interesantni podaci o
organskim jedinjenjima u malim koncentracijama, iako su bez maksimalno
dozvoljenih vrednosti, koji svojim prisustvom deluju na fizologiju organizma i
na strukturisanost vode. Znacajno je prisustvo organohlornih jedinjenja kao i
sintetickih kompleksa i pesticida koji pored fizioloSkog dejstva na organizam

poseduju neistrazZen uticaj na osobine vode. Prilog tabela (20).

Voda u delu grada Beograda koji se naziva Vozdovac, gde su u institutu
Torlak radeni eksperimenti na pacovima koristi se centralni tip vodovoda sa
vodom koja zadovoljava mikrobioloske i hemijske standarde, ¢iji su osnovni

hemijski parametri prikazani u prilogu tabela (21) Ova voda je koris¢ena u
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eksperimentima sa pacovima i uglavnom je u zadovoljavaju¢im granicama osim

nesto poviSenog sadrzaja mangana i nitrita.

Akvafotomiks Zrenjaninske i Beogradske vode pokazuje spektre cije
informacije ukazuju da se interakcija molekula vode sa rastvorcima ova dva
tipa voda razlikuju Sto je posledica interakcije molekula rastvoraka sa
molekulima vode i interakcije sa mreZom vodoni¢nih veza molekula vode
akvagrami (7) i (9). OMF spektri ispitivanih voda: demi tabela (42), Beogradske
(tabela 43) i Zrenjaninske (tabela 44) pokazuju razli¢itu paramagnetsku
/dijamagnetsku aktivnost, pikove razli¢itih veli¢cina na razli¢itim talasnim
duzinama Sto kao i akvafotomiks ukazuje na razliCite interakcije vode sa
rastvorcima narocito jonima tj. na razli¢ite vrste vodonicnih veza, hidratacione

omotace kao i njihovu stabilnost, razlic¢ite vrste klastera i njihove osobine.

4.2. Pacoviinjihovo potomstvo

U eksperimentima su koriS¢eni laboratorijski pacovi vrste Rattus
norvegicus, aguti soj, linije DA kao model za istraZivanje uticaja voda razlicitih
struktura na organizam. Aguti gen kod pacova poseduje dva alela, (a) neaguti i
(A) aguti. Pacovi sa aguti alelom (A) su sa Zuto-crvenim i crnim pigmentom.
Aguti gen takode ucestvuje i na ponaSanje, neaguti (a) alel utiCe na posluSno
ponasanje u odnosu na aguti (A) alel. Aguti pigment zaustavlja MSH.
(melanocitni stimuliraju¢i hormon) ne stimulisani melanociti produkuju Zuto
crvenkasti pigment. MSH je u familiji malanokortina nalazi se i u mozgu, moc¢an
je neuromodulator. Uticaj na ponaSanje se ogleda posredstvom neurokortinskih
receptora. Aguti i ne aguti Zivotinje poseduju razliCite profile kateholamina.
Kateholamini (kao dopamin i noradrenalin) neurotransmiteri koji aktiviraju
telo i pripremaju ga za stres. Aguti protein utice na distribuciju kateholamina u
mozgu i zato mogu uticati na poslusnost Zivotinje. Ne aguti Zivotinje poseduju
manje nadbubreZne Zlezde, za razliku od aguti, koje produkuju adrenalin i
hormone stresa. Dlaka aguti pacova sadrZzi dve vrste melanina, svetao

crvenkasto-Zuti pigment i taman braon-crni pigment. Relativan odnos ova dva
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tipa melanina je pod kontrolom hormona MCH. Ovi pigmenti se proizvode u
melanocitima koji se nalaze u bazalnom sloju ¢elija bulbusa folikula dlake. Aguti
protein koci sintezu MCH koji stimuliSe proizvodnju celija koji produkuju
pigment. Nestimulisane pigmentne cCelije proizvode crvenkasto-Zuti pigment.

(Lu et al. 1994, Willard et al. 1995)

Norveski pacov kako se obitno zove, je cest u ljudskoj populaciji i
neophodan je u laboratorijskim ispitivanjima (odmah posle miSeva) u madicini,
farmaciji, kozmetici i uopSte u svim oblastima istrazivanja kao i prehrambenim,
genetskim istraZivanjima i u ekologiji. U istraZivanjima se koriste razni sojevi
pacova Rattus norvegicus zbog jednostavnosti uzgajanja, sklonosti raznovrsnoj
ishrani, svoje pogodnosti za razli¢ite dizajne eksperimenata, male cene kostanja,
velike plodnosti, blage naravi, lako¢e rukovanja, kratkog perioda gastracije,
inteligencije, dostupnosti i velike sli¢nosti sa fiziologijom coveka. Godinama
mnogi istrazivaci u razli¢itim oblastima istraZivanja su stvorili vise od 234
inbrid soja za proucavanje poremecaja od hipertenzije do uroloskih defekata.
Laboratorijski pacov (Rattus norvegicus) je neophodan alat u eksperimentalnoj
medicini i farmaciji i dao je veliki doprinos ljudskom zdravlju. Sekvenca genoma
pacova je treca kompletna sekvenca sisara koja je deSifrovana. Poredenje ova tri
genoma reSavaju detalje evolucije sisara. Ova analiza obuhvata gene, proteine i
njihove odnose prema bolestima ljudi, sekvence koje se ponavljaju, uporedne,
na nivou genoma, studije ortologih regiona sisarskih hromozoma i tacke
preuredivanja, rekonstrukcija kariotipa predaka i dogadaja koji su doveli do
postoje¢ih vrsta, stope varijacija i za rod specificni i od roda nezavisni
evolucioni dogadaji kao Sirenje familija gena, ortologni odnosi i evolucija
proteina. Genom pacova je 2.75 Gb veliCine, slican je ljudskom 2.9 Gb i kodiraju
slican broj gena, veci je od genoma miSa 2.6 Gb. Diploidni broj hromozoma
pacova je 42 hromosoma. Ljudski geni povezani sa bolestima su ortologni sa
genima pacova. Oko 40% gena pacova su ortologni sa ljudskim. (Kim
Preethi 2006.) Pacovi su 1895 god koriSc¢eni za proucavanje efekata ishrane,
toksikologije i drugih fizioloSkih kao i biohemijskih istrazivanja. Tokom

narednih godina, pacovi su se koristili u mnogim istrazivanjima koja su
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doprinela nasem razumevanju genetike, bolesti, uticaja lekova, i ostalih oblasti

koji su doprineli velikoj koristi za zdravlje i dobrobit covecanstva.

Napredak u razumevanju patofiziologije i leCenju srcanih insuficijencija
ne bi bio mogu¢ bez pacova kao zivotinjskih modela srcanih bolesti i
hipertrofije. Upotreba pacova kao Zivotinjskog modela za gojaznost, dijabetes ili
oba stanja, u kombinaciji sa drugim faktorima rizika razjasnjavaju kako svaka
komponenta doprinosi kardiovaskularnoj bolesti. Podaci istraZivanja na
pacovima ukazuju da specificne kardiomiopatije kod pacova nisu povezane sa
boleS¢u koronalnih arterija Sto bi moglo objasniti poveanu smrtnost i stopu
slepila kod dijabeti¢ara. (Crepaldi i Nosandini, 1988.) Pacovi su primarni
animalni model koji se koristi u toksikoloskim istraZivanjima. Uprkost
popularnosti ovog postupka postoji Citav niz sumnji o adekvatnosti pacova za
ispitivanje promena u toksikoloskim reakcijama tokom razlic¢itih faza Zivota.
Savremena istrazivanja ukazuju da pacovi pretstavljaju dobar model za
toksikoloska ispitivanja tokom embrionalnog razvoja. Medutim stariji pacovi
Cesto imaju spontane degeneracije bubrega usled hroni¢ne progresivne
nefropatije, Sto ih ¢ini loSim modelom za proucavanje odgovora bubrega na

ksenobionte.

Laboratorijski pacovi su se takode pokazali uspeSnim u proucavanju
ucenja i drugih mentalnih procesa. IstraZivanja su pokazala da pacovi poseduju
metakogniciju, mentalnu sposobnost prethodno nadenu kod ljudi i nekih
primata. (Foote Jonathon 2007.) Pacovi su najbolji Zivotinjski model za
proucavanje odredenih ljudskih bolesti i stanja, ukljucujuci gubitak pamcenja,
miSi¢ne distrofije, cisticne fibroze, raka, AIDSa, bolesti zavisnosti, genetskih
bolesti, povreda kicmene moZdine i bolesti srca. Pacovi se koriste u istrazivanju
bolesti kao Sto su Alchajmerova bolest, Secerna bolest i Parkinsonova bolest.
Adrenokortikotropin pacova je imunoloski i bioloski veoma slican ljudskom,
fizioloSki mehanizam stresa je veoma sliCan kod ove dve vrste. Pacovi
obezbeduju izvanredan i reproducibilni sistem u kojem se istrazuje pad

kognitivnih funkcija povezan sa starenjem. Postoji iznenadujuca slicnost izmedu
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pacova i ¢oveka u anatomiji mozga ukljucujudi i to da su delimi¢no osetljivi na

pad kognitivnih funkcija tokom starenja

Za ekstrapolaciju eksperimentalnih podataka dobijenih od pacova na
ljude vazno je znati slicnost i razlike izmedu pacova i ljudi. Postoje zanimljive
slicnosti u subcelularnoj distribuciji azot monoksid sinteze izmedu tkiva Coveka
i pacova. Aktivnost azot monoksid sinteze je u vagini coveka i pacova znatno
viSa nego u miometrijumu. U trudnod¢i se odvija pad regulacije aktivnosti azot
monoksid sinteze u miometrijumu Coveka i pacova. Pacovi kao Zivotinjski
modeli su koriS¢eni u istraZivanju uceSc¢a epitelnih pukotinastih spojnica u
patogenezi disajnih puteva coveka. Morfologija pukotinastih spojnica ove dve
vrste je poredena sa obzirom na dubinu spojnica, broj lanaca i kompleksnost
spojnica. Osnovni arhitektonski aranZman pukotinastih spojnica u obe vrste je
slican, medutim, pukotinaste spojnice u tkivu pacova su bile malo dublje, sa
manje lanaca i imali su manje interkonekcija sa susednim strukturama u
poredenju sa onima kod ¢oveka. Broj lanaca po interkonekciji je slican kod obe
vrste. Uprkos opStoj slicnosti pukotinastih spojnica epitelnih celija disajnih
puteva pacova i ¢oveka, postoje specificni kvalitativni detalji morfologije koji
moraju biti razmotreni u pokuSaju ekstrapolacije rezultata istraZivanja
propustljivosti epitela disajnih puteva sprovedenih na pacovima u odnosu na

coveka.

Postoji nekoliko sli¢nosti izmedu sistema organa za varenje pacova i
coveka, kao Sto su lokacija i funkcija. Digestivan trakt pacova je toliko sli¢can
ljudskom da je moguce tvrditi da funkcioni$u na sli¢an nacin. Pacovi i ¢ovek su
omnivore, jedu meso i biljke. Velika je razlika Sto sekuti¢i pacova nastavljaju da
rastu do kraja Zivota, dok kod Coveka prestaju sa rastom nakon dostizanja
odredenog stadijuma. Druga velika razlika je probavni kanal, pacovi nemaju
ZuCnu kesu, umesto nje imaju Zucni kanal koji formiraju nekoliko cevcica jetre.
Pacovi su skloni da se hrane tokom Ccitavog dana jer ne poseduju gene koji
kontroliSu osecaj gladi. Kada hrana kod pacova ude u cekum onda se apsorbuje,
ali za razliku od ¢oveka na kraju cekuma pacovi nemaju slepo crevo i takode

nemaju crevne resice. Pacov kao model je ekstremno vazan, posebno kad se
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malo zna o osnovi ljudskih bolesti i stanja jer mogu da obezbede uvid u klinicki

relevantni put, kao indentifikacija leptina u Zivotinjskom modelu gojaznosti.

Pacov je pogodan model za istraZivanje histoloskih promena povezanih
sa starenjem koZe i mehanizmom stvaranja bora. Na modelu Ishibashi pacova,
dobijenih ukrS$tanjem Wistar i divljih pacova, proucavane su promene
makromolekularnih komponenti vezivnog tkiva koZe u toku prirodnog starenja
koje nastupa posle 12. nedelje Zivota u vidu boranja i brazdanja koZe. Naj
upadljivije su promene zabeleZene u sadrzZaju i kvalitetu elastinskih vlakana -
smanjenje izodezmozina i intaktnih elastinskih molekula sa povecanjem
koncentracije elastinskih fragmenata. Autori su zakljucili da je proces starenja u
kozi ovih pacova posledica smanjenja sadrzaja elastina, njihove pojacane

degradacije i lakog smanjenja sadrZaja kolagena. (Sakuraoka 1996 g.)

Pacovi su prosec¢no teski 140-500 g, duzine prose¢no 400 mm od nosa do
repa. MuZjaci su obi¢no veci od Zenki. Kod ovih Zivotinja usi i rep su goli a rep je
kradi od duzine tela. USi NorveSkog pacova su upadljivo krace nego kod ostalih
vrsta pacova i ne pokrivaju oc¢i kad se povuku nadole. Pacovi su drustvene
Zivotinje sa poliginandros sistemom parenja teZe da se uzgajaju u velikim
grupama. Kada Zenka ude u Sestoc¢asovnu fazu estrusa moze da se pari viSe puta
sa viSe muZjaka. Prose¢na Zenka je u stanju da rada 7 puta godiSnje. Oko 18
dana posle kocenja Zenke ulaze u postpartum estrus i ponovo se pare, tako da
mogu da okote 60 mladunaca godisnje. Stadijumi estralnog ciklusa se odlikuju
velikom regularnoscu. Estralni ciklus Cine pet faza od kojih svaka traje jedan
dan osim estrusa koji traje manje od jedan dan (Sest sati) Broj novorodencadi
moze biti 2-14 prosecno 8. Trajanje bremenitosti ralicitih linija pacova varira
(20-26 dana) i prosecno je oko 22 dana. Veli¢ina spontane embrionalne smrti
obi¢no ne premasuje 15%, pri cemu 10% embriona umire do implatacije i 5%
na kasnijim stadijumima embrionalnog razvoja. Pacovi se radaju goli i slepi, kao
i miSevi, teZine 2.5-3g. Temperatura tela kod njih je nepostojana. Sekutic¢i se
pojavljuju 8 mog dana, 9-12 dana se pokrivaju dlakom, a 14-17 dana otvaraju
oCi. Odvikavaju se od dojenja nakon 3-4 nedelje. Krajem ovog perioda se

mladunci obi¢no odvajaju od majki u specijalnom vecem kavezu za mladuncad.

-67 -



14 Materijal

U uzrastu od 1,5 meseca se Zenke odvajaju od muZjaka i uzgajaju odvojeno.
Mladi su prosecno teski 5g. (Parker 1990.) Mladunci postaju nezavisni nakon 4
do 5 nedelja a reproduktivno sazrevaju oko 3. meseca muZzjaci a Zenke oko 4.

meseca.

Pacovi su se uzgajali u suvoj ocednoj prostoriji sa dobrim prirodnim i
veStackim osvetljenjem i prinudnom ventilacijom. Temperatura se nalazila u
granicama 20-22 °C pri vlaznosti od oko 50%. Pored osnovnog smestaja koji je
60 m?2 (zapremina 180 m3) na 400 Zenki i 80 muZjaka, postoji posebna
karantinska prostorija za nove Zivotinje, za posude za umivanje, kaveze i za
hranu. Pacovi su drzani u metalnim kavezima sa razmerama 50x30x30 cm.
Kavez je predviden za najviSe 5 Zenki a u njima su smesteni 1 muzjak i jedna
zenka a kasnije njihovo potomstvo. Svaki kavez je snabdeven podmetacem,
automatskom hranilicom i pojilicom. Pacovi su se prenosili iz jednog u drugi
kavez kad su se odvajali muZjaci od Zenki i Zenke od mladuncadi. Dnevne
potrebe za hranom odraslog pacova su prosecno 30-32 g. Za ishranu pacova se
upotrebljavala briketirana hrana, koja je sadrzala neophodne proporcije
proteina, masti, ugljenih hidrata i vitamina, soli i mikroelemenata. Pacovi
postaju polno zreli u 8-9 nedelji, poliestralne su Zivotinje sa spontanom

ovulacijom, koja se regularno ponavlja svakih 4-5 dana.

Na pocetku eksperimenta su izdvojeni u posebnih Sest kaveza po jedan
mlad muZjak i Zenka koji do tada nisu sparivani. Uzgajani su pod istim uslovima
jedino su konzumirali razliCite tipove voda koje su im bile uvek na raspolaganju.
[ grupa je konzumirala obogac¢enu vodu 1. II grupa je konzumirala oboga¢enu
vodu + NaCl. III grupa je pila vodu sa hidrolizovanim ugljeni¢nim
nanomaterijalima. Sve ove vode su bile klasterisane, izlagane magnetnim
poljima koji su omogucili njihovo klasterisanje a razlikuju se samo po jonskom
sastavu koji omogucuje duZe vreme trajanja klastera, duzu ili kracu stabilizaciju,
sve ove vode su u pocetku bile 18.2 M(). IV grupa je pila vodu koja je doneta sa
izvora na Zlatiboru. V grupa je pila vodu iz vodovoda kojim se snabdeva instutut

Torlak. VI grupa je konzumirala vodu iz Zrenjanina koja je zabranjena za pice i
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kuvanje. Pacovi prosec¢no konzumiraju 10-12 ml/100g/dan Sto je po jedinki oko

60 ml/dan. (Parker, 1990)

Pacovi su nejednako pili razli¢ite vrste voda u zavisnosti od njihovog
hemijskog sastava i njene strukturisanosti. Uoceno je neujednaceno
konzumiranje vode tokom eksperimenta a pacovi su preferirali iste tipove voda,
verovatno su neke vode u vecoj koli€ini omogucivale hidrataciju, dok su druge
pre svega obogacene sa manjom koli¢cinom rastvoraka omogucavale hidrataciju,
pa su u manjoj koli¢ini zadovoljavali Zivotinje. U tabeli (6) su pretstavljeni
podaci o konzumiranju vode razli¢itih tipova tokom boravka Zivotinja zajedno u
kavezima. Otstupanja su znacajna, prva tri oplemenjena tipa voda su
konzumirana manje nego vode koje se upotrebljavaju za pice, voda iz Zlatibora,
dozvoljena za pice, je viSe konzumirana i od Zrenjaninske koja je zvanicno

zabranjena.

Tabela 6. JiQ 16 dana / po danu pili vode

I 11 111 1\% \'/ VI

19,01 17,41 18,79 20,08 19,55 19,64

MuZjaci su tokom eksperimenta nakon 16 dana odvojeni od Zenki u
posebne kaveze i nastavili da piju isti tip voda ali u znatno vecoj kolicini uz vece
razlike u koli¢ini konzumirane vode ali preferiraju iste vode kao i kad su bili sa
Zenkama. Iz tabele (7) se vidi da je potrosnja na 100g telesne teZine u Il kavezu
najveca, Sto znaci da struktura vode nije stabilisana pa pacov Dpije

nestrukturisanu vodu

Tabela 7. § sami 29 dana /danu i / 100g t.t. na pocetku i krajem 16 dana pili vode.

I 11 I v v VI
24,90 24,75 26,97 28,37 27,26 27,88
10,85/100g  |11,67/100g  |13,02/100g  |13,01/100g  |11,64/100g  |12,67/100g

10,82/100g 11,14 12,66 12,38 11,31 12,67

Pacovi su za 16 dana dobili na teZini pa su na kraju ovog dela
eksperimenata vrednosti konzumirane vode po 100g tezine drugaciji, prikazano
u tabeli (8). Vrednosti su bliZze podacima iz literature o konzumiranju vode na

100g telesne teZine. Od oplemenjenih voda samo voda iz III kaveza zahteva vecu
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upotrebu za adekvatnu hidrataciju. Voda iz Zrenjaninskog vodovoda je pored
oplemenjene vode iz IIl kaveza pokazala najloSiju hidrataciju, najviSe je
potrebno da se ugasi Zed Zivotinje.

Tabela 8. Q posle odvajanja od &, poradaju se posle 25 dana od pocetka eksperimenta i 9

dana posle odvajanja od J, nastavlja se uzgajanje Q sa mladuncima jo$ 20 dana. Merenje
potrosnje vode traje ukupno 29 dana, samo skotne Zenke, a Zenke i mladunci 20 dana.

I 11 111 1Y Vi V2 VI
279,1mm 322,35 419 4275 372,85 372,85 378,5
398,71ml 460,50ml  |598,57ml  |610,71ml 90,71ml 155ml 540,71ml
13,74ml 15,87ml 20,64ml 21.05ml 17,75+11,33ml  |17,75+19,37mlk 18,64ml
potomaka 2 6 7 0 9 2

V grupa potrosila za 23 dana 372.85ml, zatim je dodata joS 1 Zenka koja
je pila istu vodu i odgajane su posebno 8 dana. U razli¢itim kavezima je bio
razlicit broj potomaka U I nije bilo potomaka, u II su bili 1 muski i jedan Zenski
potomak. U III grupi je bilo 3 muZjaka i tri Zenke, u IV grupi je bilo 5 Zenki i 2
muzjaka, u V grupi je okoceno 4 Zenki i 5 muskih mladunaca. Dok je u VI grupi

bilo 1 Zenka i 1 muZjak

Zbog razli¢itog broja potomaka po leglu je nejasna potros$nja po leglu
odnosno tipu vode koji su Zivotinje konzumirale. Potrebe za vodom su ocito
povecanje u skotnosti i laktaciji. Primetno je znatno viSe pijenje vode u VI grupi
u odnosu na II grupu koja je pila oplemenjenu vodu sa dodatkom NaCl Sto se
vidi u tabeli (9). Zenke su sa mladuncima odgajane jo$ 10 dana zajedno sa

zabeleZenom potrosSnjom vode posle prekida dojenja.

Tabela 9. pijenje vode posle prestanka laktacije Zenki i mladunaca zajedno.

I II II 1\% Vi V2 VI
57,5mm 99 210 262 71 214,5 94
82,14ml 141,42ml 300ml 374,28ml 101,42ml 306ml 134,28ml

8,21 14,14 30 37,42 10,14 30,6 13,4
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Posto je razli¢it broj jedinki po leglu, pijenje vode po leglu je krajnje
razli¢ito od ranijih potrosnja. Naj upadljivija je velika koli¢ina popijene vode u

[T grupi i mala koli¢ina popijene vode u VI grupi sa Zrenjaninskom vodom.

U narednih 9 dana nakon odvajanja od majki pracena je potrosnja vode u
kavezima sa posebno majkama i razdvojenim potomstvom po polu. Potrosnja
vode u kavezima je razli¢ita kod majki i mladih potomaka. Ostaje karakteristicna
razlika u potrosnji vode ako se porede posebno majke i posebno potomci koji
imaju brzi metabolizam. Naj karakteristi¢cnija je i dalje znacajna razlika u
konzumiranju vode izmedu majki I i VI kaveza tj koje su pile oplemenjenu vodu i
Zrenjaninsku vodu. Generalno red konzumiranja vode je isti s time da je

drasti¢no manje konzumiranje u III grupi jedinki sto se vidi iz tabele (10).

Tabela 10. Potrosnja vode nakon 9 dana od odvajanja majki i potomaka.

19m 19m 11dp 1119p 9m 1113%p 13J3p IVom IV59p 1v2Jp
10,31 11,03 19,20 21,98 15,71 7,76 10,95 12,61 6,57 8,73
V29m V4Qp V5dp VIQm VI1dp
8,61 7,51 8,53 13,96 23,69
Merenje potrosnje vode je nastavljeno joS narednih 9 dana. Primecena je
veta potrosnja vode po jedinki Sto je prikazano u tabeli (11). Razlike u
konzumiranju vode su kao i na pocetku eksperimenta kod muzjaka ali kaoiu
prethodnoj tabeli primeceno je znatno manje konzumiranje kod potomaka IV iV
grupe.
Tabela 11. Potrosnja vode nakon narednih devet dana tj. ukupno 18 dana od odvajanja od
majki dnevno.
19m 119m 1dp 1119p 9m 11139p 13Jdp IVOm IV59p v2dp
14,92 15,71 23,33 21,38 21,26 12,27 14,33 29,36 14,92 21,34
V2Qm V4Qp V5dp VIQm VI1dp
14,92 7.737,73 7,967.96 20,63 26.192

Razlike u konzumiranju voda razli¢itih tipova su znacajne i zavise od
mineralnog sastava odnosno od strukturisanosti kao i perioda u razvicu, pola i

genetske konstitucije. Oplemenjene vode u zavisnosti od dodatih mineralnih
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materija se u manjoj meri piju u odnosu na razli¢ite vode iz vodovoda, gde je
najve¢a potrosnja vode iz Zrenjanina, koja pored zabrane za upotrebu zbog
hemijskog sastava pokazuje i loSije strukturne osobine mada ne mnogo slabije

od ostalih vodovodskih voda ¢ija je upotreba dozvoljena.
4.3. Humana koZa

Pokrovni sistem ¢oveka je pravi naziv kompleksne strukture u ciji sastav

ulazi koZa sa pridruZenim strukturama. U pridruzene strukture spadaju:

1. Epitelijalni sastav,

2. Mezenhim,

3. Zlezdane strukture (znojne, lojne i mle¢ne Zlezde),

4. Rozaste strukture (nokti, vlasi i miSi¢no tkivo koje je funkcionalno

pridruZeno dlakama)

5. Neurovaskularni sastav.

Pokrovni sistem, ¢ija lokacija i funkcija pretstavlja barijerni sistem,
funkcioniSe u oba smera: ka spoljasnosti, Stite telo od gubitaka materije i
zracenja, ali i ka unutraSnjosti, zadrZavaju¢i u sebi kako infektivne agense, tako i
Zivotno podrZavajuce zalihe krvi i vode. Tako je koZi povereno obavljanje
brojnih, izrazito raznorodnih, funkcija, od obezbedenja fzicke, hemijske i
imunoloske zastite, preko prijema i sprovodenja Culnih nadrazaja, sve do
regulacije toplotnog i metabolickog statusa, funkcije depoa krvi i vode itd.
Struktura koZze, sa aspekta sistema, je zaduZena da omoguci obavljanje svih

vitalnih funkcija medu koje ubrajamo:

1. Barijerna: zaStita od mehanickih Stetnih dejstava i povreda.

2. Neuro-perceptivna: culno informisanje o stanju okoline.

3. Metabolicka: sprecavanje gubitka telesnih te¢nosti i formiranje depoa
krvi i vode; fotohemijska faza sinteze holekalciferola, itd.

4. Imunoloska: zaStita tela od spoljasnjih bioloskih i hemijskih agenasa.

5. Termo-regulativna: pomoc¢ni sistem upravljanja telesnom

temperaturom.
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6. Proliferativna: staniste kolonija mati¢nih celija.

7. Hormonalna: sinteza androgena i sprega adipocitnog leptina, insulina
i hipotalamusa u regulaciji metabolizma.

8. Neuro-endokrina: veza sa centralnim neuroendokrinim sistemom
preko keratinocitne i melanocitne ekspresije receptora za
neuropeptide i neurotransmitere.

9. Anti-onkogena: smanjenje uticaja ultraljubicastog zracenja kroz

apsorpciju putem melanina. (Chuong 2002.)

KoZa pripada grupi epitelnih tkiva koje karakteriSe gust, zbijen, raspored
Celija (sa malom koli¢inom cementne supstance), koje su slojevito rasporedene i
koje oblaZu povrsinu tela i organa ili se nalaze u unutrasnjosti borave¢i u masi
(kakav je slucaj u zlezdanim strukturama). Kao podvrsta epitelnih tkiva, koza
pripada klasi stratifkovanih tkiva. Celije koZe imaju skvamoznu geometriju, kod
koje je visina manja od Sirine i varira od bazalnih slojeva (viSeg stepena
nepravilnosti, sa stubastom i poligonalnom gradom) ka povrsSinskim slojevima
(preteZzno plocaste grade). Ova vrsta epitela moZe da oroZnava te se dodatno
opisuje kao keratiniziraju¢i epitel. Kao epitelno stratifkovano skvamozno
keratiniziraju¢e tkivo, koZa, specificnost svoje strukture i funkcije duguje
slojevitosti i raznolikosti njene grade koja se, osim kroz dva glavna strukturalna
sloja epidermis i dermis, ogleda i kroz brojne ¢elijske vrste i strukture koje na
svojstven nacin doprinose jedinstvenosti njenog funkcionisanja. (Uitto 1989.)
Osim toga, varijacije u anatomskim karakteristikama su izraZene i na razli¢itim
regijama tela, tako da na dlanovima i tabanima imamo zadebljani epidermis (u
poredenju sa kozom kapaka) dok na regiji epitela usana imamo odsustvo
dlakinih folikula (Sto je suprotno regiji glave sa gusto rasporedenom
folikularnom komponentom). Stoga je koZa visoko specijalizovan i pedantno
upravljan sistem koji nastanjuju brojne razlicite Celijske vrste koje na svojstven

nacin doprinose mnogostrukosti njenih funkcija.

Ljudska koZa je barijera izmedu unutrasnje sredine organizma i njegove

okoline. Sa povrsinom 1.15-1.8 m? je najvec¢i organ. Na povsini koZe nalaze se
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nabori i jarci razne veli¢ine, a dele se u crteZe koji nastaju zbog same grade koZe
i u crteZe nastale kretnjom zglobova, kao i kontrakcijama misi¢a u koZi samoj ili
ispod nje. Strukturni crtez posebno je istaknut na dlanovima, tabanima i
jabuCicama prstiju u obliku virova, omci i lukova, taj crteZ je individualno
razliit i ne menja se do smrti. Osim toga, postoji i povrsSinski crtez, sastavljen od
trouglastih i Cetvorouglastih plitkih jaraka, ovima jo$ pridolaze us¢a folikula
dlaka i pora. Grubi nabori koZe uslovljeni su kretanjem zglobova i
kontrakcijama muskulature. Linije cepanja koZe nastaju jer se koZa u jednome
smjeru jace rasteZe nego u smeru okomitom na nju a to je uzrokovano time Sto
vezivna vlakna koja stvaraju izmedu sebe romboidne Supljine daju veci otpor
prema rastezanju nego ona koja su poloZena uspravno na njih. Ako se na kozi
izdube rupice. one ¢e se produziti u jednom smeru kao pukotine, a kad se ti
rascepi produZe u tome smeru, dobijaju se Langerove linije cepanja koZe. One

teku na trupu i vratu cirkularno, a na ekstremitetima uglavnom uzduZzno.

KoZa se sastoji iz tri posebna sloja $to je pretstavljeno na slici 1: coriuma
cutisa i subcutisa koji formiraju glavninu koZe, sastoje se od elemenata vezivnog
tkiva odnosno masnog tkiva, vodi poreklo od ektoderma, a krzno i potkoZno
vezivno tkivo od mezoderma. Potrebno je ista¢i da se u epidermu ne nalaze
samo Celije poreklom od ektoderma (keratinociti) ve¢ i Celije oznaCene kao
Langerhansove celije, koje su epidermni makrofagi. Epitel epiderma pokriva
Citavu povrsinu tela i ucestvuje u izgradnji koZnih tvorevina, kao Sto su: dlake,
nokti i Zlezde. Gornji avaskularni epidermis je sastavljen prvenstveno od
keratinocita i podeljen je u Ccetiri sloja naime stratum bazale, spinozum,
granulozum i corneum. Ovi slojevi pretstavljaju razli¢ite stadijume u celijskoj
diferencijaciji zvanoj keratinizacija. KoZa pokriva celokupnu povrSinu tela Sto
iznosi 1,15 do 1,8 m? i ucestvuje sa oko 8% u ukupnoj masi tela coveka. Debljina
koZe varira na raznim delovima tela od 0,5 do 5 mm. Struktura koZe je

kompleksna i visoko specijalizovana, kao Sto je prikazano na slici 1.

Epidermis je ektodermalna tvorevina koja Salje u kutis svoje izdanke ili
precke (rete), i one su na razlicitim mestima tela raznoliko debele od 0.027 mm

do 3 mm u zavisnosti od lokacije. Debljina epidermisa varira u zavisnosti od
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regiona tela prosecna vrednost je 77 um, minimalna je na o¢nom kapku 30 pm a
maksimalna 1,6 mm na tabanima. Dve vrste celija cine epidermis. Prvo
keratinociti (90%), koje su odgovorne za proizvodnju keratina i zajedno se drze
dezmozomima. Drugo dendrickih celija (10%): melanocita (pigmentnih celija),
Langerhansove celije (Celije imunog sistema), kao i Markelove celije (odgovorne
za percepciju). Epidermis sacinjavaju slojevi: stratum bazale ili germinativum,
stratum spinozum, stratum granulozum, stratum lucidum, stratum corneum.
Epidermis odlikuje maksimalan kontakt izmedu (¢elija, minimum
ekstracelularnog matriksa, nekoliko tipova spojnica koje spajaju Celije zajedno
(dezmozomi), leZze u osnovi bazalne lamine, avaskularan je (nema krvnih

sudova) i derivat je svih germinativnih slojeva.

Siratum

cornem
hcidim  Fpidermis
grammlosum
spinosum
basale

Cutis
papilare

veticulare

Subcutis
submutis

Slika 1. Shematska prezentacija razlicitih slojeva koze ( Junqueira, 1991)

Stratum basale se sastoji iz jednog niza prizmaticnih Zivih ¢elija koje su
medusobno vezane fibrilarnim strukturama, viSeugaonog su oblika, imaju jako
obojeno jedro i Salju prema bazi izdanke koji su fino nazubljeni i ¢vrsto spojeni
sa korijumom, a izmedu ¢elija se nalaze Herxheimerova vlakna i dendricke celije
(melanociti). Naslanjaju se na bazalnu membranu za koju su "usidrene"
posebnim fibrilarnim strukturama koje se nazivaju hemidezmozomi. Celije ovog
sloja su prizmati¢nog oblika sa dobro razvijenim granularnim endoplazmic¢nim

retikulumom, polizomima, mitohondrijama i goldzi sistemom. U njima se vrsi
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sinteza belanc¢evina od kojih se obrazuju intracelularni filamenti, tonofilamenti...
Po bokovima, ¢elije su medusobno spojene zupcasto. Osim toga, povezane su i sa
dezmozomima. U narednom, viSespratnom sloju poligonalnih i neSto spljoStenih
¢elija, tonofilamenti se udruZuju u snopove i obrazuju tonofibrile, koji se
pripajaju na dezmozomima. Dezmozomi i tonofibrili spreCavaju istezanje
epiderma. Sve, bazalne i lateralne povrSine jesu nepravilne, s niskim naborima i
talasastoS¢u. Medu susednim celijama redovni su dezmozomi ili maculae
adherentes (MA). U ovim podrucjima meducelijski je prostor prose¢no oko 24
nm i zauzet je umereno zgusnutom materijom. U ovoj gustoj materiji moZe se
naci srediSna gusta crta koja se pruza uporedo s plazma membranama, katkada
pojacana dodatnim crtama. Citoplazma sadrzi velik broj tonofilamenata od kojih
su mnogi zdruZeni u snopove ili tonofibrile. Ima nesto kratkih cisterni hrapavog
endoplazmatskog retikuluma, dok su grupe slobodnih ribozoma brojne. U
citoplazmi se nalazi odreden broj mitohondrija i zrnaca melanina ili
melanozoma. Melanozomi poti¢u od melanocita, a mogu se na¢i pojedinacno ili
u grupama razne veli¢ine, omotani membranom. Zrnca melanina su najbrojnija
u celijama donjih slojeva epidermisa. Na unutra$njoj povrsSini plazma-
membrane nalazi se plocica guste citoplazmatske materije. NeSto
citoplazmatskih tonofilamenata konvergira prema toj gustoj materiji. Na
bazalnoj povrsSini Celije koja leZi iznad dermisa, a koja nije u neposrednom
dodiru s drugim celijama, nalaze se polovice dezmosoma ili hemidezmozomi.
Ispod njega se nalazi posebna struktura, bazalna membrana specijalni deo

ekstracelularnog matriksa za koga su bazalne Celije vezane hemidezmozomima.

Bazalni sloj osnovnih celija koje se stalno dele stvaraju kolone
keratinocita koje se na kraju dele u spljoStene korneocite. Stratum spinozum i
stratum bazale Cine zajedno stratum Malphiggi, tvorni sloj. Ovaj sloj se zbog
svoje funkcije umnoZzavanja Celija naziva i germinativni sloj ili klijaju¢i sloj. U
Celijama Malpigijevog sloja epiderma nalaze se i zrnca melanina koja poticu od
melanocita dendritskih ¢elija u kojima se sintetiSu. U melanocitima su telaSca
velicine 0,2—0,6 pm melanozomi u kojima se obrazuju pigmentna zrnca.

Bazalni sloj Celija je proZet specijalizovanim dendritskim celijama koje sadrze
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organele, melanozome, koje imaju specificnu fukciju - proizvodnja pigmenta
melanina cija je uloga zaStita koZe od oSteCenja uzrokovanih suncevim
zraCenjem kroz apsorpciju elektromagnetnog zracenja u opsegu talasnih duzina
koji nazivamo ultraljubicasta svetlost. Intenzitet proizvodnje ovog pigmenta je
odreden genetski. Boja koZe odredena je, izmedu ostalog, metabolizmom
melanozoma Sto se viSe melanina proizvodi, koZa postaje tamnija. Pege, mladezi
i pigmentacija koZe, koja se javlja u starijem dobu, nastaju nagomilavanjem
melanina na odredenim lokacijama povrsine koZe. lako je funkcija melanozoma
i melanina dugo poznata, joS uvek su nerazjaSnjeni detalji biosinteze melanina
Preko dendrita, jedan melanocit ostvaruje dodir sa 36 susednih keratinocita
formirajuci tako kompleks koji se naziva epidermo-melaninska jedinica. Mnogo
viSe melanocita ima u vezivu na granici pokoZzice i veziva. ProduZetke sa
pigmentnim zrncima pruzaju ove Celije i izmedu celija pokoZice. Deobe se ne
odvijaju isklju¢ivo u bazalnom sloju, ve¢ u slojevima od bazalnog sve do
spoljasnjeg sloja stratum spinozuma. Keratinocite bazalnog sloja se neprekidno
razmnozavaju mitotickom deobom, potiskujué¢i ka povrsini koze cCelije koje se
nalaze iznad njih. Polovina broja ovih ¢elija se u nediferenciranom oblique
puree i pomera se ka povrSinskim slojevima u kojima se nastavlja njihova
diferencijacija, dok druga polovina ostaje u bazalnom sloju kako bi svojom
deobom stvorila naredne generacije Celija. Brzina proizvodnje novih celija u
klijaju¢em sloju nije konstantna ve¢ se prilagodava brzini gubitka celija sa
povrsSine stratum corneuma. Upravljacki mehanizam koji vrsi uskladivanje ovih
brzina se naziva epidermopoeza i predstavlja proces uravnotezavanja
stimulatornih i inhibitornih signala. Sudbina svake keratinocitne Ccelije u
bazalnom sloju je maturacija i diferencijacija u keratinizovanu c¢eliju koja

izgraduje cvrst spoljasnji sloj koze.

Stratum spinozum, najdeblji je sloj epidermisa, se sastoji iz viSe slojeva
poligonalnih ¢elija koje imaju trnaste izdanke zbog prisustva obilja dezmozoma
a medu njima se pruzaju vlaknasti mosti¢i i prema povrSini postaju sve
spljosteniji. Debljina sloja stratum spinozum je od 60 do 150 um, i zadrzava oko

35% epidermalne vode. Zbog prisustva tonofibrila i dezmozoma i delimi¢nim
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skupljanjem, Celije ovog sloja izgledaju trnolike. U ovom sloju se keratinocite,
potekle iz bazalnog sloja, duZe zadrZavaju i rasporeduju u 5-7 slojeva, menjajuci
svoj oblik od stubastog preko poligonalnog ili trnastog ka lagano spljoStenom.
Oko spinalnih ¢elija se prostiru intercelularni prostori, u kojima se nalazi
tecnost, a pruzaju se do stratum granulozum. U meducelijskom prostoru su
dosta Siroki i premosSceni trnastim nastavcima, meducelijski mosti¢i, koje
pojacavaju epitelna vlakna, tonofibrile, koja su pri¢vrS¢ena za dezmozome. U
¢elijama ovog sloja se prvi put javljaju lamelarna tela (membranski sloj granula,
keratinozoma ili Oblandovih tela) i raste koli¢ina keratinskih filamenata. Celije
stratum spinozuma pretstavljaju prvi stepen diferenciranja bazalnih celija u
procesu keratinizacije. U gornjim slojevima bodljikavog sloja ¢elije su nesSto
splostene i imaju u srediStu jedro Kkoje sadrzi jedarce. Citoplazmatski
tonofilamenti ovih Celija bolje su organizirani u snopove ili tonofibrile, skloni su
da zauzmu uporedni pravac s povrSinom Ccelije. Proteini tonofilamenata se
sintetiSu uz pomo¢ ribozoma i pretstavljaju prvi stadijum u formiranju
vlaknastog proteina keratina. Mala zrnca, okrugla do jajasta. takode se nalaze u
gornjim slojevima. Izgleda da ove tvorevine nastaju u blizini GoldZijeva aparata,
a imaju gustu, lamelarnu, unutras$nju gradu. Bilo je objavljeno da se ova zrnca
spajaju s plazma-membranom i oslobadaju svoj sadrzaj koji obmotava povrsinu
¢elije zaStitnim slojem. Zbog tog razloga ona su nazvana zrncima obmotanim
membranom. PovrSine celija su vrlo nepravilne, s mnogo grebena i
citoplazmatskih izdanaka ili bodljika. Ti izdanci dodiruju opne susednih ¢elija, a
u tim se podrud¢jima nalaze i dezmozomi. Mitohondrije su rasporedene oko
jedra. Citoplazmatski ribozomi nisu ovde tako obilni kao u ¢elijama bazalnog
sloja. Ovaj sloj je glavni transporter materije ka spoljasSnjosti i ka unutrasnjosti
organizma. U ovom sloju se formiraju plikovi i rane usled ogrebotina. Delimi¢no
diferencirane keratinocite, pristizanjem u trnasti sloj otpocinju sintezu vlakana
keratina, po kojima su i dobile ime. Ova vlakna se po izlu¢ivanju grupisu u
tonoflamente (slika 2). Razasute Sirom trnastog sloja se nalaze i tzv.
Langerhansove Ccelije koje su specijalizovane Ccelije (makrofage), pripadaju

imunoloSkom sistemu i njihova je uloga da se prilikom povreda pripoje ¢elijama
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stranih tela koja prodiru u organizam, kako bi izazvale reakciju imunoloskog

sistema. Ove Celije se stvaraju u kostanoj srzi kao i ostale makrofage.

Celije stratuma spinozum stvaraju Celije stratum granulozum koje su
poredane u jedan do Cetiri sloja. Germinativni sloj (u €iji sastav ulaze podslojevi
stratum granulozum i stratum lucidum) nastaje daljim potiskivanjem
keratinocita ka povrSini koZe tokom koga, usled dejstva enzima, dolazi do
degradacije jedra i organela. Postepeno dolazi i do preoblikovanja celija ka
spljoStenom i uveanom obliku, zatim medusobnog pripajanja celija i
obrazovanja tvrdog, ¢vrstog i dehidriranog sloja koji nastavlja da se krece ka
povrsini koze. Celije se sve viSe pune Keratinskim vlaknima i sadrze manje
intracelularne vode od bazalnih i spinoznih ¢elija. Ovaj sloj je oko 5 um debeo i
poseduje veoma uredene slojeve lipid voda od 5 do 20, zavisno od uslova koze.

Slojevi vode su debljine od 20 do 50 nm.

Ovaj sloj se deli u vise zasebnih tanjih slojeva koji formiraju sledeci
povrsinski sloj koZe. Celije su medusobno povezane zupéastim produZecima,
koji uleZzu u odgovaraju¢a udubljenja susedne Ccelije. Ove spinalne Ccelije
opkoljene su intercelularnim prostorima u kojima cirkuliSe limfa do stratum
granulozuma. Izgraduju vise spratova i broj slojeva zavisi od predela koZe. Celije
zrnastog sloja su spljoStenije od onih u bodljikavom sloju i sadrZe zrnca
keratohijalina. Ta se zrnca sastoje od nepravilnih, uglastih masa guste materije
koja je u vezi sa snopovima tonofilamenala. Pomocu ovih ¢elija se sintetiSe gusta
materija, a zatim odlaze medu tonofibrile koje ve¢ otpre postoje. Ima nesto
mitohondrija a ribosomi se nalaze u ciloplazmi izmedu zrnaca keratohijalina,
jedra su sploStena i Cesto su bez jedarca. PovrSinski izdanci nisu tako brojni ili
istaknuti kao oni u celijama bodljikavog sloja. ali dezmozomi ostaju. Kad
keratohijalinska zrnca dostignu maksimum velicine, celija gubi svoje jedro i
citoplazmatske organele, a istovremeno i svoju sposobnost za sintezu proteina.
Stratum granulozum sastavljen je iz 2-4 reda spljoStenih romboidnih celija, u
Cijoj citoplazmi se nalaze keratohijalinska zrnaca koja u povrSinskim c¢elijama
postaju sve brojnija. U citoplazmi Celija granularnog sloja se nalaze i granule

keratohijalina i lamelarne granule (Odlandova telasca). Granule keratohijalina
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dovode do daljeg sazrevanja keratina i stvaraju amorfnu proteinsku matricu (sa
tonoflamentima) pomocu koje celijske membrane oblaZzu slojem enzima i ne
propusnih lipida koji predstavlja "cement" koji u¢vrscuje spojeve "celijskih cigli"
i postepeno ucestvuje u izgradnji barijere narednog viSeg, roZastog, sloja.
Tokom prolaska celija kroz granularni sloj, njihove membrane se postepeno
zadebljavaju usled nagomilavanja gustih naslaga keratina na unutras$njim
povrSinama membrana. Zrnca su jajolika, Stapi¢asta lameralne grade, obmotana
membranom. SadrzZaj ovih zrnaca se prazni u meducelijski prostor i deluje kao
cementna materija izmedu cCelija i sprecava prodor stranih materija u dubinu. U
ovom sloju se odvija kvantitativno povecanje sinteze keratina. Keratohijalinske
granule koje sadrze proteine (profilagrin, loricin i keratin) postaju progresivno
veCe i po njima ovaj sloj dobija ime. PovrSinske ¢elije ovog sloja pokazuju
jedinstvenu strukturnu i funkcionalnu organizaciju, lamelarna tela u skladu sa
njihovom spremnoscu da se terminalno diferenciraju u korneocite tokom koje
lamelarna tela istiskuju u meducelijske domene. Debljina ostalih (tzv. Celijskih
slojeva) koZe (granularni, trnasti i bazalni) se uglavnhom odreduje integralno
zbog visoko varijabilnih granica meducelijskih slojeva i iznosi oko =55 pm na

dorzalnom delu podlaktice, 70 pm na ramenu, = 80 pm na butini.

Stratum lucidum je tanak homogen sloj koji je acidofilan i prelama
svetlost. Jedra i granice ¢elija su isCezle a citoplazma sadrZi polutecnu supstancu
eleidin, koji nastaje rastvaranjem zrnaca keratohijalina. Svetli sloj deluje kao
neka vrsta pokretnog sloja izmedu mekanog tvornog sloja i ne elasticnog
roznatog sloja. Stratum corneum, roZnati sloj, koji se nalazi iznad stratum

granulozum.

Stratum corneum na razlic¢itim delovima tela razlicito je debeo, prosecno
15-pum. Sastoji se od keratiniziranih celija koje se preklapaju, a svaka korneocita
je debela <1 um i povrSine su 900 pm?, Celije su bez jedra sa dobro izraZenom
¢elijskom membranom. Celije roznatog sloja su Siroke, pljosnate ljuske.
Citoplazma ovih Celija ne sadrZi organele, nego je puna gusto zbijenih, finih
filamenata, uloZenih u gusti matriks. Rozasti sloj se sastoji od oko 15-26 slojeva

oroznalih ¢elija formiranih u dubljim slojevima epiderma. Debljina ovog sloja
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iznosi oko 10-40 um = 17 um na obrazu, *11 pm na ramenu, * 15 pm na butini,
~18-23 um na volarnoj strani podlaktice, * 30-40 pm na dlanu. (Charras Horton
2002.) Medutim, kako ukupna debljina SC ne odstupa bitno u okviru grupe
rasne ili etnicke pripadnosti, pretpostavlja se da su kohezija i kompaktnost ovih
slojeva verovatni ¢inilac razlikovanja. U okviru stratum corneuma se uocavaju
dva medusloja: na spoljasnjoj strani je otpadni sloj, stratum disijunctum a na
unutra$njoj kompaktni sloj, stratum compactum. Ove Ccelije su dodatno
spljoStene i keratinizovane, izgubile su jedro i citoplazmatske organele,
unutra$njost im je ispunjena matricom keratinskih tonofibrila i progresivno
degenerisu kako se pribliZavaju samoj spoljasnjoj povrsini koZe. Takode dolazi i
do postepenog dodatnog medusobnog prodiranja i stapanja ovih Celija ¢ime se
formiraju strukture izrazite cvrstoée Kkojoj doprinosi i prisustvo lipida u
meducelijskom prostoru i disulfidne veze keratina. Ovaj sloj ima i osobinu
deformabilnosti koja se ogleda u njegovoj sposobnosti da primi u sebe koli¢inu
vode tri puta vecu od njegove sopstvene tezine. Ukoliko se pak iz sloja ukloni
veca koli¢ina vode, iSCezava i svojstvo elasti¢nosti. Pritisak ili trenje iz spoljasnje
sredine uzrokuju neprekidno uklanjanje slojeva celija sa povrSine stratum
corneuma i njihovu zamenu novim slojevima koji izviru iz dubine epidermisa. U
proseku je potrebno 52-75 dana da se svi slojevi stratum corneum-a u
potpunosti zamene novim slojevima Celija. Proces obnavljanja se sa staro$¢u
usporava, dok se kod nekih ljudi abnormalno ubrzava i izaziva oboljenje
karakterisano pojavom ljuspicaste, krljusaste povrSine koZe, koje je poznatije
kao psorijaza. Pored toga, mehanicka opterecenja koja se na nekim lokalitetima
zadrZavaju duZe vreme, stvaraju zadebljanja na tim mestima od kojih neka u

slucaju pojave patoloskih stanja prerastaju u Zuljeve.

Pod keratinima se podrazumevaju vlaknasti proteini koji ucestvuju kao
sastavni deo Celija koZe i njenih produkata kao Sto su nokti i kosa slika (2).
Vecina keratina poseduje a-heliks. Osnovna jedinica grade molekula keratina je
alfa-heliks koji ucestvuje u gradi protofibrila (dijametar 2 nm) koji se proteZe
duzZinom molekula. Protofibrile zatim stvaraju mikrofibrile koje su izgradene od

devet perifernih protofibrila i dve centralne protofibrile (8 nm). Stotine
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mikrofibrila zajedno sa cementnim materijalom koji ih okruZuje i koji je bogat
aminokiselinama sa sumporom ¢ine makrofibrilu (200 nm). Keratini su opisani
kao "meki" i "tvrdi" na osnovu sadrZaja sumpora koji ulestvuje u gradi

makrofibrila. Koza sadrzi mek, a nokti tvrd keratin.

(a) Dimer (b) Protofilament (c) Mikrofibril
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Slika 2. Dva Kkeratinska polipeptida formiraju dimerizovanu zavijenu zavojnicu
(dvostruki heliks ili tonoflament). (b) Pomo¢u nastavaka zavijene zavojnice, koji se
spajaju krajevima N-glava. (c) Sledi dimerizacija protoflamenata u protofibrilu.
Spajanjem Cetiri protofibrile formira se mikrofibril. Osobine protofibrilarnih
nadstruktura nisu dovoljno proucene. (Junqueira 1991)

Filamenti su sastavljeni od proteina i predstavljaju tonofilamente koji su
oformljeni u donjim slojevima, dok gusti interfibrilarni matriks moZe biti
keratohijalin koji je sintetisan u stratum granulozum. Povrsina ¢elije moZe imati
Siroke grebene i uglaste oblike, ali su brojni izdanci i bodljike niZih slojeva
nestali. Dezmozomi su takode znacajno promenili svoju gradu i predstavljeni su
samo gustom plo¢icom na mestu prvobitne meducelijske pukotine. Plocica je
odvojena od zadebljalih ¢elijskih membrana tankom pukotinom i ona
eventualno degeneriSe i nestane. Ove su Celije krajnji proizvod procesa
keratinizacije. U zavrSnim stadijumima keratinizacije, sulfhidrilne grupe

proteina se oksidiSu u disulfide, za koje se smatra da od njih zavisi velika
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otpornost roznatog sloja na mnoge supstance, ukljucujuéi enzime, kao Sto su
tripsin, razredene baze i organski rastvaraci. Proces keratinizacije (promet
Celija) traje 28 dana i zavisi ne samo od telesnog regiona vec i od citavog niza
faktora. PovrSinske Celije roznatog sloja neprestano se ljuSte, a =zatim
nadoknaduju diferenciranjem celija iz dubljih slojeva. Osim procesa
keratinizacije u epitelu se odvija i proces melanizacije (u Sirem smislu
pigmentacije). Ovaj proces se odvija sa nizom promena koje se odvijaju u
¢elijama melanocita. Melanociti nisu nastali direktno od ektoderma ve¢ od cCelija
koje su jedno vreme bile u sastavu nervne ploce. Kada se nervna ploca zatvorila
u nervni zZljeb jedan deo materijala nervne ploce je ostao sa strane nervne cevi.
Celije sa strane nervne cevi migriraju i naseljavaju koZu negde izmedu treceg i
Sestog meseca intrauterinog razvi¢a. Oznacene su kao melanociti i formiraju
pigmentni sistem koZe. Cestice melanina prozimaju citav stratum i istiskuju
sadrzaj u meducelijski prostor korneocita. Sadrzaj lipida je upadljivo drugaciji
od onog u donjim slojevima epidermisa. Glavna razlika je prisustvo vise
nepolarnih lipida, uglavnom ceramida 1-9 koji se sintetiSu i delimi¢no u
lamelnim telaScima u stratum granulozum i kasnije omogucuju barijeru za bulk
vodu. Korneocite su spljoStene i sadrze umreZena vlakna keratinskih fibrila.
OroZnala supstanca keratin je veoma otporna prema vecini reagenasa, providna
je i zamenjuje citoplazmu. Dva sloja se mogu razlikovati u SC stratum
compaktum koji je stabilizovan korneodezmozomima izmedu Celija, Sto prenosi
strukturnu stabilnost u SC. Povrsinske Celije stratum disijunctuma su spljoStene
i stalno se ljuste (proces deskvamacije korneocita) zbog degradacije
korneodezmozoma. Osnovno svojstvo ovih Ccelija je prisustvo snopova
keratinskih filamenata i medusobna povezanost celija dezmozomima.
Organizacija SC mozZe jednostavno biti pretstavljena kao dvokompartmentni
cigla i malter model. Terminalno diferencirane keratinocite korneocite (cigle)
stvaraju diskontinualni ugraden deo u kontinuirani lipidni matriks (malter).
Ovaj aranZman kreira put kroz koji voda mora da prode kako bi prosla kroz
koZu. SC se sastoji od pribliZzno 18-21 slojeva Celija. Korneocite u SC su okruzene
kornifikovanim celijskim omotacem koji formiraju proteini (loricin i involucrin).

Kornifikovani omotac je kovalentno vezan za w hidroksilnu kiselinu koju sadrzi
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ceramid lipidnog omotaca, sto omogucuje koheziju omotaca i lipidnog matriksa.

(Karadagli¢, 2000 god.)

Lipidi barijere SC nastaju od lamelarnih tela (LT) koje sadrze gomile
lipidnih lamela sastavljene od fosfolipida, masnih kiselina, holesterola i glikozil
ceramida koje su prekursori SC intercelularnih lipida. Osim toga sadrZe enzime
kao fosfolipaze i [-glukocerebrozidase. Tokom diferencijacije keratinocita u
stratum granulozum, u grani¢noj povrSini SC, LT se spajaju sa celijskom
membranom i istiskuju svoje lipide u meducelijski prostor gde se lipidne ploce
spajaju svojim krajevima. Ova promena u strukturi je u korelaciji sa nizom
promena u sastavu lipida. Od mesavine polarnih lipida do nepolarnih lipida koje
¢ine ceramidi, slobodni steroli i slobodne masne kiseline. (Landeman 1986 god.)
Formiranje barijere koZe se odvija kontinuirano visoko dinami¢nim procesom,
ukrStanjem lipidnih membrana, koje se slobodno odvija u jedinstvenu i
koherentnu trodimenzionalnu strukturu. Mreza lamelarnih tela koja se izlucuju
preko goldZi aparata i intracelularni lipidi SC se neprekidno povezuju u (slicno
kocki) membranske strukture, koje se transformiSu u ravne lamelarne
membranske strukture na povrSini izmedu stratum granulozum i SC. (Norlén
2001.) Glavne lipidne komponente koje se mogu izolovati iz koZe su ceramidi,
holesterol i masne kiseline, koje ¢ine oko 50%, 25% i 10% lipida SC. Male
kolic¢ine holesterol sulfata i holesterol estra su takode prisutne. Fosfolipidi koji

su glavna komponenta ¢elijskih membrana su prisutni samo u tragovima.

Holesterol je opSte prisutna komponenta membrana koja povecava i
smanjuje fluidnost u zavisnosti od procenta holesterola i sadrZaja drugih
komponenti. U SC holesterol obezbeduje stepen fluidnosti krutih inace krtih

Celijskih membranskih sistema.

lako je koli¢ina holesterol sulfata u SC mala, igra klju¢nu ulogu u koheziji
¢elija i ovim ucestvuje u procesu deskvamacije. Holesterol estri (uglavnom
oleati) ne formiraju dvostruke slojeve i uglavnom sluze da izoluju ostatke
nezasi¢enih masnih kiselina da bi sprecili njihov efekt fluidizacije na

membranske domene. (Wertz 2000.)
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Slobodne masne kiseline SC se uglavnom sastoje od ravnih zasi¢enih
vrsta lanaca i nastaju de novo sintezom iz epidermisa. Oni se kre¢u od 16 do 30
ugljenikovih atoma u duzinu. Ove kiseline i holesterol sulfat su jedini jonizabilni

lipidi u SC i vazZni su za formiranje dvoslojeva.

Ceramidi su strukturno heterogena i kompleksna grupa sfingolipida koji
uglavnom sadrze sfingozin, fitosfingozin ili 6-hidroksi sfingozin amid povezan
sa razli¢itim ne hidroksi, a-hidroksi ili w-hidroksi kiseline. DuZina ovih lanaca
masnih kiselina varira izmedu 16 i 30-40 ugljenika. Svi alifati¢cni lanci u
ceramidima kao i u masnim kiselinama su veoma uredeni i zasi¢eni. Polarne
grupe su veoma male u poredenju sa fosfolipidima Sto je preduslov za funkciju
barijere SC. (Wertz 1996.) Ceramidi imaju veoma vaznu ulogu u obrazovanju
dugoperiodi¢ne faze. Ceramidi poseduju ulogu molekularnih nitni koji vezuju
trilamelarne jedinice zajedno i zbog toga uslovljavaju Siroko usko Siroke
sekvence u dugoperiodi¢nim fazama. Na fizioloSkim temperaturama lipidni

lanci SC su u visoko uredenom stanju. (Velkova, Lafleur, 2002.)

Slika 3. Intercelularne membrane u stratum corneum. Strelice pokazuju meducelijske
lamele. D ukazuje na desmozom. Neposredno levo od desmosoma grupa od devet lamela
prelazi u grupu od dvanaest lamela. Svetla traka je 50 nm Sirine (Kuempel 1998)

Lipidi su organizovani u lamele u meducelijskom prostoru SC. Snimci
elektronskim mikroskopom pokazuju neobi¢ne aranZmane trilamelarnih

jedinica koje se ponavljaju sa Siroko usko Sirokim izgledom i intervalima
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dimenzija od 13 nm. Takode su otkrivene dvolamelarne faze sa periodi¢nos¢u
od 6 nm (kratko periodi¢ne faze) i 13 nm (dugoperiodi¢ne faze). Lipidi su
uglavnom u kristalnoj fazi, koegzistiraju ortorombni i heksagonalni kristalni
aranZzmani u SC. (Fenske Thewalt Bloom Kitson 1994.) Dugoperiodi¢ne faze od
13 nm su krucijelne za funkciju SC. (McIntosh Stewart Downing 1996.) Tatno
odredivanje unutrasnje strukture dugoperiodicne faze je suStinska za

odredivanje osobina funkcije barijere koZe.

Model mozai¢nih domena koje je predlozio Forslind (Forslind 1994)
opisuje glavninu lipida kao razdvojene u kristalne/gel domene koji efikasno
sprecavaju gubitak vode iz organizma. Domeni su ograni¢eni zrnastom
granicom sa lipidima u te¢nom Kkristalnom stanju. Karakter fluidnosti granicne
oblasti izmedu kristalnih domena omogucava difuziju molekula vode kroz

barijeru.

Sendvi¢ model predlaZe da su domeni rasporedeni u razlicitim slojevima
u trolamelarnom aranZmanu. Prema ovom konceptu linoleatni delovi su locirani
u Sirokom centralnom sloju dugoperiodicne faze i vezuju tri sloja zajedno.
Centralni sloj je u te€noj fazi. Dva regiona u kojima kristalnost raste se nalaze
neposredno do centralnog sloja. Smanjena mobilnost u susednim slojevima se
moZe pripisati prisustvu manje mobilnog dugackog zasi¢enog ugljovodoni¢nog
lanca. Te¢na faza centralnog sloja, kako se pretpostavlja je nepovezana i
omogucuje molekulima vode da prolaze kroz koZu, voda pokuSava da prode
region kristalno lipidne membrane i delimi¢no difundira kroz region lipida

manje gustine pakovanja (slika 4). (Kuempel 1998.)

Model pojedinacne gel faze se znatno razlikuje od prethodno navedenih
modela i predlaZe da se barijera koZe formira jednu koherentnu lamelarnu gel
strukturu u meducelijskom prostoru SC. Nema faze razdvajanja, niti izmedu
tecnosti i gel kristalne faze niti izmedu razlicitih kristalnih faza sa Sestostranim i
rombi¢nim pakovanjem lanaca, prisutan je u samoj strukturi barijere.
PredloZeno je da jedinstvena lipidna struktura poseduje nizak sadrzaj vode mali

stepen mobilnosti i nisku propustljivost vode zbog bliskog pakovanuja lipida.
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Nasuprot mozaiku domena i sendvi¢ modelu, koji predlazu da su ceramidi
organizovani u konformaciji lakta (paralelno orjentisani lanci ka unutra$njosti
membrane), model pojedinacne gel faze pretpostavlja raSirene i lakat lance,
(centar lanca i polarna grupa su udaljene u suprotnim pravcima) konformacije

ceramida u lipidnom matriksu SC. (Corcery, 2002.)

Granica slojeva
SG/Slc j Srednji i niZi slojevi SC

ERCAOTOAI
s

S UL L LD LD TN

Fosfolipaza B-Glukocerebrozidaza

-
»

7.3 pH 5.0

Hidratisan + Dehidratisan

Slika 4. Prikazuje shematski prikaz transformacija koje dovode do sinteze ceramidnih
nano-lamela u SC-u. Meducelijske lipidne lamele mogu se nalaziti u ¢vrstoj fazi ili u fazi
tecnokristalnog gela. Ravnoteza ovih faza zavisi od stepena zasicenosti masno-Kkiselinskih
lanaca. Uporedno sa modifkacijama polarnih lipida egzocitovanih iz lamelarnih telasaca
odvija se i modifikacija pH sredine i stepena hidratisanosti. (Kuempel 1998)

PovrSinu koZe prekriva sloj lipida koji su poreklom iz keratinocita
epidermisa i lojnih Zlezda. Sastav lipida sa povrSine varira od mesta sa kojeg je
uzet uzorak. Glavnina mase sebuma je meSavina relativno nepolarnih lipida od
kojih je vecina sintetisana de novo iz zlezda. Lipidi koje produkuje koZa imaju
mali udeo u oblastima bogatim lojnim Zlezdama. Lipidi epidermalnog porekla
ispunjavaju prostor izmedu keratinocita kao malter (slika 4). Lipidi lojnih Zlezda
su prvenstveno nepolarni kao trigliceridi, vosak i estri skvalena, dok su
epidermalni lipidi meSavina ceramida, masnih kiselina i holesterola. Sastav
sebuma je upadljivo karakteristika vrste. Sebum odraslog coveka sadrzi dva
puta viSe saponifikovanog materijala u odnosu na nesaponifikovan materijal.
Vise od pola ljudskog sebuma je sastavljeno od triglicerida i slobodnih masnih
kiselina. Prosec¢na molekulska teZina triglicerida coveka odgovara duZini lanaca
Cs4-55. Slobodne masne Kiseline nisu prisutne u lojnim Zlezdama, ali se formiraju

od triglicerida aktivno$¢u lipaza kad je sebum u blizini povrsine koZe. Alifaticki
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monohidroksilni alkoholi su prisutni kod svih uzoraka sebuma, oni grade tip I
diestar voskove i monoestar voskove. Duzina lanaca ovih alkohola je uopste
relativno velika, sebum odraslog c¢oveka je sa C10-C24 maksimalnom duZinom
lanaca. Slobodne masne kiseline se oslobadaju iz triglicerida i poseduju
antifugalna i antimikrobna svojstva. Seba ¢oveka sadrzi zasi¢ene i nezasicene
ugljovodonicne lance u alifatickim alkoholima. Sterol estri odraslog coveka
sadrze veliku koli¢cinu mononezasicenih lanaca i relativno malu koncentraciju
razgranatih lanaca. Sebum coveka sadrZzi relativno visoku koncentraciju
skvalena i veoma malo slobodnog ili esterifikovanog holesterola. Glavno mesto
za sintezu skvalena u ljudskoj kozi je lojna Zlezda dok je sinteza sterola
uglavnom u keratinizovanom epidermisu. Povrsina ljudske koZe siromasna
lojnim Zlezdama poseduje malo skvalena i visok sadrZaj slobodnog holesterola i
obrnuto kada je koZa bogata lojnim Zlezdama sadrZi veliku koli¢inu skvalena i
veoma malo ukupnog holesterola koji je uglavnom esterifikovan. Slobodni
holesterol nastaje uglavhom u epidermisu dok esterifikovani holesterol i

skvalen nastaju u lojnim Zlezdama. (Nikkari 1974.)

Korijum ili cutis ima debljinu oko 0,3 mm-4 mm a proteZe se od
epiderma do subkutisa. Nacinjen je od spoljasSnjeg rastresitog vezivnog tkiva i
unutras$njeg guSceg vezivnog tkiva, €ini 90% koZe. Sastoji se od pre svega
vezivnog matriksa koji je sastavljen od 90% kolagena (uglavnom tipa I) zajedno
sa elasti¢nim vlaknima, lojnih i znojnih Zlezda, folikula dlaka, nervnih vlakana,
senzornih receptora, krvnih i limfnih sudove, kapilara i meducelijskog prostora.
U dermisu postoje dva pleksusa krvnih sudova jedan u dubljoj oblasti dermisa
na dodiru sa potkoznim tkivom (retikularni pleksus) i drugi (povrSinski
subpapilarni pleksus) u papilarnom sloju dermisa odakle krvni sudovi
snabdevaju papile i epidermalno dermalnu spojnicu. Deli se na: retikularni
(unutrasnji) i papilarni (spoljasnji) ili corpus papilare sa brezuljkastim
izbofinama (retama) prema epidermisu, u kojima se nalaze krvni i limfni
kapilari, (subpapilarni pleksus koji sadrzi kapilarne petlje) rastresito vezivno
tkivo i nervni produzeci koji omogucuju osecaj bola, sadrze Maisnerova telasca

koja omogucuju osecaj dodira. Kapilari hrane epidermis i snabdevaju ga
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teCnosc¢u i ukljuceni su u termoregulaciju, sadrze ih dermalne papile. Ovaj sloj je
tanak i nalazi se iznad retikularnog sloja. Neke papile sadrZe telasca za dodir
dok neke sadrze samo krvne sudove. Osim toga Sto sadrZe mnogo limfnih
kapilara u ovom sloju se nalaze brojne vezivne Celije i fina kolagena i elasticna
vlakna, koja imaju uglavnom vertikalan polozaj. Corpus subpapilaris se sastoji iz
veceg broja Celija a vezivna vlakana se pruzaju vertikalno za razliku od dubljeg
sloja koji ima manje celija i guS¢u mreZzu debljih vlakana kolagena koji se
pruZaju horizontalno u razli¢itim pravcima. Corpus reticularis je Sirok a prema
supkutisu je nejasno omeden. Retukalrni sloj gus¢e nepravilno tkivo i kolagen
koji Cine ekstracelularan matriks omogucuje snagu, elasti¢nost, ¢ini dermis
kompaktnim, kolagen takode vezuje vodu (¢iji je sadrZaj 80%) da bi se sacuvala
hidratacija koZe. Kroz ¢itav dermis se protezu kolagena, elasti¢na i retikularna
vlakna, vezivne ¢elije, krvni i limfni sudovi, lojne Zlezde, folikuli dlake, znojne
Zlezde, mm. arrectores pilorum, nervna vlakna i ¢ulne celije. Kolagena vlakna,
elastin kao i kompleks Secera iz ekstracelularnog matriksa obezbeduju
strukturni integritet koZe. Kolagena vlakna su skupljena u snopice, koji su
isprepletani i pruZaju se u raznim pravcima stvaraju¢i romboidne prostore.
Elasti¢na se vlakna rasteZu, ali se vracaju u svoj predasnji poloZaj, smeStena su u
snopovima kolagena kao njihov kostur. Retikularna vlakna se pruZaju oko
folikula dlake, ispod epiderma, oko sudova i koZnih Zlezda. Preovladuju
fibroblasti i fibrociti od celija. Cutis proZima mezenhimalna interfascikularna
osnovna materija, koja se sastoji od: proteina, neutralnih Secera, kiselih
mukopolisaharida (hijaluronska kiselina i hondrotin-sumporne kiselina). Ovaj
sloj sadrzi manje Celija a viSe debljih ukrsStenih snopova kolagenih vlakana, koji
se pruZaju pretezno u blagim spiralama, pra¢ena elasti¢nim vlaknima. Celije
dermisa su: fibroblasti, makrofazi, mastociti i krvne celije, receptori i nervni
produZetci. Osnovnu masu dermisa Cini ekstracelularni matriks koji je mreza
proteima u Ciju mrezu su uklju¢ene razliCite vrste osnovnih supstanci,
hidratisani polisaharidi: gligoproteini i proteoglikani Cija koli¢ina i raspored
obezbeduju razna svojstva dermisa pre svega elasti¢nost. Ovi molekuli su veoma
veliki i razgranati, nose mala naelektrisanja na svojim molekulima i tako

privlace naelektrisane (polarne) molekule vode i na taj nacin zadrzavaju
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molekule vode u prostoru dermisa. DrZi Celije zajedno, okruzuju ih i potpora su
im, reguliSu celijsku aktivnost i reSetka su za kretanje celija, sastoje se od
retukalarnog sloja sa debelim gusto pakovanim kolagenim vlaknima i manjim
brojem fibroblasta i sub papilarnog sloja sa rede pakovanim manje gustine
pakovanjima kolagenih vlakana i ve¢im brojem fibroblasta. Dermis obezbeduje
fleksibilnost i elasti¢cnost koZe. Njene glavne komponente obezbeduju sporu
difuziju konstituentnog fluida. Stopa difuzije u dermisu zavisi od krvotoka,
pokretanja meducelijske teCnosti i interakcije tecnosti sa konstituentima
dermisa. Veci deo funkcionalnosti dermisa je ostvaren kroz vancelijsku matricu,
koja predstavlja sloZzenu meSavinu bioaktivnih makromolekula, proizvedenih od
strane Celija dermisa, koji su ili sekretovani kao intaktni ili naknadno grupisani
izvan cCelije. Mutacije u genima koji kodiraju molekule vanceljske matrice
uzrokuju Sirok spektar oboljenja. U opStem slucaju, vancelijsku matricu grade
veliki oligomeri, sastavljeni iz jednog ili viSe polipeptida koji se udruZuju u
helikoidne suprastrukture (zavijena zavojnica). Oni poseduju adhezivnost koja
im omogucuje vezivanje Celija i mikroorganizama bez potrebe za postojanjem
receptorsko-ligandnih struktura koje bi zahtevale specificnost u pogledu
vezivanja. Pored kolagena, kao najzastupljenije komponente, prisutni su elastin,
fibrilini, latentni TGF-beta vezivni proteini, tubulini, laminini, proteoglikani,

integrini i enzimi ukljuceni u procese njihove obrade.

Ekstracelijski matriks (ECM) se sastoji od meducelijskog matriksa i
bazalne membrane i energetski razdvaja epidermis od dermisa. Gel koji Cine
polisaharidi i fibrozni proteini ispunjava meducelijski prostor i deluje kao
kompresioni bufer protiv stresa koji deluje na ECM. Obezbeduje potporu i
pri¢vrscivanje Celija, razdvajaju tkiva jedno od drugog, reguliSu celijsku medu
komunikaciju, celijsku dinamiku ponaSanja, njegovi delovi poseduju opsege
faktora rasta i deluju kao lokalni depoi za njih. Komponente ECM intercelularno
proizvode Celije smeStene u njemu, fibroblasti, i izlucuju ih egzocitozom zatim
se sjedinjuju sa ve¢ postoje¢im matriksom koji ¢ini izukrStana mreZa fibrilnih
proteina i glukozaminoglikana Sastavljeni su od polisaharida koji se vezuju za

proteine i ¢ine proteoglikane, negativnog su naelektrisanja privlace pozitivho
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naelektrisane jone Na* koji privlace molekule vode osmozom Cuvaju¢i ECM i
¢elije u njemu. Proteoglikani takode mogu cCuvati i skladiStiti faktore rasta
unutar ECM. Heparan sulfat je linearan polisaharid nalazi se u svim tkivima.
Nalazi se kao proteoglikan koji je sa dve do tri SH grupe zakacen u blizini
povrsine Celije ili ekstracelularnih proteina matriksa u takvom obliku da se SH
grupe vezuju za razli¢ite ligande proteina i reguliSu veliki raspon bioloSkih
aktivnosti. U ECM posebno u bazalnoj membrani su prisutni multidomenski
proteini: perlekan, entaktin, laminin, argin, kolagen XVIII koji su vezani preko
heparan sulfata. Prisutni su i neproteoglikanski polisaharidi koji se sastoje od
naizmeni¢nih ostataka D-glukuronske kiseline i N-acetil glikozamina.
Hijaluronska kiselina u meducelijskom prostoru daje tkivu sposobnost da izdrzi
pritisak pruzajudi otpor turgoru, sili koja apsorbuje znacajnu koli¢inu vode. Ona
deluje kao okolni lepak, reguliSe ponaSanje celije. Maseni udeo kolagena
ucestvuje sa 90% u masi dermalnih proteina i 75% u masi cele koze. Od 25
tipova kolagena koliko ih ukupno ima u ljudskom telu, oko polovine tog broja je
prisutno u kozi; pritom kolagen tipa 1 ucestvuje sa oko 85-90%, kolagen tipa 3
sa oko 8-11% i kolagen tipa 5 sa oko 2- 4%. (Vlatkovi¢ 1979.) Imajudi u vidu
njegovu dominantnu poziciju u koZzi, nije neocekivano njegovo uleSce u
raznovrsnim procesima, od potpore tkivu koZe (kroz popravku tkiva, migraciju i
adheziju ¢elija) do obezbedenja osnove za morfogenezu tkiva i agregaciju krvnih
plocica kada je to potrebno. Relativan dopinos razli¢itih vrsta kolagena varira
pod razli¢itim okolnosnima. Primera radi, kollagen tip 3 se intenzivnije sintetise
u procesu zarastanja rana iako su score save vested kolagena sintetisane u
samoj koZi (dermisu), endotelne Ccelije dermalnih krvnih sudova takode
proizvode epidermalni kolagen. Kolageni imaju zajednicku hemijsko
strukturalnu osobenost koja je za polipeptidni lanac (homotrimer ili
heterotrimer) koji formira trostruki heliks kolagena. Svaka treca aminokiselina
u ovom lancu je glicin, dok su preostale dve pozicije dominantno (ne i iskljucivo)
zastupljene prolinom ili 4-hidroksiprolinom, tako da se vodoni¢no vezivanje
hidroksilnih grupa ostvaruje na susednim lancima Sto dodatno doprinosi
stabilnosti trostruke zavojnice. U znatno manjoj proporciji se javljaju i 3-

hidroksiprolil i 5-hidroksilizil ostaci. Prototip kolagena (tip 1) sacinjava lanac od
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1000 aminokiselina (duzine oko 300 nm), i formira krutu oblicu prec¢nika 1.5
nm. Biosinteza kolagena je sloZen proces koji obuhvata sintezu prokolagenskih
polipeptida kome sledi unutarcelijska i vancelijska obrada kojom se generiSe
zrelo i funkcionalno vlakno kolagena. Prokolagenski polipeptid se podvrgava
viSestrukim izdvajanjima kratkih sekvenci sa oba kraja lanca, i brojni patoloski
sindromi nastaju ukoliko pravilna obrada izostane. Osim toga, sprovodi se i
hidroksilacija prolina dok se lizinski ostaci glikolizuju. Unutar lancani i
vanlancani disulfidni mostovi se formiraju pre nego Sto molekul poprimi
sekundarnu i tercijarnu strukturu. Prokolagenski molekuli se sjedinjavaju u
granule radi izlu¢ivanja van celije. U vancelijskom prostoru se odvija dodatno
izdvajanje sekvenci krajnjih peptidnih komponenti nakon cega se formiraju
suprastrukture, obrazovanjem unakrsnih kovalentnih veza sa kolagenskim
vlaknima drugih tipova kao i sa ne kolagenskim molekulima. Biosinteza
kolagena zahteva, osim enzima, i prisustvo raznih kofaktora medu koje spadaju i
02, Fe2+, askorbat itd. Kolagenski proteini su kljutni za formiranje spoja
izmedu epidermisa i dermisa. (Uitto 1979.) Kolagen tipa 7 formira komponentu
koja se kolokvijalno naziva "usidrujuc¢a zilica" Cija je uloga vezivanje bazalne
membrane za vancelijsku matricu papilarnog derma, dok kolagen tipa 17
doprinosi takozvanim "usidruju¢im konci¢ima" koji vezuju bazalne keratinocite
za bazalnu membranu. Bazalna membrana koja se nalazi u dermalnim krvnim
sudovima sastoji se iz kolagena tipa 8 i tipa 18. Prisustvo tipa 18 je od posebnog
klinickog znacaja zato Sto proteoliticko raskidanje malih C-terminalnih
fragmenata (endostatini) zaustavlja formiranje novih krvnih sudova Sto
inhibitorno utice na tumorske angiogenetske aktivnosti. Ekstrafibrilarna
matrica, dermalni materijal koji se nalazi van Celije, i ne sastoji niti od kolagena
niti od elasticnih vlakana, se naziva vancelijska matrica. Ovaj amorfni i
higroskopski materijal je bioloSki veoma aktivan, visoko raznovrstan i visoko
organizovan. Sastoji se od proteoglikana, glikoproteina, vode i hijaluronske
kiseline. Proteoglikani se formiraju vezivanjem proteina sa glikozamino-
glikanima koji poseduju negativno naelektrisanje, mesta za vezivanja vode, jona
i polisaharidne molekule supstituisane sulfatnim ili acetil grupama. Ipak

hijaluronska kiselina je primer glukozaminoglikana koji ne sadrze proteinsku
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komponentu. Pet dodatnih, fzioloski znacajnih, grupa glikozaminoglikana su:
hondroitin sulfat, dermatan sulfat, keratin sulfat, heparan sulfat i heparin.
Najvazniji proteoglikan u koZi je versikan proizveden u fibroblastama, ¢elijama
glatkog miSi¢nog i epitelnog tkiva. Versikan je pridruZzen elasticnim vlaknima i
hijaluronskoj kiselini sa ulogom da koZi obezbedi zategnutost. JoS jedan primer
je perlekan koji se nalazi u bazalnoj membrani. Sindekani pripadaju porodici
viSenamenskih proteoglikana koji ucestvuju u celijskom adheriranju za
vancelijsku matricu, kaskadama koagulacije, signalnim putevima faktora rasta
itd. Nekoliko dodatnih grupa nazvanih "mali proteoglikani bogati leucinom" se
takode nalazi u kozi, i svaka ima viSestruke regulatorne zadatke. Vancelijska
matrica sadrZi nekoliko drugih glikoproteina koji su uklju¢eni uglavnom u
strukturisanje bazalne membrane, celijsku adheziju, ¢elijsko migriranje i
meducelijsku komunikaciju a to su laminini, fibronektini, vitronektini, matrilini,

trombospondini, tenacini itd.

Fibrili elastina kao kolagen daju strukturnu podrsku celijama tkiva i
druga su glavna komponenta vancelijske matrice. Egzocitozom se izlucuje iz
¢elija kao protoglikan koji se onda cepa elastin proteazom da omoguci
ekstracelularno sklapanje. Ovaj monomer ili nepolarizovani molekul poseduje
duZinu oko 200 nm i satoji se od samo jednog ili nekoliko polipeptidnih lanaca.
Postoji stroga tendencija za bocne i interakcije krajevima koje vode ka
obrazovanju fibrila. I sa druge strane za razliku od kolagena elastin daje
elasti¢nost tkivu Sto im omogucuje da se istezu i zatim vracaju u njihovo
karakteriSe moguénost istezanja preko 100% sopstvene duZine u
nedeformisanom stanju. Razlikuju se tri vrste elastinskih vlakana. Prva vrsta,
nazvana "oksitalaska vlakna", sadrze mikrovlakna (10-12 nm u precniku) dok
preostale dve sadrZe manje odnosno vecCe KkoliCine dodatnih amorfnih
komponenti. Osobine elasti¢nosti vlakana proisticu od amorfne komponente,
koja sadrzi visoko unakrsno povezane polimere. Upravo je sposobnost
formiranja unakrsnih veza izmedu pojedinac¢nih molekula elastina ono Sto ovim

vlaknima obezbeduje i svojstva elasticnosti i svojstva ne rastvorljivosti.
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Mikrovlaknasta komponenta elasticnih vlakana je sacinjena uglavnom od
fibrilina-1 (velikog glikoproteina ¢ija primarna sekvenca sadrZi preko 2800
aminokiselina) koji poseduje periodicno postavljena mesta za vezivanja jona

Ca2+* koja pospesuju stabilizaciju molekula.

Adhezija Celija za ECM se deSava na dva nacina fokalnom adhezijom se
vezuje ECM za filamente aktina celije i hemidezmozome koji vezuju ECM za
posredne molekule kao Sto je keratin. Adhezija Celije za ECM se reguliSe
specificnim celijskim adhezionim molekulima poznatim kao integrini i povezuju
Celije sa strukturama ECM kao S$to su fibronektin i laminin. Fibronektin se
vezuje za povrSinu ECM makromolekule i olaksava njihovo vezivanje za
transmembranske integrine. Pri¢vrS¢ivanje fibronektina za ekstracelularni
domen inicira intracelijske signalne puteve za asocijaciju sa celijskim

citoskeletom preko niza adaptorskih molekula kao aktin.

U meducelijskom prostoru su veliki molekuli kao proteoglikani
zarobljeni i stvaraju veliki pritisak da uravnoteZe spoljaSnji. Polupropustljiv
matriks i fiksirana negativna naelektrisanja ovih molekula sluze da proizvedu
bubrenje tkiva kad je neravnotezZa u balansu molekula. Strukturni molekuli, kao
fibrili kolagena formiraju mreZu koja je otporna na istezanje koja sprecava tkivo
da previSe nabubri i ¢uva integritet tkiva. Medutim kolagen malo doprinosi kao
nosac, osmotski pritisak je glavni faktor u uravnoteZavanju spoljasnjeg pritiska.
Sadrzaj ekstracelularnog matriksa ¢ini samo 5 klasa molekula: nerastvornih (ne
mogu biti hidratisani) kolageni, elasti¢na vlakna i rastvorljivi, lako se hidratiSu
proteoglikani, hijaluron i adhezivni glikoproteidi. Osnovne supstance koje su
hidratisane su slicne gelu i suprotstavljaju se silama kompresije. Fibrili
obezbeduju istezanje. Voda hidratacije spreava brzu razmenu hranljivih
materija i otpadnih materija. Glukozaminoglikani su negativno naelektrisani,
izduzZeni nalik na Stapice, sastavljeni od disaharida koji se ponavljaju, obi¢no
vezuju velike koli¢ine vode. Visoka koncentracija Na* privlaci ekstracelijsku
tecnost hidrirarujuci ekstracelijski matriks. Glukozaminoglikani i proteoglikani
zadrZzavaju vodu u koZi slicno mukus proteinu. Druge komponente

ekstracelularnog matriksa su debeli gusti fibrili, koji deluju kao celi¢ne Sipke i
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ojaCavaju konstituente dermisa. Pored kolagena elastin, strukturni protein,
obezbeduje elasticnost dermisu u kojem je u partnerstvu sa kolagenom. Gde
kolagen obezbeduje krutost, elastin je protein koji omogucuje dermisu da se
nakon deformacije, izazvane nekom silom, vrati u pocetno stanje. Elastin je
elastican i relativno stabilan protein sa mnogim unutras$njim vezama. Ove veze
Cine elastin otporan na normalne prekide koji su karakteristicni za vecinu

proteina. (Harvey Lodish 2004.)

Bazalna membrana, specijalni deo ekstracelularnog matriksa, vazna je ne
samo za organizaciju Celija u tkivo, reparaciju tkiva, nego i usmeravanje celija
tokom migracije. Cetiri op$te prisutna proteina imaju glavnu ulogu u bazalnoj
lamini. Tip IV kolagen, molekul sa oba domena, nalik na Stapi¢ i globularan
domen, koji formira dvodimenzionalnu mrezu. Laminini su veliki ekstracelijski
kompleksi, glukoproteini ekstracelijskog matriksa u principu smesteni su u
bazalnoj membrani. Laminini mogu da se samosklapaju i vezuju za druge
makromolekule matriksa. Kroz njegovo vezivanje sa drugim molekulima
laminini kontroliSu razvice i fiziologiju celija epidermisa. Laminin, multi
adhezivni protein koji formira vlaknastu dvodimenzionalnu mreZu sa
kolagenom IV tipa i za mreZu su vezani integrini. Entaktin (nidogen), molekul
nalik na pruti¢ i potpomaZe inkorporisanje ostalih komponenti. Perlekan
molekul sa velikim multidomenima i vezuje se za mrezu, ukrsta se sa ostalim
komponentama i molekulima sa povrsine Celija. Jedna strana lamine je vezana
za Celije adhezionim molekulima, ukljucujudi integrin koji se vezuje za laminin iz
bazalne lamine. Fibronektin je glikoprotein koji sluZi kao spona u ECM. SluZi kao
opsti cCelijski adhezioni molekul koji ucvrScuje bazalnu celiju za kolagen ili
proteoglikanski molekul. Druga strana bazalne lamine je u¢vrS¢ena za susedno
vezivno tkivo sa slojem fibrila kolagena umetnutih u matriks bogat

proteoglikanima. (Harvey Lodish 2004.)

Bazalna membrana je plocasta naslaga ECM, sastoji se od dva sloja, blize
epitelnoj celiji - bazalna lamina (glikoproteini, laminin i aktin) i deluje kao
barijera za transport i dalje od epidermalne ¢elije, retikularna lamina (snopovi

kolagena IV koje produkuju ¢elije dermisa i obezbeduju ¢vrstinu. Ne fibrilaran
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kolagen, tip IV ili kolagen bazalne membrane je najzastupljeniji kolagen,
specijalizovane strukture nadene u granicnom tkivu isnad epitela i drugih
granic¢nih tkiva. Relativno tanka ploc¢a debljine (tipicno 40-50 nm) sastavljena
osim kolagena IV tipa od laminina, heparin sulfata, proteoglikana i nidogena ¢ini
mrezu otvorene strukture, koja je stabilizovana disulfidnim vezama preko
ostataka lizina. Ugljenohidratne komponente bazalne membrane cine n-
galaktoza, manoza, fukoza, dezoksiriboza, riboza, glukozamin i sialna kiselina,
njihov sadrzaj je 9.50%. Pored brojnih funkcija uloga bazalne membrane je da
bude difuziona barijera. Gustina fiksiranih naelektrisanja, bazalne membrane,
kao jonogenih grupa koji se nalaze u proteoglikanu heparan sulfatu je mala.
Pokazatelji mobilnosti hloridnih anjona i alkalnih klatjona se razlikuju u odnosu
na one u vodi. U bazalnoj membrani je ve¢a mobilnost Cl- jona u odnosu na K,
Na* i Cl2*. Struktura bazalne membrane se menja pod dejstvom pritiska.
Strukture membrane se menjaju, umotani filamenti od kojih je sastavljena
(elastin) se istezu kako stres deluje na membranu. Smanjenje propustljivosti se
odvija uprkos uvecanju povrSine membrane za 75% i smanjenja debljine 65%.
Prolaz vode se odvija kroz cilindricne pore C(iji se precnik smanjuje sa
povetanjem pritiska na membranu, odnosno istezanjem membrane. Sama
debljina nije neophodna da bi se smanjila propustljivost bazalne membrane cije
je prosecno vreme 3h. Voda je konstituent meducelijskog prostora, ciji je deo
bazalna membrana, u kom interreaguje sa bioloskim molekulima. Razumevanje
ove dinamike je od fundamentalnog znacaja za funkcionisanje tkiva pa i ¢itavog

organizma.

PotkozZno vezivno tkivo (hypodermis, subcutis, tella subcutanea) je od
rastresitog vezivnog tkiva sa kolagenim, retikularnim i elasti¢cnim vlaknima koja
teku u raznim pravcima sastoji se uglavnom iz masnog tkiva, koje je medusobno
odvojeno vezivnim septama u reZnjeve. Rastresitost ovog sloja i prisustvo
vlakana omogucava pomeranje i istezanje koze do izvesne mere. [zmedu celija i
vlakana je meducelijska osnovna supstancija. NarocCito je upadljivo prisustvo
¢elija masnog tkiva, koje su rasporedene u manjim ili ve¢im grupama, izmedu

kojih su vezivne pregrade sa ve¢im krvnim sudovima. Kroz potkoZno vezivno
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tkivo prolaze veci krvni sudovi ¢iji ogranci daju ispod epiderma subepidermalnu
kapilarnu mreZu i u papilama takode grade splet kapilara (sudovne papile).
Limfni sudovi pocinju limfnim kapilarima u povrsnom sloju krzna, oko Zlezda i
dlaka i izlivaju se u limfnu mreZu u potkoZnom vezivnom tkivu. Masne celije su
velike i nalaze se jedna uz drugu. Osim masti koje Cine: gliceridi, oleinska,
palmitinska i stearinska kiselina poseduju boju koja potice od lipohroma i
lipofuscina. (Duanci¢ 1983. Karadagli¢ 2000.) Krvni sudovi koZe se sastoje iz
arterija, vena i kapilara. Pred njima i iza njih se nalaze arteriole i venule. Arterije
se granaju u tri pleksusa: fascijalni, kutani i subpapilarni. Pleksus cutaneus se
nalazi na granici kutis - subkutisa i on snabdeva: papilu dlake, folikul, lojne
zlezde i izvodne kanale znojnih Zlezda. Subpapilarni pleksus se nalazi ispod
papila i zavrSnim arterijama snabdeva papile. Najnizi je pleksus fascialis u
masnom tkivu subcutisa. Subpapilarne vene primaju venozne sudove papila, ali
i iz vena hipodermisa. U venozni pleksus na granici koZe i potkozja ulaze vene
korijuma i subkutanog pleksusa kao i sa fascije. U kozZi se nalaze i neuro-
mioarterijalni glomusi kao komunikacije izmedu arterija i vena, a sluze za
preraspodelu krvi. Prisustvo limfnih sudova sprovodi funkciju zdravstvene
zaStite koZe i organizma jer limfna teCnost sadrZi "arsenal” ¢elija imunoloSkog
sistema koje kruZe kroz telo i kozu do limfnih ¢vorova u kojima se obnavljaju i

napadaju sva strana tela koja mogu dopreti do ovih slojeva koZze.

Sekrecija aneksnih organa obuhvata sekreciju znojnih i lojnih Zlezda.
Znojne Zlezde luce sekret, koji je sastavljen od 99% tecCnosti a 1% iz Cvrstih
sastojaka narocito od soli NaCl. Izlucivanje znoja zavisi od temperature tela i
okoline od autonomnog nervnog sistema od sadrZaja tec¢nosti u krvi kao i
psihi¢kim faktorima. Od sekundarnih struktura najbrojnije su znojne Zlezde.
Njih u proseku ima oko 3 miliona i mogu biti apokrine ili ekrine. Ekrine Zlezde
uCestvuju u termoregulacionom upravljaCkom kolu time S$to po prijemu
stimulusa od strane simpatickog dela autonomnog nervnog sistema
omogucavaju ubrzano odavanje toplote mehanizmom znojenja, potpomognutog
izvorima tecnosti koji potiCu od povezanosti sa sistemima krvnih i limfnih

sudova. Apokrine Zlezde imaju drugaciju ulogu i kroz njihove kanale se izlucuju
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feromoni. Uz znojne Zlezde postoji i nekoliko populacija kontraktilnih celija,
poput mioepitelnih ¢elija u kanalu znojnih Zlezda, koje se kontrahuju kako bi
istisnule teCnost ka spoljasnjoj povrsini koZe tokom termoregulacionog procesa,
kao i miSi¢ne cCelije pripojene folikulu dlake koje su zaduZene za formiranje
refleksa podizanja dlake kojim se protok vazduha u grani¢nom sloju u
neposrednom dodiru sa koZom delimi¢no usporava ili zaustavlja ¢ime se stvara

toplotno izolacioni zaStitni sloj vazduha.

Lojne Zlezde su po gradi alveolarne i sastavljene su iz viSe redova Celija
(poliptihe) a luce sekret po holokrinom tipu tj. ¢elije se same pretvaraju u loj.
Znojne Zlezde su tubularne grade sa jednim redom ¢elija a lu¢e po merokrinom
tipu, tj one pri sekreciji ostaju netaknute. Postoje i apokrine Zlezde koje su po
tipu sekrecije merokrine, tubularne su, veoma velike po gradi i monolitne. Loj iz
lojnih Zlezda se sastoji od estara holesterola, palmitinske i stearinske Kiseline a
Cini povrsSinu koZe mekom, elasticnom i masnom Stite¢i je od isuSenja i
delovanja vode i rastvorenih materija u njoj. Jafina sekrecije zavisi od

konstitucionalnih faktora i koli¢ine masti u hrani.

Povezanost koZe i nervnog sistema formira se joS u toku embrionalnog
razvi¢a ovih tkiva kada se iz ektoderma razvija tzv. nervna kresta, struktura
bilateralno uparenih traka ¢elija na granici neuralne tube. Celije nastale iz
nervne kreste migriraju ka brojnim lokacijama u kojima se diferenciraju i
poprimaju raznovrsne specificne funkcije. Primeri su Celije nervnog sistema,
koZe, lica, nadbubreZnih Zlezda, gastrointestinalnog trakta itd. Osim toga, ove
¢elije doprinose i izgradnji perifernog nervnog sistema kroz celije senzornih
ganglija (dorzalna korena ganglija), ganglija simpatickog i parasimpati¢kog
sistema, i nervnih pleksusa u unutrasnjim organima. Nervni sistem koZe je
sastavljen iz senzitivnih cerebrospinalnih i simpati¢no-parasimpati¢nih nerava.
Senzitivni nervi grade mrezu u dubljem hipodermisu odakle idu prema povrsini
koZe. Vegetativna nervna vlakna su u vezi sa ramus communicantesima, a
pruZaju se u spiralama prema zidu krvnih sudova, prema znojnim zZlezdama i
mm. arrektores pilorum, a proteZu se sve do stratuma corneuma, kao prenosioci

osecaja boli. One mogu biti i u obliku terminalnih nervnih telasaca, ¢elija za
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dodir, koje su dobro diferencirane. U ta telaSca ulaze nervna vlakna. Takve su
grade Merkel-Ranvierove, Krosmayerove svetlije ¢elije u bazalnom sloju
epiderma, zatim dodirni menisci Grandija u hipodermisu i prava telasca za dodir
Maisnerova, koja se nalaze u papilarnom telu. Osim navedenih telasaca nalaze
se jo$ i zavrSni klipovi, koji su umotani u deblju kapsulu, a na ¢ijoj je strani
smeSteno nervno vlakno (corpora bulbosa Krause). Ti klipovi leZe u gornjem
kutisu i sluZe za osecaj hladnoce. U koZi se nalaze joS i velika corpuscula
lamelosa Vater-Pacinijeva, koja se nalaze u subkutisu, a registruju osecaj
poloZaja i lokalizacije. Za osecaj toplote sluze Ruffinijeva vretena, terminalni
cilindri, slicni Pacinijevim cilindrima. Nervi koZe pripadaju aksonima cija su tela
smestena u dorzalnoj korenoj gangliji ¢ija veli¢ina varira u proseku od 0.2 - 20
um. PribliZno milion nishodnih (aferentnih) nervnih vlakana obavlja funkciju
inervacije koZe. Ona mogu biti mijelinizirana i nemijelinizirana. Njihova
raspodela je neravnomerna jer se vecina zavrsava na licu, Sakama i genitalijama
dok se manji deo zavrSava na ekstremitetima i ledima. Gledano u odnosu na

slojeve koZe, nervna vlakna se zavrSavaju u dermisu i epidermisu.

Histoloska grada dlake, deo dlake nad povrSinom koZe se zove scapus,
dok deo uloZen u omota¢ korena nosi naziv radix pili. Citava tvorevina se zove
folliklulus pili. Dlaka se sastoji iz srcike (supstancia medikularis), kore
(supstancia corticalis) i pokoZica (cuticulas epidermicula pili). Sama dlaka je
poloZena u epidermalnoj i vezivnoj ovojnici. Epitelijalni se deo sastoji iz
unutra$nje ovojnice, koju €ine epidermicula vaginae pili, Huxlijev i Henleov sloj.
Spoljasnja ovojnica korena se deli na spoljasnji i unutrasnji deo. Zadnji se sastoji
od kolagenih i elasti¢nih vlakana, te iz duguljastih ¢elija, koje imaju sposobnost
kontrakcije, a one sluze za istiskivanje dlake. Spoljni deo ovojnice korena
poseduje uzduzna kolagena i elasticna vlakna. Na samoj dlaci razlikujemo
papilu, bulbus, donji isthmus, collum folliculi i infundibulum. Musculi arrectores
pilorum inseciraju u srednjem delu folikula pod lojnom Zlezdom, pa se povezuju
sa vezivnim omotacem na strani tupog ugla, Sto ga ¢ini dlaka sa povrSinom koZe.

Ti miSi¢i nemaju fiksnu tacku u kutisu, i zato njihova kontrakcija dovodi folikul
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dlake u vertikalan poloZaj. U isto vreme sa tom kontrakcijom se vrsi i pritisak na

samu lojnu Zlezdu i tako ona pocinje luciti loj.

KozZa prekriva povrsinu tela i na taj nacin ima viSestruku zastitnu ulogu.
U prvom redu S§titi od mehanickih povreda, temperaturnih promena, isuSivanja,
od spoljasnjih hemijskih uticaja, od infekcije jer kroz neoste¢enu koZu mikrobi
ne mogu da prodru. Ako i prodru kroz nevidljive pukotine u kozi, se obi¢no
lokalizuje proces i sprecava Sirenje. Preko koZe jedinka odrZava vezu sa
sredinom u kojoj Zive i upravlja se prema nadraZajima koje prima ne samo
preko sloZenih €ula ve¢ i culnim organima smeStenim u koZi i ispod koZe. U njoj
su zastupljeni receptori za prijem toplotnih nadraZaja, za hladno i toplo
(termoreceptori), zatim za dodir, pritisak i bol (upor. zavrseci nervnih vlakana).

U koZi se vrsi sinteza vitamina D pod uticajem svetlosti, ultravioletnog zracenja.

Na telesnim otvorima, koZa prelazi u sluznice. FizioloSke funkcije koZnog
organa su viSestruke, a mogu se svrstati u: mehanicku zastitu od spoljasnjih
uticaja, regulatornu funkciju telesne toplote, ekskreciju lojnih i znojnih Zlezda,

funkcionalne metaboli¢ke zadatke kao i u imunoloske fenomene.

Mehanicka zastita koZe stvorena je barijerom roznatog sloja epiderma,
koja osim Sto Stiti telo od fizickih, hemijskih i bioloSkih preteZzno mikrobno
gljivi¢nih Stetnih Cinilaca sprecava i gubitak te¢nosti iz organizma. Na mestima
na kojima je koZa izloZena delovanju pritiska, zadebljala je. Masna povrSina
nepovredene koZe Stiti od marceracije rastvorenih hemikalija. Protiv delovanja
sunceve svetlosti i veStacke svetlosti koZa se brani stvaranjem melanina,
zadebljanjem rozZnatog sloja na epidermisu i ja¢im lu¢enjem lojnih Zlezda. Mreza
kapilara u papilarnom sloju koZe sprecava prodor vazduha u dublje slojeve
koZe, a isto to Cini i melanin. Suv rozZnati sloj epidermisa sluzi i kao izolator
elektri¢noj struji. Nepovreden epiderm zaustavlja prodiranje tecnosti u tkivo a
isto tako i izlazak teCnosti napolje. PovrSina koZe poseduje kiseo omotac, koji je
Ph izmedu 3,3 i 4 a ujedno Stiti organizam od invazije mikrobne i gljivicne flore.
Normalna koZa poseduje veliku neutralizacionu mo¢ alkalija $to joj omogucuje

kontrolu Ph i prodor stranih mikroorganizama. Keratin je rastvorljiv u alkalnom
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rastvoru a ne kiselom a naj jace deluje kalijum hidroksid a naj slabije amonijak.
(Duanci¢ 1983.) Smanjenjem KkoZne rezistencije se omogucuje i alergijska

senzibilizacija prema spoljasnjim alergenima.

Regulacija toplote organizma se vrsi preko nervnog sistema, a sama koza
je loS provodnik toplote. Krvni sudovi ulestvuju veoma aktivno u regulaciji
toplote. Njihovim Sirenjem telo gubi toplotu a suZavanjem je zadrZava. Toplota
deluje preko senzitivnih nervnih vlakana na sekreciju znojnih Zlezda a
isparavanjem znoja se hladi povrsSina tela. Osim primetnog znojenja postoji i
neprimetno isparavanje te¢nosti u obliku perspiratio insensibilis ili TEWL Sto
zavisi od vlaznosti i strujanju vazduha. U termoregulaciji koza ucestvuje i
koZznim zlezdama izlucivanjem vode i izvesnih sastojaka (znoj), Sirenjem i
skupljanjem krvnih sudova koZe. Kada su krvni sudovi proSireni u koZi se mogu
zadrZati prilicne koli¢ine krvi. U vezi sa zaStitnom ulogom je i sloj masnog tkiva
koZe (panniculus adiposus), narocito razvijen u pojedinih Zivotinjskih vrsta, koji
¢ini depo masti i pored drugih koZnih organa ucestvuje u termoregulaciji
sprecavanjem odavanja toplote. Zlezde u koZi luce loj, sekret potreban za
odrzavanje i spreCavanje isuSivanja koZe (lojne Zlezde), a druge pored toga

izluCuju proizvode metabolizma (klupcaste Zlezde).

Senzibilitet koZe omogucuju mnogi senzitivni nervi, ¢iji su zavrSetci
rasporedeni u njoj u obliku tackica. Autonomni nervni sistem koji se sastoji od
simpatickih i parasimpatic¢kih vlakana, koja inervisu krvne sudove, lojne Zlezde,
folikul dlake, glatke miSi¢e i stvaranje pigmenata. U koZi se nalaze nervi za
osecaj pritiska, za dodir Neiserovim telascima, te spletovi vlakana oko folikula
dlake. Osecaj hladnoce prenose zavrSni Krausovi organi a osecaj toplote

Ruffinijeva telasca.

Sposobnost nagomilavanja materija i metabolita u koZnom tkivu je
veoma velika i u vezi je sa endokrinim organima, nervima i vaskularnim
sistemom. KoZa ucestvuje u metabolizmu: ugljenih hidrata, mineralnih materija,
vode, azota, masti i glikogena. To svojstvo je omoguceno brojnim histocitima i

peritelijama oko krvnih sudova. Resorpcija materija je veoma mala ili uopste ne
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postoji za izvesne materije koje su nerastvorljive u vodi. Respiracije, razmena O
i CO2 je neznatna. Kroz koZu se mogu apsorbovati male koli¢ine rastvorenih
lipoidnih supstanci, kao i neki gasovi, a preko folikula dlake se mogu
apsorbovati neki elemenati rastvorljivi u mastima (Hg, Cl, ] ...). Iako je koZa na
povrSini oroZznala, ipak moZe da primi ili resorbuje izvesne male polarne
molekule i gasove. Ona prima neznatne koli¢ine kiseonika i oslobada ugljen
dioksid. (Duanci¢ 1983.) Imunoloske osobine koZe su velike i predstavljaju
zaStitnu meru organizma. KoZa protiv infektivnih agenasa stvara antitela. Ta se
sesilna antitela stvaraju kako na endogene tako i na egzogene infekcije. U koZi se
stvaraju antitela ne samo protiv proteina nego i protiv supstancija koje same po
sebi nisu antigeni nego su polo antigeni ili hapteni. Njihovim spajanjem sa
proteinima se stvaraju kompletni antigeni. Sesilna ¢elijska antitela stvaraju se
pretezno u retikulo-histocitnom sistemu. Antitela koja su stvorena u kozi su

deset puta jaci od onih iz drugih tkiva.

U imunodermatologiji se opisuju Ccelijska i humoralna komponenta
imunoloskog sistema koZe i ukazuje se da prakti¢no svaka celijska vrsta koja
pociva ili prolazi kroz kozu mozZe ispoljiti imunoloSku funkcionalnost. (Tapio
1989.) Medu komponente koZnog tkiva koje su bolje proucene spadaju:
keratinocite, limfocite, Langerhansove celije i druge dendritske ¢elije, monocite i
makrofage, endotelne celije krvnih i limfnih sudova, mastocite, neutrofile,
eozinofile i bazofile. Medu molekularne komponente ubrajaju se slobodni
radikali, anti-mikrobni peptidi, katelicidini, citokini, hemokini, neuropeptidi,
adhezioni molekuli i Sirok opseg proinamatornih i antiinamatornih medijatora.
Imunoglobulini i antitela su dodatni proteinski ucesnici imunog odgovora koje
sekretiSu aktivirani B-limfociti i imaju ulogu neutralizacije noksi¢nih agenasa.
Osim pomenutog, novija oblast foto-imunologija otkriva povezanost produZene
stimulacije ultraljubiCastim zracenjem poteklim iz sunceve svetlosti sa
povecanim izumiranjem Langerhansovih celija ili promenom njihove funkcije.
KoZa nije samo prijemnik signala od udaljenih hemijskih glasnika ve¢ ona
ispoljava i aktivnu endokrinu ulogu koja se sastoji u ekspresiji specificnih

hormonskih receptora, organizovanom metabolizmu, aktivaciji i inaktivaciji
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hormona u specijalizovanim c¢elijama koZe (sebocite), ispoljavanje bioloske
aktivnosti i oslobadanje hormona u cirkulaciju. Primera radi, androgeni poput
dehidroepiandrosterona (DHEA) i androstendiona se u koZi konvertuju u
testosteron i potentniji andorgen 5a-dihidrotestosteron. (Zouboulis 2009.)
Hormoni, generalno posmatano, ispoljavaju plejotropno dejstvo na koZu a
smatra se da deluju parakrinim, autokrinim, intrakrinim i endokrinim
mehanizmima. Osim toga, vazna je i povezanost izmedu hormona leptina i
insulina. Leptin je proteinski hormon koji igra vaznu ulogu u dugorocnoj
regulaciji stope metabolizma, telesne teZine i reproduktivne funkcije.
Ekspresuju ga uglavnom adipocite dok se manje koli¢ine sekretuju i od strane
epitela Zeludca i placente. Receptori leptina su visoko ekspresovani u oblastima
hipotalamusa, T limfocitima i vaskularnim endotelijalnim celijama Sto
upotpunjuje zakljuc¢ak da su veze koZe, endokrinog, nervnog sistema i celog tela

mnogosturke i sloZene.

Brojne pridruzene strukture koze funkcioniSu i kao neuroendokrini
organi C¢iji je rad izmeSten ka periferiji organizma. Osim toga, njihovo
funkcionisanje je u mnogome nezavisno od upravljanja posredovanog
centralnim mehanizmima za obradu stresa. (Charras 2002.) Nalazeci se na
granici izmedu unutraSnje i spoljaSnje sredine, neuroendokrini sistem koZze
poseduje isturene mehanizme za detekciju stresnih uticaja. Poseban znacaj u
tom smislu je ekvivalentnost komponenti neuroendokrinog sistema koze,
hipotalami¢no-hipofizno-adrenalnoj osovini. lako "sistem za obradu stresa" u
koZi nije strukturalno organizovan na sli¢an nacin (razlicita tkiva daju razlic¢itu
funkcionalnost), on ipak poseduje viSestruku funkcionalnost koja se nalazi u
jednom istom tkivu a ponekada deluje u okviru samo jedne Ccelijske vrste.
Glavne funkcije ovog sistema su: proizvodnja hormona koji oslobada
kortikotropine (a potom i proopiomelanokortinske peptide ukljucujué¢i i
endorfine), steroidosinteza (sinteza, metabolisanje i ciljno oslobadanje
androgena i estrogena), sekosteroidosinteza (sinteza steroida po razlaganju
jedne ili viSe prstenastih struktura uz adiciju vodonika svakoj terminalnoj

grupi), razdvajanje 7-dehidroholesterola izazvano UVB zracenjem (iz koga se
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proizvodi vitamin D3) itd. Poznavanje ovih mehanizama postavlja i pitanje
postojanja hipotalamic¢ko-hipofizno-tireoidnog ekvivalenta u koZi, na S$ta
najistaknutije ukazuje ekspresija funkcionalnih receptora za tireostimulirajuci

hormon.

Epidermis nastaje prvenstveno od embrionalnog povrSnog (somatskog)
ektoderma, a u njega migriraju melanociti, poreklom iz nervne Kkreste i
Langerhansove celije koje nastaju od maticnih ¢elija kostne srzi. S druge strane,
dermis se razvija iz mezodermalnog tkiva i to najve¢im delom iz
somatopleuralnog sloja lateralnog mezoderma, a manjim delom iz dermatoma.
Derivati koZe, lojne i znojne Zlezde nastaju iz povrSinskog ektoderma
urastanjem u mezoderm, dok se folikuli dlaka razvijaju iz oba klicina lista.
Epidermis koji pokriva embrion u pocetku je jednoslojan. Neposredno po
zavrSetku procesa neurulacije (razvoja nervne cevi). Tokom cetvrte nedelje,
¢elije povrsSinskog ektoderma proliferiSu i stvaraju nov povrSinski sloj
sastavljen od ljuspastih epitelnih ¢elija - periderm, koji nalezZe na sloj celija sa
proliferacijskom sposobno$éu i koji se naziva bazalni sloj. Celije periderma
postepeno otpadaju u amnionsku tecnost. a Citav sloj tako u potpunosti nestaje
tokom 21 nedelje. Medutim moZe da zaostane do rodenja. Specificne
karakteristike periderma ukazuju na njihovu ulogu u razmeni materija izmedu
amnionske tec¢nosti i fetusa. Na njihovoj povrSini zapaZaju se mikrovili, koji
kasnije zamenjuju prvo pojedinatne, a kasnije viSestruke citoplazmatske
protruzije. Pred kraj petog meseca protruzije nestaju, tako da membrana
povrsinskih Celija postaje glatka. Mikrovile i protruzije uveéavaju povrsinu kozZe
koja je u kontaktu sa amnionskom tec¢noS$c¢u u vezi su sa transportom vode. U
toku 11 nedelje intrauterinog razvica, proliferacijom celija bazalnog sloja
nastaje intermedijarni sloj neposredno ispod periderma. Ovaj sloj prethodi
ostalim slojevima zrelog epidermisa. Celije intermedijarnog sloja sintetisu
keratin i u njima se ve¢ zapaZaju heteropolimeri. U toku petog meseca razvica, u
vreme kada periderm otpada, intermedijarni sloj zamenjuju definitivni slojevi

keranocita, stratum spinozum, stratum granulozum i stratum corneum. Ova
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transformacija koja ukljucuje programiranu smrt €elija, zapocCinje u kranijalnom

kraju fetusa i napreduje ka kaudalnom delu. (Karadagli¢ 2000 g.)

Melanociti naseljavaju koZu iz nervne kreste u toku Seste nedelje
intrauterinog razvi¢a i potrebno im je 1-2 nedelje da migriraju u epidermis.
Melanociti se zapaZaju u dermisu fetusa, medutim najveci deo ovih ¢elija se
nalazi u toku migracije ka epidermisu. Gustina melanocita povecava se u toku
fetalnog razvoja dostizu¢i maksimum oko 2300 celija/mm3 na kraju treceg
meseca, da bi se postepeno smanjivao do kona¢ne vrednosti od oko 800
¢elija/mm?3. Melanociti predstavljaju 5-10% celija epidermisa odraslih osoba. U
10. nedelji mnogi melanociti bivaju udruZeni sa razvijaju¢im folikulima dlaka

gde ucestvuju u njihovoj pigmentaciji. (Panti¢ 1980.)

Langerhansove ¢elije poticu od prekursora koji se nalaze u kosnoj srzi i u
epidermisu se pojavljuju u 7. nedelji, da bi do 12. nedelje razvica ispoljavali sve
karakteristi¢nije imunocitohemijske markere. Langerhancove ¢elije kontinui-
rano migriraju u epidermis tokom citavog zivota. U toku 7-8. nedelje u subepi-

dermalnom delu dermisa zapaZa se prisustvo derminih dendrocita.

Merkelove celije se pojavljuju u epidermisu u toku 6. nedelje, a
najverovatnije nastaju lokalno u epidermisu. Razvijaju se pre pojave nervnih
vlakana u epidermisu, pa se smatra da imaju znacajnu ulogu u privlacenju

nervnih vlakana u epidermis.

Dermo-epidermalni sloj je u pocetku jednostavne grade. Bazalna lamina
morfoloski je uocljiva od samog pocetka, ali su u njoj indentifikovani samo
kolagen tipa IV i laminin. Hemidezmozomi i ankoriraju¢i fibrili (kolagen tipa
VII) tek se kasnije pojavljuju, u vreme pojave keratinizacije epidermalnih celija.
Najve¢i deo dermisa nastaje iz somatopleuralnog sloja mezodermalnih
lateralnih ploca, dok se deo razvija iz dermatoma somita. U toku 3. meseca,
spoljasnji deo dermisa proliferiSe i formira dermalne papile, koje urastaju u
epidermis. Embrionski dermis saCinjen je iz mreZe mezenhimskih celija, retkih

fibrila i obilne kolicine osnovne supstancije u kojoj dominira hijaluronska
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kiselina. Dermis je tako u veoma hidratisanom stanju; koZa fetusa sadrzi oko
90% vode, a pred samo rodenje oko 83%. Koli¢ina hijaluronske kiseline u
dermisu se postepeno smanjuje razvojem fibroblasta i njihovim stvaranjem vece
kolic¢ine vezivnih vlakana i proteoglikana. Koli¢ina ekstracelularnog matriksa u
toku razvica postepeno se povecava, a povecava se i precnik kolagenih fibrila. U
vezivnim vlaknima dominiraju molekuli kolagena tipa [, Il i IV, kao i mikrofibrili
kolagena VII. Sa povecanjem precnika fibrila, procentualno se povecava koliina
kolagena tipa I, a smanjuje koli¢ina tipa IIl. Kolagen tipa IV pojavljuje se
homogeno rasporeden po citavom dermisu. Tip VII je u pocetku difuzno
prisutan u ¢itavom dermisu, da bi oko 6. meseca intrauterinog razvica ispoljio
ogranicenu lokalizaciju, zapaZaju¢i se samo u papilarnom dermisu. Nasuprot
ovome, kolagen tipa XIV u pocetku se uocava u vidu primetne mreZe oko
folikula dlaka (u 19. nedelji razvica), da bi kasnije progresivno zauzimao citav
dermis neposredno pre rodenja. Primitivni dermis ubrzo pokazuje dve zone:
gornju, povrsnu, zbijenog sastava, sa krupnim kolagenim fibrilima i donju zonu
sa rastresitim i sitnijim kolagenim fibrilima od kojeg kasnije nastaje retikularni
sloj - sekundarno krzno (corium). U njemu se po rodenju, javljaju i elasticna
vlakna. U prvo vreme njegova granica prema pokoZici je vodoravna, ali se u
daljem razvoju razvijaju grebeni i useci (cristae et sulci), i grani¢na linija uzima
talasast izgled sa mnogobrojnim papilama, zbog ¢ega ovaj povrsni sloj derma

dobija naziv papilarni sloj (pars papillaris cutis). (Kosti¢ 1968 g.)

Krvni sudovi u potkoZznom mezenhimu ispod dermisa razvijaju se u toku
4. nedelje. Granaju se dajuci pojedinacne sudove koji urastaju u dermis krajem
6. nedelje. U 8. nedelji razvijaju se po dva paralelna pleksusa, duboki i povrsni
vaskularni pleksus. Procenjeno je da u koZi novorodenceta ima oko 20 puta viSe
krvnih sudova nego Sto je potrebno za metabolicku aktivnost. Ovaj visak je
neophodan za termoregulaciju novorodenceta. Definitivna vaskularizacija koZze

zavrSava se u prvim nedeljama posle rodenja. (Karadagli¢ 2000 g.)

Hipodermis se prvi put prepoznaje u toku 4. meseca, kad se vezivno tkivo
organizuje u vidu tananih lobulusa, a Celije postepeno pocinju da nakupljaju

lipidne kapi i da se transformiSu u adipocite. Ovaj sloj se izgraduje sa krupnim
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Supljinama, koje su ogranicena vezivnim, ukrStenim, snopovima. (Kosti¢ 1968

g)

Folikuli dlaka najranije se pojavljuju u predelu obrva, o¢nih kapaka,
gornje usne i brade i to na kraju drugog meseca intrauterinog razvi¢a. Na
drugim mestima pojavljuje se tek u 4. mesecu, da bi u toku 5. meseca prakti¢no
svi folikuli bili razvijeni, ukupno oko 5 miliona. Folikuli dlake prvo se razvijaju u
vidu bazalnog zadebljanja ektoderma, zametka dlake. Smatra se da nastanak
ovih zametaka nastaje pod indukcijskim dejstvom mezenhimskih ¢elija. Celije
zametka proliferiSu u dermis i razvijaju se u cilindri¢ne tvorevine sa bulbusnim
proSirenjem na kraju, gde se 4. nedelje posle nastanka zametka razvija
udubljenje, dermna papila. U tom delu epidermne celije diferenciraju se u
germinativni matriks, ¢ijom proliferacijom i specificnom keratinizacijom nastaje
stabljika dlake koja se pomera naviSe kroz kanal u folikulu. Od epidermalnih
¢elija koje oblaZzu folikul razvijaju se omotaci korena dlake. Prva generacija
dlaka nije pigmentisana i naziva se lanugo. One se prvi put pojavljuju u toku 12.
nedelje razvica. NajveCi broj otpada pre rodenja i biva zamenjen grubljim,

pigmentisanim dlakama posle rodenja. (Panti¢ 1980 g.)

Proliferacijom epidermalnih ¢elija nastaju lojne i znojne Zlezde. Lojne
zlezde uglavnom nastaju iz derivata folikula dlaka. Ovi pupoljci nastaju oko 4.
nedelje posle stvaranja zametka dlake. U nekim delovima koZe gde nema dlaka,
lojne Zlezde nastaju proliferacijom epidermalnih ¢elija u dermis. U predelu lica,
zrele lojne Zlezde vide se u toku 6. meseca razvica. Lojne Zlezde prilicno su
aktivne kod fetusa i sedum koji proizvode zajedno sa deskvamiranim epide-
rmalnim cCelijama i ostacima periderma formira zastitni omota¢ na povrsSini

koze, vernix caseosa.

Apokrine znojne Zlezde razvijaju se zajedno sa folikulima dlaka od
izdanaka. Te Zlezde se razvijaju od izdanaka dlakine grede koje niCu na strani
koja zaklapa tupi ugao sa pokoZicom. Krajem 5. meseca u tim punim celularnim
izdancima javlja se pukotina a Zlezda pocinje da funkcioniSe u 7. fetalnom

mesecu inicijalno su prisutne u ve¢em delu tela, ali u kasnijoj fazi razvoja se
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gube i zadrZavaju samo u aksilama, prepucijumu, skrotumu, mons pubisu i labia

minora.

Ekrine znojne Zlezde nastaju u 20. nedelji razvi¢a od pupoljaka bazalnog
sloja epidermisa, slicnih pupoljaka od kojih postaju dlake, koji rastu u dermis i
formiraju veoma izuvijane nerazgranate Zlezde sa jasno ograniCenom
pukotinom. Distalni kraj se smotava u klube, obloZen u prvo vreme dvorednim a
zatim jednorednim epitelom. Centralne celije ovih pupoljaka umiru putem
apoptoze, a periferne Celije diferenciraju se u sekrecijske i mioepitelne celije,
kao i u (Celije izvodnih kanala. MiSi¢ne celije znojnih Zlezda postaju od

metamorfoziranih ektodermalnih éelija. (Kosti¢ 1968 g. Karadagli¢ 2000 g.)

Anatomske promene koZe povezane sa starenjem ostaju donekle
kontraverzne. Zbog varijacije debljine koZe od jednog do drugog dela tela ¢ine
generalizaciju promene debljine stare koZe veoma teSkom. Starenje koZe je spor
ali progresivni degenerativan proces, neizbezan i predvidljivog ishoda. Klinicki,
ostarela koza je atrofitna, suva, naborana sa naglaSenim krvnim sudovima,
kvalitetom transparentnosti i gubitkom elasti¢nosti i potkoZnog masnog tkiva.
Prisutna je izrazita atrofija derma sa destrukcijom kolagenskih i elasti¢nih
vlakana uz poremecaj proliferacijske homeostaze brojnih ¢elija i posledi¢ne
pojave benignih i malignih lezija. Promene u epidermu ostarele koZe nisu
narocCito upadljive. Epidermis postaje vremenom tanji zbog smanjenja broja
keranocita i njihove zapremine. Medutim, roZnati sloj uglavnom ostaje
neizmenjen u pogledu Sirine i kompaktnosti tako da su njegove osnovne
funkcije u celini o¢uvane - transepidermalni gubitak vode manji je u ostareloj
koZi a prijanjanje keratinocita se sa godinama smanjuje. Medutim, detaljnijom
analizom roznatog sloja, zapaZa se gubitak i nepravilnost diskretnih povrsinskih
brazda Sto je verovatno posledica poremecaja arhitekture dermalnih papila.
Keratinocite koje produkuje stratum bazale zadrZavaju priblizno 10%
epidermalne vode, sa starenjem ovaj sloj postaje tanji i gubi sposobnost da

zadrZava vodu.
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Prosecna povrsSina i zapremina korneocita linearno se povecavaju sa
godinama starosti. Povecanje povrsine korneocita znaci istovremeno smanjenje
meducelijskih prostora po jedinici zapremine roznatog sloja Sto bi moglo da
objasni smanjenje transepidermalnog gubitka vode kod starijih osoba.
Deskvamacija korneocita takode je smanjena uz povecanu krutost i smanjenu
rastegljivost roznatog sloja. Kada se ovim osobinama pridoda smanjeni sadrzaj
vode, lako je objasniti izmenjena mehanicka svojstva ostarele koze. Apsorpcija
hidrofobnih supstancija uglavnom je neizmenjena, dok je apsorpcija hidrofilnih
supstancija smanjena. Verovatno objasnjenje leZi u manjem relativnom sadrzaju
vode i pomenutom smanjenju meducelijskih prostora po jedinici zapremine. U
¢elijama granuloznog i spinoznog sloja, najéeS¢e ne mogu da se zapaze znatnije
ultrastrukturne promene. Medutim, bazalni keratinociti pokazaju morfoloske
promene koje mogu da se opiSu kao difuzna epidermna displazija -
heterogenost u velicini, obliku i prihvatanju histoloskih boja. Brzina obnavljanja
epidermalnih celija znacajno je smanjena tako da je vreme zamene roZnatog
sloja dvostruko brze kod mladih osoba. Uz promene u dermisu, opisane izmene
fiziologije keratinocita odgovorne su za usporeno zarastanje rana kod starijih

ljudi.

Naj upadljivije i naj stalnije promene uocavaju se u predelu dermo-
epidermalnog spoja u smislu njegovog zaravnjenja, tj. smanjenja broja dermnih
papila, odnosno epidermalnih precki za preko 50% u odnosu na jedinicu
povrsine koZe i zadebljanje lamine denze. Dok bazalni keratinociti mladih osoba
poseduju brojne citoplazmati¢ne produZetke kojima prodiru u derm, ostarelim
bazalnim epidermalnim c¢elijama ovi produZetci upadljivo nedostaju. Opisane
promene odgovorne su za smanjenje epidermalno-dermne adhezije i
naglaSeniju sklonost ovako izmenjene koZze ka razvoju bula posle manjih
povreda ili u sklopu dermatoza kao Sto su lichen planus ili lihen sklerosus. U
epidermisu starijih osoba ocigledno je smanjenje broja melanocita i
Langerhancovih celija. Broj melanocita se smanjuje za 8-20% svakih deset
godina posle 30 godina Zivota. Posledica toga je smanjena sposobnost

pigmentacije posle izlaganja suncevoj svetlosti, Sto sa svoje strane povecava
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izloZenost bazalnih keratinocita ultraviolentnim zracima i verovatnocu
nastanka karcinoma bazalnih celija. Istovremeno je zabeleZeno smanjenje broja
melanocitnih nevusa. Paradoksalno u ostareloj koZi prisutna je tendencija
preostalih melanocita ka fokalnoj proliferaciji i obrazovanju lentiginoznih
makula-lentigo senile. Pojedinacni melanociti vec¢i su i morfoloski heterogeniji
nego u koZzi mladih osoba. Smanjenje broja Langerhansovih celija jedan je od
uzroka oslabljenog imunog odgovora u koZi i izmedu ostalog, povecanog rizika

od maligne transformacije keratinocita.

Starenjem se sinteza D vitamina u epidermisu smanjuje, a osnovni razlog
je, po svemu sude¢i, smanjenje koli¢ine prekursora, 7-dehidroholesterola.

(Karadagli¢ 2000 g.)

Derm je najveé¢im delom sacinjen od vancelijskog matriksa uredenog u
vidu organizovane mreZe vlakana i osnovne supstancije. Komponente
vancelijskog matriksa su kolagen, proteini koji c¢ine elastinska vlakna,
proteoglikani i glikozaminoglikani. Proteini i ugljeni hidrati vancelijskog
matriksa uti¢u na rast celija i njihovu migraciju u koZi, a sami reguliSu
sopstvenu produkciju. Najve¢im delom, komponente vancelijskog matriksa
sintetizuju fibroblasti kao odgovor na raznovrsne stimuluse iz okoline, kao Sto
su faktori rasta koje proizvode keratinociti, inflamacijske ¢elije i sami dermni

fibroblasti.

Za razliku od epiderma derm, trpi znatno izrazitije promene u procesu
starenja koZe. Najupadljivije promene su starenje derma, dezorganizacija
dermnog matriksa, smanjena vaskularizovanost i hipocelularnost. Posebno je
znacajno smanjenje broja fibroblasta i mastocita, Celije koje su odgovorne za
produkciju citokina i komponenti vancelijskog matriksa. Primetan je gubitak
fascikularnih kolagenih fibrila koje zamenjuju vlakna dezorganizovanog i
granularnog izgleda. Sadrzaj kolagena smanjuje se pribliZzno za 1% godiSnje
posle puberteta. Pored smanjenje ekspresije gena za kolagen u dermnim
fibroblastima, ustanovljeno je i smanjenje ekspresije gena koji kodira

kolagenazu u koZi starijih osoba. Istovremeno, ovi geni u fibroblastima znatno
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slabije reaguju na egzogeno dodate citokine. Imaju¢i u vidu da se sinteza
prokolagena ustaljuje na odredenom nivou posle 30. do 40. godine Zivota,
logicno je pretpostaviti da je smanjenje njegovog sadrzaja u toku daljeg Zivota
posledica pojacane proteolize. Pojacana ekspresija proteazne aktivnosti mogla
bi da objasni ne samo globalno smanjenje sadrzaja kolagena u ostareloj koZi ve¢
i opseznu destrukciju arhitekture vancelijskog matriksa koja je upadljiva
prilikom mikroskopskog pregleda. PoSto kolagen koZi daje cvrstinu, gubitak
integriteta kolagenskih vlakana objaSnjava sklonost ostarele koZe cepanju i pri

umerenoj fizickoj sili.

Hijaluronska Kkiselina i dermatan sulfat najzastupljeniji su
glikozaminoglikani u koZi. Hijaluronska kiselina ucestvuje u izgradnji i
organizaciji vancelijskog matriksa, pospesSuje deadheziju i migraciju celija i
zadrzava veliku koli¢inu vode u vancéelijskom prostoru pospesujuci transport
jona i hranljivih materija u kozi. Hijaluronska kiselina postoji u slobodnom
obliku i vezana je za tkivo pomocu proteina koji vezuju hijaluronsku kiselinu
hijaloadherini (fibrinogen, kolagen, CD44, albumin, hijaluronidaza itd). U dermu
je hijaluronska kiselina uglavnom vezana za mikrofibrile kolagena i leZi izmedu
kolagenskih i elastinskih vlakana. U procesu starenja ukupna Kkoli¢ina
hijaluronske kiseline znacajno se ne menja, ali je ustanovljena promena njene
distribucije unutar KkoZe, povecanje tkivno-vezane frakcije i promena
molekulske mase. Verovatno je da se u procesu starenja koZe primarno
odigravaju znacajne izmene u sastavu i koncentraciji hijaloadherina i da su one

odgovorne za izmenjenu funkciju i distribuciju hijaluronske kiseline.

Lokalizacija hijaluronske kiseline u epidermisu i dermu odraslih osoba: u
epidermisu opada u srednjem delu spinoznog sloja kao i u bazalnom sloju, u
dermalnom sloju se uvecava koncentracija u papilarnom dermu dok opada u
periferiji kolagenskih mikrofibrila i prostoru izmedu kolagenskih i elastinskih

vlakana.

lako cini svega 2% ukupnih proteina koZe, elastin je od presudnog

znacaja za elastiCnost koZe. U toku starenja postoji upadljiva i progresivna

-111 -



14 Materijal

dezintegracija elastinskih vlakana u papilarnom dermu tako da je posle 70.
godine Zivota ovim procesom zahvaena vecina vlakana. Smanjen je broj i
precnik elastinskih vlakana koja izgledaju fragmentovana, posebno u dermo-
epidermalnom regionu, sa "Cupavim" krajevima koji upucuju na delovanje
elastoznih enzima. Postoje takode naglaSene fokalne nepravilnosti u rasporedu
elastinskih vlakana. Sli¢ni, ali daleko izrazitiji poremecaji nalaze se kod solarnog
oSteCenja koZe. Dakle, karakteristika hronoloSkog starenja koZe je progresivna
autodestrukcija elastinskih vlakana koja zapocinje posle 30. godine Zivota i

postaje izraZzena posle 70. godine. (Karadagli¢ 2000 g.)

Naj upadljivije su promene zabeleZene u sadrzaju i kvalitetu elastinskih
vlakana - smanjenje izodezmozina i intaktnih elastinskih molekula sa
povecanjem koncentracije elastinskih fragmenata. Proces starenja u koZi
posledica je smanjenja sadrZaja elastina, njegove pojacane degradacije i lakog
smanjenja sadrzaja kolagena. U koZi starijih osoba registruje se smanjen broj
kapilarnih petlji u papilarnom dermu dok je povrSina poprecnog preseka
dermnih venula smanjena za 35% Sto se klinicki manifestuje u vidu bledila koZe
i sniZenju temperature. Broj mastocita prakticno je prepolovljen, Sto je
verovatan razlog smanjenog prisustva angiogenih (¢inilaca u dermu.
Adventicijska potpora zidova krvnih sudova oslabljena je, Sto uz degeneneraciju
elastinske komponente, objaSnjava povecanu sklonost krvarenju u koZi
(modrice) kod starih osoba. Broj i sekrecijska funkcija ekrinih Zlezda smanjuju
se sa godinama Zzivota. Gubitak organizacije Zlezdanog tkiva i gomilanje
lipofuscina u epitelnim ¢elijama prate ove promene u funkciji. Kod starijih osoba
postoji hiperplazija lojnih Zlezda uz istovremeno smanjenje produkcije loja,
priblizno za 20-30% svakih 10 godina Zivota posle puberteta. Lojne Zlezde
uvecane su sa mnogim hiperplazijskim lobulusima. Dlaka takode trpi znacajne
promene u procesu starenja. Broj termalnih dlaka i dlakinih folikula smanjuje se
i kod muskaraca i kod Zena. Dlake sede zbog smanjenog odlaganja melanina.
Sede dlake sadrze vaskuolizovane, slabo pigmentovane melanocite, dok ih u
potpuno belim dlakama nema ni u papili ni u stablu dlake. Kosa je posebno

sklona gubitku pigmenata, odnosno smanjenju broja melanocita, zbog znacajno
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veceg broja dlaka u anagenu nego u telogenu - duZom proliferacijom u anagenu
dolazi do iscrpljivanja melanocita. Culna percepcija u ostareloj koZi je smanjena.
Smanjen osecaj uz naglaseniju reakciju na Stetne stimuluse verovatno ima za

posledicu iritaciju i lakSe povredivanje ostarele koze.

Prethodno pomenute strukturne i funkcionalne promene u dermu
ostarele koZe uzrokuje rigidnost i ne elasticnost tkiva sa smanjenom
sposobnos$¢u remodelovanja u odgovoru na stres. Prema tome promene nastale
kao posledica hronoloskog starenja klinicki su prilicno neupadljive - stanje kozZe
sa finim borama i gubitak elasti¢nosti. HistoloSke promene takode su
nespecificne i predstavljene progresivnim istanjenjem i gubitkom elastinske
mreZe u dermu, povremeno uz fokalno zadebljanje i dezorjentaciju kolagenskih
vlakana. Sa starenjem se smanjuju funkcije koZe: proliferacija ¢elija, odgovor na
oStecenje tkiva, barijerna funkcija, uklanjanje hemijskih materija, c¢ulna
percepcija, mehanicka =zaStita, imunski odgovor, vaskularna reaktivnost,
termoregulacija, produkcija znoja, produkcija loja i sinteza vitamina D.

(Karadagli¢c 2000 g.)

U morfogenezi i dinamickom preuredivanju derma i drugih vezivnih
tkiva srediSnju ulogu imaju fibroblasti. Proces preuredivanja (remodelovanja)
podrazumeva klazijsku ili destrukcijsku fazu u kojoj Celije razaraju vancelijski
matriks i blastni stadijum u kojem sintetizuju nove proteine i
glikozaminoglikane. Fibroblasti, poput drugih celija, iskazuju najmanje dva
fenotipa, u zavisnosti od prirode signala koje primaju iz okoline. U stanju
mirovanja fibroblasti se samo povremeno dele i sintetiSu male koli¢ine
proteoliznih enzima. U odgovoru na brojne stimuluse, ukljucuju¢i povredu i
zapaljenje, fibroblasti menjaju svoj fenotip (faza aktivacije) ulaze u celijski
ciklus i povecavaju produkciju proteolitickih enzima u vidu proenzimske forme.
Proenzimi metaloproteinaza lokalno se aktiviraju i zapocinje destrukcija
vancelijskog matriksa. Aktivnost kolagenaze dramaticno raste vec prvog
postoperativnog dana na mestu sature. Porodica matriksnih metaloproteinaza
ima srediSnju ulogu u proteolizi dermnog matriksa. Kolagenaza je klju¢ni enzim

u degradaciji kolagena koji zapocinje njegovu digestiju tako da molekul
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kolagena, "odmotan" njenim delovanjem, dalje razara enzim gelatinaza.
Stromelizini 1 i 2 poseduju Siru specifi¢nost za supstrat i deluju na fibronektin
protein jezgra proteoglikana, ne heliksni deo elastina, kolagen II, IV, i VI,
laminin, prokolagene I i IIl i gelatin. U aktivaciji kolagenaze i stromelizina
najvazniju ulogu verovatno ima plazmin. Poput kolagena I elastin podleze
neprestanom procesu remodelovanja ali je ovaj proces znatno sporiji - klju¢ni
enzim u njegovoj degradaciji je elastaza. Imaju¢i u vidu centralnu ulogu
fibroblasta u odrZavanju integriteta derma i ¢injenicu da se u toku procesa
starenja najvaznije promene odigravaju upravo u ovom segmentu koZe, logi¢no
je pretpostaviti da je starenje na neki nacin povezano sa funkcijom ovih ¢elija.
Fibroblasti vezivnog tkiva imaju ograniCenu sposobnost Ccelijske deobe,
priblizno 50-100 deoba u zavisnosti od starosti. Prilikom dostizanja ovog broja
deoba, proliferacija celija se usporava i one postaju refraktorne na indukciju
proliferacije faktorima rasta. Zatim je uoceno da somatske celije sa povecanjem
broja deoba progresivno gube telomerne sekvence na krajevima svojih
hromozoma. Na taj nacin, svakom deobom ¢elije gube pribliZno 50-200 baznih
parova telomernih sekvenci poSto somatske celije, za razliku od germinativnih i
tumorskih, ne iskazuju enzim telomerazu koja je sposobna da oporavi
telomerne sekvence. Dakle, progresivni gubitak genetskog materijala je, po
svemu sudedi, glavni ogranic¢avajuci Cinilac u deobi somatskih ¢elija i fenomenu

starenja.

Mirujudi fibroblasti u dermu dele se na svakih 1-5 godina ali, kako je
prethodno naglaseno uz adekvatne stimuluse brzo ulaze u celijski ciklus i
menjaju ekspresiju brojnih gena. Kad se uporede fibroblasti stare i mlade osobe,
zapaZza se da su ostale cCelije ne samo izgubile mo¢ proliferacijskog odgovora u
prisustvu serumskih faktora rasta, ve¢ i sposobnost modulacije funkcije
fibroblasta u modelovanju vancelijskog matriksa. Medutim ostareli fibroblasti
nisu blokirani u pravom stanju mirovanja vec se nalaze u stadijumu neprestane
delimi¢ne aktivacije. Telomerna hipoteza nudi moguce objasnjenje ovog stanja -
kriti¢cni gubitak telomernih sekvencija DNK izaziva aktivaciju kontrolnih

mehanizama koji blokiraju ¢elijski ciklus. (West 1994 g.)
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[straZivana su svojstva slojeva ljudske koZe za dva razlicita tipa vode za
pi¢e: N-normalna flaSirana voda i Z- Zrenjaninska ¢esmenska voda, koja sadrzi
viSe puta povecanu koncentraciju arsena (99,4 pg/l dozvoljeno 10 ug/l), Cetiri
pupa viSe ortofosfata (0,64 mg/l dozvoljeno 0,15 mg/l), potroSnju KMnO4
(35,47 mg/1 dozvoljeno 8 mg/1) (Sto pretstavlja prisustvo organskih, huminskih,
kiselina) od MDK, povecanu koncentraciju amonijaka (1,22 mg/1 dozvoljeno 1
mg/1), duplo viSe rezidualnog (slobodnog) hlora(1 mg/l dozvoljeno 0,5 mg/1),
gvozda (0,53 mg/l dozvoljeno 0,3 mg/l) i nitrita (0,06 mg/l dozvoljeno 0,03
mg/l) od MDK, vecu elektro-provodljivost (1217uS/cm? dozvoljeno 1000
uS/cm?2 ). Istrazivanjem je obuhvaéeno 20 dobrovoljaca koji su pili pretezno Z-
vodu, od kojih su 15 dobrovoljaca presli na N flaSirani tip voda a 5 dobrovoljaca
nastavili da piju Z vodu. Za sve njih je karakteisana povrsina koze (podlaktica sa
unutrasnje strane) sa OMF i bioimpedancom, onda je uklonjena sva necistoca sa
povrsine kozZe (praSina, povrsinske masnoce, povrsinska voda itd.) sa flasterom
i karakterisan prvi sloj stratum corneuma sa oba metoda, kao i ostatke roznog
sloja OMF metodom sa samog flastera. Onda je koris¢en flaster i karakterisan je
prvi sloj stratum granulozum zatim su karakterisani ostatci stratum
granulozum na samom flasteru, potom je uklonjena prva polovina stratum
granulozum i karakterisana je koZza OMF metodom i bioimpedancom,
karakterisani su i ostaci stratum granulozum na samom flasteru, i na kraju je
uklonjena druga polovina stratum granulozum i karakterisana je voda u lipid-
voda slojevima na samoj koZi OMF metodom i bioimpedancom i potom su
karakterisani ostaci stratum granulozum na samom flasteru. Od dana
eksperimenta tokom sledec¢ih devet nedelja, petnaest dobrovoljaca su pili
uglavnom Z vodu, poceli su da piju N vodu. Posle devet nedelja karakterisali
smo epidermis istom procedurom kao ranije. Ostalih pet dobrovoljaca su
nastavili da piju Z vodu (kontrolna grupa) i takode su karakterisani procedurom
kao ranije. Eksperiment je nastavljen joS 16 nedelja i ponovljena je ista
procedura. U eksperimentu, su ucestvovali dobrovoljci razliitih godina (od 23
do 78), pola (Sest muSkaraca i devet Zena) i tipa koZe dva i tri. U kontrolnoj

grupi je bilo svih pet u€esnica Zenskog pola (43 do 97 godina) Ucesnici su dali
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pristanak pre eksperimenta. Relativna vlaZznost i sobna temperatura su 48 +0.2

% i 22+0.3 °C.

OMF tehnika je zasnovana na svojstvima elektrona materije (kovalentne
veze, vodoni¢ne veze, jon-elektron interakcije, van der Waals interakcije) i
njihove interakcije sa svetloS¢u. OMF je metoda u cijoj osnovi je interakcija
elektromagnetnog zracenja sa materijom u opsegu vidljive svetlosti, koja stepen
interakcije prenosi sa tankih povrSinskih slojeva na pristupnost vecim
dubinskim regijama u tkivu koje mogu varirati od nekoliko desetina
mikrometara sve do nekoliko stotina mikrometara. Stepen dubine ispitivanja
interakcije zavisi kako od optickih osobina tkiva tako i od talasne duZine
primenjene svetlosti koja je u slu¢aju metode OMF polihromatska (difuzna bela
svetlost). Na ovaj nacin odabrana pobuda sadrzi komponente svih talasnih
duZina, unutar opsega od 400-800 nm, i u koZu prodire priblizno do slojeva
papilarnog derma. Prednosti metode OMF u odnosu na ostale opticke metode

su:

1. Jednostavna aparatura i rukovanje, brz postupak snimanja uz
istovremenu digitalizaciju svih prikupljenih informacija.

2. Dobijanje selektivnih informacija o magnentim osobinama materijala
na bazi optickih svojstava (interakcija).

3. Brza obrada velikog broja uzoraka.

4. PovrsSina koju je moguce istraZiti je velika u poredenju sa ostalim

metodama.

Metod je orginalno razvijen za rani kancer koZe i otkrivanje melanoma
od MySkin, Inc, USA. (Koruga Tomic 2008. Bandic Koruga Mehendale
Marinkovich 2008.) OMF metod je koriS¢en za karakterizaciju plazme krvi,
kontaktna sociva i vode. Algoritam za analizu podataka je zasnovan na
hromatskom dijagramu zvanom ,Maksvelov trougao” i skup operacija za odnos
prema (R-B)&(W-P). Skra¢ene oznake znace da crvene minus plave talasne

duzine bele svetlosti i reflektovana polarizovana svetlost (zasnovana na
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Brevsterovom wuglu) su koriS¢ene za algoritam spektralnog skupa za

izracunavanje podataka za optomagnetni fingerprint materije. (Koruga 2008.)

Merenje bioimpedance je uraden sa BIA-1 (NanoLab, Serbia) analizator
na 9, 30,47 i 100 KHz, sa ulazom napona od 1.5 V do 5.0 V (pik prema piku), sa
dve elektrode (nerdajuci celik dijametra 10 mm, razdaljina izmedu centara

elektroda je 30 mm).

Uradena je biopsija koZe Cetiri ispitanika u ORS Hospital Beograd. Skinut
je sloj koZe do dermisa sa svim stratumima epidermisa, kod tri dobrovoljca
nakon unoSenja N vode tokom 9 nedelja i jednog dobrovoljca koji je nastavio da
pije Z vodu. Uklonjeni slojevi KoZe su istrazivani AFM Mikroskop Atomskih Sila

(NanoProbe JEOL, Japan).
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5. SADRZAJ, METODE I TEHNIKE ISTRAZIVANJA

5.1. Sadrzaj istrazivanja

U ovom poglavlju opisane su metode i tehnike koje se upotrebljavaju kao
i definisanje bioloske vrednosti vode, razmatranje sa raznih aspekata. Data je
formula i obrazloZeni su detaljno svi elementi koji ulaze u sastav formule za
biolosku vrednost vode: BVV = MB + HS+ odnos H-O-H/X-H...Y-H + veli¢ina i tip
klastera (veli¢ina i vrsta jonsko-vodenog kompleksa) + paramagnetizam/

diamagnetizam vode (dinamike kompleksa jona i vode).

Necistoce u vodi Cine: gasovi: ugljen dioksid, azot, kiseonik, amonijak.
Suspendovane i koloidne Cestice: glina pesak skeleti biljaka. Rastvorene soli: soli
koje Cine tvrdocu, soli koje ne Cine tvrdocu. Organski sastojci: organske kiseline,
Secer, alkoholi, humus, treset, mikroorganizmi. Mnogi od sastojaka vode za pice
su prirodne materije, koje se unose u vodu iz tla i vazduha. Neki su prirodni
proizvodi otpad ljudi i Zivotinja. Ostali su vesStacke ili sinteticke materije koje

nalaze svoj put do vode.

Voda za pi¢e mora da zadovolji odredene higiensko-zdravstvene
kriterijume. Ti kriterijumi podrazumevaju mikrobiolosku, fizicko-hemijsku i
organolepticku ispravnost vode. Tu su jo$ i zahtevi vezani za radioaktivnost,
pesticide, teSke metale i ostale specijalne supstance. Dozvoljeno je da 5%
uzoraka vode godiSnje (17 dana godiSnje) bude mikrobioloski neispravno,
budu¢i da to ne ostavlja posledice po zdravlje. Kada je re¢ o hemijskoj
ispravnosti vode, dopusteno je konzumiranje hemijski neispravne vode do 20%
uzoraka, prakticno 72 dana u toku godine. Medutim, treba naglasiti da tzv.
toksi¢ne supstance imaju tatno ograniCenje kada se prevedu u maksi-
malno dozvoljene koncentracije, voda se oznacava kao neispravna za pice,
odnosno ako se radi o toksi¢nim supstancama, zabranjuje se za humanu
upotrebu. Voda u procesu dezinfekcije, od proizvodaca do potrosaca na ¢esmi,

mora da sadrzi odredenu koli¢inu preparata, zbog sekundarnog zagadenja, u
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ovom slucaju hlora, to su vrednosti od 0,3 do 0,5 mg po litru vode koja se
permanentno unosi. U zavisnosti od sadrzaja organskih materija, proizvodi
dezinfekcije su bromidi, organski ugljenik i drugi, moZe do¢i do specifi¢nih
reakcija izmedu hlornih preparata i organskih materija u vodi i stvaranja jedne
grupe jedinjenja, tzv. trihalametana, koji su mutageni, odnosno karcinogeni,
bromata, izvesnih kiselina i ostalih. MikrobioloSke zagadivace Cine bakterije,
virusi i protozoe. Voda je znacajan izvor transmisije razlic¢itih infektivnih
agenasa (bakterija, virusa, gljiva i helminata) pa se mikrobioloske karakteristike
javljaju kao znacajan parametar kvaliteta vode. Mikroorganizmi mogu inficirati
coveka konzumiranjem kontaminirane vode za pice. MikrobioloSke osobine su:
ukupne koliformne bakterije (gram negativni Stapi¢i koji fermentiSu glukozu uz
proizvodnju kiseline i gasa na t 37 C° tokom 48 h), koliformne bakterije fekalnog
porekla (fermentiSu glukozu na t=44 C° u roku od 24 h), ukupan broj mezofilnih
bakterija, Pseudomonas aeruginosa, streptokoke fekalnog porekla, sulfito-
redukujuce Kklostridije, Proteus vrste, ukazuju na ne samo fekalno zagadenje
nego i na prisustvo organskih materija u procesu raspadanja. Sulfitoredukujuce
bakterije su pokazatelji fekalnog zagadenja jer redukuju sulfite i sulfide u
crevnom traktu ljudi i Zivotinja. Najve¢i znacaj za mikrobioloski kvalitet vode
imaju patogene koliformne bakterije E. coli. Salmonela typhi i druge salmonele,
Shigella spp., Vibrio cholerae, Pseudomonas aeroginosa. NajceS¢i uzrok
mikrobioloSke neispravnosti su: povecan broj aerobnih, mezofilnih i ukupnih
koliformnih bakterija, E. coli i Streptocoocus feacalis. Naj rasprostranjenije
bolesti koje se prenose vodom, prouzrokovane su unosom vode, koja je
kontaminirana fekalijama koje sadrze patogene bakterije ili viruse su: kolera,
tifus, amebna i bacilna dizenterija. Svojstva mikrobioloskih agenasa u vodi za
pice je da nisu rastvoreni u vodi ve¢ su izdvojeni. Cesto su u vidu suspendovanih
Cestica, tako da se infektivna doza ne moZe odrediti iz njihove prosecne
koncentracije. Verovatno¢a za nastanak infekcije zavisi od invazivnosti i
virulencije patogenog agensa, kao i od imuniteta pojedinca. Ako infekcija
nastane patogeni se razmnoZavaju u domacinu tako da ne poseduju
kumulativno dejstvo voda za pi¢e ne sme sadrzati patogene agense, indikatore

fekalnog zagadenja, niti enteroviruse. Sve pija¢e vode ne smeju sadrzati E. coli
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ili termostabilne koliformne bakterije ni u jednom uzorku u 100 ml, kao ni u
jednom uzorku precis¢ene i dezinfikovane vode od 100 ml vode. Bakterioloski
parametri od kojih zavisi upotrebna vrednost vode je: ukupan broj aerobnih
mezofilnih bakterija u 1cm3, najverovatniji broj ukupno prisutnih koliformnih
bakterija u 1dm3, broj sulfitoredukujucih klostridija u 1dm3 vode, kao i konacne
identifikacije svih izolovanih bakterija. Na kvalitet vode u zavisnosti da li se
koristi povrSinska ili podzemna voda, uti¢u fizioloSke grupe bakterija:
razgradivaci organskih materija, heterotrofne i oligotrofne bakterija, kao i broj
proteolitickih, saharoliti¢kih, amilolitickih i lipolitickih bakterija. Cestice
zagadenja fino rastvorene, mineralnog i organskog sastava se mogu naci
suspendovane u vodi za pice i proizvode negativne efekte na ljude. Mnoge vrste
Cestica posredno, putem apsorpcije olakSavaju transport toksi¢nih supstanci i
patogenih organizama i uti¢u na efikasnost dezinfekcije. Cestice organskog
sastava mogu indirektno omoguditi stvaranje hlornih jedinjenja reakcijom sa
hlorom u vodi. Potrosnja KMnO4 ukazuje na povecanje sadrzaja organskih
materija koje troSe KMnOs i redukuju Kiseonik, maksimalno dozvoljena

koncentracija utroSenog KMnO4 je do 12 mg/I.

Neorganski sastojci vode su rastvorljivi gasovi (kiseonik, ugljen dioksid,
azot, radon, metan, vodonik sulfid.). Pozitivni joni metala i metaloida (Al, As, K,
Mg, Na, Ca, Zn, Cu, Mn, Se, Pb, Hg, Cd, Cr, Sn, Mo, Ni...) Neki su i pri vrlo niskim
koncentracijama Stetni za ljudski organizam (Pb, Hg. As i Se) drugi su u
odredenim koncentracijama esencijalni za ljudski organizam (Ca, Mg, K, Na).
Negativni joni su: fluoridi, hloridi, nitrati, fosfati, sulfati i karbonati. Sintetske
organske materije (pesticidi, benzen, aromati¢ni ugljovodonici, ugljen-
tetrahlorid u vodu dolaze preko zagadenja, uglavnom su toksi¢ni po ljude a
mnogi i karcinogeni. Osnovni fizicko-hemijski i hemijski parametri, koji uticu na
kvalitet vode za pice su: temperatura, ukus, miris, boja, mutnoca, providnost,
prisustvo plivajucih Stetnih i opasnih materija, Ph vrednost, rastvoreni kiseonik,
procenat zasi¢enja kiseonikom, petodnevna biohemijska potroSnja kiseonika,
koli¢ina kiseonika u mg/ml potrebna za oksidaciju biorazgradivih organskih

materija (BPK), utroSak kalijum permanganata, hemijska potrosnja kiseonika
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(HPK), totalni organski ugljenik, suspendovane materije, ukupni fosfati,
ortofosfati, elekroprovodljivost, suvi ostatak, alkalitet, ukupna tvrdoca, gvozde,
amonijacni azot, nitriti i nitrati. Dopunski hemijski parametri su sadrZzaj:
hlorida, fenola, anjonskih deterdZenata, bakra, cinka, olova, nikla, kadmijuma,
arsena, Zive i mineralnih ulja. Periodi¢no ispitivani parametri su: organohlorni
insekticidi (DDT, HCH i Lindan), triazinski herbicidi (atrazin, simazin, propazin),
derivati hlor fenoksi karbonskih kiselina, policiklicni aromati¢ni ugljovodonici
(PAH) i polihlorovani bifenili (PCB). (Pravilnik o higijenskoj ispravnosti vode za
pi¢e 1999.) Parametri vode znacajni za zdravlje, koji se rutinski ispituju
pretstavljaju: organolepticki (ukus, miris, boja prozirnost) izmenjena ukazuju

na prisustvo necistoca i fizicko-hemijski.

Miris, faktor koji uti¢e na kvalitet vode za pice, ve¢ina organskih materija

i neke neorganske uti¢u na ukus ili miris i zamucéenost.

Boja u vodi moZe biti zbog neorganskih jona, kao Sto su gvozde i mangan

ili humusa i treseta.

Mutnoca vode je smanjenje transparentnosti zbog prisustva praskastih
materija, kao $to su glina i mulj, fino rasprSenih organskih materija, planktona
ili drugih mikroorganizama. Svi oni uzrokuju da se svetlost rasprSava i
apsorbuje. Koloidne materije obezbeduju mesta za apsorpciju hemikalija koje
mogu biti Stetne za zdravlje ili uzrokuju neZeljenu promenu mirisa i ukusa.

Maksimalna dozvoljena vrednost je 1INTU.

Temperatura utice na ukus vode i osnovni je fizicki pokazatelj stanja
vode (zavisi od mesta nalaZenja i godiSnjeg doba za podzemne vode je 10°C). Ph
u vodenom rastvoru je u prirodnim vodama generalno izmedu Ph 4 i Ph 9
obi¢no je regulisan ravnoteZom izmedju CO: i karbonata. Ve¢ina voda je
neznatno bazna, (veta od Ph 7), zbog prisustva bikarbonata i karbonata.
Varijacije u Ph nastaju uglavnom zbog hidrolize soli jakih baza i slabih kiselina

ili obrnuto. Rastvoreni gasovi kao ugljen dioksid, vodonik sulfid i amonijak
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takode uticu na Ph vrednost. Ph ispod 6 omogucuje koroziju oslobadajuci Zn, Pb,

Cd, Cu. Prihvatljive vrednosti Ph su: 6,5-9.

Tvrdoca vode je uzrokovana prisustvom u vodi polivalentnih metalnih
katjona i uglavnom je zbog Ca** i Mg** jona. Tvrdoca je mera sposobnosti vode
da reaguje sa sapunom. Apsolutno meke vode su neukusne, korozivne su i
rastvaraju metale, u vezi su sa kardiovaskularnim bolestima. Tvrdo¢a vode se
izrazava kao ekvivalent u koli€ini kalcijum karbonata. U zavisnosti od
interakcije drugih faktora kao Ph i alkalitet nivo tvrdoce izmedu 80 i 100 mg/1
se smatra da poseduje prihvatljiv odnos izmedu korozije i taloZenja. Smatra se

da je prihvatljiva tvrdo¢a od 800 mg/I.

Specifi¢na provodljivost je kapacitet vode da provodi elektricnu struju.
Ova osobina zavisi od prisustva jona i stoga je pokazatelj prisustva jona. Ovo
svojstvo se odnosi na ukupnu koli¢inu jonizovanih materija u vodi i temperature
na kojoj se vrsi merenje. Priroda raznih rastvorenih materija, njihove stvarne i
relativne koncentracije i jonske jaCine sustinski uticu na provodljivost vode.
Maksimalno dozvoljena koncentracija jona je 1000 mg/l Sto odgovara

provodljivosti od 1000 puS/cm?.

GvozZde moze biti u koli¢ini od nekoliko miligrama po litri bez promene
boje ukusa i zamucenosti. Ukus se ne menja pri koncentraciji ispod 0,3 mg/Il.
Zamucenost i boja mogu da se razvijaju u cevima na koncentraciji 0,05 do
0,1mg/l. Potreba za unos gvozda u organizam je 10-50 mg/danu. Gvozde ima
mali rizik za zdravlje ali je smetnja u preteranim koli¢cinama. Dugo
konzumiranje vode sa povecanim sadrZajem gvozda moZe dovesti do Kronove
bolesti, oboljenja jetre (hemosiderosa). Gvozde potstice rast gvozdevitih
bakterije i daje rdast izgled, kolonije ovih bakterija mogu formirati sluz koja
izaziva probleme u vodi. Povec¢ana koncentracija izaziva neprijatan miris i sjaj

na povrsini vode.

Hloridi su jedan od glavnih neorganskih anjona u vodi. U vodi slan ukus

proizvodi jon hlorida ¢ija je koncentracija promenljiva i zavisi od hemijskog
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sastava vode, ukus slanoce je promenljiv u zavisnosti od hemijskog sastava
vode. Nema podaka da su hloridi povezani sa zdravljem ljudi. Ogranicenje
koncentracija vode je 250 mg/l. Visok sadrzaj hlorida dovodi do korozije
metalnih cevi i metalnih delova. Nema dokaza da je unoSenje hlorida Stetno za

ljude.

Ukupno rastvorene Cvrste materije su suvi ostatak nakon zagrevanja na
103-105 °C. Mnoge rastvorene materije u vodi su nepoZeljne. Rastvoreni
minerali, gasovi, organski sastojci mogu da dovedu do pojave neugodne boje
mirisa i ukusa. Neke od organskih materija koje su rastvorene u vodi mogu
trositi rastvoren kiseonik, druge su inertne tokom bioloSke oksidacije, dok su
neke kancerogene. Vode visoke koncentracije su laksativi i ¢esto mogu biti
izvori zdravstvenih problema. Mera je koncentracije mineralnih materija u vodi

i pretstavlja opsti pokazatelj kvaliteta vode.

Sulfat se prirodno nalazi u vodi, visoke Kkoncentracije, narocito u
kombinaciji sa magnezijom, imaju veliki fizioloski efekat ¢iS¢enje, dehidrataciju,
iritaciju gastrointestinalnog trakta. Prisustvo sulfata u vodi za pi¢e dovode do
primetne promene ukusa, sulfati doprinose koroziji cevovoda. U prirodnim
vodama mogu biti prisutni u koncentraciji od nekoliko mg/l do nekoliko hiljada

mg/1. Maksimalno prihvatljiva koncentracija je 500 mg/1.

Nitrati, obi¢no se javljaju u tragovima ali mogu biti visokih nivoa u nekim
podzemnim vodama. Pojavljuju se zbog oksidacije amonijum jedinjenja ili usled
oksidacije nitrita i mogu biti toksi¢ni u koncentraciji od 1mg/1, dovodi do bolesti
methemoglobinemije kod beba. Maksimalno dozvoljena koncentracija nitrata je
45 mg/l. Izvori su raspadanje organskih materija i geoloSkih formacija koje
sadrze rastvorljiva jedinjenja azota. VeCe koncentracije pretstavljaju

zdravstveni rizik.

Alkalitet je kvantitativna sposobnost vode da reaguje sa jakim kiselinama
i oznacava se sa Ph. To jest kapacitet vode da neutraliSe kiseline. Funkcija je

karbonata, bikarbonata i sadrZaja hidroksidnih jona. Visoka koncentracija
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dovodi do neprijatnog ukusa, poremecaja sistema organa za varenje i formiranja

kamenca. Maksimalna poZeljna koncentracija je 500 mg/1.

Magnezijum je opSti konstituent prirodnih voda. Magnezijumove soli
bitno doprinose tvrdodi vode koje se taloZe i daje glavni doprinos tvrdo¢i vode.
Koncentracija magnezijuma moZe da varira od 0 do nekoliko stotina mg/1, pri
visokim koncentracijama nije riziCan za zdravlje. Poreklom je iz stena koje
sadrZe magnezijum. MoZe da doprinese neZeljenom ukusu, iz estetskih razloga

je maksimalno dozvoljena koncentracija 200 mg/1.

Kalcijum je jedan od vaznijih sastavnih molekula u stenama. Jedan je od
najvaznijih sastojaka prisutan u vodama od 0 do nekoliko stotina mg/l u
zavisnosti od izvora i tretmana. Jedan je od glavnih razloga za tvrdocu i nije
rizican za zdravlje u povecanim koncentracijama. Prisustvo kalcijuma je usled
prolazka vode kroz i preko kre¢njaka, dolomita i drugih sedimenata koja sadrze

kalcijum. Ne postoje maksimalno prihvatljive granice za kalcijum.

Bakar se nalazi kao sulfid, oksid, karbonat ili mineral u stenama, Siroko je
rasprostranjen u prirodi. Bakar prirodno ulazi u vodu raspadom minerala, kao
industrijski, kao insekticid i iz bakarnih cevi za distribuciju. MoZe da se javi u
obliku jona ili u kompleksnim grupama kao S$to su cijanidi, hloridi, amonijak ili
organski ligandi. Rastvorene soli bakra u malim koncentracijama su otrovne.
Vazan je i koristan element u organizmu Coveka i smatra se netoksi¢nim osim u
velikim koncentracijama. Ucestvuje u koroziji aluminijuma i cinka i daje vodi

nepozeljan gorak ukus. PoZeljna granica za bakar je 0,05mg/1.

Mangan, unos moZe biti visok do 20 mg/danu bez ociglednih loSih
efekata. Moze biti neprijatan ako je deponovan u vodovodu i dovodi do promene
boje i ukusa vode. Koncentracije ispod 0,1 mg/l su prihvatljive, koncentracija
mangana moze da varira sa lokalnim okolnostima. Izaziva nagomilavanje
bakterija u vodovodnim cevima. Maksimalno prihvatljiva koncentracija je

0,05mg/I1.
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Fluoridi su u tragovima prisutni u mnogim vodama. U veéim su
koncentracijama u podzemnim vodama. Koncentracija fluorida se razlikuje od
vrste stena kroz koje proticu i obicno ne prelazi 10 mg/l. Povecana
koncentracija fluorida je povezana sa stomatoloSkim i skeletnim fluorozama
(1,5 mg/1) ili sa karijesom <1mg/l. Maksimalno dozvoljena koncentracija je

fluorida u vodi za pice je 1,5 mg/l.

Cink, bitan je i koristan element u telu. Smatra se da nije toksi¢an. Voda
koja sadrzi vise od 0,5 mg/I cinka poseduje tendenciju da se preliva, na povrsini,
a kad se kuva razvija masni film i poseduje nepoZeljnu osobinu da skuplja usta.
Koncentracija iznad 5 mg/l moZe dovesti do gorkog ukusa i promenu boje vode

pa pretstavlja maksimalnu dozvoljenu koncentraciju.

Fosfat, javlja se u tragovima u mnogim prirodnim vodama. Poveéana
koncentracija omogucuje rast algi u vodenim rezervoarima. Nisu primecene

Stetne pojave kod ljudi.

Karbonati mogu postojati kad Ph vode prelazi 8,3 Sto se retko deSava u

prirodnim vodama, maksimalno prihvatljiva koncentracija ne postoji.

Bikarbonati su glavni oblik alkalnosti. Prekomerne koli¢ine bikarbonata

u kombinaciji sa kalcijumom dovodi do taloZenja tokom zagrevanja.

Hidroksid doprinosi ukupnom alkalitetu vode, skoro nikad nije prirodno
prisutan u vodi. Natrijum dospeva u vodu raspadanjem soli sedimenata i
kontaktom sa magmatskim stenama. Maksimalna dopustena koncentracija je

300 mg/1.

Kalijum, koncentracija u vodi za pi¢e dostiZe jedva 20 mg/l iako je sedmi
po zastupljenosti na zemlji. Ne postoji maksimalno dozvoljena koncentracija u

vodi.

Bor Siroko rasprostranjen u prirodi, nivoi u vodi su Siroko promenljivi i

viSi u podzemnim nego u povrsSinskim vodama. Dospeva erozijom iz prirodnih
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izvora. Maksimalna prihvatljiva koncentracija je 5 mg/l, vrednosti iznad imaju

zdravstvene efekte.

Selen, sadrZaj u vodi za pice je 0,01 mg/l i izvor je samo 10% od dnevne

potrebne doze selena.

Aluminijum, ne postoji maksimalno dozvoljena koncentracija alumi-
nijuma u vodi za pice. U velikim koliCinama izaziva oSteCenje nervnog sistema,

bubrega i srca.

Arsen, prirodni izvori kao Sto je tlo je Cest uzrok pojave arsena u vodi.
Broj poremecaja kod ljudi je povezan sa unosom arsena preko vode za pice.
Nema dokaza o bilo kojoj specifi¢noj bolesti povezanoj sa arsenom, maksimalno

dozvoljena koncentracija arsena je 10ug/1.

Barijum, prisutan je u magmatskim i sedimentnim stenama. U vodi se
javlja samo u tragovima uprkos izobilju u prirodi. MoZe izazvati ozbiljne defekte
na srcu, krvnim sudovima i nervnim celijama. Maksimalna dozvoljena

koncentracija je 1 mg/1.

Kadmijum, glavni izvor je hrana, pa unos vodom treba da bude Sto manyji.

Prihvatljiva maksimalna koli¢ina u vodi je 0,005 mg/1.

Hrom, prirodno je najceS¢e u trovalentnom stanju, ne smatra se
otrovnim, u sirovoj vodi se moZe oksidovati do Sestovalentnog stanja tokom

hlorisanja, u ovom stanju je toksican za ljude.

Olovo, prirodne vode retko sadrze vise od 0,005 mg/l. Olovo moZe biti
prisutno u vodi iz prirodnih izvora ili samog domacdinstva. Olovo je opSte
metabolicki otrov koji izaziva razlic¢ite poremecaje kod ljudi, posebno nervnog
sistema. Deca su najosetljivija na trovanje olovom. Maksimalna prihvatljiva doza

za ljude je 0,01mg/1.

Uranijum dospeva u vodu iz prirodnih sedimenata i iz fosfatnih dubriva

koja poseduju uranijum prose¢no 150 ppm i mogu doprineti sadrZaju uranijuma
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u podzemnoj vodi. Konzumiranje vecih koli¢ina uranijuma doprinosi ostecenju

bubrega. Maksimalno dozvoljena koncentracija iznosi 100 pug/I.

Cijanidi su otrovi za coveka, koriste se u mnogim industrijskim

procesima. maksimalna prihvatljiva koncentracija je 200 pg/ml

Ziva je toksi¢ni element, sa posebno $tetnim dejstvom na centralni nervni
sistem. Nema fizioloSki korisnih funkcija u organizmu. Maksimalna
koncentracija prihvatljiva za Zivu je 1pg/l, vode sadrZze daleko manje Zive od tog

nivoa.

Primarne elemente koji uticu na zdravlje, u vodi za pice ¢ine maksimalne
koncentracije, za Sest metala: barijum, kadmijum, hrom, olovo, Ziva i srebro.
Dodatni metali su berilijum, kobalt bakar, magnezijum, mangan, molidben, nikal,
kalaj, vanadijum i cink. Natrijum je narocCito interesantan zbog njegove
asocijacije sa drugim metalima. Drugi neorganski sastojci vode koji poseduju

znacaj za coveka Cine: arsen, selen, fluor, nitrat, sulfat, Ziva i olovo.

Voda za pic¢e treba da bude: bistra, bezbojna, bez mirisa i ukusa,

organskih primesa, ne suviSe tvrda i mikrobioloski ispravna.

Opasnost od unoSenja hemijskih materija u vodi za pi¢e se ocenjuje
laboratorijskim studijama toksi¢nosti i epidemioloSkim istraZivanjima, koje
imaju za cilj da pruZe informacije o zdravlju ¢oveka. Rizik je samo deo jednacine
za bioloSku ispravnost vode, drugi deo je korist za izloZeno stanovnistvo.
Nemoguce je garantovati vodu bez rizika. Ve¢ina eksperimentalnih rezultata na
kojima pociva sadasSnje znanje o toksi¢nosti su zasnovani na proucavanju
posledica doza na ¢oveka i Zivotinje i ve¢ih doza od onih koje su mnogo vece od
uobicajenih koncentracija u vodi. Velika je neizvesnost u proceni rizika po
zdravlje koji unoSenje neke materije moZe imati na Coveka jer postoji

kombinovani efekt dva ili viSe zagadivaca.
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Bioloski pokazatelj kvaliteta, odredivanje vrste i koli¢ine bakterija u vodi,
zavisi od fizickih i hemijskih karakteristika, prirodno voda sadrZi ne patogenu

mikrobioloSku populaciju

Najc¢eS¢i uzroci fiziCko-hemijske neispravnosti vode su: povecana
mutnoca i boja, poviSene koncentracije amonijaka, nitrata, nitrita, gvozda,

mangana, arsena kao i povecan utrosak KMnOs,

Higijenski ispravna voda za pice je voda koja odgovara u pogledu:
mikrobioloSkih osobina, fizickih, fizicko-hemijskih i hemijskih osobina,
neorganskih, organskih supstancija i pesticida, ostataka dezinfekcionih
sredstava i sporednih proizvoda dezinfekcije, radioloskih osobina. Maksimalno
dopustene koncentracije neorganskih materija u vodi za pi¢e u ppm su: NH3, As,
Cu, Ba, B, CN, Zn, F, Cr, Cl, Cd, Ca, K, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, NO3, NO2 ,Pb, Se, Hg.
Maksimalno dopustene koncentracije organskih supstanci u vodi za pi¢e u ppm
su: aromati¢ni ugljovodonici, policiklicni aromati¢ni ugljovodonici, hlorovani
alkani, hlorovani benzoli, hlorovani eteni, pesticidi, koagulaciona i flokulaciona

sretstava, dezinfekciona sredstava i sporedni proizvodi dezinfekcije.

Posto voda nije prost rastvara¢ i inertan medijum za biohemijske
reakcije, tj. odvijanje Zivotnih funkcija, BVV nije samo MB+HS, kako se doskora
tvrdilo i ugradivalo u normativna akta o higijenskoj ispravnosti vode za pice, ve¢
i strukturisana zbog njenog polarnog karaktera i stoga obrazovanja mreZe
vodoni¢nih veza. Treba u opsStu formulu za BVV ukljuciti i odnos vodoni¢nih
veza koje se formiraju izmedu molekula vode i vodoni¢nih veza koje molekuli
vode formiraju sa drugim atomima koji su prisutni u vodi, $to ¢ini kapacitet
vode da brzo i efikasno hidratiSe bioloSke strukture, od ¢ega isto zavisi BVV.
Druga komponenta vode od koje zavisi njen hidratacioni potencijal tj. bioloska
vrednost je velicina i tip klastera vode, koji su spontani oblici
samoorganizovanja molekula vode, Sto je posledica veliCine i vrste vodeno
jonskog kompleksa. Dinamika obrazovanja i razgradnje ovih vodenih kristala je

pracena promenom odnosa dijamagnetizma i paramagnetizma S$to je posledica
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promene spina valentnih elektrona molekula vode, a time i svojstava vodoni¢ne

veze, od Cega zavisi formiranje molekularnih struktura vode.

BioloSka vrednost vode je odredena, pored njene mikrobioloske
vrednosti i hemijskog sastava i njenom prostorno vremenskom samo-
organizacijom na koju utiCu sve materije rastvorene u njoj. Sve hemijske i fizicke
osobine vode zavise od vodoni¢nih veza, lokalno menja svoju gustinu kako
vodoniCne veze postaju pravije i jace ili iskrivljene i slabije. Tecna voda se
sastoji od meSavine kratkih, pravih i jakih vodoni¢nih veza i dugackih slabih i
izvijenih vodoni¢nih veza sa mnogo prelaza izmedu ovih ekstremnih stanja, ova

rastojanja i njihove varijacije rastu sa pove¢anjem temperature.

Vodonicna veza je entalpijski povoljan, kvazi linearan vodoni¢ni most
izmedu dva negativno polarizovana nevodoni¢na atoma, koji dovode jezgra
nevodoni¢nih atoma na rastojanje manje od zbira hemijske veze donora i
vodonika i odgovaraju¢ih van der Waalsovih radijusa. Sa formiranjem
vodoni¢ne veze izmedu dva molekula vode, redistribucija elektrona menja
sposobnost za dalje vodoni¢no vezivanje. Svaki molekul vode na sobnoj
temperaturi ucestvuje prosecno u 3.59 vodonicne veze. Molekul vode koji daje
atom vodonika ima povecanu gustinu elektrona i to je region "usamljenog para”,
koji potsti¢e obrazovanje vodoni¢ne veze i prihvatanjem molekule vode joj se
smanjuje gustina elektronskog oblaka u kiseonikovom atomu i njegovom
preostalom regionu "usamljenog" para, koji potstice dalje davanje ali sprecava
dalje primanje, obrazovanje vodoni¢ne veze. Vodoni¢ne veze se racvaju, kad su
oba vodonikova atoma jedne molekule vode povezani vodoni¢nim vezama, ili
jedan vodonikov atom istovremeno formira vodoni¢nu vezu sa druga dva
molekula vode, kad poseduju manje od pola snage normalne vodoni¢ne veze
(veza se popola razdvaja) i poseduje malu energiju za preuredenje vodonicne
veze. Bilo kakva nuzna rotacija moZe takode izazvati savijanje ili istezanje
drugih vodoni¢nih veza. Racvanje vodoni¢nih veza ne uzrokuje raskidanje
mreZe molekula vode i jedino se deSava kad se prekinuta vodoni¢na veza
oslobada a usamljen par prihvata dolaze¢u vodoni¢nu vezu donora. Grananje na

tri dela vodonicne veze, kada jedan vodonikov atom formira istovremeno
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vodoni¢nu vezu sa tri molekula vode formiraju¢i lik tetraedra, ima samo jednu
Sestinu snage normalne vodoni¢ne veze po svakoj trecini racvaste vodoni¢ne
veze. Energija vodoniCne veze zavisi od pritiska, temperature i trenutne okoline
molekula vode od oprjentacije i pozicije ostalih atoma koji su sa ili bez
vodoni¢nih veza iu opsegu vrednostije od 4.5 do 10 kcal/mol ili 20 KJ/mol. Sto
je jaCa vodonicCna veze to je slabija kovalentna, Sto utice na daljinu vodoni¢ne
veze a time i na njenu jacinu. Energija linearne vodoni¢ne veze zavisi od
relativne orjentacije molekula vode zbog vodoni¢ne veze. Ove vodonicne veze
mogu brzo da se rearanZiraju kao odgovor na promenu uslova i okruZenja.
Eksponencijalno vodoni¢na veza slabi sa duzinom, prekida se kad je duZina veze
veca od 0.31 nm ili ugao veze manji od 146°, mada najveéi deo energije
vezivanja preostaje i uzrokuje mnogo savijanja, ali kraée veze mogu biti
relativno jake. Razli¢ite komponente doprinose energiji vodonicne veze:
elektrostaticke interakcije izmedu usamljenog para elektrona i protona
susednog molekula vode doprinose najviSe oko 7 kcal/mol, razmena elektrona
koja je pracCena polarizacijom orbitale i vrednosti se menjaju u okviru jednog
reda velicine, kvantno mehanickim efektima elektrona i jezgara atoma,
odbijanje je rezultat preklapanja elektronskih orbitala usled rastojanja manjeg
od zbira van der Waals radijusa. Energija vodoni¢ne veze je veoma osetljiva na
nelokalne efekte stanja najbliZeg susednog molekula vode. Obrazovanje ili
raskidanje vodoni¢ne veze moZe uvecati ili smanjiti obrazovanje ili raskidanje
vodoni¢ne veze u okolini. Kooperativni efekt, uticaj okolnih molekula vode na
formiranje vodonic¢ne veze, se ogleda u skra¢ivanju 0-0O razdaljine, izduZivanju
donorske O-H veze, uvecanju 1.5 K] mol-! energije vodoniCne veze, menjanje
moda rastezanja O-H donorske veze. Ovo utiCe na smanjenje ili uvecanje
vodonicCne veze. Vodoni¢na veza izmedu molekula vode traje 1 - 20 ps dok je
vreme raskidanja oko 0.1 ps sa "klimanjem". DuZina H-O kovalentne veze u
molekulu vode je 0.1 nm dok je duzina O...H vodonic¢ne veze 0.18 nm. Vodoni¢na
veza povezuje atome X i Y koji poseduju vecu elektronegativnost nego atom
vodonika tako da je X-H, kovalentnom vezom vezan atom sa atomom vodonika,
pretstavlja donor vodonicne veze dok je Y akceptor vodonicne veze.

Termodinamicka stabilnost jonskog kompleksa u rastvoru je jeko zavisna od
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ovakvih vodoni¢nih veza. Medu atomske razdaljine u X-H..Y sistemu su
razlicite, X je u vodi kiseonik i njegova razdaljina od atoma vodonika je 95-110
pm vezan kovalentnom vezom za atom, dok je rastojanje vodoni¢ne veze u
zavisnosti od drugog atoma ~160 do 200 pm (u slucaju vodoni¢ne veze izmedu
molekula vode duZina veze je prosecno 195 pm) gde je X: O, N C, halogena Y: O,
N, S, halid, halogen itd. Razlicite vrste voda se razlikuju po svojim odnosima
izmedu vodonicnih veza medu molekulima vode, gde je atom kiseonika akceptor
i drugih oblika vodoni¢nih veza gde je neki drugi elektronegativniji atom sa
usamljenim parom elektrona akceptor. Odnos vodoni¢nih veza razli¢itih
karakteristika: duZine, energije, trajanja i ugla vodoni¢ne veze u vodi odreduje
brzinu i efikasnosti hidratacije, bioloske vrednosti vode, koja zavisi od
interakcija molekula vode sa raznim elektromagnetnim poljima. DuZina
vodoni¢ne veze koja je najpovoljnija za njenu organizaciju a time i za svojstva
hidratacije je 162 pm Sto je u skladu sa pravilom zlatnog preseka. Vodonicna
veza poseduje dualnu prirodu, klasi¢nu, elektrostaticku i kvantnomehanicku
prirodu, elektricne i magnetne sile valentnih elektrona molekula vode su
odredene Plankovom konstantom. Vodoni¢ne veze mogu biti jake da li¢e na
kovalentne i poseduju mnoge od njenih osobina dok druge mogu biti toliko
slabe da se teSko mogu razlikovati od van der Waals interakcija. Da bi neka X-H
grupa formirala vodoni¢nu vezu X ne mora biti izrazito elektronegativna nego je
potrebno da X-H grupa bude neznetno polarna, ovaj uslov ispunjavaju grupe kao
C-H, P-H i neki hidridi. X-H grupa reverzne polarnosti moZe formirati
direkcionalnu interakciju koja je paralelna sa vodoni¢nom vezom. Suprotni deo
Y ne mora biti delimi¢no elektronegativni atom ili anjon nego moZe biti
snabdevan stericki dostupnom koncentracijom negativhog naelektrisanja.
Opseg energija disocijacije vodoni¢nih veza moZe biti od 0,2 do 40 Kcal/mol-1.
Moguce funkcije i delimi¢no tip vodonicne veze zavisi od hemijskog sastava
vode. Veoma jake vodonicne veze se formiraju ako se Pk, vrednosti podudaraju
dok ako se veoma razlikuju vodoni¢ne veze nisu previse jake. Vodonicne veze u
rastvorima mogu biti: jonske, kvazi kovalentne, jake, umerene, slabe. Jake
vodoni¢ne veze mogu biti grupisane u nekoliko klasa, vodonitne veze asocirane

sa negativnim i pozitivnim jonima. Ja¢a vodoni¢na veza je viSe linearna, ugao X-
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H..Y veze je bliZi vrednosti 180° i kracta je H..Y razdaljina. Slabe
nekonvencionalne vodonic¢ne veze C-H...X, X-H...C i C-H...C nisu uvek paralelne i
razlikuju se od van der Waals interakcije po karakteristikama zavisnim od
rastojanja, lakSe se raskidaju, duZe su sa uglom blizem 90°, radije bifurkiraju,
vodonikov atom ucestvuje u dve vodonicne veze. MreZa vodonicnih veza moze
da se karakteriSe u odnosu na X i Y atome, zbog njihovih razlicitih fizickih i

hemijskih svojstava, korisnije je da se razvrstaju na intra i inter mollekularne.

Glavni faktor u dinamici i trajanju vodoni¢nih veza izmedu molekula
vode je interakcija jona sa molekulima vode usled ¢ega i odreduju strukturu i
dinamiku mreZe vodonic¢nih veza, delimi¢no razgraduju mreZu vodoni¢nih veza
i njihove razdaljine. Joni menjaju mreZu vodonicnih veza u vodi. Molekuli vode
teZe da interreaguju sa razli¢itim materijama koji su u njoj rastvorene, od kojih
su mnoge naelektrisane, zbog svoje polarnosti. Hidratacioni broj je broj
molekula vode koji je vezan za rastvorak tako da Cine njihov sastavni deo.
Hidratacioni broj varira sa razli¢itim molekulima rastvorka. Na* 3.9+0.5, Ca%*
1242, Al3+ 22+2, Fe3* 18+2 molekula. Molekuli vode formiraju hidratacioni
omotac¢ oko molekula rastvorka. Oko rastvoraka se formira i sekundarni visoko
uredeni omotac. Kooperativno ponasanje molekula vode igra sustinsku ulogu u
razli¢itoj dinamici molekula vode u razli¢itim okruzenjima. Ultra brza dinamika
vode i voda jon interakcije je od velikog znacaja za razumevanje interakcije u
bulk vodi i mnogo kompleksnije voda rastvorak interakcije. Dinamika
molekulka vode se odvija u opsegu 1 do 100 fs. Hidratacioni omota¢ vode oko
jona formira relativno postojanu dobro definisanu strukturu. Razlike izmedu
hidratacionih omotaca i bulk vode su rezultat velike razlike u vremenskoj
razmeri fluktuacija koje uti¢u na duzinu vodoni¢ne veze. U hidratacionom
omotacCu fluktuacije su rezultat veoma sporih deformacija hidratacionog
omotaca koje ukljucuju reorganizaciju velikih delova lokalne strukture vode. U
bulk vodi fluktuacije utiCu na duZinu vodoni¢ne veze, ovaj proces je lokalne
prirode Sto ga Cini znatno brzim. Priroda ovih fluktuacija vode sa elektronskim
stanjem rastvorenih materija je od kljutnog znacaja za hemijsku reaktivnost

vode, odgovor razli¢itih vodenih rastvora na razliCite vrste elektronskih
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poremecaja ukljuCuju¢i poremecaje dipolnih momenata ili naelektrisanja
rastvorka uzrokuje promenu dinamike i organizaciju mreZe vodoni¢nih veza.
Dinamika vodoni¢nih veza izmedju hidratacionog omotaca i molekula bulk vode
je mnogo sporija nego dinamika vodoni¢nih veza u bulk vodi. Za izmenu
molekula vode izmedu hidratacionog omotaca i bulk vode je potrebno vreme od
1 ps do nekoliko stotina ps. Vodoni¢ne veze izmedu para-Hz0, ne poseduju
osnovno stanje spina, jaCe su i traju duZe od vodonic¢nih veza izmedu orto-H20
molekula vode. Monovalentni jon u vodenom medijumu se sastoji od centralnog
naelektrisanja okruZenog slojem molekula vode u termalnom kretanju. U prvom
hidratacionom omotacu ili koordinisanom omotacu molekuli vode su jako
povezani sa centrom jona, dok su ostali slojevi vode viSe ili manje poKkretni.
Pojedinacan monovalentan jon poseduje sfericki hidratacioni omotac
orjentisanih molekula vode dok je voda oko ovog omotac¢a kontinualni
dielektri¢ni medijum. Molekularna konfiguracija vode unutar hidratacionog
omotaca je elektri¢na i kratkog dometa interakcija izmedu jona i ovih molekula
vode. Unutrasnji omotal je sfericna Suplina sa niskom dielektricnom
konstantom na racun dielektricnog zasi¢enja zbog veoma jakog elektri¢nog
polja. Za par jona situacija je mnogo komplikovanija. Razmak izmedu jona nije
manji od 90% pojedinacnog jonskog kompleksa. Suprotan jon igra ulogu u
definisanju strukture i dinamike vode. Priroda anjona determiniSe stepen reda

u reSetki i postojanje hidratacije.

U vodi lanci vodoni¢nih veza su kooperativni dok su molekuli vode
dezorganizovani i u stalnom pokretu. Karakterizacija i vizuelizacija vodenih
struktura, njenih dinamickih svojstava i njene distorzije je zbog prisustva
rastvoraka moguca. Vodeni rastvor elektrolita omogucuje funkcionisanje
hemijskih mehanizama prirodnih i biolosSkih sistema, koji znacajno zavise od
vrste jona prisutnih u rastvoru. Na strukturu i dinamiku molekula vode izvan
prvog hidratacionog omotaca jona u rastvoru uticu molekuli jona. Voda i jon
poseduju kratkodometne jon dipol interakcije. Rastvor vode se moZe smatrati
kao rastvor dve vrste voda jedan je u prvom hidratacionom omotacu i ostalih

skupova vode na koje naizgled ne utice prisustvo jona u vodi. U kojoj meri se ovi
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strukturni efekti mogu zanemariti u odnosu na dinamiku jonskih rastvora je i
dalje nejesno. Da bi se razumeli jonski rastvori kao i organizacija vode, potrebno
je ne samo detaljno razumevanje dinamike i strukture ova dva tipa voda, nego i
potpuno razumevanje mehanizma konverzije ove dve vrste populacija vode. U
vodenom okruZenju rastvoreni joni funkcioniSu kao polarizabilan medijum koji
favorizuje razdvajanje jona koji se privlace. Molekuli vode su orjentisani u
hidratacionom omotacu. Molekularna priroda vode daje udeo u buduc¢im
efektima hidratacije. Medusobni uticaj izmedu energetike vodoni¢nih veza i
efekta pakovanja molekula vode u velike gustine ima uticaja u kompleksnoj
dinamici u kojoj koperativna hidrataciona kretanja mogu biti vazna za prelazno
stanje. Disocijacija jonskih parova moZe obuhvatiti barijeru prelaza u pravcu
kolektivnih koordinata koje nisu jednostavne da se lociraju i karakterisu.
Karakteristika hidratacije jona u vodi je esencijalana za razumevanje uloge ovih
jona u hemijskim i bioloskim procesima. Kad voda intereaguje sa supstancom
koja je rastvorena ona ne moze ucestvovati u drugim procesima hidratacije.
Drugi efekat jona je promena lokalne organizacije molekula vode izvan
hidratacione sfere. Polarizacija i transfer naelektrisanja poseduje kooperativni
efekt. Apsorpcija i deapsorpcija vode je pokrenuta kompeticijom izmedu
povrsine jona i jon/voda energije vezivanja i kontinuirano se odvija u zavisnosti
od termalnih efekata. Oko jona se stvara hidratacioni omotaci, koji u zavisnosti
od stepena hidratacije moZe biti delimicno popunjen. Manji joni sa vetom
povrSinskom gustinom naelektrisanja su bolje hidratisani za razliku od vecih
jona sa manjom gustinom povrsSinskog naelektrisanja. Hofmaisterova serija
klasifikacije jona po njihovoj sposobnosti da menjaju strukturu vode tj. da
stvaraju hidratacioni omotac koji je viSe ili manje labavo vezan za jon ukazuju
na gustinu povrsSinskog naelektrisanja. Jako hidratisani Mg?*< Li*< Na*< Cs*
slabo hidratisani za katjone i ne usporavaju reorjentaciju molekula vode dok su
kod anjona jako hidratisani SO42-> Cl-> [-> ClO4 slabo hidratisani i usporavaju
dinamiku reorjentacije molekula vode u hidratacionom omotacu. Mreza
vodonicnih veza molekula vode je sposobna da omogucdi brzu rekonfiguraciju,
da primi i olakSa hidrataciju jona ili omogu¢i hemijsku reakciju. Uticaj

naelektrisanih cCestica na dinamiku vodoni¢nih veza je izuzetno vazan.
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Hidratacioni omotaci sluZe kao primarni hladnjaci za visak energije za razlicite
hemijske transformacije, fluktuacije vode u tecnom stanju definiSu koordinate
reakcija, odreduje reakcije sa slobodnom energijom i odreduju dinamiku
reakcija vode. U prelaznom stanju skupa prvi hidratacioni omotac stvara
prostor za molekule vode koje dolaze i gustina vode raste u drugom
hidratacionom omotacu. Molekularna praznina izmedu drugog i treceg
hidratacionog omotaca ubrzava ovo rearanZiranje. Smanjuje se trend hidratacije
sa povecanjem veli¢ine anjona i katjona. Za male hidratisane jone krace je
vreme za reorganizaciju molekula vode u odnosu na vece jone. U hidrataciji jona
postoji koperativnost. Rigidna hidratacija se odvija u kombinaciji jakog katjona i
jakog anjona kod koje je voda fiksirana u svim pravcima. Polu rigidna hidratacija
se odvija u slucaju kombinacije jakog jona sa slabo hidratisanim suprotno
naelektrisanim slabim jonom kod kojeg voda nije fiksirana u svim pravcima. Sa
porastom koncentracije jona se usporava dinamika mreZe vodoni¢nih veza. Naj
veCi efekt na dinamiku hidratacionih veza dolazi od hidrofilnih grupa koje
usporavaju dinamiku mnogo viSe od hidrofobnih grupa koje stvaraju jace
vodoni¢ne veze i ispoljavaju umeren efekt na kinetiku prekida mreZe

vodonic¢nih veza. (Harvey Lodish 2004.)

Ultrabrza dinamika izmedu molekula vode i voda jon interakcije se
znatno razlikuju $to je od velikog znacaja kako za razumevanje teorijskih
aspekata tako i za razumevanja interakcija u bulk vodi i sloZenih interakcija
izmedu vode i makromolekula. Bioloska vrednost vode je odredena i dinamikom
ovih raskida vodoni¢nih veza, kao i veza jon voda koji trajanjem u bulk vodi i
hidratacionom omotacu oko jona, utiCu na raspolozivost, efikasnost i brzinu
vodonicnih veza za hidrataciju bioloSkih struktura. Ovaj proces je izazov, jer se
dinamika vode odvija u opsegu od nekoliko desetina do nekoliko stotina
femtosekundi dok su kod jona od stotinak femptosekundi do nekoliko
pikosekundi. Ova dinamika ukazuje da je vibraciona eksitacija molekula vezane
vode odvojena od vibracione ekscitacije bulk sistema vode. Dinamika, trajanje i
ponovno formiranje vodonicnih veza sa raznim jonima se razlikuje i zavisi od

veli¢ine jona, povrsinske gustine naelektrisanja i osobina samog jona. Trajanje
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voda voda vodoni¢ne veze sa kalcijumovim jonom je duZe nego ta interakcija sa
natrijumovim ili amonijumovim jonom. Vodoni¢na veza izmedu polarne grupe i
molekula vode se raskida i ponovo formira brze kod kalcijumovog jona,
indukujuéi da postoji jako nadmetanje izmedu jona i molekula vode na povrSini
kompleksa. Uvodenjem jona se raskida postojeta mreza vodoni¢nih veza,
molekuli vode se rearanziraju da bi se smestio jon. Molekuli vode su sa
raskinutim vodoni¢nim vezama Sto je energetski nepovoljno, medutim sam jon
moZe da formira vodoni¢ne veze sa molekulima vode, Sto kompenzuje gubitak
vodoni¢nih veza izmedu molekula vode, Sto rezultuje u ukupnoj negativnoj
slobodnoj energiji hidratacije. Doprinos ovih favorizovanih jon voda interakcija
zavisi od jacine i od broja vodoni¢nih veza koji se formiraju tokom hidratacije
jona. VecCe naelektrisanje uzrokuje jaCe vodoni¢ne veze, dok manje na-
elektrisanje uzrokuje slabije vodoni¢ne veze. Pored toga znak naelektrisanja je
od vaznosti za energiju hidratacije. Hidratacija anjona je povoljnija od
hidratacije katjona zbog rasporeda molekula vode u prvom hidratacionom
omotacu oko anjona koji je mnogo kompatibilniji sa prirodnom strukturom
vode. Veliki jon remeti lokalnu mreZu vodoni¢nih veza u vecoj meri, Sto je
energetski nepovoljno. Naelektrisanje je kod velikih jona viSe delokalizovano
Sto uzrokuje slabljenje vodoni¢nih veza sa vodom. Veéi jon poseduje veci
hidratacioni omotac i zato formira vodoni¢ne veze sa viSe molekula vode Sto je
povoljnije. Ukupan efekt na mreZu vodoni¢nih veza jako zavisi od specifi¢nosti
jona, od geometrije i veliCine hidratacionog omotaca. Ve¢i joni poseduju manju
energiju hidratacije od malih jona. Voda jon vodoni¢na veza je jaca od voda voda
vodonicne veze jer uticaj spoljnjeg polja mnogo viSe uznemirava molekule vode.
U sistemu voda joni postoji kompeticija izmedu voda jon kompleksa i voda voda
molekula. Vezivanje molekula vode oko jona razliitih veli¢ina je u vezi sa
lokalizacijom naelektrisanja. Sasvim je razlicita hidratacija kod delokalizovanog
naelektrisanja. Vezivanje jon voda je ekstramno jako, jer mali joni poseduju vece
naelektrisanje. Razli¢iti joni poseduju razliCite energije vezivanja i
uznemiravanje lokalne strukture vode. Kolektivna dinamika molekula vode je
uslovljena ekvilibrijumom voda rastvorak interakcije elektrostaticke energije i

imaju iznenadujucu sli¢cnosti sa bulk svojstvima. Joni koji razbijaju strukturu
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vode imaju u blizini povrSine veéi uticaj. Ovo uti¢e na dinamiku reorjentacije
molekula vode i mobilnost jona. Veoma mali joni teZze da se suprotstave
otvorenoj strukturi vode, zato Sto pokuSavaju da reorjentiSu okolne molekule
vode sa koncentracijom naelektrisanja molekula vode ka naelektrisanju jona i
guraju reorjentisane molekule unutra teze¢i da zatvore strukturu. Veci jon
(odgovarajuce velic¢ine zavisne od gustine sistema) mogu stabilizovati otvorenu
strukturu, jer veci joni mogu puniti praznine lakSim guranjem molekula vode.
Hidratacioni omotac¢ oko vecih jona je slican hidratacionom omotacu oko gasa.
Joni su grupisani u dve grupe kosmotropi i haotropi prema tome da li stvaraju
red ili nered u vodi. Oba tipa jona su okruzena molekulima vode koji formiraju
hidratacioni omotac koji ih razdvaja od ostalih jona. Kosmotropi snazno vezuju
okolnu vodu i stoga poseduju vecu pozitivnu aktivacionu energiju za razliku od
haotropa koji slabije vezuju molekule vode. Hidratacioni omotac se sastoji od
jednog sloja molekula vode, jaki kosmotropi mogu posedovati 5-6 molekula
vode u svom hidratacionom omotacu za razliku od jakog haotropa koji moze
vezati jedan ili nijedan molekul vode i molekuli vode mogu formirati
medusobno vodoni¢ne veze, zatvaraju jon u strukturu nalik kavezu, klatrat,
manje je krut hidratacioni omotac i vodoni¢ne veze brZe menjaju ili reorjentisu
partnere. Geometrija jona je limit broja molekula vode koja je asocirana u
neposrednom susedstvu sa hidratisanim jonom. Mali broj molekula vode u
neposrednom susedstvu sa jonom, koordinacioni broj moZe imati vrednost od 4
do 9 za katjon u zavisnosti od njegove velicine. Primarne hidratacione sfere
katjona trece periode Na* Mg2+ i Al3* se sastoje od Sest molekula vode
oktaedralno rasporedeni, i verovatno koriste 3s 3p i dve od tri d atomskih
struktura oko katjona. Fe2?* poseduje sedam molekula vode u prvom
hidratacionom omotacu. Sekundarni hidratacioni omotac se sastoji od molekula
vode koje su vodoni¢nim vezama vezani za molekule vode primarnog omotaca i
ispoljavaju elektrostaticke interakcije sa centralnim jonom. Sekundarni omotac
se granici sa bulk vodom. Veoma je brza izmena molekula vode izmedu razlic¢itih
pozicija oko jona i bulk vode. Hidratacija anjona je elektrostaticka sa dodatnim
povezivanjem vodoni¢nim vezama. Broj molekula vode zavisi od veliCine

naelektrisanja i prirode jona. Monoatomski anjoni kao halidni joni poseduju
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primarni hidratacioni omota¢ slican hidratacionom omotacu monoatomskog

katjona.

Magnetska svojstva vode mogu se objasniti ponaSanjem elektrona.
Elektron poseduje naelektrisanje i kako se krec¢e proizvodi magnetno polje.
Njegovo orbitalno i spinsko kretanje doprinose magnetnim svojstvima. Svaki
elektron u atomu ima orbitalni i spinski dipolni moment koji se vektorski
zbrajaju i daju rezultantni magnetski dipolni moment elektrona. Rezultantni
dipolni momenti pojedinih elektrona u atomu daju vektorsku rezultantu
magnetskog dipolnog momenta atoma. Rezultantni magnetski dioplni moment
pojedinih atoma daje rezultatni magnetski dipolni moment vode. Voda sa
dijamagnetskim svojstvima poseduje malu negativnu susceptibilnost, dok voda
sa paramagnetskim svojstvima poseduje malu pozitivhu susceptibilnost.
Susceptibilnosti paramagnetskih i dijamagnetskih stanja vode su reda veliCine
10-%. Voda sa dijamagnetskim svojstvima u spoljnjem magnetskom polju stvara
slab dipolni magnetski moment sa smerom suprotnim spoljaSnjem magnetskom
polju. Ovi dipoli, tj. vrtloZne struje, stvaraju se na atomskom nivou i to nezavisno
od tipa atoma. Ako je spoljasnje polje neuniformno, na dijamagnetski materijal
vodu djeluje sila koja ga odvla¢i od podrucja s vecim magneskim poljem u
podrucje s manjim poljem. Kad se valentni elektron nade u magnetskom polju
indukuje se elektri¢no polje koje djeluje tako da ubrzava ili usporava ugaonu
brzinu kretanja elektrona. Ovaj efekat se javlja usled kvantno mehanickog spina
kao i ugaonog momenta elektronske orbitale. Kod vode koja se nalazi u
paramagnetnom stanju u spoljasnjem magnetskom polju svaki atom ima
permanentni (stalni) magnetski dipolni moment, ali su dipolni momenti
nasumicno orijentirani i voda kao celina nije namagnetisana. Medutim,
spoljasnje magnetsko polje moZe delimicno da izravna atomske dipolne
momente tako da voda moZe posedovati relativno mali dipolni moment u smeru
spoljasnjeg polja. Ako je spoljasnje polje ne uniformno, na molekule vode deluje
sila koja ga privlaci u podrucja s ve¢im magnetskim poljem. Ovi diopli imaju vrlo
slabu medusobnu interakciju tako da su slucajno orijentirani kad nema

spoljasnjeg magnetskog polja. Ove magnetske osobine vode poticu od
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trodimenzionalne mreZe vodoni¢nih veza koje stvaraju molekuli. Magnetno
polje jaCa vodonicne veze preko spina elektrona atoma koji ucestvuju u
obrazovanju vodoni¢nih veza. PoSto se voda smatra da je dijamagnetik ne bi
trebala biti pod uticajem magnetnog polja. Toplotno kretanje delimi¢no
naelektrisanih molekula vode, delom ucestvuju u Lorencovoj sili kad deluje
magnetno polje. Suzbijanjem termalnih sila Lorencova sila ¢ini vodoni¢ne veze

jacim Sto uslovljava porast tacke topljenja.

Magnetsko/dijamagnetske osobine vode zavise od razlike u prostornoj
gustini spina elektrona, magnetne sukceptibilnosti, vremena opuStanja,
molekularne difuzije, broja jonskih koordinacionih mesta, koncentracije i vrste
jona, paramagnetskih helata, kvantnog broja spina, magnetnog momenta, jon
proton rastojanja, karakteristike hemijske i molekularne strukture. Koherentno
ureden domen unutar vode pokazuje skoro perfektan dijamagnetizam koji je
slab. Paramagnetska/dijamagnetska svojstva ukazuju kako elektri¢ni i magnetni
momenti dipola nose informaciju u vodenom elektrolitu. Memorisanje
informacija omogucava da bioloska svojstva vode zavise od proslosti elektri¢nih
i magnetskih dipola unutar vodenog rastvora. Energija magnetskog polja je
mnogo redova veli¢ine manja od energije vodoni¢ne veze. Energija ekscitacije
elektrona molekula vode je reda velicine 10-12 a energija magnetskih svojstava
vode iznosi 10-20. Energija raskidanja prve vodoni¢ne veze molekula vode je 0.7
eV veca od raskidanja druge, Sto je rezultat kooperativhog karaktera
obrazovanja vodoni¢nih veza $to je uslovljeno redistribucijom (polarizacijom)
elektronskog oblaka molekule vode koja ucestvuje u obrazovanju vodoni¢ne
veze. Redistribucija znaCi da sistem elektrona i protona medusobno
interreaguju zadovoljavajuci zakon o ocCuvanju kretanja ili momenta kretanja

(kompletan spin) i energije.

BioloSki sistemi generiSu svoje sopstveno magnetno polje kroz proces
prelaza dijamagnetizam/paramagnetizam. Ziva biéa su poluprovodnicke
organske strukture koje se sastoje od dijamagnetske tecnosti sa distribuiranim
paramagnetskim komponentama. Oni formiraju paramagnetni koloid u

dijamagnetskom medijumu koji moZe da prede u paramagnetsko stanje. Priroda
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paramagnetizma bi mogla biti porast (dinamika) donor akceptor auto
kompleksa izmedu molekula i porast broja delokalizacija m elektrona.
Vodonitne veze su uzrok paramagnetske promene. Vodoni¢na veza vezuje
paramagnetni proton za dijamagnetni atom kiseonika, Sli¢na situacija se odvija
kod drugih tipova vodoni¢nih veza kao H-N, H-S. U svim slucajevima je proton
vezan za jako dijamagnetska jezgra atoma. Vodonik je paramagnetican, kao
kiseonik u atomskom stanju. Paramagnetizam se javlja sa porastom broja
neuparenih spinova elektrona. Voda poseduje koherentne polarizovane domene
radiusa 10> cm, neki domeni sadrze jone. Joni u vodi nisu u staticnom stanju,
vec osciluju upravo zato Sto se kidaju veze izmedju molekula vode i jona. Kad se
pokida veza sa pozitivnim jonima oni osciluju ka gore, Sto dovodi do
paramagnetizma, a kad se pokida sa negativnim jonom osciluje ka dole sto

uzrokuje dijamagnetizam.

Tecna voda je sastavljena od treperavih Kklastera pentagonalno i
heksagonalno kordinisanih molekula u kojima su O-H veze i dva usamljena para
elektrona atoma kiseonika rasporedena na tetraedralno simetrican nacin. U
rastvoru molekuli vode teZe da formiraju pentagonalne i heksagonalne klastere
gde preovladuje pentagonalna struktura c¢iji klasteri teZe da stvore zatvorene
povrsSine moguce sa magi¢nim brojem, koje su posebno stabilne. Molekuli H20,
zahvaljuju¢i neravnomernom rasporedu elektricnog naelektrisanja po svom
obimu, su sposobni da se medusobno privlace i obrazuju haoti¢ne rojevite
strukture i uredene klastere "vodene kristale". Veze u takvim asocijacijama su
vodoni¢ne. Ona je jako slaba, lako razruSiva, za razliku od kovalentne veze.
Slobodni nevezani u asocijaciji molekuli H20 su prisutni samo u vrlo maloj
kolicini. U osnovi voda je skup neuredenih rojeva i "vodenih kristala" u kojima
koli¢ina molekula koji su povezani vodoni¢nim vezama dostiZe stotine jedinica.
Klasteri mogu imati najraznovrsnije oblike, u osnovi grade je tetraedar, a ba$
takav oblik poseduje raspored pozitivnih i negativnih naelektrisanja u molekuli
vode. Grupisuci se tetraedri molekula vode obrazuju razne trodimenzionalne
strukture. Voda je viSe nalik na “gel“ sastavljen od pojedinacnih ogromnih

klastera vezanih vodoni¢nim vezama. Njihovo postojanje je u vremenskom
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rasponu 10-12-10-9 sec, rotacija i druga termalna kretanja uzrokuju raskidanje
pojedinacnih vodoni¢nih veza i ponovno formiranje nove konfiguracije koje su
uvek promenljive. Klasteri su u stvari lokalni diskontinuiteti ¢iji veli¢ina i uticaj
zavise od faktora koji su zavisni od temperature i pritiska. Trajanje klastera i
vodonicne veze su nezavisni jedan od drugog, neke kombinacije su stabilnije od
drugih. Struktura klastera moZe trepereti izmedu statistickog i topografskog
ekvivalenta klastera ali obuhvata razli¢ite molekule pomerajuci centar klastera.
Sa porastom temperature prosecna veli¢ina klastera ali i integritet i veli¢ina
klastera manje gustine se smanjuje. Struktura i osobine klastera vode uti¢u na
energetiku i dinamiku molekularnih procesa u koje su ukljuceni klasteri vode.
Klasteri molekula vode utiCu na proces hidratacije, puteve hemijske reakcije,
energetike i dinamike hidratisanih rekcija u rastvoru. Kako raste veliCina
Klastera potencijal za viSestruke interakcije voda voda raste. Molekule u
vodenom rastvoru reaguju jedna sa drugom, reakcija zavisi od relativnog
poloZaja i orjentacije molekula a ne samo od njegove brzine. Mali klasteri vode
koji sadrze N*-Cl- jonske parove u prisustvu molekula vode pokazuju sustinsku
redukciju medu jonskog privlacenja i stabilizuju vodom razdvojene jonske
parove, Sto zavisi od veliCine klastera. Slicno se desava i kod Na+*-Na*i CI-Cl-
parova jona u vodenom klasteru. Ovo je primeceno i za druge elektronske
parove. Za velika medujonska razdvajanja, sile hidratacije poseduju kohezivnu
ulogu sprecavajuci jone da napuste klaster. U kompleksu sistema jonskih parova
dolazi do reorganizacije molekula vode tako da klaster sadrZi jedan jon. Jonski
parovi stvaraju komplekse u kom su hidratisani, molekuli vode razdvajaju
parove jona a dehidratacijom se ponovo obrazuju jonski parovi. Joni CI-
razdvojeni molekulima vode mogu da borave u blizini Na* jona u poziciji
razdvojenoj vodom. Vreme disocijacije je u vremenskom intervalu reda veli¢ine
10 ps. Fluktuacija promene oblika klastera u difuznom kretanju molekula vode
doprinose procesu opustanja zavisno od vremena. Dinamika hidratacije u vodi
sa klasterima srednje velic¢ine je razlicita od one u bulk vodi. Klasteri traju
mnogo duZe vremena nego vodonic¢na veza, efekat vodoniCne veze je sinergican,
direktivan i ekstenzivan. Efekt je pojacan dodatnim efektom polarizacije i

rezonantnim intermolekularnim transferom O-H rezonantne energije
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posredstvom dipol dipol interakcije i vodoni¢nih veza, reorjentacija jednog
molekula indukuje odgovarajuce kretanje susednog. Kompleksnost klastera
vode je zbog velikog broja razli¢itih aranZzmana vodoni¢nih veza koji utiCu na
njegova svojstva. Relativna proporcija razli¢itih polimera vode je specifican
ekvilibrijum specificnih geometrijskih konfiguracija. Dinamika geometrijskih
konfiguracija klastera vode u interakciji sa rastvorcima se ispoljavaju kroz
dinamiku dijamagnetizma/paramagnetizma. VeliCina klastera vode utice na
efekt i stepen hidratacije. Ukupan broj moguc¢ih konfiguracija molekula vode
(klastera) prelazi 3 miliona. Utvrdena je linearna korelacija izmedu energije
klastera i prosec¢nog naelektrisanja vodonikovog atoma, donora koji u¢estvuje u
vodonicnoj vezi i usled izazvane polarizacije je izvor kooperativnosti. Klasteri
molekula vode postaju sve dominantniji kako se smanjuje koli¢ina supstanci u
vodi. Hidratisani joni poseduju veliki efekat polarizacije kojom privlace
molekule vode oko sebe. Stabilni klasteri koji se slobodno okupljaju su prisutni
u vodenim rastvorima niskih koncentracija jona. Veli stepen polarizacije
naelektrisanja jona dovodi do velike promene dipolnog momenta i gustine
medijuma oko jona, menjaju se lokalne gustine i lokalni dipolni momenti naglo u
funkciji rastojanja od jona i vece su na kracem rastojanju od jona. Fragmentacija
klastera u energitnom pomeranju ¢e omoguciti formiranje zona tecnosti u
kojima su u jednom trenutku poravnati domeni Sto izaziva promenu
dijamagnetskih/paramagnetskih svojstava vode koja prati formiranje i
razruSavanje klastera. Sjedinjavanje ovih domena i nastajanje ovih regiona
dovodi do obrazovanja polimorfnog stanja tecnosti koje su metastabilna
konfiguracija tecnosti. Klasteri vode se periodicno razgraduju i stvaraju ponovo,

vreme tranzicije je 1012 sekundi.

Trimeri, tetrameri, pentameri i heksameri vode su najdominantnije
strukture indentifikovane u vodi, poseduju ciklicnu strukturu minimalne
energije. Veci klasteri poseduju trodimenzionalnu strukturu. Heksamer prelazi
od ciklicne u trodimenzionalnu strukturu. Ovi agregati molekula vode povezani
slabim vezama variraju u veli¢ini od malih oligomera do klastera od nekoliko

hiljada molekula c¢ija je unutraSnjost amorfna. U klasterima postoje razliciti
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koordinacioni obrasci molekula vode. Obi¢no klasteri u cistoj vodi sadrze 10-
100 molekula. Klasteri vode pokazuju veliku raznovrsnost struktura i prelaza
izmedu familija struktura koji se menjaju i veli€ini klastera. Familija linearnih
lanaca je stabilna jedino kod malih klastera n=2 . Prstenaste strukture koje
obezbeduju ekstra vodoni¢nu vezu u grupi od 3-6 prstena su stabilni i mogu da
obezbede dve vodoni¢ne veze po molekulu vode. Dimenzija klastera vode su
obi¢no od nekoliko desetina nanometara do razmera mikrona. Ispod odredene
koncentracije jona kad su interakcije izmedu jona sve manja, dok interakcija
izmedu dipola molekula vode postaju dominantne molekuli vode se privlace
izmedu sebe i formiraju klaster koji poseduje stalni elektri¢ni dipolni moment,
kao mali magneti koji se zajedno udruzuju da bi formirali ve¢i magnet.
Polarizabilnost je prenosiva izmedu molekula vode i pokazuje istu shemu
vodoni¢nih veza u klasterima razli¢itih velicina i geometrija, doprinos

delokalizacije naelektrisanja takode zavisi od velicine klastera. (Chaplin 2004.)

Klasteri vode se dele na bulk klastere koji su u kontaktu sa mestima koji
su zauzeti vodom, omotacima, u kontaktu su sa mestima zauzetim monomerima
i vicinalne klastere koji su u kontaktu sa nekom povrSinom. Simetrija klastera
moZe biti pentagonalna i heksagonalna, Cije vodoni¢ne veze poseduju
karakteristike zlatnog preseka. U vodi su ciklicne strukture stabilnije trimeri,
tetrameri i pentameri, heksameri nalik na kavez strukture su najstabilnije.
Klasteri mogu sadrZati sedam osam i devet molekula koji su neSto manje
stabilni. Mnogo izomernih oblika heksamera postoje od oblika prstena, knjige,
torbe, kaveza, do oblika prizme sa pribliZzno istom energijom. Takode postoje
izomeri heptamera i oktamera nalik na kavez, zajedno su nadeni cikli¢ni i oblika
kocke. U vodi se mogu naci klasteri sa otvorenom strukturom, manje gustine,
koja moZe da Siri mreZu vodonicnih veza sa okolnim molekulima vode i
zatvorenu strukturu, vece gustine sa zatvorenom strukturom. Sa porastom
veli¢ine klastera se smanjuje rastojanje izmedu molekula kiseonika susedih
molekula vode Sto dovodi do promene u rasporedu naelektrisanja, molekul
akceptor vodonicne veze postaje bolji donor vodoni¢ne veze U vodi prisutni

klatrati se sastoje od dve komponente kaveza koje ¢ine molekuli vode i u njemu
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zarobljenog nekog gasa. Po velic¢ini i obliku klasteri se jako razlikuju, mogu biti
mali do nekoliko desetina molekula vode, sa jednakim dimenzijama veli¢ine
1nm koji su pogodni za hidratisanje, srednje veli¢ine do par stotina molekula
razlic¢itih dimenzija zbog raznih interakcija i termalnih efekata i velike po
nekoliko hiljada molekula klatrati velicine 1.5 mikrona, koji su razlicitih
promenljivih dimenzija i manje povoljni za razne interakcije. Strukturisano
stanje vode je senzitivni detektor razli¢itih polja pod Cijim uticajem se menja
struktura vode. Odnos raznih tipova klastera vode, njihova dinamika i razlicita
svojstva i raspored vodoni¢nih veza u njima su vazna karakteristika vode koja

sa mineralnim sastavom odreduje biolosku vrednost vode.

5.2. Uzgoj pacova i njihova biohemijska analiza posle

Zrtvovanja

MuZjaci stari 95 dana su gajeni zajedno sa Zenkama 18 dana i odvojeni su
od njih jos 34 dana tokom Kkojih su pili isti tip vode, potom su Zrtvovani nakon
ukupno 52 dana konzumiranja istog tipa vode i uzeti su im: krv, deo bedrene
kosti, nadbubrezna Zlezda, mozak i deo koZe. Zenke su pile zajedno sa
muZjacima, posebno same do kocenja, sa mladuncima i nakon odvajanja od njih
ukupno 87 dana i pile su isti tip vode. Mladunci su pili isti tip vode kao i roditelji
tokom zajednickog Zivota sa majkom i nakon odvajanja ukupno 61 dan i nakon

toga su Zrtvovani i uzeti su im isti organi kao i muzjacima.

Na uzetim organima Zivotinja koje su pile sve tipove voda nisu nadene
patoloske promene. Biohemijski nalazi krvi ukazuju na povecane koncentracije
glukoze kod svih grupa Sto bi mogla biti posledica unosa hrane neposredno pre
Zrtvovanja u kombinaciji sa stresom tokom Zrtvovanja, usled povecane
koncentracije glukokortikosteroidnih hormona i adrenalina nadbubreZne
zlezde. Pacovi poseduju brZi metabolizam od ljudskog zbog ¢ega im brze opada
koncentracija glukoze u krvi pa ¢es¢e konzumiraju hranu. U nivoima glukoze u
krvi se ne moZe uociti povezanost izmedu muzjaka i Zenki kao ni izmedu

Zivotinja koje su pile razlicite vode. Kod svih grupa Zivotinja koje su pile razlicite
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tipove voda je uoceno otstupanje u asparagin aminotransferazi (AST) i alanin
aminotransferazi (ALT) koje su pokazatelji zdravstvenog stanja jetre. Umereno
povecanje ovih aminotrasferaza moze nastati kao posledica prolazne hipoksije
ili povecane metabolicke aktivnosti hepatocita, Sto moze biti posledica unosa
kontaminirane hrane, sve grupe su jele briketiranu, industrijsku hranu istog
proizvodaca. Veliko povecanje i AST i ALT ukazuje na hepatocelularnu nekrozu,
Sto bi moglo biti posledica kontaminacije hrane gljivicama. Na dijagramu (1) su

prikazane vrednosti AST u IU/lit za muZjake, Zenke i njihovo potomstvo.

450
400 4
350 * /
/ —e—Series

300 /\
e | e
o I/ A\ AV Seriesd

—w— Seriesb
100 | - /x X

50 . =

Dijagram 1. Vrednosti AST za muZjake, Zenke i njihovo potomstvo u zavisnosti od tipa
vode koji su pili. 1 vrednosti za muzjake. 2 vrednosti za Zenke 3 vrednosti za musko
potomstvo. 4 vrednosti za Zensko potomstvo i 5 gornja grani¢na vrednost za AST. Na
apscisi su pretstavljeni tipovi voda a na ordinati su vrednosti za AST u IU/lit.

Uodljivo je da su vrednosti za AST nesto viSe kod muZjaka nego kod Zenki
stresne uslove Zivota. Samo za 4. tip vode su kod Zenki vrednosti za AST nesto
povecane u odnosu za muZjake. Od oplemenjenih voda vrednosti i za muZjake i
za Zenke su vece za drugi tip voda Sto je posledica dodanog NacCl koji je uticao na
strukturisanost molekula vode. Pacovi koji su pili 6. tip vode koja je zabranjena
za ljudsku upotrebu imaju najvece otstupanje AST narocito muZjaci. Potomci
pokazuju uocljivo niZe vrednosti AST i ako tek neznatno otstupaju od normalnih
vrednosti, ne pokazuju razlike u vrednosti izmedu razli¢itih Zivotinja koje su
pile razliCite vode i nalaze se u normalnim vrednostima za dati parametar.

Zivotinje koje su pile oplemenje vode 1 i 3 i vodu 5 iz Beogradskog vodovoda ne
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pokazuju otstupanje u koncentraciji AST. Zenka koja je pila vodu broj 6 ima
manje otstupanje od muZzjaka koji je pio tu istu vodu, zbog manje osetljivosti
zenkinog metabolizma. Na dijagramu (2) su prikazane vrednosti ALT u IU/lit za

muZjake, Zenke i njihovo potomstvo.
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Dijagram 2. Vrednosti ALT za muzjake, Zenke i njihovo potomstvo u zavisnosti od tipa
vode koji su pili. 1 vrednosti za muzjake. 2 vrednosti za Zenke 3 vrednosti za musko
potomstvo. 4 vrednosti za Zensko potomstvo i 5 pretstavlja maksimalno dozvoljenu
vrednost za ALT. Na apscisi su pretstavljeni tipovi voda, a na ordinati su vrednosti za AST
u IU/lit.

Slicno dijagramu za AST uocljiva je razlika nivoa ALT izmedu roditelja i
potomaka, koji ma koju vodu pili ne otstupaju od maksimalno dopustenih
koncentracija za ALT. Vrednosti ALT mnogo viSe otstupaju kod Zenke koja je
pila 4. tip vode u odnosu na druge Zenke i muzjake a u slucaju 3.1 5. tipa voda je
u normalnim vrednostima. U slucaju pica 6 tipa voda neznatno je otstupanje kod
zenke dok je kod muzjaka znacajno, najvece otstupanje je medu muZjacima.
Zivotinje koje su pile oplemenjene vode pokazuju ne$to manje povecanje
vrednosti za ALT u odnosu na normalne vrednosti. Vrednosti za muzjake su
kompaktnije dok vrednosti za Zenke viSe variraju u zavisnosti od vode koju su
pile. Na dijagramu (3) je pretstavljeno otstupanje vrednosti uree od minimalne
vrednosti u zavisnosti od tipa vode koji su Zivotinje pile. Zivotinje koje su pile
prvi tip vode nisu imale potomstvo, kao i roditelji koji su pili 6 tip vode koji nisu

imali Zensko potomstvo.
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Dijagram 3. Otstupanje od minimalne normalne vrednosti uree za muzjake, Zenke i
njihovo potomstvo u zavisnosti od tipa vode koji su pili. 1 vrednosti za muZjake. 2
vrednosti za Zenke. 3 vrednosti za musko potomstvo. 4 vrednosti za Zensko potomstvo.
Na apscisi su pretstavljeni tipovi voda, a na ordinati su vrednosti za AST u IU/lit.

Vrednosti za ureu otstupaju od minimalnih normalnih vrednosti kod svih
jedinki. Zenke koje su pile 1. i 2. tip vode imaju najmanje otstupanje od
normalne vrednosti dok je najvece otstupanje za sve grupe Zivotinja koje su pile
4 tip vode. Otstupanje medu muzjacima su manja, jedinke koje su pile 1 i 2 tip
vode imaju nesto manje otstupanje vrednosti u odnosu na ostale muzjake koji
su pili druge tipove voda mada su sve vrednosti uree daleko ispod normalnih
vrednosti. Parametri: kreatinin, trigliceridi, totalni proteini, albumini, globulini
totalni bilirubin, kalcijum, fosfor, natrijum i hlor su bili kod Zivotinja visi niZi ili
u granicama normalnih vrednosti u zavisnosti od tipa vode koju su pili i pola

pretstavljni su na dijagramu. (4 i tabeli 12).
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Dijagram 4. Otstupanje vrednosti parametara od minimuma normalne vrednosti za
muzjake, Zenke u zavisnosti od tipa vode koji su pili. 1 vrednosti za muZzjake. 2 vrednosti
za Zenke. Na apscisi su pretstavljeni tipovi voda, a na ordinati su vrednosti otstupanja
parametara u procentima.
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Kod muzjaka su otstupanja ispod normalnih vrednosti ve¢a nego kod
zenki, izuzev u sluCaju treCeg tipa voda gde su skoro ista. Kod Zenki su
otstupanja primetno manja nego u slucaju muZzjaka i pokazuju zavisnost od
unetog tipa vode. Manje otstupanje ispod normalnih vrednosti je u slucaju
oplemenjenih tipova voda nego u odnosu na vode iz izvora i vodovoda 4,516
grupa. U tabeli (12) su pretstavljeni parametri ¢ije su vrednosti prosecne, iznad
ili ispod normalnih vrednosti u zavisnosti od tipa vode koju su roditelji pili i
pokazuju da je razli¢it odgovor na konzumirane vode kod Zivotinja u zavisnosti

od pola i tipa unete vode.

tip vode

II

III

1\%

VI

II

11

1%

VI

muzjaci

Zenke

Kreatinini

holesterol
ukupni

o

trigliceridi

proteini totalni

albumini

globulini

bilirubin totalni

alkalnafosfataza

kalcijum

kalijum

natrijum

hlor

v | Zz|lZ2|Z|9|7|<|Z2|9|=2

|l Zz|v | Z2|9|Zz2|<|Z2|9|=

v|lZz|lZ2|Z2|"|Y |9 |=Z2]|9 | =2

T | Z2|lZ2|Z2|9|wW|wW|=Z2|w|T

v | I Z|Z2|Z2|9|v | |(2|T |2

| Z|0| 2|0 < |0 |Z2|0|Z

O | Z|W|W|O|I<|™O|O|©T|T

z|Zz|9 | 2|9 |I<|mw|zZ2|7 |2

vlz|lZ2z|Z2|7|I<|w|z|T|T

v | Z2|lZ2|9|lv|I<|mT|w|w |

Zlz|lz2z|Z2|9 |\ <|@w|w|™|T

Z|Z|v|Z2|9|wW|W|w|=2]|=Z2

Tabela 12. parametri koji u zavisnosti od tipa vode i pola Zivotinje pokazuju vise, nize ili
u granicama normale vrednosti. P je skra¢enica za normalone vrednosti, N oznacava nize
vrednosti ispod normalnih vrednosti, V je skra¢enica za vrednosti iznad normalnih
vrednosti.

Vrednosti za kalcijum, kalijum, natrijum i hlor su sniZene skoro kod svih
Zivotinja koje su pile razlicite tipove voda Sto ukazuje da su neke hormonalne
Zlezde narusSile svoju funkciju usled prisustva toksina u hrani i tipa vode koju su

pili. U zavisnosti od unete vode i pola Zivotinje stepen otstupanja za jone varira.
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5.3. Biompendanca kao klasi¢cna metoda karakterizacije kozZe

in vivo

Bioimpedanca se bavi nekim pasivnim svojstvima koZe, sposobnos¢u da
se zaustavi tok elektri¢ne struje. Ljudski koza kad se na nju dovede naizmenicna
struja poseduje impedancu, njenu termogenu i pasivhu komponentu: znatnu
kapacitivnu otpornost i zanemarljivu induktivnu, i njenim merenjem mogu se
dobiti podaci o dijelektricnim svojstvima koZe odnosno o sadrzaju vode u njoj.
Induktivni otpor se javlja zbog samoindukcije ¢ija su struja i napon uvek u
suprotnom smeru od primenjene struje a manifestuje se time da struja u kolu ne
moZe trenutno da poraste ili da opadne, ovaj otpor opada sa smanjenjem
frekfencije struje. Kapacitativni otpor nastaje zbog punjenja elektronima
kondenzatora usled ¢ega struja prednjaci ispred napona i fazno je pomerena za
/2. Elektromagnetna svojstva ljudske koZe su: elektricna permitivnost,
magnetska permeabilnost i elektricna provodljivost. Rezistanca zavisi od

korisS¢enog materijala i od koris¢ene frekfence.

Posmatranje elektricne impedance je alat za bioloSka i biomedicinska
istrazivanja. Sastoji se od dijagnostickog metoda koji je baziran na pasivnim
elektricnim osobinama bioloskih tkiva. Prakticno KoriS¢enje elektri¢nih
pasivnih svojstava je pocelo sredinom XX veka. Bioimpedanca je veli¢ina koja se
koristi da opise odgovor tkiva Zivog bi¢a na spoljasnji izvor struje. To je mera
suprotstavljanja protoku elektri¢ne struje koja protice kroz tkiva i suprotna je
od elektri¢cne provodljivosti. Bioimpedanca opisuje pasivna elektri¢na svojstva
bioloSkog materijala i sluzi kao indirektni transdukcioni mehanizam za
fizioloSke dogadaje, Cesto u slucajevima kad odgovarajuci transducer postoji. To
je jednostavna elegantna tehnika koja zahteva jedino primenu dve ili viSe
elektroda. Impedanca Z (om, ) je opsSti termin povezan sa sposobnoscu
suprotstavljanja strujnom toku, izraZzena u odnosu izmedu naizmenic¢ne
sinusoidne voltaze i naizmeniCne sinusoidne struje. Impedanca je kompleksni
kvantitet zato Sto je biomaterijal u zavisnosti od suprotnog toka struje, fazna

promena napona s obzirom na struju u domenu vremena. Admitansa Y (simens
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S) je inverzna impedanca (Y=1/Z) Zajednicki naziv za impedancu i admitancu je
imitanca. Tkivo je sastavljeno od celija sa slabom provodljivos¢u, tanke celijske
membrane, stoga tkivo poseduje kapacitativna svojstva veca frekfencija manja
impedanca. Bioimpedanca je zavisna od frekfencije, i impedanca je
spektroskopska, otuda daje vazne informacije o tkivu i strukturi membrana kao

i o distribuciji intra i ekstracelularne tec¢nosti.

Impedanca je odnos amplitude napona i amplitude struje dok je faza
kompleksa impedanse, fazna promena usled koje je struja ispred napona. Ona
pretstavlja kompleksnu koli¢inu u kojoj je obuhvadena magnituda i fazna
karakteristika u polarnom obliku je: Z = |Z|e/? gde magnituda Z pretstavlja
odnos razlike amplitude napona u odnosu na amplitudu struje dok vrednost 6
daje faznu razliku izmedu napona i struje i j je imaginarna jedinica. Impedanca
se moze pretstaviti kao Z = R + jX gde je R realni deo impedance, rezistanca
dok X pretstavlja imaginarni deo reaktancu. Magnituda nam ukazuje na
promenu amplitude napona za datu trenutnu struju kroz impedancu dok
eksponencijalni faktor ukazuje na odnos faza. Otpor je realni deo impedance,
objekt sa Cisto otpornom impedancom ne pokazuje fazne razlike izmedu napona
i struje. Induktivha reaktanca je proporcionalna frekfenciji signala i
induktivnosti i imaginarni je deo impedance. Efekat rasipanja energije prilikom
prolaska struje kroz tkivo je rezistanca. Efekat povezan sa skladiStenjem
energije se zove reaktanca zajedno su impedanca a jedinica za njihovo merenje
je om . Fazni ugao je vreme kaSnjenja izmedu stimulisane struje i napona
generisanog naizmeni¢nom strujom u provodnom medijumu. Voda je provodnik

u kozi i determiniSe otpor.

Instrument za merenje bioimpedance koristi elektricno kolo koje
pretstavljaju izvor struje i Zice koje su povezane sa elektrodom. Nosioci
naelektrisanja koji proticu kroz bakarnu Zicu su elektroni dok su nosioci
naelektrisanja u tkivima joni. Elektrode su pravo mesto za konverziju nosioca
naelektrisanja od jona u elektrone i obrnuto. Prakticno problem moZe da se

podeli na problem kola i problem polja. Problem kola je oko Zice kondenzatora
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otpornika poluprovodnika izvora struje itd. Tok struje je zatvoren Zicama, i na
primer, razlika napona (volt) se meri izmedu dve tacke u kolu. Problem polja je
povezan sa zapreminom provodenja i koliCine struje koja je u funkciji pozicije u

toj zapremini.

Impedanca koZe je dominantna u stratum corneum na niskim
frekfencama. Postoji dualnost u elektricnim svojstvima tkiva koje se moZe
smatrati kao zapremina provodnika ili dielektrika. U oblasti frekfencija u opsegu
>100 KHz mnoga tkiva su dominantni provodnici. Sa tehnikom velike rezolucije
moguce je izdvojiti vaZzna kapacitativna svojstva, ovo je dielektri¢ne prirode, ¢ak
i na niskim frekfencijama (10 Hz). Na vecoj frekfenciji 50 KHz dielektri¢na
svojstva tkiva dominiraju. Na veé¢im frekfencijama svojstva tkiva postaju sve
viSe jednaka onoj kod vode koja poseduje karakteristicno opustanje frekfencije
od priblizno 18 GHz. U Zivim celijama postoji nerazdvojna povezanost izmedu

elektriciteta i hemije.

Elektricna svojstva koZe mogu biti pretstavljena elektricnim modelom
koji je pretstavljen otpornikom sa paralelnim kondezatorom i serijom
otpornika. Ove komponente pokazuju sposobnost da skladiSte i oslobode
elektricnu energiju (kapacitativna komponenta) i da raspu elektri¢nu energiju
(rezistivna komponenta). Obi¢no se impedanca koZe meri sinusnim signalom
na viSe frekfencija dobijaju¢i modulus impedance i fazni ugao za svaku
frekfenciju. Generalno je prihva¢eno da je impedanca koZe odredena uglavnom
svojstvima stratum corneuma na frekfencijama ispod 10 KHz i Zivim delovima
koZe na velim frekfencijama. Impedanca je zavisna od faktora kao Sto je
hidratacija koZe, veliCina i oblik elektrode a ponekad moze da sluZzi kao gruba
smernica. Impedanca stratum corneuma je zavisna od njenog sadrzaja vode.
Merenjem susceptance koZe moguce je izbeCi disturbancu paralelne
konduktance znojnih Zlezda. Bioimpedanca je zavisna od frekfencije kao i od
mnogih fizioloSkih parametara i fenomena. U elektricnoj komponenti elektricna
impedanca na specificnoj frekfenciji definiSe matematicki odnos izmedu
primenjene naizmeni¢ne struje i rezultuju¢eg napona izmedu krajnjih

komponenti. Pored odnosa veli¢ine izmedu napona i struje, relativno vreme

- 151 -



4 Sadrzaj, metode i tehnike istraZivanja

kasnjenja oba signala se moZe posmatrati (fazni ugao). Za svaku frekfencu
impedanca moze biti pretstavljena sa dve numericke vrednosti. Takvi podaci
mogu biti dragocen materijal naroCito u onim slucajevima gde je promena
impedance u domenu frekfence. Ovo se obi¢no nalazi u sloZenim materijalima
koji obuhvataju razliCite cestice i medu povrSine, Sto je slucaj sa koZom.
Elektricna impedanca koZe zavisi ne samo od sustinski elektri¢nih svojstava
konstitutivnih materija ve¢ i od geometrije objekta i njihovih delova.
Zahvaljujudi kapacitativnim i induktivnim osobinama koZe ukupan kompleksan
otpor, impedanca zavisi od frekfencije izvora, termogenog otpora i elektricnih i
magnetnih svojstava provodnika. Pored toga, trenutna vrednost struje i napona
nisu u fazi. Osobine tkiva koZe uglavnom se sastoje iz termogene i kapacitativne
komponente. Sto se tice magnetne komponente impedance ona je zanemarljivo
mala, odnosno ispod granice je merljivosti instrumenta koji je koriS¢en za

merenje.

Impedanca je relacija izmedu napona i struje u komponenti sistema,
definisSe se kao otpor toku naizmenicne elektri¢ne struje kroz provodnik u ovom
slucaju kozu. Medutim impedanca je Sirok koncept i obuhvata fazni prelaz
izmedu napona i struje. Napon je elektri¢na sila koja uzrokuje protok struje u
kolu. Otpor zavisi od razli¢itih parametara i fizickih cCinjenica. Koli€ine
naelektrisanja u materijalu, mobilnosti nosioca naelektrisanja za jonski rastvor,
viskoznost rastvaraca se smanjuje kako temperatura raste uvecavajuci
mobilnost jona i smanjuju¢i otpornost dok je kod metala obrnuto. Otpor je
obrnuto povezan sa presekom provodnika i direktno povezan sa duZinom

provodnika.

U bioloSkom tkivu svaka plocCa ekstracelularnog prostora moze biti
modelovana kao otpornik i ¢itav ekstracelularni prostor moze biti modelovan
kao otpornik. Nazalost bioloSko tkivo je kompleksno, ukljuCuje dielektrike i
pokazuje odgovor zavisan od vremena. Varijacije u hetrogenim tkivima kao $to
je koZa wuzrokuju regioni razli¢itih svojstava, skladiSte ili oslobadaju
naelektrisanje kako se potencijal stimulusa menja. KoZa je anizotropna jer

poseduje razliCita fizicka svojstva u razli¢itim pravcima. Vreme KkasSnjenja
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izmedu potencijala stimulusa i promene u naelektrisanju povrsina stvaraju

frekfenciju zavisnu od disperzije.

Cole jednacCina je jednostavan model za elektricna merenja bioloskih
tkiva ukljucujuci kozu. Uticaj hidratacije koZe po slojevima na bioloska svojstva
koZe nije dovoljno istraZen. U istraZivanjima na bazi ovog tipa eksperimenata je
uopStena Cole jednacina. Frakcionalni model pretstavlja uopSten kontinuirani
Cole model koji moZe predvideti strukturalno-funkcionalne karakteristike
slojeva koZe. Neke od tih odlika su dielektri¢na svojstva, fraktalnost strukture,
sadrzaja vode u kozi itd. Ova istrazivanja primenom klasi¢ne neinvazivne
tehnike moZe doprineti boljoj karakterizaciji bilo kojeg tkiva odgovarajuceg
tipa. Ovo pretstavlja dobru osnovu za razvoj nove metode za grubo odredivanje

bioloske vrednosti vode.

Z= Rw+$, AR =R, —Rw
Gde je Z vrednost impedance na frekfenciji w, j je kompleksni broj (-1)1/2,
Roo je frekfencija na beskonacCnoj frekfenciji, Ro je impedanca na nultoj
frekfenciji, T je karakteristicna vremenska konstanta, a je dimenzioni parametar
sa vredno$¢éu izmedu 0 i 1. Dimenzioni parametar a je blisko povezan sa
spektralnom Sirinom disperzije; minimum spektralne Sirine odgovaraza a =1 i

disperzija se Siri kako a teZi manjim vrednostima. (Ivorra At all 2005.)

Princip merenje je zasnovan na uvecanju kapaciteta kondenzatora S$to
zavisi od materijala. Mnogi materijali uvecavaju kapacitet u poredenju sa
vakumom za faktor veéi od sedam (dielektricna konstanta) voda medutim
uvecava kapacitet za faktor velic¢ine 81. Ovo znaci da meSavina raznih supstanci,
koje su nadene u koZi u kojoj promena u sadrZaju vode dovodi do promene u
kapacitetu kondenzatora za merenje. Varijacije u koncentraciji jona uticu na
provodljivost, ovaj fenomen je povezan sa sadrZzajem vode. Specijalan sastav i
distribucija tkiva produkuje promenu permitivnosti sa frekfencijom ulazne

struje. Kad se elektri¢no polje primeni na provodni medijum dipolni elementi se
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polarizuju u pravcu polja, ako je polje naizmenicno, molekuli se polarizuju i
depolarizuju u skladu sa frekfencijom oscilovanja. Medutim ako je frekfencija
dovoljno visoka neki molekuli nemaju vremena da se vrate u depolarizovano
stanje ostajuci stalno u polarizovanoj poziciji. Vreme potrebno da se depolarise
molekul je vreme opusStanja i zavisi od njegovog oblika i sastava, veliki
kompleks molekula kao protein poseduju manje vreme relaksacije, a
jednostavni molekuli kao Sto je voda poseduju vece. Ovaj i drugi fenomeni
menjaju permeativnost materijala Sto zavisi od frekfencije. U provodniku je
mesSavina molekula raznih veli¢ina i efekat polarizacije se otkriva na raznim
frekfencijama, razna stanja koZe kao i bolesti mogu biti diferencirane
koris¢enjem spektra elektricne impedance i promene barijere koze ili dubljim
delovima koZe. Hidratacija stratum corneuma je dominantan faktor za svojstva
provodljivosti. Cole jednacina opisuje ponasanje sistema u prostoru impedance.
U sustini sve Sto se nalazi ispod i izmedu elektroda doprinosi merenju
impedance bioloskih tkiva. Sa dodatkom ekstracelularnog matriksa otpor i
kapacitanca rastvora raste. Kad se dodaju c¢elije, lipidni dvoslojevi sluze kao
dodatni kondezator da skladiSte i otpuste naelektrisanje sa strujom reverznog
toka, intracelularna komponenta doprinosi ovom. Tkivo se pojednostavljeno
opisuje kao dva otpornika ekstracelularnog, intracelularnog i kondenzator koji
se sastoji od lipida koji ¢ine ¢elijsku membranu. Za takvo kolo bi se ocekivalo da
se ponasa sasvim drugacije u zavisnosti od tipa i frekfencije ubacene struje. Sa
direktnom primenom struje ona Ce prvo proticati kroz sva tri elementa dok se
kondenzator potpuno ne napuni na toj tacki struja ¢e kontinuirano te¢i samo
kroz ekstracelularni otpornik. Primenom naizmeniCne struje na vecim
frekfencijama struja ¢e kontinuirano te¢i kroz intracelularne otpornicke
komponente koje se ne mogu propustiti na niZim frekfencama, jer kondenzator
postaje nevidljiv za protok struje. Novi koncept se zasniva na kolu sa pet
elemenata u kom su dodatni otpornik i kondenzator paralelno vezani i dodatni

delovi pretstavljuju struje koje teku kroz Celijske organele.

U funkciji frekfencije ili ugaone frekfencije izlazna struja je kompleksni

broj i oznac¢ava impedancu tkiva. Model koZe pretstavlja kolo sastavljeno od dva
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otpornika i kondenzatora i mogu se interpretirati kao ekstracelularni provodni
putevi, unutarcelijski provodni putevi i kapacitanca celijske membrane koju
limitira opseg frekfencija (takozvana disperzija). Elektricnom impedancom se
moZe videti otstupanje provodljivosti unutar i izvan barijere koZe. Postoje
brojni mehanizami zavisni od provodenja razlicitih frekfencija struje u Zivim
sistemima. Pasivna elektri¢na svojstva bioloskih Zivih bi¢a nisu konstantna u
celom opsegu frekfencijskog spektra. Osmotreni su neki tranzicioni regioni
poznati kao disperzioni regioni. Definisana su tri razliita regiona za
dielektritna svojstva bioloSkog materijala. Ve¢a dielektri¢na disperzija se javlja
izmedu 10 Hz i nekoliko desetina MHz (a i B disperzioni region) i oni su
povezani sa procesom difuzije jona (a region) i dielektri¢nim svojstvima
Celijskih membrana i njihovom interakcijom sa ekstra i intercelularnim
elektrolitima (B disperzija). Dielektri¢na svojstva y regiona (>100 MHz) nastaje
zbog sadrZaja vode u bioloskim vrstama kao i prisustva malih molekula.
Pronaden je i Cetvrti region & region izmedu regiona 8 i y disperzije oko 100
MHz koji je uzrokovan dipolnim momentom velikih molekula, kao Sto su
proteini. Disperzioni regioni a i § su povezani sa tkivnim i ¢elijskim strukturama
i Cine ih posebno privlatnim za detekiju. Struja male frekfencije ne moZe
prodreti u celiju, dok struje velike frekfencije ¢e slobodno proticati kroz nju.
Otuda ¢e impedanca struje biti ve¢a na nizim frekfencijama nego na viSim
frekfencijama zato $to je put struje na manjim frekfencijama uZi. Za srednje
frekfencije se manifestuje prelazno ponaSanje i za vecinu tkiva prelaz izmedu

ponasanja frekfencija nize i viSe frekfencije je od oko 10 KHz do oko 1MHz.

Svojstva zivih tkiva daju udela u viSestrukim disperzijama razli¢itog
bioloSkog porekla. U veoma heterogenim tkivima kao Sto je koZa disperzije se
preklapaju u razli¢itom stepenu. Svaka disperzija se sastoji od pod disperzija.
Disperzije mogu biti previdene ako je opseg istrazivanih frekfencija suvise Sirok.
Svaka velika disperzija je takode skup pod disperzija koje mogu biti previdene
ako je mala gustina frekfentnih tacaka, zato Sto su heterogeni neki tipovi tkiva. U
veoma heterogenim tkivima kao koZi disperzije se preklapaju u razli¢itom

stepenu. jer svaki skup podataka impedance poseduje dve dimenzije: veli¢inu i
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fazu ili ekvivalentno realni i imaginarni deo za svaku frekfenciju. Sa fizicke
tacke glediSta, merenje impedance ¢e dati dva broja za svaku frekfenciju,

veli¢ina i faza ili matematicki ekvivalent realni i imaginarni broj impedance.

Ako su dielektri¢na svojstva svake zapremine poznate jednostavno je
utvrditi frekfenciju odgovora za dati sistem elektroda. Na osnovu frekfencija
odgovora je nemoguce da se izracunaju dielektricka svojstva elemenata malih
obima u tkivu koZe zbog velikog stepena heterogenosti i anizotropije. Broj
odgovora razlic¢itih slojeva koZe se superponira. Istrazuju se glavne fizicke
komponente koZe (slabo provodni je povrsSinski deo, dok su dobro provodni
dublji slojevi, koriste¢i dielektricna svojstva za opSte ponaSanje koZe u
domenima frekfencije se moZe utvrditi opsta provodljivost koZe. Direktno se
moZe izracunati zavisnost od frekfencije raznih dubina jednostavnog modela
dva sloja (neprovodnog i provodnog) koriste¢i realne veli¢ine i oblike sistema
elektroda. Veoma niske frekfencije oko 10Hz u stratum corneum tesko ¢e otkriti
osetljive informacije, dok frekfencije iznad oko 1MHz mogu utvrditi vecinu
osetljivih informacija Zive koZe. Prelaz izmedu dominantnih slojeva nije linearan
i moZe biti dalje modulisan detaljno grubom prvom aproksimacijom. U
zavisnosti od veli¢ine i oblika elektrode se pomera prelaz duZ ose frekfencija. S
obzirom na frekfenciju odgovora prakticno je nemoguce da se izraCunaju
dielektricna svojstva elemenata malih zapremina u istrazivanom tkivu i
delimi¢no koZi bez obzira na veliku heterogenost i anizotropiju. Broj odgovora
razlicitih slojeva se superponira. Istrazivanjem glavnih fizickih konstituenata
koZe (spoljnjeg sloja koji slabo provodi i dobro provodnog dubljeg sloja
koriS¢enjem njihovih poznatih dielektricnih osobina) opSte ponaSanje u

frekfentnim domenima moZze biti utvrdeno.

Cisto fizicki provodljivost je vreme mobilnosti nosioca naelektrisanja
gde doprinos svih nosilaca naelektrisanja treba da se sumira. Ovo je dominantni
mehanizam za vodeni rastvor na niskim frekfencijama. Svaka nametnuta
strukturna barijera, rastvoru bilo koje vrste ¢e uvesti unutar i izvan koZne
barijere, kao Sto se mozZe uociti na osnovu elektricne impedance, fenomen

polarizacije naelektrisanja koje ¢e se nakupljati prazniti i ponovo obnavljati sa

- 156 -



4 Sadrzaj, metode i tehnike istraZivanja

obrnutom polarnoscu i prolazi¢e kroz cikluse naizmeni¢nih struja. Na viSim
frekfencijama, polarni molekuli ¢e interreagovati sa poljem i to moZe biti
prili¢cno specificno, posebno u oblasti frekfencija radio i mikrotalasa. Velicina i
oblik elektroda i delimicno distanca izmedu njih je joS jedan faktor koji utiCe na
rezultate merenja. U homogenom sistemu, efektivna dubina prodora je po
pravilu oko polovina distance izmedu elektroda dok je u heterogenom sistemu
nejednake provodljivosti, kao Sto je koZa, manja. U slojevitom sistemu koZze
provodljivost ¢e biti modulisana. Faktor veli¢ina elektroda ¢e uticati, bliZe
postavljene elektrode korneometra ¢e meriti viSe povrSinske struje. Razlicite
frekfence detektuju razliCite aspekte provodnih i dielektri¢cnih osobina koZe.
Dubina penetracije struje kroz kozu varira sa debljinom i dielektricnim
svojstvima koZe, zavisna je od frekfencija, dimenzije elektroda i njihovog
geometrijskog oblika. Temperatura moduliSe transepidermalni gubitak vode
kao posledicu mobilnosti jona. Broj biohemijskih supstanci koji se nakupljaju na
povrsini koZe mogu uticati na rezultat merenja. Voda poseduje razlicita svojstva
u raznim slojevima koZe i razliCite karakteristike vode ¢e biti utvrdene u
zavisnosti od razlic¢itih principa merenja. Molekuli vode mogu biti direktno
odredeni preko njihovih dielektri¢nih osobina na vecim frekfencijama. Voda u
bulk delu ¢e pretstavljati osnovu za naelektrisane entitete, na niZim
frekfencijama davace mobilnost jonima. Hidratacija koZe ne moZe biti odvojena
od svojstava barijere koZe, koja je multifaktorijalna i time zahteva
multifrekfentni pristup kako je procenjeno elektricnim metodom. Multi-
frekfentni pristup nece resiti teSkoce, nemoguce je dizajnirati sistem elektroda
pogodnih za frekfencije od 0 do mikrotalasnih opsega. Na niskim do srednje
visokim talasnim duZinama elektromagnetno polje prodire u tkivo, njegov oblik
zavisi od veliCine, oblika i mesta gde je postavljena elektroda primenjene
frekfencije. Elektroda, tkivo medupovrsSina, poseduje jedinstvena svojstva po
sebi koja su u biti nametnuti svojstvima tkiva. Metod impedance je veoma
osetljiv metod za detektovanje bilo koje promene koZne barijere lepljivom
trakom. Veli¢ina impedance ¢e opadati sa porastom oSteCenja, Sto je manja
prepreka za nosioca naelektrisanja, delimi¢no na niZoj frekfenciji, to ce biti

karakteristi¢cnije promene u obliku spektra impedance. Merenje elektri¢cne
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provodljivosti koZe se ne odvijaju uvek pod slicnim uslovima. Dva faktora
veoma uticu na uslove za merenje impedance: na tkivu uvek nije moguce
garantovati isto mesto potrebno da se maksimalizuje signal impedance i
prisustvo plazme ili krvi oko tkiva mogu stvarati kratak spoj i time ometati

ispitivanje.

Ekstracelularni medijum moze biti, prevashodno razmatran kao tecni
elektrolit. Ovo podrazumeva da su nosioci naelektrisanja joni i da odgovarajuci
elektroni vezani za njih nisu sposobni da proticu. Za razliku od protoka struje u
metalu kontinuirana struja u tkivima je jonska. Transformacija struje iz
elektronske u jonsko provodenje se odvija u grani¢noj povrSini izmedu
elektrode i elektrolita. Kroz hemijske reakcije (elektrolita) izmena elektrona
izmedu elektrode i elektrolita (jonizacija neutralnih supstanci ili neutralizacija
jona) i moguce je da elektrode obezbeduju jone za rastvor (reakcija oksidacije).
Reakcija izmene elektrona su neZeljeni fenomen i moZe da oSteti tkivo zbog
suvisne akomulacije jona kao $to je Cl- i cak degradiraju elektrodu Kad se struja
propusta kroz elektri¢ni dvostruki sloj onda se formira elektroda elektrolit sloj
pa se koristi za elektrodu materijal koji se ne polarizuje. Daleko najvaZzniji jon je
Na* (1~140 mM) i Cl- (~100 mM). Elektri¢na svojstva zavise od fizickih ili
hemijskih parametara koji determiniSu njihovu koncentraciju i mobilnost.
Temperatura poseduje vaznu ulogu u provodljivosti jona. Koncentracija
intracelularnog medijuma je slicna koncentraciji ekstracelularnog medijuma. U
ovom slucaju vaZan nosilac naelektrisanja je K*, proteini, HPO42- + S042 +
organske kiseline. Pored jona i nekih drugih naelektrisanih molekula, unutar
Celija je moguce naci brojne membranske strukture sa potpuno drugacijim
elektricnim odgovorom. Ove membrane su formirane od dielektrickog
materijala a njihova provodljivost je veoma mala. Stoga impedanca
intracelularnog medijuma mora biti meSavina provodnih i kapacitativnih
svojstava. Pojednostavljenjem je opSte prihvaceno da se intracelularni medijum
ponasa kao &ist jonski provodnik. Celijska membrana poseduje pasivnu ulogu
(razdvajaju ekstracelularni i intracelularni medijum) i poseduje aktivnu ulogu

(kontroliSe razmenu razli¢itih hemijskih materija). Njena unutrasnja
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provodljivost je niska i moZe biti smatrana za dielektrik. Struktura: ekstra-
celularni medijum, celijska membrana, intracelularni medijum moZe biti

smatrana kao dielektrik provodnik.

Izlaz napona je sinusoida zavisna od vremena, oblik sinusoide je u
zavisnosti od frekfencije i amplitude Sto je fazni ugao i izraZava se u stepenima.
BioloSko tkivo obuhvata dielektricku otpornost i idealno je beskonacna Sto
obuhvata drugi elektricni fenomen kapacitanca, kapacitet. Dielektrik nije
sposoban da nosi naelektrisanje ali je sposoban da ih skladisti. Relativna
permeativnost (dielektricna konstanta) zavisi od materijala izmedu dve ploce.
Ako se napon menja kroz vreme jedan deo struje (proporcionalno vremenskom
izvodu napona) ¢e uci i napustiti kapacitancu da je naelektriSe ili razelektrise.
Napon kondezatora je sinusoidan sa istom frekfencijom kao i izvor napona.
Jedina razlika je amplituda i faza. Isto vaZi za napon i za struju oko strujnog kola.
Ovo je opsSte svojstvo linearnog kola bilo koje kombinacije otpornika,
kondenzatora i induktora. Ovo je kombinovano sa c¢injenicom da neki signal
moZe biti pretstavljen kao kombinacija sinusoida. Kolo moZe biti karakterisano
za svaku frekfenciju i moguce je izraCunati izlazni signal za bilo koju vrstu
ulaznog signala. Impedanca je element nekoliko frekfencija i definiSe se kao
odnos ulaznog napona i struje za tu frekfenciju. Linearni element dve relacije ¢e
postojati izmedu napona i struje relacija amplituda (ili modula ili amplituda) i
odnos faza (kasnjenje izmedu struje i napona). Signal se obi¢no pretstavlja kao
kompleksni broj. Ova specijalna vrsta broja sadrZi informacije modulusa i faze.
Kompleksni broj je jedini nacin kojim se moZe pretstaviti istovremeno modulus
i faza. Za datu frekfenciju napon V i jacina struje I su kompleksni brojevi koji
pretstavljaju ulaz napona i struje (magnituda i faza). Elektricna impedanca Z je
kompleksni broj jednake veli¢ine sa odnosom magnitude i faze jednake za
razliCite faze. Realni deo impedance se zove rezistanca (otpor) dok se
imaginarni broj zove reaktanca (induktivni otpor). Rezistivni deo uzrokuje pad
snage, impedanca otpornika je potpuno rezistivna bez reaktance (induktivni
otpor) a ona uzrokuje kasSnjenje izmedu napona i struje. U kapacitanci struja

velike frekfencije je slobodna da protice i struja niske frekfencije je blokirana.
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Kapacitanca se ponasa kao otpor u otvorenom kolu (bez konduktance) za
veoma male frekfencije i kratka kola za visoke frekfencije. Elektri¢na
bioimpedanca moZe da se definiSe i kao mera elektricnog otpora bioloSkog
uzorka. Elektricna bioimpedanca koZe se moZe kontinuirano meriti u cilju
determinisanja stanja i koli¢ine vode u slojevima koZe i njenoj patofizioloskoj
evoluciji. PatoloSke promene u koZi podrazumevaju izmenu Ccelija i
meducelijskih membranskih sistema Sto se reflektuje promenom impedance.
Merenja bioimpedance su relativno jednostavna i obezbeduju neophodne
informacije da prate promene u koZi usled prisustva vode razliitih bioloSkih
karakteristika i baza su za klini¢cke parametre stanja slojeva koZe. Tehnologija
merenja bioimpedance ima Siroku primenu u mnogim biomedanckim
aplikacijama kao Sto je karakterizacija koZe, otkrivanje bolesti, biosenzori...
Impedanca tkiva moZe da se menja sa promenom razlicitih frekfenci. Strukture
tkiva i njihovi sadrzaji mogu pokazati razliCite elektricne karakteristike.
Merenje bioimpedance koZe nudi mogucnost brzog tacnog i jeftinog
registrovanja promena u cCelijskoj strukturi i ekstracelijskim membranskim
strukturama koZe. Primena struja na povrsSini koZe moZe da indentifikuje
promene u razli¢itim slojevima koZe koje nastaju tokom starenja, razlicitih
sredinskih faktora i razli¢itih vrsta voda kojim se organizam izlaZe. Ako se
Celijska struktura ili ekstracelularni membranski sistem menjaju, bioimpedanca
mozZe da se Kkoristi za otkrivanje promena na molekularnom nivou.
Bioimpedanca se moZe primeniti na tkivo koZe da determiniSe stanje u kom se
nalazi, za utvrdivanje funkcije koZe kao barijere za prolazak vode. Ova tehnika
moZe pratiti promene u Celijama, Celijskim membranama i meducelijskom
prostoru za pracenje procesa koji se odvijaju tokom diferenciranja keratinocita
tokom procesa sazrevanja. Skupljaju¢i informacije zajedno moZe biti
dijagnostikovana strukturna svojstva vode koja obezbeduju najbrzu i
najefektivniju hidrataciju kao i strukturu vode koja unoSenjem u organizam
obezbeduje optimalnu strukturu i funkciju koZe. (Grimnes, Martinsen 2008.)
Upotreba bioimpedance predstavlja neinvazivnu, brzu metodu za odredivanje
elektricnih parametara koZe. Bioloska funkcija koZe i posebno stratum

corneuma kao barijernog sloja se ogleda u veli¢ini impedance na nacin da u
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slucajevima disfunkcije podleZe padu vrednosti (u odnosu na fzioloSka stanja
karakterisana visokim vrednostima) usled smanjenja sposobnosti sprec¢avanja
transporta jona. Analiza impedance moZe posluZiti kao parametar procene
barijerne funkcije koZe u zavisnosti od tipa vode koja se konzumira. Elektri¢no
ponasSanje osnovnih struktura koZe je u odnosu na rastuéi stepen hidratacije
koji zavisi od uzrasta pola i tipa vode koji ispitanici konzumiraju. Za
promenljivu elektricnu pobudu su odgovorni: povecanje pokretljivosti
keratinskih filamenata, kao nosioca polarnih grupa u polarnom rastvaracu kao
Sto je voda, povecanje pokretljivosti pokretnih i polupokretnih jona u
vancelijskom prostoru, Poveéanje protonske provodljivosti u okviru mreZze
vodonic¢nih veza koje formiraju molekuli vode. Frekvencija od 1kHz, pribliZna
grani¢na vrednost ispod koje elektri¢cnim svojstvima tkiva dominira stratum
corneum, dok na visim frekvencijama dominantan doprinos daju dublji slojevi
koZe sa celijama koje se nalaze u stadijumu rane terminalne diferencijacije.
Posmatrano iz ugla ponasSanja dubljih slojeva, oni na frekvenciji od 1kHz u
formiranju odziva koZe ucestvuju sa svega 10% vrednosti dok na frekvenciji od
100 kHz ucestvuju sa 90% vrednosti. (Martinsen at all 1999). Jacina struje koja
protice kroz odredeni presek tkiva koZe i njoj odgovarajuca velicina impedance
(kao i za vec¢inu tkiva uopSte) menja svoju vrednost u zavisnosti od frekvencije
primenjenog pobudnog napona i zbog promena u procentnom sastavu Celijskih i
vancelijskih polarnih i nepolarnih molekularnih komponenti (grubo
posmatrano proteinske i lipidne komponente) Cije se ponasanje moZe opisati
ponaSanjem klasi¢nih (tehnickih) otpornika i kondenzatora. Analiza impedance
predstavlja neinvazivnu, brzu i relativno jeftinu metodu za dredivanje
elektricnih parametara koZe. BioloSka funkcija koZe i posebno stratum
corneum-a kao barijernog sloja se ogleda u velic¢ini impedance na nacin da u
slucajevima disfunkcije podleZe padu vrednosti (u odnosu na fizloloSka stanja
karakterisana visokim vrednostima) usled smanjenja sposobnosti sprecavanja
transporta jona. Analiza impedance, u $to je moguce Sirem frekventnom opsegu,
moZe posluZiti kao parametar procene barijerne funkcije koZe. Osim procene
barijerne funkcije, predmet interesovanja je bio i karakter odziva dubljih slojeva

epiderma i derma kao i uocavanje eventualnih pravilnosti u ponasanju u odnosu
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na starosnu dob ispitanika. Do promene ponasanja osnovih struktura koZe u
odzivu na rastuci stepen hidratacije i promenljivu elektricnu pobudu, dovodi
povecanje pokretljivosti keratinskih filamenata, kao nosilaca polarnih grupa, u
polarnom rastvaracu kakav je voda, povecanje pokretljivosti pokretnih i
polupokretnih jona u vancelijskom prostoru. Povecanje protonske provo-
dljivosti u okviru mreZe vodoniCnih veza koje formiraju molekuli vode
Literaturni podaci ukazuju na odredene pravilnosti u ponasanju slojeva koze.
(Grimnes 1999.) Tako je frekvencija od 1kHz istaknuta kao pribliZna granicna
vrednost ispod koje elektricnim svojstvima tkiva dominira stratum corneum
dok na visim frekvencijama dominantan doprinos daju dublji slojevi koZe sa
¢elijama koje se nalaze u stadijumu rane terminalne diferencijacije. Kao najcesce
koris¢ena niskofrekventna pobuda u literaturi se istice vrednost od 88 Hz, mada
autori isticu njenu proizvoljnost u okviru Sireg opsega vrednosti za koje je
postignut povoljan odnos dovoljno visoke frekvencije radi izbegavanja kriti¢nih
vrednosti vremenske konstante ali i dovoljno niskih vrednosti radi izbegavanja
parazitnih kapacitivnosti i redne otpornosti u kontaktnoj oblasti elektroda.
(Grimnes 1996.) Osim pomenutog, jacina struje koja protice kroz odredeni
presek tkiva koZe i njoj odgovarajuca velicina impedance (kao i za veli¢inu tkiva
uopSte) menja svoju vrednost u zavisnosti od frekvencije primenjenog
pobudnog napona i zbog promena u procentnom sastavu celijskih i vancelijskih
polarnih i nepolarnih molekularnih komponenti (grubo posmatrano proteinske
i lipidne komponente) Cije se ponaSanje moZe opisati ponaSanjem klasi¢nih
otpornika i kondenzatora. Impedansna spektroskopija je sprovedena anali-
zatorom impedance sa pobudnim naponom podesljivim u opsegu od 0-5 V i
pobudnom frekvencijom ulaznog napona podesljivom u opsegu od 0.1 - 500
kHz. Ulazni parametar rada uredaja je pobudni (ulazni) napon Vul, i pobudna
(ulazna) frekvencija ful. Izlazni parametri su: izlazni napon Vizl i fazno kasnjenje
. Vrednost pobudnog napona je u toku svih ispitivanja bila 5V dok je
frekvencija varirana u odgovarajuc¢im opsezima. Iz razloga stabilnosti merenja i
dobijanja relevantnih podataka, pun merni opseg je smanjen na Siri podopseg
od 10 Hz - 50 kHz i uzi podopseg od 50 Hz-10 kHz. U tim opsezima su

sprovedene ispitivanja na tri grupe ispitanika.
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5.4. Nanotehnoloske metode: Opto-magnetni fingerprint

(OMF) i Spektroskopija atomskih sila (AFM)

OMF je nova nanotehnoloSska metoda ispitivanja interakcije svetlost
materija kod Kkarakterizacije uzorka, a AFM je metoda topografske
karakterizacije uzorka. Opto Magnetni Fingerprint (OMF), je nova metoda u
istraZivanju materije i optickih i magnetskih svojstava tankih slojeva materijala i
tkiva. (Bandic Koruga Mehendale Marinkovich 2008.) Metod je zasnovan na
razlici izmedu odgovora materijala kad je osvetljen belom svetlo$¢u pod pravim
uglom (reflektovana svetlost koja dolazi do detektora je difuzna) i sa istom
belom svetlo$¢u pod Brevsterovim uglom (reflektovana svetlost do detektora je
polarizovana). Ova tehnika je zasnovana na svojstvima elektrona materije
(kovalentne veze, vodonitne veze, jon-elektron interakcije, van der Waals
interakcije) i njihove interakcije sa svetloS¢u. Ako vodu osvetlimo
polarizovanom svetloS¢u tada ¢e do¢i do interakcije elektricne komponente
svetlosti sa molekulima vode. Mogu se meriti reflektovane i/ili absorbovane
osobine vode koja se ispituje na bazi ekscitacije elektrona molekula elektricnom
komponentom svetlosti. Kako voda ili neki uzorak poseduje elektri¢na i
magnetna svojstva reflektovana ce svetlost, koja je elektromagnetne prirode,
biti izazvana elektricnom komponentom ulazne svetlosti. Medutim, ako uzorak
ekscitiramo svetlo$¢u pod tacno odredenim uglom tada ¢e sam uzorak izvrsiti
polarizaciju svetlosti. Reflektovana svetlost imace samo elektricnu komponentu,
odnosno svojsva uzorka na bazi elektri¢nog stanja povrsSine. Na taj nac¢in na bazi
svetlosti moZemo doci od elektri¢nih osobina materijala. Medutim, ako povrsinu
uzorka izlozimo dejstvu svetlosti pod pravim uglom tada ¢e reflektovana
svetlost sadrzati informacije o elektromagnetnim osobinama uzorka. Ali, ako su
povrSine iste u oba slucaja, tada se moZe od druge refleksije oduzeti prva
refleksija i dobiti magnetne osobine povrsine uzorka (opto-magnetni fingerprint
OMF). Imajuc¢i u vidu da je orbitalna brzina valentnih elektrona oko 10 m/s
moZemo reci da je odnos magnetnih i elektri¢nih sila materije oko Fum/Fg~ 104

Kako je sila neposredno povezana sa kvantnim dejsvom, izrazenim Plankovim
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izrazom, h = F-d -t = 6.626 x1034 Js, gde je F sila, d pomeraj a t vreme, to znaci da
su promene magnetnih sila za Cetiri reda velic¢ine bliZze kvantnom dejstvu od
elektri¢cnih. Kako su kvantna stanja bioloSkih makromolekula primarno
odgovorna za konformacione promene to znaci da je otkrivanje razlike u
tkivnim stanjima daleko verovatnije sa nivoa magnetnih sila nego sa nivoa
elektri¢nih sila. Metod OMF je vaZan za nanotehnologiju jer je magnetna sila
valentnih elektrona 10000 puta manja od elektricne tj. da magnetna
komponenta bolje od elektricne opisuje kvantna stanja materije. U ovoj metodi
se svetlost koristi kao merno sredstvo (sonda) kojom se ispituju osobine
materijala iz razloga Sto je samo foton dovoljno mali senzorski modalitet,
stvoren od strane prirode, kojime se moZe ostvariti garantovano dovoljna
osetljivost i neinvazivnost interakcije sa materijom. U metodi se Koristi bela
difuzna svetlost ¢ije se talasne duzine krecu u opsegu od = 400 - 800 nm, Sto
omogucava dobijanje informacija o viSim nivoima organizacije bioloskih
makromolekula (tercijerna i kvarternarna struktura). Na ovaj nacin je moguce
istrazivati vodu u bioloSkim tkivima kao vazan izvor informacija u biologiji.
Svaki snimak rastvora vode ili bioloSkog sistema sadrzi informacije na
molekularnom nivou sa rezolucijom jedne vodoni¢ne veze. Posmatranjem
bioloSkih sistema moguce je neinvazivno dobiti mnoge podatke o strukturi

molekula vode posle raznih poremecaja.

Kako je promena kvantnih stanja povrSine uzorka obostrano
jednoznacna (,one-to-one”) korenspodentna sa promenama molekula na
povrsini uzorka (dubine od nekoliko nanometara do nekoliko milimetara u
zavisnosti od prozirnosti uzorka), to je OMF koplementarna metoda AFM i MFM.
Dok sa Nano Probe tehnikom moZe da se skenira povrsina od 10 nm do 100 um
i moZemo dobiti stanja pojedinac¢ih molekula, to sa OMF tehnikom, moZemo
dobiti ukupnu (statisticki relevantnu) informaciju o promenama molekula
snimanog uzorka. Geometrijska optika je razumljiva pojava ako se posmatra
kao interakcija izmedu dva elektromagnetna polja - jednog u nepolarizovanom
svetlosnom talasu i drugog koje proizvode elektroni u (pre svega tankom)

povrsinskom sloju materijala.
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Kombinovana “bela” i “polarizovana” svetlost upotrebljene na istom
uzorku pokazuju malo razli¢itu vizuelnu sliku. To se koristi u mikroskopiji
velikih uvecanja, jer povecava kontrast. OMF je bitno razli¢ita metoda od
mikroskopa sa obi¢nom i polarizovanom svetlosti, jer umesto direktne
polarizovane svetlosti koristi reflektovanu polarizovanu svetlost i umesto
digitalne slike koristi njenu spektralnu raspodelu intenziteta u crvenom,
zelenom i plavom delu spektra u nekom od sistema boja (u ovom slucaju u
RGB). Dobijeni spektri predstavljaju pomeraj (shift) na levo i desno u odnosu na
svetlost kojom se ekscitira (u zavisnosti od odstupanja uredenosti sistema) pa
ima sli¢nosti sa Ramanovim spektrom posmatranog uzorka. Dobijeni spektri
pomocu OFM se mogu kombinovati medusobno, kao i sa poredbenim spektrima
"ekrana" tj. referentnih povrsi. Kako se pojavljuje veliki broj mogucih
kombinacija, konvolucioni spektri (convolution - smotan, zavijen), oni mogu
izdvojiti razliCite osobine materijala koje su na odreden nacin povezane sa
prostornom raspodelom elektrona, elektronskih orbitala, kao i inenzitetom
veze (kovalentna, vodonicna, jon-dipol i dr.) Metod zapravo predstavlja
optomagnetnu digitalnu spektroskopiju materijala, sa rezolucijom od 1 nm u
plavoj i do 2 nm u crvenoj svetlosti. Algoritam za analizu podataka je zasnovan
na hromatskom dijagramu zvanom ,Maksvelov trougao” i skup operacija za
odnos prema (R-B)&(W-P). Skracene oznake znacCe da crvene minus plave
talasne duzine bele svetlosti i reflektovana polarizovana svetlost (zasnovana na
Brevsterovom uglu) se koriste za algoritam spektralnog skupa za izracunavanje
podataka za optomagnetni fingerprint materije. Slike povrSine dobijene
klasicnim svetlosnim mikroskopom je zasnovana na elektromagnetnim
svojstvima svetlosti, dok je OMF zasnovana na razlici izmedu difuzne bele
svetlosti i reflektovane polarizovane svetlosti. Reflektovana polarizovana
svetlost se produkuje kad izvor difuzne svetlosti obasjava povrSinu materije pod
nekim uglom (Brevsterovim uglom). Svaki tip materije poseduje razliCitu
veli¢inu ugla polarizacije svetlosti, ugao reflektovane polarizovane svetlosti
vode je oko 53°. Dok reflektovana polarizovana svetlost sadrzi elektricnu
komponentu interakcije svetlosti i materije dok razlika izmedu bele svetlosti

(elektromagnetnog) i reflektovane polarizovane svetlosti (elektri¢nog) polja da
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je magnetna svojstva materije (opto-magnetni fingerprint). Kako svetlost
polarizovana pod Brevsterovim uglom gubi znacajan deo intenziteta elektri¢ne
komponente, to znaci da razlika odziva bele (ravhomerna elektricna i magnetna
komponenta) i reflektovane polarizovane svetlosti (priguSena elektri¢na
komponenta) daje neSto istaknutije magnetne oscilacije koje su potekle
modifikacijom upadnog zracenja osobinama uzorka, optickim putem. Kako su
magnetne i opticke osobine materije najblize konformacionim stanjima u
tkivima i uslovljene su priguSenjem upadne svetlosti od strane materijala, to je
metoda nazvana opto-magnetnom spektroskopijom. Ovaj odziv nazivamo i
multi spektralni zato Sto pobuda i odziv (potencijalno) sadrZze sve talasne
duZine (monohromatske komponente) vidljive svetlosti. Koristimo digitalne
slike u RGB (R-crvena, G-zelena, B-plava) sistemu da bi analizirali, odabiramo
osnovne podatke piksela u crvenom i plavom kanalu za belu difuznu svetlost
(W) i belu reflektovanu polarizovanu svetlost (P). Algoritam za analizu
podataka je baziran na hromatskom dijagramu koji se zove Maksvelov trougao i
operaciju spektralne konvolucije prema odnosu (R-B)&(W-P). Polarizovana
svetlost je koriS¢ena za algoritam spektralne konvolucije za izraCunavanje
podataka za optomagnetni fingerprint materije. Zbog toga, metod i algoritam za
stvaranje jedinstvenog spektralnog fingerprinta je zasnovan na konvoluciji
kanala RGB boja spektralnih podataka generisanih od digitalnih slika koje su
zarobile pojedinacne i viSestruke talasne duZine interakcije svetlost materija. Za
poredenje magnetskih i elektri¢nih svojstava vode (materije) koriS¢ene su
analize vrednosti R-B kanala za reflektovanu polarizovanu svetlost P(R-B).
Digitalna fotografija pruza nekoliko veoma znacajnih prednosti kao Sto su
brzina u radu, jednostavno arhiviranje i niski troskovi rada. Osim toga, ona
omogucava analizu slike kroz njeno razlaganje na komponente boja koje
formiraju vizuelnu percepciju: crvena, zelena i plava komponenta. Sam uredaj
upotrebljen za realizaciju metode se sastoji iz standardnog digitalnog foto-
aparata prilagodenog odgovaraju¢im sistemom za uvelicavanje i svetlosnim
izvorom prilagodenim za Brevsterovu spektroskopiju. Oblast na kojoj je moguce
ostvariti snimanje je kruZnog oblika pre¢nika oko 25 mm. Primenom digitalne

obrade slike moguce je sliku transformisati u histogram zasi¢enja koji prikazuje
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intenzitete piksela na skali od 0 do 255 tako da 0 odgovara nijansi minimalnog
intenziteta dok 255 odgovara nijansi maksimalnog intenziteta. Histogramima se
slika prikazuje kao spektar kod koga je raspodela svih intenziteta prikazana na
skali od 0 do 255. Kako svaka od komponenti potice iz odgovarajuceg opsega
talasnih duZzina vidljivog dela spektra na osnovu 256 nijansi svake od
komponenti (zabeleZenih CCD2 senzorom fotoaparata) moZemo organizovati
spektralni zapis veceg dela vidljive svetlosti u 256 x 3 = 768 nivoa. Na taj naCin
digitalni zapis sadrZi implicitnu informaciju o talasnim duZinama i intenzitetu

difuzno i polarizovano reflektovane bele svetlosti.
Postupak snimanja se sastoji iz:

1. Osvetljavanja uzorka belom difuznom svetloscu.

2. Akvizicije prvog digitalnog snimka.

3. Osvetljavanja uzorka belom difuznom svetloS¢u pod Brevsterovim
uglom.

4. Akvizicije drugog digitalnog snimka.

Nakon snimanja (koje traje 5-10 s po uzorku, sa oba digitalna snimka)

sledi postupak spektralne obrade slike koji se odvija u tri faze:

1. U prvoj fazi se iz snimaka izdvaja (iseca) regija od interesa na kojoj se
sprovode sve dalje operacije. Potom se izdvojena regija razlaZze na komponentne
kanale (crveni (R-red), zeleni (G-green) i plavi (B-blue)) iz kojih se dobijaju tri
monohromatske slike koje predstavljaju raspodele intenziteta podoblasti
vidljivog spektra koje se prikazuju u obliku histograma kod koga su nivoi

intenziteta kodirani skalom talasnih duzina.

2. U drugoj fazi se sprovodi konvolucija spektara u oblasti plavog i
crvenog kanala nakon c¢ega se formira razlika izmedu odziva dobijenog belom

svetlosScu i polarizovanom svetloScu.

3. U trecoj fazi se vrsi analiza spektara tako Sto se uzorci klasifikuju po

intenzitetima i talasnim duZinama. (Koruga Tomi¢ Ratkaj Matija 2006.)
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Na dijagramu OMF demi vode (5) se primecuju dva para pikova za
magnetni domen dok za elektri¢ni postoji samo jedan par $to ukazuje da

vodonicna veza poseduje klasi¢na i kvantna svojstva.
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Dijagram 5. Optomagnetni dijagram za 18.2 MQ vodu na 25° a) karakteristicne tacke za
magnetni domen [(R-B)&(W-P)]: (113.81 nm, 0), (116.69 nm, +0:0781), (117.95 nm, 0),
(118.92 nm, -0.0627), (121.7 nm, 0), (124.79 nm, 0.0722), (126.19 nm, 0), (127.3 nm,
i0:0978), (130.73, 0); (b) Karakteristicne tacke za elektri¢ni domen [P(R-B)]: (113.29 nm,
0), (116.67 nm-0.0782), (118.71 nm, 0), (124.16 nm, 0), (127.33 nm, 0.1003), (129.07 nm,
0). b. Koruga 2010.

Vodoni¢na veza poseduje dualna svojstva, klasitna (elektrostaticke
interakcije zasnovane na Kulonovom zakonu) i kvantna (talasna funkcija
bazirana na Sredingerovoj jednacini. Dijagram (5). Dok je Plankova konstanta
jedan od glavnih kriterijuma za opisivanje koji je proces kvantni ili koliko je
blizak kvantnom za metod optomagnetnog fingerprinta materije kao polazna
taCka su koriStene elektricne i magnetne sile valentnih elektrona. U
optomagnetnim spektrima se mogu otkriti fenomeni koji karakteriSu materiju,
kovalentne i nekovalentne veze (jon-jon, jon-dipol i dipol dipol interakcije).
Ekscitacioni sistemi u nano razmerama vode poseduju uticaj na njena opticka
svojstva, prvenstveno na koeficient apsorpcije koja je u obliku dielektri¢cne
permitivnosti i pokazuje veoma usku i diskretnu zavisnost od frekfencije

spoljasnjeg elektromagnetnog polja. Vodonicne veze izmedu molekula vode nisu
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samo Kklasi¢no elektricno privlatenje izmedu pozitivno naelektrisanog
vodonikovog atoma i negativno naelektrisanog kiseonikovog atoma, nego je pod
uticajem ostalih veza i stoga poseduje klasi¢na i kvantna svojstva. Rastojanje
izmedu centra atoma vodonika i atoma kiseonika je u kovalentnoj vezi d (0-H)
je uzmedu 95 pm i 120 pm, dok je rastojanje izmedu centra vodonikovog i
kiseonikovog atoma kod nekovalentne veze d (O. .. H) izmedu 120 pm i 200 pm.
Prosetna vrednost d (O-H) x d (O. . .H) je oko 162 pm. Duzina veze O-H. . .0
pokazuje da valentni parametri vodoni¢ne veze slede pravilo zlatnog preseka
Cija je vrednost oko 1.62. Od odnosa zlatnog preseka zavisi harmonizacija,
vrednost prirodne mere je dva reda vece od 162 pm. Sa polazista vodoni¢ne
veze u molekularnom svetu, prirodna jedinica mere bi bila 1.61803 x 10-19 m.
Razne elektromagnetne interakcije u Zivim bi¢ima narusavaju ili teZze da
uspostave harmonizaciju parametara vodoni¢nih veza, Sto zavisi od njihovih
svojstava. Vodoni¢ne veze (sa klasi¢nim i kvantnomehanickim svojstvima) koje
su organizovane u molekularnu mreZzu ukazuju da voda preko njih ima ulogu u
svim bioloskim fenomenima i moZe se njena strukturisanost karakterisati opto-
magnetnim metodom. Ovim metodom baziranim na interakciji svetlost i odnosu
elektricne i magnetske sile kovalentne veze i medumolekularnih interakcija
vode je moguce skupiti podatke klasi¢nih i kvantnih dejstava molekula vode i
interakcijama izmedu njih kao i molekula vode i rastvoraka u rastvoru.
Plankova konstanta je veza izmedu energije (E) i oscilacije elektromagnetnih
talasa (v ), kao E = hv. Plankova konstanta je po prirodi dejstvo proizvod sile
(F), razdaljine (d) i vremena (t), dejstvo poseduje vrednost h (6,626x103 Js).
Poredenjem elektric¢ne i elektromagnetne interakcije izmedu dva naelektrisanja
elektrona susednih atoma u relativnom kretanju pretstavljaju kvantnu osnovu
za optomagnetni fingerprint. Postojanje polu klasi¢nih/kvantnih interakcija je u
intervalu 6,626 x 1034< h <6,626 x10-3%, U ovoj oblasti dejstva sa stanovista
energije klasi¢ni i kvantni fenomeni koegzistiraju zajedno. Veli¢ina akcija je
savrSena za istrazivanje interakcija vodonic¢nih veza ako je h <6.626 x 10-30 Js
onda je vodonic¢na veza klasi¢na, dok ako je h > 6,626 x 10-3% onda je kvantna.
Elektricna sila je bliza klasicnim interakcijama (Kulonov zakon), dok je

magnetna sila bliza za Cetiri reda veliine kvantnoj interakciji od elektri¢ne. Za
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aktivnost vodoni¢ne veze prosecna vrednost sile x2,5x10-1° N, razdaljine
~1,6x10-10 m i vremena x50 x 10-15 s za ove vrednosti je dejstvo 0.5 x 10-33 Js Sto
je polu kvantno dejstvo. Vodonicna veza u vodi je Cetiri reda veliCine bliza
kvantnom (6.626 x 10-3* Js) nego klasicnom (6.626x10-2° Js) dejstvu. Prema
odnosu FM=FE ~10-4, znaCi da magnetski i elektri¢ni fingerprint vodoni¢nih veza
vode ¢e biti razliciti zato Sto se dejstvo magnetne sile razdvaja na dva dela:
kvantni i klasi¢ni, dok je elektri¢na sila samo klasi¢na zato Sto je domen dejstva
10-2° Js. Nacin da se razdvoje magnetno i elektricno dejstvo je interakcija
svetlosti i vode. (Koruga 2010.) OMF metodom koji je veoma osetljiv na
paramagnetne/dijamagnetne osobine tkiva koZe kao kompleksne strukture,
moze se utvrditi da voda lipid strukture imaju veoma vaznu ulogu u svojstvima
koZe kao i tip vode za pice koji ljudi koriste, Sto mozZe pretstavljati nano bioloski

pokazatelj vrednosti vode za pice.
5.4.1. AFM - Spektroskopija atomskih sila

Skeniraju¢a mikroskopija atomskih sila (MAS, eng. Atomic Force
Microscopy - AFM) je metoda karakterizacije materijala pomocu lokalnog
merenja meduatomskih sila. Razvijena je da bi se prevaziSlo osnovno
ograniCenje STM (skeniraju¢a tunelska mikroskopija) odnosno nemogucnost
istraZivanja elektricno neprovodnih biopolimera. (Matija 2010.) Metodu AFM su
razvili (Binig, Kvejt i Gerber 1986.) godine rade¢i na unapredenju tehnike
Skenirajuce Tunelske Mikroskopije (STM) koja interakciju sa uzorkom zasniva
na gustini elektronskih stanja i primenljiva je samo na elektroprovodne uzorke.
Sonda STM metode je platinska Zica sa posebno zaoStrenim vrhom ¢iji radijus
iznosi oko desetak nanometara. Sonda koja se koristi u metodi AFM ima vrh
priblizno iste geometrije s tim Sto je sam vrh deo konusa postavljenog na
konzolni nosaC. Centralni element metode AMF je merni podsistem koji se
sastoji iz tri kljune komponente: nanokonzole, opticke poluge i
piezoelektricnog skenera. Slika 5. Skeniraju¢a tunelska mikroskopija (STM)
zasnovana je na kvantnomehanickom fenomenu tuneliranja elektrona izmedu
vrha probe i ispitivane povrSine ispitivanog biomaterijala, a moze se primeniti

samo u slucajevima elektri¢no provodnih biopolimera. Kada se uspostavi napon
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izmedu tipa i povrSine uzorka, dolazi do promene oblika energetske barijere i
do tuneliranja elektrona kroz barijeru. Rezultat tunelovanja je struja I, koja
zavisi od rastojanja z izmedu povrSine uzorka i tipa. Struja tuneliranja
eksponencijalno opada sa rastojanjem izmedu tipa i povrSine biomaterijala, pa
smanjenjem rastojanja za 0.1 nm povecava struju tuneliranja za jedan red
veli¢ine, Sto ukazuje na izuzetno veliku rezoluciju i primenjivost za strukturna
istraZivanja na atomskom nivou. (Dejan Rakovi¢ 2008.) Lokalno (sondirajuce)
merenje se ostvaruje pomocu nanokonzolnog senzora izradenog iz konzolnog
dela duzine oko 50-500 pm i konusnog ili piramidalnog dela koji se nalazi na
kraju konzolnog dela i koji je usmeren u vertikalnom pravcu ka uzorku kao Sto
je pretstavljeno na slici 5. Radijus vrha konusnog (piramidalnog) zavrsetka se
krec¢e od 7-90 nm i zavisi od namene senzora. Tip se montira na kraju lagane,
veoma elasti¢ne i visoko-reflektujuce plocice (kantiliver) pod uglom od 90°. AFM
prati promenu nagiba kantilivera koji se menja pri paranju tipa po povrsini
biomaterijala, ¢ime se menja i ugao reflektovanog laserskog snopa usmerenog
na kantiliver, sSto se takode softverski pretvara u 3D sliku ispitivanog uzorka. Na
malim rastojanjima izmedu tipa i povrSine biomaterijala, predominantan uticaj
na vertikalno pomeranje tipa i savijanje kantilivera ima kratkodometna van der
Waalsova sila zanemarljiv, dominantan uticaj imaju sile duZeg dometa,
elektrostati¢na i kapilarna. U AFM uredaju se koriste kantiliveri izuzetno male
mase Cime je omogucena detekcija sile koja deluje na tip od ~ 10-18 N. AFM se
veoma mnogo Kkoristi i za lokalizovana merenja elasti¢nosti i viskoznosti
povrsine biopolimera, (slika 5) odredivanjem zavisnosti sila rastojanje na
izabranim mestima na povrSini biomaterijala. (Dejan Rakovi¢ 2008.) Kod AFM
osnova je interakcija vrha i povrSine uzorka. Kako sila interakcije na zavisi od
elektricne provodnosti uzorka to se mogu ispitivati i neprovodni materijali.
Princip rada AFM zasnovan je na merenju medu molekularnih (medu cesti¢nih)
konstrukcioni parametri omogucavaju prilagodenje Sirokom opsegu vrednosti
intenziteta meducesti¢nih interakcija. Konstrukcija nanokonzolnih senzora
omogucava prilagodenje merne namene kako merenju sila ekstremno malih

intenziteta (poput sila hemijskih veza), preko uticaja elektri¢nih i magnetnih
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polja, pa sve do testiranja mikrotvrdoce i testova sa mikrorazaranjem povrsine
materijala. Glavna osobina senzora predstavlja parametar krutosti konzolnog
dela senzora, Cije se vrednosti krecu od 0.01 - 10 Nm i obezbeduju opseg
merenja sila intenziteta od svega 10-1© nm pa naviSe, Sto je dovoljno mala
vrednost koja je omogucila neinvazivna snimanja kolagena i drugih biopolimera

kao DNK itd. (Khijniak E, Pollack 2006.)

Skenirajuc¢a mikroskopija je naziv za grupu metoda ciji se rad zasniva na
ispitivanju snimanog podrucja od tacke do tacke, na osnovu koga se konacna
slika rekonstruiSe spajanjem tacaka u red (liniju) a potom susednih redova
(linijja) u dvodimenzionalni prikaz (povrsinu). Proces snimanja se sastoji iz
kontinualnog kretanja sonde iznad povrsine uzorka, koja u toku svog kretanja
interaguje sa uzorkom a rezultate te interakcije registruje fotodiodni senzor koji
vrsi prilagodenje signala i prosleduje ih na racunarsku obradu. Linijska kretanja
sonde su rasporedena tako da postepeno pokrivaju celu povrSinu snimane

oblasti.

wiu) 4

Bezkontaktni Sistem “Opticke poluge"«-..._,__N Fotodiodni detektor
eam ugiba (polozaja
odbijenog zraka)
dw(u)du=0
Ravnotezno —
odstojani i =
sioinie Odstojanje =u Laser (infracrveni)
osvetljava vrh
i > nanokonzole
B\ I
- [\ Sistem upravljanja generiSe
: kretanje u Z pravcu —» Slika
Kontaktni | | Ugib nanokonzole konstantan topografije povrsine
rezim — Interakcija konstantnog — —
intenziteta = Upravijanje u
zatvorenom
) kolu
[
Upravljacki sistem
Interakcija vrha Skenirajuceg Mikroskopa: . .
nanokonzole i uzorka kretanje po X, Y, Z osi Kretanje u ravni
generige ugib uzorka (ravan XY)
nanokonzole

Slika 5. shematski prikaz principa rada mikroskopa meduatomskih (medumolekularnih)
sila. (Matija 2010.)

Rezolucija skenirajucih sondirajuc¢ih mikroskopa se krece i do 0.5-1.0 pm,

ili 10-12 m, Sto omogucuje uvid u strukture koZe u nanometarskim razmerama
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koje omogucuju uvid u interakcije medumolekularnih sila. Rezolucija snimanja
je ogranic¢ena uslovima kvaliteta pripreme uzorka. Interakcije na nano-bio skali
pokazuju slicnosti sa koloidnim sistemima (Nel Madler Velegol 2007) u kojima
se, kao preovladujuce vrste interakcija, tretiraju van der Waalsove,
elektrostaticke i solvatacione interakcije. Van der Waalsove interakcije
predstavljaju objedinjuju¢i naziv za grupu elektrodinamickih i nepolarnih
interakcija u kojima molekulske i jonske vrste ucestvuju preko svojih
elektronskih omota¢a i to prvenstveno valentnim slojem. Solvatacione
interakcije predstavljaju princip samo-uredenja solvatisanih vrsta koje na bazi
stereohemijskih i elektrostatickih interakcija formiraju sa molekulima
rastvaraca sisteme minimalne energije koji mogu imati te¢nu ili te¢no-kristalnu
strukturu. Najnoviji rezultati istraZivanja osobina vode govore u prilog ovakvom
shvatanju, ukazuju¢i na visok stepen organizacije molekula vode u prelaznim
oblastima i postojanje znatno vecih oblasti te¢no-kristalnog uredenja ¢iste vode
od onih koje pretpostavljaju Kklasicne teorije ponaSanja jonskih vrsta u
rastvorima. (Echlin 1992. Slominski Wortsman 2000.) U skladu sa
novootkrivenim kristalnim svojstvima vode, kao i savremenim shvatanjem celije
kao tec¢no kristalnog sistema ogranicenog membranom, uvidamo presudan

znacaj solvatacionih reakcija u istrazivanjima nano-bioloskih sisrema.

U ovom istrazivanju je koriS¢en sistem JSPM-5200, JEOL (Japan) (slika 6).
Nanokonzolni senzori su proizvedeni od strane firme MicroMasch (Estonija) i
Nanosensors (Svajcarska). Senzori za tehniku MMS pripadaju seriji NSC38-
CoCr, sa dvoslojnim filmom magnetnog materijala koji se sastoji iz sloja kobalta
od 20 nm koji sluzi za ostvarenje magnetne interakcije i sloja od 60 nm hroma
koji sluzi kao mehanicka zaStita i pokrovni sloj koji obezbeduje magnetni

materijal od oksidacije kiseonikom iz vazduha.
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Slika 6. Slika skenirajuci elektronski mikroskop JEOL-JSM-6610LV. (Dejan Rakovic¢ 2008.)

Osnovni mehanizam mikroskopskog ispitivanja mehanickih osobina se
sastoji u vertikalnom kretanju nanokonzole do ostvarivanja dodira sa
materijalom uzorka i saopStavanju dodatnog kretanja kojime se istovremeno
deformiSu i nanokonzola i uzorak. Stepen deformacije nanokonzole se odreduje
iz signala na fotodiodnom senzoru dok se informacija o kretanju uzorka dobija
iz zapisa kretanja nosaca uzorka (piezoelektri¢ni skener). Dijagram zavisnosti
deformacije (ugiba) nanokonzole u zavisnosti od pomeraja uzorka se naziva
dijagram "sila-rastojanje". Informacija o "sili" se obi¢no u literaturi rekonstruise
na osnovu poznavanja konstante krutosti nanokonzole i upotrebe linearne
zavisnosti deformacije, krutosti i sile koja deluje na konzolni ukljeSteni nosac.
Opisan postupak predstavlja staticCko merenje mehanickih osobina. U metodi
AFM postoji i metoda dinamickog merenja mehanickih osobina koje se sprovodi
u polukontaktnom rezimu rada (dinamickom reZimu) kojim se ispituju i
razdvajaju viskozna i elasti¢na svojstva uzoraka. U statickom reZimu se vrsi
jedino relativno kretanje sonde u odnosu na uzorak. U dinami¢kom reZimu se
osim pomenutog kretanja ostvaruje i oscilovanje sonde frekvencijom koja je
bliska rezonantnoj frekvenciji i koja se u tom stanju dovodi u interakciju sa
uzorkom S$to ima za posledicu viSestruko povecanje osetljivosti na polje sila

uzorka. (Zheng et al., Langmuir 2007.).
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5.5. Aquaphotomics metoda

Voda nije jednostavan fizicki objekt. Ona je osnovni konstituent svih
Zivotnih struktura. Za razumevanje vode sa sistemske tacke glediSta neophodan
je novi alat za monitoring u realnom vremenu i analizu neinvazivne dinamike
bioloskih i vodenih sistema. Near Infrared istrazivanje strukture vode je
obavljeno na vodi iz Beogradskog i Zrenjaninskog vodovoda. NIR spektrometrija
je prozracna na talasnim duzinama 700 - 2500 nm dok je duZina puta svetlosti 1

mm tako da je ispitivani uzorak tanji od 1 mm.

Cesmenska voda iz Beograda, strogo kontrolisana i obradena, kvalitet se
strogo nadgleda, veoma jasna, veoma cista prema organizaciji za javno zdravlje
Beograd. Cesmenska voda iz Zrenjanina, zabranjena za pice i kuvanje zbog
prisustva arsena i drugih potencijalno veoma toksi¢nih supstanci, ne samo
dodatih, hlorida zbog opasnosti produkcije toksi¢nih koponenti; boja je
Zuckasta, karakteristicnog je mirisa, nije prethodno tretirana ili na bilo koji

nacin obradivana izuzev na prirodan nacin.

Pracene su promene u vodi zavisno od razliCitih uslova okoline: pritisak,
vlaznost vazduha i temperature. Na slici (7) su prikazani spektri talasnih duZina
Cesmenske Bg. vode, promene zavise od razliCitih uslova okoline, merenja su
vrSena na 10 uzoraka. Znacajne talasne duZzine prikazane u tabeli (13) nam daju
podatke o dominantnim strukturama vode u uzorku i sumarne su za sve spektre

uzoraka.
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Slika 7. Promene u spektrima ¢esmenske Bg. vode u zavise od razli¢itih uslova okoline.
Razliciti spektri =(spektar svakog uzorka)-(spektar cCiste vode)

NIR deo spektra izmedu 700 i 2500 nm se Siroko Koristi za
indentifikaciju, utvrdivanje Kkoncentracije i pradenje promene molekula u
vodenim sistemima. IstraZivanjem infracrvenog opsega malog broja molekula
vode indentifikovane su apsorpcione trake brojnih vrsta vode. Apsorpcija vode
je relativno slaba i overtones razli¢itih H-X veza gde je X po pravilu N, O ili C u
rastvoru i rastvorci mogu biti otkriveni istovremeno. Opseg talasnih duZzina je
male energije i poseduje mali efekat na istrazivani uzorak Sto €ini NIR ne
destruktivnom tehnikom. Ovo omogucava viSestruko izlaganje, monitoring u
realnom vremenu fluktuacije mreZe vodoni¢nih veza i s njom povezana
dinamika reasocijacije. Voda koja deluje kao matriks i moZe menjati svoje
apsorpcione obrazce, koje su opisane matricom apsorpcionih obrazaca vode u
vodenom sistemu. Ovo ima ulogu pojacivaca pojedinacnih kompozicionalnih i
strukturnih fluktuacija uzorka. KoriS¢enjem NIR spektroskopije moguce je
pokazati kako merljive varijacije vibracionih frekfencija molekula vode mogu
reflektovati veoma fine promene u sistemu. Ovo omogucuje opsezan uvid u
produZeno trajanje pristupa vodenog ogledala u reakcijama koje se odvijaju na
molekularnom nivou. Poremecaji bioloskih sistema u formi apsorbovanih
fotona se koristi za istraZivanje vode i razli¢ito ponaSanje materija rastvorenih u
vodi. Struktura vode joS ostaje nepoznata ali sa spektroskopske tacke glediSta

moZe biti opisana kao matrica tj molekularna mreZa konformacija molekula
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vode sa razli¢itim populacijama vodoni¢nih veza i specijalnom distribucijom
prilagodavanja i ubrzavanja razlic¢itih funkcija ukljucujuci i same bioloske. Kako
jac¢ina vodonicnih veza i njihova lokacija definiSe funkcionalnost, voda bi se
mogla opisati kao multifunkcionalno telo koje simultano poseduje mnoga lica t;.
mnoge strukture. WAMACS pretstavlja koordinate matrice vode i Cini je mreZa
vodonicnih veza u vodenom sistemu. Tabela 13 WAMAKS Beogradske vode sa
karakteristicnim apsorpcionim trakama. Vodena matrica je koli¢ina vodoni¢nih
veza koja mozZe biti videna refleksijom NIR svetlosti bilo kog umetnutog
molekula. Trodimenzionalno vodeno ogledalo (na molekularnom nivou)

akvafotomiksom je moguce steci spektar piksela u 3D matrici.

Tabela 13. WAMACS znacajne talasne duZine Beogradske vode

c1 c2 c3 C4 cs5 Ccé6 c7 cs8 c9 ci0 |c11 c12
wamacs (1336 [1360 [1370 (1380 (1398 [1421 (1432 [1448 (1458 |[1472 [1482 |1506
1348 (1366 |1376 (1388 (1418 (1430 (1444 [1454 (1468 (1482 [1495 |1516
p[hPa] 1414 1522
h[%] 1420
t[°C] 1408 1484

Akvagram Cesmenske Bg. vode nam daje sumarnu sliku molekula vode u
interakciji sa razli¢itim rastvorcima i pretstavljen je na slici (8). Molekularne
strukture vode su istraZivane sa vibracionom infracrvenom (IR) odnosno blisko
infracrvenoj (NIR) spektroskopijom overtone (viSih harmonika). Voda je jak
apsorber IR zracenja i kao rezultat ovog metoda je istrazZivan i analiziran mali i
veoma tanak uzorak. Koriste¢i NIR region se veoma lako dobijaju, u realnom
vremenu, spektralni podaci za merenje i monitoring vodenih sistema. NIR
spektroskopija dozvoljava dobijanje spektralnih podataka u realnom vremenu,
podaci se dobijaju pod uznemiravanjem (pertumbance), prate se promene u
razliitim hemijskim vezama u sistemu, obuhvataju se molekule vode kao
medijum. Na vodu se veoma lako uti¢e razli¢itim spoljasnjim faktorima,
koriS¢enjem spektralnih promena istrazivane vode i bioloskih sistema, pod

razli¢itim poremecajima dobijaju se podaci o matrici vode i ostatku molekula
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koje okruzuje voda kroz promene obrazaca apsorpcije vode. Pertumbacion -
poremecaj se moZe definisati kao promena fizickog sistema vode primenjujuci
male slucajne promene odabranih parametara i ponovne procene rezultujuceg
sistema. (Tsenkova 2007.) Vis NIR spektroskopija je novi alat za posmatranje
vode koji obezbeduje enormne informacije o strukturi vode i funkcije na
molekularnom nivou i boljeg razumevanja. Dodaju¢i NIR svetlost vidljivoj
svetlosti dobija se nova dimenzija efektu vodenog ogledala. Voda postaje 3D
stereo ogledalo kao dodatak na refleksiju vidljive svetlosti, svaka frekfencija NIR
svetlosti prodire u vodu i apsorbuje se od svake vodoni¢ne veze na jedinstven
nacin da reflektuje ostale molekule u rastvoru i u okolini. Elektromagnetni
spektar vode koja otslikava karakteristicno spektralno lice vode u IR i NIR
opsegu daje informacije o molekulima i jonima koji su rastvoreni u njoj. U
razlicitom okruZenju svaki molekul i jon poseduju jedinstvene apsorpcione
obrazce vode koje opisuje spektar njihovog rastvora. Apsorpcione trake vode u
NIR opsegu mogu posluziti za indentifikaciju i merenje koncentracije raznih
molekula i jona. Pod istim poremecajima razliciti uzorci poseduju jedinstvene

apsorpcione trake.

Vibracije molekula vode mogu biti otkrivene i analizirane u odnosu na
druge molekularne vibracije i funkcionisanja celog sistema. Svaki spektar
takvog sistema reflektuje apsorpciju svetlosti na razli¢itim talasnim duZinama
prema doprinosu (koncentraciji i strukturi) svakog molekularnog c¢lana
sistema). Blizak NIR spektar sadrZi fizicke informacije kao rasejavanje i NIR
spektar na koji jako utice temperatura i Ph. U spektru vode u NIR opsegu 680-
2500 nm prisutna su dva Siroka dominantna pika poznati kao prvi i drugi
overtones i nekoliko drugih posebnih ali malih pikova, poznatih kao
kombinacija traka pikova vode. Spektralni region overtons obicno sadrzi mnogo
preklapajucih pojaseva. Osetljiv NIR spektar apsorpcije ne pokriva apsorpcionu
traku kao gausova kriva. Overtoni karakteristicnih pojaseva su racunati i dalje
koriSc¢eni za odredivanje kad se analizira spektralni obrazac vodenih sistema sa
overtone spektroskopijom. SaopSteno je da IR spektroskopija meri apsorpciju

pojedina¢nog molekula vode ili broja molekula u vakumu. Intenzitet apsorpcije
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u regionima overtonova su 100 do 1000 puta slabiji. Pikovi specifi¢ne
apsorpcije vode u NIR spektru su pod uticajem drugih konstituenata u uzorku.
(Tsenkova 2008.) Spektar vode je sredina koja zavisi od vibracionog moda
otiska molekula rastvora. Molekularne vibracije vode tj. molekularne
konformacije vode su pod uticajem interakcije sa drugim molekulima u
rastvoru. Interakcija izmedu NIR energije i molekula vode u njenim razlic¢itim
molekularnim konformacijama su fundamentalne za razumevanje vodenog

sistema.

1518 2/ ) 1364

=—03075etl
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03085Set2

=——03095etl

03095et2

=——03105etl

——0310%et2

1398 03165etl1
03165et2

1448 - 1410

1438

Slika 8. akvagram cesmenske Bg. vode. Razliciti spektri =(spektar svakog uzorka)-
(spektar cCiste vode)

Na slici (9) je pretstavljena razlika spektara ¢esmenske Zr vode koja je
razli¢ita od ¢esmenske Bg vode slika (8) sa narocito izrazenim negativnim

pikovima dva uzorka, dok su ostali dosta homogeni.

NIR Spektroskopija vodenog sistema sa vodom kao =zajednickim
imeniocem obezbeduje dobijanje informacija na molekularnom nivou. Razlicite
konfiguracije vode, na primer dimeri, trimeri, solvatacioni omotaci kako je
poznato doprinose veoma specificno NIR spektru vode. Kako su ove
konfiguracije veoma osetljive na konfiguraciju i naelektrisanje rastvorenih
molekula ili klastera. NIR spektar rastvaraca je nadeno da sadrZi znacajne
informacije o rastvorku. NIR vode spektralni obrazac opisuje matriks vode u

veoma velikim detaljima i u odnosu na ostale molekule u rastvoru. Voda je
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razmatrana kao zajednicki spektralni imenilac vodenog sistema. Voda je

zajednicki prirodni imenilac Citavog bioloSkog sveta. Interakcija voda svetlost

opisuje spektralni obrazac i reflektuje ostatak molekula u rastvoru kao vodeno

ogledalo na molekularnom nivou.

(-) exepyads ayIjzey
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Talasne duzine (nm)

Slika 9. Razli¢iti spektri = (Spektar svakog uzorka) - (Spektar Ciste vode) Razlika

spektara Zr vode.

Tabela znacajnih talasnih duZina Zr ¢esmenske vode (14) je znacajno

razliita od tabele Bg. vode (13) jer NIR spektar talasnih duZina pod razli¢itim

spoljasnjim uslovima odraZava razli¢it hemijski i jonski sastav vode preko

razlicitih vodenih struktura i njihove dinamike.

Tabela 14. znacajne talasne duzine Zr. cesmenske vode.

c1 c2 c3 c4 c5 Ccé6 c7 c8 c9 c10 [c11  |c12
wamacs 1336 |1360 [1370 (1380 (1398 |1421 |1432 [1448 [1458 [1472 (1482 1506
1348 1366 |1376 (1388 (1418 [1430 |1444 [1454 [1468 [1482 (1495 [1516
1402 (1424 | .,
p[hPa] 1336 1382 (1404|1426 |0 [1454 1522
1412|1428
1408 1422 1432 1458 1482|1510
h[%] 1376|1380 1415|1424 (1442 MM a7 180 |1492 (1550
. 1404 1472 1506
t[°C] 1336 1382 |0, [1422 |1432  |1450 (1466 | ,oc  |1490 | oo
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Akvagram Zr. cesmenske vode slika (10) kao i razlike u spektrima i
znacajnim talanim duzinama odrazava razlike u hemijskom, sastavu
strukturisanosti vode koje su posledica prirodnih i vestackih posledica
preciS¢avanja ovih voda, takode i interakcije sa razli¢itim sredinskim uslovima i
duzini boravka vode u vodonosnim slojevima ili vrsti izvora vode za

vodosnabdevanje.

1518

1372 —03075et1
—03075et2
~—03085et1

03085et2
=——03095et1
03095et2
——03105et1

=——03105et2

03165et1
1464 1398 0316Set2

1444 1410
1438

Slika 10. Razliciti spektri = (Spektar svakog uzorka) - (Spektar c¢iste vode) akvagram Zr
c¢esmenske vode

Akvafotomiks je termin koji opisuje koncept vode kao multielementni
sistem koji bi se mogao dobro opisati multi dimenzionalnim spektrom. Koncept
akvafotomiksa je rezultat velike propustljivosti eksperimentalnih analiza i
koristi informacije apsorpcionih traka vode i apsorpcionih obrazaca mogu da
obezbede poznavanje vodenih struktura i sustinsku interakciju izmedu vode i
drugih komponenti vodenog sistema. Kroz razumevanje dinamike interakcije
voda svetlost i njihov odnos prema funkcijama vodenog sistema akvafotomiks
donosi poznavanje pojedinacnog elementa vodenog sistema i poboljSava
sistemski nivo razumevanja ulazka vode u bioloski ili vodeni sistem.
Apsorpcione trake vode, sistema kad se nade pod poremecajima definiSu
akvafotome karakteristiCne baze podataka apsorpcionih traka vode specifi¢ni za
svaki poseban sistem. Unutar akvafotoma je kumulativha databaza svih
akvafotoma koji su jedinstveni za svaki sistem. Akvafotom je unutrasnji

komplement molekula vode apsorpcionih traka vodenih i bioloSkih sistema.
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NIR spektroskopija vodenih sistema opisuje medusobni odnos izmedu
konformacije vode i njene funkcionalnosti. U matriksu vode postoji specificna
molekularna konformacija i otkriva svoju dinamiku u realnim sistemima u
realnom vremenu. Voda kao medijum je sistem razli¢itih struktura koja je
rezultat pravca simultane dinamike sa doprinosom drugih komponenti u
vodenom sistemu. U vodi se nalaze brojne strukture koje se odvijaju u razlicitim
vremenskim intervalima. Spektar vode otslikava spore promene kao odgovor na
okolne ili druge poremecaje. Umesto analize komponenti vode jedne po jedne
izgleda da je struktura vode rezultanta svih njenih komponenti, videna kao
spektralni obrazac mogla bi biti ogledalo svih molekula koji se nalaze u njoj.
Voda je ogledalo na molekularnom nivou kad se koristi nevidljiva NIR.
Rasplitanjem uloge vode u vodenim sistemima, akvafotomiks bi mogla biti alat
za primenu na ogromnu Kkoli¢inu informacija o interakciji voda svetlost na
diskretnim energetskim nivoima organizovanim u bazama podataka zvanim
akvafotomi. U spectoskropiji se voda razmatra kao prepreka koja narusSava
proces otkrivanja drugih molekula u sistemu. NIR spektar obuhvata i fizicke i
hemijske karakteristike vode. U tabeli (15) su pretstavljene znacajne talasne
duZzine Ciste vode koje su znatno razli¢ite od oba ispitivana tipa voda, narocito
od Zr. ¢esmenske vode. Opseg oko talasnih duZina 1. overtona 1450 nm je
razmatran. Voda u rastvoru igra ulogu produZenog vodenog ogledala
dopustajuci blisko infracrvenom NIR svetloS¢u da se absorbuje reaktivnim

vrstama vode da se odbije tj. indentifikuje rastvoreni molekul ili jon.

Tabela 15. znacajne talasne duzine ciste vode.

c1 c2 c3 c4 Cc5 6 c7 cs c9 ci0 [c11  [c12
wamacs |1336 |1360 [1370 (1380 [1398 (1421 (1432 (1448 (1458 |[1472 (1482 [1506
1348 1366 |[1376 (1388 (1418 [1430 |1444 |1454 [1468 (1482 (1495 [1516
p[hPa] 1410 1516
1374 1492
0,
h[%] 1376 1496
t[°C] 1412 1484
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U tabelama (16-18) su prikazani sumarni podaci razlika talasnih duZina

za ispitivane vode. Uporedivanjem vrednosti za ova dva tipa voda se moZe uociti

znacaj ispitivanja NIR za odredivanje organizacionih svojstava voda i

odredivanje njine bioloSke vrednosti.

Tabela 16. sumarne vrednosti za pritisak

Cc1 Cc2 Cc3 c4 C5 cé6 c7 c8 Cc9 C10 Cc11 Cc12
Pritisak 1336 (1360 1370 |1380 (1398 (1421 (1432 |1448 |1458 (1472 |1482 (1506

1348 1366 1376 1388 1418 1430 1444 1454 1468 1482 1495 1516
Cesmenska . .
BG
Cesmenska |, . . . . . .
Ir
Cista * *

Tabela 17. sumarne vrednosti za vlaznost

C1 C2 C3 C4 C5 cé6 C7 C8 Cc9 C10 C11 C12
Vlaznost 1336 1360 1370 1380 1398 1421 1432 1448 1458 1472 1482 1506

1348 1366 1376 1388 1418 1430 1444 1454 1468 1482 1495 1516
Cesmenska . .
Bg
CesmenSka * * * * * * * * * *
Zr
Cista * *

Tabela 18. sumarne vrednosti za temperaturu
Cc1 Cc2 C3 c4 Cc5 cé c7 c8 Cc9 Cc10 C11 Cc12
Temperatura (1336 [1360 |1370 (1380 (1398 (1421 (1432 |1448 (1458 |1472 (1482 (1506
1348 1366 1376 1388 1418 1430 1444 1454 1468 1482 1495 1516

Cesmenska . .
Bg
CesmenSka * * * * * * * * * *
Zr
Cista * *

Prvi overtone vode je 1300 do 1550 nm sa 12 karakteristi¢nih talasnih
opsega od kojih je svaki 6-20 nm Sirok. Svaki od otkrivenih sistema otslikava tip
poremecaja koji pokazuju predvidljive spektralne varijacije unutar ovih oblastri.
Sto zna¢i da je njihov regresioni vektor ili glavna komponenta koja deli ove
varijacije u ovih 12 opsega. Neki opsezi talasnih duzina kao oblasti oko C1 1344

nm H0-2*1/3, C2: 1364 nm 1. overton OH prostiranje [OH-[H20]:], C7: 1438
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[H20,S1]i C8 1450 nm 1 overton DDA simetric¢ko rastezanje. [OH-[H20]4] mnogi
sistemi poseduju istu aktiviranu matricu. Ne postoji promena u matrici
koordinata vode unutar ovih povrsina traka. Za razliku od ovoga C3: 1374 nm
[H20v1-v2], C4: 1383 nm [H20-2*vy], C5: 1410 nm (slobodan molekul vode S0)
ukazuje na oblast gde su zaista karakteristiCne apsorpcije za posmatran sistem
koji su dobro rasprSeni unutar opsega. Ovo dokazuje postojanje specifi¢nih
molekularnih konformacija vodenog matriksa i omogucuje rasvetljivanje
njihove dinamike u realnom vremenu. Ovo moZe ubrzati interpretaciju spektara
i dalje razumevanje uzajamnih odnosa izmedu matrice vodenih molekularnih
struktura i funkcionalnosti u realnom sistemu. Funkcionalnost struktura kao
solvatacioni omotac¢i vode [OH-[H20].], super oksidi 0O2-[H20].] slobodni
molekuli vode S, Slobodni molekuli vode [C5]. C10 traka matrice koordinata
vode (1472-1482nm) je traka pod malim uticajem promena temperature,
pritiska i vlaznosti tj. sredinskih faktora. Ova traka opisuje molekule vode sa tri
vodoni¢ne veze tj. tetramere vode. Broj tetramera vode je najvaznija
karakteristika svih tipova voda i naj vaznije promena ove traka vode su veoma

male sa promenom spoljasnjih uslova. (Tsenkova 2008.)

Apsorpcione trake Beogradske i Zrenjaninske vode se znacajno razlikuju,
Sto ukazuje da su njihove vodoni¢ne mreze pod uticajem razlicitih koncentracija
raznih rastvoraka na Sta ukazuju razlike u apsorpcionim trakama koje su
karakteristicne za hidratacione omotace. Zrenjaninska voda je karakteristicna
po sloZenoj spektralnoj apsorpciji koja ukazuje na prisustvo velike
koncentracije pored mineralnih materija i organskih materija. Asocijacije
molekula vode u Zrenjaninskoj vodi su vefe i manje regularne nego kod
Beogradske vode za pice, hidratacioni omotaci su veci i stabilniji u Zrenjaninskoj

vodi u odnosu na Beogradsku.

Voda je prirodna bioloska matrica koja sadrzi male molekule sa jakim
potencijalom za obrazovanje vodonicnih veza, promene u obrascu apsorpcije se
odvijaju uvek kad se adaptira na fizicke ili hemijske promene u bioloSkom
sistemu ili okolini. Dodajuci NIR svetlost vidljivoj svetlosti daje novu dimenziju

efektu vodenog ogledala. Voda postaje stereo 3D vodeno ogledalo u dodatku
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refleksije vidljive svetlosti, svaka frekfencija NIR svetlosti prodire u vodu i biva
apsorbovana od svake vodoni¢ne veze na jedinstven nacin da reflektuje ostale
molekule u rastvoru i okolini. Elektromagnetni spektar vode treba da otslika
karakteristicne spektralne osobine vode u IR i NIR opsegu. NIR svetlost prolazi
10 mm a za krace talasne duZine NIR opseg dublje prodire. Apsorpcioni spektar
vodenog rastvora ili bioloSkog sistema sadrZe informacije na molekularnom
nivou sa rezolucijom od jedne vodonic¢ne veze. Takvi brojni spektri su dobijeni
ne invazivno tokom vremena i posle raznih poremecaja koji se odvijaju u
vodenim sistemima. Vis NIR spektralna analiza apsorpcionih traka vode koja se
zove koordinaciona matrica vode dozvoljava ne invazivno merenje struktura
vode i sastav koji se zove pristup proSirenog vodenog ogledala. (Tsenkova
2007.) Apsorpcioni obrazac proizveden apsorpcijom na svakom apsorpcionom
pojasu vode se zove apsorpcioni obrazac vode. Moze biti zamisljen kao tacka u
koordinatnom vodenom matriksu multi dimenzionalnog prostora koja se krece
u razli¢itim pravcima kroz vreme pod raznim poremecajima. Pozicija tacke je
visoko povezana sa osobinama vode. Njena trajektorija ¢e definisati promene u
strukturi vode i njenoj funkciji uzorka koji je analiziran. Voda je prirodna
bioloSka matrica koja sadrzi male molekule i vodoni¢ne veze i menja svoj
apsorpcioni obrazac kada se adaptira na fizicke i hemijske promene u
bioloSkom sistemu. Postavlja se pitanje Sta je struktura vode, koja je
najpoZeljnija a koja najStetnija za ljude i Ziva bi¢a, moZemo li kontrolisati te
strukture. Voda je medutim, sistem raznih struktura koja moZze biti rezultanta
vektora simultanih dinamickih doprinosa drugih komponenti bioloSkog i
vodenog sistema. U vodi postoje brojne strukturne promene koje se odvijaju u
razli¢itim vremenskim razmerama. Spektar vode otslikava spore promene kao

odgovor na sredinske ili druge poremecaje.
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6. TEORIJSKA ISTRAZIVANJA

U ovom poglavlju prikazana je bioloska vrednost vode sa aspekta
funkcionisanja i aspekta starenja, doba, zasSto dolazi do gubitka vode, telomere,
deobno vreteno, slobodni radikali, slobodna energija, spoljni uticaji. Primenjen

je Papi¢a model idr.

Voda je jedna od Sest glavnih supstanci, grade Zivih bi¢a, pored
nukleinskih kiselina, proteina, lipida, ugljenih hidrata i jona. Fiziolosko stanje
coveka i funkcionalnost zavise od zapremine, kvaliteta i stanja vode tj. njene
bioloSke vrednosti. Zapremina vode u organizmu mlade osobe je od 65%-85%
telesne tezine. Od ukupne koli¢ine vode 62% je vezano za biomolekule i jone
dok je 38% slobodna voda koja moZe da se krecCe. Jonski sastav vode je
znacajniji za ¢oveka od koli¢ine jona u vodi zbog toga Sto Covek unosi 90-95%
jona preko hrane a joni uti¢u na lokalnu organizaciju molekula vode stvarajuci
viSe ili manje uredenu strukturu vode oko sebe. Kvalitet i stanje vode koji
odreduju bioloSku vrednost vode uglavnom zavise od jonskog sastava, mreZe
vodoni¢nih veza molekula vode kao i njene dinamike. Molekuli vode su
neophodni bioloskim molekulima da bi njihovo energetsko i strukturno stanje
bilo postignuto na naj bolji na¢in. MreZa vodoni¢nih veza molekula vode osciluje
jer je osetljiva na elektromagnetna polja molekula sa kojima je u dodiru $to ima
uticaj na vodonicne veze biomolekula rezonancijom. Energetsko stanje vode
moZe imati pozitivan ili negativan uticaj na bioloSke molekule u zavisnosti od
njene organizovanosti odnosno od dinamike paramagnetskih i dijamagnetskih
svojstava. Sa strukturne tacke glediSta molekuli vode se mogu povezati preko
razliCitih razdaljina sa biomolekulima ili jonima od manje preko jednog
molekula vode do velike sa nekoliko ili mnogo molekula vode. U slucaju
umerenih i velikih razdaljina, stabilnost struktura vode je krucijalni faktor.
Velike razdaljine se savladavaju linearnom organizacijom vode koja nije
stabilna. Organizacija vode se sastoji od malih i srednje velic¢ine klastera koji su
potrebni za razlicite biomolekule da bi posedovali razli¢ite udaljenosti. Molekuli

vode mogu biti organizovane u klastere na razlicite nacine Sto zavisi od fizicko
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hemijskih uslova u cCeliji, tkivu i telu. Ukupno stanje vode je dinamicka ravnoteZza
pojedinacnih molekula vode, dimera i trimera sa jedne strane, koje ¢ine 62%
vode i sa druge strane malih, srednjih i velikih klastera koji ¢ine preostalih 38%
molekula vode. Otsustvo broja klastera odgovarajuce veliCine moZe smanjiti
fizioloSku funkcionalnost vode. Vibracije molekula vode su determinisane
prostornom simetrijom pozicija atoma kiseonika i vodonika ¢iji vektori koji su
pokazatelji nukleusa ukazuju na pravac i relativnu velicinu kretanja.
Intermolekularne talasne vibracije su u funkciji vodoni¢ne veze, koje su
prvenstveno odredene elektricnim dipolnim momentom zbog asimetrije
naelektrisanja molekula koji su ukljuc¢eni u interakciju. Vodoni¢ne veze izmedu
molekula vode nisu rezultat samo elektri¢cnog privla¢enja izmedu pozitivnog
naelektrisanog atoma vodonika i negativnog naelektrisanja atoma kiseonika
susednih molekula vode koje mogu biti odredene elektrostatickim inter-
akcijama Sto objasnjava Klasi¢na fizika Kulonovim zakonom opisujuci
privlac¢enje i odbijanje izmedu naelektrisanja, nego su i kvantne prirode zbog
delimi¢no kovalentne prirode vodoni¢ne veze. Elektroni atoma vodonika i
kiseonika teZe stanju najmanje energije kroz smanjivanje ukupne energije Sto
ukljucuje i njihovu energiju kretanja. Elektron vodoni¢ne veze ¢e se Siriti kroz
prostor Sto Ce ga Ciniti delokalizovanim i moZe biti deljen sa viSe od jednog
mesta vezivanja. Sferi¢ni klaster vode poseduje brojna mesta za vezivanje
vodonic¢nih veza koje su locirane na razli¢itim razdaljinama od osnovnog stanja.

(Koruga 2008.)

Proces starenja je tako sloZen da je najverovatnije posledica dejstva
razli¢itih mehanizama (ne samo genetickih nego i sredinskih), koji vode
permanentnom gubitku proliferativnog kapaciteta, poremecaju homeostaze,
smanjenoj otpornosti na stres i ucestalijoj pojavi bolesti. BioloSko starenje
predstavlja univerzalan nepovratni bioloski proces, prirodnu fazu u Zivotnom
ciklusu svake jedinke, koja se zavrSava smr¢u. To je proces koji predstavlja
geneticki programirano otkazivanje mehanizama koji odrzavaju homeostazu
(stalnost unutrasSnje sredine organizma), nakupljanje oStecenja Celijskih

mehanizama koji obezbeduju ¢elijsku homeostazu ili antagonisticka plejotropna
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interakcija gena. Starenje je akomulacija promena u organizmu, multi-
dimenzionalan je proces i obuhvata fizicke, fizioloske, psihosocijalne i socijalne
promene. Starenje je takode progresivan gubitak fizioloskih funkcija usled koga
raste verovatnoca umiranja. BioloSke teorije koje objasSnjavaju starenje mogu
biti podeljene u dve grupe programiranog starenja i stohasticke grupe teorija
starenja. Programirane teorije ukazuju da je proces starenja regulisan bioloSkim
satom. Drugi mehanizam pretstavlja skracivanje duZine telomera tokom
¢elijskog ciklusa. Ova regulacija zavisi od promena u ekspresiji gena koji uti¢u
na sistem koji je odgovoran za odrzavanje, popravku i odgovor odbrane celije,
tkiva i organizma. Stohasticke teorije uzrok starenja pre svega vide u faktorima
spoljasnje sredine i ukljucuju progresivna oStecenja na razli¢itim nivoima kao
glavne uzroc¢nike starenja, kao $to su aktivni radikali ili unakrsno povezivanje

polimera.

Embrion coveka se sastoji prvenstveno od molekula vode, u starostri Sest
nedelja se sastoji od 97.5% vode, krajem embrionalnog razvica 85% dok se na
rodenju sastoji od 83% molekula vode. Dinamika stvaranja i razgradnje klastera
vode u embrionu kao i u plodovoj vodi je pracena intezivnom dinamikom
paramagnetizma i dijamagnetizma. Tokom Zivota se nastavlja trend smanjenja
sadrZaja vode u telu coveka pa u detinjstvu poseduje 70% vode u zrelom dobu
65% a u starosti oko 60-50%. Relativni sadrZaj vode je odreden individualnim
karakteristikama (navikama, ponaSanjem, fizioloSkim stanjem, genotipom)
polom, tako da je kod Zena zbog vece koli¢ine masnog tkiva nesSto manji sadrzaj
vode. Voda se nalazi u ljudskom telu u razli¢itim kompartmentima i njihov
odnos je od suStinske vaZnosti za fiziologiju organizma, moZe se podeliti na
ekstracelularnu i intracelularnu vodu. Kod novorodencadi koja sadrzi od 80%-
83% vode u telu ekstracelularna voda c¢ini 45%-53% telesne teZine a
intracelularna oko 30-35%. Nakon 1.5 godina njihove se Kkoncentracije
izjednacCuju da bi nakon 4 g. odnos ovih voda bio obrnut, intracelularne blizu
50% a ekstracelularne nesto manje od 25%. Tokom Zivota se menjaju i odnosi
vrsta vode u telu. Stariji muskarci sadrze 60% vode a Zene 55% od toga

unutarcelijska tecnost ¢ini 2/3 (63%) ukupne tecnosti tela i ¢ini 70%
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citoplazme celije, 85% celijske vode poseduje bulk strukturu dok je preostala
voda manje pokretna i vezana za makromolekule. Sa starenjem se menja stepen
hidratacije molekula, njene efikasnosti i brzine Sto suStinski utice na strukturu i
energetiku biomolekula, biohemijske reakcije i fiziologiju Ccelija, tkiva i
organizma u celini. Promenom organizacije vodoni¢nih veza molekula vode
tokom Zivota, zbog interakcije sa strukturama biomolekula i svojim jonskim
sastavom se menjaju osobine molekula vode pa i njena transportna funkcija, da
prenosi kiseonik i hranljive materije i da uklanja Stetne produkte metabolizma

da omoguci brzu i efikasnu hidrataciju bioloskih molekula.

Zdrava deca sadrZe na rodenju vise vode u telu od bolesne, narocito
ekstracelularne vode dok je nesto manja razlika u sadrzaju intracelularne vode.
Novorodencad sa dijabetesom sadrze ukupno 70,2% vode od toga
ekstracelularne 38,5% a intracelularne 31,8%. Vecina patoloskih promena je u
granicama od 10% sadrZaja vode u telu. Manje se vode nalazi u tumoroznom
tkivu nego u zdravom tkivu, dok kod malignih tkiva narocito koZe koli¢ina vode

moze dramati¢no da se uveca.

Tokom procesa normalnog starenja postoje tri mehanizma aktivacije koji
uzrokuju taj proces: sirov materijal, energija, i Celijski signali obnavljanja.
Postoje takode tri faze starenja tokom Zivotnog ciklusa: radanje do dvadesete
godine, od dvadeset do trideset pet godina i trideset pet godina pa naviSe.
Starenje bi se moglo objasniti modelom koji obuhvata mehanizme koji su
medusobno povezani kao: skraivanje telomera, nastajanje slobodnih radikala,
promena slobodne energije i imuniteta, promene centriola odnosno

mikrotubula i spoljni faktori.

Svi krajevi eukariotskih hromozoma se zavrSavaju telomerama i Stite
genetske podatke, takode omogucuju celijama da se dele, sprecavaju krajeve
hromozoma da se habaju i da se fuzioniSu. Bez telomera krajevi hromozoma bi
izgledali raskinuti pa bi reparacioni mehanizmi Celije pokusali da repariSu nesto
Sto nije raskidano. Napravljene su od sekvenci TTAGGG koje se ponavljaju, na

jednom lancu DNK i vezani su za AATCCC na drugom lancu. Telomere koje se
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nalaze na krajevima linearnih hromozoma se skracuju tokom procesa starenja
sa svakom deobom celije. U ¢eliji ranog embriona duZina telomere iznosi
priblizno 15.000 nukleotida. Nakon brze deobe celija embriona u materici na
rodenju duZina telomera je priblizno 10.000 nukleotida. Svaki put kad se celija
prosecne osobe deli izgubi 30 do dvesto baznih parova sa kraja celijskih
telomera. Celije normalno mogu da se podele samo oko 50 do 70 puta tokom
Cega se telomere sve viSe skracuju sve dok celije ne ostare, umru ili ne postanu
kancerogene. Skracivanje telomera odvija se tokom Citavog Zivota kako se celije
dele, kada celije dostignu duZinu od oko 5.000 nukleotida, u starosti, viSe ne
mogu da se dele i organizam umire od starosti. Skra¢ivanjem telomera se
omogucuje stvaranje kancerskih celija ili drugih bolesti. Telomere, repetitivne
sekvence na kraju svakog eukariotskog hromozoma pomazZu stabilizaciji
hromozoma. Na kraju hromozoma postoji jednolanc¢ana petlja na 3' kraju, koja
$tréi i formira strukturu, T petlju koja Stiti telomeru i videna je kao DNK
oStecenje. Tri primarna mehanizma ucestvuju u procesu skrac¢ivanja telomera.
Nepotpuna replikacija zbog ne mogucnosti DNK polimeraze da replicira sami
kraj linearne molekule DNK, degradacije jednolancane petlje na kraju
jednolancanog 3' kraja i oksidativnog steresa koji moZe da uzrokuje prekid
jednolancanog dela DNK, $to moZe da se akomulira i vodi do sustinskog
smanjivanja telomera. Enzimi telomeraze nakon svake deobe dodaju baze na
kraju svake telomere. Kod mladih Ccelija, telomeraze cuvaju telomere od
oStecenja. Ali ako se deobe ponavljaju nema dovoljno telomeraza tako da
telomere postaju krace i Celija stari. Medutim samo telomere ne odreduju
Zivotni vek jer covek ima telomere koje su mnogo krace od glodara.
Skracivanjem telomera aktivira se sistem za prevenciju daljeg umnoZavanja

Celija.

Starenje izaziva akomulacija oStecenja molekula DNK, koje inhibiraju
sposobnost cCelije da funkcioniSe i aktivira odgovarajuce gene, Sto vodi do
Celijske smrti i opStem starenju. Osam gena kontroliSu koncentraciju steroida

dehidroepiandrosteron sulfata u krvi ¢iji nivo brzo opada sa starenjem tako da

ga u 85. godini ima 95% manje nego u pubertetu. Ovi geni su povezani sa
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bolestima koji se javljaju tokom starenja kao dijabetes II i limfoma. Geni koji
kontroliSu razli¢ite funkcije u ¢eliji i organizmu u celini mogu delovati kao
antagonisti odnosno biti plejotropni. Ovi geni mogu imati prednost u mladosti
da oCuvaju energiju za reprodukciju smanjenjem preciznosti somatskih ¢elija da
bi se ubrzao razvoj i reprodukcija, tokom Zivota su posledice njihove aktivnosti
uzroci propadanje i smrt. Pozitivan efekat gena u mladosti je smanjenje ulaganja
materije i energije u telesne Ccelije, dok je loS tokom kasnijeg Zivota
dezintegracija telesnih celija odnosno smrt. Geni koji omogucuju fiksaciju
kalcijuma u kostima imaju pozitivan efekat u mladosti jer smanjuju rizik od
preloma kosti i naknadne smrti ali imaju negativne posledice kasnije u Zivotu
zbog povecanog rizika od osteoartritisa zbog povecane kalcifikacije. Odredeni
geni ogranicavaju broj deoba ostecenih celija rano u mladosti da bi sprecili
razvoj kancerogeneze, medutim mogu da potsti¢u stvaranje kancera kasnije u
Zivotu zato Sto oStecCene Celije stimuliSu druge premaligne i maligne celije i
formiraju tumor. Odnos izmedu Ccelijskog starenja i starenja organizma je
kompleksan. Celijska besmrtnost je sustinska za stem céelije, ali besmrtne
somatske cCelije su kancerogene. Apoptoza, programirana CcCelijska smrt
omogucuje kontrolisano eliminisanje somatskih celija bez oSteenja tkiva i
povezana je sa inflamacijom c¢ija je posledica nekontrolisana celijska smrt.
Apoptoza je inicirana vancelijskim signalima ili intracelularnim oSte¢enjem i
odvija se aktivacijom proteolitickih enzima koji se nalaze u malim
membranskim strukturama. Razni onkogeni omogucuju sintezu i regulaciju
proteolitickih enzima capsaza ili su uklju¢eni u prenos vancelijskih ili
unutarcelijskih signala. Proteini koji posreduju u procesu apoptoze uvecavaju
propustljivost spoljaSnje membrane mitohondrije i u interakciji sa anti apoptoza
proteinima dovode do oslobadanja jona Ca?* koji omogucuje smanjenje
unutraSnjeg gradijenta protona uvecavaju¢i produkciju slobodnih radikala,
smanjivanje produkcije ATP i oslobadanja citohroma c, ovaj proces moze da
aktivira i oStecenje molekula DNK. Mitogeni, hormoni rasta su faktori koji
pokre¢u proces mitoze, neophodni su za razvic¢e i diferencijaciju celija kod
mladih ali kod starijih su c¢esto povezani sa inflamacijom. Mitogeni deluju na

povrsini Celija i preko kinaza aktiviraju kaskadu enzima koji reguliSu proces
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mitoze, dok fosfataze deluju suprotno inaktiviraju ove enzime. Pronadene su tri
familije kinaza koje reguliSu ekstracelularne signale i dve familije koje su
odgovorne za razlicite vrste stresa i one su intracelularne kinaze i zajedno mogu
da vode do proliferacije i diferencijacije ili do apoptoze. Celije koje stare vise se
ne dele i mogu da funkcioniSu kao normalne celije ali pokazuju mnoge razlicite
karakteristike. Neke od karakteristika su uve¢ana produkcija aktivnih radikala,
povecana oksidativna oksidacija, uvecana glukozaciona oSte¢enja i smanjena
ekspresija proteina toplotnog Soka, dok komplentno nestaje H1 histon koji
ucestvuje u pakovanju molekula DNK. Zavisno od uticaja ostalih regulatornih
proteina moze biti izazvana proliferacija ili apoptoza starih Celija. Stare ¢elije su
otporne na apoptozu sve dok ne postanu osetljive na povrede zbog opadanja
funkcije apoptoznih proteina Sto uslovljava brzi porast degradiranih proteina.
Stari fibroblasti sintetiSu metaloproteaze koje razgraduju kolagenu matricu i
sekretiSu inflamatorne citokinine kao interleukin 1. Postoji medusobna
povezanost izmedu Celijkog starenja, apoptoze, tumora i starenja organizma.
Starije Celije poseduju manje efikasnu kontrolu celijskog ciklusa rede ¢e ulaziti u
stanje apoptoze kad su neispravne ali ¢e ¢eS¢e ulaziti u stanje disfunkcionalne
apoptoze. Visok nivo apoptoze ¢e u starom tkivu dovesti do degeneracije tkiva.
Akumulacija slobodnih radikala, glikolizacija i drugi oblici Celijskih oStecenja

vodi do povecanja disfunkcionalnosti kontrole ¢elijskog ciklusa.

Jo$ jedan faktor starenja je glukolizacija i odvija se kad se glukoza vezuje
za neke molekule DNK, proteine i lipide ¢ine¢i ih nesposobnim da obavljaju
svoje funkcije. Ovaj problem je sve ozbiljniji sa starenjem ¢ine¢i da tkivo postaje
nefunkcionalno $to rezultuje u bolesti i smrti. Ovaj proces je odgovoran za

produZetak Zivotnog veka Zivotinja koje unose manju koli¢inu hrane.

Najveci uzrok starenja je oksidatrivni stres. Slobodni radikali su visoko
reaktivni atomi, molekuli koji poseduju nesparen elektron u spoljnoj orbitali
koji ne ucestvuje u molekularnoj vezi. Jako su oksidiraju¢i molekuli jer teZe da
preuzmu elektron od drugog molekula da bi sparili svoj neupareni atom. Atomi
ili mali molekuli koji su slobodni radikali teZe da budu nestabilni zato Sto veci

molekuli poseduju kapacitet da formiraju rezonantne strukture sa njima. Naj
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¢esci su radikali hidroksil OH-, pojedina¢an molekul 102, superoksidni anjon O3
vodonik peroksid H20; i azotmonksid NO. Sto je kra¢i polu Zivot aktivnog
radikala veca je njegova reaktivnosti i obicno se interakcija sa stabilnim
molekulom odvija u trenutku od 1 ns. Primarno, aktivni radikali napadaju
mitohondrijalnu DNK organelu koja produkuje hemijske materije, energiju koju
koristi celija, i kao nusproizvod aktivne radikale i proizvode oksidacije kao
molekuli vode i ugljen dioksid. Oksido-redukcione reakcije, kroz transport
elektrona na unutra$njim membranama mitohondrija, stvarju aktivne radikale.
Aktivni radikal oduzima elektron od susednog stabilnog molekula razbijajuci
stabilnu vezu i formiraju jos dva aktivna radikala ostavljajuci dva atoma da dele
neuparen elektron, takva lancana reakcija moZe da izazove produkciju na
hiljade aktivnih fragmenata. Takode su proizvod inflamacije, infekcije u procesu
fagocitoze kao odgovor na bakterijsku i virusnu infekciju. Celijske membrane su
sastavljene od nezasi¢enih masnih Kkiselina koje su osetljive na oSteéenje
slobodnim radikalima, oksidaciju i podloZzne su nekontrolisanoj lancanoj
reakciji. Oksidativno oStecenje koje uzrokuju slobodni radikali vodi do
raskidanja ili zasi¢enja lipida Sto vodi oSteCenju i promeni funkcije celijske
membrane. Na dejstvo aktivnih radikala nije osetljiva samo DNK,
mitohondrijalna i jedarna, nego i ostali molekuli kao RNK, enzimi, proteini, i
lipidi. Oksidanti raskidaju proteine celijskih membrana razarajué¢i Ccelijski
indentitet, fuzioniSu Celijske membrane i proteine, raskidaju jedrove membrane
izlaZu¢i geneticki materijal mutacijama i raskidanju. Mitohondrije usled dejstva
produkata oksidacije aktivnih radikala gube efikasnost zbog oStecenja
mitohondrijalne DNK pa c¢elija gubi sposobnost da produkuje energiju i
postepeno umire. Aktivni radikali nisu samo uzrok strukturnih oStec¢enja nego
imaju i fizioloSki vazne posledice u bioloskim procesima oksidacije, dovode do
poremecaja osetljivih redoks signalnih puteva. MeSoviti disulfidi koji nastaju na
ovaj naci menjaju unutar Celijski tiol/disulfid redoks status Sto je asocirano sa
disfunkcijom celije, sa fotofizioloSkim procesima povezanim sa starenjem.

(Papi¢-Obradovi¢ 2010.)
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Nesumnjivo da znacajnu ulogu u nastanku starenja imaju i
neuroendokrini i imuni sistem, kao i njihove medusobne interakcije kao i u
Celijskoj signalizaciji i metabolizmu. Tokom procesa starenja se odvijaju
promene u interakciji Celija Celija koja je jako zavisna od slobodne energije i
imunologije, koja slabi tokom godina. U mladim godinama imuni sistem se
sastoji od ne izdiferenciranih T ¢elija i nekoliko memorijskih ¢elija, dok u
starijem dobu broj memorijskih Celija u velikoj meri raste i znatno raste broj
efektorskih celija. Kao odgovor na ove promene u T C(elijama se menja
produkcija citokinina i ekspresija markera T Celija zbog Cega se na povrsini
odvijaju dramatitne promene, koje uticu na promene fenotipa Ccelije na
periferiji. Promene koje prate starenje u fenotipu i ekspresiji gena adipocita,
endotelnim ¢elijama, stroma (Celijama prostate, Ccelijama bubrega i
hemopoetskim stem celijama menjaju interakciju sa T Celijama ali takode i sa
nekoliko regulatornih interakcija izmedu perifernih celija razli¢itog tkiva.
Hormoni koji reguliSu reprodukciju deluju na antagonisticki plejotropni nacin i
kontroliSu starenje preko signala ¢éelijskog ciklusa, promovisu rast i razvice rano
u Zivotu u cilju postizanja reprodukcije ali kasnije u Zivotu postaju disregulisani
i pokretu starenje. Tokom starenja se smanjuje sekrecija hormona kako
reproduktivnih tako i ostalih narocito hormona rasta. Produkcija hormona rasta
pocinje da opada sa potpunim razvicem oko 20 godine, produkcija hormona
rasta pocinje jaCe da opada, sa 30 godina se izgubi 75% sposobnosti da se
repariraju i regeneriSu celije tela. Tokom Zivota i kod muskaraca i kod Zena se
smanjuje kolic¢ina testosterona u krvi za 1% godisSnje Sto je uzrok nekih bolesti i
stanja vezanih sa starenjem kao: dijabetes, srcéane bolesti, visok nivo
holesterola, poviSen pritisak i gojaznost. Tokom starenja se povecavaju nivoi:
kortizola i insulina dok se smanjuje produkcija: hormona rasta,
dehidroepiandrosterola, tiroksina, melatonina S$to uzrokuje Citav niz
metabolickih promena: rezistentnost na insulin, poveanu Kkoncentraciju
glukoze, holesterola, triglicerida, trombogeneze. Efikasnost imunog sistema
dostiZze vrhunac u pubertetu i postepeno se smanjuje sa starenjem, Sto je
bazirano prvenstveno na T ¢elijama i povezeno je sa vetom osetljivoS¢u na

infekcije, kao i ve¢im brojem autoimunih oboljenja kod starijih. T celije gube
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efikasnost joS rano u Zivotu zbog smanjivanja funkcije timus Zlezde. Kvalitet i
kvantitet T ¢elija opada posle puberteta, sa starenjem izvestan broj antitela gubi

svoju efikasnost tako da svaka bolest ubrzava proces starenja.

Postoji obrnuta zavisnost izmedu stope metabolizma i duZine Zivota Sto
se objaSnjava smanjenjem oksidativnog stesa. UnoSenjem vece koli¢ine
potencijalne energije, preko hrane, brza je stopa metabolizma S$to omogucuje
brZze metabolicke aktivnosti i organizam brZe stari. U ¢elijama postoji velika
koli¢ina potencijalne energije koja je skladiStena u kovalentnim vezama kao
energija elektrona i znatno je veca od toplotne energije. Promet energije
povecava verovatnoc¢u odrzavanja zivotnih funkcija i apsolutno je neophodan za
organizaciju Celije i organizma. U svakom momentu energija se transformise,
rearanzira i degradira a njen deo se gubi kao toplota. Ovaj promet energije
organizuje materijalni sistem daleko od stanja termodinamicke ravnoteZe
podiZu¢i energetski nivo, stvaraju¢i gradijent. Kljuno za Zivot je zajednicki
spontani medu odnos izmedu Ccelijskog sistema i okoline, od kojih se svaki
organizuje i dezorganizuje. Svaka Ccelija obuhvata usaglasene pokrete 1023
molekula vode i svaka Celija je sinhronisana sa drugom. Pojedina¢ni molekuli
vode se slu€ajno i nasumicno bez reda i obrasca kre¢u. U trenutku faznog
prelaza pocinju da se krecu kolektivno u Celijsku formaciju sve kao jedna. Takva
¢elija je disipativna struktura i zavisi od prometa energije za svoje kontinuirano
postojanje tako da pretstavlja koherentnu strukturu koja se dinamicki odrzava.
Svi zZivi sistemi poseduju dva glavna aspekta: opSta prisutnost ciklusa na
svakom nivou organizacije i povezanost svih ciklicnih procesa. Tajna
metabolizma Zive Celije je da dobijena energija iz neke reakcije je uvek povezana
sa energijom potrebnom za zapocinjanje te reakcije. Hemijski ciklusi se odvijaju
kao rezultat prometa energije. Centralni proces koji povezuje energiju koja se
oslobada i energiju potrebnu za zapocinjanje procesa je cikli¢cna interkonverzija
ATP i ADP. Slobodna energija je veoma bitna za Zive sisteme. U svim spontanim
procesima slobodna energija se uvek smanjuje. Proces koji obuhvata promenu
negativne slobodne energije (gubitak slobodne energije u okolinu) je spontan

egzogeni; dok proces koji ukljuCuje promenu pozitivne slobodne energije ili
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dobitak slobodne energije je endogeni i nije spontan. Slobodna energija je
razlika izmedu ukupne energije ili entalpije i entropije i one se menjaju tokom
biohemijske reakcije u ¢eliji i organizmu. Celije su daleko od stanja
termodinamic¢ke ravnoteZe i funkcioniSu na molekularnom kvantno
mehanickom nivou, energija se u njima sadrZzi na razli¢itim nivoima:
elektronskom, vibracionom, rotacionom i translacionom nivou. SkladiStena
energija direktno zavisi od prostorno vremenske strukture celije. Ova energija
je koherentna i pogodna da obavi neki rad. Zivi sistem pretstavlja
termodinamiku organizovane kompleksnosti. Dok funkcioniSe organizam moze
mobilisati ceo spektar energija za rad, od translacione do elektronske cineci
razliku izmedu vezane i slobodne energije izmedu one koja je neraspoloziva i
drugih raspoloZivih. Energija moZe da se zarobi direktno na nivou elektrona ali
takode i u strukturama sistema: gradijentima, poljima i u proticanju, organela
¢elija i tkiva. Tokom starenja egzogeni procesi sve viSe dominiraju pa
biohemijske reakcije postaju sve manje efikasne Sto dovodi do rasipanja
energije i sve veCeg oSteCenja zivih struktura i njihove manje efikasnosti da
odrZavaju svoju prostornu i vremensku organizaciju. Zivi sistemi zbog promene
svoje prostorno vremenske organizacije teZe postizanju termodinamicke
ravnoteZe. Organizan u mladosti mobiliSe svoje koherentne energije i dostupan
je unutrasnji spektar skladiStenih energija za rad efikasnije i brze, medutim
tokom vremena gde god je potrebna a sa starenjem je ovaj proces sve manje
efikasan i sporiji. Svi fizicki sistemi se iscrpljuju dok se sve korisne energije na
kraju ne iskoriste i na kraju se raspadaju na homogeno dezorganizovano stanje.

Organizmi su antientropijski onoliko dugo koliko su zivi. (Mae Wan Ho, 2008.)

Svakog trenutka celije Coveka se dele i hromozomi repliciraju, telomere
postaju krace, greSke koje nastaju oksidativnim stresom i drugim mehanizmima
se nakupljaju u centriolama i mikrotubulama koje grade deobno vreteno i
citoskelet. Ove promene vode ka oStecenju hromozoma tokom svake naredne
deobe somatskih celija. Sa skracivanjem telomera veca je verovatnoca da
hromozomi pretrpe neku promenu tokom Ccelijske deobe, da se pogreSno

razdvoje ili da se dogodi promena strukture hromozoma. Postoji jaka korelacija
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izmedu duZine telomera i duzine Zivota cCoveka. Sa staroS$¢u se povecava
proporcija somatskih celija sa poremecajima u gradi i broju hromozoma:
aneuploidija, poliploidija i strukturnih aberacija hromosoma. Deobno vreteno je
u interakciji sa citoskeletom i gradeno je od istih molekula kao i on. Osnovni
strukturni delovi citoskeleta i deobnog vretena su: mikrofilamenti, mikrotubule
i prelazni filamenti. Proteini citoskeleta su rasporedeni tako da grade resetku,
(mikrotrabekularna reSetka). Ona obavija sve organele i prostire se oko njih
proZimajudi c¢itavu Celiju. ReSetka ujedinjuje organele i citoskelet u jedinstven
sistem, dajuci time organizaciju citoplazme, odreduje oblik same ¢elije, kao i za
pokrete same Celije i raspored organela unutar nje. Struktura, deobno vreteno,
izgradena od mikrotubula je odgovorna za ta¢no razdvajanje hromozoma tokom
Celijske deobe. Organizacija i orjentacija deobnog vretena je od sustinske
vaznosti za precizno razdvajanje hromozoma kod eukariota i postiZe se pomocu
interakcije mikrotubula koje svojom dinamikom omoguéuju obrazovanje
deobnog vretena. Prostorna i vremenska koordinacija izmedu vrha deobnog
vretena i ekvatorijalne ploce je sustinska za razdvajanje hromozoma isto i za
obrazovanje raznovrsnosti celija tokom razvica eukariota. Interakcija
mikrotubula centriola i astralnog kompleksa u vodenom okruzenju diktira
pozicioniranje deobnog vretena. Tokom asimetricne Ccelijske deobe se
oscilatorno pokrecu polovi deobnog vretena. Aktinski citoskelet prolazi kroz
drasticne promene i remodeliranje tokom celijske deobe. Tokom deobe se
aktinska mreZa demontira i rearanzira, krajem mitoze formira kontraktilni
prsten koji omogucuje citokinezu. Aktinska mreZa ima vaZnu ulogu u
razdvajanju centriola Sto je zavisno od kortikalnog kretanja kortikalne aktinsko
miozinske mreZe. Regulacija aktinskog citoskeleta i odvijanja celijskog ciklusa
su povezane i njihova funkcionalna veza su proteini koji reguliSu aktinski
citoskelet i upleteni su u kontrolu ¢elijskog ciklusa. Orjentacija deobnog vretena
je veoma osetljiva na ometanje molekula aktina citoskeleta, nakratko pre
anafaze orjentacija postaje nezavisna od aktina. Hromozomi se razdvajaju u dve
faze, u prvoj fazi sila koja omogucuje razdvajanje hromozoma nastaje
izduzivanjem deobnog vretena klizanjem izmedu mikrotubula koje grade

deobno vreteno u drugoj fazi se posle plitkih brazda formiraju nizovi aktinskih
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fibrila duz brazda sa kontaktom i omogucuju razdvajanje hromozoma do kraja
deobe. Signali koje generiSu hromozomi omogucuju rast mikrotubula i njihov
intracelularni gradijent omogucuje sklapanje deobnog vretena. Orjentacija
deobnog vretena je zavisna od adhezije Celije za njenu okolinu. Strukturni
element deobnog vretene je antiparalelni niz mikrotubula sa njihovim minus
krajevima koji su pricvrsceni za polove deobnog vretena i plus krajevima koji su
usmereni prema hromozomima. Mikrotubule su rigidni polarni polimeri
sastavljeni od a i B dimera tubulina sa sporo rastu¢im minus krajem i brzo
rastu¢im pozitivnim krajem. Dve osobine reSetke mikrotubula omogucuju
izgradnju deobnog vretena, krajevi mikrotubula podleZu stohastickim
promenama od polimerizacije do depolimerizacije, dinamicka nestabilnost.
Hidroliza GTP B tubulinom, koji je povezan sa mikrotubulama, daje energiju za
pokretanje polimerizacije neravnoteZne dinamike S$to omogucuje odvijanje
mehanickog rada u cCeliji i polarne mikrotubule sluze kao staza za
mehanohemijski motor dineinske (krecu se ka minus kraju) i kinezinske (idu
prema plus kraju) superfamilije; ovi proteini pretvaraju energiju hidrolize ATP
za prostorno premestanje duz mikrotubula. Molekuli kinezina imaju korak od 8
nm na svaki hidrolizovani milekul ATP, dok dinein ima 8, 16, 24 i ¢ak 32 nm
korak na hidrolizirani molekul ATP. Hromozomi ¢ine drugi strukturni element
deobnog vretena i nisu samo pasivni nego su i aktivni ucesnici u stvaranju
deobnog vretena i njegove dinamike. Kinetohore, kompleksne molekularne
masine koje se okupljaju na centromeri, formiraju lokalizovano sa velikim
afinitetom, mesto za vezivanje deobnog vretena mikrotubula za hromozome i po
jedan kinetohor poseduje svaka hromatida. Najmanje tri razlicite pod populacije
mikrotubula ucestvuju u obrazovanju deobnog vretena, mikrotubule kinetohora
koje se zavrSavaju na kraju spoljnjeg regiona kinetohore i koje povezuju
hromozome na kraju polova deobnog vretena, medupolarne mikrotubule polaze
od suprotnih polova i interreaguju na antiparalelni nacin i stabilizuju
bipolarnost deobnog vretena i astralne mikrotubule koje se protezu od
centromera ka citoplazmi i koji deluju kao rucice za orjentaciju i pozicioniranje
deobnog vretena unutar Celije. Stopa promena krajeva mikrotubula od stanja

depolimerizacije do stanja polimerizacije je pokretatka snaga brzog prometa
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mikrotubula, stope katastrofi¢nosti Sto reguliSu dva antagonisti¢ka proteinska
faktora, kontrolisu¢i osetljivost krajeva mikrotubula. Regulacija ovih proteina je
posredstvom faktora regulacije Celijskog ciklusa koji omogucuju brzi promet
mikrotubula za vreme mitoze u odnosu na interfazu procesom fosforilacije.
Deobno vreteno je veoma dinamicna struktura, veliki broj mikrotubula se brzo
polimerizuje i depolimerizuje dok se kontinuirano premestaju ka polovima
neophodno je da se mala povrSina kinetohore susretne sa mikrotubulama.
Najmanje sedam familija kinezina i citoplazmaticki dinein su ukljuc¢eni u
razliCite aspekte funkcionisanja deobnog vretena. Ovi tetramerni proteini
poseduju domene motora na oba kraja i mogu da se unakrsno vezuju i klize duz
antiparalelnih mikrotubula u suprotnom pravcu. Kompleksno medudejstvo
izmedu sila koje stvaraju motorni proteini povezani sa Kkinetohorama,
hromatidama hromozoma, i mikrotubulama deobnog vretena kao i one
generisane dinamikom polimerizacije mikrotubula deobnog vretena i
omogucuju razdvajanje hromozoma. Za vreme kondenzacije hromozoma
kinetohore se sklapaju u oblasti centromere hromozoma i formiraju
lokalizovano mesto velikog afiniteta na hromozomima da zarobe mikrotubule
deobnog vretena, obezbeduju neophodno visoku ta¢nost razdvajanja i praenja
vezanosti hromozoma za mikrotubule, reguliSu prelaz metafaze u anafazu i
deluju kao glavni ucesnik u pokretanju hromozoma deobnim vretenom.
Pokretanje hromozoma u deobnom vretenu su povezane promenama u duZini
mikrotubula za koje su zakaCeni kinetohorama. Kinezin veoma velike
molekularne mase koji pokazuje motornu aktivnost u pravcu plus kraja
mikrotubula je ukljuen u hvatanje kinetohore za mikrotubule deobnog vretena
u toku skupljanja u metafaznoj ploci i odrzavanje skupa. Kinezinski motori su
ukljueni u pokretanje hromozoma ka polovima preko minus krajeva
mikrotubula delujuéi kao faktor spojnica za depolimerizaciju mikrotubula. Sile
koje deluju na hromozome se potpuno uspostavljaju u metafazi pa raspad veze
sestrinskih hromatida na prelazu profaze u anafazu su dovoljne da pokrenu
deobu hromozoma ka polovima u anafazi. Razdvajanje kohezina, lepka koji drzi
hromatide zajedno, je dovoljan da indukuje anafazu. Kretanje hromozoma ka

polovima je asocirano sa depolimerizacijom kinetohornih proksimalnih tubula.
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Sile za pomeranje hromozoma deobnim vretenom nastaju dinamikom
polimerizacije mikrotubula i od dejstva motornih proteina i obezbeduju
povlacenjem razdvajanje neophodno za razdvajanje hromatida tokom deobe.
Sile mogu biti visoko lokalizovane kao one koje stvaraju kinetohore ili
distribuirana kao Sto je ona koja je generisana duZ mikrotubula deobnog
vretena ili duz hromatida. Mitoza moZe da bude simetri¢na i asimetri¢na Sto
moZe imati duboke posledice po celiju, razvoj ili bolest u zavisnosti koja vrsta
deobe na kom stadijumu razvica se odvija. Malo je poznato kako se
pozicioniranje deobnog vretena reguliSe. U nekim tkivima se slu¢ajno odreduje
tip Celijske deobe, dok se u drugim tkivima kroz slucajne varijacije u poziciji
deobnog vretena uslovljava kasnija sudbina sestrinske ¢elije. Celije ne sadrze
samo proteinske faktore koji su vazni za formiranje deobnog vretena vec i
faktore bitne za odredivanje sudbine ¢elije. U zavisnosti od fiziolosSke funkcije
Celije se odvija bliska interakcija molekula vode sa mrezom polimerizovanih
mikrotubula, sa povecanjem brzine deobe Celije se povecava brzina mobilnosti
molekula vode. Mikrotubule su dinamicki nestabilni molekuli, medutim njihovu
stabilnost moZe da modifikuje viSe parametara, kao viSe asociranih proteina
drugi razni molekuli kao neki lekovi i molekuli vode preko promene
konformacije heterodimera od kojih su gradeni. Sklapanje mikrotubula od
njegovih funkcionalnih subjedinica, tubulina je proces koji je pokrenut
promenom entropije u sistemu $to se postiZze smeStanjem molekula vode oko
molekula, na Sto utice aktivnost molekula vode koja se smanjuje sa smanjenjem
temperature. Polimerizacija dimera tubulina ukljuCuje poveéanje entropije i
smanjenje slobodne energije uz eliminaciju vode. Zbog promene orjentacije
molekula strukturne vode na mestima kontakta subjedinica u neskopljenim
naspram sklopljenih mikrotubula ukupna entropija je veca u sklopljenom
stanju. Nekovalentne asocijacije proteina kao polimerizacija mikrotubula se
odvijaju posredstvom Cetiri tipa molekularnih interreakcija: vodoni¢nim
vezama, van der Waals vezama, elektrostatickim vezama i hidrofobnim vezama
od kojih je hidrofobna interakcija najuticajnija, dok su ostale vazne u odrZzavanju

strukture proteina. Konformaciona stabilnost proteina je zavisna od finog
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balansa ovih interakcija koje su osetljive na fizicke osobine intracelularnih

molekula vode odnosno rastvora vode unutar celije. (Lodish 2004.)

MaSinerija deobnog vretena deluje u vodenom okruZenju. Molekul vode
je 0.1 nm u precniku, dok su globularni proteini za dva reda veli¢ine veci. Ova
razlika u veliCini sugeriSe da tecnost moze biti tretirana kao kontinualna. Na
protein koji se krece kroz vodu deluju Cesti i neuskladeni momenti impulsa koji
nastaju termalnim kretanjem teCnosti. Ovo vodi ka slu¢ajnom kretanju kad
protein ¢ini izuzetno Ceste i kratke korake (duZine 0.01 nm i trajanje ~10-13 s u
slu¢ajnom pravcu. U intracelularnom svetu difuzija je veoma efikasna u malim
vremenskim intervalima i na kratkim razdaljinama, dok je prinudno kretanje
efikasnije u duzem vremenu na vec¢im daljinama. PovrSinska struktura vode na
mikrotubulama ima znacajnu ulogu kao medijator elektrostatickih interakcija i
omogucuje entropijski doprinos vezivanju. Vibracije proteina, malih frekfencija,
su od sustinske vaznosti za funkciju proteina i jako su povezani sa molekulima
vode dok su srednje i visoko frekfentne vibracije sustinski nepovezane sa
vodom izuzev onih prisutnih na povrsini proteina. Organizacija molekula vode,
slicno nekim antikancerogenim lekovima, bi mogla da utice na dinamicku
nestabilnost mikrotubula Sto utiCe na modifikaciju bioloskih procesa
mikrotubula i signalnih puteva Sto dovodi do apoptoze kroz akomulaciju signala
do dostizanja praga za otpoCinjanje apoptoze ili smanjenjem praga za
aktiviranje mehanizma za celijsku smrt. Molekuli proteina tubulina u rastvoru
su okruZeni molekulima vode, vodonitne veze se formiraju izmedu molekula
vode i naelektrisanih ostataka aminokiselina u molekulu proteina. Molekuli
vode hidratacionog sloja teze da optimizuju strukturu proteina energetski i
pomazu proces prepoznavanja sa drugim molekulima. Dinamika molekula vode
hidratacionog omotaca u trajanju od pikosekunde determiniSe konformacioni
prelaz proteina. Dinamika uredenih molekula vode je od sustinke vaZnosti za
funkcionisanje proteina. Celijska voda je vi$e struktuirana od okolne bulk vode
tako da vecina jona Na* i K* u Cceliji nisu slobodni nego su asocirani sa
naelektrisanim mestima na makromolekulima. Naj bitniji deo molekula vode je

u obliku hidratacione vode koja je vezana za razlicite makromolekule. Ova
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grani¢na voda je lo$ rastvarac za jone a dobar za nepolarne molekule, poseduje
nizu tacku smrzavanja i vece je viskoznosti i poseduje dinamicku korelaciju
izmedu pojedinacnih molekula. Ovakva vicinalna voda okruzuje citoskelet pa i
mikrotubule. Prisustvo dugodometnog dipolarnog reda dovodi do obrazovanja
unutraSnjeg elektricnog polja ili kolektivnih oscilacija elektricnog polja.
Molekuki vode grani¢nog sloja i u Supljinama mikrotubula emituju kolektivnu
infracrvenu emisiju fotona i molekuli vode u Supljini mikrotubula zajedno sa
tubulinom koji gradi zid mikrotubula i stvara elektromagnetske solitone preko
kojih se transportuje energija koja je skladiStena u kolektivnoj dinamici
molekula vode. U Supljinama mikrotubula, pre¢nika 14 nm se nalazi voda u
uredenom stanju zbog interakcije sa dipolima heterodimera koji grade
unutrasnji zid Supljine, zbog konformacije a i f dimera Sto definiSe pozicija
njihovog neuparenog spina. Dimeri su negativnog naelektrisanja pa privlace
katjone, po molekulu se vezuje 14 molekula vode za jon Ca?*, u ¢elijskoj vodi se
takode nalaze joni K* i Na* koji uravnoteZavaju negativno naelektrisane grupe
proteina koji grade citoskelet. Mikrotubule kao i aktin i drugi proteini
citoskeleta formiraju negativno naelektrisan matriks na kojoj su polarni
molekuli vode vezani i uredeni. Kad se molekuli aktina i tubulina polimerizuju
citoplazma se transformiSe od vodenog rastvora (sol) stanja u cvrsto
Zelatinozno (gel) stanje. U gel stanju citoplazme, izmedu dve povrSine
citoskeleta se nalazi 5 do 9 slojeva molekula vode tako da je Celijska voda
kompletno uredena i struktuirana. Polimerizacija molekula aktina i dinamika
citoskeleta moZe uzrokovati faznu tranziciju koja odgovara fluksu jona i
gradijentu napona nezavisno od aktivnosti membrane. Znatan deo molekula
vode u Celiji je u obliku hidratacione vode vezene za mikrotubule, jedan njen
deo postoji kao medugranicna voda, pokazuje vecu viskoznost od obicne vode i
pokazuje dinamicku korelaciju izmedu pojedinacnih molekula. Vec¢i deo
molekula ovakve vode okruzuje mikrotubule, ¢emu doprinosi velika povrsina
ovih molekula u odnosu na okolnu vodu. U njoj je prisutan dipolarni red dugog
dometa koji vodi do obrazovanja unutrasnjeg elektricnog polja i njegovih
kolektivnih oscilacija. Uticaj faktora okoline, kao uredenost molekula vode, na

uredenu vodu u Supljini mikrotubula je odgovorna za rasipanje energije
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gubitkom fotona iz uredenih molekula vode u Supljini. Ovo isticanje uzrukuje
dekoherentnost koherentnog stanja sistema uredenja voda mikrotubula, Sto
utice na promenu konformacije dimera. Kolektivni reZimi su klju¢ni za dinamiku
zivih sistema. Kolektivnim kretanjem molekula vode i dimera mikrotubula u
mikrotubularnoj Supljini omogucuje se stvaranje i transport solitonskih talasa
uspostavljanjem koherentnih kvantnih rezima. Mikrotubule u vodi podrzavaju
povrSinske elasticne talase sa frekfencijama u oblasti gigaherca i akusticke
talase brzine 200-600 m/s. Takode poseduje piezoelektricna svojstva Sto ih ¢ini
pogodnim za pretvaranje izmedu elektri¢nih i mehanickih (elasti¢nih) oscilacija.
Ako se voda pretstavi kao stoje¢i trodimenzionalni talasi razli¢ite prirode:
termalni de Broglievi talasi, IR fotoni i termalni akusti¢ni talasi moguce je
zamisliti obrazovanje kvantno koherentnog stanja kao rezultata kvantno
elektromagnetnih interakcija dimera mikrotubula sa molekulima uredene vode
koja ih okruzuje u unutrasnjosti cilindra mikrotubule. Oko mikrotubula se
formira lokalno elektri¢no i magnetno polje koje varira od 0.01 V/m do 10 V/m
elektri¢nog inteziteta i 10-19 do 107 T gustine magnetnog fluksa Sto utice na

lokalnu strukturu molekula vode.

Sa starenjem, i duZim vremenom izlaganja spoljasnjim faktorima,
spoljasnji slojevi koZe (epidermis) postaju stanjeni i transparentni ¢ak i ako broj
¢elija u slojevima ostaje neizmenjen. Broj pigmentnih celija, melanocita, se
smanjuje ali preostale melanocite uvecavaju svoju veli¢inu. Staracke pege se
pojavljuju na mestima koja su izlagana suncu, promene u vezivhom tkivu
smanjuju ¢vrstinu i elasticnost koZe ove promene su poznate kao elastoza i
posebno su prisutne u oblastima tela koje su izloZene suncu. Slobodni radikali
su prisutni u okruZenju kao zagadivaci vazduha, izvor im je sunceva svetlost,
radijacija itd. Stresne situacije su vaZzan faktor u procesu starenja jer se odgovor
organizma na ovo stanje obezbeduje razliCitim mehanizmima koji uticu na
povecanje inteziteta metabolizma, koncentracija nekih hormona se povecava
dok se smanjuje koncentracija drugih hormona, takode uti¢u i na smanjivanje
efikasnosti imunog sistema. Radijacije je jedan od glavnih faktora spoljasnje

sredine koji utiCe na sterenje oslobadanjem aktivnih radikala kao Sto su OH- i
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HO2 radikala. Oni se nalaze prirodno u ¢elijama i njihova koncentracija raste sa
porastom nivoa metabolizma. Spoljasnji faktori i razlicita ziva bi¢a su u stalnoj

interakciji sa organizmom. (Papi¢-Obradovi¢ 2010.).

Tokom starenja dolazi do promene metabolizma vode u telu, ukupna
kolic¢ina vode u telu se smanjuje kao i intracelularna a nasuprot tom procesu se
povecava prag osecaja Zedi. Smanjivanjem vode u Celiji se nagomilavaju toksini
koji dodatno doprinose oStec¢enju i smrti Celije. Aktivnost renina se smanjuje sa
starenjem kao i produkcija aldosterona dok dolazi do povecanja vazopresina, i
atrijskog natriuretickog hormona sto dovodi do porasta odgovora na osmotsku
stimulaciju. Vremenom se smanjuje teZina bubrega, renalni krvotok se redukuje,
smanjuje se kapacitet za izlucivanje, za koncentrisanje, zadrZavanje natrijuma, i
odgovor na vasopresin, zbog smanjenog broja nefrona i osetljivosti na prisustvo
ADH, Sto sve zajedno vodi do hiponatremije, zadrzavanja vode ili gubitka
natrijuma, unosSenja velike Kkoli¢ine vode, renalna insuficijencija i nedovoljne
sekrecije ADH. Posledice ovog stanja mogu biti nastajanje tumora, apscesa pluca
ili infekcije, hipotireoidizma, dijabetesa i adrenalne insuficijencije. Do gubitka
vode u telu i stanja stalne dehidratacije dolazi smanjenjem unosa vode i
povecanim izluc¢ivanjem usled dubokih fizioloSkih promena ¢iji su uzroci na
molekularnom nivou i posledica su starenja. Promena u balansu fluida se
kontinuirano odvija sa starenjem. Od smanjenja ukupne koli¢ine vode je
znacajniji gubitak heksagonalne vode u telu od rodenja do starosti. Starenje je
gubitak heksagonalne strukturirane vode u telu, organima, tkivima i ¢elijama
koji se odvija uporedo sa smanjenjem ukupne koli¢ine vode u organizmu
naroCito intracelularne. Gubitak heksagonalne vode vodi do gubitka kalcijuma
Sto izaziva citav niz problema tokom starenja: direktan uticaj na miSice, kosti i
funkciju nervnih ¢elija. Kalcijum je jon koji stvara strukturu Sto znaci da odrzava
heksagonalnu strukturu vode. Kosmotropni joni kao kalcijum i neke amino
kiseline doprinose stvaranju i odrZavanju heksagonalne strukturisane vode.
Heksagonalna voda je u rezonanci sa nekim strukturnim aminokiselinama koje
odrzavaju Celijsku strukturu i pomaZzu odrzavanje Celijskog integriteta i funkcije.

Voda je nophodna komponenta ¢elijske strukture i metabolizma neophodna je
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za transport hranljivih materija, kiseonika, produkata metabolizma, hormona,
ukljucena je u prenosSenje i realizaciju genetskih i ostalih informacija, procese

reparisanja Celijskih oStecenja i ostalih bioloSkih funkcija kao starenja.

6.1. Voda: Slobodna, vezana, meducelijska i celijska

(aquaporini)

Voda se u te¢nom stanju sastoji od klastera manje gustine u kojima su
molekuli dalje jedan od drugog kao i klastera sa ve¢om gustinom u kojima su
molekuli blizi jedan drugome. Molekuli vode u klasterima trepere izmedu
partnera kako se njihove vodonitne veze konstantno stvaraju i raskidaju.
Tokom duZeg vremena trajanja, oni su izgleda privilegovano uredeni. Prirodna
strukturisanost na uobicajenim temperaturama u vodi tezi prema kolapsirajucoj
strukturi, ova struktura veCe gustine moZe rasti da bi formirala vece ne
kristalaste klastere. Voda se moZe zamisliti kao ravnoteZza izmedu dve vrste
klastera, strukture veée gustine, u kojoj se molekuli vode drZe bliZe ne
vezujucim interakcijama, formirajuc¢i guscu strukturu, i strukture manje gustine,
sa molekulima koji se drze dalje jedan od drugog povezanih vodoni¢nim
vezama. Postoji mala razlika u energiji izmedu ovih struktura, tako da je
ekvilibrijum lako pomeren prema strukturama vece gustine u prisustvu

rastvoraka i povrsina.

Unutar Celija se voda na povrsSini njihovih molekula razlikuje od glavne
mase vode (bulk). Vodeni biofluidi su elektroliti i sadrZe biopolimere, hranljive
materije i metabolite. U stanju stresa, intracelularna voda je prinudena da
zauzme prepune meduprostore sa dostupnim kanalima izmedu celijskih
biopolimera, konkurenti u prostoru su nanometarskih razmera. Vodeni
medijum, rastvara¢, omogucuje kontrolu za samo spajanje molekula proteina,
"hidrofobne interakcije" fenomen koji znacajno doprinosi konformaciji proteina
i za strukturnu stabilnost membrana za zajednicko pomeranje lipidnih slojeva i

za Cin podmazivanja za unutrasnje dinamicke strukture.
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Celijska voda se sastoji od klastera manje gustine sa vise kalijumovih
jona. Razlike u intracelularnoj i ekstracelularnoj sredini ¢elije je prvenstveno
usled proSirene specificne povrSine i visoke intracelularne koncentracije
rastvoraka Kkoji potpomaZzZu obrazovanje klastera vode niZe gustine i
ogranicavaju difuziju unutar Celije. ProSirene povrSine Ccelijskih membrana
(svaka celija jetre sadrzi ~100 000 um? specificne povrSine membrana) pomazu
stvaranje vode niZe gustine unutar celije, kako membranski lipidi sadrze glave
od hidrofilnih grupa koje potsticu organizaciju asocirane grani¢ne vode. I druge
povrSine privlace vodu, takvo razvlacenje molekula vode povezanih vodoni¢nim
vezama opkoljene steSnjenim razmacima u celijama omogucuju stvaranje

ekvilibrijuma klastera razlic¢itih gustina.

Struktura vode unutar celije u blizini biomolekula nametnuta je jedino
geometrijom okruzujué¢ih vodoni¢nih veza. Molekuli vode se povezuju
vodoni¢nim vezama ne samo sa susednim molekulima vode, nego i sa drugim
molekulima koji poseduju -OH, -NHz ili COO- grupu za koje se vezuju. Ovo
obuhvata jednostavne molekule kao Sto su alkoholi i povrSine kao
makromolekuli, $to je vezana voda u bioloskim sistemima. Intracelularna voda
unutar citoplazme se odlikuje kompleksnoS¢éu i specificnom organizacijom.
Uvecanje veliCine Celije je praceno depolarizacijom celijske membrane i
smanjenjem difuzije vode, Sto ukazuje na veoma razliCite karakteristike
intracelularne vode koja se prinudno javlja u poredenju sa ekstracelularnom
vodom. Intracelularna voda poseduje visoko organizovanu lokalnu strukturu
kad interreaguje sa molekulima sposobnim da uspostave ove strukture u njoj.
Usmereni dipolni momenti molekula vode uzrokuju delimican jonski karakter
vodoni¢ne veze (usled neravnomerne raspodele naelektrisanja unutar
molekula) stvarajudi afinitet izmedu negativnog dela molekula i pozitivnog dela
njegovog suseda. Kako voda, na neki nacin, lokalno menja svoju gustinu tako da
njene vodoniCne veze postaju pravije i jace ili iskrivljenije i slabije, sva njena
fizicka i hemijska svojstva se moraju promeniti. Njena tacka kljucanja ¢e opadati
kako veze postaju slabije, slobodna energija hidratacije Na*i K* i drugih katjona

i od reaktanata i proizvoda reakcija hidrolize mora sve promeniti. Povec¢anje
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jacine vodoni¢nih veza mora voditi do suprotnih promena u fizickim i
hemijskim svojstvima. Razlika u koncentracijama jona je posebno ocigledna za
natrijum (Na*; intracelularno 10 mM; ekstracelularno 150 mM) i kalijum (K*;
intracelularno 159 mM; ekstracelularno 4 mM). Na* stvara viSe raskidano
vodoni¢no povezivanje i preferira vecoj gustini vode, dok K* jon preferira
vodenom okruZenju manje gustine kako je dokazano. (Philippa Wiggins 1990.)
Razlike u intracelularnom i ekstracelularnom rasporedu kalijuma i natrijuma su
usled razlika u afinitetu ovih jona prema vodi. Interakcija izmedu vode i Na* su
jace nego izmedu samih molekula vode, a one su jace nego one izmedu vode i K*
jona, usled razlika u povrsinskoj gustini naelektrisanja jona jer je Na* oko 2 puta
manji od K* jona. Ca2*, sa intracelularnom koncentracijom 0,1 pM i
ekstracelularnom Kkoncentracijom 2.5 mM, poseduje povrSinsku gustinu
naelektrisanja dva puta veéu od Na* i poseduje jaCe destruktivne efekte na
vodoni¢ne veze kojima su povezane molekule vode niZe gustine od Na* jona.
Razdvajanje jona se odvija u zavisnosti od njihovih prioritetnih okolina vode
narocito K* jona cije je favorizovano okruZenje unutar celije i prirodno se
akomuliSu u ¢eliji na racun Na* jona, ovaj proces se odvija jednostavno kao
rezultat strukturisanja vode. Ugao izmedu dva vodonikova atoma i kiseonikovog
atoma u molekulu vode moZe varirati za 20 stepeni isto tako rastojanje izmedu
dva molekula koji su povezani vodoni¢nim vezama moze varirati kako se menja
ugao i jaCina vodoni¢ne veze koja zavisi i od preostalih vodoni¢nih veza u
okolini. Stepen kojim se gustina Celijske vode sniZava je odreden rastvorenim
materijama i stanjem Kkretanja proteina. Voda poseduje suprotne efekte u
okolini proteina usled razli¢itih amino kiselina koji obrazuju njihove povrsine.
Slabe interakcije izmedu proteina i povrSine molekula vode omogucuju vecu
fleksibilnost proteina. Jake interakcije obezbeduju da je protein u stanju vece
stabilnosti i rastvorljivosti. Oko proteina je uredena struktura u sloju molekula
vode koji ga neposredno okruZuje sa obe strane hidrofobne nalik na klatrat i
molekula vode koji su vezani vodoni¢nim vezama za hidrofilne delove od kojih
svaki pomaZu drugoga da optimalizuju mrezu vodonicnih veza vode. Proteinske
karboksilne grupe su generalno okruZene molekulima vode koji su vodoni¢nim

vezama povezane sa njima posto molekuli vode koji okruzZuju bazne grupe
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arginin, histidin i lizin teZe otvorenoj strukturi Kklatrata zbog njihove
hidrofobnosti. Formiranjem delimi¢nih klatratnih kaveza preko hidrofobnih
povrSina maksimalizuju se ne vezujuce interakcije izmedu vode i proteina bez
gubitka vodoni¢nih veza izmedu molekula vode poSto su karboksilne grupe
samo podesne za obrazovanje kolapsiraju¢e vodene strukture kojima se
stvaraju reaktivne fluidne zone. Rotacije proteina Ce izazvati promene u
strukturi vode izvan ovog bliskog hidratacionog omotaca. Na povrSini
raskidanja, vodonicne veze su isprekidane i stvaraju zonu vode vece gustine.
Rotacija proteina stoga stvara okruZuju¢u zonu vode veCe gustine sa viSe
razruSenih vodoni¢nih veza. Proteini poseduju dve Kkisele amino Kiseline
asparaginsku i glutaminsku, sa karboksilnom (-CO2) bo¢nom grupom.
Normalno, voda se vezuje vodoni¢nim vezama za Kiseonikove atome ovih
karboksilnih grupa koji privlace molekule vode uzrokuju¢i lokalizovano klastere
vode vece gustine i smanjenje kiselosti karboksilne kiseline. Inace, kada okolni
molekuli vode daju prednost medusobnom stvaranju vodoni¢nih veza sa
stvaranjem klatratnog kaveza, kiselost karboksilnih grupa se uvecava. Nadeno je
da Na* jon preferira vezivanje za slabiju karboksilnu kiselinu dok K* jon
preferira jacu kiselinu. Na* i K* joni se takode ponaSaju drugacije kad su u blizini
karboksilnih grupa; K* joni poseduju preferencu za formiranje jonskog para, gde
postoji direktan kontakt izmedu K* jona i karboksilnog jona dok Na*jon formira
razdvojeno rastvorno sparivanje gde molekuli vode leZe izmedu Na* jona i
karboksilnog jona, formirajuc¢i ojacane vodonicne veze prema karboksilnim
grupama. Ovo je zbog Na* jona koji vezuje molekule vode jace. K* joni
preferiraju da budu unutar klatratnog vodenog kaveza i ovo preferencira
ojaCavanje neposrednog jonskog sparivanja za karboksilnu grupu i ometa
vodoni¢nim vezama povezivanje molekula vode za karboksilne grupe.
Neposredna asocijacija K* jona sa asparaginskim i glutaminskim grupama u
proteinu je centralna tema Lingove (Ling 1962.) hipoteze nepomicnih
naelektrisanja gde dokaz za molekularni mehanizam za asocijaciju obuhvata:
nisku intracelularnu elektriécnu provodljivost, jako smanjena mobilnost
intracelularnih K* jona, jedna po jedna stihiometrijska apsorpcija K* jona za

karboksilne grupe i indentifikacija mesta apsorpcije K* jona, kao asparaginski i
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glutaminski bo¢ni ostaci intracelularnih proteina. Aktin je visoko konzervativan
i rasprostranjen unutarcelijski protein (42-43 kDa) odgovoran za mnoge
funkcije u Celijama. Ne miSi¢ne Celije sadrZe aktin u iznosu od 5-10% od svih
proteina, dok miSi¢ne Celije sadrZze oko 20%. Aktin se preobrazava izmedu
monomera koji slobodno rotiraju (G aktin; oko 4-6 nm dijametar) i statickog
desno uvijenog proteinskog filamenta polimera sa dvostrukim heliksom (F aktin
do nekoliko mikrona u duZinu) uz ATP, proces konverzije o u 3 heliks obuhvata
obrt u jednom od njegovih strukturnih domena. Svaki molekul slobodno
rotiraju¢eg G aktina moZe uskomeS$ati veliku zapreminu vode, dok F aktin
poseduje mnogo uredeniju strukturu koja stvara viSe reda u okolnoj vodi.
Proteinska vlakna aktina obuhvataju molekule vode, smanjuju¢i njihovo
kretanje i kompenzuju¢i to jac¢im vodoni¢nim vezama. Isto tako Kkapilarno
dejstvo se prostire na steSnjenu vodu, tako obezbedujuci da je manje gustine i iz
tog razloga strukturisanija nego bulk voda. Svi molekuli aktina sadrze
konzervativni negativno naelektrisani N kraj, na primer N-acetil-asparatil-
glutamil sekvencu u a aktinu. Kad polimeri G actina u celiji usled dejstva ATP
formiraju F-aktin, ove visoko karbolizovane antene su locirane na izloZenim
spoljnim ivicama spirale, gde je moguce da budu dopunski koji se koriste za
mesto vezivanje za druge proteine, kao miozin. Tubulin, drugi intracelularan
strukturalan protein koji formira nepokretne strukture unutar Ccelija,
mikrotubule poseduju proSiren negativno naelektrisan kiseli C-kraj,
konzervativna antena od oko osam karboksilnih grupa koji sluZe sli¢nim
funkcijama. F-aktinski viSestruko negativno naelektrisan N-kraj privlaci
pozitivno naelektrisane katjone. Pod uslovima kad su karboksilne grupe slabije
oba K* i Na* joni mogu formirati rastvorne odvojene serije. Ove kompeticije
rezultuju u preferenci za Na* jon i vodi vece gustine. Medutim, prirodna rotacija
proteina Ce teziti ka zamahu takvih jona, i njihove asocirane vode. Ako je protein
ometan u rotaciji, Na* jon teZi da razori bilo koju strukturu niZe gustine oko
karboksilne grupe proteina. Medutim koncentracija intracelularnog Na* jona je
uopste daleko manja od K* jona koja omogucuje uspesnu kompeticiju za ovo
mesto, formirajuci par jona i ohrabrujuéi formiranje klatrata. Vezivanje K* jona

za Kkarboksilne grupe snizava jaCinu jona u intracelularnom rastvoru
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intracelularno dvostruko naelektrisanog HPO4% jona do pojedinacno
naelektrisanog H,PO4 Sto je mnogo povoljnije za obrazovanje klastera niZe
gustine. Svi intracelularni entiteti fosfata se ponaSaju na slican nacin.
Obrazovanje K* karboksilatnih jonskih parova vodi do obrazovanja okolnih
klatrata vode, na taj naCin strukturiSu¢i molekule vode, tako obezbeduju
obrazovanje maksimalnog broja vodoni¢nih veza i informiSu susedne
karboksilne grupe. Ovi signali koperativno pojacavaju tetraedralnost strukture
vode nadene izmedu ovih grupa. Klatratni kavezi omogucuju rotacionu
pokretljivost, omogucujuc¢i vodoni¢nim vezama da traZe koperativne partnere.
Oko intracelularnih molekula proteina se obrazuju 7-8 slojeva vezanih molekula
vode. Svaki koperativan jonski par je okruZen klatratnim kavezom od molekula
vode, Sto je praceno produZenjem vodonicne veze na koperativan nacin. Ako
vodeni klatratni kavez poseduje negativnije naelektrisanje na njegovoj unutra-
$njoj i pozitivnije naelektrisanje na spoljasnjoj strani, nastaje znatna polarizacija
u molekulima vode i ojaCava interakcije vodoni¢nim povezivanjem.
Klasterisanje uslovljava ve¢e smanjenje mobilnosti vode, jace 4-koordinantno
povezivanje kompenzuje ovo. ProduZivanje klatratne mreZe i njene asocijacije
sa vodom niske gustine omogucuje K* jonu da se veZe za sve asparaginske i
glutaminske kiselinske grupe, koje nisu ukljucene u krucijalnu kinetiku N-
terminalnog kiselog centra. U prisustvu poviSenog nivoa Na* i/ili Ca%* jona, koje
se povremeno deSava za vreme Celijskih funkcija, ovi joni ¢e zameniti neki od
vezanih K* jona. Ovaj novoformirani rastvor razdvojeni Na* i/ili Ca2* jonski par
¢e razoriti klatratnu strukturu niZe gustine i inicirati kooperativnu konverziju
asocirane vode prema guscoj strukturisanosti. Intracelularna voda se nalazi u
stalnoj konverziji izmedu klastera manje i klastera vece gustine $to omogucuju
zivotne funkcije Celije i moguca je uz utrosak energije da bi se odrzala niska
entropija sistema. BioloSka aktivnost proteina je kriticno zavisna ne samo od
njihove grade nego i nacCina na koji su ovi ogromni molekuli savijeni ovo
savijanje zapli¢u interakcije sa vodoni¢nim vezama vode i takode izmedu
razli¢itih delova samog molekula. Sve Sto narusi intermolekularne vodoni¢ne
veze Ce denaturisati proteine i unistiti njihovu biolosku aktivnost ili uticati na

njihovu funkciju. Poznato je da je intracelularna voda veoma blizu bilo kojoj
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membrani ili organeli (ponekad se zove vicinalna-susedna voda), organizovana
veoma razlic¢ito od bulk (glavni deo) vode i ova strukturna voda ima znacajnu
ulogu u odredivanju oblika i stoga njihove bioloske funkcije) biopolimera.
Strukturna vode u ovom regionu, je odredena jedino geometrijom okolnih

vodonicnih veza.

Hidrofobni efekt hidrofobnih rastvoraka u vodi (kao S$to su nepolarni
gasovi) je prvenstveno posledica promena u klasterima okolne vode pre nego
interakcija rastvorak-voda. ProSirenje mreZe uzrokuje smanjenje gustine vode,
gde uredene veze moraju imati sklonost ka poviSenju temperature i tako
delovati na toplotni kapacitet. Hidrofobna hidratacija je proizvod smanjenja
gustine vode i porasta toplotnog kapaciteta. Stoga hidrofobna hidratacija deluje
na suprotan nacin od polarne hidratacije koja raste sa gustinom i opada joj
toplotni kapacitet usled haoti¢ne asocijacije vodoni¢nih veza u vodi bududi da se
one krive ili prekidaju. Hidrofobna hidratacija je pra¢ena promenom negativne
entalpije, delimi¢no usled viSestrukih van der Waalsovih interakcija, promena
negativne entropije usled uvecanog reda u okruZujuc¢oj vodi i pozitivna
promena toplotnog kapaciteta usled promene negativne entalpije (jace
vodoni¢ne veze). Voda na hidrofobnoj povrSini gubi vodonitne veze, dakle
uvecava se entalpija sistema. Molekuli vode kompenzuju to delimi¢no radom:
promena pritiska, volumen, to jest mreZa se Siri u formu vode manje gustine sa
manjom entropijom. Voda pokriva hidrofobnu povrSinu klatratima da bi se
izbegao gubitak mnogih vodoni¢nih veza. Ovo prinuduje lokalnu strukturu vodu
vece gustine da se menja. Voda pokriva hidrofobnu povrsinu u obliku klatrata,
tako izbegava gubitak mnogih vodonic¢nih veza, ova prinudna promena lokalne
strukture vode sniZava njenu gustinu. Stvaranje klatratne strukture se
maksimizira sa van der Waals kontaktima izmedu hidrofobnih rastvoraka i vode
ali bez smanjenja vodoni¢nog povezivanja. Rotaciono ogranic¢enje vodoni¢nih
veza na hidrofobnoj povrsSini moze delimicno biti odgovorno za njihovu uvec¢anu
snagu. Struktura klatrata ne postoji kao kristalast krut klaster ali minimalna
entalpija strukture se lako i konstantno rusi kinetickim efektima (na primer,

povecanje temperature). Gde voda niske gustine (LDW) preklapa hidrofobnu
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povrsinu, tamo ¢e postojati tendencija za minimalizaciju medusobne povrSine i
odstranjivanje vode, izazivaju¢i stvaranje zone spajanja u mnogim hidro-
koloidima. To je inkopatibilnost izmedu LDW i hidrofobne povrSine koja
pokrete obrazovanje strukture. Formiranje vode niske gustine pored
hidrofobne povrsine i prateci obrazovanje zone spajanja je favorizovana ako je
voda male gustine povezana sa vodom vece gustine koja se stvara u blizini
dodatne polarne grupe rastvorka (na primer u polisaharidima ili celijskoj
membrani). Alternativno lokalno jako vodoni¢no povezivanje moZe biti
sposobno za kreiranje vode niske gustine bez asistencije. Medutim lokalno slabo
vodoni¢no povezivanje ¢e ometati obrazovanje zone spajanja. Hidrofobni efekt
opada sa povecanjem pritiska (ili gustine) zavisnost od prisustva tetraedralno
lociranih molekula vode (kao u LDW), smanjuju broj krivljenja vodoni¢nih veza
usled uticaja pritiska. Hidrofobni efekt se povecava sa povecanjem temperature
povecava se energetska cena interakcije hidrofobne povrsine voda i smanjuje se
hidratacija hidrofobne povrSine. Uticaj vode na polisaharide i polisaharida na
vodu su sloZeni i postaju jos sloZeniji u prisustvu drugih materija, kao Sto su soli.
Voda se nadmece za mesta vodoni¢nog vezivanja sa unutar molekularnim i
medu molekularnim vodoni¢nim vezama unutar polisaharida, sigurno e se
ustanoviti ugljenohidratna elasticnost i moce se odrediti ugljenohidratna

preferencijalna konformacija.

Na efekte hidratacije polisaharida uticu: polarnost, slabo vodoni¢no
vezivanje ili jako vodoni¢no vezivanje, hidrofobnost i prisustvo drugih
nejonskih i jonskih rastvoraka. Voda u €eliji nije staticka konfiguracija struktura
molekula, dinamicki procesi u ¢eliji omogucuju da se strukture vode konstantno
menjaju, bivaju raskidane i ponovno formirane da bi omogucili funkcionisanje
Celije i odrZzavanje njene strukture odnosno veliki stepen dinamickog reda. Na
ovaj nacin se nastoji odrzati ravnoteza jaCina vodoni¢nih veza unutar uzanog

raspona koji je podesan za zZivot.

Ekstracelularna voda je pre svega tecna bulk voda i sastoji se od kljucale

mase lanaca raznih velic¢ina, slicnih grupa i podrhtava u i izvan vremena trajanja
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od pikosekunde. Ali blizina c¢vrste povrSine molekula ili jona koji poseduju
neuravnoteZeno elektricno naelektrisanje, uzrokuje da molekuli vode mogu
postati orjentisni i ponekad mogu da se veZu u relativno stabilnu strukturu.
Hidratacija je proces interakcije molekula vode sa drugim naelektrisanim
molekulima, uspostavlja se grani¢ni sloj molekula vode na granici prema jonu ili
molekulu ali je ona slabo definisana. Grani¢ni molekuli vode se formiraju u
obliku jednog ili viSe slojeva u zavisnosti od povrSinske gustine naelektrisanja
naelektrisanog molekula ili jona. Molekuli vode u daljim slojevima su sa kra¢im
vremenom trajanja vodoniCnih veza, one su sa velim stepenom slobode
kretanja i manje su pod uticajem elektromagnetskog polja naelektrisanog
molekula. Molekuli vode se duZe zadrZavaju u blizini grani¢nog sloja, vreme
trajanja vodoni¢ne veze u bulk vodi je reda veli¢ine pikosekunde u Kklasterima
vode traju u nanosekundama dok u blizini grani¢nih povrsina vreme raskidanja
vodoni¢nih veza odnosno vreme zadrzavanja molekula vode mozZe biti u
mikrosekundama pa i reda veliCine sekunde. Osim toga se ogranicava stepen
slobode rotacije molekula vode Sto ih prinuduje da se kre¢u u jednom ili malom
broju pravaca koji su dopusteni. Hemijski potencijal vode se povecava usled
ljuljanja veza koje izazivaju termalni efekti ili kad su molekuli vode u klasterima
vece gustine. Hemijski potencijal vode opada sa Sirenjem mreZa vodoni¢nih veza
molekula vode u blizini hidrofobnih povrSina jer je visoka energija grani¢ne

povrsSine kompenzovana obrazovanjem vode niZe gustine.

Voda u organizmu moZe biti podeljena na: slobodnu bulk vodu, grani¢nu
vodu, koja je podkategorisana kao sposobna za zamrzavanje ili ne i nevezanu
vodu podkategorisanu kao zarobljena ili ne. Nevezana voda se smrzava na istoj
temperaturi kao i normalna voda (< 0°C zavisno od brzine hladenja). Vezana
voda se smrzava na nizoj temperaturi od obi¢ne vode i bi¢e lako pothladena.

Ona takode pokazuje smanjenje entalpije fuzije (topljenje).

Membrane celija transportuju vodu procesom difuzije i vodenim
kanalima akvaporinima, intracelularna voda se javlja kao visoko organizovana.
Umesto amorfnog rastvaraCa, voda postoji unutar cCelije kao kompleks vise

slojnih struktura. Ova aktivna, visoko pokretna voda pomaZe mnogo brzem
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dostavljanju hranljivih materija, uspeSnije hidriraju i potpomaZe uklanjanje
¢elijkih otpadaka mnogo efikasnije nego vezana voda koja se uobicajeno nalazi u
starijim Celijskim sistemima. Ovi klasteri vode poboljSavaju sposobnost proteina
da prenose signale jedno drugome, strukturisana voda unutar celije deluje kao
transduktor hemijske i bioelektricne energije, promene u Celijskoj hidrataciji
izazivaju dramaticne promene u celijskom metabolizmu i ekspresiji gena.
Nestrukturisana voda gubi jedan elektron iz svoje spoljaSnje orbite dok
strukturna voda nema izgubljeni elektron. U ljudskom telu, postoje dva osnovna
tipa vode vezana i slobodna koja je klastrerska, obe vrste vode se mogu nalaziti
u cCeliji i izvan celije u ekstracelularnom rastvoru. Slobodna voda moze biti
ograniCena, kad je ograniceno ili zaustavljeno njeno kretanje. SavrSen oblik
molekula klasterske vode im dopusta klizanje kroz ¢elijsku membranu, noseci
hranljive materije u Celiju i noseéi otpadne i toksicne materije napolje iz Celije.
Ovaj lak prolaz molekula vode oblika heksagonalnih kristala u i izvan celija
odrzava celije Cistim i mladim tako da one zdravo vibriraju. Kako organizam
stari menja se organizacija molekula vode unutar celije. Zato Sto stres i
zagadivaci, toksini aktivni radikali i akomulacija otpadaka koji se postepeno
vezuju za molekule vode, povecavajuéi njihove vodonicne veze i iskrivljujuci ih,
Cine da se obrazuju veci klasteri i haoti¢cne strukture vode. Kako normalni
klasterisani molekuli vode postaju veci i gube pravilan oblik postaje teZe za
vodu da prode kroz barijeru ¢elijske membrane. Celije su u mladosti jako
podmazane i ¢iS¢enje sa normalnim klasterisanim molekulima vode se efikasno
odvija, sa laganim nakupljanjem sve viSe toksina, otpadaka i aktivnih radikala
sve viSe stare. Sa starenjem cCelije vezana voda postaje predominantna i nivo
klasterske vode opada, ometaju¢i efikasnost bukvalno hiljada metabolickih
funkcija i uzrokujuci znacajne strukturne promene u tkivu tela. Starenjem,
molekuli vode uredeni u pravilne heksagonalne oblike pocinju da se menjaju.
Zato Sto stres i zagadivaci, toksini, aktivni radikali i akomulirana voda u telu se
postepeno vezuju za molekule vode, uvecavajuc¢i vodonicne veze i kriveci ih.
Kako normalni klasteri u ¢elijama i tkivima postaju veci i gube pravilan oblik
postaje teSko za vodu da prolazi kroz barijeru celijske membrane i uspesno

hidratiSe bioloske strukture i molekule u ¢eliji.
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Akvaporini, ¢elijski savrSeni vodeni filteri, su proteini koji grade vodene
kanale, nalaze se sa na povrsini Celijskih membrana koje su nepropustljive za
vodu i omogucuju brzi ulazak i izlazak molekula vode da bi izjednacili osmotski
pritisak sa ekstracelularnim prostorom. Sprecavaju rasprskavanje celije usled
promena spoljaSnje koncentracije soli ili gubitak vode iz celije (osmotska
regulacija). Kod ljudi akvaporini reguliSu protok vode u bubrezima, crvenim
krvnim zrncima, o¢nom socivu, mozgu, koZi i svim ostalim ¢elijama. Struktura
akvaporina pokazuje da ovi proteini formiraju kanal u membrani koji je 2
nanometra dug i 0.3 nanometra Sirok taman dovoljno velik da kroz njega prode
molekul vode, tako da se sprecava prolazak ve¢ih molekula. Klasteri vode mogu
pro¢i kroz kanal, izgleda da molekuli vode prolaze pojedinacno kroz ¢elijsku
membranu a ne kao klaster. U obliku uredenih skupova se molekuli vode brze
transportuju kroz vodeni kanal Sto omogucuje efikasniju hidrataciju i unos
hranljivih materija i kiseonika i iznoSenje Stetnih materija koje nastaju tokom
metabolickih procesa. Voda prolazi kroz celijsku membranu na dva nacina:
difuzijom kroz dvostruki sloj lipida i kroz vodeni kanal, akvaporin. Funkcionalna
karakterizacija prvog akvaporina je saopStena 1992 god. (Beitz Agre 2004) ali
se sumnjalo na postojanje vodenih kanala ranije, zato Sto je osmotska
propustljivost nekih tipova c€elija bila prevelika za proracun jednostavne difuzije
kroz plazma membranu. Pojedinacan ljudski akvaporin 1-kanal olakSava
transport vode brzinom od pribliZzno 3 milijarde molekula vode u sekundi.
Takav transport se pojavljuje kao dvosmeran saglasan sa preovladuju¢im
osmotskim gradientom. Istrazivanja u Max Planck Institute for Biophysical
Chemistry in Gottingen, Germany pokazuju da se transport vode kroz celijsku
membranu odvija posredstvom vodenih kanala kroz koje molekuli vode prolaze
u koloni jedan po jedan (tj. neklasterisani) brzinom pribliZzno milijardu u
sekundi. Neki akvaporini su propustljivi samo za vodu AQPO, AQP1, AQP2,
AQP4, AQP5 dok je AQP6 osim za vodu propustliv i za anjone, AQP8 je
propustliv i za ureu. Druga grupa akvagliceroporini AQP3, AQP7, AQP9 i AQP10
su propustljivi za vodu u razli¢itom stepenu ali su takode propustljivi i za male
molekule kao glicerol. U razli¢itim Celijama su prisutni razliciti akvaporini usled

razli¢itih zahteva razlicitih Celija i organa za regulisanje homeostaze vode na
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raznim stadijumima razvi¢a. Akvaporini su prisutni u membrani kao tetrameri i
nisu rasporedeni simetricno u odnosu na osu tetramera, svaki hidrofoban
monomer teZine 28 kDa sadrzi vodeni kanal. Struktura akvaporinskog kanala
obezbeduje jedinstven selektivni mehanizam za slobodan prolaz vode sa
nepokretnim delovima. Karakteristika akvaporinskih kanala je da sprecava
formiranje kontinuiranog lanca vodoni¢nim vezama povezanih molekula vode.
Prva barijera za prolaz protona je locirana u najveCem suZenju na putu vode
kroz kanal oko 0.8 nm iznad sredine dvoslojne membranske strukture u kanalu
su poredani bocne grupe Arg, Phe, His. Naspram ovih struktura se nalazi
ugljenikov atom glicina i cisteina i zajedno ¢ine dijametar pore priblizno 0.28
nm Sto ¢ini van der Waals dijametar molekula vode. Ostatak arginina poseduje
jako pozitivno naelektrisanje koje sluzi da odbija protone i tako obezbedi
selektivno propustanje samo molekula vode. Lanac molekula vode povezanih
vodoni¢nim vezama se prekida u blizini arginina. Akvagliceroporini poseduju na
mestu amino kiseline histidina 0.1 nm Siru poru $to omogucuje prolaz molekula
glicerola i malih anjona. Druga barijera za prolaz protona je jak dipol koji
formiraju dva kratka lanca pore koji se susretu u centru akvaporina. Ova
naelektrisanja i ostatak asparagina reorjentiSu molekul vode koja prolazi kroz
kanal. Voda dipol reorjentacija prekida vodoni¢ne veze izmedu molekula vode
kako one iznad tako one ispod njih, eliminiSu¢i moguénost da prode proton.
(Kozono, Yasui, King, Agre 2002.) Postoje znacajni dokazi da se heksagonalna
voda kreée unutar bioloskih organizama sa ve¢om lako¢om. To se javlja kad se
povecava apsorpcija hranljivih materija i uklanjanje metabolickih otpadaka Ovo
moZe biti usled velicine molekularnih jedinica i njihove sposobnosti da udu i
izadu iz Celijkog sadrzZaja sa vecom lako¢om. To takode moze biti zbog specificne
organizacije heksagonalne mreze vodonicnih veza koja se javljaju da povecaju
celularnu komunikaciju i za podrSku drugih struktura unutar bioloSkih

organizama.

-216 -



Vi Teorijska istraZivanja

6.2. Prelazvode iz derma u epiderm (bazalna membrana)

Dermis se nalazi ispod epidermisa, debljine je 1.5 do 4 mm, nacinjen je
od spoljaSnjeg rastresitog vezivnog tkiva i unutraSnjeg gusceg vezivnog tkiva,
¢ini 90% koze, sadrzi folikule dlaka, lojne i znojne Zlezde, senzorne receptore,
nervna vlakna i krvne i limfne sudove. Podeljen je u dva sloja: papilarni i
retikularni. Papilarni sloj se sastoji od rastresitog vezivnog tkiva koji poseduje
mnogo krvnih sudova (subpapilarni pleksus koji sadrZi kapilarne petlje) hrani
epidermis i snabdeva ga te¢noS¢u i uklju¢en je u termoregulaciju, sadrZzi
dermalne papile tanak je i nalazi se iznad retikularnog sloja. Retukalrni sloj,
gusce nepravilno tkivo i kolagen koji ¢ini ekstracelularan matriks omoguéuje
snagu, elasti¢nost, ¢ini dermis kompaktnim, kolagen takode vezuje vodu da
saCuva hidrataciju koZe. Voda u kozi se nalazi u dermu gde se uglavnim i
zadrZava. Osnovni deo tecnosti epiderm dobija iz derma jer nema svoje krvne
sudove koji bi mogli popunjavati zalihe vlage u njima. Derm sadrzi oko 80%-
70% vode i ta koliCina retko se smanjuje tokom starenja Sto ¢ini 15%-18%
ukupne koli¢ine vode u celom organizmu. SadrZaj vode u dermu zavisi od
uzrasta, stanja organizma i genetickih svojstava. Mehanicka svojstva epidermisa
i koli¢ina vode u njemu se nalaze u tesnoj vezi sa mehanickim svojstvima
komponenti derma koje su u mnogome uslovljeni rastegljivoS¢u njenih
kolagenih vlakana i elastina kao i njihovim kvalitativhim odnosom i prostornom
organizacijom. Njene glavne komponente obezbeduju sporu difuziju
konstituentnog fluida. Stopa difuzije u dermisu zavisi od krvotoka, pokretanja

meducelijske teCnosti i interakcije tecnosti sa konstituentima dermisa.

Nadene su znacajne razlike relativne gustine protona izmedu spoljnjeg i
unutra$njeg dermisa. Celije i proteoglikani su obilniji u povr§inskom dermisu
nego u unutrasnjem dermisu i fibrili kolagena gornjeg dermisa su tanji i rede
pakovani u snopove nego u dubljem dermisu. Proteoglikani nastaju vezivanjem
glikozaminoglikana na srediSnji proteinski lanac. Preovladuje ugljenohidratni
deo. Veoma su hidrofilni sa slojem vezane vode oko sebe. Strukturni

glikoproteini nastaju vezivanjem razgranatih ugljenih hidrata na proteinsku
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osnovu. Preovladuje proteinski deo. Poseduju ulogu u medusobnom djelovanju
susednih celija i prijanjanju ¢elija uz podlogu. U papilarnom delu dermisa je
72% vode dok je u mrezi dermisa, retikularnom sloju oko 61% zbog prisustva
proteoglikana i glikoproteina koji zadrzavaju molekule vode. Kolageni fibrili
dermisa zajedno sa nekolagenim molekulima sadrZe pore radijusa ~5.5 nm i
mikropore radijusa ~0.45 nm kroz koje se odvija difuzija tec¢nosti. Gustina
kolagena je proporcionalno manja u spoljnjem dermisu tako da proporcija
mesta za interakciju protein voda je manja od one u dubljem dermisu. Kolagen
¢ini 70% suve mase dermisa, protoni male pokretljivosti u ovom tkivu su odlika
obilja vode koja je tesno vezana za kolagene dermisa usled cega im je
ograniceno kretanje. Kolagen nije samo materijal sa mehani¢kim svojstvima
nego poseduje i dielektricka i elektricka svojstva provodljivosti Sto ga cini
veoma osetljivim za mehanicki pritisak, Ph i jonski sastav kao i za
elektromagnetska polja. Elektricna svojstva zavise u velikoj meri od vezanih
molekula vode u i oko trostrukog heliksa. Postoje tri razli¢ite populacije
molekula vode koje su asocirane sa molekulom kolagena meduprostorna voda
koja je veoma c¢vrsto vezana unutar trostrukog heliksa molekula kolagena koja
jako interreaguje sa peptidnim vezama polipeptidnog lanca: vezana voda,
odgovara slabije strukturisanom cilindru vode na povrSini trostrukog heliksa i
slobodna voda koja ispunjava prostor izmedu fibrila. MreZa kolagenih vlakana
je direktno povezana sa unutar Celijskim matricama pojedinac¢nih celija preko
proteina koji se pruZaju kroz Celijske membrane kao integrini. Vezivno tkivo i
unutar celijske matrice zajedno formiraju tensegrity sistem kao ekscitabilni
elektri¢ni kontinum za brzu medu komunikaciju kroz dermis i telo. Vezivno
tkivo dermisa je po prirodi strukturisano, nacinjeno od kolagena u tecno
kristalastoj mezofazi, karakteristicne organizacije fibrilarnih struktura koje su
jasno povezane sa mehanickim stresom. Trostruki heliks molekula kolagena se
nalazi u cilindru vode koji je vodoni¢nim vezama vezana za bocne grupe
hidroksiprolina. Voda u fibrilima kolagena se razlikuje od bulk, okolne vode. Ova
voda je razdvojena u dve posebne klase-Cvrsto vezana i slobodna voda ili slicna
bulk vodi. Cvrsto vezana voda stabilizuje trostruki heliks, u¢estvuje u jaéini

vodonic¢nih veza. Pokretni Kklasteri i lanci molekula vode, povezani vodoni¢nim
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vezama, formiraju kompleksnu mreZu, povezani sa polarnim bo¢nim grupama u
osnovi peptida trostrukog heliksa. Nenaelektrisani heliksi ne pokazuju direktne
kontakte. Voda direktno posreduje interakcijama izmedu njih. Kretanje vode iz
brazda kolagena je usporena rezonantnim pokretima vode sa rezonacijom
protona. Veliki osmotski ili mehanicki pritisak je potreban za uklanjanje vode sa
povrSine proteina kolagena. Na proteinu kolagena se voda nalazi u prvom
hidratacionom sloju, koji je prekriven susednim slojem molekula vode koji
obezbeduje dvostruki sloj razdvajanja pribliZzno 0.63 nm izmedu povrSina
susednih fibrila kolagena. Ovo razdvajanje omogucuje brzu izmenu u vodonicnoj
mreZi, koja se sastoji od medumolekularnih dvostrukih i trostrukih vodenih
mostova od mesta pozitivnog naelektrisanja bo¢nog lanca peptida do obliZnjih
mesta negativnog naelektrisanja. Voda u procepima kolagena je ogranicenija
strukturna voda, striktno je intermolekularna i asocirana je sa glavnim
proteinskim lancem. Povrsinski sloj vode je sa manjom slobodnom energijom od
bulk vode koja je malo ili nimalo prisutna u tkivu. Za kolagen postoji
karakteristicna temperatura to=291 K koja razdvaja temperaturne intervale sa
razlic¢itim difuzionim obrazcima, na to< t molekuli vode se kre¢u u neuredene
regione a na t > to prodiru u uredene regione, Sto je pra¢eno raskidanjem
dijagonalnih veza izmedu peptidnih lanaca. Vreme dielektri¢cnog opustanja za
bulk vodu je 8.3 ps za slobodnu vodu kolagena 40 ps i za vezanu vodu 10 ns a za
poredenje molekula mioglobulina poseduje releksaciono vreme od 74 ns.
Komplikovana struktura razli¢itih populacija molekula vode poseduju razlicita
ogranicenja kretanja u poredenju sa bulk vodom. (Matthew Shoulders, Raines

2009.)

Kolagen strukturiSe vodu u pravilne lance niz fibrile, pogodne za brazde
u tripletu heliksa. Izmedu kolagenih fibrila, narocito u dermu i bazalnoj lamini
koZe je organizovani strukturisani protonski kabl. Kolagen strukturise vodu u
jednoj fazi u jednom trenutku vremena, u kriticnom trenutku hidratacije se
odvija iznenadni fazni prelaz u kom se uspostavlja razli¢ito stanje reda analogno
strukturama nalik ledu. Voda asocirana sa molekulom kolagena pokazuje

iznenaduju¢i stepen uredenosti i mogla bi biti super provodni kanal koji
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omogucuje svakoj celiji unutar tela da medusobno komuniciraju radi

medusobne koordinacije.

Vaskularizacija koZe obezbeduje ne samo ishranu nego i dolazak te¢nosti
u dermis. Sastoji se od uobicajenih krvnih sudova (arteriola, kapilara i vena) i
vaskularnih struktura ukljuenih u termoregulaciju, koje se sastoje od
razgranatih subkutanih venskih pleksusa, u kojima se mogu zadrzavati vece
kolic¢ine krvi, kao i arteriovenskih anastemoza, koje arterijske sudove povezuju
direktno sa venskim pleksusima. Krv dospeva u koZu putem malih miSi¢nih
arterija iz hipodermisa. Ove arterije u dubljim delovima retikularnog sloja u
blizini hipodermisa formiraju duboki vaskularni pleksus, rete cutaneum. Iz ovog
pleksusa deo arteriola se spusta prema hipodermisu, dok drugi deo arteriola
sprovodi krv ka povrSnim slojevima epidermisa. Najve¢i deo arteriola iz ovog
pleksusa stvara drugi pleksus, na granici izmedu papilarnog i retikularnog sloja
rete subpapillaris. Kapilari nastali iz anastemoza ovog pleksusa formiraju
kapilarne petlje u dermalnim papilama i prolaze uz samu bazalnu membranu.
Kapilari se nastavljaju venama do venskog pleksusa postavljenog direktno ispod
arterijskog papilarnog pleksusa. Krv dalje otice do dubokog venskog pleksusa.
Limfni sudovi koZe dobro su razvijeni u papilarnom sloju dermisa i stvaraju
superficijalni pleksus. Kapilari iz ovog dela dreniraju limfu u ve¢e sudove koji se
nalaze u retikularnom sloju dermisa (duboki pleksus), koji je dalje odvode do
regionalnih limfnih ¢vorova. (Zweifach 1965.) Mali krvni sudovi su srz
cirkulatornog sistema. Razmena vode i rastvorenih materija se odvija fizickim
procesima bez utroSka energije od endotelnih celija (hidraulicki pritisak,
koloidna osmoza tkiva). Postoje dva moguca puta kojim voda i rastvorene
materije mogu proc¢i kroz zid kapilara. Mogu difundovati kroz kontinuirane
vodene kanale (akvaporine) ili mogu biti filtrirani kroz pore hidrodinamickim
silama koje uzrokuje krvni pritisak. Barijera kapilara kroz koju se vrsi razmena
se sastoji od endotelnih celija koje su delimicno preklopljene i formiraju
kontinuiranu cev u unutraSnjosti suda, i spoljasnje okruZenje (bazalna
membrana) amorfnog fibrilarnog sloja 50 do 60 nm debelog. PovrSina lumena

kapilara je ograni¢ena tankim slojem glikoproteina c¢ija je uloga kontrola
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propustljivosti Kkapilara. Granice susednih celija su u bliskom kontaktu,
rastojanje izmedu njih je 10 do 15 nm. Materijal koji se nalazi izmedu
endotelnih Celija je produZetak bazalne membrane. (Karadagli¢ 2000). Ukupno
kretanje molekula vode kroz ovu barijeru zavisi od ravnoteze izmedu
hidraulicne snage krvi i osmotskog pritiska proteina plazme. Hidrostaticki
pritisak favorizuje filtraciju pod pritiskom vode kroz pore zato Sto je ovaj
pritisak sa strane pore u krvi ve¢i od onog u tkivu. Primarna odbrana protiv
suvisne filtracije je koloidni osmotski pritisak, tako da je ukupna sila filtracije
samo neznatno pozitivna ili negativna. Rastvarac, voda pretstavlja trodimenzi-
onalno povezane molekule vode vodoni¢nim vezama. U koZi se voda sastoji od
brzo izmenjujucih klastera manje gustine gde je drugi sused intermolekularna
0-0 distanca 0,45 nm, i kompaktni vece gustine klasteri gde je odgovarajuce
rastojanje 0-0 rastojanje 0.35 nm. Molekularno kretanje u te¢noj vodi zahteva
konstantno prekidanje i reorganizaciju pojedina¢nih vodoni¢nih veza u trajanju
reda velic¢ine pikosekunde (1012s). Ovo omogucuje vodi da organizuje molekule
i Cestice rastvorene i suspendovane u njoj. Ovi uredeni domeni, Cestice se tako
ureduju i njihove pozicije ostaju konstantne da lice na dzinovski kristal
(koloidni kristal). Ovi uredeni kristali teZze da rastu na racun neuredenih
domena, Sto rezultuje da su koloidni kristali razdvojeni prazninama gde Cestice
ne postoje. Ovako uredena voda oteZano difunduje kroz dermis i nepovoljno

deluje na konformaciju molekula koji grade dermis.

Bazalna membrana je plocasta naslaga ECM, sastoji se od dva sloja, blize
epitelnoj cCeliji - bazalna lamina ili lamina rara (glikoproteini, laminin i
proteoglikani) i deluje kao barijera za transport teCnosti i dalje od epidermalne
Celije retikularna lamina ili lamina densa (snopovi kolagena IV koje produkuju
Celije dermisa i obezbeduju cvrstinu. Nefibrilaran kolagen, tip IV ili kolagen
bazalne membrane je najzastupljeniji kolagen, specijalizovane strukture nadene
u granicnom tkivu ispod bazalnih celija koZe. Relativno tanka plo¢a debljine
(tipicno 40-50 nm) sastavljena je osim kolagena IV tipa od laminina, heparin
sulfata, proteoglikana i nidogena, Cini mreZu otvorene strukture, koja je

stabilizovana disulfidnim vezama preko ostataka lizina. Proteoglikani su
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negativnog naelektrisanja, privlace pozitivno naelektrisane jone Na* Kkoji
privlace molekule vode osmozom cuvaju¢i cCelije koje se nalaze iznad nje.
Ugljenohidratne komponente bazalne membrane ¢ine n-galaktoza, manoza,
fukoza, dezoksiriboza, riboza, glukozamin i sialna kiselina njihov sadrZaj je
9.50% ukupne tezine bazalne lamine. Ovakva struktura omogucuje usporavanje
procesa difuzije teCnosti i njeno zadrzavanje u ekstracelijskom matriksu. Pored

brojnih funkcija uloga bazalne membrane je da bude difuziona barijera.

Gustina fiksiranih naelektrisanja, bazalne membrane, kao jonogenih
grupa koji se nalaze u proteoglikanu i heparan sulfatu je mala. Pokazatelji
mobilnosti hloridnih anjona i alkalnih klatjona se razlikuju u odnosu na one u
vodi. U bazalnoj membrani je ve¢a mobilnost Cl- jona u odnosu na K+, Na* i CI2+,
Struktura bazalne membrane se menja pod dejstvom pritiska. Strukture
membrane se menjaju, umotani filamenti od kojih je sastavljena (elastin) se
istezu kako stres deluje na membranu. Smanjena propustljivost se odrzava
uprkos uvecanju povrSine membrane za 75% i smanjenja debljine 65%. Prolaz
vode se odvija kroz cilindricne pore Ciji se precnik smanjuje sa povecanjem
pritiska na membranu, odnosno istezanjem membrane. Sama debljina nije
neophodna da bi se smanjila propustljivost bazalne membrane Cije je prosetno
vreme 3h. Voda je konstituent meducelijskog prostora, Ciji je deo bazalna
membrana, u kom interreaguje sa bioloskim molekulima. Razumevanje ove
dinamike je od fundamentalnog znacaja za funkcionisanje koZe pa i Citavog

organizma.

Sloj cilindri¢nih celija koji je lociran na vrhu dermisa, izmedu njih je
bazalna lamina, predstavlja bazalni sloj vijabilnog epidermisa, ¢elijska granica i
veliko Celijsko jedro su jasno uocljivi, proksimalni deo celije je slobodan i nalazi
se u ekstracelularnom prostoru koji okruzuje trnolike Celije. Stratum spinozum,
koji se nalazi iznad ovog sloja se karakteriSe trnolikim izgledom i ove celije su
povezane dezmozomima. Stratum granulozum CcCine spljoStene Ccelije cija je
karakteristika visok kontrast i okruglo jedro koje je joS vidljivo. U stratum
corneumu Celije postaju izduZene. Granica izmedu stratum granulozum i

stratum corneum se razlikuju oStrim smanjenjem Kkontrasta. Mali kontrast
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stratum corneuma je pokazatelj veoma malog sadrZaja vode. Hidratacija
epidermisa je izutetno varijabilan proces, kao odgovor na spoljne faktore i
dermis i hipodermis su jako propustljivi za vodu. Ukupna funkcija barijere je
kontrolisana od strane epidermisa, koji moZe da bubri apsorbujuc¢i vodu kojom
se snabdeva iz mikrocirkulacije ili okolne sredine. Zapremina celijske faze se
reguliSe ulaskom vode i Na. K i Cl kroz celijsku membranu i njihovim
kontrolisanjem u skladu sa vremenskim kasSnjenjem. Razmena tecnosti
obuhvata i difuziju i glavno kretanje vode kroz vodene kanale ili pore. Dva su
glavna puta za protok vode: hidrofilna matrica koja je prisutna izmedu
endotelnih celija i u kontinuitetu je sa bazalnom membranom i tanki delovi
endotelnih ¢elija (akvaporini). (Tang i Goodenough 2003) su svojim rezultatima
podrzali hipotezu da su diskretni jonski kanali prisutni u ¢vrstoj spojnici (tight
junction). Za razliku od konvencionalnih jonskih kanala, koji poseduju transport
jona kroz lipidni dvosloj, kanali ¢vrste spojnice moraju da se orjentiSu paralelno
sa podrucjem Celijske membrane da omoguce paracelularni transport jona. Ova
nova Kklasa paracelularnih kanala cvrstih spojnica ubrzava transport jona
izmedu razdvojenih ekstracelularnih kompartmenata. Cvrste spojnica poseduje
pore dijametra 0.6 nm sli¢ne veli¢ine kao konvencionalni kanali. Sklapanje ovih
kanala je najverovatnije ekstracelularno unutar cvrste spojnice. (Tsukita i
Furuse 2000) su pretpostavili da tesne spojnice poseduju vodene pore, koje su
kanali ispunjeni vodom i ne poseduju selektivnost za jone. Eksperimentalno je
ovo kasnije potvrdeno. Kretanje jona kroz ¢vrstu spojnicu je pasivan proces koji
zavisi od gradijenta jona koji prolaze kroz jonski kanal. Cvrsta spojnica
obezbeduje paracelularan put za transport vode i rastvorenih materija ne samo
u stratum bazale nego i u stratum granulozum. Cvrsta spojnica je spojnica ¢elija-
Celija koja se formira kao paracelularna barijera za rastvorke i vodu izmedu
epitelnih celija i meducelijskog prostora, time uspostavlja paracelularnu
barijeru. Proteini koji ulaze u sastav tesne spojnice su nadeni u svim Zivim

delovima epidermisa.

Akvaporini su proteini u Celijskoj membrani koji reguliSu tok vode.

Efikasnost akvaporina je zasnovana na prolasku individualnih molekula vode na
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kontrolisani nacin. U germinativnim Celijama koZe akvaporin 3 je propustljiv
osim za vodu za glicerol i ureu. U vodenim kanalima voda moZe prodci
nesmetano u oba pravca u smeru osmotskog gradijenta. Intercelularna sredina
je osmotski kontrolisana da bi sacuvala molekularnu strukturu i svoju funkciju.
Ova kontrola je veoma vazna u epidermalnim kompartmentima koji su izloZeni
suvocCi spoljasnje sredine. AQP 3 igra sustinsku ulogu u osmotskoj kontroli.
Koncentracija AQP-ina u Celiji nije konstantna, Indukcija ekspresije je povezana
sa intezitetom stresa i odvija se 24 h nakon oStec¢enja barijere. Za razliku od
ovog procesa kratkotrajno smanjenje ekspresije profilagrina i filagrina se odvija
3 sata posle stresa, a ponovo se obnavlja nakon 24 casa. Kao odloZeni
sekundarni odgovor mreza akvaporina pokazuje koordinisanu kontrolu sa
filagrinom i ta interakcija obezbeduje da celije imaju vodom bogatu sredinu da
se nakon oSteéenja obnovi funkcija barijere koZe. Otkriveno je prisustvo i drugih
akvaporina, u koZi ¢oveka je otkriven AQP 11, AQP 1 je pronaden u dermalnim
endotelnim Celijama, dermalnim fibroblastima, i melanocitima. AQP 10 mRNK je
otkrivena u korneocitama, poznato je takode da se odvija ekspresija AQP 9 za
vreme diferencijacije Celije. U monocitama i derivatima monocita dendrickim
¢elijama je takode pronaden AQP 9, ali monociti takode poseduju i AQP 10. Na
kraju AQP 9 je naden u preadipocitama, dok su u diferenciranim adipocitima
nadeni AQP 7, a u Celijama znojnih Zlezda prisutni AQP 5. Stoga 6 razlicitih
akvaporina (AQP 1, 3, 5, 7, 9, 10) mogu biti selektivno prisutni u ¢elijama
ljudske koZe. Gde su AQP 1 i AQP 5 iskljuc¢ivo vodeni kanali, AQP 3, 7,911 10
propustljivi i za vodu i za glicerol. Cesto se nalaze dva razli¢ita akvaporina u
jednom tipu celija, Sto zavisi od stanja Celijske diferencijacije. Prostorna
distribucija AQP 3 je u korelaciji sa sadrzajem vode u kozi; bazalni i
suprabazalni slojevi Celija sadrZze 75% vode dok stratum corneum sadrzi 10-
15% vode. Akvaporin 3 u ¢elijama bazalnog sloja ubrzava kretanje vode izmedu
bazalnog sloja celija i stratum corneum da bi se odrZao konstantan nivo
hidratacije u Zivom delu epidermisa. Slicno tome dok je Ph na povrsini koze oko
5 povecava se do 7 ispod stratum corneuma. Dakle Ph senzitivan AQP 3 je
inhibiran kiselim Ph i ima udela u nepropustljivosti za vodu na granulo

korneocitnoj granici. Diskontinuitet u sadrZzaju vode izmedu stratum
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granulozuma i stratum corneuma je sustinski za strukturu epidermisa zato Sto
loSa hidratacija stratum corneuma omogucava visoko uredenu lipid-voda
organizovanu strukturu (sustinsku za odrzavanje barijere propustljivosti koze)
koji postoji izmedu korneocita. Ekspresija akvaporina je povezana sa
ekspresijom drugih epidermalnih proteina uklju¢enih u mehanizam odrzavanja
hidratacije koZe. Ekspresija AQP 3 i klaudina 1 je u obrnutoj korelaciji sa
ekspresijom CD44 receptorom za hijaluronat (glukozaminoglikan koji veliku
koli¢inu vode moZe da zarobi). Klaudin 1 je protein ¢vrste spojnice koji zatvara
intercelularni prostor za vodu. Ova otkri¢a sugeriSu da klaudin 1 limitira
paracelularni prolaz molekula vode kad AQP 3 favorizuje transcelularni prolaz
vode i nizi sadrZaj klaudina 1 moZe da omoguc¢i akomulaciju vode i transport u
otvoren meducelijski prostor koji karakteristiSe visoka ekspresija CD44. Prolaz
vode od stratum bazale kroz koZu se odvija osmotskim procesom. Varijacije u
osmotskom pritisku i njegova relacija u odnosu na regulaciju telesne
temperature su povezane. Postoje i varijacije u stopi transfera gasova kroz kozu

sa prolaskom vode i termoregulacijom koZe.

Monovalentni joni Na, K i Cl su u ekvilibrijumu izmedu stratum corneuma
i dermisa, ako se pretpostavi da su svi monovalentni joni u rastvoru, onda je sva
voda iz tkiva raspojoziva za hidrataciju jona. Hidratacija epidermisa je izuzetno
varijabilna kao odgovor na spoljasnje faktore, dok su dermis i hipodermis
krajnje propustljivi za vodu. Ukupna funkcija barijere je kontrolisana od strane
epidermisa koji moZe da bubri preuzimaju¢i vodu preko mikrocirkulacije ili iz
okolne sredine. Sistem, aktivna Ccelijska faza ekstracelijski matriks se
prilagodava poroelasticnim efektom koji izaziva bubrenje sloja stratum
corneuma. Zapremina Celijske faze se regulise fluksom: vode K, Na i Cl jona, kroz

Celijsku membranu i reguliSe se u skladu sa vremenskim kasSnjenjem.

Put za intercelularno kretanje kroz celiju se sastoji od najmanje dve
komponente: membranske komponente (posredstvom kanala cvrste i
pukotinaste spojnice) i citoplazmatske komponente. Ovo kretanje je pod
uticajem efektivne povrsSine kanala pukotinaste i ¢vrste spojnice. Difuzija malih

molekula je u funkciji velicine molekula oblika kao i viskoznosti. Stopa kojom
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molekuli difunduju u citoplazmu je pod uticajem ne samo viskoznosti nego i
matriksa citoplazme. Faktor koji limitira stopu difuzije molekula je smanjenje
stope difuzije citoplazme, mada su razmatrane i pore u arhitekturi matriksa
citoplazme. Proteini mogu da se veZu reverzibilno za komponente cito-
plazmatskog matriksa smanjuju¢i svoju mobilnost ali i molekula vode. Ovo
vezivanje i interreakcija sa vodom je vazno za stericke interreakcije. Citoplazma
doprinosi priblizno sa 15% ukupnom otporu kretanje molekula kroz inter-
celularni prostor (¢vrstu i pukotinastu spojnicu i citoplazmu). Kanal pukotinaste
i ¢vrste spojnice ima vecu proporciju rezistentnosti difuziji (85%) u odnosu na
citoplazmu. Stopa difuzije kroz citoplazmu je brza u odnosu na pukotinastu i
¢vrstu spojnicu ako je viskoznost molekula manja, i stoga nije limitirana. Stopa
difuzije zavisi proporcionalno od koncentracije molekula. Tokom diferencijacija
keratinocita u sloju stratum granulozum produkcija keratohijelina uzrokuje da
su Celije sa zrnastom citoplazmom. Kako cCelije prolaze iznad tog regiona pocinje
sinteza glikolipida koji se istiskuju u meducelijski prostor. Ovaj proces formira
debeo adhezivni vodonepropusni lipidni omotac koji omoguéuje cuvanje vlage
unutar koZe i omogucuje koncentracioni gradijent keratinoznog sloja
epidermisa. Akvaporini nestaju tek u stratum corneumu sa zavrSetkom procesa
diferencijacije i smrc¢u korneocita. Unutrasnji lipidni slojevi stratum corneuma
su hidrofobni stoga provodnost molekula vode postaje mala. Da bi postojao
protok vode u pli¢im slojevima koZe slobodna voda mora pro¢i kroz specificne
kanale ili biti vezana za specifi¢ne hidrofilne supstance i onda se transportovati
kroz dezmozome, mostove u epidermisu. Epidermalni lipidi nastaju u
goldZijevom aparatu u cCelijama u procesu oroZnjavanja, skladiSte se
intracelularno u obliku dvojne lipidne membrane u mikroskopski malim
delicima vakuolama, vezani su za membranu i zovu se telasca Oblanda,
lamelarne su granule i nastaju kako se korneocite diferenciraju. U zrnastom
sloju, stratum granulozum, se Oblandova telaSca fagocitozom prenose u
meducelijski prostor. Tokom sazrevanja se polarni lipidi, fosfolipidi i sterolestri,
enzimski pretvaraju u nepolarne lipide kao Sto su ceramidi i proste masne
kiseline i tako nastaje polupropustljiva barijera oroZnalih ¢elija i lipida u te¢noj

fazi. Odstranjivanjem ove barijere voda hemikalije i mikroorganizmi lako
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prodiru u dublje delove koZe. Kao odgovor koZe se povecava sinteza holesterola,
masnih kiselina i sfingolipida $to vodi do ponovnog obnavljanja funkcije
barijere. Lipidi su organizovani u lamelarne dvoslojne strukture u kojima su
lipidni lanci visoko uredeni. Ceramidi su kovalentno vezani za opne proteina
korneocita i interreaguju sa slobodnim lipidima ekstracelijskog prostora.
Povrsina koZe je prevucena hidrolipidnim slojem koji ¢ine voda i proste masti i
glavna joj je uloga u zastiti od bakterija i gljiva. U Samom keratinu je 1% lipida,
glavna komponenta lipida keratina je ceramid 40%, slobodnih masnih kiselina

25% i holesterola 25%.

6.3. Zadrzavanje vode u epidermu,TEWL i dr.

Stratum corneum poseduje pribliZzno 30% vode, koja je uglavnom
asocirana sa elasti¢nos¢u. U lipidima je zarobljeno 10% vode, a preostalih 20%
koja je otporna na ekstrakciju rastvaraCima je sekundarno vezana za keratin. U
samoj unutra$njosti slojeva stratum corneum sadrZi ve¢i nivo vode, dok
spoljasnji slojevi stratum corneuma sadrze nivo vode koji je viSe pod uticajem
okolne vlaZnosti vazduha. Prirodni faktori ovlazavanja (NMF) su prisutni samo
u stratum corneumu. Nalaze se u dubljim slojevima od kojih nivo sadrzaja NMF
opada kao i nagib profila sadrzaja vode u corneumu zajedno sa njim, sve do
povrSine koZe. Ovi faktori ovlaZavanja koji nastaju pre svega razgradnjom
filagrina do pojedina¢nih amino kiselina, uz pomo¢ uree koju izlucuju
akvaporini, su odgovorni za zadrZavanje vode u donjim delovima corneuma.
Plastifikacija stratum corneuma je u funkciji sadrzaja vode. Zdrav stratum
corneum mora biti u stanju da odrzava adekvatan nivo vode nasuprot
gradijentu evaporativne difuzije koju kontroliSe relativna vlaznost. Zdrav
stratum corneum sadrzi 10 % cvrsto vezane vode, koja zavisi od prisustva
prirodnih faktora vlaznosti (NMF) koji vezuju molekule vode iz vazduha. SadrZaj
vode u stratum corneumu raste sa povecanjem relativne vlaznosti vazduha.
Voda nije prisutna samo u korneocitima nego se nalazi i u meducelijskom
regionu, akomuliSe se u vodenim dZepovima smanjujuéi koheziju korneocita.

Uprkos prisustvu velike koli¢ine vode u stratum corneumu sloj niske hidratacije

- 227 -



Vi Teorijska istraZivanja

izmedu stratum corneuma i stratum granulozum je jo$ prisutan, Sirok je oko 10
um. Ovaj sloj omogucuje zastitu dubljih, Zivih slojeva koZe od prevlaZivanja da bi
se u gornjim slojevima granulocita mogli formirati lipidne membrane za
zadrZavanje vode iz organizma. Za formiranje lipidnih slojeva je od izuzetne
vaznosti mala koli¢ina vode i njena molekularna organizovanost. Transport
vode kroz koZu je blisko asociran sa razlikom u pritisku vodene pare spoljasnje
sredine. Gradient hemijskog potencijala koZe nastaje zbog gradijenta potencijala
pritiska. Transport vode uzrokuje prenoSenje jona. Koncentracija jona na
povrsini koZe je veca od one u subpapilarnom pleksusu. Joni ne mogu proci
granicu koZa okolina pa prenoSenje jona, zbog toka teCnosti, je uravnotezeno
difuzijom jona u suprotnom smeru. Glavna sila za transport vode je gradijent
hemijskog potencijala te¢nosti i joni. Negativna vrednost hemijskog potencijala
na povrsini koze je susStinska za manji pritisak pare na povrsini koze Sto
smanjuje gubitak vode. Hidrauli¢na propustljivost mrtvih delova kozZe je 107
puta manja nego u zivim delovima. Epidermis je u sustini visko elasti¢na ¢vrsta
materija bez unutraSnjeg toka tecnosti. Korneocite ¢ine kompaktan stratum
corneum Kkoji je znatno deblji i jasnije diferenciran. Ove celije poseduju vise
diferencirane dezmozome, deblje kornifikovane omotace i tanke su sa uskim
unutar Celijskim prostorom. Poseduju brojne korneodezmozome i dobro
orjentisanu mrezu keratinskih fibrila koja je povezana sa dezmozomalnim
strukturama. ViSe ili manje kontinuirani regioni molekula vode su prisutni,
apsorbovani u neregularnim slojevima za polarne grupe keratina. Fizicki je
verovatno da se glavni tok difuzije odvija kroz regione vode izmedu
molekularnih i makromolekularnih komponenata keratinocita pre nego kroz
proteinski matriks. Voda u susedstvu povrSine proteina pokazuje znacajno
drugacija fizicka svojstva u odnosu na bulk vodu, raste gustina i viskoznost kao i
stepen imobilisanosti. Polarne i nepolarne grupe zajedno mogu ucestvovati u
stabilizaciji imobilisanih molekula vode Sto favorizuje posedovanje otvorene
strukture. Struktura molekula keratina moZe pomo¢i takvu stabilizaciju,
slobodna i ograniCena difuzija te¢nosti moZe da se odvija zajedno. Relativni
iznosi bitno zavise od efikasnosti stabilizacije i velicine medumolekularnih

prostora. Primarno apsorbovani sloj vode je svakako tezak put za difuziju zato
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S$to je H20-protein veza jaca od H20 - H20 veze i rotacija molekula vode je strogo
ogranicena u prvom sloju vezanih molekula vode. Ovi faktori mogu da uvecaju
vreme za uzastopne skokove veza molekula vode u pojedinacnom sloju i stoga
opada stopa difuzije. U slede¢em sloju i u nekoliko narednih smanjenje stepena
slobode rotacije moZe biti znacajan faktor. Molekul vode ili neki mali polarni
molekul koji se nalazi u regionu vezane vode difunduje sa velikom aktivacionom
energijom. U sloju slabije vezanih molekula vode aktivaciona energija molekula
koji difunduju je bliska onoj u bulk vodi. Veza sa nekoliko molekula vezane vode

mora biti raskinuta da bi jedan molekul vode mogao difundirati.

Keratin poseduje sloZenu strukturu u kojoj su filamenti ili mikrofibrili
ugradeni u osnovnu supstancu ili matriks. Mikrofibrili su u pre¢niku ~7.2-7.6
nm a razmaknuti su 8.65-9.75 nm aksijalne jedinice koje se ponavljaju su duzine
20 nm. Mikrofibrili poseduju helikalnu simetriju. Matriks je manje ureden i
manje globularan po prirodi i sastoji se od proteina sa visokim sadrZajem
sumpora. U stratum corneum molekuli vode postoje u tri razliCita stanja,
zavisno od sadrZzaja vode. Ispod 9% voda je ¢vrsto vezena za polarna mesta
proteina stratum corneum (primarna hidratacija), od 9% do 28% voda je
vezana za primarnu vodu a stratum corneum gubi kapacitet za izduZivanje
slabijim vodoni¢nim vezama i pokazuje svojstvo brze hidratacije i dehidratacije
a preko 33% svojstva vode su kao u bulk vodi i svojstva keratina su neznatno
izmenjena. Hidratisani keratin poseduje vecu dielektri¢nu konstantu ne samo
zbog apsorbovane vode nego i zbog samog proteina. Elektri¢na provodljivost je
u korelaciji sa sadrzajem vlage u mikrofibrilu keratina, raste sa porastom
hidratacije. U keratinu difuzija molekula vode izmedu filamenata ili na njihovoj
povrsSini je potpuno razlicita i nezavisna od difuzije unutar molekula keratina.
Difuzija se odvija kroz pore u keratinu i kroz samu zapreminu keratina. Ako
sistem molekula koji difunduju duz tih razli¢itih puteva odrzavaju svoju
nezavisnost jedan od drugog ukupna difuzija ¢e biti suma oba fluksa. Kad se
proces difuzije odvija kroz dva ili viSe nezavisnih puteva onda opSta difuzija
nece biti linearna. Voda poseduje veliki efekat na mehanicka i druga fizicka

svojstva fibrila a keratina i zajedno Cine jedinstven sistem. PoSto je voda visoko
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polaran molekul moZe interreagovati sa vodoni¢nom vezom i Kulonovom
interakcijom sa drugim polarnim grupama u lancu a keratina u strukturi fibrila.
Prisustvo ostataka amino kiselina sa hidrofilnom grupom rezultuje u
privlaCenju molekula vode. Ovo privlacenje se odvija pri maloj relativnoj
vlazZnosti, sa niZom energijom privlaenja, mesto vezivanja postaje mnogo
vaznije pri vecoj relativnoj vlaznosti. Pri vecoj vlaznosti voda se ne vezuje za
specificna mesta nego sa absorpcijom kao rezultatom u razlici slobodne energije
na osnovu smeSe vode i keratina. Molekuli vode su mnogo pokretniji od
komponenti strukture molekula keratina. Mobilnost molekula vode raste sa
porastom sadrZaja vode. Porast sadrZaja vode menja energiju vezivanja za sve
molekule vode koje su ve¢ apsorbovane u strukturi keratina. Keratin voda
sistem deluje kao poluprovodnik protona. Mehanizam provodenja: rotacija
molekula vode je pracena skokovima protona izmedu dva ravnoteZna stanja
koje postoji u vodonicnoj vezi izmedu dva atoma kiseonika u mreZi veza izmedu
molekula vode koja obezbeduje provodljivost. Provodljivost sistema je veoma
osetljiva na kontinuitet mreZe vodoni¢nih veza koje formiraju molekuli vode
keratin voda sistema. Ovo objaSnjava visok stepen zavisnosti provodljivosti od
vracanja u ponovno stanje sistema keratin voda. Voda u keratin voda sistemu
deluje pre kao kontinuirana mreZa nego izolovani molekuli vode koji su vezani
za hidrataciona mesta keratinske strukture. Sa porastom sadrzaja vode u
sistemu voda keratin odvija se progresivna promena vezivanja za sve molekule
vode. U sistemu mikrofibril matrica, mikrofibril sadrzi kristalastu strukturu o
heliksa. Glavni lanac ove a heliks strukture pretstavlja viSe od pola proteina
mikrofibrila i ne interreaguje sa molekulima vode. Njegove amidne NH grupe se
ne konvertuju u ND kad su vlakna keratina nabrekla, stepen nabreknuca
uzrokovanih molekulima vode je 53% a mikrofibrila 11%. Visoki stepen
bubrenja matrice ukazuje da voda primarno mora biti izvan proteina matrice.
Protein matrice je visoko izukrStan (jedna cisteinska veza na svakih Sest
ostataka) bez hidrofobnih ostataka i sposobni su za veliki stepen bubrenja.
Matriks moze biti razmatran kao matriks + voda pre nego nabreknuo matriks u
vodi. Protein matriks je primarno globularan formiran u hidratisanom

okruZenju povrsina globularnog proteina je hidrofilna i interreaguje sa vodom.
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Dalje njegova unutrasnja struktura koja je visoko izukrstana i sadrzi hidrofobne
strukture. Voda u o Keratin strukturi je kontinuirana vodoni¢nim vezama
vezana masa koja interreaguje sa grani¢cnom povrsinom sa o keratin proteinom.
Voda u polimeru keratina formira inter penetrirajucu polimernu mrezu.
MeSavina dva polimera vode i keratina su dimenzija da je voda u preseku
dijametra 0.1nm dok je prec¢nik mikrofibrila 7.3 nm sa razdaljinama izmedu
mikrofibrila od oko 11 nm. Integracija ova dva sistema je posledica interakcija
kratkog dometa. Mehanizam interakcije u sistemu voda keratin je pomocu
vodoni¢nih veza sa krajevima boc¢nih lanca kao NH3z* i COO- koji deluju kao
akceptor odnosno donor protona. Na relativno niskoj vlaznosti molekuli vode u
stratum corneum se kruto vezuju za primarna mesta vodoni¢nog povezivanja u
keratinu. Kako relativna vlaznost raste viSe vode ulazi u stratum corneum i ova
primarna mesta vezivanja postaju zasi¢ena pa se dodatna voda kondenzuje u
sekundarna mesta vezivanja, koja su indentifikovana sa primarno vezanom
vodom i ona se vezuje za kruto vezanu vodu. Ako relativna vlaZnost dalje raste
viSe vode ulazi u stratum corneum i sekundarna mesta postaju zasiena,
dodatna voda se kondenzuje kao slobodna voda sa veoma slabim interakcijama
sa primarnim ili sekundarnim mestima vezivanja. Voda je teSnje vezana za
primarna mesta vezivanja keratina, sto vodi ka ve¢em redu i manjem opsegu
energija vezivanja nego u cistoj bulk vodi. Kako slabije vezana i slobodna voda
ulazi u stratum corneum na vecoj relativnoj vlaznosti red se smanjuje i opseg
energija vezivanja raste Sto vodi do proSirenja spektra omotaca. U toku
sazrevanja Zivih Celija koje se kre¢u prema stratum corneum protein keratin se
grupiSe u granule. Ove granule su prisutne u granularnom sloju celija koze i
ispunjene su filagrinom, ovaj kompleks Sstiti filagrin od razgradnje. Kako se
degenerisane Celije krecu ka povrSini enzimi razgraduju keratin filigrin
kompleks. Filagrin se potom nalazi izvan korneocita a keratin koji zadrzava
vlagu unutar korneocita. Kada koli¢ina vlage u koZi opadne specifi¢ni
proteoliticki enzimi stratum corneuma aktiviraju buduce raskidanje filagrina u
slobodne amino kiseline. Korneo epidermalne spojnice, agregati proteina koji
kontroliSu paracelularnu propustljivost, deluje na drugi nacin da sprece vodu iz

epidermisa da ispari iz stratum corneuma. Korneodezmozomi se sastoje od
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proteina iz familije kadherina, transmembranskih glikoproteina, dezmogleina 1
i dezmokolina 1, vezuju se jedan sa drugim u susednim korneocitima. Unutar
korneocita su ovi proteini vezani za mikrofilamente keratina preko
korneodezmozomalne proteinske ploCe kao plakoglobin, dezmoplakin i
plakofilin. Oni obezbeduju stabilnost i ekstra koheziju korneocita u stratum
corneum. Drugi korneodezmozomalni protein, korneodezmozin, posle
izluc¢ivanja u lamelarna tela sa intercelularnim lipidima i izvesnim proteinima
postaje asociran sa dezmozomalnim proteinima ba$ pre transformacije
dezmozoma u korneodezmozome. Svi ovi proteini su unakrsno povezani u
kompleks transglutaminazom, njihova kontrolisana dezorganizacija se odvija

proteolizom ¢ime se smanjuju medumolekularne sile izmedu korneocita.

Karakteristika stratum corneuma je visoko uredena strukturna
organizacija lipida, ¢ija je teZina 10% ukupne teZine, sastavljena je od
kratkoperiodi¢ne i dugoperiodi¢ne faza sa distancom ponavljanja od 6 odnosno
13 nm. Velike klase lipida koje se ekstrahuju iz koZe su ceramidi, kojih je 6 klasa,
50%, holesterol 25% i masne kiseline 25%. Male koli¢ine holesterol sulfata i
holesterol estra su takode prisutne. Svi ceramidi i masne kiseline su Stapicastog
ili cilindri¢nog oblika i njihove fizicke osobine ih ¢ine pogodnim za formiranje
domena membrane sa visoko uredenom gel fazom. Domen gel faze e biti manje
fluidan i stoga manje propustljiv od njemu suprotne tecno Kkristalaste faze.
Holesterol je opSte prisutan membranski lipid i sposoban da obezbedi stepen
fluidnosti da ne bi mogli biti rigidni i moguce krt sistem. Ovo moZe biti
neophodno za savitljivost koZe. Po modelu Forslinda (Forslind 1990) ostrva gel
faze domena su razdvojena kontinuiranim te¢no kristalastim domenom. Unutar
takve lamele polarni molekuli difunduju bo¢no u ili u blizini regiona grupa
polarnih glava i manje polarni molekuli mogu difundovati bofno unutar
hidrofobne unutrasnjosti hidrofobnog dvosloja. Molekuli mogu difundovati
samo slabo kroz domen gel faze i difuzija kroz takvu lamelu ¢e biti visSe
favorizovana kroz tec¢no kristalni domen. Region veceg fluksa kroz takvu lamelu
meSovitih faza bi bila na granici faza. Granica faza poseduje vecu frekfenciju

defekta pakovanja. Ve¢ina meducelijskog prostora je ispunjeno lamelama dok
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manji deo ekstracelularnog prostora sadrzi dezmozome i amorfni materijal.
Elektron gusti amorfni materijal predstavlja produkte razgradnje dezmozoma
dok svetao amorfni materijal predstavlja tecnu fazu holesterol estra. U
lamelarnom regionu broj lamela kroz meducelijski prostor i nacin
organizovanja lamela varira. Specifican raspored lamela je rezultat interakcije
izmedu kovalentno vezanih lipida na spoljnim povrSinama dva susedna
korneocita. Svingozin iz kovalentno vezanog w hidroksiceramida se izvrce da
formira visoko meduprstaste, poput zatvaraca, uske lamele izmedu Siroke w
hidroksiacil porcije ovog molekula. Slobodni lipidi pune neke prostore unutar
strukture. Ove interakcije efikasno vezuju susedne celije zajedno. Izmedu Siroke
ravne povrSine korneocite se nalaze ravnomerno rasporedene, priblizno 5 nm
Siroke lamele, medutim mogu biti i druk¢ijih rasporeda Sto zavisi od nacina
fuzije vezikula koje su istisnute iz lamelarnih granula. (Wertz 2000.) Hemijska
struktura ceramida je kombinacija masnih kiselina sa sfingoidnom bazom
(sfingozin, fitosfingozin) udruZeni amidnom vezom izmedu karboksilne grupe
masne kiseline i amino grupe baze. Struktura i organizacija ceramida u lipidnoj
fazi stratum corneuma ima jak uticaj na propustanje i zadrZavanje vode u koZi.
Za ceramide i malo sniZenje lamelarne razdaljine ponavljanja moZe biti
povezano sa reorganizacijom ugljovodonic¢nih lanaca. Znak i oblik amida I jasno
ukazuje da voda prodire u polarnu medupovrsinu lipida, posle hidratacije amid
[ je uklju€en u mrezu jacih vodonic¢nih veza. Prisustvo vode nema veliki uticaj na
lamelarne razdaljine ponavljanja ukazujuc¢i da se veoma mala koli¢ina vode
moZe inkorporisati u polarnu povrsinu ceramidnih molekula. Osnovna svojstva
vode kao gustina i dielektricna konstanta se menjaju u kontaktu sa jednom
polarnom glavom lipida ili globularnim proteinom. Karakteristika razlicitih
polimorfnih lipid voda faza je da voda zarobljena u kanalima mikroskopskih
dimenzija razlicitih morfologija lipida ograni¢ava vodu u jednu, dve ili tri
dimenzije. Kad nova voda dospe u region izmedu dvosloja vrsi se rad kako nova
voda ureduje polarne glave. Ovo rezultuje u efikasano odbijanje izmedu
susednih lipidnih dvosloja. Doprinos u ukupnoj slobodnoj energiji od
udruZzivanja viSe vode sa polarnim glavama prevazilazi ovaj rad, tako da je

ukupna promena slobodne energije negativna. Na niZem osmotskom pritisku
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izvan opsega hidratacionog odbijanja ovaj reZim daje nacin za elektrostaticko
odbijanje za naelektrisane molekule ili van der Waals privlacenje za neutralne
molekule. Kad se voda inkorporisana izmedu dvoslojeva smrzne, migrira izvan
lamelarne reSetke mozda u meducelijski region gde formira dZepove leda. Ako
voda ne migrira onda ¢e se ona smrznuti u prostoru izmedu dvosloja a led bi bio
mnogo gus¢i nego Sto je primeceno pa led ne postoji izmedu dvosloja. DZepovi
leda postoje kao bazeni vode u ravnoteZnom stanju sa vodom koja se nalazi
izmedu lipidnih dvosloja, koja se nije smrznula. Kad se temperatura menja voda
se repartioniSe dok se hemijski potencijal ne izbalansira zato Sto hemijski
potencijal vezane vode strogo zavisi od debljine sloja vode izmedu dvosloja,
repartionisanje se manifestuje kao promena u jedinici Celijskog prostora
lamelarne reSetke. Imamo sistem u kom se moZe otkriti ravnoteza
particionisanja vode izmedu dva stanja. Struktura dvosloja se modifikuje kako
se voda particioniSe u lamelarnoj strukturi. (Gleeson Erramilli Gruner 1994.)
Posle hidratacije acil lanci fitosfingozin ceramida se pakuju u nalik na heksagon
strukture. Amid I i amid II vibracije su osetljive na fazni prelaz ceramida. Postoje
jake inter i intra molekularne vodonic¢ne veze izmedu amida i hidroksilne grupe
u polarnoj grupi ceramida. MreZa vodonic¢nih veza i konformacija polarne grupe
ceramida je samo neznatno pod uticajem hidratacije. Kapacitet ceramida za
propustanje vode je medutim znatno ve¢i kod ceramida tipa 3 u odnosu na
ostale klase fitosfingozina. Strukturalna i organizaciona svojstva ceramida tipa 3
u raznim fizioloSkim uslovima utiCu na svojstva lipidne barijere stratum
corneuma. Sloj vode izmedu membrana je ekstremno tanak oko 0.1 nm i vreme
potrebno za potpunu hidrataciju je u poredenju sa fosfolipidnom membranom
mnogo duze dok voda prodire mnogo dublje u membranu i otkrivena je
delimi¢no u sloju ugljovodoni¢nih lanaca, verovatno voda ubrzava lateralnu
difuziju lipida u membrani. U uzorku membrane sa 25% holesterola debljina je
oko 4.56 nm. Debljina polarnih glava je oko 0.35 nm a ugljovodoni¢nih lanaca
3.86 nm. Simetricne i asimetricne CC vibracije istezanja na 1062 i 1130 cm!
ukazuju da je membrana visoko uredena struktura sa velikim brojem trans
konformacija. Koncentracija holesterola ne utice na hidrataciju spoljasnje

membrane i ne utice na debljinu sloja vode izmedu membrana. Holesterol se
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nalazi u inter zoni izmedu Kristalaste i te¢no Kkristalaste faze i fluidizuje
kristalastu (gel) fazu i stabilizuje te¢no kristalastu fazu. Debljina sloja vode
izmedu membrana, pod punom hidratacijom, je ekstremno tanak. Uprkos tome
voda igra vaznu ulogu u faznom razdvajanju. Uvecana koli¢ina holesterola
smanjuje debljinu membrane. Red acilnih lanaca u medu ¢elijskim lipidima raste
sa hidratacijom kad je sadrzaj vode mali dok je nezavisan od stepena hidratacije
pri ve¢em sadrZaju vode. Na neznatno viSoj temperaturi se fluidnost membrane
povecava sa povecavanjem sadrZaja vode do potpuno hidratisanog stanja. Ovo
ukazuje da i temperatura i hidratacija uticu na fazno ponaSanje stratum
corneuma. Proces hidratacije mozZe uticati na stepen jonizacije masnih kiselina u
lipidima, moguce da koncentracija protona izmedu lamela moZe varirati izmedu
nabreklog i suvog uzorka. Verovatno da Ph utiCe na fazno ponasanje lipida
stratum corneuma. Lipidi u gel stanju imaju mnogo manju sposobnost da
apsorbuju vodu. Naden je eksponencijalni odnos izmedu osmotskog pritiska i
sadrzaja vode pri relativnoj vlaznosti od 65%. Osmotski pritisak vode je isti kao
i intermolekularne sile u dvosloju lamelarnog sistema pri relativnoj vlaznosti od
100%. Egzotermni prelazi pri viSoj relativnoj vlaZnosti se odviju usled
reorganizacije lipidnih domena unutar lamelarne strukture tj. usled fuzije
lipidnih domena na vecoj relativnoj vlaznosti. Svojstva ekstracelularnih lipida
stratum corneuma su suStinski za svojstva barijere za koZu, tec¢ni lipidi
predstavljaju neprekidan put za transport molekula. (Silva Topgaard
Kocherbitov Sousa Pais Sparr 2007). U stratum corneum postoje dva kriticna
nivoa vode, oko 18% i 33%. Ispod 18% mobilnost dubljih deli¢a
ugljovodoni¢nih lipidnih lanaca se povecava, sa velikim promenama u
elasti¢nosti i elektricnim svojstvima stratum corneum. Iznad 18% vode u
stratum corneum i hidratacije polarnih regiona membrane stratum corneum
povecavaju svoju fluidnost i oStro efikasnost transporta vode kroz membranu.
Mobilnost srednjeg dele ugljovodoni¢nog lanca se deSava kad je sadrzaj vode u
stratum corneum iznad 33% kad elasticni i elektri¢ni parametri ne zavise od
stanja hidratacije. Korneodezmozomi se tokom vremena polako razgraduju da
bi bio omogucen proces deskvamacije. Sama voda tekode remeti stratum

corneum ali sporije. Izmene meducelijskih lamelarnih dvosloja ali ne i savijanje
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lamelarnih dvosloja se odvijaju nakon dva sata kontakta sa vodom. Savijanje
intercelularnih membrana se deSava nakon Sest sati. Obimna disocijacija
korneocita se deSava nakon 24 h izlaganja vodi. Izlaganje u vodi uzrokuje
formiranje amorfnih meducelijskih lipida. Degradacija korneo- dezmozoma se
odvija paralelno sa remecenjem meducelijskih lamela, kalcijum izgleda
obezbeduje neku vrstu zaStite. Slicno remecenje meducelijskih lamelarnih
dvoslojeva se odvija na sobnoj temperaturi. Dvosloji koji sadrze molekule
ceramida poseduju vecu gustinu stoga niZu stopu pasivnog transporta u
poredenju sa fosfolipidnim dvoslojem. Na fizioloSkoj temperaturi lipidi su u gel
fazi sa uredenim lipidnim repovima. Medutim velika asimetrija duzine dva repa
molekula ceramida vodi do strukture nalik na te¢no okruzenje u dvoslojnoj
ravni. Profil bo¢nog pritiska pokazuje velike lokalne varijacije kroz dvosloj. Kad
je sastav dvosloja bliZe odnosu kao u koZzi bo¢ne fluktuacije pritiska su u velikoj
meri potisnute, ceramidni repovi znacajno interreaguju, depresija lokalne
gustine u regionu izmedu repova se smanjuje i ovaj dvosloj poseduje smanjen
modul elasti¢nosti. Ovaj sastav lipidnih slojeva u stratum corneum je odgovoran
za svojstva barijere i za stabilnost lipidne strukture nasuprot mehanickog
stresa. Visak hemijskog potencijala i difuzibilnost vode su u funkciji dubine u
lipidnom dvosloju. Visak slobodne energije vode unutar lipidnog dvosloja je dva
puta veca nego one u fosfolipidnom dvosloju na istoj temperaturi. Propustljivost
koja se smanjuje eksponencijalno sa barijerom slobodne energije se smanjuje za
nekoliko redova veli¢ine u poredenju sa fosfolipidnim dvoslojem. Prosetno
vreme potrebno da molekul vode prode dvosloj je oko 0.2 s. (Das, Olmsted, Noro
2009.) Trifazni krupnozrni model, (Cibele, Falkenberg Georgiadis 2008), kojim
se objasSnjava transport kroz epidermis sastoji se od slobodne ekstracelularne
vode, zivih Celija (keratinocita) i inertnog ekstracelularnog matriksa. Model
obuhvata aktivni transport Na*, K* i Cl- jona kroz membranu keratinocita i
elektromigraciju pokrenutu spolja nametnutom razlikom elektrostatickog
potencijala. Lokalna zapremina Celije je regulisana transmembranskim fluksom
vode i jona u skladu sa vremenskim kasSnjenjem sa ciljem da ocuva zapreminu
izmedu odredenih granica. Slab hipoosmotski Sok ili gradijent negativnog

potencijala moZe odrZavati veéi transepidermalni gradijent potencijala i
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omoguciti vlaZenje gornjih delova epidermisa. Postoji velika fleksibilnost delova
meducelijskih lipidnih lamela, koji sadrze razli¢ite po koli¢ini i sastavu lipide.
Takve varijacije su rezultat metabolickih efekata i uticaja razli¢itih okolnih
faktora. Takav razmeStaj se odrazava u broju i formi meducelijskih lamela
stratum corneuma. Hidroliza holesteril sulfata i glikozil ceramida rezultuje u

nestanku meducelijskih lamela u gornjem delu stratum corneum.

Sadrzaj vode u najdubljem sloju stratum corneum je u ravnoteZi sa
susednim vlaznim granularnim slojem. Spoljasnji sloj celija je u ravnoteZi sa
okolinom i tesko je odrediti njenu koli¢inu vode i suvlji je od najdubljeg sloja
stratum corneum. Prisutan je gradijent koncentracije u stratum corneum koji
uslovljava kontinuiranu difuziju vode iz i unutar tela kroz kozu i u spoljasnju
okolinu-transepidermalan gubitak vode. Transepidermalni gubitak vode je
pokretan koncentracionim gradijentom vode. Unutar stratum corneum molekuli
vode se srecu sa silama koje ih zadrzavaju, koje ometaju njihovo kretanje, ove
sile koje zadrzavaju opadaju kako hidriranost tkiva raste. Difuznost za kretanje
vode Kroz stratum corneum moze biti determinisana i ovo je mera zadrzavajuce
sile. Ako difuznost vode u stratum corneum mozZe biti izmerena kao funkcija
njenog sadrzaja vode, ovi podaci sa poznavanjem Kkoncentracije vode u
spoljasnjem i unutrasSnjem sloju stratum corneuma bi omogucili izracunavanje
profila koncentracije vode. Koncentracija vode u stratum corneum moZe biti
izmerena merenjem transepidermalnog gubitka vode. Za koZu kao barijeru, za
prolaz tecnosti kroz kozu u ili iz organizma je karakteristicno svojstvo
nevidljivog gubitka vode kroz slojeve celija koje grade epidermis. Veliki
transepidermalni gubitak vode TEWL moze izazvati ozbiljnu dehidrataciju i
time poremecaj homeostaze elektrolita. TEWL je strukturno svojstvo
epidermisa ali moZe biti pod uticajem mehanizma koji ubrzava transport vode.
Akvaporini su ukljuceni u ekstremni gubitak vode kroz koZu u sluaju okluzije
ili prevelike vlazZnosti donjih slojeva koZe, AQP 3 je obilan u svim Zivim delovima
epidermisa, akvaporini su nekoliko puta ¢e$¢i u embrionu nego u odraslom
organizmu. Za difuziju vode kroz epidermis i transcelularni i intercelularni put

su vazni, medutim veca koli¢ina vode difunduje kroz transcelularni put zbog
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veceg odnosa povrsine korneocita u odnosu na lamelarnu oblast. Fluks difuzije
vode, TEWL, je obrnuto proporcionalan u odnosu na veli¢inu korneocita, manja

veli¢ina korneocita dovodi do ve¢eg TEWL jer poseduju brZi proces difuzije.

Brzina transfera molekula vode kroz epidermis je uslovljena porozitetom
bilamelarne strukture membrana. Sastav i struktura epidermnih lipida se menja
tokom procesa epidermne diferencijacije. Procenat celijskih lipida znacajno se
povecava, a njihov sastav postepeno se menja od donjih ka gornjim slojevima.
Fosfolipidi i glikozilceramidi preovladuju u vijabilnom epidermu, dok su u
roznatom sloju prisutni u izuzetno malim koli¢inama. Obrnuto, procenat
ceramida, holesterola i masnih kiselina poveéava se od donjih ka gornjim
slojevima epiderma. Ove promene posledica su ne samo povecane sinteze lipida
u spinoznom i granuloznom sloju ve¢ i transformacije ranije stvorenih lipida.
Stvoreni lipidi u roZnatom sloju formiraju multilamelne slojeve koji grade
lipidnu barijeru epiderma od nivoa bazalne membrane do nivoa stratum
corneuma, duzina lanaca lipida primetno raste. Proteini korneocitne membrane
kovalentno vezivani sa C30-C34 w-hidroksi kiselinama, kao i hidroksiacil
svingozidima i zasi¢enim masnim kiselinama lanaca duZine C14-C22, Sto
povrSinu korneocita ¢ini hidrofobnom. Prisustvo alifati¢nih lanaca duZine
C18-C34 na membrani korneocita uslovljava kristalno ili gel stanje lipida na
fizioloSkim temperaturama. Posebnu ulogu u formiranju barijere, ali i u koheziji
epiderma ima stvaranje lipidnih omotaca korneocita prelaskom acilglikozil-
ceramida u hidroksiceramide na povrsini ¢elijskog omotaca. (Toski¢-Radojici¢

2002.)
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Slika 11. Mozaicki model sa zrnastim granicama. Lipidi sa veoma dugim lancima
agregiraju u povrsine kristalne gel strukture razdvojene zrnastim granicama gradenim d
lipida sa relativno kratkim lancima u te¢no kristalnom stanju. (Toski¢-Radojici¢ 2002.)
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Dva su uslova za nastajanje kristalnog stanja. Prvi je duZina lipidnih
lanaca a drugi temperatura. Ako se temperatura smanjuje, a duzina lanca raste i
ako su pri tom to zasiceni alifati¢ni lanci, van der Waals-ove sile izmedu acilnih
lanaca doveS¢e do srastanja, odnosno do zgusnutog pakovanja i nastajanja
kristalnog stanja. U kristalnom stanju pokreti lanaca su minimalni i zbog toga
cak i tako mali molekul kakav je molekul vode nije u stanju da prode kroz
dvosloj. Slika (11) Ne treba zanemariti ni uticaj funkcionalnih, odnosno
hidrosolubilnih grupa na lipidnom molekulu, poSto i one utiCu na razdvajanje i
grupisanje lipida u dvosloju. Tako nastaju kristalne povrsine razli¢itog sastava
zavisno od konfiguracije zasi¢enih i mononezasi¢enih acilnih lanaca, kao i od
konfiguracije funkcionalnih grupa. Ostali lipidi koji su u te¢nom stanju (masne
kiseline) okruzuju Kristalne povrsine predstavljajuci ujedno mehanicki elasti¢ne
spojeve kristalnih povrsSina. Ovi spojevi ¢e omoguciti vodi da se razlije kroz
sistem. Kristalne povrsine su stabilne strukture na temperaturama koZe od 20°
do 40°C. Da bi se razbila kristalna organizacija i da se struktura prevede u te¢no
kristalno stanje, potrebna je poviSena temperatura, pa pod normalnim
okolnostima mozZemo ocekivati da se Citav transport preko barijernog dvosloja
obavlja u oblastima gde su lipidi u te¢no-kristalnom stanju. Put transporta vode
kroz stratum corneum se odvija preko te¢no-kristalnih zona bilamelnih lipidnih
struktura koje zauzimaju prostor izmedu korneocita. Ove bilamelne strukture
su razdvojene vodenim filmom koji dodiruje funkcionalne hidrosolubilne grupe
lipidnih molekula. Prema tome voda moZe da klizi u filmu sve dok ne pronade
prolaz u sledeci sloj. Visok sadrzaj ceramida je u strukturi lipida koZne barijere
sa karakteristi¢no visokim procentom masnih kiselina koje imaju u osnovnom
lancu 24-30 C atoma. Od nivoa bazalnih celija ka povrSini stratum corneuma
duzina lanca lipida primetno raste. Za funkcionisanje barijere bitno je da sadrzaj
neutralnih lipida bude veci od sadrzaja svingolipida. Vrlo retko voda ¢e moc¢i da
vezano prode viSe slojeva, pa Ce stoga imati dugu krivudavu putanju. (Toskic-
koji su locirani u blizini zupcastih povrsina lipidnih regiona. Vodeni bazeni su

uzrokovani faznom separacijom izmedu hidrofobnih regiona lipidnih dvoslojeva
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i molekula vode. Predpostavlja se da su bazeni medusobno povezani, Sto
predstavlja kontinuiranu mrezu vodenih puteva za difuziju vode. Voda prolazi
kroz koZu u obliku vodene pare, bez rastvoraka. Vodena para prolazi iz spoljne
sredine uz pomo¢ gradijenta pritiska pare koji je dovoljno veliki da pokrene
vodenu paru kroz epidermis. Kad je pritisak vodene pare okolnog vazduha
ispod 23 mm Hg voda isparava iz koZe, dok ako je iznad 23 mm vodena para
ulazi u kozu. Svojstvo molekula vode u gasnom agregatnom stanju je da
poseduje vecu kineticku energiju od molekula vode u tetnom stanju, termalna
energija mora biti dodata da bi se voda konvertovala u paru. (Michael Membrino
2002.) Jac¢ina barijere za vodu zavisi od specificnog sastava lipida kao i relativne
proporcije holesterola, ceramida i slobodnih masnih kiselina. Ovi meducelijski
lipidi kao i sebum, prirodni faktori odrzavanja vlaznosti, organske kiseline i joni

uticu na kapacitet zadrZavanja vode u stratum corneum.
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7. EKSPERIMENTALNA ISTRAZIVANJA

7.1. EKksperimentalne Zivotinje: pacovi

U istrazivanjima su upotrebljeni laboratorijski pacovi vrste Rattus
norvegicus, aguti soj pacova linije DA kao model na kom je istraZivan uticaj
voda razlic¢itih bioloskih svojstava na strukturu organa i tkiva. Pacovi 95 dana
stari, su rasporedeni u Sest kaveza, po jedan muzjak i jedna Zenka. Parovi su
konzumirali Sest tipova voda koje su im davane u posebnim kavezuma, u I
kavezu strukturisanu vodu 18.2M(Q) u II kavezu ta ista demineralizovana voda
18.2MQ uz dodatak NaCl, u III kavezu oplemenjena voda sa dodatkom
hidrolizovanih ugljeni¢nih nanomaterijala u IV kavezu voda sa Zlatibora, u V
kavezu voda iz Beogradskog vodovoda i VI voda iz Zrenjaninskog vodovoda koja
je zabranjena za pice i kuvanje. Zivotinje su gajene u istim uslovim i davana im
je briketirana hrana istog hemijskog sastava od istog proizvodaca. Na
raspolaganju im je bila voda razli¢itog hemijskog sastava i razli¢itih struktura,
tako da je svaki par Zivotinja u jednom kavezu konzumirao isti tip vode do
Zzrtvovanja. Nakon 18 dana koje su Zivotinje provele u zajednickom kavezu
muZjaci i Zenke su razdvojeni, sve vreme se merila zajednicka potroSnja vode.
Nakon razdvajanja muZjaci su zasebno gajeni 34 dana, Sto je ukupno 52 dana
konzumiranja istog ispitivanog tipa vode, nakon Cega su Zrtvovani i uzeti su im
uzorci: krvi, koZe, mozak, nadbubreg i deo kosti. Zenke su se okotile u zasebnim
kavezima, osim one koja je konzumirala oplemenjenu vodu iz I kaveza, koja je
bila bez potomstva. Zenke su se okotile nakon 25 do 26 dana od pocetka
eksperimenta, sve su bile sa razli¢itim brojem potomaka, u Il kavezu je okoceno
2 potomka 1 muZjaki 1 Zenka, u III kavezu oko¢eno je 3 muZjaka i 3 Zenke, u IV
kavezu okoceno je 5 Zenki i dva muZzjaka, u V kavezu okoceno je 4 Zenke i 5
muZjaka i u VI kavezu je okoc¢eno 1 Zenka i 1 muzjak. U VI kavezu je Zenka
roditelj pojela Zensko mladunce tako da je ostala sa jednim muskim potomkom.
Nakon 35 dana zajednickog Zivota majki i potomaka u istom kavezu su
razdvojeni u zasedne kaveze tako da su Zenke ostale same a potomstvo je

premesSteno u posebne kaveze. Sve vreme je merena potrosnja vode u svakom
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kavezu posebno. Nakon 26 dana od odvajanja majki i potomaka Zivotinje su
Zrtvovane i od svake jedinke su su uzimani uzorci za analizu kao kod muzjaka:

krv, koza, nadbubrezZna zlezda, mozak i kost.

7.2. Dobrovoljni ispitanici: ljudi

[straZivanje na ljudima je radeno u Beogradu i u Zrenjaninu, gde je
merena bioimpedanca i OMF koZe dobrovoljnih ispitanika koji su konzumirali
razliCite tipove voda sa njihovim mineralnim sastavima i strukturama.
[spitanicima u Zrenjaninu Kkoji su pretezno pili vodovodsku vodu, koja je
zabranjena za pice i kuvanje zbog poviSenog sadrzaja arsena, su mereni OMF
koZe unutrasnjeg dela desne podlaktice. Nakon merenja njih 15 je preslo da pije
druge vode dok je petoro ljudi nastavilo da pije Zrenjaninsku vodu. Ispitivanje
OMF metodom je izvrSeno slikanjem koZe unutraSnjeg dela desne podlaktice,
belom i polarizovanom svetlo$¢u, potom je lepljivim hanzaplastom skidan deo
stratum corneuma pa je onda opet slikana preostala koZza kao i keratinociti
zalepljeni na lepljivom hanzaplastu, ovaj postupak je ponovljen pa je skinut ceo
corneum i deo stratum germinativuma pa je opet slikana koza kao i lepljiv
hanzaplast sa slojem stratum granulozuma. Na kraju je lepljivim hanzaplastom
uklonjen preostali sloj Zivih celija pa je vrSeno snimanje koZe sa stratum
spinozum i delimi¢no stratum bazale zatim je snimana koza bez lipidne barijere
i slikani su slojevi stratum granulozum i stratum spinozum koji su se zadrzali na
lepljivom hanzaplastu. Nakon mesec dana ceo postupak je ponovljen sa tim da je
veca grupa 15 ispitanika presSla na konzumiranje razlicitih voda od Zrenjaninske
a 5 ispitanika je i dalje nastavilo da pije Zrenjaninsku vodu. Nakon 40 dana je
uzet biopsijom uzorak koZe sa unutrasSnjeg dela podlaktice desne ruke kod tri
ispitanika koji su menjali vodu za pice i jednog ispitanika koji je nastavio piti
Zrenjaninsku vodu. Nakon 3 meseca je Citav postupak ponovljen sa time da je
jedan ispitanik koji je presao na flaSiranu vodu poceo opet piti Zrenjaninsku
vodu. Svaki ispitanik je tada nakon 5 meseci od pocetka eksperimenta ispitivan
aparatom za merenje bioimpedance. Impedanca je merena kod svakog

ispitanika pre uklanjanja hanzaplastom prvog sloja Celija stratum corneuma i
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nakon uklanjanja 3 sloja kada je na koZi ostao samo deo stratum spinozum. U
eksperimentima su ucestvovale osobe razli¢ite starosti od 23 do 96 godina i

razlic¢itog pola 5 muskaracai 15 Zena.

Na ispitanicima u Zrenjaninu je radena i serija eksperimenata merenja
bioimpedance koZe. Ispitivanje je vrSeno na istim ispitanicima na kojima je
radeno OMF snimanje. Provodena je ista procedura za ispitivanje bioimpedance
kao i procedura za snimanje OMF. Snimana je intaktna koZa kod ispitanika obe
grupe, koja je pila Zrenjaninsku vodu kao i grupe koja je pila flaSirane tipove
voda. Potom je snimanje ponovljeno nakon uklanjanja tre¢eg sloja pokoZice. Obe
grupe su ispitivane sa serijom merenja u frekventnom opsegu od 50 Hz do 10
kHz i inicijalnim pobudnim naponom od 5V. Bioimpedanca je merena na
intaktnoj kozi ljudi koji su pili Beogradsku vodu pod istim uslovima kao i

ispitanici iz Zrenjanina.
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8. REZULTATI I DISKUSIJA

8.1. Rezultati teorijskih istrazivanja

Sastav vode znatno varira u zavisnosti od geoloskih uslova, sadrzi male
koli¢ine gasova, mineralnih i organskih materija prirodnog porekla. Ukupna
koncentracija mineralnih materija koje su rastvorene u vodi dobrog kvaliteta je
u stotinama pg/l. Voda moZze sadrzati i nepoZeljne materije, dok poZeljne mogu
biti u ve¢im ili manjim koli¢inama Sto je polaziSte za uspostavljanje regulative za
ocenjivanje kvaliteta vode. Maksimalno prihvatljive koncentracije neorganskih i
organskih materija kao i mikroorganizama su internacionalne i mogu obezbediti
sigurnu pijacu vodu. Mineralne materije uti¢u na odvijanje fizioloSkih funkcija
kao i stanje ¢itavog organizma, tako da njihov ve¢i ili nedovoljni unos u duzem
vremenskom periodu mogu da ugroze zdravlje. Najveca koli¢ina ovih materija
se obezbeduje ishranom, ali mineralne materije u vodi su okruZene
hidratacionim sferama, usmeravaju molekule kiseonika prema Kkatjonima i
atome vodonika prema anjonima i mogu dodatno povecavati ili smanjivati
koncentracije pozeljnih i toksi¢nih elemenata i jona. Voda ¢esto moZe sadrzati
minimalne koncentracije esencijalnih minerala (i drugih materija kao Sto su
karbonati) koje poseduju protektivne efekte na organizam. Glavna paznja je
usmerena ka toksi¢nim efektima konstituenata vode, pa se malo paZnje

posvecuje njihovim protektivnim efektima.

BioloSki parametri u pijacoj vodi su od velikog interesa. Legislativa sadrZi
brojne mikrobioloske testove koje se sprovode za minimalne analize ukupnih i
fekalnih koliformnih bakterija, aerobnih termofilnih bakterija, fekalnih
streptokoka, sulfit redukuju¢ih sporulacionih bakterije, parazitskih mikro-
organizama. Kompletna mikrobioloSka analiza sadrzi testove za prisustvo
salmonela, patogenih stafilokoka, fekalnih bakteriofaga, enterovirusa,
helminata, algi, spora gljiva. Mnogo vrsta patogena mogu da prezive u vodi, i
sposobne su da zadrZe svojstvo da inficiraju dugacak vremenski period i bivaju

privremen €lan vodenog sistema. Voda je medijum za Sirenje raznih infekcija ne
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samo u proSlosti nego i sada pa je interes za studije o vrstama i brojnosti
patogenih, kao i ostalih mikroorganizama u vodi veoma znacajan i potrebno je
njihovo efikasno merenje eliminacija ili kontrola u promenljivim uslovima

njihovog postojanja.

Voda nije kontinualan fluid bez strukture, hemijski uniformna sa
dielektricnim svojstvima, nego se voda prilagodava ili adaptira prisustvu
rastvoraka i povrSina u razli¢itom stepenu se udruzuju formiraju¢i strukture i
poseduje svoju dinamiku obrazovanja i razgradnje molekularnih struktura
svojih molekula $to je praceno promenom dijamagnetskih i paramagnetskih
osobina. Asocijacija molekula vode daje specijalna svojstva vodi Sto je Cini
specijalnom, pogodnom kao okolinu. Zivot se obi¢no smatra da je zasnovan na
molekulu ugljenika ali bioloska svojstva vode su u osnovi Zivota. Voda kao
naelektrisan molekul poseduje oblasti koje su naelektrisane pozitivno i
negativno. Kao rezultat polarnosti molekula vode se izmedu susednih molekula
formiraju vodoni¢ne veze ¢ija su svojstva klesi¢no, elektrostaticko privlacenje i
kvantne prirode. Pojedina¢ne vodoni¢ne veze su slabe ali kolektivno ¢ine vodu
veoma stabilnom i koja je sa svojim neobi¢nim fizickim i hemijskim svojstvima
je vitalna za Ziva bica. NajvazZnija su svojstva vode kao: rastvaraca, hemijska
aktivnost, gustina, termalna svojstva koja su zavisna od vodoni¢nih veza. Voda
moZe da rastvara hidrofilne supstance i jone takode moZe da razdvaja
kovalentno vezane molekule jer mogu da formiraju vodoni¢ne veze. Molekularni
aspekt hidrofobne i hidrofilne hidratacije kao i njihova brzina su od klju¢nog
znacaja za funkcionisanje biopolimera. Voda u Zivim bi¢ima je komponenta
Celije i deluje kao metabolit u svim metabolickim reakcijama u celiji, takode je
esencijalna kao transportno sredstvo za konformaciju bioloSkih molekula i
obrazovanje bioloskih struktura. Molekuli vode se adaptiraju da bi ispunili
Zivotom biopolimere, kroz raznovrsan kompleks hidratacionih mehanizama.
Madarski naucnik Sent Georg ju je nazvao matricom Zivota zbog njene
mogucnosti da rastvara polarna jedinjenja, sposobnosti da formira vodoni¢ne
veze, amfoterne prirode je zbog Cega je pozadina za aranziranje molekularnih

komponenti. Voda nije jednostavno masa molekula koji individualno
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interreaguju jer vodoni¢ne veze molekula vode razvijaju kompleksne
geometrijske strukture. Molekuli vode oponaSaju cetvorostranu trodi-
menzionalnu strukturu (tetraedar) i formiraju strukture koje poseduju pseudo
kristalan oblik, tako da voda poseduje pseudokristalno stanje kao te¢nost. Voda
je problem i reSenje za interakcije u Zivim bi¢ima. Asocijacije molekula vode
neposredno do jona su raskidane i molekuli vode se orjentiSu u elektricnom
polju jona. BioloSka vrednost vode se obezbeduje i uklanjanjem patogenih
memorija vode koje se obrazuju u interakciji sa molekulima koje se nalaze u
okruZenju molekula vode. Reltativna koncentracija individualnih konstituenata
uticu na odvijanje fizioloskih funkcija u organizmu u zavisnosti od njihove
razliCite Kkoncentracije i utiCu na asocijaciju molekula vode, veli¢inu i
koncentraciju klastera u njoj. Voda zbog svoje prirode moZe generisati male
aktivne klastere i makroskopske skupine koje ne mogu preneti informacije na
razli¢itim nivoima i otreZzano prolaze kroz c¢elijske membrane i hidratisu
molekule. Energetika i dinamika interakcije vode sa proteinima je odlucujuci
faktor u procesu protein ligand prepoznavanju. Molekuli vode posreduju ili su
most u interakciji DNA i proteina preko njihovog povezivanja vodoni¢nim

vezama.

Hemijska priroda vode, njen hemijski sastav i prisustvo organskih
materija kao i Zivih bi¢a odreduju strukturu, funkciju i hidrataciju intra i
ekstracelularnih molekula i njihovih skupova. Biomolekuli u ¢eliji ne samo da
funkcioniSu u vodi nego i aktivno interreaguju sa njom za sopstveno strukturno
formiranje i funkcionisanje. Od izuzetnog je znacaja nadgledanje hemijskih i
bioloskih parametara vode da bi se odredio njihov status i odredivanje njenog
tretmana i dekontaminacije. U jednacinu za kvalitet vode pored hemijskog i
bioloSkog kvaliteta je neophodno uneti i monitoring kao i popravljanje
strukturnih osobina vode sa obzirom na mreZzu vodoni¢nih veza kojima su
povezane molekule vode njenu dinamiku jer su veoma znacajni u dugom

vremenskom periodu za odvijanje bioloskih funkcija.

Voda sa svim svojim osobinama od kojih zavisi Zivot i funkcijama koje

obavlja u Zivim bi¢ima ucestvuje kao determinanta starenja. Tokom Zivota
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jedinke od njenog nastanka do smrti ne samo da se smanjuje ukupna koli¢ina
vode u njemu nego se i menja raspored i vrste voda u njegovim tkivima. Sa
vremenom se u organizmu menjaju odnosi unutar celijske i ekstracelijske vode
da bi se nakon 1.5 godine od rodenja njihov procenat izjednacio a onda do kraja
Zivota koli¢ina unutarcelijske vode raste dok se ukupna koli¢ina vode u
organizmu smanjuje. Vremenom se menjaju i odnosi vezane i slobodne vode,
koja moZe da se razmenjuje, transportuje hranljive i Stetne materije omogucuju
hidrataciju ili jednostavno obezbeduje komunikaciju, koli¢ina vezane vode se
povecava. Dinamika molekula vezane vode je manja od one u bulk stanju tako
da se ona teze izmenjuje, duze zadrzava i ispoljava Stetno dejstvo na molekul.
Kod umerenih i velikih daljina struktura vode je glavni faktor za biomolekule.
Voda za pice se uobicajeno sastoji od pojedinacnih molekula dimera i trimera
kojih je 62% i malih, srednjih i velikih klastera 38% tako da pretstavlja faktor
starenja. Struktura vode se u organizmu odrzava da bi omogucila optimalne
bioloSke funkcije i pre svega mogla da se brzo izmenjuje, sa starenjem
organizam gubi kontrolu nad ovim procesom zbog raznih nepovoljnih faktora
spoljasnje sredine, genetskog programa, infekcija i velike energetske cene za
odrzavanje molekula vode u stanju optimalne uredenosti. Genetski i stohasticki
mehanizmi koji uslovljavaju progresivno otkazivanje mehanizma homeostaze,
gubitak fizioloSkih funkcija celija i tkiva, smanjenja proliferacionog kapaciteta
¢elija obuhvataju i molekule vode koja zajedno sa biloSkim molekulima
ostvaruju sve Zivotne funkcije. Jonski sastav vode je znacajniji od ukupne
kolic¢ine jona i reprezent je organizovanosti vode i njenog paramagnetizma i
dijamagnetizma. Organizovanost molekula vode se progresivno smanjuje sa
starenjem i raste energetska cena njenog odrzavanja. Poremecaj komunikacije
izmedu celija i njenih delova ja svakako i rezultat promene organizovanosti
molekula vode kao i njenih svojstava u Zivom bicu. Poremecaji komunikacije u
organizmu se manifestuju kao: hormonalna promena, naru$avanje mehanizma
razmnozavanja cCelija, naruSavanje genetske kontrole i kao posledica svega
smanjena otpornost na stres, gubitak fizioloskih funkcija i disfunkcionalnost

koja vodi u smrt.
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8.2. Rezultati eksperimentalnih istrazivanja

8.2.1. Eksperimentalne Zivotinje

Biohenijske analize su obavljene na 31. jedinki nakon Zrtvovanja. Uzorci
za hematologiju su uzorkovani u predvidene mikrokontejnere sa antikoagu-
lansom K3 EDTA, a za biohemijske analize u epruvete sa inertnim separacionim
gelom. U biohemijskim analizama, obavljeno je odredivanje nivoa serumske:
glukoze, uree, kreatinina, ukupnog holesterola, triglicerida, ukupnih proteina,
albumina, ukupnog i direktnog bilirubina, AST, ALT, Fe, Ca, P, Mg, K, Na, Cl. Mora
se uzeti u obzir da je veci deo seruma imao prisutnu hemolizu koja se moze
dovesti u vezu sa sipanjem uzorkovane krvi brizgaljkom, tako da se prilikom
njenog istiskivanja pod pritiskom u epruvetu razaraju crvena krvna zrnca Sto
dovodi do prebojavanja seruma u svetlo crvenu boju usled oslobadanja
hemoglobina kao i drugih elemenata iz citosola eritrocita. Hemolizovan serum
nije idealan supstrat za egzaktnu biohemijsku analitiku, jer moZe uticati na
neke biohemijske parametre tokom odredivanja njihovog nivoa i mozZe
uglavnom pokazati elevaciju njihovog nivoa, prvenstveno kalijuma, LDH, AST,
ALT, AP, bilirubina, Fe. Na slede¢im dijagramima (10) i (11) su prikazani
rezultati biohemijskih analiza muZjaka, Zenki i njihovog potomstva. Prikazana
su otstupanja od normalnih vrednosti parametara krvi, ordinata u procentima i

njihova zavisnost od tipa vode za pice koja im je bila na raspolaganju apscisa.
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Dijagram 6. Vrednosti AST za muzjake Dijagram 7. Vrednost AST za Zenke
koji su pili razlicite tipove voda. koje su pile razlicite tipove voda.
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Vrednost otstupanja za AST kod njihovog potomstva je prikazana na

narednom dijagramu (12) gde je na ordinati prikazano otstupanje AST od

normalnih vrednosti a na apscisi tipa vode koji su pili njihovi roditelji i koji su

njima na raspolaganju.
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Dijagram 8. odstupanje AST kod potomaka jedinki koji su pili odredene tipove voda. Roze
bojom su pretstavljena otstupanja AST kod Zenskog potomstva, otstupanje muskog

potomstva je pretstavljeno plavom bojom.

Slede¢i parametar koji znatno otstupa kod svih grupa jedinki je ALT.

Vrednosti otstupanja kod muZjaka i Zenki su pretstavljeni na sledeéim

dijagramima (13) i (14).
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Dijagram 9. vrednosti ALT u
zavisnosti od tipa vode za muZjake.

Dijagram 10. vrednosti ALT u

zavisnosti od tipa vode za Zenke.

Vrednosti otstupanja ALT od normalnih vrednosti za potomstvo je

pretstavljeno na dijagramu (15) gde se uocava zavisnost otstupanja od tipa

vode.
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Dijagram 11. vrednosti otstupanja ALT od normalnih vrednosti kod potomstva gde su
crvenom bojom pretstavljene Zenke a plavom bojom musSko potomstvo. Za druge
parametre, od normalnih vrednosti nisu otstupale sve jedinke u zavisnosti od voda koje
su pile ni kod muzjaka i Zenki ni kod njihovog potomstva.

8.2.2. Ispitanici dobrovoljci
8.2.2.1. Optomagnetna spektroskopija

Slojevi koZe su sastavljeni od razli¢itih vrsta celija i ekstracelularnih
snimana je koZa unutrasnje podlaktice grupe ispitanika, razli¢ite dobi i pola koji
su konzumirali vodu iz Zrenjaninskog vodovoda. Zatim je jedna grupa ispitanika
pocela da konzumira razlic¢ite vode od Zrenjaninske vode pa je i njihova koZa
obradena OMF metodom. Snimana je povrSina koZe podlaktice, zatim je
flasterom uklanjan prvi sloj koZe pa je snimana koZa nakon skidanja flastera kao
i sam flaster, zatim je to ponovljeno jo$ dva puta da bi se snimio svaki sloj koZe
od povrsinskog sloja keratinocita do bazalnih ¢elija sa lamelarnim strukturama
izmedu razli¢itih slojeva Kkeratinocita. Ovim snimanjem je karakterisana
zarobljena voda izmedu lipidnih membrana koje se nalaze izmedu keratinocita,
kao i vezana i slobodna voda u donjim Zivim slojevima koZe koje su bogate

vodom.

Dijagrami OMF kozZe podlaktice pre i nakon uklanjanja slojeva oroznalih
Celija, kao i flastera nakon uklanjanja slojeva pokoZice, sa slojevima oroznalih
¢elija i lipidnih lamela izmedu njih, kod ispitanika koji su konzumirali uglavnom

Zrenjaninsku vodu.
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Na dijagramima su pretstavljeni OMF koZe ispitanice (53g) koja je pila
samo Zrenjaninsku vodu. Na dijagramu (16) su pretstavljene razlike u intezitetu
talasnih duzina svetlosti dobijenih sa intaktne koZe, nultom sloju pre skidanja
prvog sloja pokozice. Razlike inteziteta svetlosti na odredenim talasnim
duzZinama pretstavljaju interakcije upadne svetlosti sa valentnim elektronima
molekula vode koje ukazuju na njihove magnetne osobine koje su 10% puta
osetljivije od elektri¢nih svojstava i stoga bliZze kvantnim osobinama vodoni¢ne
veze i zato preciznije oslikavaju osobine vodoni¢nih veza vode i time njihova
svojstva i dinamiku razgradnje i stvaranja klastera vode u interakciji sa

rastvorcima u njoj kao i interakcije molekula vode sa njihovim okruzenjem.
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Dijagram 12. prikazuje OMF povrsine koZe unutrasnjeg dela podlaktice sa
karakteristi¢nim pozitivnim i negativnim pikovima.

Izdvajaju se negativni pik na talasnoj duzini 117.63 nm sa intezitetom -
71.43 i pozitivni pik na 119.74 nm sa intezitetom od 49.84 razlike talasnih
duzina. Nakon uklanjanja prvog sloja pokozice, kod iste ispitanice snimak
flastera OMF metodom je pokazao dijagram (17) sa razli¢itim intezitetima

svetlosti na odredenim talasnim duzZinama svetlosti.
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Dijagram 13. OMF flastera sa uklonjenim slojem keratinocita i lamelarnom strukturom
izmedu njih pokazuje karakteristicne: dva pozitivna pika na 113.81nm sa intezitetom
81.20, drugi glavni pik na 127.89 nm sa intezitetom 67.63 i jedan negativan na talasnoj
duzini 125. 73 nm sa intezitetom od -110.04.
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v Rezultati i diskusija

Posle uklanjanja prvog sloja pokoZice, flasterom, snimana je koZa na
podlaktici sa kog je uklonjen prvi sloj pokoZice i dobijen je karakteristican OMF
dijagram (18) koji je sa drugacijim za njega karakteristicnim pikovima razlika

inteziteta svetlosti.
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Dijagram 14. je prikazan OMF koZe podlaktice nakon uklanjanja prvog sloja keratinocita
sa karakteristicnim negativnim pikom na talasnoj duZini od -118.71 nm sa razlikom u
intezitetu od 88.50. Karakteristican je pozitivni pik na talasnoj duzini od 128.10 nm sa
razlikom od 33.52.

Nakon skidanja drugog sloja pokoZice flasterom sniman je OMF ostataka
keratinocita i lamelarnih struktura, dijagram (19), sa karakteristi¢nim za vodu u

ovom sloju svojstvima.
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Dijagram 15. OMF flastera sa karaktertisticnim pikovima pozitivnim na talasnoj duZini
od 113.61 nm i razlikom u intezitetu od 130.21, manjim negativnim pikom na talasnoj
duzini od 115.14 nm sa razlikom u intezitetu svetlosti od -82.02, izrazitim negativnim
pikom na 125.50 nm sa razlikom u inteziteu od -128.62 i odmah iza njega pozitivnim
pikom na 127.11 nm sa razlikom u intezitetu od 92.90.

Nakon uklanjanja drugog sloja pokozice je snimana OMF metodom koZa
na istom mestu i na dijagramu (20) je prikazan OMF koZe nakon uklanjanja dva

sloja pokoZice. Dobijeni dijagram je veoma slican dijagramu OMF koZe nakon
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uklanjanja prvog sloja pokoZice sa nesto niZim vrednostima pikova na sli¢nim

talasnim duzinama.
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Dijagram 16. OMF koZe unutrasnjeg dela podlaktice poseduje slicne karakteristike kao
OMF koze nakon uklanjanja prvog sloja pokozice. Karakteristi¢an je prvi pozitivni pik na
talasnoj duZzini od 117.08 nm sa intezitetom od 56.72 i izrazit je negativan pik na talasnoj
duZini od 118.97 nm sa intezitetom od -61.04.

Potom je uklonjen tre¢i sloj pokoZice i dobijen je OMF dijagram (21) za
sloj pokoZice koji je ostao zalepljen za flaster sa ve¢om koli¢cinom vode u ovom
sloju kao i izmenjenim svojstvima vode. Svojstva vode treceg sloja pokozice
pokazuju slicna svojstva kao i drugi sloj pokoZice koji je zaostao na flasteru
nakon skidanja. Nedostaje drugi glavni negativni pik i vrednosti pikova
dijagrama su niZe $to ceo dijagram c¢ini znatno ravnijim od OMF dijagrama

dobijenog sa drugog flastera.
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Dijagram 17. OMF treceg sloja pokozice koji je ostao zalepljen za flaster nakon treceg
skidanja sa povrsine kozZe.

Karakteristicno je da je manja vrednost glavnog pozitivhog pika na
talasnoj duzini od 113.81 nm i intezitetom od 81.29. Upadljivo je otsustvo
negativnog pika na talasnoj duzini od 115.14 nm. Glavni prvi negativni pik na
125.73 nm sa intezitetom od -110.04 je glavni dominatan pik nesto je pomeren
ka viSoj talasnoj duZini i ima neSto manji intezitet od pika sa OMF drugog

flastera. Karakteristi¢ni drugi pozitivni glavni pik na talasnoj duzini od 127.89
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nm sa intezitetom od 67.83 je nesto pomeren ka vecoj talasnoj duZini i nesto
manjom razlikom u intezitetu u odnosu na OMF sloja pokoZice koji je skinut sa
drugim flasterom. Zatim je uraden OMF dijagram (22) koZe nakon uklanjanja
treCeg sloja pokoZice. Dobijeni OMF dijagram je veoma slican OMF dijagramu
koZe nakon skidanja drugog sloja pokozice. Upadljivo je prisustvo vise malih
pozitivnih i negativnih pikova u ovom dijagramu kao i neSto manjim

vrednostima pikova.
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Dijagram 18. OMF dijagram koZe nakon uklanjanja tri sloja pokoZice poseduje veoma
sli¢cne vrednosti pikova kao i sloj koZe nakon uklanjanja drugog sloja pokozice.

Za OMF koZe posle uklanjanja treceg sloja pokozice je karakteristi¢no
postojanje dva izrazita pika, pozitivnog na talasnoj duzini od 117.53 nm i
vrednosti pika od 50.87 i glavnog negativnog pika na talasnoj duZini od 118.97

nm i vrednos$éu - 51.52.

Na sledecim dijagramima su pretstavljeni OMF ispitanice (54g) koja je
pila uglavnom Zrenjaninsku vodu a zatim posle slikanja pocela da pije
komercijalne vode (razliCite od Zrenjaninske vode) da bi nakon 36 dana bila
opet slikana i na osnovu toga dobijen i OMF dijagrami. Na dijagramu (23) su
pretstavljene razlike u intezitetu talasnih duZina svetlosti dobijenih sa intaktne
koZe, nultom sloju pre skidanja prvog sloja pokoZice kao i kod prethodne
ispitanice. Dobijeni OMF je upadljivo slican kao kod prethodne ispitanice sa

nesto pomerenim pikovima i nesto ve¢im vrednostima pikova.
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Dijagram 19. OMF ispitanice od 54g intaktnog sloja koZe sa dva karakteristi¢na pika:
negativnim na talasnoj duzini od 118.71 nm i intezitetom od -90.48 i pozitivnim pikom na
talasnoj duzini od 121.22 nm i intezitetom od 69.76.

Nakon uklanjanja prvog sloja pokozice sa unutrasnje strane podlaktice
dobijen je OMF dijagram (24) flastera sa ostacima pokoZice koji su pokazali
razli¢ite intezitete svetlosti na karakteristicnim talasni duZinama sli¢no

prethodnoj ispitanici.
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Dijagram 20. OMF prikazuje svojstva vode u keratinocitima i lipidnim lamelarnim
strukturama koji su se zalepili za flaster nakon skidanja prvog sloja pokozice.

Dijagram poseduje slicne pikove kao kod prethodne ispitanice s time da
su inteziteti pikova kod ove ispitanice neSto nizi. Za ovaj sloj koze su
karakteristi¢ni pozitivni pik na talasnoj duZini od 113.61 nm sa intezitetom pika
od 61.35 i negativan pik na talasnoj duzini od 125.50 nm i intezitetom od -76.64.
Neposredno iza negativnog pika je drugi glavni pozitivni pik na talasnoj duZini
od 127.11 nm i intezitetom od 42.40 nm. Posle uklanjanja prvog sloja pokoZice
slikana je koZa unutraSnjeg dela podlaktice i dobijen je OMF dijagram (25), koji
je veoma slican OMF dijagramu koZe bez skidanja pokozice. Karakteristi¢no je
da je prvi negativni pik mali, koji je pomeren ka manjoj talasnoj duzini dok

dominira glavni pozitivni pik koji je na talasnoj duzini malog pika OMF koZe bez
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uklanjanja prvog sloja pokozice. Zanimljivo je da je umesto Sirokog negativnog

pika na dijagramu (25) pozitivni Siroki pik duplo veéeg inteziteta.
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Dijagram 21. OMF koZe nakon uklanjanja prvog sloja pokoZice.

Primetno je postojanje dominantnog glavnog pozitivnog pika na talasnoj
duZzini od 118.04 nm sa intezitetom od 88.93 i odmah iznad njega negativnog
pika na talasnoj duZini od 121.22 nm i intezitetom od -56.81. Dalje je uklonjen
drugi sloj pokoZice sa istog mesta koZe unutraSnjeg dela podlaktice. Na
Dijagramu (26) je pretstavljen OMF sloja pokoZice koji je ostao zalepljen za
flaster. Uocljivo je da su dijagrami oba uklonjena sloja epidermisa upadljivo
sli¢ni po talasnim duZinama na kojima se javljaju pikovi, dok je vrednost pikova
manja na dijagramu drugog sloja pokoZice kod glavnih pikova dok su sporedni

pikovi na nekim talasnim duzinama sa ve¢im intezitetima.
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Dijagram 22. OMF drugog sloja pokozice unutrasnjeg dela koZe podlakice sa pozitivnim
prvim glavnim pikom na talasnoj duzini od 113.42 nm i intezitetom od 48.46, negativnim
prvim glavnim pikom na talasnoj duzini od 125.50 nm i intezitetom od -40.30 kao i
sporedni pozitivni pik na talasnoj duzini od 129.67 nm i intezitetom od 17.60 nm.

Nakon uklanjanja dva sloja pokoZice snimana je koZa sa istog dela
unutraSnje podlaktice i dobijen je OMF dijagram veoma slican OMF dijagramu
koZe nakon uklanjanja prvog sloja pokoZice (27). Na OMF dijagramu ovog sloja

koZe se mogu uociti neSto manje vrednosti inteziteta pikova na istim talasnim
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duZinama kao i OMF sloja koZe posle uklanjanja prvog sloja koZe. Dijagram OMF
(27) koZe sa koje su uklonjena dva sloja pokoZice poseduje nesto ravniji
dijagram i kod njega otsustvuju mali pikovi za razliku od dijagrama koZe sa koje

je uklonjen jedan sloj koZe.
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Dijagram 23. OMF dijagram koZe nakon uklanjanja dva sloja pokoZice pokazuje prvi
glavni pozitivni dominanti pik na talasnoj duzini od 118.71 nm i intezitetom od 84.91. Iza
njega je prvi glavni negativni pik na talasnoj duZini od 121.22 nm inteziteta kao i
karakteristican Sirok zupcasti pik na talasnoj duZzini 120.11 nm inteziteta 15.62.

Potom je uklonjen sa istog mesta koZe, unutrasnjeg dela podlaktice,
naredni sloj pokozice da bi se dobio OMF dijagram sloja pokoZice koji je ostao
zalepljen za flaster (28). Karakterisanjem ovog sloja pokoZice se omogucuje

dobijanje informacija o stanju vode u dubljim Zivim ¢elijama epidermisa.

OMF dijagram ovog sloja koZe za razliku od prethodna dva dijagrama
pokozica se karakteriSe drugacijom dinamikom i svojstvima molekula vode na
Sto ukazuje pojava drugacijih pikova razli¢itog intenziteta na pribliZzno istim

talasnim duzinama.
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Dijagram 24. OMF dijagram sloja pokozice koji je zaostao zalepljen za flaster tokom
treceg skidanja pokozice sa koZe unutrasnjeg dela podlaktice.
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Za dijagram treceg sloja pokoZice su karakteristi¢na dva negativna i dva
pozitivna pika. Prvo sledi mali pomoc¢ni Siroki pozitivni pik na talasnoj duzini od
110.93 nm inteziteta 12.96, zatim drugi glavni negativni pik na talasnoj duZini
od 112.85 nm i intezitetom od -27.92, potom drugi glavni pik na talasnoj duZini
od 113.99 nm i intenziteta 31.88, zatim sledi mali pomo¢ni pozitivan pik na
talasnoj duZini od 124.44 nm i intenzitetom od 19.69, odmah iza ovog pika je
prvi glavni negativni pik na talasnoj duzini od 126.11 nm i intenzitetom od
51.78 i potom sledi glavni prvi pozitivan pik koji je Sirok i na vrhu zaravnjen na
talasnoj duzini od 130.27 nm i intenziteta 33.10. Potom je snimana koZa nakon
uklanjanja tri sloja pokoZice i dobijen je OMF dijagram (29) sa neSto manjim
pozitivnim glavnim pikom na istoj talasnoj duZini nego kod OMF dijagrama koZe
sa koje je skinuto dva sloja pokoZice. Potom je karakteristican za ovaj OMF
dijagram prvi glavni negativni pik koji je znatno ve¢i od OMF dijagrama
dobijenog od koZe sa kojeg je skinuto dva sloja pokoZice. Ostali pikovi su sli¢ni

kod oba od ovih dijagrama.
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Dijagram 25. OMF dijagram koZe nakon skidanja tri sloja pokozice je slican sa OMF
dijagramom koze posle skidanja dva sloja pokozice.

Odlikuju ga nesto niZi intenzitet za drugi glavni negativan pik koji je na
talasnoj duZini od 116.04 nm i intezitet -18.57. Prvi glavni pozitivni pik je na
talasnoj duZini od 118.97 nm i inteziteta 76.65. Zatim sledi prvi glavni negativni
pik na talasnoj duZzini od 121.22 nm sa intezitetom od 69.82. Potom odma sledi
drugi pozitivan Siri pik na talasnoj duzini od 124.16 nm i intezitetom od 18.67 i

potom slede dva negativna pomo¢na mala pika.

Zatim je ova ispitanica pocela da pije samo flaSirane tipove voda da bi

ista procedura bila ponovljena nakon trideset Sest dana vremena potrebnog za
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potpuno obnavljanje c¢itave pokoZice od bazalnog sloja ¢elija do povrSinskih

keratinocita koji se ljuste sa povrsSine koZe.

Na (30) dijagramu su pretstavljene razlike u intezitetu talasnih duZina
svetlosti dobijenih sa intaktne koZe, nultom sloju pre skidanja prvog sloja
pokoZice kao prilikom prvog snimanja kod iste ispitanice. Dobijeni OMF
dijagram (29) je upadljivo razli¢cit u odnosu na prethodno slikanje iste
ispitanice, nedostaje mali glavni drugi pozitivni pik dok je glavni negativni pik
malo pomeren ka vecoj talasnoj duzini i duplo je manjeg inteziteta a veci pik

duplo manji zupcast i razvuceniji.
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Dijagram 26. Na OMF dijagramu povrsinskog intaktnog sloja koze unutra$njeg dela
podlaktice je karakteristican prvi glavni negativni pik na talasnoj duzini od 117.99 nm i
intezitetom pika od -46.50 koji se prvi javlja i glavni pozitivni zupcasti pik na talasnoj
duzini od 119.74 nm i intezitetom pika od 34.79. Prisutan je i niz malih pomoc¢nih pikova
od kojih je najveéi drugi negativni pik na talasnoj duzini od 122.76 nm i intezitetom od
15.27. Prvi glavni pozitivni pik je isto duplo manji nego kad je ispitanica pila
Zrenjaninsku vodu. Zatim sledi mali negativni pik i drugi glavni pik koji nedostaje kod
OMF dijagrama sa ranijeg ispitivanja. Zatim slede tri mala pomo¢na pozitivna pika za
razliku od prethodnog OMF dijagrama kad su bila prisutna 2 mala pomo¢na negativna
pika.

Potom je skinut prvi sloj pokoZice, sa unutrasnjeg dela podlaktice, koji je
karakterisan OMF metodom i dobijen je za njega karakteristican OMF dijagram
(31). Dobijeni dijagram je upadljivo razli¢it od onoga koji je dobijen snimanjem
intaktne koZe dok je ispitanica konzumirala Zrenjaninsku vodu. Oc¢igledno je da
su svi pikovi ovog OMF pomereni ka manjoj talasnoj duzini i da su pikovi nesto
nizi u odnosu na prvu seriju snimanja. Posedbno je primetno da se umesto
izrazitog negativnog pika kod ranijeg snimanja sada pojavljuje pribliZno iste

vrednosti izraziti pozitivan pik.
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Dijagram 27. Na dijagramu je pretstavljen OMF prvog sloja pokozice koji je skinut sa
intaktne koZe. Primetno je da je drugi glavni pik Siri i nalazi se na talasnoj duzini od
112.27 nm i intenziteta od 42.88. Prvi glavni pozitivan pik je na talasnoj duzini od 125.73
nm i intenziteta od 65.79. Primecuju se i ¢etiri mala negativna pika.

Nakon uklanjanja prvog sloja pokozice je slikana koZa i uraden je OMF
dijagram (32). Primetne su znatne razlike u ovom sloju koZe nakon prelaska na
flasirane tipove vode. Svi pikovi su pomereni prema veéim talasnim duzinama.
Primetno je prisustvo umesto malog negativnog pika mali pozitivan pik koji je
malo pomeren prema vecoj talasnoj duZini. Potom umesto dominantnog
pozitivnog pika dominira glavni negativan pik. I gde je manji negativni pik kod
ovog OMF dominira glavni pozitivni zupcast Sirok pozitivan pik koji dominira
Citavim dijagramom. Umesto Sirokog malog pozitivnog pika kod ovog dijagrama

su prisutni mali negativni pikovi.
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124.44 nm /-11.52
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|
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Dijagram 28. OMF dijagram koZe nakon uklanjanja prvog sloja pokozice. Primetan je
drugi glavni pozitivni pik na talasnoj duzini od 117.08 nm i intenzitetom od 14.03. Zatim
sledi uzak negativan pik na talasnoj duZzini od 119.48 nm intenziteta -30.98. Dominantan
je Sirok zupcast pozitivan glavni pik na talasnoj duZini od 122.76 nm intenziteta 29.25.

Na istom mestu unutrasnje koZe podlaktice je uklonjen drugi sloj
pokozice koja je snimljena i potom OMF metodom je dobijen dijagram na kojem
su primetne razlike pre svega umesto drugog glavnog negativnog pika na
dijagramu dobijenom kad je ispitanica pila Zrenjaninsku vodu je sada kad je

presla na flasiranu vodu prisutan glavni pozitivan pik pribliZzno na istoj talasnoj
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duZini. Karakteristicno je postojanje zadnjeg negativnog pika u ovom (33)
dijagramu koji otsustvuje u ranijem dijagramu kad je ispitanica pila

Zrenjaninsku vodu.

50 —

115.14 nm / -14.65]
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Dijagram 29. Na dijagramu je prikazan OMF drugog sloja pokoZice koji je skinut sa koze
unutrasnjeg dela podlaktice. Dominiraju dva pozitivna pika, prvi glavni na talasnoj duZini
od 125.75 nm i intenzitetom od 55.07 i drugi glavni pozitivan pik na talasnoj duzini od
112.27 nm i intenziteta 37.26. Uocljiva su iza prvog glavnog pozitivna pika dva manja

negativna pika i izmedu njih jedan manji pozitivni pik.

KoZa posle skidanja dva sloja pokozice lepljivim flasterom poseduje OMF
dijagram (34) koji je ocigledno drugaciji od OMF dijagrama dobijenog sa istog
sloja koZe dok je konzumirala Zrenjaninsku vodu. Uocljivo je da na ovom
dijagramu nedostaje prvi glavni pozitivni pik dok je za razliku od prethodnog na
ovom dijagramu prisutano viSe pikova, prisutan je manji ali na ovom dijagramu
prvi glavni negativni pik za kojim sledi Sirok zupcasti pozitivni pik, drugi glavni

negativni pik, drugi glavni pozitivni pik i zavr$ni mali negativni pik

o
3
I

=
T
119.48 nm / -27.61

124.16 nm/-12.23
129.07 nm / -8.62

INTENZITET (naj x 1000)
5 =
I

)
=]
12711 nm/2.65

116.64 nm / 2.67
117.99 nm / 1.10
122.76 nm / 19.29
12573 nm / 13.01

|
100 105 110 15 120 125 130 135 140
RAZLIKA TALASNIH DUZINA (nm)

Dijagram 30. OMF dijagram koZe unutrasnjeg dela podlaktice nakon skidanja treceg sloja
pokozice (37) poseduje nakon dva mala pomoc¢na pika izrazit uzak negativan pik na
talasnoj duzini od 119.48 nm i intenzitetom od 27.61. Potom sledi Sirok glavni pozitivni
pik na talasnoj duzini od 122.76 nm i intenzitetom od 19.29. Potom sledi drugi glavni
negativni pik na talasnoj duzini od 124.16 nm i intenzitetom od -12.23. I na Kkraju
dominira drugi glavni pozitivni pik na talasnoj duzini od 125.73 nm i intenzitetom od
13.01. i na kraju je negativan mali pik na talasnoj duZzini 129.07nm i intenziteta od -8.62.
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Najzad je uklonjen sa istog mesta tre¢i sloj pokoZzice cCiji je OMF
pretstavljen na dijagramu (35). Ocigledna je razlika izmedu OMF dijagrama
istog sloja koZe za vreme dok je ispitanica pila Zrenjaninsku vodu i OMF
dijagrama kad je ispitanica duze vreme pila flaSiranu vodu. Uocljivo je da su
intenziteti glavnog prvog i drugog pozitivnog pika vecih vrednosti. Dijagramom
dominiraju prvi i drugi pozitivni pik a i izmedu njih Sirok pozitivan pik dok dva,
prvi i drugi glavni pik izostaju a tri pozitivna pika su relativno malog inteziteta.
Prvi glavni pik na ranijem OMF dijagramu je kod dijagrama (35) mnogo manji i

za njim sledi najveci prvi glavni pik ovog dijagrama.
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Dijagram 31. Na OMF dijagramu je pretstavljena pokoZica zaostala na lepljivom flasteru
nakon uklanjanja treceg sloja. Primetan je drugi glavni pozitivan pik na talasnoj duZzini
od 127.27 nm i intenzitetom od 41.88. Potom je primetan prvi glavni pozitivan pik na
talasnoj duzini od 125.73 nm i intenzitetom od 76.00 a izmedu njih se nalazi mali
pomoc¢ni Sirok pik na talasnoj duzini od 119.99 nm i intenzitetom od 10.21 i na kraju
dijagrama se nalazi mali sporedni negativni pik na talasnoj duzini od 132.56 nm i
intenziteta od -36.95.

Na dijagramu (36) je prikazan OMF koZe nakon uklanjanja tri sloja
pokozZice pokazuje da je na ovom dijagramu manji intenzitet pikova u odnosu na
onaj kad je ispitanica pila samo Zrenjaninsku vodu. U ovom sloju koZe voda
pokazuje druk¢iju dinamiku vodonicnih veza, Sto se pokazuje OMF, nego u istom
sloju koZe iste ispitanice kad je pila Zrenjaninsku vodu. Upadljivo je prisustvo
dva pozitivna pika i izmedu njih viSe malih pozitivnih i negativnih pikova dok je
na ranijem dijagramu na istim talasnim duzinama prisutan jedan Siri pozitivni
i jedan negativni pik. Na talasnoj duZini gde je na prethodnom dijagramu
prisutan Siroki mali pozitivan pik na ovom dijagramu je prisutan prvi glavni

negativni pik.
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Dijagram 32. OMF dijagram koZe unutrasnjeg dela koZe podlaktice nakon skidanja
flasterom tri sloja pokoZice pokazuje karakteristi¢ne pikove na 118.45 nm talasne duzine
prvi glavni pozitivan pik intenziteta 28.76 zatim nekoliko pozitivnih i negativnih pikova
malog intenziteta, nakon njih drugi glavni pozitivni pik na talasnoj duZzini od 122.76 ima
intenzitet od 16.63. Prvi glavni negativni pik je na talasnoj duZini 124.16 nm i intenziteta
-16.11 pa zatim sledi mali sporedni pozitivan pik na talasnoj duzini od 125.73 nm i
intenziteta 2.03.

Svojstva koZe unutraSnjeg regiona podlaktice, ispitanika koji su pili
normalnu (flasiranu vodu) pokazuju sli¢nost konvolucionih spektara za razlike
talasnih duzina na 132 * 1.2 nm. Dok dobrovoljci koji su pili Zrenjaninsku vodu
sve vreme poseduju pik na 140 * 1.2 nm. Dobrovoljci koji su menjali vodu za
pi¢e od Zrenjaninske na flasiranu dva meseca, poseduju pik na 135 * 1.5 nm.
Promena talasnih duZina kod dobrovoljaca koji su pili flasiranu vodu i
Zrenjaninsku vodu je za maksimum 10.4 nm i minimum 5.6 nm. Dobrovoljci koji
su menjali tip vode za pice tokom dva meseca su sa talasnim duZinama izmedu
dobrovoljaca koji su pili Zrenjaninsku i flasSiranu vodu. Ovo ukazuje da koZa
(dermis i subcutis) zadrzavaju vodu duzZe od dva meseca. Pretpostavljamo da
voda u dermisu ovih dobrovoljaca je meSavina flaSirane i Zrenjaninske vode i
prodire kroz bazalnu membranu do epidermisa. Naredni eksperimenti na bazi
promene talasnih duZina ¢e omoguciti saznanje koliko dugo voda ostaje u

ljudskoj koZi.

Ovde je pretstavljen optomagnetski spektar koZe mladeg i starijeg
ispitanika. OMF dijagram (37 i 38) za region unutrasnje podlaktice. U koZi
dobrovoljaca postoji razlika u osobinama svakog sloja epidermisa. Medutim pik

na 132 # 1.5 nm razlike talasnih duZina postoji u oba slucaja.
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Dijagram 33. OMF dijagram slojeva koZe mladeg ispitanika a) spektri za svakodnevnu
povrsinu koze, b) spektri koZe kada su uklonjeni necisto¢a, povrsinske vode, povrsinske
masnoce i prvi sloj €elija stratum corneum, c) spektri koze kad je stratum corneum

uklonjen, d) spektri koze kad je oko 50% celija stratum granulozum uklonjeno. (vidi
sliku 12)

Dobrovoljci koji su menjali vodu za pi¢e (od Zrenjaninske su presli na
flaSiranu) dva meseca, su pokazali razlike u pikovima od 120 nm do 130 nm u
poredenju sa dobrovoljcima koji su pili Zrenjaninsku ili flasiranu vodu. OMF
razlike spektara su otkrivene za koZu unutrasnjeg dela podlaktice.
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Dijagram 34. Slucaj 2 optomagnetski fingerprint slojeva koZe, unutra$nji region
podlaktice starijeg ispitanika a) spektri intaktne povrsSine koze, b) spektri koze kad su
uklonjene necistoce, povrsinska voda, povrsinske masnoce i prvi sloj ¢elija stratum
corneum, c) spektri koze kad je stratum corneum uklonjen, d) spektri koze kad je oko
50% celija stratum granulozum uklonjeno. (vidi sliku 12)
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Dijagram 35. Slucéaj 3 optomagnetni fingerprint slojeva koZe, unutrasnji region
podlaktice sredovecan dobrovoljac a) spektar svakodnevne povrsine koZe, b) spektri
koZe kad su uklonjene necistoce, povrsinska voda, povrsinske masnoce i prvi sloj celija
stratum corneum, c) spektri koZe kad je stratum corneum uklonjen, d) spektri koze kad
je oko 50% ¢elija stratum granulozum uklonjeno. (vidi sliku 12)
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Kad poredimo sve slucajeve za drugi sloj koZe, gde koZa zadrZava vodu u
voda lipid nanoslojevima nasli smo razlike za dobrovoljce. Nadene su razlike
izmedu dobrovoljaca koji su pili flaSiranu i Zrenjaninsku vodu OMF dijagram
(40). Pik razlike talasnih duZina izmedu 120 nm i 130 nm OMF dijagrami (40a) i
(40b), dok dobrovoljci koji su menjali vodu za pi¢e dva meseca (od Zrenjaninske
na flasiranu) pik raste i onda opada OMF dijagram (8c).
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Dijagram 36. Slucaj 4 optomagnetni fingerprint slojeva koZe, unutrasnji region
podlaktice sredovecan dobrovoljac 43 g.: a) spektar intaktne povrsine koze, b) spektri
koze kad su uklonjene necistoce, povrsinska voda, povrsinske masnoce i prvi sloj celija
stratum corneum, c) spektri koZe kad je stratum corneum uklonjen, d) spektri koZe kad
je oko 50% celija stratum granulozum uklonjeno. (vidi sliku 12)

Medutim, u slucaju dobrovoljaca koji su pili Zrenjaninsku vodu sve

vreme pik opada. OMF dijagram (40c).
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Dijagram 37. Optomagnetni fingerprint slojeva koZe, unutrasnjeg regiona podlaktice 1-4:
Spektri pretstavljaju svojstva koze kad su uklonjeni komplektan stratum corneum i oko
20% stratum granulozum. U regionu od 120 nm do 130 nm pikova razlicitih talasnih
duzina su sli¢ni: za slucaj 1 i 2 raste (gde je flaSirana voda sve vreme), za slucaj 3 pik
delimi¢no raste i onda opada, menjali su Zrenjaninsku vodu sa flasiranom vodom dva
meseca) i slucaj 4, pik opada (Zrenjaninska voda sve vreme).

Za istu grupu koja je pila istu vodu (izuzev najmladeg ispitanika)
bioimpedanca pokazuje male razlike za sve dobrovoljce za slojeve 0 i 1, dok za
slojeve 2 i 3 pokazuju znacajnu razliku za flaSiranu i Zrenjaninsku vodu (slucaj

3-promena vode za pi¢e od Zrenjaninske na flasiranu i slucaj 4 sve vreme piju

Zrenjaninsku vodu).

8.2.2.2. OMF vode

Metodom OMF su karakterisane vode koje su upotrebljavane u

eksperimentima: Demi, Beogradska i Zrenjaninska c¢esmenska. Dobijeni

- 267 -



v Rezultati i diskusija

dijagrami ukazuju na magnetske osobine valentnih elektrona i protona i sli¢ni
su izmedu svih ispitivanih voda. Na dijagramu (42) je prikazan OMF demi vode
na talasnim duZinama izmedu 100 i 140 nm. Karakteristi¢ni su prvi glavni
pozitivan pik na 121.22 nm intenziteta 107.38. Njemu prethodi drugi glavni
pomoc¢ni pik na talasnoj duzini od 115.72 nm i intenzitetom od 55.94. Dok je iza
glavnog pozitivnog pika na talasnoj duZini 129.37 nm Siroki pik sa intenzitetom
od 50.37. Karakteristi¢no je da se kod OMF dijagrama ove vode javlja joS jedan
pozitivan pik na talasnoj duZini od 142.30 nm i intenzitetom od 26.95. Negativni
pikovi su manjeg intenziteta osim prvog glavnog negativnog Sirokog pika, koji
dominira ¢itavim dijagramom na talasnoj duZini od 134.85 nm i intenzitetom od

-104.69.
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Dijagram 38. OMF dijagram demi vode sa tri pozitivna i tri negativna pika.

Dok su na kra¢im talasnim duZinama dva mala negativna pika na talasnoj
duZini od 116.87 nm sa intenzitetom od -32.84. i drugim pomo¢nim pikom na
talasnoj duZini od 124.71 nm i intenzitetom od 30.40. Na OMF dijagramu
Beogradske vode (43) se moZe uociti slicnost sa demi vodom ali postoje i
osobenosti sa obzirom da Beogradska voda zbog svog sastava poseduje drukciju

mrezu vodonicnih veza.
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Dijagram 39. OMF dijagram Beogradske cesmenske vode sa tri pozitivna i pet negativnih
pikova.
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Dijagramom dominira Siroki prvi glavni pozitivni pik na talasnoj duZini
od 130.77 nm sa intenzitetom od 83.52. Zatim slede na kra¢im talasnim
duZinama drugi glavni pozitivan pik na talasnoj duZini od 123.34 nm i
intenzitetom od 64.41 i manji pomoc¢ni pik na talasnoj duZini od 113.42 nm i
intenzitetom od 14.80. Negativni pikovi su druga glavna karakteristrika OMF
dijagrama ove vode. Na talasnim duZinama od 115.53 nm je pik intenziteta -
55.47 potom odmah sledi drugi negativan pik na talasnoj duZini od -117.33 nm i
intenzitetom od -49.14. a potom sledi i tre¢i negativan pik na talasnoj duZini od
120.71 nm i intenzitetom od -52.34. Svi ovi pikovi slede jedan za drugim i ¢ine
plato koji dominira ovim dijagramom. Potom slede dva manja negativna pika: na
talasnoj duZini od 126.56 nm i intenzitetom od -20.62 i na talasnoj duZini od
136.80 i intenzitetom od -11.18. OMF dijagram (44) prikazuje spektre
Cesmenske vode iz Zrenjanina za Kkoji je Kkarakteristican manji intenzitet

pozitivnih i ve¢i intenzitet negativnih pikova i ujednacenost pozitivnih pikova.
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Dijagram 40. OMF dijagram ¢cesmenske vode iz Zrenjanina sa Cetiri pozitivna i dva
negativna pika.

Na ovom dijagramu dominira prvi glavni pozitivan pik na talasnoj duZini
od 121.22 nm i intenzitetom od 63.16. Na pocetku dijagrama je drugi glavni
pozitivan pik na talasnoj duZini od 113.42 nm i intenziteta 35.03 zatim pomoc¢ni
mali pik na talasnoj duZini od 126.11 i intenzitetom 3.58. I na kraju dijagrama je
prvi Siroki pomoc¢ni pik na talasnoj duZini od 113.89 nm i intenzitetom od 40.06.
Karakteristican je za ovaj dijagram prvi glavni Sirok negativan pik na talasnoj
duzini od 115.72 nm intenziteta -87.61 koga prati drugi glavni negativni pik na
talasnoj duzini od 127.11 i inteziteta -19.73.
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8.2.2.3. In vivo impedansna spektroskopija

Metodom impedansne spektroskopije (analiza impedance) sprovedeno je
ispitivanje nad 3 grupe sa ukupno 45 dobrovoljna ucesnika. Prva grupa
obuhvatala je 12 ucesnika i pili su Zrenjaninsku vodu da bi pet meseci pili druge
tipove voda i bili su u intervalu starosti od 23-77 god. U drugoj grupi su bili 6
ucesnika koji su sve vreme konzumirali Zrenjaninsku vodu i bili su starosti 43-
96 god. Trecu grupu su ¢inili ispitanici koji su pili Beogradsku vodu uzrasta od

21 g.do4lg.

Obe grupe su ispitivane sa dve serije merenja u frekventnom opsegu od

50 Hz do 10 kHz i inicijalnim pobudnim naponom od 5V :

1. Prvom serijom merenja je ispitivana koza sa intaktnim stratum

corneum-om (merenje nultog sloja koze).

2. U drugoj seriji merenja je izvrSeno uklanjanje stratum corneum-a u tri
navrata pomocu flastera, brzim skidanjem sa iste lokacije. Stepen uklonjenosti
slojeva nije bilo moguce utvrditi ali se smatra da je postupkom ucinjen
kvalitativan korak ka obezbedivanju pristupa slojevima epiderma u kome se
nalaze Celije manjeg stepena terminalne diferenciranosti. Na osnovu merenja
veli€ina ulaznog i izlaznog napona u naznatenom opsegu odredena je vrednost
impedance cije su promene u zavisnosti od frekvencije graficki prikazane sa

komentarima na dijagramima (45 do 59)

Ucesnici trece grupe njih 27 su pripadali intervalu starosne dobi od 21 do
41 godina i konzumirali su Beogradsku vodu. Ucesnici su ispitivani u
jednostrukoj seriji merenja koja su sprovedena u frekventnom opsegu od 10Hz
do 50 kHz sa inicijalnim pobudnim naponom od 5V. Kod ove grupe je ispitivana
samo koza sa intaktnim stratum corneumom i to u Sirem frekventnom opsegu
radi sticanja uvida u mogucénosti detekcije varijabilnosti izmedu grupa
ispitanika koji su konzumirale razlicite tipove voda. Graficki prikaz dobijenih

rezultata sa komentarima je dat na dijagramu (58).
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Dijagram 41. bioimpedance ispitanika koji su konzumirali Zrenjaninsku vodu pa pet
meseci pili druge flaSirane vode, nulti sloj koZe. Realni deo impedanse ReZ na Y osi u
odnosu na T period naizmenic¢ne struje na X osi.

MoZe se uociti na dijagramu promene impedance nultog sloja (48) da su
vrednosti za impedancu konzistenti i da postoje otstupanja u zavisnosti od pola
i uzrasta. Kod muskaraca i u starijim uzrastu je ve¢a vrednost impedance, kao u
odnosu na ispitanice Zenskog pola. Dijagram impedance (49) ispitanika koji su
pili Zrenjaninsku vodu pokazuju manju hidriranost koZe mada ona znacajno

varira od starosti, pola i raznih sredinskih faktora.

160000

140000

120000 \
\\0—\ —e— Series1
100000 .
\ —=— Series2
80000

Series3

60000 Series4

—x— Seriesb

40000 - —

20000 \;::\

T T T T T —

1 2 3 4 5 6

Dijagram 42. bioimpedance ispitanika koji su pili samo Zrenjaninsku vodu za nulti sloj
koZe. Realni deo impedanse ReZ na Y osi u odnosu na T period naizmenicne struje na X
osi.

[spitanici koji su pili Zrenjaninsku vodu poseduju nesto viSe vrednosti za
impedancu $to je narocito uocljivo za muskarce. Prva kriva series 1 impedanca
nultog sloja koZe pokazuje viSestruko vecu vrednost impedance u svim
slojevima koZe, Vrednosti impedance za Zene su dosta ujednacene i malo se

razlikuju u zavisnosti od starosti i genetske strukture ispitanica. Donji Zivi
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slojevi koZe su kod ispitanica koje su konzumirale Zrenjaninsku vodu sa mnogo
nizim impedancama u odnosu prema ispitanicima koji su pili Zrenjaninsku

vodu.

Na dijagramima (47 i 48) su pretstavljeni dijagrami impedance
ispitanice koja je pila Zrenjaninsku vodu, levo nultog sloja koZe i desno koZe
nakon uklanjanja treceg sloja koZe koji ukazuju na viSestruko povecanje
impedance narocito u Zivim delovima koZe nakon uklanjanja treceg sloja koze.
Uvecana impedanca koZe ispitanice stare 96 g. ukazuje na smanjenje hidratacije

narocito Zivih tkiva koZe kao posledice starenja.

Za poredenje na dijagramima (49 i 50) impedance mlade
ispitanice 44 g. leva slika dijagram impedance nultog sloja i desno dijagram
impedance nakon uklanjanja treceg sloja ukazuju da je impedanca koZe ove
ispitanice mnogo puta manja od starije ispitanice $to ukazuje da je hidratacija

koZe znatno veca kod mladih ispitanika.

30.000.000 35000

25.000.000 30000

20.000.000 I\\ 25000 }\

—e— Series1 20000

15.000.000 ceries?
\ —&— Series. 15000
10.000.000 \
\ 10000
5.000.000

\ 5000 -
0 T T T T T T T

Dijagram 43. impedanse nultog sloja koZe Dijagram 44. iste ispitanice g. koja je pila
ispitanice stare 96 vodu. Zr. vodu nakon uklanjanja treceg sloja koZe.

Realni deo impedanse ReZ na Y osi u odnosu na T period naizmenicne struje na

X osi.
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Dijagram 45. impedance nultog sloja koZe
ispitanice stare 44 g. koja je pila Zr. Vodu.

Realni deo impedanse ReZ na Y osi u odnosu na T period naizmenicne struje na

Dijagram 46. impedanse iste ispitanice
nakon uklanjanja treceg sloja koze.

X osi.

16000 18000

14000 '\\ 16000

12000 \ 14000

10000 12000
\ - 10000

8000 —=— Series2
\ 8000

6000 6000

4000 \ 4000 \

2000 \\-\. 2000 —

0 T T T T 0 T T T T
1 2 3 4 3 4 5

Dijagram 47.impedance nultog sloja koZe Dijagram 48. impedanse iste ispitanice nakon

ispitanice 55g. koja nije pila Zr. vodu. uklanjanja treceg sloja koze stare 55g.

Realni deo impedanse ReZ na Y osi u odnosu na T period naizmenicne struje na

X osi.
2.500.000 250.000
2.000.000 '\ 200.000 //’\\\
1.500.000 7 150.000
—e— Seriesl —e— Seriesl
—=m— Series2 —=— Series2
1.000.000 \ 100.000
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0 ———————— — 0 - - N . TALIT"
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Dijagram 49. impedance nultog sloja kozZe
ispitanika starog 55 g. koji nije pio Zr. Vodu.

Dijagram 50. impedance istog ispitanika
nakon uklanjanja treceg sloja koze.
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Realni deo impedanse ReZ na Y osi u odnosu na T period naizmenicne struje na
X osi.

Iz dijagrama (55) je uocljivo da se ipedanca kozZe uvecava sa staroScu
ispitanika Sto je narocito izrazeno za dublje slojeve koZe koji su Zivi (stratum
granulozum, spinozum i bazale). Postoji znacajna razlika, kao Sto se vidi iz
dijagrama (58) izmedu ispitanika razli¢itog pola. Kod muskaraca je impedanca
koZe i sa stratum corneum i nakon njegovog uklanjanja viSestruko veca nego

kod Zena iste starosti.

160000 = Series2
Series3
140000 )
Series4
120000 — x  Series5
100000 ® Series6
+ Series7
80000 +—= B .
- Series8
60000 —— Series9
40000 +— — — Series10
4 \, Series11
20000 7 == —e— Seriesl
——x_ . .
0 T —= - T T Series12
1 2 3 4 5 6 Series13

Zajednicki Dijagram 51. sa impedancom ispitanika koji su pili Zenjaninsku vodu.

Realni deo impedanse ReZ na Y osi u odnosu na T period naizmeni¢ne
struje na X osi (pretstavljeni narandZastom bojom) i druge flaSirane tipove voda
(pretstavljene Zutom bojom). Promenom tipa vode za konzumiranje se znacajno
menja bioimpedanca nultog sloja koZe, kod muskih ispitanika postaje slicna
impedanci Zenskih ispitanika, za razliku od muskih ispitanika koji konzumiraju
Zrenjaninsku vodu gde se uocava znatno povecanje impedance za razliku od
svih ostalih ispitanika. Sa starenjem i posebno kod muskih ispitanika se
pojavljuje razlika u impedanci koZe u zavisnosti od tipa vode za pice Sto je
narocito uocljivo na dijagramu (56) gde su poredeni dijagrami nultog sloja koZe
izmedu ispitanika koji su pili Zrenjaninsku ili ne Zrenjaninsku vodu i

Beogradsku vodu.
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Dijagram 52. dijagram ispitanika koji su pili Beogradsku vodu (crna linija) i ispitanika
koji su pili flasirane tipove voda (zuta linija), pokazuje znacajne razlike, mnogo su
kompaktniji grafici impedance ispitanika koji su pili flaSirane vode nego onih koji su
konzumirali Beogradsku vodu, takode je impedanca donjih Zivih slojeva koZe mnogo
manja kod ispitanika koji su pili flasirane vode.

Realni deo impedanse ReZ na Y osi u odnosu na T period naizmenic¢ne struje na
X osi.

Poredenjem impedance ispitanika koji su pili Beogradsku i Zrenjaninsku
vodu se moZe uociti da je impedanca koZe ispitanika koji su pili Beogradsku
vodu mnogo veca nego u slucaju ispitanika koji su pili Zrenjaninsku vodu. U
izvesnim slucajevima neki ispitanici koji su pili Zrenjaninsku vodu imaju
impedance koZe koje su veoma slicne impedancama koze ispitanika koji su pili
Beogradsku vodu (61) ali je smanjenje impedance koZe sa dubinom mnogo
manje nego kod ispitanika koji su pili Beogradsku vodu tako da i dublji, Zivi,
hidrirani slojevi koZe pokazuju znatno vece impedanse koZe nego mrtvi slojevi
koZe vecine ispitanika ili dublji, Zivi slojevi koZe ispitanika koji su pili

Beogradsku vodu.

Na dijagramu (57) su prikazani grafici mladih ispitanika 19-21 god koji
su pili Beogradsku vodu, pokazuju manju impedancu koZe i u dubljim Zivim
slojevima koZe se impedance izjednacuju sli¢no ispitanicima koji su pili
Zrenjaninsku ili flaSirane tipove voda u mladosti su impedance koZe niZe a sa

starenjem rastu. Takode su kod Zenskih ispitanika niZe nego kod muskih i taj se
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trend nastavlja tokom starenja tako da je veca razlika impedance koZe tokom

starenja izmedu muskaraca i Zena.
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4\ — — Series3

—+— Series4
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—x*— Seriesb5
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Dijagram 53. ispitanika koji su pili Beogradsku vodu (crna linija) i ispitanika koji su pili
Zrenjaninsku vodu (plava linija). Realni deo impedance ReZ na Y osi u odnosu na T
period naizmenicne struje na X osi.

Realni deo impedance ReZ na Y osi u odnosu na T period naizmenic¢ne struje na

X osi.
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Dijagram 54. grafik impedanci nultog sloja koZe mladih ispitanika 19-21 godine koji su
konzumirali Beogradsku vodu oba pola.

Realni deo impedance ReZ na Y osi u odnosu na T period naizmenic¢ne struje na
X osi.

Merenje bioimpedance pokazuje razlike slojeva koZe za mladu koZu i
staru koZu. Stara koZa ne zadrZava u epidermisu dobro vodu. Dramati¢na
situacija je u sloju stratum granulozum gde je razlika izmedu stare i mlade koZe
dramati¢no znacajna. OMF dijagram (40). Mlada koZa dobro zadrZava vodu u
svim epidermalnim slojevima. Na povrsini koZe impedanca je pribliZno ista za
mladu i staru kozu. Razlike postaju ocigledne za stratum corneum, zato Sto ovaj

sloj sadrzi 8% celokupne vode u epidermisu. Ovaj rezultat takode ukazuje na
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ulogu pojedinacne gel faze u stratum corneumu. (Norlén 2001.) Domen gel faze
moZe da podrZi funkciju barijere, dok kontinuirani tecno kristalasti domen

obezbeduje elasti¢nost bitnu za savitljivost koZe. (Bouwstra 1997.)

Vazna funkcija koZe je zaStita protiv gubitka vode. Transepidermalni
gubitak vode (TEWL) je proces pasivne difuzije kroz koZu. OroZnali sloj je jako
vazan sloj koji ograni¢ava stopu transporta vode ka spoljaSnjosti. Jedinstvena
organizacija hidrofilnih ¢elija unutar lipida, hidrofobno okruZenje ¢ini sloj od 10

do 20 pm i efikasna je kao barijera

Danas postoje dokazi da je koli¢ina vode u epidermisu smanjena kod
starijih osoba u poredenju sa vrednostima TEWL sredovec¢nih ljudi. (Gilchrest
1989.) Nadena je znacajna razlika u prisustvu vode u stratum granulozum,
dijagram (59), gde se moZe videti da stratum corneum takode pokazuje

kapacitet da zadrzi vodu (sloj 1: slucaj 1 i slucaj 2).

Impedance vs Skin Layer
8000

7000 /A\
6000

5000 / \

4000 —e=Case 1
/ \ —m—Case 2
3000 /{ \

2000 / \

1000

Z [Ohm ]

Dijagram 55. Bioimpedanca (100 KHz) slojeva koZe, unutrasnji region podlaktice, za
slucaj 1 mlada koZa i slucaj 2 stara koza: Znacajna razlika u bioimpedanci je nadena kad
je kompletan stratum corneum i oko 30% celija stratum granulozuma uklonjeno
flasterom. Ovo je isti rezultat pronaden u OMF spektrima za region razlika talasnih
duzina (OMF dijagrami 40 i 41). U principu, stara koZza ne zadrzava dobro vodu u
epidermisu, i delimi¢no u sloju stratum corneumu. Medutim mlada koza mnogo bolje
ureduje i zadrzava vodu u slojevima epidermisa.
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8.2.2.4. AFM

Debljina uklonjenih slojeva koZze na povrSini flastera ispitana je
mikroskopijom atomskih sila AMF NanoProbe JEOL JSPM 5200, Japan. Na slici
12 je prikazan AMF uzorka koZe.

Slika 12. Uklonjen tre¢i sloj pokozice (na lepljivoj povrsini flastera) karakterisan sa AMF.
snimak dobijen snimanjem flastera posle uklanjanja treceg sloja koZe i pretstavlja donji
sloj stratum granulozuma.

PoloZaj slikanog sloja sa flastera je pretstavljen na slikama 13 i 14, gde

se vidi poloZaj slikanog sloja u odnosu na ostale slojeve koZe.

7 Stratum
= [ comeum
TR

;'?’fﬁ}mmmm

s | Granulosum

| Stratum
[ &pinosum

Langerhans' | Basement
Melanocyte well membrane
Keratinocyte Rete ridge

Slika 13. Anatomija poprec¢nog preseka epidermisa sa glavnim slojevima (adaptirano od
Gawkrodger 2003). Levo, brojcana notacija: O0-povrSina KkoZe sa necisto¢ama,
povrsinskom masno¢om i prvim slojem stratum corneum bez vode (oko 6 pm), 1- dublji
deo stratum corneum sa veoma malim sadrzajem vode ( oko 5pm), 2- voda u stratum
corneum i prvi slojevi vode u stratum granulozum sa znacajnom koli¢inom vode (od 10
pm do 15 pm), 3- stratum granulozum, bogat sa vodom-a ako je koZa u dobrom stanju
(oko 20 pm). Stratum granulozum zadrZava vodu u voda lipid slojevima, i samo u ovim
delovima koZe je moguce karakterisati vodu kao nezavisnu supstancu.
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Slojevi lipid voda su prikazani na slici 10. gde su pretstavljeni
nanoslojevi vode u stratum granulozum u kome se ove strukture formiraju i

koje su narocito zavisne od vrste vode koja se unosi u organizam.

e RN

-
-

Slika 14. Epidermis ljudske koZe (levo) i njeni slojevi (prilagodeno od Gawkrodger 2003)
Kvadrat na prvoj slici ukazuje na stratum granulozum, koji je uve¢an na drugoj slici
(sredina), dok treca slika (desno) pokazuje lipidne slojeve i vodu izmedu njih. Debljina
vodenih slojeva je izmedu 20 nm i 50 nm, dajuci svojstva sloju tecno Kristalaste vode.
Voda je veoma uredena u stanju pseudo polimera.

Maksimalna debljina svih uklonjenih slojeva unutraSnje podlaktice
ispitanika je 36.2 pm dok je minimum bio 30.4 pm. Od kojih jedna osoba nije
menjala vodu starosti 44g. dok su ostale tri menjale vodu, jedna je bila starija
78g, druga je srednjih godina 51g. dok je treca bila mlada 30g. Debljina slojeva
koZe ispitanice koja je pila Zrenjaninsku vodu je manja od starijih ispitanika koji
su presli na flasirane tipove vode. Najvecu debljinu poseduju slojevi najmladeg
ispitanika koji je presao na flasiranu vodu. Prose¢na debljina uklonjenog sloja
unutras$njeg dela podlaktice koji je zaostao na flasteru je bio 4.92 pm
(maksimalna debljina za sloj jedan je bila 10.2 um bok je minimalna bila 4.2 um

za nulti sloj.
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8.3. Diskusija

8.3.1. Diskusija rezultata iz eksperimenta sa pacovima sa rezultatima iz

literature

Histopatoloski nalazi Zivotinja svih grupa i njihovih potomaka ne
otstupaju od normalnih vrednosti Sto je bilo ocekivano s obzirom da su se
razlikovali samo po vodi koju su pili. Razliite vrste voda koje se razlikuju po
svom hemijskom sastavu i stoga organizaciji molekula vode deluju na Ziva bi¢a u
duZem vremenskom periodu i to na molekularnom nivou i nije za oc¢ekivanje da
se nakon kratkog vremena pojave razlike na mikroskopskom nivou. Sve uocene
promene na analiziranim organima su posledice Zrtvovanja a ne vrste vode koje
normalne morfologije poseduje neke krvne sudove koje su prepunjene krvlju,
slezina je sa masom slobodnih eritrocita dok su koZa i koStana srz normalnih

morfoloskih osobina.

Ako se sagledaju obavljene biohemijske analize prema svakom od
navedenih parametara, mozZe se uociti da je nivo glukoze povecan kod svih
jedinki, Sto moZe biti posledica stresa prilikom Zrtvovanja nastala dejstvom
glukokortikosteroidnih hormona nadbubreZne Zlezde. Takode poviSen nivo
glukoze se moZe javiti ukoliko su jedinke neposredno pre Zrtvovanja uzimale
hranu koja im je kao i voda uvek bila na raspolaganju Vrednosti uree su bile
niZe od normalne kod svih grupa. Nizak nivo ovog parametra retko se javlja u
klini¢koj praksi i mozZe se povezati sa gladovanjem, portosistemskim Santovima
i svim drugim stanjima u kojima je naruSena funkcija kao i anabolicki i
katabolicki, konkrteno proteoliticki procesi ¢ijom aktivnosScu se stvara urea kao
metabolicki produkt Sto je rezultat teSkih oStecenja jetre. Kreatinin je kod 15 od
31 uzoraka bio nizZi od referentne vrednosti, kao pokazatelj bitan je za procenu
funkcije bubrega ali u slucaju njihove slabosti vrednosti kreatinina su povecane.
Otstupanje od referentnih vrednosti kreatina su primecena kod pojedinih
jedinki svih grupa pa se ne moZe povezati sa tipom vode koju su Zivotinje pile.

SniZene vrednosti kreatinina se mogu dovesti u vezu sa smanjenom misi¢cnom
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aktivno$¢u i smanjenom miSicnom masom, obzirom da se Kkreatinin kao
metabolit javlja tokom miSi¢ne aktivnosti i razlaganja kreatina. Takode velika
odstupanja u vrednostima Na, K, Mg mogu biti uzrok slabije kontraktilne mo¢i
miSi¢a. Ukupni holesterol poviSen kod jedne, a smanjen kod druge jedinke od
31. MoZe biti posledica ishrane, neposrednosti obroka pre Zrtvovanja. PoviSeni
holesterol i trigliceridi mogu se javiti kod oboljenja jetre ili kod poremecaja rada
Stitne Zlezde. NiZi nivo holesterola i triglicerida se javlja kod poremecaja
funkcije jetre, portosistemskih Santova, malapsorpcije. Vrednosti ukupnih
proteina i albumina su niZe kod 8 od 31 jedinke. Niske vrednosti ovih parametar
treba ocekivati kod uslova malapsorpcije dostupnih proteina iz hrane, zatim u
uslovima gladovanja proteinima oskudnom hranom, ali i kao polsedica slabije
proteoliticke aktivnosti koja se moZe javiti kod poremecaja funkcije jetre.
Slabiju proteoliticku aktivnost moZemo povezati i sa znacajno poremecenim
vrednostima mikro i makrolelementa koji su veoma bitni u katalitickoj
aktivnosti enzima i koenzima. Ukupni bilirubin je povecan kod 15 od 31 jedinke,
AST kod 29 od 31 jedinke, ALT kod 28 od 31 jedinke. Svi ovi parametri imaju
istu genezu kao posledica poremecaja u finkciji jetre, poremecaji nivoa makro i
mikroelementa koji su neophodni u uspostavljanju optimalne PH sredine za

kataliticku aktivnost enzima u ¢elijskim organelama i ¢elijskom citosolu.

Vrednosti kalcijuma su nize kod 25 od 31 jedinke, fosfora 24 od 31
jedinke, dok je kod jedne jedinke od 31 nivo fosfora bio visi. Kalijum je bio visi
kod 3, a niZi kod 22 od 31 jedinke, visi nivo kalijuma direktno moZze biti
posledica hemolize in vitro. Nivo natrijuma je bio niZi kod 26 od 31 jedinke, a
hlorida 20 od 31 jedinke. Nivo makro i mikroelemenata direktno moZe biti
posledica deficita u dostupnoj hrani i vodi. Sva ova otstupanja biohemijskih
parametara su prisutna kod svih grupa, roditelja i potomaka. Jetra je jedinstven
organ organizma Zivotinje zbog svoje lokalizacije i funkcija koje omogucavaju
normalnu homeostazu. Delovanje razlicitih hepatotoksi¢nih supstanci dovode
do mikromorfoloskih, ultrastrukturnih, funkcionalnih promena i poremecaja

jetre.
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Ostupanja od grani¢nih vrednosti kod svih grupa Zivotinja su posledica
delovanja citotoksi¢nih materija. Kao Sto je prikazano na dijagramima za
vrednost AST (10 i 11) i za vrednost ALT (13 i 14) postoji korelacija izmedu
tipova voda koje su zivotinje pile i procenta otstupanja od gornje graniCne
vrednosti za ove parametre. Vece je otstupanje kod muZjaka jer su manje
otporni na spoljaSnje c¢inoce sredine zbog njihove genetske konstitucije, ali
variranje njihovih parametara u zavisnosti od tipa vode prati variranje i kod
Zenki u manjem stepenu. Kod potomaka svih grupa je manje otstupanje nego
kod roditelja i potomci ne variraju znacajno u zavisnosti od vode koju su pili.
Treba primetiti da 1. grupa koja je pila klasterisanu vodu nije imala potomke i 6.
grupa Zenka koja je pila Zrenjaninsku vodu je pojela jednog potomka tako da u
ove dve grupe nisu prikazani na dijagramima vrednosti za potomke. U slucaju
ALT je otstupanje nesSto drugacije, najvece je kod grupe 4 gde su jedinke pile
Zlatiborsku vodu i to kod Zenke a neSto su manje od Zenke kod muZzjaka Kkoji je
konzumirao Zrenjaninsku vodu. Ostale grupe su dosta slicne po svom
otstupanju osim 1. grupe koja najmanje otstupa. U 3. 5.1 6. grupi je kod Zenki je
najmanje otstupanje od normalnih vrednosti. U slucaju uree $to je pretstavljeno
na dijagramu (3) vrednosti parametara su nesto drugacije. Ispod granice
normalne vrednosti pribliZno jednako otstupaju kod muzjaka svih grupa, dok
kod Zenki neSto manje otstupaju kod prve dve grupe. U slucaju potomaka kod
muskog potomstva je otstupanje ovog parametra vece kod svih grupa od
njihovih roditelja naro¢ito kod potomaka iz 4 grupe. Zensko potomstvo otstupa
od donje minimalne vrednosti ujednaceno kod svih jedinki koje su pile razlicite
vode. Kod otstupanja svih parametara spod normalnih vrednosti prilog
dijagram (4) kod Zenki i muZjaka po grupama indicira na postojanje korelacije
izmedu tipova voda koje su konzumirali. Naj manje otstupanje je kod Zivotinja
koje su pile oplemenjene tipove voda dok kod sve tri poslednje grupe koje su
pile vodovodsku odnosno Zlatiborsku vodu su otstupanja znatno veca narocito
izmedu Zenki. Otstupanja kod muzjaka su manje zavisna od tipa vode i
ujednacenija i osim kod trece grupe veca nego kod Zenki. U literaturi i praksi se
navodi Cinjenica da je Cesmenska voda neprikladna za laboratorijska ispitivanja

u klinickoj hemiji ve¢ je potrebno njeno precis¢avanje. (Bishop Fody Schoeff
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2005.) U zavisnosti od kvaliteta vodovodske vode se upotrebljavaju razne
tehnike preciS¢avanja za uklanjanje organskih i neorganskih konstituenata vode
da bi standardne laboratorijske procedure za merenje raznih parametara u
telesnim teCnostima i njihovih egzaktnih koncentracija. Blaga otstupanja u
metabolizmu pacova bi mogla biti posledica unoSenja odredenog tipa vode.
Sinteze vecine molekula koja se analiziraju u krvi se odvija u jetri, njihova
bioloSka svojstva se u mnogome odreduju njihovom interakcijom sa molekulima
vode sa kojima je u okruZenju. Metaboli¢ki procesi u organizmu su povezani
svakako sa koli¢cinom vode u organizmu, kao i njenim stanjima u interakciji sa
organskim i neorganskim konstituentima organizma. Vode razli¢itih hemijskih
sastava, i sa razli¢itom strukturom bi mogle imati uticaj na mnogobrojne
isprepletane metabolicke funkcije organizma kao i na njihove regulacione
mehanizme. Vremenom izlaganja odredenoj vrsti vode kod pacova, sli¢no
hemijskim analizama Kklinickih parametara dolazi do greSaka u metabolizmu
koji se sa vremenom akomuliraju i dovode do promena u organizmu. Starenjem
dolazi do naruSavanja faktora odrZavanja homeostaze organizma, njegovog
imunog i hormonalnog sistema pa promene izazvane raznim sredinskim
uticajima mogu biti maskirani narocito na makroskopskom nivou, kao Sto je
morfologija ili biohemijski parametri. Promene u organizmu se deSavaju u
pocetku na molekularnom i atomskom nivou njihove organizacije, tako da su
uticaji razlicitih faktora spoljaSnje sredine maskirani. Razliciti uticaji spoljaSnje
sredine u interakciji sa genetskom konstitucijom organizma odreduju stepen

odrZavanje homeostaze organizma.
8.3.2. Diskusija dobijenih rezultata sa ljudima sa rezultatima iz literature

Merenja impedance sprovedena na 45 ucCesnika ukazuju na zavisnost
ponaSanje koze pod dejstvom naizmenicnog elektricnog polja od slojevitosti
njene strukture. Impedanca koze ispitanika je pokazala zavisnost od sloja kozZe u
zavisnosti od starosnog doba i pola. Oroznali delovi epidermisa pokazuju manji
opseg varijabilnosti nego dublji slojevi. Merenjem impedance se otkriva
postojanje manjih razlika izmedu oroZnalih celija, nego kod Zivih celija koje

pripadaju dubljim delovima koZe. Zive ¢elije pokazuju veéu biofizicku
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raznovrsnost prolaskla struje, jer sadrze veliku koli¢inu vode i heterogenije su
po svojoj strukturi. Individualne specificnosti koZe se mogu odrediti jasnije u
opsegu frekfencija od 10 kHz jer na njima u odzivu ucestvuju i dublji slojevi.
Snimanjem koje je sprovedeno na frekfencijama do 10 kHz je omoguceno
merenje svojstava samo stratum corneum. Rezultati svih ispitivanih grupa
ukazuju da se merenjem impedance koze moZe utvrditi biofizicko stanje koZe.
Rezultati istraZivanja ukazuju da je impedanca zavisna od hidratacije koZe i
stanja vode u korneocitima i nanolipidnim slojevima izmedu njih. PoSto je
bioimpedanca koZe u zavisnosti od nosilaca naelektrisanja, viskoznosti jonskog
rastvora koja je u zavisnosti od temperature, razlicite vrsta voda Kkoji su
ispitanici pili daju u grubim crtama razli¢ite otpornosti koZe. (Grimnes
Martinsen 2008.) Kako je hidratacija stratum corneuma glavni faktor za svojstva
provodljivosti, stanje vode u korneocitima i lipidnim nanolamelama, pored
vazdus$ne vlage, zavisi pored ostalih faktora i od vode koja se unosi u organizam.
Kod ispitanika sve tri grupe, Sto se vidi na dijagramima (47-54), se moZe uociti
otstupanje provodljivosti unutar i ispod barijere koZe, Sto ukazuje na stanje
koZne barijere. Stanje koZne barijere pa i njenih svojstava otpornosti su
odredeni i organizacijom nanolipidnih slojeva na S$ta utice nacin njihovog
formiranja u gornjim slojevima stratum granulozuma gde se pocinju istiskivati
Oblandova telasca i gde se pocinju formirati nanolipidne membrane u interakeciji
sa molekulima vode ¢ija organizovanost presudno uti¢e na ovaj proces i stanje
hidratacije koZne barijere. Osim dijelektricnih svojstava membranskih sistema
disperzija frekfencija izlaznih struja varira i od difuzije jona kao i njihovom
interakcijom sa intracelularnim i ekstracelularnim elektrolitima, obe se odvijaju
na frekfencijama izmedju 10 Hz i nekoliko desetina MHz S$to je prikazano na
ovim dijagramima. Kod ispitanika svih grupa debljina i sastav kozZe bitno
variraju, pa se zato javljaju varijacije u impedanci ispitanika koji su istog pola
priblizno istog uzrasta i unosili su slican tip vode u organizam, $to se moZe
uoCiti na dijagramima impedance (45-59). PoSto temperatura moduliSe
transepidermalni gubitak vode, Sto za posledicu ima difuziju jona koji uticu na
impedancu ona bi mogla biti i rezultat mikrocirkulacije krvi u dermisu posto je

spoljasnja temperatura kod merenja svih ispitanika bila ista. Kao Sto se vidi iz
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dijagrama (45-59) bioimpedanca moZe da se koristi za registrovanja promena u
Celijskoj strukturi i ekstracelijskim membranskim strukturama koZe koje su
uzrokovane starenjem. Kod starijih ispitanica impedanca, intaktne obezmascene
koZe, pokazuje vecu otpornost oroZznalog sloja koZe nego kod osoba koje su
mnogo mlade, dok je otpornost dubljih slojeva koZe Sto se vidi na dijagramima
(52) i (54) znatno povecana, otpornost dubljih Zivih Celija koZe Sto se navodiiu
literaturi. (Grimnes Martinsen 2008.) PovrSinski slojevi koZe zbog upijanja
vazdusne vlage poseduju manju otpornost nego Celije na granici ismedu stratum
granulozum i stratum corneum S$to potvrduje profil sadrZaja vlage u epidermisu
kao i postojanje slojeva korneocita s malom hidratacijom na granici sa Zivim
¢elijama koji sprecava prodor vode u dublje slojeve koZe da ne bi doSlo do
poremecaja ravnoteZe elektrolita u organizmu. Kako se navodi u literaturi, vode
sa razli¢itim mineralnim sastavima odnosno razli€itim organizacionim stanjima
mogu uticati na obrazovanje i fnkcionisanje koZne barijere. Na dijagramima (52)
i (54) gde su pretstavljeni ispitanici koji su pili flaSiranu odnosno Zrenjaninsku
vodu se vide neznatne razlike impedance koje ukazuju da su krive nesto vecih
vrednosti a nagibi krivih vece kod ispitanika koji su promenili vrstu vode i presli
na flaSiranu vodu. Ove razlike u impedanci kao posledica konzumiranja
razlicitih vrsta voda su izraZenije i viSe primetne na dijagramima od (51) do
(58) gde su nagibi krivih, njihove vrednosti i kompaktnost razli¢ite izmedu
ispitivanih grupa i ukazuju da je funkcija koZne barijere zavisna i od mineralnog
sastava vode koja se konzumira odnosno od njenih strukturnih svojstava.
Elektri¢cna provodljivost, odnosno otpornost koZe je veoma zavisna od mnogih
faktora tako da ne moze dati jasne informacije o interakciji molekula vode sa
biomolekulima, jonima ili stanju vode u nanolipidnim strukturama stratum
corneum. Razlika izmedu dve grupe dobrovoljaca postaje ociglenija u stratum
corneumu jer ovaj sloj sadrzi 8% svih voda epidermisa. (Koruga Miljkovi¢ Ribar
Matija Koji¢ 2010) Ovaj rezultat ukazuje na ulogu jedne gel faze u stratum
corneumu. Domen gel faze mozZe da podrzi funkciju barijere dok te¢no kristalni
kontinuirani domen moZe da obezbedi fleksibilnost neophodnu za savitljivost

koZe. (Norlén 2001.)
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Svrha ovih istraZivanja je razumeti optomagnetske spektre koznih tkiva i
na osnovu opsega i odnosa paramagnetnih i dijamagnetnih domena i njihove
dinamike ustanoviti svojstva molekula vode u tkivima narocito epidermalnom

sloju koZe i njihov uticaj na biomolekule.

Metoda opto-magnetnog fingerprinta je sprovedena na 20 ispitanika i
dala je rezultate koji omogucavaju odreden stepen klasifikacije voda koje su
ispitanici pili prema uticaju na koZnu barijeru posebno na nanolipidne
strukture. Sve promene u refleksiji uzorka su se odvijale u karakteristi¢noj
oblasti, talasnih duZina od 100 do 160 nm (ili spektralnog prozora) u kojoj su
sadrzane sve specificne opto-magnetske informacije koje omogucéuju
klasifikaciju uzoraka. Najizrazitije veli¢ine na dijagramu su odnosi maksimalnog
i minimalnog refleksionog intenziteta, koji kao magnetna osobina uti¢e na odnos
paramagnetnih i dijamagnetnih osobina uzoraka. Sledec¢a bitna velicina, koja se
moze uociti na dijagramu, je povrSina ispod dela dijagrama sa pozitivnim
vrednostima odnosno negativnim, koja oznacava paramagnetnu, dijamagnetnu
oblast. Na ovaj nacin je u dijagramu uskladiStena informacija o refleksionim
osobinama koZe (u okviru ispitivanog opsega vrednosti talasnih duZina) koje
postoje u Sirokom opsegu vrednosti i pruzaju uvid u nepredvidivu dinamiku
ponasanja koZe i specifi¢nih stanja vode u njoj, koja odslikava velike fizioloSke i
anatomske razlike u koZnoj barijeri. KoZa je zaista nespecifican sistem koji je
anizotropan u svim pravcima sa rasporedenim parametrima elektri¢nih i
magnetnih osobina, specifi¢nih opsega frekfencija (> 1kHz;> 10kHz) odnosno
gradijenta magnetnog polja AgradFmagn=2-75°. OMF spektar zdrave koZe
ispitanika pokazuje brojne specifi¢cnosti u zavisnosti od toga koju su vodu pili.
Pikovi su razli¢ito rasporedeni u odnosu na razlike intenziteta talasnih duZina
Sto ukazuje na razliCite interaklije svetlosti i materije koje nastaju u razli¢itim
fizickim i hemijskim opsezima struktura i sastava. Na osnovu tipi¢nih dijagrama
moguce je razlikovati kozZna tkiva ispitanika koji su pili razli¢ite vrste voda. OMF
moZe biti koriS¢en kao uspeSan metod za kvantitativno opisivanje magnetnih
svojstava tkiva i po mogucnosti klasifikovanje razlicitih tkiva koZe na bazi

njihovih optomagnetnih svojstava. (Koruga Tomi¢ Ratkaj Matija 2006.) Kako se
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pojavljuje veliki broj moguc¢ih kombinacija talasnih duZina, konvolucioni spektri
mogu izdvojiti razlic¢ite osobine materijala koje su na odreden nacin povezane sa
prostornom raspodelom elektrona, elektronskih orbitala, kao i inenzitetom veze
(kovalentna, vodonicCna, jon-dipol i dr.). Ovaj metod zapravo predstavlja
optomagnetnu digitalnu spektroskopiju materijala, sa rezolucijom od 1 nm u
plavoj i do 2 nm u crvenoj svetlosti. Svetlosne karakteristike izvora razliito su
modifikovane, ali svaki od ovih ekrana ima neku spektralnu karakteristiku
osobenu za koZu, jer ovaj metod radi na molekularnom nivou i karakterizuje
polimernu prirodu komponenti koZe. OMF dijagram koZe sadrzi amplitude
polarizovane i nepolarizovane svetlosti i poloZzaj maksimuma odnosno
minimuma u konvolucionim dijagramima zbog razlic¢itih konformacionih stanja
biomolekula zbog njihove interakcije sa vodom i strukturnim stanjima
nanolipidnih struktura. Polarizovana bela svetlost otkriva fine razlike izmedu
biopolimera i lamelarnih struktura koZe koji su nastali usled interakcije sa
vodama razlic¢itog jonskog sastava odnosno razli¢ite dinamike paramagnetskih i
dijamagnetskih svojstava. Posmatranje slika, dobijenih snimanjem koZe, golim
okom ne otkriva nikakve razlike izmedu njih. Medutim KkoriS¢enjem
kompijuterske analize piksel po piksel, brojanjem i spektralnim konvolucionim
algoritmom nadene su znacajne razlike i dati su u odgovaraju¢im dijagramima

(16-39).

U datim dijagramima moZemo primetiti broj pikova, pozicije pikova
(talasne duZine) distribucija pikova (gore i dole) i intenzitet individualnog pika.
Na osnovu ovih karakteristika je moguée wuociti razlike u kozi usled
konzumiranja razlicitih vrsta voda. Intenziteti kao i razlike u talasnim duzinama
se razlikuju izmedu razlicitih slojeva koze nakon uklanjanja jednog dva ili tri
sloja pokozice, kao i na uklonjenim pokozZicama koje su zaostale na flasterima.
Generalno gledano ispitanici koji su sa Zrenjaninske vode presli da piju flasiranu
vodu poseduju povecane vrednosti pozitivnih pikova i njihovih povrSina u
poredenju sa onima koji su nastavili da piju Zrenjaninsku vodu. Takode se moZe
primetiti povecanje vrednosti i negativnih pikova u nultom kao i ostalim

slojevima koZe nakon uklanjanja jednog drugog i treceg sloja pokoZice. Kod
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ispitanika koji su pili flaSirane tipove voda se primecuje trend povecavanja
intenziteta pozitivnih i negativnih pikova sa dubinom koZe dok se dijagrami
pokozice ujednacuju. Kod ispitanika koji su pili Zrenjaninsku vodu su manji
intenziteti pozitivnih pikova u svim slojevima koZe i intenziteti svih pikova su
postojani u svim slojevima koze, takode slojevi pokoZzice koji su zaostali na
flasterima pokazuju heterogenost. Kod ispitanika koji su pili flaSirane tipove
voda se dijagrami flastera ujednacuju tako da svi nalikuju jedni drugima.
Dijagrami svih ispitanika se razlikuju, kao i dijagrami slojeva koZe i slojeva
pokoZice koja je zaostala na flasterima. MoZe se primetiti da je kod mladih
ispitanika intenzitet kao i povrsSina pikova u svim slojevima koZe postojana
neznatno se menjaju u zavisnosti od slojeva koze. Kod mladih muskih ispitanika
se intenzitet pikova sa slojevima koZe smanjuje a u isto vreme se menja njihov
odnos, opadaju vrednosti i povrSine pozitivnih pikova dok u tre¢em sloju koze
negativni pikovi postaju veéi od pozitivnih. Kod Zenskih ispitanika su u svim
slojevima intenziteti i povrSine pikova postojani sa dubinom slojeva koZe. Kod
starijih ispitanika vrednosti pikova ostaju priblizno isti mada nakon uklanjanja
prvog sloja pokoZice naglo padaju da di kasnije bili dosta ujednaceni. Na
povrSinskim slojevima keratinocita se uocavaju najmanje promene izmedu
ispitivanih grupa Sto nije iznenadujuce sa obzirom da su povrSinski slojevi
keratinocita pod uticajem spoljaSnje vlage. Ovaj povrsinski sloj koZe je i pod
uticajem vode iz donjih slojeva koZe, u slu¢aju konzumiranja Zrenjaninske vode
mnogo je veci drugi glavni negativni pik nego ako piju flaSirane vode, zatim
sporedni drugi pozitivni i negativni pik nestaju, drugi glavni negativni pik se
pomera ka vecim talasnim duZinama a intenzitet drugog glavnog pozitivnog
pika raste. U nanolipidnim slojevima ispitanika, koji su menjali tip vode za pice
se uocavaju najveCe promene u paramagnetskim i dijamagnetskim svojstvima
kao posledica interakcije molekula vode sa lamelarnim lipidnim strukturama za
Cije je formiranje od presudnog znacaja organizacija vode u stratum
granulozum. U dubljim slojevima pokozice nakon uklanjanja povrsinskih slojeva
je primecen veci intenzitet i povrSina pozitivnih pikova, smanjenje povrSine i
intenziteta negativnih pikova Kod ispitanika koji su pili Zrenjaninsku vodu

pikovi se pomeraju ka vec¢im talasnim duZinama a kod ispitanika koji su pili
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flaSirane vode se povecavaju intenziteti i pozitivnih i negativnih pikova.
Sporedni pozitivni pikovi su kod ispitanika koji su pili Zrenjaninsku vodu
pomereni ka ve¢im talasnim duZinama dok je kod ispitanika koji su pili flaSiranu
vodu sporedni negativni pikovi pomereni ka manjim talasnim duzinama. U
donjim slojevima koZe nakon uklanjanja tri sloja pokoZice se primecuje da je
glavni pozitivni pik manji kod ispitanika koji su pili Zrenjaninsku vodu dok su
svi ostali pikovi glavni i sporedni ve¢i kod ispitanika koji su pili flaSiranu vodu.
Kao posledica konzumiranja raznih voda javlja se razli¢iti odgovor u tkivu
pokozice, kod ispitanika koji su pili Zrenjaninsku vodu su OMF dijagrami koZe,
viSe haoti¢ni manjih dijamagnetskih vrednosti narocito u nanolipidnim
slojevima izmedu keratinocita. Epidermis koZe ispitanika koji su promenili vodu
za pi¢e pokazuje OMF dijagrame koji ukazuju na vecée pravilnosti narocito u
nanolipidnim slojevima kao i ve¢u dinamiku paramagnetskih i dijamagnetskih
svojstava. Promena talasnih duzina dobrovoljaca koji su promenili tip vode
ukazuje da koZa dermis i subkutis zadrZavaju vodu duze od tri meseca
pretpostavljamo da je voda u koZi mesSavina Zrenjaninske i flasirane vode i
prodiru kroz bazalnu membranu. Interakcija vode i lipida narocito u stratum
granulozum i stratum corneum su narocito fundamentalni za svojstva koZe.
Vodonicne veze vode Cine mreZu sa prisutnim polarnim grupama lipida. Ovi
lipidi koji se oslobadaju u stratum granulozum i ¢ine dvoslojeve u stratum
corneumu se sastoje uglavnom od ceramida, holesterola i slobodnih masnih
kiselina. Na povrSini koZe polarni lipidi su sposobni da formiraju lamelarne i
heksagonalne faze u prisustvu viska vode odgovarajuée strukture. (Wertz
2000.) Tecna uredena faza poseduje oba svojstva gel faze i teCnokristalaste faze.
Ove meSavine faza i osobine slojeva koze zavise od mnogo faktora od kojih su

dominantni: starost, pol tip koZe, ishrana i tip vode.

Vazna funkcija koZe je zaStita od gubitka vode iz organizma. (Garidel
2006.) TEWL je proces pasivne difuzije, pokrenut negativnim pritiskom
isparavanja vodene pare, kroz koZu. OroZnali sloj je izuzetno vazan faktor koji
ogranicava stopu transporta vode ka spoljaSnjosti. Jedinstvena organizacija

hidrofilnih ¢elija unutar lipidnog, hidrofobnog okruzenja cini keratinozni sloj
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10-20 um posebno efikasnim kao barijeru. Voda koja se zadrzava u epidermisu
se smanjuje kod starijih ispitanika u poredenju sa TEWL vrednostima u odnosu
na ispitanike srednje dobi. Nadeno je da znacajna razlika postoji izmedu ove dve
grupe ispitanika u stratum granulozum. Postoji razlika u svojstvima koZe koji su
promenili Zrenjaninsku vodu i presli na flaSiranu vodu. Znacajna razlika je
nadena u srediSnjem delu stratum granulozum, gde postoje voda lipidi
nanoslojevi. Ovi rezultati ukazuju na vaznost nano slojeva vode koji su prisutni
u epidermisu i tipu vode za pice koji se reflektuje u svojstvima ljudske koZze.
Debljina epidermisa je prose¢no oko 200 pm i debljina joj varira u zavisnosti od
lokacije na telu, i mozZe biti do 2 mm debela. Medutim ova debljina takode varira
u skladu sa koli¢inom vode koju epidermis zadrzava. Sa starenjem ovi slojevi
postaju tanji i gube sposobnost da zadrZavaju vodu. Bazalne ¢elije, kroz proces
prometa, postaju splostenije i formiraju sloj stratum spinozum sa oko 20 slojeva
Celija koje leZe na sloju bazalnih ¢elija. Debljina sloja stratum corneuma je od 60
um do 150 um, i zadrzava oko 35% epidermalne vode. U narednom deljenju
¢elija organele kao $to su jedro i mitohondrije po¢inju da se dezintegri$u. Celije
se sve viSe ispunjuju keratinskim vlaknima i sadrZe manje intercelularne vode
od bazalnih i spinosnih ¢elija. Medutim ovaj sloj zvan stratum granulozum, je
oko 5 pm debeo i poseduje veoma uredenje lipid-voda nanoslojeve, od 5 do 20,
u zavisnosti od stanja koze. Slojevi vode su tanki od 20 do 50 nm. Dramati¢na
situacija u slojevima stratum granulozum gde je razlika mlade i stare koZe
izuzetno znacajna. Takode ovi rezultati ukazuju na ulogu pojedinacne gel faze u
stratum corneum. Domeni gel faze bi mogli podrzati funkciju barijere, gde
kontinuirani te¢no kristalasti domen bi mogao da obezbedi fleksibilnost
neophodnu za savitljivost koZe. Interakcija lipida i vode je fundamentalna za sva
telesna tkiva, ali za koZu poseduje specijalan znacaj. Svaki molekul vode je u
mogucénosti da se veZe za Cetiri suseda. Vodoni¢ne veze vode Cine mrezu sa
polarnim grupama lipida. Lipidi stratum corneuma se sastoje uglavnom od
ceramida, holesterola i masnih kiselina. Na povrSini koZe polarni lipidi su
sposobni da formiraju lamelarne ili heksagonalne faze u prisustvu viska vode.

TeCna uredena faza poseduje oba svojstva: gel faze i teCne kristalaste faze.

-290 -



v Rezultati i diskusija

Mesavine faza i svojstva slojeva koZe su zavisni od mnogih faktora ali su

dominantni: starost, pol i tip kozZe.

OMF voda koje su koriStene u eksperimentima pokazuju uocljive razlike
svoje paramagnetne/dijamagnetne dinamike. Demi voda pokazuje pikove veceg
intenziteta kako pozitivnih tako i negativnih dok su kod Beogradske vode nesto
niZi narocito prvi pik dok pozitivni pikovi kod ove vode rastu ka vec¢im talasnim
duZinama dok negativni pikovi obrnuto opadaju. Zrenjaninska voda pokazuje
razlicita svojstva, pozitivni pikovi su neSto manji i dosta ujednaceni a negativni
pikovi opadaju, prvi negativan pik ove vode je upadljivo najveéi od svih
dijagrama, drugi glavni pik je daleko manjeg intenzite dok pomo¢ni pikovi ne
postoje. Odnos dijamagnetskih i paramagnetskih svojstava vode je povezan sa
sastavom ispitivanih voda, u slucaju demi vode su izraziti i pozitivni i negativni
pikovi koji rastu ka veéim talasnim duzinama, povrSine pozitivnih oblasti
dijagrama su najve¢i od svih dijagrama. Beogradska voda pokazuje manji
intenzitet pozitivnih oblasti dok negativne rastu, dok kod Zrenjaninske vode su
dominantne negativne oblasti dok je pozitivha najmanja od svih ispitivanih
voda. Ova dinamika paramagnetskih i dijamagnetskih osobina razlicitih tipova
ukazuje na razli¢itu duZinu vodonic¢nih veza i stvaranje i razruSavanje klastera
kao posledica njihove razgradnje i stvaranja u interakciji sa konstituentima.

(Koruga Miljkovi¢ Ribar Matija Koji¢ 2010.)

NIR Spektroskopija vodenog sistema sa vodom kao zajednickim
imeniocem obezbeduje dobijanje informacija na molekularnom nivou. Kao $to
se vidi iz dijagrama 16-18 i akvagrama sa slika 8 i 10. RazliCite konfiguracije
vode karakteristicne za demi, Beogradsku i Zrenjaninsku vodu, sa dimeri,
trimeri, razliCite asocijacije molekula vode, solvatacioni omotaci kako je poznato
doprinose veoma specificno NIR spektru vode. Kako su ove konfiguracije veoma
osetljive na sastav i naelektrisanje rastvorenih molekula ili klastera dobijaju se
podaci (akvafotomi sa karakteristicnim apsorpcionim trakama) NIR spektar
vode je nadeno da sadrzi znacajne informacije o rastvorku. NIR vode spektralni
obrazac opisuje matriks vode u veoma velikim detaljima i u odnosu na ostale

molekule u rastvoru. Interakcija voda svetlost opisuje spektralni obrazac i
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reflektuje ostatak molekula u rastvoru kao vodeno ogledalo na molekularnom
nivou. (Tsenkova 2007.) Akvagram Beogradske vode ukazuje na postojanje
karakteristicne mrezZe vodonic¢nih veza koja je zavisna od njenih rastvoraka.
Zrenjaninska voda je osobena po vefem sadrzaju organskih i neorganskih
materija Sto se na spektrima moZe uociti pod raznim poremecajima kroz izrazite
pikove ne samo slobodnih molekula vode, trimera vode nego kroz izrazito
povecanje vecih nepravilnih struktura vode, solvatacionih omotaca i malog

broja malih klastera i slobodnih molekula vode.
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9. ZAKLJUCAK

9.1. Uocen je mnogo veci znacaj vode u odvijanju bioloskih
procesa nego Sto se do sada smatralo. Zbog toga je
potrebno pored genomike i protinomike uvesti u nauku

pojam aquaomiku.

Sa uvecanjem aktivnosti ljudske populacije povecava se nivo degradacije
vode. Voda postaje od sve veleg interesa zbog njene sve vece oskudice,
potrebno je obezbediti njen kvantitet i kvalitet, kako voda postaje oskudnija i
vrednija. Kvalitet vode je potrebno poboljsati, ne samo na tradicionalan nacin
uklanjanjem organskih materija, Zivih bi¢a, ili popravljanjem njenog hemijskog
sastava nego i poboljSanjem i odrzavanjem njene strukture odnosno delovanjem
na mrezu vodoni¢nih veza koja je u stalnoj interakciji sa rastvorcima i
spoljasnjim poljima sila. Od vode je zavisan sav Zivi svet na zemlji i najvazniji je
konstituent pored ugljenikovih jedinjenja u Zivim bi¢ima. Sve celije i organi
zavise od vode i pravilne hidratacije od koje zavisi njihovo funkcionisanje,
zdravlje ili bolest. Proucavanje vode sa razli¢itih aspekata i njihove interakcije
sa razli¢itim povrSinama kao i interakcije molekula vode izmedu sebe namece
potrebu da se proucava struktura i funkcija vode na njenom molekularnom

nivou.

Naucna disciplina genomika je zasnova na potrebi proucavanja na
molekularnom nivou genoma organizama, genetskog mapiranja, heteroze,
epistaze i drugih interakcija izmedu lokusa i alela unutar genoma. Istrazivanje
pojedinacnih gena nije u domenu genomike osim ako je cilj geneticka kontrola i
funkcionalna informaciona analiza da se rasvetli uticaj gena, mesto i odgovor na

unutras$nju mrezZu genoma.

Slicno proteomika koja se bavi istrazivanjem strukture i funkcije
proteina, analogna je sa genomikom i kovanica je od reci protein i genom. Posle

genomike, proteomike je sledeci stepen u istraZivanju bioloskih sistema. Mnogo
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je komplikovanija od genomike uglavnom dok je genom organizma vise ili
manje konstantan proteini se razlikuju od celije do celije od trenutka do
trenutka. Proteomika obuhvata praenje proteoma u pogledu vrste Ccelije,
bolesnog ili zdravog stanja ili pak tokom razliitih faza razvitka organizma.
Proteom je podloZan neprestanim promenama kroz interakcije s genomom ili
spoljasnjim ciniocima. Usko su povezane sa biotehnologijom i kompjuterskim
tehnologijama. Proteomika i genomika su interdisciplinarne nauke Kkoje

povezuje biologiju, hemiju i racunarstvo.

Nakon nauc¢nih saznanja o vodi, vodoni¢nim vezama i njenoj prirodi,
samoorganizaciji molekula vode i njenoj simulaciji ukazuje se potreba za
proucavanjem Zzivotnih fenomena, u osnovi kojih je intrakcija molekula vode sa
genomom i proteomom Zivih bi¢a, aquaomika, kovanica od aqua i genomika
odnosno proteomika. Ova nova naucna disciplina bi proucavala interakcije
molekula vode sa biomolekulima (pre svega genomom i proteomom) i drugim
neorganskim molekulima, jer na nivou molekularne organizacije Zivih bica
pocinju najranije patoloSke promene, pa bi njihovo otkrivanje i lecenje u
najranijoj fazi, kao i razumevanje mehanizma njihovog nastanka bili od

narocitog znacaja za poboljSanje kvaliteta Zivota ljudi.

9.2. Doslo se do novih saznanja o transpornim putevima vode

u kozi, pri cemu je uloga bazalne membrane objasnjena

KoZna barijera pocinje sa bazalnom membranom, njena funkcija nije
samo da obezbedi potporu, pricvrséivanje i funkcionisanje kao i u€estvovanje u
fiziologiji germinativnih Celija nego i da ucestvuje u regulaciji prolaska vode ka
gornjim celijama epidermisa. Molekuli vode samo difuzijom mogu da produ
kroz pore bazalne membrane, koja je spora, i na taj se nacin razdvajaju dobro
hidratisani dermis od slabo hidratisanog epidermisa. Sa promenom fiziologije
organizma kad se ukaZe potreba za brZom hidratacijom gornjih (¢elija
epidermisa organizacija molekula vode je od suStinskog znacaja za brzi prolazak

vode kroz ovu barijeru. U bazalnoj membrani se takode vrsi strukturisanje vode
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$to omogucuje laksi prolaz molekula vode kroz akvaporine i tesne spojnice

epidermalnih Celija u slucaju potrebe organizma.
9.2.1. Ostalo

Dermis sa svojom molekularnom organizacijom pretstavlja rezervoar
vode Citavog organizma ne samo epidermalnih slojeva koZe. Voda u epidermisu
ne samo da postaje vezana od strane proteoglikana i hijaluronske kiseline nego
se i strukturiSe na kolagenskim fibrilima. Na taj nacin struktuisna voda lakse

preko pora difunduje kroz bazalnu membranu.

Kroz sloj germinativnih Celija, koje naleZu na bazalnu membranu, voda
prolazi na dva nacina: transcelularno preko akvaparona 3 i paracelularno preko
tesnih spojnica. Oba nacina prolaska su zasnovana na prolazu individualnih
molekula vode na Kkontrolisan nacin i odvijaju se osmotskim procesom.
Geometrijski pravilne male skupine molekula vode klasteri, lakse prolaze kroz
ove prepreke, nego veCe nepravilne nakupine molekula vode. Na granici
germinativnog sloja epidermalnih celija i mrtvih oroznalih keratinocita voda
ima znacajnu ulogu u obrazovanju nanolipidnih lamela koje okruzuju
keratinocite i imaju suStinski uticaj na drasticno smanjenje koli¢ine vode u
povrSinskom oroZnalom sloju epidermisa. Ovaj deo epidermisa je sa najmanjom
kolicinom vode da ne bi doSlo do prodora vode iz spoljaSnjosti kroz koZnu
barijeru Sto bi narusilo elektrohemijsku homeostazu organizma. TEWL svakako
zavisi od stanja nanolipidnih slojeva u epidermisu, njegovog obrazovanja u
interakciji sa molekulima vode, koja zavisi od lokalne mreZe vodoni¢nih veza i

njene dinamike.

9.3. Definisana je bioloska vrednost vode kao rezultat multi
faktorske sistemske analize uloge vode u funkcionisanju

organizma

U zavisnosti od nivoa organizacije Zivih bica mogu se sagledati razliciti

aspekti bioloSke vrednosti vode. Na makroskopskom nivou bioloSka vrednost
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vode je svakako zavisna od prisustva Zivih bi¢a u njoj, koji mogu dovesti do
bolesti odnosno poremecaja bioloSke homeostaze u organizmu i moZemo je
iskazati kao bioloSka vrednost vode. Na ovom nivou voda u Zivim bi¢ima ima
ulogu transportnog medijuma, pa sa sobom moze doneti patogene organizme,
uCestvuje u razliitim metabolickim procesima, poseduje svojstva bitna za
termoregulaciju, ucestvuje u podmazivanju. Na makroskopskom i mikro-
skopskom nivou organizacije i funkcionisanja organizma od hemijskog sastava
vode zavise fizioloske funkcije organizma, bilo da je koncentracija rastvorenih
jona veca ili manja od optimalne za odvijanje fizioloskih funkcija organizma, tj.

njena hemijska vrednost.

Od hemijskog sastava vode svakako zavisi unos mikroelemenata u
organizam, mada se najveca koli¢ina unosi u organizam ishranom, rastvorene
materije u vodi u povecanim koncentracijama deluju kao otrovi. Voda na ovom
nivou ucestvuje u metabolizmu, razgraduje se iznova sintetiSe, transportuje

razli¢ite metabolite i pretstavlja medijum u kom se odvijaju enzimske reakcije.

Na molekularnom nivou vrednost vode se ispoljava kroz njenu
organizovanost i dinamiku njenih vodoni¢nih veza koja utice na procese
hidratacije, dehidratacije, rastvorljivosti i jednostavno njenih anomalnih
osobina koje su susStinski znacajne za odvijanje svih Zivotnih procesa. Na ovom
nivou voda ucestvuje ne samo u funkcionisanju nego i obrazovanju struktura
zivih bica, pa se usled interakcije sa faktorima spoljasnje sredine pojavljuju prvi

znaci naruSavanja na molekularnom nivou $to su najraniji pocetci bolesti.

9.4. Dadata je nova sistemska analiza uloge vode kod starenja

i doslo se do novih saznanja o ulozi vode kod starenja

Starenjem se menja koli¢ina vode u ¢elijama organizma, narusava se kroz
interakciju sa raznim spoljasnjim i unutrasnjim faktorima, njena organi-
zovanost. Voda unutar celije oko biloskih polimera, postaje sve viSe u vezanom

stanju, manje izmenljiva sa okolnom bulk vodom pa zajedno sa ostalim
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mehanizmima starenja utiCe na smanjenje proliferativne sposobnosti celija,
sposobnosti da odrzi svoju homeostazu, smanjene sposobnosti da otstrani
toksiCne materije, da unesu hranljive materije i kiseonik kao i sposobnosti da
komunicira sa ostalim ¢elijama organizma. UnoSenjem klasterisane odnosno
vode koja brZze mozZe pro¢i kroz akvaporine ili kroz celijske spojnice se
omogucuje efikasnije regulisanje Zivotnih funkcija Celije pa usled toga produZziti
Zivotni vek organizma. Posledica smanjenja kolicine vode u ¢eliji vodi ne samo
do nakupljanja toksi¢nih materija, pre svega aktivnih radikala, nego i povecanja
konkurencije za molekule vode izmedu razli¢itih molekula, zbog te konkurencije
dolazi do nepravilne konformacije, molekuli prilikom nepotpune interakcije sa
vodom zauzimaju stanje sa veom slobodnom energijom odnosno ne
odgovaraju¢om konformacijom, $to vodi u nefunkcionalnost i smrt. Brzina
interreakcije vode i proteina je od sustinskog znacaja ne samo za njegovu
konformaciju nego i za funkcionisanje jer su njegove funkcije povezane sa

procesima hidratacije i dehidratacije da bi obavio neku funkciju.
9.4.1. Ostalo

Tokom embrionalnog razvi¢a, nakon radanja i kasnije tokom odrastanja
dolazi do opadanja koli¢ine vode u organizmu i tkivima kao i promena odnosa
celijske i vancelijske vode. Za intezivne razvojne procese u embrionalnim
¢elijama i njihovu proliferativnu aktivnost struktura vode i njena brza
izmenjljivost su od krucijalnog znacaja. Celije embriona kao i tkiva posteljice
posebno njen sloj trofoblast strukturiSu vodu koja se nalazi u krvi majke bez
obzira kako je naruSena njena struktura odnosno Kklasterisanost. Tokom
embrionalnog razvoja sa diferencijacijom tkiva embriona i posebno nakon
rodenja energetska cena odrZanja molekula vode u organizovanom stanju,
pored destruktivnih uticaja spoljasnje sredine koji je naruSavaju je suviSe velika
i preusmerava se ka mehanizmu odrzanja vrste odnosno jedinke ili prosto

duZzine Zivota same jedinke.

Organizovanost molekula vode i dinamika njenih vodoni¢nih veza su u

molekularnoj osnovi nastanka bolesti koje zapocinju naruSavanjem funkcija
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Celije na molekularnom nivou remete¢i normalno funkcionisanje njenih
konstituenata. Voda ima klju¢nu ulogu u komunikaciji izmedu ¢elija organizma,
njeno narusSavanje pod dejstvom faktora spoljaSnje sredine ima udela u
naruSavanju procesa Celijske komunikacije, mehanizam proliferacije i apoptoze,
hormonalni i imuni sistem. Voda kao klju¢ni deo Celije ima udela u prenosenju i
realizaciji komunikacije, prenosa informacija tokom replikacije DNKa,
prenoSenja informacija na proteine, njihovo funkcionisanje, i razne signalne
procese unutar same Ccelije njihovo naruSavanje dovodi do nekontrolisane

deobe, smrti ili disfunkcionalnosti.

9.5. Primena opto-magnetnog fingerpinta kod karakterizacije

slojeva kozZe i vode u slojevima

OMF spektar pokazuje sprovedena istraZivanja koZe, in vivo, novom
nanotehnoloskom metodom. OMF snimci ukazuju na to da koZa predstavlja
biofizicki sistem izuzetnog opsega raznolikosti, ¢ija su ispitivanja ukazala na
nove bazi¢ne osobine ispoljene pod uticajem razlic¢itih vrsta voda. Opto-
magnetni spektri su omogucili uvid u skup informacija karakterizacijom u
opsegu vidljive svetlosti i ukazali na opseg razlika talasnih duZina od 100-160
nm kao klju¢an u donoSenju procene biofizickog stanja koze. OMF metodom se
dobijaju informacije o biofizickim promenama slojeva koZe pod uticajem voda
razli¢itih mineralnih sastava i klasterizacije. Na ovaj nacin se mogu dobiti
informacije za odredivanje bioloske vrednosti vode. Rezultati istraZivanja
svojstava ljudske koZe za region unutrasnje podlaktice se uocavaju razlika dva
tipa voda za pice Sto ukazuje da tip vode poseduje uticaj na svojstva koze.
Otkrivene su znacajne razlike u sredisSnjem delu stratum granulozuma, kad su
uklonjeni kompletni stratum corneum i oko 50% ¢elija stratum germinativum,
gde nastaju voda lipid pod slojevi, Sto ukazuje na vaznost prisustva nanoslojeva
vode u epidermisu i tip vode koja se pije Sto se reflektuje na svojstva koZze
Coveka. Za ovaj region i OMF spektar i bioimpedanca pokazuju razlike u
svojstvima koZe za dva razliCita tipa voda za pice. Ovo jasno ukazuje da tip vode

za pi¢e utiCe na svojstva koZe. Posto OMF metod moZe veoma dobro
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determinisati paramagnetska/dijamagnetska svojstva koZe Sto ukazuje da ovaj
metod i molekularni pristup istrazivanja svojstava koZe moZze biti obecavajuce
polje istraZivanja u biomedicini, posebno dermatologiji i ocenjivanju bioloske

vrednosti vode za pice.
9.6. Primena AFM u karakterizaciji skinutih slojeva koZe

KoZza mladih ispitanika zadrZzava dobro vodu u svim epidermalnim
slojevima. Na povrsini koZe, impedanca kao i OMF su priblizno sli¢ni izmedu
mlade i stare koZe, razlike postaju ocigledne u srediSnjem delu stratum
granulozum, zato $to ovaj sloj sadrZi izmedu lipidnih dvoslojeva vodu koja je u
uredenim nanoslojevima. Sa starenjem dolazi do narusavanja funkcije barijere
koZe usled naruSavanja organizacije nano voda lipidne strukture $to dovodi do
stanjivanja ovog sloja. AFM metodom se moze utvrditi topologija i debljina
uzoraka koZe u zavisnosti od tipa vode koja je konzumirana. Vode razlicitih
tipova koje se konzumiraju dovode do povecanja ili smanjenja debljine stratum
granulozum u delu obrazovanja slojeva nano voda lipidni dvosloj Sto dovodi do

naruSavanja funkcije barijere koZe i uopste svojstava koze.

9.7. Ildentifikacija razlicitog ponasanja slojeva koZe sa aspekta
paramagnetizma dijamagnetizma u prisustvu razlicitog

tipa vode u datom sloju

Metodom OMF je moguce karakterisati razlic¢ite slojeve koZe, ustanoviti u
njima dinamiku dijamagnetizma i paramagnetizma vode. U zavisnosti od grade
koZe voda se ponaSa na razne nacine u zavisnosti od sloja u kome se nalazi
tokom sazrevanja i diferencijacije korneocita. U zavisnosti od organizacije
molekula vode koji se konzumira, slojevi korneocita daju razli¢ite OMF spektre
na osnovu kojih se mogu dobiti podaci o bioloSkoj vrednosti vode. Razli¢iti
nanolipidni slojevi u epidermisu koZe pod uticajem razli¢itih tipova voda
pokazuju da dolazi do specificnog odgovora ovih slojeva na prisustvo voda

razlicite organizacije.
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9.8. Ispitivanja uticaja voda razliCitog sastava na potomstvo

(pacova)

Razliciti tipovi voda imaju uticaja na embrionalni razvoj jedinki, pored
ostalih faktora determiniSu pre svega plodnost a zatim utiCu i na sam
embrionalni razvoj. Moguénost embriona kao i same posteljice su ogranicenih
kapaciteta da strukturiSu vodu pa je razvice jedinke pod uticajem razlicitih vrsta
voda. Nakon radanja mladunci pacova poseduju vecu osetljivost metadolizma na
razlicite vrste voda kako zbog samog izlaganja razli¢itim tipovima voda tako i
zbog duzeg izlaganja tokom Zivota. Strukturisane vode pokazuje znacajnu
normalizaciju parametara krvi, tako da mladunci poseduju znatno normalnije
parametre krvi, za razliku od nestrukturisane vode koja nema uticaja na

normalizaciju parametara krvi.
9.8.1. Ostalo

Metodom impedance koZe se moZe u grubim crtama odrediti stanje vode
u njenim slojevima. Ova metoda nam moze dati informacije pre svega o koli¢ini
vode u kozi kao celini i u njenim pojedinim slojevima. Ljudi razlicite starosti,
pola i kao posledica njihovog razliCitog genotipa i sredinskih faktora mogu imati
razli¢ite Kkoli¢ine voda u slojevima koZe odnosno razli¢itu otpornost. Metoda
impedance koZe je komplementarna OMF metodi i zajedo ukazuju na biolosku
vrednost vode u koZi. Karakterisanje epidermalnog sloja koZe bioimpedancom
kao i OMF moZe posluZziti za uspostavljanje bioloske vrednosti vode koja se pije
u kozi. Karakterizacijom epidermalnog sloja koze OMF spektrom i bioimpe-

dancom moZe se ustanoviti bioloSka vrednost vode koja se pije u koZi.

[spitivanje biohemijskih parametara krvi pacova, grubo ukazuju na uticaj
razli¢itih tipova voda na biohemijske funkcije u organizmima, pre svega
fiziologiji jetre i endokrinog sistema. Vode razliCite strukturisanosti uti¢u na
metabolicke funkcije organizma na molekularnom nivou. Metabolizam je pod

uticajem razlicitih faktora, kako sredinskih tako i naslednih, poSto je uticaj vode
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maskiran svim ovim razli¢itim faktorima odgovor organizma na razne tipove

voda je nespecifican.

Pacovi su pili razli¢itu koli¢inu vode wu zavisnosti od njene
strukturisanosti. Najmanje su pili stabilizovanu strukturisanu vodu, mnogo su
viSe pili nestabilisanu strukturisanu vodu dok su najvise pili vodovodske vode
pogotovo Zrenjaninjsku vodu. Strukturisana voda je u manjoj kolicini
zadovoljila Zed i omogucila hidrataciju organizma dok je Zrenjaninske vode
potrebno viSe da bi Zivotinje zadovoljile Zed i postigle hidrataciju svog

organizma.

Naucni doprinos teze:

1. Skup primenjenih metoda OMF, AMF i bioimpedance pruZio je znacajnu koli¢inu
medusobno komplementarnih informacija o biofizickim stanjima koZe kao
posledice unosenja razli¢itih vrsta vode. Svi podaci koji su sakupljeni primenom
raznih metoda (bioimpedanca 150 str., OMF 164 str. i AMF 172 str.) ukazali su
na odredene specificnosti koze kao bioloskog uzorka i njene interakcije sa
vodama razli¢itog mineralnog sastava i strukture koje ranije nije bilo moguce
sagledati a koje su, dodatno, ukazale na promene koje je potrebno uvesti u
eksperimentalni i naucni postupak kako bi rezultati istraZivanja predstavljali
objektivniji prikaz stvarnog biofizickog stanja koze. Metodom OMF kao Sto se
vidi iz dijagrama (16-41) se mogu uociti razlike izmedu optickih svojstava koZe
kako starijih i mladih ispitanika, muskih i Zenskih ispitanika tako i ispitanika
koji su pili Zrenjaninsku i flasirane tipove voda gde je uocena najveca razlika u
stratum granulozum u intenzitetu kao i razlici u talasnim duZinama $to ukazuje
na razliku ne samo mineralnog sastava nego i dinamici molekula vode i njenih
asocijacija. Za ovaj region i OMF spektar i bioimpedanca (dijagrami 45-59)
pokazuju razlike u svojstvima koZe za dva razlicita tipa voda za pice. Ovo jasno
ukazuje da tip pijate vode utice na svojstva koZe. Ovi fenomeni su prvi put
primeceni i moguce je karakterisati kozu u zavisnosti od tipa voda koje su

konzumirane.
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Sagledavanje interakcije molekula vode na grani¢nim povrS$inama, ponasanja
voda sa razli¢itim strukturama, uticaj vode koja se konzumira na organizaciju
voda unutar celije odnosno organizma omogucuju novi uvid u vrednovanje
voda, ne samo da postoje bioloSke i hemijske karakteristrike voda nego se u
svetlu novih saznanja o vodi na molekularnom nivou, prirodi vodonic¢nih veza
u formulu za odredivanje vrednosti voda treba razmatrati i strukturu vode
odnosno njenu klasterizaciju. Pronadeno je da novim metodama OMF i
akvafotomiksom, na osnovu interakcije vidljive odnosno infracrvene svetlosti
sa valentnim elektronima je moguce uociti razlike u spektrima Zrenjaninske,
Beogradske i Demi vode kao posledice njihovih razli¢itih mineralnih sastava i
vodenih struktura $to se po prvi put uocilo u OMF dijagramima (42-43) gde se
moze uociti zavisnost dijamagnetskih/paramagnetskih osobina razli¢itih
tipova voda u zavisnosti od njihovog mineralnog sastava. Na akvagramima (8
i 10) Prvi overtone vode na 1300 do 1550 nm pokazuje razlike u mreZzi
vodoni¢nih veza kao posledice razli¢itog mineralnog sastava kao i razlicite
proslosti vode iz Beograda i Zrenjanina. Ovi metodi po prvi put omogucuju

egzaktnu karakterizaciju voda na nano nivou.

Voda kao rezultat multi sistemske analize moze biti uklju¢enja u razmatranje i
kao faktora koji utice na starenje organizma. Zajedno sa razli¢itim
mehanizmima, genetskim i stohastickimpriroda vodoni¢nih veza omogucuje
molekulima vode da budu jedan od glavnih mehanizama na molekularnom
nivo koji u sprezi sa ostalim mehanizmima deluje ne samo na razvi¢e nego i
starenje organizma u celini kao posledice disfunkcionalnosti Ccelija,
kancerogeneze, pojave bolesti i na kraju smrti. Razliciti tipovi voda uticu na
nastajanje i funkcionisanje lipidno vodenog kompleksa tj. lamelarnih
membrana u stratum granulozum i stratum corneum, Sto utice na njegovu
funkciju kao i starenju koze. Postoji zavisnost izmedu duzine unoSenja vode
odredene strukture i odnosa paramagnetizma/dijamagnetizma u tkivima koZe
Coveka pre svega epidermalnoj komponenti lipidnih lamela u lipidno vodenim
nanoslojevima. Prvi put je otkriveno da je stratum granulozum kod ispitanika

koji su pili Zrenjaninsku vodu tanji, Sto se deSava i sa starenjem organizma,
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dok je kod ispitanika koji su pili flaSirane tipove voda deblji, a najdeblji kod

mladog ispitanika koji je konzumirao flasirane vode.

Uvodenjem nove naucne discipline aquaomike se omogucuje precizniji uvid u
interakciju genotipa i vode u prenosu informacija na proteine i njihove
interakcije sa molekulima vode da bi ostvarili svoju biolosku funkciju. Ovaj
novi pristup u svetlu novih saznanja o vodi omogucuje uvid o dejstvu raznih
polja sila na proces prenosa informacija na raznim nivoima i vremensku i
prostornu organizaciju proteoma u Celiji i ¢itavom organizmu. Naj raniji znaci
pojave patoloskih stanja su moguc¢i da se otkrivaju i prate na nivou atoma i
molekula kao i interakcija sa raznim poljima sila koja ih moZe izazivati
remeteci proces prenoSenja informacija od DNK-a do proteina i njihovu
interakciju sa okolinom. Sto se po prvi put moZe primetiti u OMF dijagramima
koZe ispitanika na dijagramima ispitanika (16 do 49) a narocito stratum

germinativuma na dijagramu 49.

Vode sa razli¢itim strukturama pokazuje razlicite bioloske efekte, razlicitu
hidrataciju, drukciju interakciju sa vezanom vodom bioloskih struktura i
bioloSkim tec¢nostima. Kao posledica hidratacije, njene brzine i efikasnosti
tkiva Zivotinja i koza ljudi su sa razli¢itim sadrzajem vode, odnos vezane i
slobodne vode je razlicit usled razli¢itih struktura voda koje se konzumiraju
tako da su viSe ili manje sli¢ni mladim tkivima. Razlike u bioloSkoj vrednosti
Zrenjaninske, Beogradske i flasiranih tipova voda su prvi put otkriveni, Sto se
narocito vidi na OMF dijagramu (41) gde je prvi put otkriveno da u prozoru od
100-160 nm prvi pik, nakon skidanja treceg sloja koZe, kod ljudi koji su pili

Zrenjaninsku vodu opada dok sa prelaskom na flaSirane tipove voda raste.

Razvice Zivotinja se odvija razlicito kod jedinki u zavisnosti od tipa vode koje
su konzumirali, Sto je u vezi sa strukturom vode, odnosno dinamikom
stvaranja i razgradnje klastera vode Sto je praceno promenom dijamagnetizma
i paramagnetizma vode tj. njene organizacije i dinamike jonsko vodenog
kompleksa. Pacovi koji su konzumirali razlicite tipove voda su viSe pili ne

strukturisane vode iz vodovoda nego oplemenjene vode Sto se mozZe uociti iz
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tabela (6-10). U razli¢itim stadijumima razvi¢a pacovi konzumiraju razlicite

kolic¢ine voda, $to je po prvi put otkriveno tokom ovih istrazivanja.
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11. PRILOZI

11.1. Podaci o vodi

U tabeli (19) su prikazane vrednosti osnovnih parametara Zrenjaninske
vode koje se odreduju u higijenskom zavodu Zrenjanin. Parametri bioloske i
hemijske ispravnosti se uobicajeno Kkoriste za odredivanje kvaliteta vode, ostala

masa molekula vode se jednostavno posmatra kao prost rastvarac.

Tabela 19. Analiza osnovnih parametara Zrenjaninske vode koji se rutinski odreduju

PARAMETAR JM UZORAK MDK

tempreatura

temperatura °C 17.4 : v ey
izvoriSta ili nize

5 stepeni kobalt

Boja >0 platinske skale
Miris bez bez
Ukus bez bez
Mutnoca NTU 0.50 5
Ph vrednost Ph 7.77 6.8-8.5
UtroSak KMnO4 mg/1 35.47 8
Amonijak (NH3) mg/] 1.22 1
Rezidualni hlor

slobodni mg/l 1 0.5
Hloridi (C1) mg/1 20.43 200
Nitriti (NO2) mg/1 0.06 0.03
Nitrati (NO3) mg/] - 50
Ostatak isparenja mg/1 759 -
Eﬁtﬁf&liivos . mS/cm? 1217 1000
GvoZzde Fe mg/1 0.51 0.3
Mangan Mn mg/1 - 0.05
?;;OfOSfatl kao mg/l 0.64 0.15

Prikazani su parametri koji se ne standardno odreduju u Zrenjaninskoj
vodi. Hemijski parametri su ispod MDK ali se ne razmatra uticaj rastvorenih
supstanci na strukturu vodonic¢nih veza molekula vode, kao i na bioloski u¢inak

takve dinamcike strukture vodoni¢nih veza molekula vode.
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Tabela 20. Detaljna analiza sastava Zrenjaninske vode.

PARAMETAR M SIROVA VODA
Boja, kvalitet / j- Zuta
Mutnoca, kvalitet /

Miris, kvalitet / bez
Boja na 436 nm cm-1 1.9
Mutnoc¢a, kvantitet FNU 4.1
Mutnoc¢a, kvantitet FNU 1.3
Temperatura uzorka °C 7.9
Elel:trlcna provodljivost na mS/cm? 116
20 °C

Elektricna provodljivost na mS/cm? 129
25°C

Rastvoreni 02 mg/1 <0.5
pH, u laboratoriji / 7.86
pH, prilikom uzorkovanja / 7.72
pH, otstupanje od ravnoteZe / 0.14
Kiselost do pH 4.3 mmol/] 14.7
Kiselost do pH 8.2 mmol/I /
Alkalitet do pH 4.3 mmol/I /
Alkalitet do pH 8.2 mmol/] 0,48
UKkupna tvrdoca mmol/] 1.18
Ukupn?l tvrdo¢a u nemackim |, dH 6.6
stepenima

Desetilatrazin (metabolit) ug/l <0.03
Bromacil ug/l <0.03
Hlortoluron ug/l <0.05
Karbetamid ug/l <0.1
Hloridazon ug/l < 0.05
Cianazin ug/l <0.05
Desmetrin pg/l <0.05
Diuron pg/l <0.05
Izoproturon ng/l <0.05
Lenacil ug/l <0.05
Linuron ug/l <0.05
Metabenztiazuron pg/l <0.05
Metamitron ug/l <0.1
Metobromuron ug/l <0.05
Metoksuron ug/1 < 0.05
Monolinuron pg/l <0.05
Fenmedifam pg/l <0.1
Prometrin pug/l1 <0.05
Procimidon pg/l <0.1
Propazin pg/l <0.05
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Sebutilazin ug/1 <0.02
Simazin g/l <0.02
Desetilsimazin (metabolit) ng/l <0.05
Terbutrin ug/l <0.05
Terbutilazin pug/1 <0,02
Desetilterbutilazin

(metabolit) hg/l <005
Triadimefon g/l <0.05
Triadimenol g/l <0.1
Alahlor ug/l <0.05
Dihlorbenzamid (metabolit) ug/l < 0.05
Heksazinon ug/l < 0.05
Metalaksil ug/l <0.05
Metazahlor ug/l <0.03
Metolahlor ug/l <0.05
Metribuzin ug/l <0.03
Pendimetalin ug/l <0.02
Indeks zasi¢enosti / 0.34
Kapacitet rastvaranja

kalréijuma ] meg/I /
Kapacitet izbacivanja

kalpcijuma ] me/1 21
Amonijak mg/l 1.5
Nitrati mg/l <0.5
Nitriti mg/l <0.01
Hloridi mg/l 11.6
Sulfati mg/] <1
Fosfati, ukupni mg/l 1.6
Silicijum mg/l 8.1
Sulfidi mg/l <1
TOC mg/l 11
SAK 254 nm cm1 49.3
Metan ug/l 12000
Hemijski elementi

Gvozde mg/1 0.29
Mangan mg/1 0.032
Kalcijum mg/l 23.29
Magnezijum mg/l 14.2
Natrijum mg/1 291
Kalijum mg/l 1.2
Aluminijum, ukupni mg/l <0.02
Aluminijum, rastvoreni mg/l /
Antimon mg/l <0.001
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Arsen mg/l 0.083
Olovo mg/] <0.001
Bor mg/l 1.10
Kadmijum mg/l 0.0001
Hrom mg/l 0.001
Bakar mg/l 0.01
Nikl mg/1 0.001
Selen mg/l 0.001
Ziva mg/l 0.00005
Uran mg/l 0.0001
Volatilni halogen ugljovodonici

1,2 dihloretan ug/l <0.3
Trihloreten ug/1 <0.1
Tetrahloreten ug/1 <0.1
Suma tri- i tetrahloretena ug/l 0.0
Dihlormetan ng/l <10
Tetrahlornitrometan ug/l <0.1
Trihlornitrometan ug/l <0.1
1,1,1,-trihloretan ug/l <0.1
Cis-1,2 dihloreten pg/l <5
Trans-1,2-dihloreten ug/l <5
1,1,-dihloretan ug/l <5
1,1,-dihloreten pg/l <1
1,1,2-trihlortrifloreten ug/l < 0.1
Hloroform ug/l <0.3
Bromdihlormetan ug/l <0.1
Dibromhlorometan ug/1 <0.1
Bromoform ug/1 <0.1
Suma trihlormetana ug/1 0.0
Sinteticki kompleksi

NTA (nitrilotriacetat) ug/l <0.5
EDTA

(etilendinitrilotetraacetat) hg/l <05
DTPA

(dietilentriaminpentaacetat) hg/l <1
ADA (beta-Alanindiacetat) ug/l <1
PDTA (1,3-
propediamintetracetat) hg/l <1
Pesticidi

Ametrin ug/l <0.05
Atrazin ug/l <0.02
Propahlor g/l < 0.05
Trialat pug/l1 <0.05
Trifluralin pg/l <0.05
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Policikli¢ni aromaticni ugljovodonici

Naftalin ng/l <20
Acenaftilen ng/l <30
Acenaften ng/l <20
Fluoren ng/l <10
Fenantren ng/l <10
Antracen ng/l <10
Fluranten ng/l <10
Piren ng/l <10
Benzo(a)antracen ng/1 <10
Krizen ng/l <10
Benzo(b)fluoranten ng/1 <10
Benzo(k)fluoranten ng/l <10
Benzo(a)piren ng/l <5

Dibenz(ah)antracen ng/l <10
Benzo(ghi)perilen ng/l <10
Indeno(1,2,3-cd)piren ng/1 <10

Parametri vode iz Beograda ukazuju da je hemijska i bakterioloSka

ispravnost Beogradske vode zadovoljavajuca, ispunjava zakonske uslove da bi

bila bezbedna za pice i kuvanje.

Tabela 21. analiza uzorka vode koji se rutinski odreduju - Torlak

PARAMETAR M UZORAK MDK
pH-vrednost - 7.65 6.8-8.5
El. provodljivost uS/cm?2 472 do 1000
Boja °Pt-Co 0 5
Mutnoc¢a NTU 0.20 1
Amonijak mg/] <0.02 0.1
Gvozde mg/1 <0.1 0.3
Mangan mg/1 0.24 0.05
Fosfati mg/1 0.05 1.5
Sulfati mg/1 29 200
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Tvrdoca °d 44.8 /
Organ. nat. mg/] 3.16 8
Alkalitet mg/1 248.27 /
Hloridi mg/1 20.4 200
As ug/1 0 10
Nitriti mg/1 <0.01 0.03
Nitrati mg/1 0,35 50

11.2. Podaci o pacovima

KoZa pacova, kao i svih sisara, je gradena od tri sloja: epidermis, dermis i
hipodermis debela je prosecno 500 pum Sto je posledica manje razmere
organizma. Veoma ocigledna razlika izmedu koZe Coveka i pacova je gustina
odnosno kompaktnost koZe. Stratum corneum kod pacova je mnogo krtiji nego
kod ¢oveka. KoZa pacova sadrzi sloj miSi¢a (panniculus carnosus) koji je otsutan
kod Coveka izuzev platizme koja je rasporedena preko ventralnog dela vrata.
Kod ljudi korneocite su normalno pomerene izmedu susednih redova. Za razliku
od njih korneocite pacova su rasporedene u kolonama. (Meyer, Neurand,
Schnapper 2000.) Jedna od odlika koZe pacova je veliki broj folikula dlaka kojih
je 3000-25000/cm? dok je kod coveka ovaj broj oko 300 folikula/cm?2.
Karakteristika koZe obrasle dlakama je odsustvo znojnih Zlezda koje se nalaze u
koZi koja je gola i gusta kao rep i noge. Kao posledica vece komunikacije
mirisnim zZlezdama koZa pacova poseduje vecu aktivnost ATP aze ¢iji je sadrzaj
u svim delovima koZe umeren. (Dzhemukadhze 2007.) DuZ dermo epidermalne
spojnice se nalazi submikroskopska tanka membrana 35 nm koja prati bazalnu
konturu epidermalnih ¢elija. Epidermalni i dermalni filamenti ne mogu biti
videni izuzev kod embriona i trake nisu asocirane sa amorfnim materijalom.
Takozvana dermalna membrana za razliku od bazalne membrane koja je deblja i

asociranog je materijala. KoZzu pacova posebno odlikuje elasticna mreza, kao
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kod svih malih sisara sa gustom dlakom, koju odlikuju uniformni tanki elasti¢ni
fibrili, koji su homogeno distribuirani izmedu folikula dlaka kroz celu kozu, gde
formiraju tipi¢nu elasti¢nu podlogu sa horizontalnim fibrilima za koje se kace i
pri¢vrs¢uju za folikule dlake specijalno za gornji deo srednjeg epidermisa i
rasporedeni su u grani¢noj zoni izmedu dermisa i hipodermisa kao i kod ¢oveka.
Prednost tako specifi¢nih elasticno protkanih dlakinih folikula u dermisu je da
¢elije dlake mogu da se pokrecu zajedno i simultano preko Citavog tela tako da
se ostvaruje brza i bolja izolacija. Primarni dlakini folikuli se uspravljaju
njihovim arrector pili muscle za vreme veoma niske temperature. Sekundarni
dlakini folikuli mogu bez misi¢ne aktivnosti pratiti te pokrete. Kad se arrector
pili muscles opuste svi dlakini folikuli se vra¢aju u njihovu predasnju poziciju.
Elasti¢ni fibrili su veoma tanki i razgranati, nalaze se u relativno tankom
dermisu (200-500 pm). (Meyer, Neurand, Schnapper 2000.) Fina elasti¢na
mreZa gradena je neprekidno u gornjem ili srednjem dermisu. Ta specificna
isprepletana elasticna mreza je jasno pricvrSéena za prisutne primarne i
sekundarne dlakine folikule. Uniformna tanka elasticna vlakna su homogeno
distribuirani izmedu dlakinih folikula kroz ¢itav dermis i dlakini folikuli su
spojeni jedan sa drugim elasti¢nim fibrilima pruZaju se ¢itavom duZinom koZze.
Folikuli dlaka se grupiSu potpuno okruZeni elasticnom mreZom vlakana, koji se
pri¢vrScuju u vezivnom tkivu za omotace vezivnih folikula. Normalno neupadljiv
duboki dermis kod pacova je jasno krupno mreZast i karakteriSe ga veoma
labava mreZasta elasti¢na struktura. Ovaj deo dermisa je integrisan u vezivno
tkivo hipodermisa sa nejasnom granicom izmedu dva sloja koZe. Elasticni fibrili
su blisko isprepleteni sa elasticnim omota¢em miSi¢a koZe. Elasticna vlakna u
dermisu kod pacova izgledaju mnogo horizontalniji. Koli¢ina elasti¢nog tkiva je
povezana sa gustinom dlake. Na abdomenu elasti¢na vlakna su veoma obilna i
formiraju Siru strukturu slicnu ploc¢i. (Meyer, Neurand, Schnapper 2000.)
Ekrine klupcaste ili znojne Zlezde u pravom znacenju te reci (gl. sudoriferae
ecrinae) se nalaze samo kod coveka i majmuna primata, za razliku od pacova
koji poseduju apokrine klupcCaste Zlezde (gl. sudoriferae apocrinae). (Vlatkovic.
1979.) Pacovi poseduju pored normalno prisutnih dlaka i dlacice kao i vibrise

(taktilne dlake). Folikul dlacice pacova se razlikuje od ostalih folikula u poloZaju
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i strukturnim karakteristikama. Kao element odbrane (tylotrich) folikuli dlaka
su grupisani i folikuli dlacica su grupisani na ivici diska dlake. Dlakin folikul
dlacice, koji proizvodi najfiniju nit dlake, je obuhvacen aktivnom unilobularnom
lojnom Zlezdom. Arrector pili muscle je odsudan, ali folikule su snabdevene sa
kopljastim nervnim nastavcima i Ruffinievim zavrSetcima. Aksoni kopljastih
zavrSetaka su obuhvaceni poput sendvi¢a Schwann ¢elijama i u kontaktu su sa
bazalnom laminom spoljasnje epidermalne korice omotaca. Rufinijevi zavrsSetci
unutar omotaca od fibrila vezivnog tkiva koji opasuju folikulu u nivou lojne
zlezde. Odgovarajuc¢i stimulusi za nadraZenje nervnog vlakna mogu biti
ostvareni tankim fibrilima dlacica. Pritisak tkiva, izazvan savijanjem centralne
odbrambene (tilotrich) dlake, koji je transformisan preko lojne Zlezde i tankog
spoljasSnjeg epitelijalnog omotaca korena, mogu ekscitovati nerve folikula

dlacica. Dlacice funkcioniSu i kao mehanoreceptori.

Glavnina mase sebuma je mesavina relativno nepolarnih lipida od kojih
je veCina sintetisana de novo iz zlezda. Sastav sebuma je upadljivo
karakteristika vrste. Sebum odraslog coveka sadrzi dva puta viSe
saponifikovanog materijala u odnosu na nesaponifikovan materijal, dok su kod
ostalih vrsta sisara pa i pacova skoro iste. ViSe od pola ljudskog sebuma je
sastavljeno od triglicerida i slobodnih masnih kiselina, dok sebum glodara
sadrzi manje od 10% slobodnih masnih kiselina dok nemaju trigliceride.
Prose¢na molekulska teZina triglicerida ¢oveka odgovara duzini lanaca Csas-ss,
Slobodne masne kiseline nisu prisutne u lojnim Zlezdama, ali se formiraju od
triglicerida aktivnoscu lipaza kad je sebum u blizini povrSine koze. Alifaticki
monohidroksilni alkoholi su prisutni kod svih uzoraka sebuma, oni grade tip I
diestar voskove i monoestar voskove. Duzina lanaca ovih alkohola je uopSte
relativno velika, sebum odraslog Coveka je C10-C24 maksimum Czo a pacova Cy4-
C32 maksimum Czs. Monoestarski voskovi su naj¢e$¢a nepolarna komponenta i
sadrZaj je mali u sebumu pacova, molekulske tezine 592 Sto odgovara duZini
lanca od 40 atoma ugljenika, dok je kod ¢oveka ugljeni¢ni lanac kra¢i i prosecne
molekulske tezine 562. Pacovi u sebumu poseduju diester vosakove tipa I koji

sadrZe holesterol na mestu alifatickog alkohola, dok kod ¢oveka nisu pronadeni.
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Voskovi pacova poseduju vecu proporciju razgranatih i nezasi¢enih lanaca.
Otkriveno je prisustvo konstituenta II tipa voskova, alkan 1,2 diola, dok kod
coveka ovi diester voskovi nisu otkriveni. Slicne hemijske strukture i
molekulske teZine triglicerida i diester voskova ukazuju na slitna fizicka
svojstva. Trigliceridi su korisni za kozu, dok su diestar voskovi blagotvorni za
dlake. Slobodne masne kiseline se oslobadaju iz triglicerida (ali ne i iz voskova) i
poseduju antifugalna i antimikrobna svojstva. Diester voskovi su neSto manje
polarni od triglicerida i stoga poseduju bolju zaStitu od kvaSenja krzna i ne
raskidaju se na isti nacin kao trigliceridi. Seba pacova sadrZi razgranatije masne
kiseline dok seba ¢oveka sadrzi zasi¢ene i nezasi¢ene ugljovodoni¢ne lance u
alifatickim alkoholima. Sterol estri odraslog coveka sadrze veliku koli¢inu
mononezasi¢enih lanaca i relativno malu koncentraciju razgranatih lanaca.
Sterol estri pacova poseduju relativno veliku koncentraciju razgranatih lanaca i
mali procenat mononezasi¢enih lanaca u odnosu na druge. Dvostruke veze
mononezasi¢enih masnih Kiselina se nalaze na A6 u sebumu ¢oveka, lojne Zlezde
pacova sadrze ove veze u mononezasi¢enim masnim Kiselinama na mestu A9.
Dvostruka veze je specificna za nekoliko klasa lipida (trigliceridi i stoga
slobodne masne kiseline) na mestu A6, a za diester voskove i izvesne sterol
estre je karakteristicno A9 mesto. Sebum odraslog ¢oveka sadrzi manje sterol
estra, formira se na povrSini koZe, za razliku od sebuma pacova kod kog se
formira u lojnoj Zlezdi. Ljudski sedum sadrzi relativno visoku koncentraciju
skvalena koji je odsutan u sebumu glodara pa i pacova. U drugu ruku ljudski
sebum sadrZi veoma malo holesterola slobodnog ili esterifikovanog u poredenju
sa sebumom glodara. Glavno mesto za sintezu skvalena u ljudskoj kozi je lojna
zlezda dok je sinteza sterola uglavnom u keratinizovanom epidermisu. Povrsina
ljudske koZe siromasna lojnim Zlezdama poseduje malo skvalena i visok sadrzaj
slobodnog holesterola i obrnuto kada je koZa bogata lojnim Zlezdama sadrzi
veliku koli¢inu skvalena i veoma malo ukupnog holesterola koji je uglavnom
esterifikovan. Slobodni holesterol nastaje uglavnhom u epidermisu dok
esterifikovani holesterol i skvalen nastaju u lojnim Zlezdama. Seba pacova
sadrZi znatno viSe sterola od lipida u poredenju sa povrSinom ljudske koZe. U

lipidima koZe pacova steroli su uglavnom esterifikovani i njihove masne kiseline
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sadrze vecu proporciju razgranatih lanaca. Kod coveka holesterol sebuma
uglavnom dolazi iz epidermisa dok kod pacova iz lojnih Zlezda. (Institute of

Zoology, Veterinary School Hannover, 1993.)

11.3. Podaci o ljudskoj kozi

11.3.1. Komponente epidermisa

Pojam Keratin predstavlja zajednicki naziv za viSe od 30 razlicitih vrsta,
relativno nereaktivnih, vlaknastih polipeptida koji se nalaze u celijama
epidermalnih struktura a koje grade filamenti (8-15 nm) iz porodice keratinskih
intermedijernih flamenata i koji ucestvuju u gradi citoskeleta. Klasifkacija
epitelnih keratina je pokazala da se oni mogu grupisati prema naelektrisanju ili
molekularnoj masi u dve grupe molekula: neutralno-baznu grupu kojoj
pripadaju teZi molekuli, i kiselu grupu kojoj pripadaju laksi molekuli. Molekuli
keratina su dimeri ove dve grupe polipeptida. Postupak uparivanja polipeptida
je za svaki tip keratina zapisan u zasebnom, jedinstvenom genu koji se aktivira u
delimi¢no diferenciranom obliku keratinocita po njihovom dospecu u stratum
spinozum. Molekuli su, pritom, upareni tako da pripadaju istom rangu u svojim
podgrupama: najveci molekul iz kisele grupe je pridruZen najve¢em molekulu iz
bazne grupe. Osim toga, mapiranje primarnih struktura je pokazalo postojanje
nekih zajednickih genskih sekvenci kod kiselih keratina koji su tako nazvani
keratini tipa 1, dok su iste sli¢nosti uocene kod neutralno-baznih keratina koji
su nazvani tipom 2. Svaki Celijski/tkivni tip ekspresuje bar jedan keratin tipa 1
koji biva pridruzen odgovaraju¢em keratinskom partneru tipa 2, Sto se naziva
konceptom keratinskih parova. Tako su za svaku vrstu celija epitelnog tkiva
keratinski intermedijarni flamenti organizovani kao hetero-polimeri kod kojih
inhibicija ekspresije jednog partnerskog lanca rezultuje u inhibiciji drugog
partnerskog lanca. Procese epidermalne proliferacije prati ekspresija para
K5&K14 dok procese terminalne diferencijacije (maturacije) prati ekspresija
parova K1&K2 i K10&K11. KIF su izduZeni proteini bogati alfa heliksima koji

formiraju viSestruke zavojnice oblikovane u skupove vlakanaca nazvane
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tonoflamenti. Metodama imunolokalizacije i skeniraju¢e elektronske
mikroskopije dokazana je trodimenzionalna organizacija ovih filamenata u celiji,
a takode i izmedu susednih ¢elija, preko dezmozomalnih struktura. Po sintezi,
keratin se kondenzuje u vlakna, ili tonofilamente, koja se potom grupisu u
sekundarne strukture ili protofilamente (slika 2). Tonofilamenti se u medu
¢elijskom prostoru ugraduju u amorfnu proteinsku matricu koju su prethodno
formirale granule keratohijalina. Ugradnjom tonofibrila u matriks keratohijalina
nastaju dezmozomi koje povezuju susedne Ccelije i sprovode raspodelu
optereCenja, odrZavaju¢i pritom konstantno rastojanje od 20 nm izmedu
susednih ¢elija. U epidermisu razlicitih tkiva nalaze se razliciti tipovi keratina
(bilo da je u pitanju dlan i taban, slojeviti epitelijum jednjaka, cerviksa ili
jednostavno epitelno tkivo epidermalnih Zlezda itd.). Svim tim tkivima Kkeratini
predstavljaju glavni strukturni protein. Razli¢iti slojevi epidermisa sadrze
razlicite koli¢ine keratina, krecuci se od priblizno 30% u sloju stratum bazale do
¢ak 80% koliko ih ima u sloju stratum corneum (SC). Keratini su i jedna od
osnovnih komponenti skeletnog sistema Celije. Pripadaju klasi od
intermedijalnih filamenata koja broji 5 razlic¢itih vrsta zastupljenih u razlic¢itim
tipovima cCelija. Tri od ukupno pet vrsta intermedijarnih flamenata nalaze se u
tkivu koZe: keratini, vimentini i dezmini. Vimentini su glavni proteini ¢elijskog
skeleta i nalaze se u celijama vezivnog tkiva; dezmini su odgovorni za
odrZavanje spojeva izmedu miofibrila miSi¢nog tkiva. (Worley, Gunaratne

2006.)

Ceramidi su naziv za grupu molekula koja se sintetiSu u endo-
plazmatskom retikulumu, potom transportuje do GoldZijevog aparata u kome se
transformiSe u cerebrozide, gangliozide ili sfingomijelin. U unutrasnjosti celije
igraju ulogu u brojnim signalnim putevima ali se kao istaknuta uloga smatra
uceSce u diferencijaciji keratinocita. Unutar Ccelijski ceramidi cine veliki
procentualni udeo lipidnog sadrzaja celija SC-a, kao i glavni sastojak
egzocitoznog sadrzaja lamelarnih telasaca u vancelijski prostor SC-a. Smatra se
da lamelarna telasca igraju glavnu ulogu u mehanizmu retencije vode u koZi.

Procesi terminalne diferencijacije okoncavaju se u SC-u degradacijom
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fosfolipida u glicerol i slobodne masne kiseline, kao i degradacijom
glukozilceramida u ceramide. Glavni lipidni sastojci SC-a su: holesterol,
slobodne masne kiseline i ceramidi. Prema nekim autorima ove komponente
egzistiraju u ekvimolarnom odnosu dok prema drugima ceramidi sa¢injavaju
priblizno 50% lipida SC-a, dok su holesterol i slobodne masne kiseline manje
zastupljeni. Ono u ¢emu se autori slazu jeste da promene u koncentracionim
odnosima bilo koje od ovih komponenti ugroZavaju funkciju barijere. Ceramidi
SC-a predstavljaju heterogenu grupu, najmanje osam ceramidnih vrsta koje se
medusobno razlikuju po sastavu polarne grupe na pocetnom kraju molekula i
srednjoj vrednosti duZine lanaca masnih kiselina (vezanih za polarnu grupu
amidnim vezama). Osim pomenutih vrsta postoje joS najmanje dve vrste
ceramida koje su kovalentno vezane za proteinsku ovojnicu korneocita.
Keratinska ovojnica je struktura bogata lipidima i obavija svaki korneocit, a
organizovana je u lamelarne dvoslojeve koji nastaju enzimski kontrolisanom
fuzijom lamelarnih telaSaca (granula) sekretovanih od strane ¢elija SC-a. Uloga
pH u homeostazi epidermalne permeabilnosti je povezana sa obezbedenjem
optimalne sredine za rad enzima uklju¢enih u obradu ekstracelularnih lipida

koji grade nano dvoslojeve.

Precizno poreklo kisele sredine u ovom sistemu joS uvek nije razjasSnjeno,
ali moZe poteci od egzogenih izvora poput mle¢ne kiseline u znoju, slobodnih
masnih kiselina u sebumu ili od metabolita koZne mikroflore. Veza pH statusa
sredine sa imunoloSkim osobinama koZe postaje jasnija kada se ima u vidu da
"prijateljski" mikroorganizmi koZe imaju sklonost ka kiseloj sredini dok
"neprijateljski" mikroorganizmi imaju sklonost ka neutralno baznoj sredini.
Novija istrazivanja dokazuju in vitro i in vivo epidermalnu sintezu albumina koji
su u stanju vezati i transportovati nezasicene masne Kkiseline, kalcijum,
triptofan, teSke metale (Cu, Ni), vitamine B6 i B12, kao i folnu kiselinu. (Hasse,

Kothari, Rokos 2005.)

Funkcija barijere humanog epidermisa zavisi od enzimski kontrolisanog
unakrsnog vezivanja proteinskih i lipidnih molekula koje se odvija u terminalim

stadijumima diferencijacije keratinocita. Tokom ovog procesa tzv. "bioloSki
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lepkovi" Kkatalizuju posttranslacione modifikacije proteina, formiranjem
izopeptidnih veza ili unakrsnim vezivanjem sa proteinima preko (glutamil) lizin
veza ili kroz inkorporaciju primarnih amina na specijalnim peptidno vezanim
glutaminskim ostacima. Takva vrsta unakrsnog vezivanja ne samo da daje
proteinske molekule visoke molekularne mase, ve¢ su ovi proteini visoko
otporni na mehanicke perturbacije i proteolizu. Osobina permeabilnosti ljudske
koZe je u mnogome zasnovana na kvalitetu i kvantitetu lipidnih oblasti koje su
upakovane u prostor izmedu korneocita SC-a. Endogeno proizvedene masne
kiseline mogu se na¢i ne samo u membranama epidermalnih ¢elija, ve¢ i u
lipidima lociranim izmedu slojeva ¢elija SC-a i u hidro-lipidnim filmovima na
samoj spoljasnjoj povrSini koze. Ovi biomolekuli su klju¢ni doprinosioci
povezanosti strukture i funkcije epidermisa. (Coderch Lopez de la Maza Clin
2003.) Medutim, masne Kkiseline nisu povezane samo sa terminalnim
stadijumima celijskog ciklusa, ve¢ ucestvuju i u signalnim procesima tokom
proliferacije i diferencijacije keratinocita u dubljim slojevima epidermisa, pa ¢ak
i dermisa i takode su povezani sa imunoloskim odgovorom koZe. Perturbacije u
masno-kiselinskom sastavu koZe mogu dovesti do pojave oboljenja i
naruSavanja lipidno koZne barijere. Glavni znak poremecaja barijerne funkcije
predstavlja porast gubitka vode sa povrSine koZe. Uloga ultraljubicastog
zraCenja u metabolizmu lipida je nedovoljno poznata. Postoje dokazi da
pojacano dejstvo ultraljubicastog zracenja na koZu moZe dovesti do povecanja
nivoa lipida u SC-u, Sto se donekle vezuje za poboljSanje barijerne funkcije.
Suprotno tome, koZa izloZena starenju i koza izloZena foto-starenju, ispoljava
abnormalnu barijernu homeostazu i ne samo smanjenje ukupnog sadrzaja lipida
u SC-u ve¢ i dramatican pad u stepenu sinteze holesterola. (Bouwstra, Thewalt,
Gooris 1997.). Masne kiseline u epidermisu mogu poteci od egzogenih izvora,
ukljuCujuci i nacin ishrane. Zaista, koza je aktivan metabolicki sistem za
polinezasi¢ene masne kiseline. Nacini ishrane u kojima nedostaju poli-
nezasicene masne kiseline (linoleinska kiselina) mogu dovesti i do povecanog
transepidermalnog gubitka vode i do pojave ljuspaste koZe. Arahidonska
kiselina, Ciji lanac sadrzi 20 ugljenikovih atoma moZze biti u koZi metabolisana

putem ciklooksigenaze ili lipooksigenaze, uz pojavu propratnih metabolita
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poput prostaglandina i hidroksieikozatetraenoi¢nih kiselina. Neki od ovih
metabolita mogu intereagovati sa signalnim sistemima u epidermalnim ¢elijama
koje se nalaze u fazi proliferacije i diferencijacije, modulis¢i tada aktivnosti

nekih enzima i apoptotske procese. (Ziboh VA, Cho Y, Mani I, Xi S, 2002.)

11.3.2. Diferencijacija i ravnoteZa epidermalnih ¢elija

Bazalne keratinocite se transformiSu u korneocite u roku od pribliZno 30
dana. U svakom od slojeva kroz koje prolaze, epidermalne celije sintetiSu, na
vremenski ureden nacin, proteine karakteristicne za sloj u kome se nalaze ali i
one potrebne za prelazak na viSi stepen diferencijacije. Medutim, mitoza
pracena maturacijom i diferencijacijom nije jedini moguci ishod za epidermalne
keratinocite. Genetsko oste¢enje indukovano ultraljubicastim zra¢enjem moZze
pokrenuti apoptozu koja se odvija u roku od nekoliko sati od trenutka nastanka
oStecenja. KoZa nastoji da se zaStiti od ultraljubic¢astog zracenja koncentracijom
prenetog melanina u jedra oStecenih keratinocita. Sudbinu i zdravstveno stanje
keratinocita odreduje ravnoteZa faktora koji potsti¢u mitozu i diferencijaciju sa
jedne strane i faktora koji potsticu apoptozu sa druge strane. Glavni molekularni
pokazatelj epidermalne diferencijacije jeste ekspresija odredenih keratinskih
parova. Proliferativne bazalne keratinocite ekspresuju K5 i K14 dok keratinocite
u ranoj fazi maturacije ekspresuju K1, K10, K6 i K16 kod epitelnih celija
spoljasnjeg korenskog omotaca dlakinog folikula, nokatne osnove i epitela
oralne mukoze, dok supra-bazalna ekspresija K6 i K16 moZe nastati kod
hiperproliferacije epidermisa, $to je slu¢aj kod nekih obolenja i zarastanja rana.
Joni kalcijuma su se pokazali kao znacajan upravljacki cinilac u diferencijaciji
Celije, regulaciji Celijskog ciklusa. Skoro cetvorostruka razlika u koncentraciji
kalcijuma izmedu bazalnog sloja i SC svedoci o ulozi kalcijuma u potsticanju
diferencijacije. Dodatak kalcijuma keratinocitama in vitro zaustavlja rast
proliferativnih celija, istovremeno indukujuci ekspresiju molekulskih markera
diferencijacije koji su K1-K2, filagrin, involukrin i lorikrin. Kalcijum reguliSe i
ekspresiju proteina koji formiraju meducelijske veze u dezmozomima,

adherinima i pukotinastim kanalima. Ovi spojevi nisu samo mehanicka veza
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¢elija vec¢ i kanali prenosa molekula informacija. Osim toga oni su neophodni i za
odvajanje bazalnih Celija od bazalne membrane. Osim kalcijuma, diferencijacija
moZe biti modulisana hormonima i vitaminima, primera radi retinoidnom
kiselinom, vitaminom D3, hormonima tiroidne zZlezde i steroidnim hormonima.
Celije koZe poseduju jedarne receptore za nekoliko steroidnih hormona
ukljuCujuci glukokortikoide, estrogen, andogene i progesteron S$to ilustruje
Cinjenicu da je funkcija Kkeratinocita regulisana mnoStvom medusobno
prepletenih signalnih puteva. (Gingras Turgeon Brochu 2003). Kada keratinociti
dodu do stratum granulozuma njihova najistaknutije odlika postaju granule
bogate proteinima i lipidima. Proteinske granule, nazvane keratohijalinske
granule, sadrZe profilagrin i sjedinjuju se u stratum granulozumu da bi se potom
dispergovale u stratum corneumu nakon cega slede defosforilacija, maturacija i
proteoliza do flagrina. U gornjim epidermalnim slojevima je prisutna jo$ jedna
vrsta lipidnih granula, nazvana Oblandove granule (ili Odlandova telasca), koje
svojim lipidnim sastavom doprinose ekstra celijskoj matrici SC-a. U stratum
granulozumu pocinju da se obrazuju lamelarna telasca izmedu celija, od lipida
koje sadrze Oblandova telaSca. Formiranje voda lipidnih nanoslojeva (slika 4) je
od klju¢nog znacaja za funkcionisanje koZno lipidne barijere. U stratum
granulozumu sa formiranjem nanolipidnih lamela dolazi do smanjenja sadrZaja
vode u narednim slojevima keratiniziranih Celija Sto omogucuje zadrzavanje

vode u telu i o¢uvanju elektrolitske ravnoteZe i optimalne hidratacije tela.

11.4. Metode

11.4.1. Optomagnetni fingerprint

OMF dijagrami ispitanika koji su konzumirali Zrenjaninsku vodu pa su

presli na flaSirane tipove voda razli¢itog pola i starosti.

OMF diagram (60-67) ispitanika muskog pola starosti 61g. koji je pio
samo Zrenjaninsku vodu. Na dijagramu je pretstavljena razlika intenziteta
svetlosti na talasnim duzinama od 100 do 140 nm. Promene intenziteta svetlosti

su se odvijale u delu talasnih duZina od 115 do 139 nm. Nakon uklanjanja sloja

-331-



X1 Prilozi

pokozice koZa pokazuje drugacija svojstva i dinamiku molekula vode.
Zarobljena voda u nano lamelama poseduje oStriji pozitivan prvi glavni pik na
talasnoj duZini od 121.48 nm sa intenzitetom od 125.30 za razliku od intaktne
koZe sa emulzijom vode i masti na povrSini, deskvamacijom keratinocita i
naruSenom nanolamelarnim strukturama c¢ija voda pokazuje Siri glavni pik na
talasnoj duZini od 119.74 nm i intenzitetom od -72.56 i malim Sirokim

pozitivnim pikom na talasnoj duZini od 128.10 nm i intenzitetom od 47.27.

15 1] [ 1] 15 10 L 16 n 1§ 1 3 <) 1 W
RAZLIKA TALASNIH DUZINA jar] RAZLIKA TALASNIK DUZINA

Dijagram 56. OMF intaktne koze
pre uklanjanja prvog sloja
pokozZice sa jednim negativnim
Sirim pikom i odmah iza njega
manjim pozitivnim pikom.

Dijagram 57. OMF koZe nakon
skidanja prvog sloja pokozice
pokazuje  dominantan uzak
pozitivni pik a pored njega dva
manja negativna pika a iza njih

dva mala pozitivna pika.

Voda u slojevima koZe sa kojih su skinuta dva odnosno tri sloja koZze
pokazuju dalju promenu svojstava molekula vode. U Zivim celijama koZe i
meducelijskim prostorima slobodna i vezana voda za razne jone i biomolekule
pokazuje drukciju dinamiku dijamagnetizma i paramagnetizma nego u
slojevima koZe sa mrtvim Kkeratinocitima i lamelarnim strukturama sa

zarobljenom vodom izmedu njih.
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Dijagram 58. OMF uklanjanja dva sloja
pokozice je prisutan uski pozitivan pik
na talasnoj duzini od 120.97 nm i
intenzitetom od 124.84. Potom sledi
Siri negativni pik na talasnoj duzini od
122.50 sa intenzitetom od -86.91.

Dijagram 59. OMF koZe nakon
uklanjanja tri sloja pokozice
pokazuje na talasnoj duzini od
121.73 nm pozitivan pik
intenziteta 130.91, zatim sledi
negativan pik na talasnoj
duzini od 123.34 nm i
intenzitetom od -73.37.

[sti ispitanik je potom presao na konzumiranje flasirane vode naredna
trideset Sest dana i potom je ponovljeno slikanje koZe uz skidanje slojeva
pokoZice. Primetne su razlike u OMF dijagramima (64), (65) koZe kad je

ispitanik presao na konzumiranje flasiranih tipova vode.

L] 1] ] 15 L % L] 1] 19 ) 105 1" 1
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Dijagram 60. OMF intaktne kozZe
pokazuje prvi glavni negativni pik na
talasnoj duzini od 118.55 nm i
intenzitetom od -55.13. Prisutan je
razvuceni prvi glavni pozitivni pik na
talasnoj duzini od 121.22 nm i
intenzitetom od 35.49 odmah iza

Dijagram 61. OMF koze sa koje je
skinut prvi sloj pokoZice na
talasnoj duzini od 118.71nm i
intenzitetom od 50.66 je
dominantni glavni pozitivni pik.
Potom sledi vi$e malih pozitivnih i
negativnih malih pikova.

negativnog pika.

Na povrSinskom intaktnom delu koZe nakon konzumiranja flasSiranih
tipova voda, OMF dijagram pokazuje pomeranje prema kra¢im talasnim
duzZinama, dominantni negativni pik se suzava i postaje znatno kraci glavni

pozitivni pik postaje izrazito nazubljen i nesto niZzi.
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Dijagram 62. OMF koZe nakon
uklanjanja dva sloja pokozice sa
dominantnim glavnim pozitivnim
pikom na talasnoj duZzini od 118.71
nm i intenzitetom od 20.62 i potom
nizom os$trih malih pozitivnih i
negativnih pikova od kojih se izdvaja
drugi glavni pozitivni pik na talasnoj
duzini od 125.50 nm i intenzitetom
od 14.33.

0 1 L] 1] % L % i
RAZLIKA TALASNIH DUZINA jm

Dijagram 63. OMF KkoZe nakon
uklanjanja treceg sloja pokozice
karakteristiCan je prvi glavni
pozitivan pik na talasnoj duZzini od
118.97 nm i intenzitetom od 29.12.

Potom slede wuski, ostri, mali i
nazubljeni pozitivni i negativni
pikovi.

Kao posledica promene tipa vode za pi¢e se menja OMF dijagram u koZi

nakon uklanjanja dva odnosno tri sloja pokozice u oba sloja koZe nakon

konzumiranja flaSiranih tipova voda pikovi postaju manjeg intenziteta oStriji,

mnogobrojniji i zupCasti u odnosu na OMF koZe kad je konzumirana

Zrenjaninska voda.

OMF diagram (68) ispitanika muskog pola starosti 24 g, koji je pio samo

Zrenjaninsku vodu je znatno drugaciji od starijeg ispitanika za iste slojeve koze.

OMF dijagrami koZe se razlikuju izmedu razlicitih jedinki razliCite starosti i pola

Sto se vidi iz prikazanih dijagrama.
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Dijagram 64. OMF dijagram
intaktne koZe kojeg KkarakteriSe
glavni pozitivan pik na tralasnoj
duzini od 120.50 nm i intezitet
77.58. Ovom piku prethodi prvi
glavni negativni pik na talasnoj
duzini od 117.06 nm intenziteta -
44.56 i sledi negativni pik na
talasnoj duzini od 123.83 nm
intenzteta -32.31. Potom sledi mali
pozitivan pik na talasnoj duzini od

RATLIEA TALASNIK DUZINA pmi

Dijagram 65. OMF dijagram koze
nakon wuklanjanja jednog sloja
pokozice poseduje prvi glavni
pozitivan pik na talasnoj duzini od
116.45 nm i intenziteta 57.99.
Odmabh iza njega je glavni prvi Siroki
negativan pik na talasnoj duzini od
121.48 nm i intenziteta od -44.22 i
na kraju pozitivan pik na talasnoj
duZzini od 130.46 nm i intenziteta od
14.96.

129.27 nm i intenziteta 10.23.

Dijagrami OMF razliCitih ispitanika pokazuju razlic¢ita svojstva vode u
raznim slojevima kozZe Sto je individualno svojstvo svakog organizma. OMF
dijagrami intaktnih slojeva koZe dva ispitanika pokazuju pikove ne samo
razli¢itog intenziteta nego i kod starijeg ispitanika je negativan a kod mladeg je
pozitivan Sto ukazuje na razli¢itu strukturu vode izmedu povrSinskih

keratinocita i sebuma.

Dublji slojevi koZe nakon skidanja dva odnosno tri sloja koze dijagrami
(70) i (71) pokazuju razliCita svojstva vode kako u viSim slojevima koze
(stratum corneum) istog ispitanika tako i u istim slojevima koZe izmedu starijeg

i mladeg ispitanika.
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trideset Sest dana i potom je ponovljeno slikanje koZe uz skidanje slojeva
pokozice. Primetne su razlike u OMF dijagrama (72), (73) koZe kad je ispitanik

presao na konzumiranje flaSiranih tipova vode kao izmedu starijeg i mladeg

m 1% m I} "] 15 L]
RAZLIEA TALASKIH DUZINA

Dijagram 66. OMF dijagram koZe
nakon uklanjanja dva sloja pokozice
pokazuje karakteristiCan pozitivan
pik na talasnoj duZzini od 118.45 nm i
intenzitetom od 34.74. Zatim dva
uzastopna negativna pika na
talasnim duZinama 120.50 i 127.33
nm i intenziteta -29.94 i -28.22.
Potom sledi Siroki pozitivan pik na
talsnoj duzini od 130.27 nm i
intenzitetom od 12.07.

[sti ispitanik je potom presao na konzumiranje flasirane vode narednih

ispitanika.

= B o= s
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Dijagram 68. Na OMF dijagramu
prisutni glavni
negativni pik na talasnoj duzini od
117.33 nm i intenziteta -39.09, zatim
sledi glavni pozitivni pik na 119.99 i
intenziteta 40.94. Potom slede dva
mala negativna pika na talasnim
duzZinama 122.765 i 129.07 nm i
intenziteta -5.75 i -8.91, i izmedu
njih malog pozitivhog pika na

intaktne Kkoze su

talasnoj duzini od 122.50 nm
intenziteta od 15.12.
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Dijagram 67. OMF dijagram koZe
nakon uklanjanja treceg sloja
pokozice poseduje Sirok negativan
pik na talasnoj duzini od 122.76 nm i
intenzitetom -47.42 i tri mala
pozitivha pika, prethode mu na
talasnoj duzini od 117.99 intenziteta
22.36, talasne duzZine 120.97
intenziteta 30.50 i na Kraju
dijagrama na talasnoj duzini 129.67
pozitivan pik intenziteta 24.68.

W 0% 110 1% 1t % ] L]
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Dijagram 69. pretstavlja OMF
koze nakon uklanjanja jednog
sloja pokoZice i na njemu
dominira negativni pik na
talasnoj duzini od 120.50 nm i
intenziteta -26.39. Prethodi mu
mali pozitivan pik na talasnoj
duzini od 11624 nm i
intenziteta 7.66. Posle
negativnog pika sledi nazubljen
mali pozitivan pik na talasnoj
duZzini 129.07 nm i intenziteta
13.07.
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Na OMF dijagramima (74) i (75) su pretstavljeni slojevi koZe nakon

uklanjanja drugog i treceg sloja koze, koji su veoma sli¢ni $to ukazuje da je voda

u donjim slojevima koZe jako slicna u svojim svojstvima.

i 1§ ffl 1} i 1 10 1% )
RATLIKA TALASKIK DUZINA b

Dijagram 70. OMF dijagram KkoZe
nakon skidanja dva sloja pokozZice
pokazuje: mali pozitivan pik na
talasnoj duZini od 116.64 nm
intenziteta 9.54. Zatim sledi Sirok
glavni negativni pik talasne duzine
119.99 nm intenziteta -23.88. Potom
sledi mali pozitivni pik na talasnoj
duZini od 122.25 nm intenziteta 2.83
Potom je iza malog negativnog pika

Dijagram 71. OMF dijagram treceg
sloja pokozice pokazuje posle malog
negativnog pika glavni prvi pozitivan
pik na talasnoj duzini od 117.99 nm i
inteziteta 23.35. Neposredno sledi
glavni prvi negativni pik na talasnoj
duzini 120.25 nm intenziteta -28.42.
Potom je mali pozitivan pik kog sledi
mali negativan pik koji prelazi u
Siroki drugi glavni pozitivni pik na

talasnoj duzini od 129.07 i
intenziteta od 17.78.

glavni prvi pozitivni pik na talasnoj
duZini od 129.07 nm intenziteta
21.73.

Nakon prelaska na flaSirane, viSe strukturisane, tipove voda koZa mladeg
ispitanika pokazuje drasti¢nija otstupanja kod mladeg ispitanika nego kod
starijeg. OMF dijagrami su narocito izmenjeni u donjim slojevima koZe kod
mladeg ispitanika nakon promene tipa vode za pi¢e. OMF diagrami (76) i (77)
ispitanice starosti 78g. koja je pila samo Zrenjaninsku vodu. Snimana je

intaktna koza sa unutrasnjeg dela desne podlaktice.
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Dijagram 72. OMF intaktne koZe
ispitanice KkarakteriSe da nakon
malog pozitivnog pika na talasnoj
duzini od 114.95 nm intenziteta
18.67 sledi prvi glavni negativni
pik na talasnoj duZzini 117.53 nm
intenziteta -55.14, zatim odmah
Siroki pozitivni pik na talasnoj
duzini od 122.50 nm intenziteta
53.52. Potom sledi manji Siri
negativni pik na talasnoj duzini od
126.11 nm i intenziteta -25.27.

RAZLIKA TALASNIK DUZINA imi

Dijagram 73. OMF KkoZe nakon
uklanjanja jednog sloja pokoZice
pokazuje mali negativni pik nakon
koga sledi Siroki zupcasti pozitivni
pik na talasnoj duzini od 116.24
nm intenziteta 10.14 manji
negativni pik koji prelazi u uski
pozitivni pik na talasnoj duzini od
121.22 nm intenziteta 23.88, sledi
glavni negativni pik na talasnoj
duzini od 122.76 i intenziteta -
18.42 i odma se nastavlja u Siroki
nazubljen pozitivan pik intenziteta
14.21.

Slicno prethodnim ispitanicima i kod ove ispitanice dolazi do promene

karakteristika na povrsini kao i u keratinizovanim slojevima koZe gde se voda
nalazi u nano slojevima. Intenziteti svetlosti kod starije ispitanice i pozitivnih i
negativnih pikova pokazuje manje vrednosti u odnosu na oba ispitanika a

narocito starijeg. Dijagrami (761 77)
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Dijagram 74. Na OMF dijagramu
koZe nakon skidanja drugog sloja

a2

127,33 nm s 1771
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Dijagram 75. OMF dijagram koze
nakon uklanjanja treceg sloja

pokoZice se nalazi ¢itav niz pokozice odlikuju pozitivni i
pozitivnih i negativnih pikova negativni pikovi manjeg
malog intenziteta od kojih se intenziteta sa Kkarakteristicnim

izdvajaju prvi pozitivni Siroki pik
intenziteta 26.09, dominantni
Siroki pik intenziteta 25.44, manji
pozitivan kog sledi mali negativni
pik Kkoji prelazi u uzak glavni
pozitivni pik intenziteta 31.62 i
prilazi odmah wu wuzak glavni
negativan pik intenziteta -28.56 i
prelazi u Siroki pozitivan pik
intenziteta 26.84.

pozitivnim pikom intenziteta
25.68 koji prelazi mali negativni
pik a on u glavni uski pozitivan
pik intenziteta 32.34. Potom sledi
Siri glavni  negativni  pik
intenziteta -30.97 koji prelazi u
Sirok manji pozitivan pik
intenziteta 117.71.

Sa dubinom koZe na dijagramu se povecava broj pikova a smanjuje
njihov intenzite, pikovi postaju ostriji, OMF dijagrami (78 i 79) se u dubljim
slojevima koZe zavrSavaju Sirokim pozitivnim pikovima manjeg intenziteta.

Slede¢i OMF dijagrami su dobijeni snimanjem koZe nakon prelaska ispitanice na

flasirane tipove voda.

AKZLIKA TALASNIH DUZINA fmi

Dijagram 76. OMF intaktne koZe
karakteriSe uski negativni pik na
talasnoj duzini 117.53 nm
intenziteta -33.72 koji prelazi u
Sirok pozitivan pik na talasnoj
duzini 120.25 nm intenziteta 25.26
koji prerasta u mali Siroki negativni
pik talasne duZine 125.26 nm
intenziteta -12.13.

Dijagram 77. OMF koze nakon
uklanjanja jednog sloja pokozice je
karakteristican Siroki glavni
pozitivni pik na talasnoj duzini od
117.53 nm intenziteta 19.91. Zatim
slede dva uzastopna negativna pika
intenziteta -27.26 i -24.10 i Sirok
nazubljen pozitivni pik na talasnoj
duzini od 128.32 nm intenziteta
17.29.
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OMF dijagrami koZe (80) i (81) sli¢ni su sa prethodnim dijagramima istih
slojeva kad je ispitanica pila Zrenjaninsku vodu. U intaktnom sloju koZe
pokazuju manje intenzitete pikova, dok nakon uklanjanja sloja pokoZice
pokazuju vece intenzitete pikova na slicnim talasnim duZinama. Voda u
razli¢itim delovima koZe za svaki sloj je posebno organizovana i poseduje

karakteristi¢na svojstva.

Y
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Dijagram 78. OMF koZe nakon
uklanjanja drugog sloja pokozice
pokazuje manji pozitivan pik nakon
koga slede dva oStra negativna pika
intenziteta -21.97 i -18.65 pa potom
slede dva preklopljena Siroka
nazubljena pozitivna pika koji su
intenziteta 20.52 i 16.82.

RAZLIKA TALASHIH DUZIKA ijm

Dijagram 79. OMF koZze nakon
skidanja tri sloja karakteriSe glavni
pozitivni uzak pik intenziteta 18.65,
zatim sledi uzak negativan pik
intenziteta -12.45 i odmah pozitivan
pik intenziteta 11.3. Zatim sledi
Sirok glavni negativan pik
intenziteta -18.53 zatim se nastavlja

u dva pozitivna stopljena pika
intenziteta 16.28 i 15.94.

OMF dijagrami (82) i (83) donjih slojeva koZe se znatno razlikuju u
odnosu koju voda ispitanica konzumira. Dijagram koZe nakon uklanjanja drugog
sloja koZe karakteriSe manji intenzitet narocito pozitivnih pikova i dva pozitivna
stopljena pika na koji se javljaju na talasnoj duZini na dijagramu (82) krajnjeg,
Sirokog pozitivnog pika u slucaju kad je ispitanica pila Zrenjaninsku vodu. OMF
dijagram koZe (83) nakon uklanjanja treceg sloja pokozice pokazuje uZe
pozitivne i negativne, sa manjim intenzitetom, pikove i umesto Sirokog
pozitivnog pika na talasnoj duZini od 127.33 nm dva stopljena Siroka pozitivna

pika intenziteta 16.28 i 15.94.

Mlada ispitanica 37g. poseduje karakteristicne OMF dijagrame koZe
unutraSnjeg dela podlaktice, koji su se promenili kad je ispitanica promenila tip

vode za pi¢e. OMF dijagrami koZe pokazuju specificnost kako za jedinku tako za
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pol i uzrast ispitanika, Sto je posledica razli¢itog stanja vode u slojevima koZe

kao rezultat genetskih osobenosti, vrste i koli¢ine vode koja se pije vrste i

kolicine hrane koja se unosi u organizam i drugih uticaja spopljasnjih i

unutra$njih faktora na organizam.
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Dijagram 80. OMF intaktne koZe
ispitanice karakteriSe glavni
negativni pik na talasnoj duzini od
117.53 nm intenziteta -51.38 Potom
sledi glavni pozitivan pik na
talasnoj duzini 119.48 nm
intenziteta 49.24 potom sledi Siroki
mali pik na talasnoj duzini 124.96
nm i intenziteta -5.85, iza koga
sledi mali pozitivan pik na talasnoj
duzini 129.67nm i intenziteta 4.27

5
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Dijagram 81. OMF koZe nakon
uklanjanja jednog sloja pokozice
pokazuje mali pozitivan pik na
talasnoj duzini 11642 nm
intenziteta 23.53, potom
dominantni negativan pik na
talasnoj duzini 118.71 nm
intenziteta -57.49. Potom slede dva
Siroka pozitivna pika intenziteta
22.52 i 8.52 i izmedu njih mali
negativni pik intenziteta -8.52. Na
kraju sledi mali negativan pik
vrednosti -2.02.

Kao i kod prethodnih ispitanika OMF (84) dijagram za povrsinske slojeve

vode u koZi ispitanice pokazuju osobenosti za samu jedinku i pored velike

slicnosti narocito za intaktnu koZu. Nakon skidanja jednog sloja pokoZice OMF

dijagram (85) dubljeg dela koZe pokazuje vecu osobenost za jedinku kao i njenu

starost i pol.
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Dijagram 82. OMF kozZe nakon
uklanjanja dva sloja pokozice
pokazuje dominantan pozitivni
pik na talasnoj duzini od 117.53
nm intenziteta 75.23 Zatim sledi
manji negativan pik na talasnoj
duzini od 118.48 nm intenziteta
-14.49. i potom Siroki pozitivni
pik talasne duZzine 133.28 nm
intenziteta 5.20.
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Dijagram 83. OMF koZe nakon
uklanjanja treceg sloja pokozice
poseduje na pocetku mali negativan
pik intenziteta -9.08 Kkoji se
nastavlja u dominantan pozitivan
pik na talasnoj duzini 117.74 nm

intenziteta 88.64 koji odmah
prelazi u negativan Siri pik na
talasnoj duzini 119.48 nm
intenziteta -57.39. Potom sledi

Sirok pozitivan pik na talasnoj
duzini 128.37 nm intenziteta 14.18.

Kod mlade ispitanice su dijagrami (86 i 87) donjih Zivih slojeva koZe

dosta sli¢ni s time da su intenziteti pikova nesto viSi kod koZe sa koje je

uklonjen treci sloj pokozice i poslednji mali Siroki pik je na vec¢oj talasnoj duzini

kod istog dijagrama.

R
Dijagram 84. OMF cele kozZe
pokazuje mali pozitivan pik
intenziteta 7.15, potom sledi glavni
negativni dominantan pik na
talasnoj duzini 117.99 nm
intenziteta -22.87. Zatim sledi
zupcasti pozitivni glavni pik na
talasnoj duzini 123.34 nm

intenziteta 15.54, neposredno se
nastavlja u mali Siroki negativan pik
intenziteta -7.67 koji prelazi u Siroki
pozitivan pik na talasnoj duzini od
127.61 nm intenziteta 4.87.

Dijagram 85. OMF koZe nakon
uklanjanja sloja pokozice pokazuje
mali pozitivni pik intenziteta 7.15.
Potom sledi glavni negativni pik na
talasnoj duzini 117.99 nm
intenziteta -22.67, koji se nastavlja u
niz pozitivnih i negativnih pikova
malog intenziteta od kojih su najveci
mali Siroki pozitivni pik na talasnoj
duzZini od 120.25 nm intenziteta
13.30 i glavni dominantni pozitivni
pik na talasnoj duzini 126.32 nm
intenziteta 19.13.
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Na intaktnoj koZi pikovi su manjeg intenziteta, dok su na dijagramu, kad
je ispitanica pila Zrenjaninsku vodu, bili dominantni negativni pa pozitivni
glavni pik. Na dijagramu (88) je prisutan glavni negativni pik dok je umesto
jednog pozitivnog pika na ranijem dijagramu sada viSe manjih pozitivnih i
negativnih piokova. Posle uklanjanja jednog sloja pokoZice na OMF dijagramu
(89) je primetan glavni negativni pik manjeg inteziteta nego na ranijem
dijagramu i umesto zaravnjenog Sirokog pozitivnog pika i jednog manjeg

pozitivnog pika viSe, malog intenziteta, pozitivnih i negativnih pikova.

NTENZITET tai
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Dijagram 86. OMF KkoZe nakon Dijagram 87. OMF koZze nakon
uklanjanja dva sloja pokozice uklanjanja treceg sloja pokozice
pokazuje dominantan negativan pik pokazuje dominantan negativni
na talasnoj duzini 117.08 i intenziteta pik na talasnoj duzini od 116.87
-40.13, koji prelazi u Siroki pozitivni nm intenziteta -64.50, za njim
pik na talasnoj duZini od 118.45 i sledi u Siroki pozitivan pik na
intenziteta 34.58. Zatim sledi niz talasnoj duzini od 118.97 nm
manjih nazubljenih negativnih pikova intenziteta 48.76. Potom sledi
od kojih je najveéi pozitivni pik na nekoliko pozitivnih i negativnih
talasnoj duzini 122.25 nm i Sirokih pikova malog intenziteta.

intenziteta 17.22.

Dijagrami slojeva koZe nakon uklanjanja dva (90) odnosno tri (91) sloja
pokoZice pokazuju slicne karakteristike koje su bitno drugacije od dijagrama
nakon uklanjanja slojeva koZe kad je ispitanica pila Zrenjaninsku vodu. Voda u
ovim slojevima je jako slicna po svojim karakteristikama osim Sto voda u kozi sa

koje su skinuta tri sloja pokoZice pokazuje vece intenzitete svih pikova.
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11.4.2. AFM

Interakcije na nanobioloskim povrsinama koze

AFM metodom se ispituje sloj tkiva dubine od nekoliko desetina
nanometara. Ispitivanja nanobioloskih povrSina omogucavaju nam da steknemo
uvide u aspekte prirode interakcije bioloSkog sistema i okoline (pre svega
raznih molekularnih struktura vode) ali i da ispitivanjem dubljih slojeva,
saznamo viSe o unutrasSnjim aspektima funkcionalnosti samog bioloskog
sistema. Moguc¢nosti koje nam pruzaju metoda AFM oslanja se na nacine
pripreme bioloskih uzoraka koji mogu obezbediti ispitivanja preseka tkivnih
struktura dobijenih ekstrakcijom (biopsijom) iz nativne sredine. Karakterizacija
povrsinskih slojeva biopsijskih uzoraka datih u preseku, koja se sprovodi
metodom AFM, predstavlja interakciju hemijski relativno inertne komponente
koja je nanokonzola (izradena od Si3N4) sa elektrodinamicki ne neutralnim,
viskoelasti¢nim povrsinskim slojem unutarcelijske i vanéelijske komponente. U
stanju u kome je uzorak dostupan, molekuli vode su u znatnoj meri zamenjeni
molekulima hemijskog fiksacionog sredstva (koji je bio formaldehid) dok je u
obodnim oblastima prisutan parafin, koji je koriS¢en u imobilizaciji uzorka.
Interakciju u povrsinskoj oblasti moZemo smatrati funkcijom sastava sredine
uzorka i promena u povrsinskoj energiji poteklom od konformacionih promena
molekula u jedini¢noj ispitivanoj oblasti. Jedinicnom ispitivanom oblas¢u
pribliZzno smatramo kruZnu oblast c¢iji poluprecnik odgovara poluprecniku
zaobljenja vrha senzora koji za metodu AFM iznosi oko 10 nm. Sredina
ispitivanog tkivnog nano-bio sistema je izuzetno ne homogena usled
varijabilnosti procentnih odnosa proteinskih, glikozidnih i lipidnih struktura
koje se nalaze u Celijskoj membrani i medu cCelijskom prostoru kao i u lipidnim
lamelama. Predmet istrazivanja metodom AFM jesu promene u povrSinskim
interakcijama (energijama) koje nastaju usled biohemijskih razlicitosti
prisutnih u izmenjenim stanjima koZe. Nacin na koji izmenjena fizioloSka stanja
modifikuju interakcije (fundamentalne sile) posledicno ¢e upravljati i
dinamikom nano-bioloskih te¢no-Kkristalnih sredina i njihovim "otiskom" u vidu

izmena nepolarnih, elektricnih i magnetnih osobina. Tehnike i metode za
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detaljno ispitivanje ovih interakcija jo§ uvek nisu standardizovane kako bi se
mogle pouzdano odrediti i medusobno uporedivati. Ukupna interakcija, koju je
jedino i moguce utvrditi usled velike sloZenosti sredine, je sastavljena od:
nepolarne interakcije (privlacne po eksponencijalnom zakonu i odbojne po
eksponencijalnom zakonu), polarizacione interakcije i Londonove disperzione
interakcije. (Israelachvili 2004.) Brojna interakcija razlicitih sila cija reakcija sa
nano-konzolnim senzorom u metodi AFM, predstavlja rezultantu svih uticaja za
¢iju promenu smo zainteresovani i za koju o¢ekujemo da prati fizioloSko stanje
tkiva. Metoda Mikroskopije Atomskih Sila (AFM) pruza moguc¢nosti vizuelizacije
i merenja morfoloskih osobina na nivou mikro i nano dimenzione skale koji u
bioloSkom kontekstu odgovaraju nivou ¢elija, organela i individualnih
makromolekula. Osim toga, u mogu¢nosti smo na osnovu morfoloske slike
uzorka da sprovedemo i merenja fizickih veli¢ina (elektri¢nih, magnetnih,
mehanickih itd.) u submikronskoj rezoluciji koja nije ostvariva ni jednom do
sada razvijenom tehnologijom. U istrazivanju koZe je koriS¢en dinamicki rezim
rada kod koga se nanokonzola pobuduje na harmonijsko oscilovanje. Kada
nanokonzolu pribliZimo uzorku, vrh senzora postaje izloZen dejstvu polja
medumolekularnih sila (van der Waalsove sile) koje su karakterisane
nelinearnom zavisnoS¢u od rastojanja izmedu senzora i uzorka, i relativno
velikim opsegom rastojanja (sile dugog dometa). Tada oscilovanje senzora
menja karakter i njegovo kretanje se modelira kao prinudno-priguseno
oscilovanje. Prisustvo polja medumolekularnih sila (prigusne sile) uslovljava
promenu (smanjenje) konstante krutosti pa time i amplitude vibracija i
frekvencije oscilovanja sa vrednosti wo (karakteristicne za prinudno slobodno
oscilovanje) na vrednost w: (karakteristicne za prinudno priguseno
oscilovanje). Negativan znak izvoda sile potice od Cinjenice da su interakcioni
potencijal i sila rastuce, privlacnog karaktera te interakciji doprinose
smanjivanjem rezonantne frekvencije. MozZe doc¢i do pojave gradijenta privlacne
sile koji premasuje vrednost otpora senzora, kada tokom priblizavanja vrha
nanokonzolnog senzora uzorku dolazi do snaZnog privlacenja koje dostize
maksimalnu vrednost na odstojanju koje pribliZno odgovara minimumu

interakcionog potencijala. U ovom slucaju je potrebno saopstiti nosacu
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nanokonzole dodatnu silu kako bi se sprecilo postizanje kontakta izmedu vrha
senzora i uzorka ili kako bi se ve¢ ostvareni kontakt raskinuo. Dodatno uloZena
sila, u sluCaju ostvarenog kontakta, se mozZe meriti kako bi se dobila ukupna
maksimalna vrednost privlacne sile Sto predstavlja osnovu tehnike za
karakterizaciju medumolekularnih sila uzorka, odnosno karakterizaciju samog
materijala. Uzorak koji se ispituje (u ovom slucaju iseCak kozZe) nalazi se na
postolju koje pokrece piezoelektri¢ni izvrsni element koji ostvaruje kretanje
uzorka u tri dimenzije: dve dimenzije ostvaruju ravansko skenirajuce kretanje
liniju po liniju, dok je trete visinsko kretanje, diktirano informacijom koju
generiSe nanokonzola koja se nalazi u stalnoj interakciji sa uzorkom i pod
uticajem je privla¢no-odbojnih sila (koje poticu od interakcija van der Valsovog
tipa). Poznavanjem dinamicke osobine nano-konzolnog senzora i modela
interakcije senzora i uzorka (opisan eksponencijalno-stepenim zakonom na bazi
Mie-ovog i Lenard-DZounsovog potencijala, na osnovu dobijene interakcije se
dobijaju karakteristike ispitivanog materijala. (slike 5 i 6.) Na osnovu
gemetrijskih i mehanickih osobina senzora se odreduje uticaj medu
molekularnih sila kao funkcija deformacija nanokonzole. Na osnovu deformacije
nanokonzole i modela interakcije se odreduju parametri koji potic¢u od fizicko-
hemijskih osobina materijala. Na opisan nacin, merenjem intenziteta interakcije
se dobijaju karakteristike ispitivanog materijala kako morfoloske tako i fizicko-
hemijske. Intenzitet privlatno-odbojnih sila zavisi od rastojanja izmedu
nanokonzole i uzorka koje odreduje kontura povrSine uzorka. Promene
rastojanja generiSu promene intenziteta sila koje savijaju nanokonzolu.
Intenzitet privlacno-odbojnih sila zavisi od rastojanja izmedu nanokonzole i
uzorka koje odreduje promenljiva kontura povrSine uzorka. Ugib nanokonzole
se registruje laserskim zrakom koji se od vrha nanokonzole odbija u foto
detektor pozicije Cija je svaka tacka opremljena senzornom diodom koja
lasersku odbijenu svetlost pretvara u elektri¢ni signal. PoloZaj odbijenog zraka,
odnosno pozicija diode koja pretvara svetlosni signal u elektri¢ni, omogucava
stalno pracenje vertikalne pozicije-ugiba nanokonzole. Informacija o ugibu se
prenosi u korekcioni element koji greSku nastalu otstupanjem trenutno pomera

uzorak, pomocu piezoelektri¢nog izvrSnog elementa, u vertikalnom pravcu kako
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bi se ugib nanokonzole stalno odrZavao na konstantnoj vrednosti. Sva
pomeranja piezoelektricnog organa uzrokovana su promenama na konturi
povrSine uzorka tako da zapis vertikalnog pomeranja uzorka (piezoelektricnog
izvrSnog elementa) zapravo predstavlja zapis izgleda konture povrsSine uzorka.
Podaci za svaku liniju (presek) uzorka se beleZe u ra¢unaru, koji je nosilac svih
upravljackih i akvizicionih funkcija, i na kraju snimanja, sve linije se spajaju u

trodimenzionalnu rekonstrukciju topografskog izgleda povrsine uzorka.

Prednosti metode AFM koje je izdvajaju u odnosu na sve ostale metode
su: mogucénost merenja na mikro i nano skali, kako geometrijskoj tako i na skali
fizickih veliina, jednostavan protokol pripreme uzoraka, prilagodljivost sredine
koja omogucava snimanje u uslovima bliskim prirodnom ¢elijskom okruZenju,
koji se sprovode prilagodenjem atmosfere i/ili snimanjem u te¢noj sredini, Sto
omogucuje veliku primenu u bioloskim i biomedicinskim istraZivanjima. Glavna
prednost metode AFM se sastoji u mogucnosti istovremene vizuelizacije i
ispitivanja osobina materijala kroz merenja: morfoloskih osobina najvaznijih
fizickih veli¢ina (mehanickih, elektricnih i magnetnih) koja se mogu sprovesti u
uslovima kontrolisanog sastava sredine: kontrolisana gasna sredina (vakum,
vazduh, administracija gasova) ili kontrolisana te¢na sredina (sve vrste te¢nosti
umerene viskoznosti i vrednosti pH) u uslovima kontrolisane temperature
(moguca su snimanja u opsegu od (-143 do+500 °C). Glavna prednost metode
MAS se sastoji u mogucénosti istovremene vizuelizacije i ispitivanja osobina
materijala kroz: merenja morfoloskih osobina na nivou mikro i nano
dimenzione skale. Informacija dobijena topografskim merenjima odnosi se na
trodimenzionalan prikaz uzorka u svakoj tac¢ki na osnovu koga je moguce imati
kvantitativnu informaciju o trecoj, visinskoj, dimenziji uzorka. Upravo ta
informacija, kao i nivo njene tacnosti (subnanometarska) predstavlja osnovu za
upravljanje pozicijom senzora koje se koristi u fizicko hemijskoj karakterizaciji
uzoraka. Karakterizacijom fizi¢kih veliina (mehanickih, elektricnih, magnetnih)
se dobijaju kompleksne informacije o uzorku Cijom interpretacijom se stic¢e uvid
u osobine materijala. Pomenute prednosti predstavljaju odlicnu osnovu za

digitalnu obradu i manipulaciju snimljenim signalima kojom se na znatno
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olakSan nacin mogu sprovesti kvantitativne analize koje nisu moguce drugim
metodama. Primera radi, navodimo jednostavan slucaj analize topografskog
profila u nekoliko tacaka koji se rutinski sprovodi u softveru za obradu snimka.
Na slici vidimo osnovne mogu¢nosti analize profila i analize hrapavosti snimka
¢elije kornealnog sloja. Analizu je moguce sprovesti kako na linijskim tako i na
povrSinskim elementima snimka. Ono Sto AMF izdvaja u odnosu na druge
metode jeste ne invazivnost metode koja omogucava karakterizaciju uzoraka i u
atomskoj rezoluciji bez unoSenja poremecaja u strukturi. Iz ove osobine
proistice i druga prednost AMF koja je mogucnost karakterizacije u uslovima
kontrolisane atmosfere i karakterizacija u te¢nostima, Sto su uslovi koji mogu
blisko odgovarati prirodnom okruZenju. Metoda AMF omogucuje i snimanje u
Sirokom opsegu uslova sredine. Tako je moguce podeSavati temperaturu u
Sirokom opsegu: od uslova hladenja te¢nim helijumom sve do nekoliko stotina
stepeni na celzijusovoj skali. Moguée je izvrSiti i prilagodenje atmosfere
uvodenjem odgovarajucih gasova ali i snimanje u uslovima veoma visokog
vakuuma (eng. Ultra High Vacum - UHV). Trenutno naj naprednija primena AMF
(ali i tehnicki najzahtevnija) se odnosi na moguénosti snimanja u te¢noj sredini
u kojoj je moguce u velikoj meri oponasati uslove realnih procesa, pogotovo u

bioloSkim i biomedicinskim istraZivanjima.

Medumolekularne sile koje se karakteriSu AMFom se mogu klasifikovati
u tri klase. Prva klasa medumolekularnih sila potice od Cisto elektrostatickih,
kulonovskih interakcija u koje spadaju medu dejstva koncentrisanih naele-
ktrisanja (jona), dipola, kvadripola itd. Druga klasa salinjena je od
polarizacionih sila koje nastaju usled indukcije polarizovanog stanja u atomima
i molekulima (inaCe nepolarnim) usled prisustva spoljnjeg elektricnog polja.
Treca klasa su sile Cija je priroda kvantno-mehanicka koje kao posledicu imaju
generisanje kovalentnih ili hemijskih veza i odbojnih sila koje na malim
rastojanjima uravnoteZuju privlacne sile. (Matija 2003.) Najbitnije su snazne
interakcije koje pripadaju prvoj i trecoj klasi nakon njih su vazne slabije sile

nekoliko vrsta interakcija polarnih i polarizovanih molekula.
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Meduatomske, medumolekularne sile i Atomic Force Microscopy (AFM)

Proces merenja meduatomskih i medumolekularnih sila (tabela 22) je
mehano-elektromagnetni (fizikohemijski). Kako je apsorpcija infracrvenog (IC)
zracenja principijelno isti proces kao kod prenosa energije sa jednog
mehanickog oscilatora na drugi (rezonanca) to je mehanotronika na nano nivou
sasvim prirodan fenomen. Osnovni preduslov je da svi ucesnici u energetskom
procesu osciluju istom frekvencijom ili da je frekvencija jednog jednaka celom
umnosku frekvencija drugog oscilatora. Nakon rezonancije, u sistemu koji je
primio energiju povecava se amplituda oscilovanja dok se frekvencija ne menja.
Apsorpcija elektromagnetnog zracenja predstavlja kvantni proces koji se desava
kod vecine molekula u IC spektru sa energijama od 8-50 KJ/mol i odgovara
razlikama izmedu vibracionih energetskih nivoa. Na osnovu osobina kantilivera
iz dobijene interakcije sa materijalom (u ovom slucaju uzorkom koze) dobijaju
karakteristike ispitivanog materijala. Pregled osnovnih medumolekularnih
interakcija dat je u Tabeli (22), pri ¢emu jedan molekul interaguje sa drugim kao
jon-jon, jon-dipol, dipol-dipol idr. Interakcije, Kazimir-Polderova interakcija se
deSava medu ravnima dva materijala na rastojanji 10 nm do 50 nm. Tada se
zapazaju fenomeni sli¢ni onima koji se dogadaju kod fluktuacije vakuma,
inteakcija elektrona i pozitrona. Tako nano svet pokazuje neobitne osobine,
ukljucujuci i fenomen memristra, Cetvrtog elementa sveta elektronike, pored R,

CiL.
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Tabela 22. Osnovne medumolekularne interakcije (Matija 2003)

Naziv shematski prikaz E =1(r)
o)
+ N 1
Jon-jon e B =
0 r
. H 1
. g -
Jon-dipol B il oz
— — H H
N\ 7 P 1
Dipol-dipol %ﬁ . %y e}
. . N\ )
Jon-indukovani @a ) i, 1
dipol r*
Dipol-indukovani 3 ) o + 1
. TN N %
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"‘“ g
Indukovani  dipol- t 1
indukovani dipol ' — r6
O
o 1
Vodonicne veze ~—
r
Interakcija privremenih
dipola od nepolarnih , ali
Disperzione polarizovanih tela 1
(Londonove) sile _ . re
Kazimir-Polder
interakcija _A
(fluktuacija Z r
vakuuma) .7
pates” paacaie

Privlacno-odbojne sile zavise od konture povrSine uzorka i usled
promene visine konture one savijaju nanokonzolu. Upravljacki sistem (PC

racunar) odrZava ugib nanokonzole konstantnim, ali se usled zatalasanosti
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povrSine uzorka on stalno povecdava ili smanjuje Sto se registruje laserskim
zrakom Kkoji se od vrha nanokonzole odbija u fotodetektor pozicije Cija je svaka
tacka opremljena senzorom-diodom koja lasersku odbijenu svetlost pretvara u
elektri¢ni signal. PoloZaj odbijenog zraka, odnosno pozicija diode koja pretvara
svetlosni signal u elektricni, omogucava stalno pracenje vertikalne pozicije-
ugiba nanokonzole. Informacija o ugibu se prenosi u korekcioni element koji
greSku nastalu otstupanjem trenutne vrednosti ugiba od ravnotezne, koja je
zabeleZena na pocetku snimanja koriguje tako Sto pomera uzorak pomocu
piezoelektricnog izvrSnog elementa u vertikalnom pravcu kako bi se ugib
nanokonzole stalno odrzavao na Konstantnoj vrednosti. Sva pomeranja
piezoelektri¢nog organa uzrokovana su promenama na konturi povrsine uzorka
tako da =zapis vertikalnog pomeranja uzorka (piezoelektricnog izvrsnog
elementa) zapravo predstavlja zapis izgleda konture povrSine uzorka. Podaci za
svaku liniju-presek uzorka se beleze u racunaru i na Kraju se sve linije spajaju,

¢ime se dobija 3D rekonstrukcija topografskog izgleda povrsine uzorka.

Osnovne sile koje se mere AMF su van der Waalsove interakcije. Teorija
van der Vaalsovih interakcija predstavlja objedinjenje i uopstenje svih do sada
proucenih tipova interakcija kojima se dodaje joS jedan ¢lan a to je disperziona
interakcija. Disperziona interakcija je sli¢na gravitacionoj sili u tome Sto deluje
izmedu svih atoma i molekula, bez obzira na naelektrisanje i polarizaciju.
Disperzione sile predstavljaju mozda i najvazniji doprinos medumolekularnim
interakcijama jer su uvek prisutne, za razliku od ostalih tipova interakcije ¢ija
pojava moze da zavisi od svojstava molekula. One su u sustini sile dugog dometa
(od 0,2 do preko 10 nm) i mogu biti kako privlacne tako i odbojne. Poreklo ovih
sila je kvantno mehanicko i ukratko se moZe objasniti kao trenutna vrednost
interakcije svakog elektrona koji sa protonom formira dipol. [ako se moze reci
da srednja vrednost ovakve interakcije treba da teZi nuli, ali nije tako i njihov
intenzitet je znatan i krece se oko vrednosti 1 k7. Ako se uzmu u obzir sve tri
komponente van der Waalsovih sila (indukcionu silu, orijentacionu silu i
disperzionu silu) moZe se re¢i da su sve tri inverzno proporcionalne Sestom

stepenu rastojanja. Zatim nuklearne sile se pojavljuju u jezgrima atoma. Zakon
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koji opisuje ove sile je donekle slican prethodno pomenutim zakonima u tom
smislu da opisuje brzo opadanje intenziteta sa povecanjem rastojanja. Brzina
opadanja intenziteta je veoma velika tako da je domet dejstva ovih sila svega 10-
15 m, ili 10-¢ nm, $to je opisano eksponencijalnom zavisno$éu u odnosu na
rastojanje reda veli¢ine 10-1> m odnosno 10-¢ nm. Na ovako malim rastojanjima
ne moguce je primeniti zakone klasicne mehanike (Njutnove zakone) vec je za
dobijanje eksperimentalno saglasnih rezultata neophodno primeniti zakone
kvantne mehanike. Izraze ovih sila na tako malim rastojanjima je skoro ne
moguce napisati (zbog sloZenosti) i u kvantnoj mehanici se za adekvatno

opisivanje zapravo koristi koncept energije interakcija.

Osnovne sile u prirodi

Prema opSte prihvacenom stavu, u prirodi se sre¢emo sa Cetiri osnovne
vrste sila: sila slabe nuklearne interakcije, sila jake nuklearne interakcije,
elektromagnetna sila i sila gravitacije. Prve dve vrste sila se manifestuju na
veoma kratkim odstojanjima (10-> nm) i predstavljaju oblast proucavanja fizike
atomskog jezgra, dok su preostale dve vrste znatno duZeg dometa delovanja i sa
njima se svakodnevno sre¢emo. U najve¢em broju slucaja, elektromagnetne sile
su te koje u potpunosti odreduju karakter medumolekularnih interakcija a kroz
njih i ponasanje fluida i ¢vrste materije. Gravitacione sile uglavnom upravljaju
makroskopskim fenomenima, ali u pojedinim slucajevima deluju u sprezi sa
elektromagnetnim silama (kapilarne pojave, viskoznost itd.). Za potpuno ta¢no
tretiranje ovih pojava neophodno bi bilo koristiti principe kvantne mehanike
(kvantne elektrodinamike) ali se pokazuje da je pristupom elektrostatike uz
odgovarajuce aproksimacije moguce dobiti rezultate koji nisu potpuno tacni ali
su u velikoj saglasnosti sa eksperimentima i mogu se relativno brzo realizovati.
Bitan napredak u tumacCenju medumolekularnih interakcija uclinjen je
uvodenjem pojma polja kojime se pojam sile razdvaja od objekta sile i proucava

posebno.
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11.4.3. Bioimpendanca

Impedansna spektroskopija in vivo, tri grupe ispitanika, je prikazana

dijagramima. Vidljiva su na dijagramima elektricna svojstva koZe i njihova

zavisnost od frekfencije ulaznog pobudnog napona. Na dijagramima (92 i 93) su

pretstavljene impedance nultog sloja koZe ispitanica koje su pile Zrenjaninsku

vodu. Na apscisi je pretstavljena frekfencija u Hz a na ordinati realan deo

impedance u 1.

50,000

40,000 -
30,000 J\

20,000 \i\

&

10,000

0——*&—3—?‘?‘4—

1 2 3 45 6

s

Dijagram 88. Impedanca ispitanice

stare 43 g.
20000
15000 a
10000 \ [ =5
5000 \\
0 +— \\'\l;l»
1 2 3 4 5 6

Dijagram 90. Impedanca ispitanice

stare 44 g.
40000
30000 ™ ‘\
20000 \ ==
10000 X
O T T
1 2 3 4 5 6

Dijagram 92. Impedanca ispitanice

stare 96 g.

6,000,000
4,000,000 -+

2,000,000 -

0 n

ey

1 2 3 45 6

Dijagram 89. Impedanca ispitanice

stare 51g.

30,000

25,000 -
20,000 1\

10,000

15,000 \\!

5,000

s

1 2 3 4 5 6

Dijagram 91. Impedanca ispitanice

stare 52 g.

-353-



X1 Prilozi

Dat su dijagrami ispitanica koje su pile Zrenjaninsku vodu nakon

uklanjanja treceg sloja pokoZice

20,000 15,000

15,000 a \
\ 10,000 »
10,000 ——S.. —e—S.
\ =S, 6 000 =S

5,000 ’
0 #— 0 Fo—""+—

1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
Dijagram 93. impedance nakon Dijagram  94. impedance nakon
uklanjanja treéeg sloja ispitanice uklanjanja treceg sloja ispitanice stare
stare 51 g. 43 g.

20000 40,000

-\ 35,000 J\

15000 30,000
25,000 \

10000 == 20,000 \ s
15,000 \ o

5000 10,000 »

0 0.

1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
Dijagram  95. impedance nakon Dijagram 96. impedance nakon
uklanjanja treceg sloja ispitanice stare uklanjanja treéeg sloja ispitanice
44 g. stare 52g.

30,000,000
25,000,000 -
20,000,000 1\
15,000,000 \ _—;—_g
10,000,000 \ ]
5,000,000

0 *A-v-.-v-.-v--v-.—

1 2 3 456

Dijagram 97. impedance nakon
uklanjanja treceg sloja ispitanice stare
44g.
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Na slede¢im dijagramima su prikazane impedance ispitanika Zenskog i
muskog pola razlic¢ite starosti koji su pili flasirane tipove voda, intaktne koZe i

koZe nakon skidanja treceg sloja pokoZzice.

60000 150000

50000 *\\
40000 100000
—o—S.
——S.
50000 \

30000
O#X-ﬂ-rt

20000
1 2 3 45 6

10000
0

Dijagram 98. impedance intaktne koZe Dijagram 99. impedance intaktne
ispitanika 23g. starosti. koze nakon uklanjanja treceg sloja
pokozice ispitanika 23g. starosti.

800,000 12,000
1 ,
600,000 - 0,000 ; ;
8,000 /
400,000 . 6,000 ——3S.
\ > 4,000 \R | ===
200,000 '
2,000 w_ J
1 NS S = S
1 2 3 45 6 1 2 3 4 5 6
3 . ) Dijagram 101. impedance
Dijagram 100. impedance intaktne intaktne koZe nakon uklanjanja

koze ispitanika 29g. starosti. tre¢eg sloja pokozice ispitanika

29g. starosti.

2,500,000 250,000
2,000,000 /\ 200,000
1,500,000 |4 150,000 -
\ —o—5S ——S.
1,000,000 \ —=—S.| 100,000 —&—S.
500,000 50,000
0—+~—:—\J>h-l— 0 Hero—o—o—o?
123 456 1 2 3 45 6
Dijagram 102. impedance intaktne Dijagram 103. impedance intaktne
koze ispitanika 55g. starosti. koze nakon uklanjanja treceg sloja

pokoZice ispitanika 55g. starosti.
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700,000

600,000

500,000
400,000

300,000
200,000

P

0

/

700,000
600,000 f
500,000 /
400,000 —s.
300,000 fL_=s.
200,000
100,000 :_/:

0 ;|

1 2 3 45 6

Dijagram 104. impedance intaktne
koze ispitanika 60g. starosti.

15,000

10,000 -\ ’
5,000
0 #

Dijagram 106. impedance intaktne
koze ispitanika 36g. starosti.

700,000
600,000 -
500,000 1\
400,000 |
300,000 { —-S
200,000 \
100,000

0 +v—L!-.—v—H-!"—

1 2 3 45 6

Dijagram 108. impedance intaktne
koze ispitanika 38g. starosti.

100,000 : : i/
O |

1 2 3 456

Dijagram 105. impedance intaktne
koze nakon uklanjanja treceg sloja
pokozice ispitanika 60g. starosti.

15,000
10,000 A »
5.000 =S
0 |
123456

Dijagram 107. impedance
intaktne koZze nakon uklanjanja
treceg sloja pokozice ispitanika
36g. starosti.

14,000
12,000 ‘\
10,000 »
8,000 \ [
' \ ——S |
6,000 fL—a—s]
4,000 /
2,000
O,
1 23 45 6

Dijagram 109. impedance intaktne
koze nakon uklanjanja treceg sloja
pokoZice ispitanika 38g. starosti.
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100,000 25,000
80,000 "\ 20,000 '\\
60,000 \ 15,000
40,000 \ E_E 10,000 \\\ 7@
20,000 5,000
0 —o—a—\:o—r\#é— 0 +e—or—e ::’/\'

1 2 3 45 6

Dijagram 110. impedance
koZe ispitanika 40g. starosti.

40,000

30,000 -

20,000

A ;

10,000

A

1 2 3 456

——
\ll —8-S

Dijagram 112. impedance
koze ispitanika 45g. starosti.

25,000

20,000

15,000

10,000

N

5,000

1 2 3 456

Dijagram 114. impedance intaktne
koze ispitanika 53g. starosti.

Dijagram 111. impedance
intaktne koZe nakon uklanjanja
treceg sloja pokozice ispitanika
40g. starosti.

25,000
20,000 *\

15,000 \
10,000

——S.|

T v

—;—S.|
5,000 \ /

Dijagram 113. impedance
intaktne koZe nakon uklanjanja
treceg sloja pokozice ispitanika
45g. starosti.

40,000

30,000 .\

20,000 \

——S

10,000
0 #

1 2 3 45 6

\a —m—S

Dijagram 115. impedance intaktne
koze nakon uklanjanja treceg sloja

pokoZice ispitanika 53g. starosti.
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20,000
15,000 -
10,000 1\ e
5,000 \\ /

o leeed

1 2 3 45 6

Dijagram 116. impedance intaktne
koze ispitanika 55g. starosti.

30,000
25,000 -
20,000 J\\
15,000 | ——s
10,000 7
5,000

0 leoot=ta

Dijagram 118. impedance intaktne
koze ispitanika 57g. starosti.

25,000
20,000 71\
15,000 \
——
10,000 ——S
" /

5,000
o leeed s

1 23 456

Dijagram 120. impedance intaktne
koze ispitanika 77g. starosti.

20,000
15,000+
10,000 \ T
5,000 /
o4
123456

Dijagram 117. impedance
intaktne koZe nakon uklanjanja
treceg sloja pokozice ispitanika
55g. starosti.

300,000
250,000 | |
200,000 \
150,000 \\ o5
100,000
50,000 E
O n

1 2 3 456

Dijagram 119. impedance
intaktne koZe nakon uklanjanja
treceg sloja pokozice ispitanika
57g. starosti.

15,000
10,000 -
/ ——S
—|-S
5,000
O : 1 : 1 1 T T
1 2 3 4 5 6

Dijagram 121. impedance
intaktne koZe nakon uklanjanja
treceg sloja pokozZice ispitanika
77g. starosti.

Slede¢i dijagrami impedance koZe su snimljeni na ispitanicima koji su pili

Beogradsku vodu. Ispitanicima je merena samo impedanca intaktnog dela koZe.
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oo

' ]\ 200,000
400,000 N
300,000 |/ % —s 150,000 1 .

' ——S.
200,000 ‘/ \\l 100,000 Qj
100,000 - 50,000

0 M— 0 -
1 23 456 1 2 3 45 6
Dijagram 122. impedance intaktne Dijagram 123. impedance
koze ispitanika 31g. starosti. intaktne koZe ispitanika 37g.
starosti.
200,000 200,000
150,000 150,000 ‘)\
100,000 - ——5S|
MIPS 100,000 [.E
50,000 50,000
0 Hr—o-ro—r-\,ai 0 +ro—ro—:—\r:%—
1 2 3 456 1 2 3 456
Dijagram 124. impedance intaktne Dijagram 125. impedance intaktne
koze ispitanika 41g. starosti. koze ispitanika 37g. starosti.

Dijagrami ispitanika sve tri grupe pokazuju razlike u bioimpedanci kozZe
koje su posledice razli¢itog uzrasta pola i vrste vode koju su pili i razli¢itih

drugih faktora.
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