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1. UVOD

Lipidi su bioloski vazne molekule jer izgraduju stanicnu membranu svih zivih
organizama. Osim izgradnje stanicne membrane, imaju ulogu skladiStenja energije te
sudjeluju u stani¢nim procesima kao $to su sinteza, transport lipida i proteina te u prijenosu
signala u stanicama. Lipidi se mogu podijeliti na kompleksne i jednostavne lipide.
Kompleksni lipidi mogu se hidrolizirati na jednostavnije molekule, kao Sto su voskovi 1
gliceridi. Jednostavni lipidi, iako su molekule slozene strukture, ne mogu se kiselinom ili
bazom hidrolizirati na jednostavnije sastavnice te se dijele na steroide, prostaglandine,
terpene i terpenoide [1].

Lipidi su podlozni reakcijama s razliitim reaktivnim sumporovim vrstama (eng.
Reactive Sulfur Species, RSS), dusikovim vrstama (eng. Reactive Nitrogen Species, RNS) i
kisikovim vrstama (eng. Reactive Oxygen Species, ROS). Svi lipidi koji sadrze
viSenezasi¢ene masne kiseline (eng. Polyunsaturated Fatty Acids, PUFA) pri uvjetima gdje
je prisutan molekulski kisik, podlozni su oksidaciji, procesu koji je poznat kao lipidna
peroksidacija. Lipidna peroksidacija Stetan je proces za organizam u kojem primarno dolazi
do vezanja PUFA s kisikom. Pri vi§im temperaturama, lipidni hidroperoksidi se raspadaju
stvarajuc¢i produkte neugodnih mirisa kao $to su epoksidi, ketoni, aldehidi i dr. Prou¢avanje
lipidne peroksidacije zapocelo je jo§ u 20. stoljeu kada je pocela rasti zabrinutost zbog
mogucih Stetnih u¢inaka peroksidacije lipida u staniénim membranama. Prou€avanje procesa
potaknulo je znanstvenike na daljna istrazivanja kako bi se bolje razumjela uloga radikala 1

radikalskih procesa u patoloskim stanjima i razvoju razli¢itih bolesti kod ljudi [2, 3].

Uz istrazivanja peroksidacije lipida, uslijedila su 1 istrazivanja procesa geometrijske
izomerizacije lipida u bioloskim sustavima. Geometrijska izomerizacija je proces u kojem
dolazi do pretvorbe cis—masnih kiselina u frans—masne kiseline uzrokujuéi promjene u
strukturi 1 funkciji membrana. Trans—masne kiseline mogu nastati endogenom
transformacijom prirodno prisutnih cis—struktura, a njihova prisutnost veze se s radikalskim

stresom tijekom fizioloSkih i patoloSkih procesa [4].

Osnovni cilj ovog diplomskog rada je proucavanje utjecaja radikala sumpora
generiranih iz NaxS pod djelovanjem y—zracenja na lipidnu peroksidaciju i geometrijsku
izomerizaciju. Kao jednostavni modelni lipidni sustav koristio se sustav micela prireden iz

linolne kiseline i tenzida. Ispitan je utjecaj pH, brzine doze zracenja, koncentracije NaxS u



uvjetima ravnoteze sa zrakom te u anaerobnim uvjetima. Koncentracija lipidnih
hidroperoksida utvrdena je feritiocijanatnom metodom, a analiza geometrijskih izomera

provedena je plinskom kromatografijom.



2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Lipidi

Lipidi su biomolekule topljive u organskim otapalima poput acetona, etera ili
alkohola, a relativno su netopljive u vodi zbog velikog broja nepolarnih ugljik—ugljik 1
ugljik—vodik veza. Rijec lipid dolazi od grcke rijeci lipos $to znaci mast. Za lipide se moze
re¢i da su specificni organski spojevi jer nisu definirani prema prisutnosti funkcionalne
skupine, ve¢ prema njihovim fizikalnim svojstvima. Pojavljuju se u obliku tekuéina ili
nekristaliziraju¢ih krutina te sadrzavaju veliku koli¢inu energije. Njihovim metabolizmom u
stanicama oslobada se mnogo energije te su zbog toga najucinkovitije biomolekule za

skladistenje energije [1, 5]. Neki primjeri poznatih lipida prikazani su na slikama 1.1 2.

Slika 1. Triacilglicerol

Slika 2. Steroid progesteron



2.1.1. Masne kiseline

membranu zajedno s drugim organskim vaznim molekulama, kao $to su kolesterol i proteini.
Jednostavni lipidi su esteri masnih kiselina i alkohola glicerola. Glicerol je trovalentni
alkohol, u kojem hidroksilne skupine mogu biti zamijenjenje s molekulom masne kiseline
tvore¢i mono-, di- i tri-gliceride [1, 6]. Masne kiseline mogu biti zasi¢ene (eng. Saturated
Fatty Acids, SFA), mononezasi¢ene (eng. Monounsaturated Fatty Acids, MUFA) i PUFA
[6]. Najpoznatije SFA su palmitinska kiselina, laurinska kiselina, arahidinska i stearinska
kiselina koje u svojoj strukturi nemaju dvostrukih veza. MUFA imaju jednu dvostruku vezu,
dok PUFA imaju dvije ili viSe dvostrukih veza. Najpoznatije nezasi¢ene masne kiseline su
oleinska i arahidonska kiselina te linolna i linolenska koje su esencijalne masne kiseline $to
znaci da ih ljudsko tijelo ne sintetizira samostalno, ve¢ se u organizam unose hranom.
Nezasi¢ene masne kiseline su tekucine zbog dvostrukih veza u svojoj strukturi i uglavnom

imaju cis—konfiguraciju prikazanu na slici 3.
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Slika 3. Prikaz cis— konfiguracije kod triacilglicerola

Svi dugi ugljikovodi¢ni lanci masnih kiselina su nerazgranati u prirodi. Imaju paran
broj atoma ugljika, a taliSta im ovise o stupnju nezasi¢enosti. Postoje masne kiseline
razli¢itog broja C atoma (od Ci4 do Cz4), a najcesce su Cig, Cis, C201C22 [6]. MUFA i PUFA

u prirodnom obliku imaju cis— konfiguriranu dvostruku vezu $to je prikazano na slici 4.



Slika 4. Cis—masna kiselina

PUFA mogu sadrzavati vise dvostrukih veza (od 2 — 6) medusobno razdvojenih
metilenskom skupinom (—CHz—), a po nomenklaturi se prikazuju kao ® masne kiseline ili
n—, tj. delta (A). A prikazuje dvostruku vezu u lancu masne kiseline brojanjem od karboksilne
kiseline. o prikazuje smjestaj prve dvostruke veze od metilnog kraja acilnog lanca, Sto znaci
da ®—3 masne kiseline imaju dvostruku vezu na treCem ugljiku od metilne skupine, a ®—6

na Sestom ugljiku. NajviSe su zastupljene u biljkama, ribi 1 ribljem ulju [1, 7].

SFA nemaju dvostruke veze, nerazgranati ravni lanci u spoju s glicerolom poloZeni
su paralelno jedan pokraj drugoga $to im omogucuje lakSe ,,pakiranje u kristalnu resetku.
Na taj nacin njihovo taliSte je vece Sto ih Cini krutinama. Masti imaju visok postotak SFA 1
zivotinjskog su podrijetla. Nezasi¢ene masne kiseline (bilo MUFA ili PUFA) imaju
dvostruku vezu ili viSe njih, lanci nemaju moguénost ,,pakiranja u kristalnu resetku pa su
one tekucine, a taliSte im je nize. Ulja imaju viSi postotak nezasi¢enih masnih kiselina 1
uglavnom su biljnog podrijetla. Postoje 1 biljna ulja bogata SFA, a primjer za to su ulja palme

1 kokosa [1].

SFA su stabilnije od nezasi¢enih masnih kiselina 1 zbog toga manje izloZene
kemijskim reakcijama. Nezasi¢ene masne kiseline su reaktivnije, a podloznost reakcijama s

kisikom raste §to je ve¢i broj dvostrukih veza [1].



2.1.2. Fosfolipidi

Fosfolipidi su skupina lipida koja se moze hidrolizirati, a sadrzi atom fosfora. Postoje
dvije vrste fosfolipida — fosfoacilgliceroli i sfingomijelini. Organski su derivati fosforne
kiseline gdje su dva atoma vodika zamijenjena R skupinama, a takva vrsta funkcionalne
skupine naziva se fosfodiester. Fosfolipidi su fosforni analozi karboksilnih estera. U
stanicama, preostala —OH skupina na fosforu gubi proton Sto daje fosfodiesteru parcijalno

negativan naboj (Slika 5.) [1].

[l I Il
H—O—Fl’—D—H H—O—IT—O—F{' H—O—IT—O—R'
OH OH on
fosforna kiselina fosfodiester parcijalno negativan
H:POu

fosfodiester

Slika 5. Prikaz fosforne kiseline, fosfodiestera te parcijalno negativnog fosfodiestera koji

postoji samo u stanicama

Stani¢na membrana ima dvije glavne funkcije. Prva je da djeluje kao prepreka za
prolazak iona, vode i drugih molekula u stanicu i iz nje, a druga da je selektivno propusna
S$to znaci da propusta hranjive tvari. Fosfolipidi su glavna komponenta stani¢nih membrana
biljaka, zivotinja 1 ljudi. Sastoje se od ionskog, hidrofilnog dijela te hidrofobnog,
ugljikovodi¢nog dijela (Slika 6.) [1].

O
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Slika 6. Struktura fosfolipida

Mijesanje fosfolipida s vodom omogucuje njihova struktura koja sadrzi ionske glave

1 nepolarne repove. Formira se lipidni dvosloj gdje su ionske glave okrenute prema van, a



repovi prema unutra. Polarne glave elektrostaticki stupaju u interakciju s vodom, a nepolarni

repovi drze se jedan blizu drugoga van der Waalsovim silama (Slika 7.) [1].

polarna glava —»

nepolarnirep ——

Slika 7. Lipidni dvosloj

Sve masne kiseline, bilo zasi¢ene ili nezasi¢ene, glavne su komponente fosfolipida.
Promjenama u njihovoj strukturi, mijenja se i funkcija membrane i njezina svojstva bitna za
svaki zivi organizam. Membrana moZe imati dva oblika, ureden (rigidan) i neureden
(fluidan) oblik. Rigidnost membrane mijenja se prvenstveno zbog SFA te njihove rotacije
oko jednostruke veze $to joj daje rigidnost ili fleksibilnost. Rigidnost membrane smanjuje se
prisutnosc¢u nezasi¢enih masnih kiselina, bile one MUFA ili PUFA. Prisutnost veceg broja

dvostrukih veza uzrokuje vecu zakrivljenost lanaca i smanjenje uredenosti strukture.

2.1.3.  Linolna kiselina

Linolna kiselina (LH), prikazana na slici 8., masna je kiselina s 18 C atoma.
Nezasi¢ena je masna kiselina s dvije dvostruke cis—veze i oznacava se s 18:2. Esencijalna je
masna kiselina, ®—6 1 u organizam se unosi hranom, a najviSe je ima u mlije¢nim

proizvodima, mesu i sjemenkama uljarica [8].



HsC

Slika 8. Struktura prirodne cis— konfiguracije linolne kiseline, 9—cis, 12—cis—18:2

LH je bitna za razlic¢ite fizioloske funcije. Kao 1 sve masne kiseline, izvor je energije.
Moze se esterificirati u neutralne i polarne lipide kao Sto su fosfolipidi, triacilgliceroli i esteri
kolesterola. Sastavni je dio membranskih fosfolipida i utjee na fluidnost membrane.
Takoder, moZe se enzimatski oksidirati u razli¢ite derivate kao Sto je 13—hidroksi ili 13—

hidroperoksi oktadekadienska kiselina [9, 10].

2.2. Lipidna peroksidacija

U normalnim uvjetima, niska razina peroksidacije lipida prirodan je metabolicki
proces. Nezasi¢ene masne kiseline podloZzne su peroksidaciji, procesu koji je zajednicki
naziv za niz radikalskih reakcija u kojima je kisik jedan od reaktanata [11]. Kisik u ovom
slu€aju ima toksi¢no djelovanje. Opceniti prikaz reakcije lipida LH 1 kisika prikazan je
jednadzbom 1.

LH+0; —» LOOH + L’ (1)

Zbog velike energije aktivacije navedena reakcija ne dogada se spontano. Sve vrste
koje u svojoj zadnjoj orbitali imaju nespareni elektron nazivaju se radikalima. Molekula
kisika u svom osnovnom stanju ima 16 elektrona pri ¢emu u protuveznoj orbitali ima dva
nesparena elektrona paralelnih spinova pa se sama po sebi naziva radikalom. Paralelni
spinovi sprje¢avaju molekulu kisika u reakciji s drugim vrstama koje sadrzavaju elektrone

sparenih spinova zbog nacela o oCuvanju spinova. Inverzija spina je spora reakcija u

8



usporedbi s vremenom zivota prijelaznog stanja S$to rezultira manjom reaktivnoséu
molekulskog kisika [3, 12]. Na temelju toga, molekulski kisik moZze reagirati s radikalom jer
slobodno raspolaze nesparenim elektronom radikala. Reakcija lipida 1 kisika je
termodinamicki nepovoljna zbog naruSavanja nacela o odrzavanju energije ili narusavanja
spinskih zakona. Takva reakcija moguca je uz pomoc¢ radikalskog mehanizma.

Lipidna peroksidacija bioloSkih membrana smatra se nepopravljivim dogadajem u
zivotu stanice i moze se podjeliti na tri procesa: inicijaciju, propagaciju i terminaciju [3].
Proces se odvija mehanizmom lancanih reakcija i moze zapoceti djelovanjem ionizirajuceg
zracenja, topline, svjetlosti, kemijskih inicijatora i iona prijelaznih metala. Inicijacija
zapocCinje apstrakcijom vodika s reaktivnim inicijatorom pri ¢emu nastaje bis—alilni ili
pentadienilni radikal, L’ §to je prikazano jednadzbom 2.

tH & 2)

U propagaciji dolazi do adicije molekule kisika na L’ te se formira konjugirani
peroksilni radikal, LOO". Apstrakcijom vodika iz druge molekule nezasi¢ene masne kiseline
nastaje produkt, lipidni hidroperoksid, LOOH 1 alkilni radikal, L°, Sto je prikazano
jednadzbama 3 1 4.

L+ 02 — LOO 3)
LOO"+H"— LOOH + L* 4)

LOOH su relativno stabilni spojevi pri niskim temperaturama, razrijedenim
otopinama 1 bez prisutnosti katalizatora. U prisutnosti katalizatora, dolazi do razgradnje
LOOH na dva radikala LO® i HO" (jednadzba 5), koji promicu daljnju lananu reakciju
prikazano jednadZbama 6 1 7 [3].

LOOH — LO" + HO' (5)
HO'+ LH — L" + H,O (6)
LO +LH — LOH + L' 7)

Na shemi 1. prikazan je lancani proces lipidne peroksidacije mehanizmom slobodnih

radikala.



INICUACIHA
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e
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!
A . B
(Le) V=V VEV
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CLOO'X LH

TERMINACIA

2L —= L
2 LOO- —= LOOL + 0,
L- #L00. —» LOOL
RH+L+ —p R- +LH

RH + LOO- —# R-+LOOH

Shema 1. Lipidna peroksidacija mehanizmom slobodnih radikala [13]
Oksidativni  stres u  stanicama dovodi do unutarstanicne neravnotezZe
prooksidansa/antioksidansa Sto rezultira peroksidacijom lipida. Uslijed lipidne peroksidacije
nastaju produkti koji mogu pokrenuti nespecifi¢ne reakcije radikala koje dovode do
oSte¢enja membrane i1 smrti stanica [3]. Lipidni hidroperoksidi mogu se takoder razgraditi u

prisutnosti prijelaznih metala kao §to je Fe** [2, 12].

2.2.1. lonizirajuce zracenje u inicijaciji lipidne peroksidacije

Radijacijska kemija je grana kemije koja se bavi istrazivanjima fizikalno—kemijskih
promjena nastalih kao posljedica apsorpcije visokoenergetskog, ionizirajueg zracenja u
tvarima. Najce$¢e koriSteni izvori ionizirajuéeg zradenja su y-—zrake %°Co. Ionizirajuée

zraCenje jedan je od postupaka kojim se moze inicirati lipidna peroksidacija [14].

Postojanjem razli¢itih tipova zraCenja uzrokuju se razliiti ucinci ¢ime nastaju

odredene kemijske vrste i koncentracije produkata u ozracenoj sredini. lonizacijska energija
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molekula mnogo je manja od energije zraCenja u radijacijskoj kemiji. Izbaceni elektroni u
procesu ionizacije imaju sposobnost daljnje ionizacije i ekscitacije molekula. Sama
radijacijska kemija ima mnoge specificnosti koje se javljaju zbog ionskog karaktera
produkata, visoke energije i pocetne visoke lokalne koncentracije. Pri ozrac¢ivanju vodenih
otopina ioniziraju¢im zraCenjem, dolazi do generiranja reaktivnih vrsta. Takvim
interakcijama postize se ekscitacija i ionizacija molekula vode iz kojih je dalje moguce
stvaranje radikala i drugih molekulskih vrsta (Shema 2.) [14]. Tijekom predaje i apsorpcije
energije ionizirajuéeg zraCenja s tvari, energija zracenja koja se u sustavu apsorbira
proporcionalna je veli¢ini kemijskih promjena u njemu, a konstanta te proporcionalnosti

naziva se radijacijsko — kemijski prinos (G), a jedinica mu je mol J™!.

n(x)

GX)=— 3

gdje je n(x) mnoZina tvari koja nastaje, nestaje ili se kemijski mijenja apsorpcijom 1 dzula

energije (£) u ozraCenoj vrsti (jednadzba 8).

_t/s
Iﬂ-l'ﬁ
H,0

10713

0 solvatacija

107 disocijacija H,0
H* '+ "OH | ) €aq
OH + H;0

10~

Y

Shema 2. Radioliza vode ioniziraju¢im zracenjem [14]

Reakcije radiolize vode ionizirajuéim zraenjem su brze reakcije pri ¢emu nastaju
primarne reaktivne Cestice € 5o, H', koje su reduciraju¢e 1 OH" kao oksidirajuce Cestice.

Primarne radikale moguce je prevesti u nove radikale koriStenjem razli¢itih anorganskih soli,

11



aditiva i otopljenih plinova. Sve promjene inducirane tijekom ioniziraju¢eg zracenja, pa time
1 oksidacija, ovise primarno o brzini i dozi zracenja. Medutim, postoje i drugi ¢imbenici
specificni za oksidaciju bez djelovanja zracenja koji se takoder moraju uzeti u obzir, a to su
temperatura, koncentracija kisika, sastav lipida i dr. y—zracenjem postize se kontrolirano
generiranje radikalskih vrsta. Generiraju se radikali koji u doticaju s kisikom stvaraju lipidne

hidroperokside te pospjesuju proces lipidne peroksidacije [14].

2.2.2.  Metode odredivanja lipidnih hidroperoksida

Razli¢ite su tehnike i metode proucavanja produkata lipidne peroksidacije. Postoje
tehnike bazirane na mjerenju nestajanja jednog od reaktanta (npr. kisik, lipidi, hidroperoksidi
i dr.), zatim tehnike bazirane na mjerenju stvaranja intermedijera (konjugirani dieni) te
tehnike mjerenja nastajanja konacnih produkata (kao $to su alkoholi i ketoni). Kako su
hidroperoksidi prvi stabilni produkti peroksidacije lipida, njihovom analizom odreduje se
rani stadij oksidacije. Metode odredivanja lipidnih hidroperoksida dijele se na
spektrofotometrijske metode — metoda odredivanja konjugiranih diena te feritiocijanatna

metoda 1 kromatografske te spektroskopske metode.

2.2.2.1. Metoda odredivanja konjugiranih diena

Metoda odredivanja konjugiranih diena jedna je od izravnih metoda odredivanja
hidroperoksida kojom se mjere konjugirani dieni nastali u propagacijskoj fazi nakon
stabilizacije alil-radikala nezasi¢enih masnih kiselina. Autooksidirani 1,4-nekonjugirani
dieni imaju karakteristi¢no svojstvo apsorpcije diena u UV dijelu spektra s mjerljivom
razlikom u apsorpciji para pozicijskih cis, trans— 1 para pozicijskih trans, trans— izomera
konjugiranih LOOH. Apsorpcijski maksimum geometrijskih izomera konjugiranih LOOH
je pri valnoj duljini od 234 nm. Metoda se naj¢eSce koristi za usporedivanje s drugim
izravnim ili neizravnim metodama, ali ne moZe analizirati ukupne lipide, ve¢ samo one koji

sadrze PUFA s dvije ili viSe dvostrukih veza [15].

12



2.2.2.2. Feritiocijanatna metoda

Feritiocijanatna metoda bazira se na oksidaciji Fe*" iona u Fe*" ion u otopinama
hidroperoksida te spektrofotometrijskom mjerenju feritiocijanatnog kompleksa i specifi¢na
je metoda za odredivanje hidroperoksida lipida. Metoda pruza jednostavno i brzo mjerenje

hidroperoksida u uzorcima raznolikog podrijetla.

Kako su hidroperoksidi relativno stabilni, u prisustvu iona Fe(Il) u kiselom mediju,
kataliticki se razgraduju Sto je prikazano jednadzbom 9 te nastaje alkoksilni radikal koji

zatim sudjeluje u nizu drugih reakcija.
LOOH + Fe?* — LO" + OH + Fe** 9)

Svaka molekula LOOH oksidirana je s 2 Fe*" iona, pod uvjetom da jednadzba 10

konkurira drugim moguéim reakcijama u otopinama.
LO" + Fe’* + H" — LOH + Fe** (10)

Oksidirani Fe** ion kompleksira se s tiocijanatom te se feritiocijanatni ion mjeri

spektrofotometrijski na valnoj duljini od 500 nm [16].
m Fe** + n SCN™ — Fem (SCN)n*™™ (11)

U kolorimetrijskom odredivanju Zeljeza mora se koristiti suviSak reagensa jer se
ravnoteza pomice u smjeru nastajanja kompleksa povecanjem koncentracije tiocijanata.
Lambert—Beerov zakon vrijedi u $irim podrucjima koncentracije Zeljeza u takvim uvjetima,
a boja otopine koja se mjeri je vrlo postojana za razliku od one nastale koriStenjem malih

koncentracija tiocijanata [16].

Nije potrebna velika koli¢ina uzoraka za analizu hidroperoksida feritiocijanatnom
metodom, a minimalne koncentracije koje se mogu detektirati su 170 pmol mL™' §to

odgovara 50 pmol LOOH/kg lipida u kompleksnim prirodnim uzorcima [17].

2.2.2.3. Kromatografske i spektroskopske metode

U izravne metode odredivanja lipidnih hidroperoksida ubrajaju se kromatografske i
spektroskopske metode kojim se mogu objasniti reakcijski mehanizmi oksidacije.
Infracrvenom spektroskopijom (IR) odreduje se geometrijska izomerizacija masnih kiselina,

13



a specifi¢na je jer se mogu odrediti 1 funkcionalne skupine. Na postojanje hidroperoksida u
uzorku ukazuje prisutnost apsorpcijske vrpce oko 3413 cm™! §to odgovara vibracijama
istezanja —O—H skupine, a cis, trans— izomeri mogu se identificirati u podrucju otiska prsta

(eng. finger print) od 900 do 1000 cm ™.

Tekuc¢inska kromatografija visoke djelotvornosti (eng. High Performance Liquid
Chromatography, HPLC) takoder je pogodna za identifikaciju lipidnih hidroperoksida.
Metoda je osjetljiva i reproducibilna te ima moguénost detekcije niskih koncentracija
LOOH. Metode plinske kromatografije spregnute s masenom spektrometrijom (GC-MS) i
tekucinske kromatografije (LC-MS/MS) imaju moguc¢nost izravnog detektiranja produkata

peroksidacije lipida te su visoko osjetljive i specifi¢ne [18].

2.3.  Geometrijska izomerizacija

Geometrijska izomerizacija pojavljuje se u kemijskim spojevima s dvostrukom vezom
kao posljedica ograniene rotacije oko tih veza. Geometrijski izomeri masnih kiselina su
stereoizomeri odredeni samom orijentacijom funkcionalnih grupa na dvostrukoj vezi lanca
PUFA. Razlikuju se cis—1 trans—geometrijski izomeri. Ukoliko se supstituenti nalaze na istoj
strani dvostruke veze tada se radi o cis—izomerima, a kod trans—izomera se supstituenti
nalaze na suprotnim stranama u odnosu na dvostruku vezu. Najve¢i moguci broj izomera za

pojedinu masnu kiselinu iznosi 2", pri ¢emu n oznacava broj prisutnih dvostrukih veza [19].

Nezasi¢ene masne kiseline prirodno se pojavljuju u cis—konfiguraciji Sto strogo
kontrolira stereoselektivnost enzima desaturaze, dok vecina frans—masnih kiselina dolazi iz
hidrogeniranih ulja. Dugotrajna konzumacija trans—masnih kiselina moze uzrokovati vise
Stetnih ucinaka na zdravlje ¢ovjeka poput dijabetesa, kardiovaskularnih bolesti, pretilosti,
raka dojke 1 drugih [19-21]. Medutim, hrana nije jedini izvor trans—masnih kiselina ve¢ se
one mogu stvoriti endogeno radikalskim procesima iz tiola ili amina ¢ime dolazi do
transformacije cis— u frans—masne kiseline. U stanicama prokariota postoji mogucénost
stvaranja odgovaraju¢ih trans—izomera. Proces cis, trans— izomerizacije je prilagodba
prokariota na nepovoljne uvjete u okoliSu u kojem zivi. Kada se nepovoljni uvjeti vrate u
normalne, pokrece se reverzibilan proces vraanja trans— u cis— izomere cis, trans—

izomerazom $to omogucuje prokariotima dobru prilagodbu. Takav mehanizam enzimatske
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izomerizacije ne postoji kod eukariota pa se zbog toga sve promjene iz cis—u trans— izomere

smatraju ireverzibilnima i Stetnima za stanice [20].

2.3.1. Mehanizmi izomerizacije masnih kiselina

U samim lipidima vrlo je vazna geometrija dvostruke veze MUFA i1 PUFA. Cis—
geometrija je kontrolirana aktivnoSéu enzima desaturaze, ali trans—izomeri su
termodinamicki stabilniji od pripadaju¢ih cis—izomera. Ukoliko je acilni lanac ravniji,
medumolekulske sile su snaznije te doprinose vecoj stabilnosti frans—izomera. Veca je
vjerojatnost nastanka frans—izomera u odnosu na cis—izomer zbog razlika u energetskoj

barijeri tijekom nastajanja dva prijelazna stanja.

lako su frans—izomeri masnih kiselina stabilniji, MUFA 1 PUFA se pojavljuju
uglavnom u cis—obliku, a svojstva membrane ovise o prisutnosti jednih tj. drugih. Fizikalna
svojstva trans— masnih kiselina sli¢nija su SFA te njihova prisutnost u fosfolipidima
smanjuje fluidnost membrane, a povecanjem broja dvostrukih veza povecava se 1 podloZnost

procesima oksidacije [20].

Trans—lipidi takoder mogu sudjelovati u staniénom metabolizmu na dva nacina. Prvi
nacin je ugradivanjem u membranu pri ¢emu nastaju razliite strukture koje potom mogu
utjecati na funkciju i svojstva same stanice. Drugi nacin je inhibicija sinteze PUFA §to moze
utjecati na metabolicki ciklus LH te dovesti do inhibicije sinteze esencijalnih ®—6

nezasi¢enith masnih kiselina [21].

Osim uloge koju radikali imaju u procesima lipidne peroksidacije takoder mogu 1
katalizirati cis—trans izomerizaciju in vivo adicijsko—eliminacijskim reakcijama. Radikali
koji mogu inicirati reakciju geometrijske izomerizacije su RS’, RSe’, RSO,", NO;" te radikali
atoma Br’ 1 I'. Sama ucinkovitost procesa ovisi o karakteristikama radikala pa su tako
najznacajnije vrste tiilni radikali (RS") i duSikov dioksid (NO;") [22]. Kod procesa
geometrijske izomerizacije na dvostrukoj vezi PUFA vazni su elektroni lokalizirani na
atomu sumpora. Sami procesi pokrecu se djelovanjem radikala sumpora. Na slici 9. prikazan
je mehanizam procesa geometrijske izomerizacije. Proces je kataliticki i1 temelji se na
reverzibilnoj adiciji radikala X" na cis—dvostruku vezu uz nastajanje radikalskog adukta kao
meduprodukta. Nakon B—eliminacije X' radikala, nastaje termodinamicki povoljan trans—

1zomer.
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Slika 9. Mehanizam reakcije cis,trans—izomerizacije kataliziran radikalima

Radikal X" ima ulogu katalizatora, tj. dobro je poznati izomerizirajuéi agens cis,

trans—izomerizacije dvostruke veze.

RS’ radikali su najpoznatiji bioloski izomeriziraju¢i agensi, a njihova reaktivnost
izrazenija je u reakcijama s PUFA zbog nize energije C—H veze. Vecu reaktivnost imaju RS’
radikali generirani iz hidrofilnih tiola ili amfifilnih tiolnih spojeva, dok stericki zaklonjeni

RS’ radikali imaju najmanju reaktivnost [21].

Proces geometrijske izomerizacije pokrenut djelovanjem radikala ima dvije glavne
karakteristike. Najprije, proces je kataliticki i reverzibilan samo ako adukt radikala ne bude
uhvacen prije nego Sto dode do f—eliminacije. Tako jedan radikal moze odrzavati kataliticki
lanac te izomerizirati ve¢i broj molekula prije terminacije. Rezultat navedenog procesa je
oSte¢enje biomembrana ve¢ pri jako malim koncentracijama prisutnih radikala. Drugo, u
procesu geometrijske izomerizacije ne nastaju pozicijski izomeri zbog njihovog adicijsko—
eliminacijskog mehanizma koji ne dopusta pomak pozicije dvostruke veze. Mehanizam
izomerizacije PUFA odvija se po stupnjevima, a svaka dvostruka veza reagira neovisno o

drugoj (Slika 10.) [21].

16



Rj/ trans,cis NS.

] 2
R] \/ \R2 RR/—/_R
CIY, CLY
RS" /R‘ As‘

cis, trans

Slika 10. Prikaz cis,trans—izomerizacije LH katalizirane radikalima tiola [22]

Sami tioli, organski su sumporovi spojevi analogni alkoholima. Hlapljive su tekucine
te imaju intenzivan miris. Tioli lako oksidiraju u disulfide te sulfonske kiseline. Vazan
¢imbenik kod proucavanja procesa radikala u modelnim sustavima je prisutnost kisika.
Spojevi tiola imaju antioksidacijsku ulogu u procesima lipidne peroksidacije zbog
sposobnosti doniranja atoma vodika peroksilnom radikalu, a takoder mogu reagirati i s
primarnim cesticama, hidroksilnim radikalima [7]. U reakcijama 12 1 13, RS" radikal se
generira te moze pokrenuti oba procesa, 1 peroksidaciju lipida 1 kataliticki ciklus

izomerizacije dvostruke veze [23].

LOO" + RSH — LOOH + RS’ (12)
"OH + RSH — H,0 + RS’ (13)

Koji od ovih dva procesa ¢e prevladavati ovisi o uvjetima reakcije, kao §to su

koncentracija kisika i tiola, generiranje RS’ radikala i dr.
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2.3.2.  Sumporovodik u bioloskim sustavima

Sumporovodik (H2S) je molekula koja se sastoji od atoma sumpora i dva atoma
vodika. Pri standarnim uvjetima, molekula je otrovan, bezbojan plin, gus¢i od zraka s
karakteristicnim mirisom trulih jaja. Zapaljiv je i topiv u vodi. Prvi opis sumporovodika
pojavljuje se u 15. stoljecu kada je dobio naziv ,,hepati¢ni zrak®. Njegovu sintezu prvi je
napravio Carl Wilhelm Scheele 1777. godine, a kemijski sastav odredio Claude Louis
Berthollet 1796. godine [24]. Spoj je s najnizim oksidacijskim stanjom sumpora: —2 [23].
Sumporovodik se smatra analogom vode zbog samog izgleda, ali ipak postoje bitne razlike
— ima manji kut vezanja (92° i 104°). Takoder, elektronegativnost sumpora manja je od
kisikove, a sli¢nija vodikovoj. Ima manji dipolni moment pa ne stvara vodikove veze te se
ponasSa kao hidrofobna otopina okruZzena molekulama vode S§to rezultira da je pri

atmosferskoj temperaturi 1 tlaku plin [23].

H>S je plin koji se endogeno generira u zivim organizmima te je izvor jednostavnog
radikala sumpora. Vaznu ulogu ima u Ziv€anom i kardiovaskularnom sustavu te patoloskim
stanjima kao Sto su upalni procesi. Fizioloske koncentracije H2S u mozgu sisavaca su u
rasponu 50-160 pM, a u ljudskoj plazmi 10—100 uM. H»S reagira s oksidansima koji nastaju
djelomi¢nom redukcijom kisika. HoS je plinska signalna molekula (eng. gasotransmitter),
Sto znaci da bi zbog svoje visoke topljivosti u lipidima mogao lako prodrijeti kroz stani¢nu
membranu bez upotrebe transportera ili receptora te tako izazvati reakcije u stanicama [23,

25, 26].

Bitan parametar koji objasnjava propusnost membrane za otopljene tvari je koeficijent
raspodjele, tj. topljivost u membranama u usporedbi s vodom. Sama molekula je blago
hidrofobna 1 topljivija je u membranama nego u vodi. lako je topljivija, brzine reakcija u
membranama se ne povecavaju zbog nereaktivnosti H>S, a sama molekula se mora disocirati

u HS™ Sto je energetski nepovoljan proces u membranama [23].

Endogeni se H>S kod sisavaca proizvodi iz homocisteina i cisteina kroz enzime
transsulfuracijskog puta, cistationin—£ sintaze (CBS) i cistationin y—liaze (CGL). CBS 1 CGL
su enzimi koji sintetiziraju metionin i serin, a takoder mogu sintetizirati H>S. Sama sinteza
H>S ovisi o tkivu — CBS je glavni izvor H>S u ziv€anom sustavu, a CGL u kardiovaskularnim

tkivima [23, 26].
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H>S je prekusor lako difundiraju¢eg HS® u Zivim organizmima. Reakcije
najjednostavnijih radikala lokaliziranih na sumporovom atomu HS" nisu toliko poznate kao
kod ostalih tiilnih radikala, RS". Opcenito, tioli sadrze sulthidrilne skupine te mogu imati
antioksidativnu ulogu, a istovremeno nastali radikali lokalizirani na atomu sumpora mogu

oStetiti biomolekule poput lipida stvaranjem frans—masnih kiselina [20].

2.3.3.  Analiticke metode identifikacije trans—nezasicenih masnih kiselina

Postoje razli¢ite metode identifikacije geometrijskih izomera u bioloskim uzorcima.
Neke od poznatijih metoda koje se koriste su tankoslojna kromatografija (eng. Thin Layer
Chromatography, TLC), tekuinska kromatografija visoke djelotvornosti (eng. High
Performance Liquid Chromatography, HPLC), spektroskopske metode (infracrvena
spektroskopija) te plinska kromatografija. Plinska kromatografija je kromatografska tehnika
koja sluzi za analizu masnih kiselina te je Siroko rasprostranjena. Kako bi se masne kiseline
mogle detektirati 1 analizirati, potrebno ih je prevesti u nepolarnije derivate masnih kiselina,
prevedene masne kiseline mogu se lako, brzo 1 efikasno razdvojiti na polarnoj stacionarnoj
fazi kapilarnih kolona. Plinska kromatografija omogucuje visoko razlucivanje lipidnih
komponenata te se na taj na¢in omogucava odredivanje sastava i koli¢ine masnih kiselina 1
pripadaju¢ih izomera u uzorcima lipida. Kao detektor se najces¢e koriste plameno-
1 najpouzdanijih detektora. Uz odabir odgovaraju¢e kolone, bitno je i1 podeSavanje
temperaturnog programa, protoka plina nosioca i tlaka ¢ime je moguce razluciti sve cis— i
trans—zomere masnih kiselina. Trans—izomeri prvi se eluiraju, dok se pripadajuéi cis—
izomeri eluiraju kasnije. Na slici 11. je prikazan primjer kromatograma LH 1 njezinih

geometrijskih izomera nastalih izlaganjem y—zracenju analiziranih metodom GC/FID [27].

19



1w
8000}

6.000] 1

;
40003 \ 2 3 f
] \

A \
2000} / / \1 /\ \
[ A

/ \_r// .

0: - i =
] i i

RT [mi]

Slika 11. Kromatogram LH i njezinih geometrijskih izomera. (1) 9t,12t—18:2, metil
linolelaidat; (2) 9t,12¢—18:2, metil linoleat; (3) 9c,12t—18:2 metil linoleat; (4) 9c,12¢—18:2

metil linoleat

2.4. Modelni sustavi za istrazivanje procesa lipidne peroksidacije 1 geometrijske
1zomerizacije

Razli¢iti modelni sustavi koriste se u istraZivanjima reakcija lipida jer simuliraju
jednostavniju okolinu kod koje se mogu istrazivati kemijski mehanizmi 1 nastajanje
produkata lipida. Takvi rezultati omogucuju znanstvenicima jasnije 1 kvalitetnije
razumijevanje bioloskih sustava, od najjednostavnijih do sloZenijih. Reaktivnost masnih
kiselina mozZe se istraZivati u homogenim otapalima kao §to su organska otapala kloroform,
eter 1 alkoholi uzimaju¢i u obzir hidrofobna svostva lipida. Takoder, moZe se istraZivati u
heterogenim sustavima kao npr. u vodenim okruzenjima gdje se lipidne molekule mogu
spontano organizirati. Masne kiseline spontano formiraju micele, a fosfolipidi se ugradujuu

.....

lipidnog dvosloja pa su dobri modeli za istraZivanje procesa na stani¢nim membranama [28].
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Slika 12. Primjer micele i liposoma

Slobodne masne kiseline, u doticaju s vodenim medijem, samoorganiziraju se u
micele tako da su hidrofobni dijelovi masnih kiselina — acilni lanci, okrenuti prema
unutraS$njosti micele, dok hidrofilni dijelovi ostaju okrenuti prema vanjskom dijelu — prema
vodenoj povrsini. LH je najzastupljenija masna kiselina u organizmima i najéesc¢a je modelna
PUFA [2]. Sama oksidacija PUFA u micelama ili liposomima ovisi o njthovim kemijskim
svojstvima. Radikali 1/ili kisik reagiraju s PUFA selektivno, ovisno o broju 1 poloZaju
dvostruke veze $to rezultira razlikom u raspodjeli pozicijskih izomera LOOH [2]. Kako su
PUFA spojevi netopljivi u vodi, dodavanjem tenzida njihova se topljivost povecava. Tenzidi
ili povrSinski aktivne tvari su spojevi sa svojstvom samoudruzivanja pri ¢emu stvaraju
micele 1 time pojacavaju topljivost nepolarnih organskih spojeva u vodi. Samim otapanjem
PUFA u tenzidima formiraju se mijeSane micele koje se dalje koriste u istraZivanjima
oksidacijskih procesa. Prisutnost tenzida u takvim sustavima omogucuje istrazivanja i kod
nizih pH S§to je zanimljivo s aspekta proucavanja bioloskih procesa u tumorskim tkivima.

Vazno je pritom znati da sam tenzid moze utjecati na kinetiku procesa peroksidacije [2].

Navedeni primjeri modelnih sustava poznati su u proucavanju pojedina¢nih procesa
peroksidacije lipida odnosno geometrijske izomerizacije, ali 1 za njihovo istovremeno
pracenje. Zajednicka veza izmedu ta dva procesa su reaktivni tiilni radikali. Zbog
sposobnosti doniranja H atoma, tioli inhibiraju peroksidaciju lipida, dok istovremeno
radikali lokalizirani na atomu sumpora mogu katalizirati proces geometrijske izomerizacije.

Uredenost hidrofobnog 1 hidrofilnog dijela, pozicija dvostruke veze 1 amfifilnost
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upotrebljenog tiola u modelnim sustavima utjecati ¢e na brzinu radikalskih reakcija s masnim

kiselinama [2].
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3.  EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

Sva upotrebljena otapala i soli bili su analiticke ¢isto¢e. Svaka otopina deaerirana je
dusikom prije upotrebe, a za pripremu je upotrijebljena ultracista voda. Svo koristeno sude

oprano je ultracistom vodom te nakon toga i otapalom.

3.1.1. Reagensi i soli

U radu su koriStene navedene soli:

e FeSO4 X 7TH20 (Merck, p.a.)
e KSCN (Sigma—Aldrich)

e NaxS x 9H>0 (Aldrich)

e NaH;POq4 (Sigma).

U pripremi otopina micela koriStena je LH (Sigma) te neionska povrSinski aktivna
tvar, polioksietilensorbitan monolaureat (Tween® —-20, Sigma). Otopina Tween® —20 (Slika

13.) priredena je mijesanjem s vodom, koncentracije ¢ = 9,0262 x 10~ mol dm™.

Fosfatni pufer, natrijev dihidrogen fosfat (NaH,PO4), koncentracije ¢ = 2,7 X 1072 mol
dm™ prireden je otapanjem 0,161973 g NaH,POs u 50 mL H>O, a fosfatni pufer
koncentracije ¢ = 5,0 X 10° mol dm™ prireden je otapanjem 0,29995 g NaH,PO4 u 500 mL
HO.

Otopina Na,S pripremana je svijeze svaki dan. Otopina koncentracije ¢ = 1 mol dm™
priredena je otapanjem 1,2009 g Na>S u 5 mL H20. 1 pL osnovne otopine otpipetiralo se u
5 mL te je kona¢na koncentracija ¢ = 0,2 mmol dm™. Pri variranju koncentracija Nas$S,

koristile su se koncentracije:

e ¢;=0,02 mmol dm™
e ¢,=0,1 mmol dm™
e ¢;=0,4 mmol dm>

e ¢;=0,8mmol dm™
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koje su bile priredene iz osnovne otopine.

O
O\/}\;OJ’}\/\/\/\/\/\
O
0 - OH

Ho\f/\o [ O/\);DH

WHX+y+2=20

Slika 13. Tween® —20
Za sintezu diazometana (CH2N3) koriSteno je:

® N-metil-N-nitrozo—p—toluenesulfonamid (Sigma—Aldrich)

e KOH (Kemika).

Kao unutarnji standard kod plinske kromatografije, koriStena je stearinska kiselina

(Sigma—Aldrich).

3.1.2. Otapala

Koristena otapala su:

e diklormetan (CH2Cl) (Kemika, p.a.)

e metanol (MeOH) (Kemika, p.a.)

e klorovodicna kiselina (HCI, <37%) (Kemika, p.a.)
e dietil-eter (Et2O) (Sigma)

e 2-metoksietanol (Aldrich).

Za plinsku kromatografiju, kao otapalo je koriSten heksan (Fluka, p.a.).
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3.2. Metode

3.2.1. Priprema micela linolne kiseline

Modelni lipidni sustav micela priredivan je u ¢asici od 100 mL mijeSanjem 2,5 mL
Tween® —20 i 1,25 mL fosfatnog pufera koncentracije ¢ =2,7 x 102 mol dm™. Na taj nain
su pripremljene micele tenzida u koje se dodalo 0,0125 mL LH. Nakon mijeSanja otopine 20
minuta na magnetskoj mijesalici dodano je oko 0,5 g KOH i 4,24 mL ultraciste vode. Tako
dobivena otopina razrijedena je fosfatnim puferom (¢ = 5,0 X 10> mol dm™) do ukupnog
volumena od 80 mL. pH je podesen na 5 dodavanjem nekoliko kapi HCI (¢ = 1 mol dm™) ili
NaOH (c = 1 mol dm™). Kona¢na koncentracija LH iznosila je ¢ = 5 x 10~ mol dm™,

Tween® 20 ¢ = 2,8 X 10™* mol dm™, a fosfatnog pufera ¢ =5 X 10> mol dm™.

Svi sustavi koji su pripremljeni, bili su ili u ravnotezi s kisikom iz zraka, ili bez

prisustva kisika iz zraka $to se postiglo propuhivanjem s N2O 15 minuta.

3.2.2. Peroksidacija linolne kiseline y-zracenjem

Procesi lipidne peroksidacije 1 geometrijske izomerizacije, u otopinama prethodno
priredenih micela, provedeni su uz inicijaciju y—zracenjem. Neposredno prije ozracivanja
otopina, dodavan je alikvot Na;S X 9H>O nakon ¢ega se u sustav dodavala smjesa CH>Cl>
: MeOH =2 : 1 za ekstrakciju masnih kiselina. Procesi su se promatrali na razlicite nacine —
promjenom pH sustava, promjenom brzine doze, promjenom koncentracije NaxS, u

ravnoteZi sa zrakom ili u N2O zasi¢enim otopinama.

y—zragenje provodeno je na panoramskom izvoru ®°Co. Sam izvor zra¢enja nacinjen
je od vertikalnog cilindricnog sklopa sastavljenog od 24 nosaca sa Sipkama punjenim
kapsulama ®’Co. Izvor se nalazi u sigurnom poloZaju u podzemnom spremistu te se iz njega
dovodi u radni polozaj pomoéu elektromotornog pogona gdje se nosaci ®°Co dizu do
prostorije za ozra¢ivanje. Uzorci su zraceni u centru izvora gdje je najveca brzina doze bila
P = 0,5 Gy/s 1 na udaljenosti od centra pri brzini doze P = 0,128 Gy/s. Brzina doze na

panoramskom izvoru odredena je ionizacijskom komorom i Monte Carlo simulacijama [29].
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3.2.3.  Analiza metilnih estera linolne kiseline plinskom kromatografijom

Neposredno poslije ozracivanja micela, LH ekstrahirana je smjesom otapala CH>Cl :
MeOH =2 : 1. U ekstrakt je dodana stearinska kiselina kao unutarnji standard te se sve skupa
suSilo s Na>SO4. Nakon suSenja, uzorak se filtrirao i prebacio u bocice za uparavanje na
rotacijskom uparivacu. Potom se u svaki uzorak dodalo 0,5 mL dietil-etera, nekoliko kapi
metanola za dodatno ubrzavanje reakcije metiliranja i 10—ak kapi diazometana. Nakon
zavrSetka reakcije metiliranja, uzorci su upareni na rotacijskom uparivacu. Dodavanjem
diazometana u uzorke, dobiva se metilni ester linolne kiseline (MeLi) §to je prikazano na

slici 14.

N

(®) (@]
AN OCH;

OH

Slika 14. Metiliranje masnih kiselina diazometanom

Nakon uparavanja do suha, uzorci su razrijedeni sa 150 pL heksana. Analiza estera
masnih kiselina 1 njihovih pripadaju¢ih geometrijskih izomera provedena je injektiranjem 1
pL MeLi u plinski kromatograf Varian 450-GC s plameno—ionizacijskim detektorom 1
kapilarnom kolonom Rtx—2330 (90% biscijanopropil / 10% fenilcijanopropil polisiloksan;
105 m % 0.25 mm). Temperaturni reZim pocinjao je na 180 °C (u trajanju od 35 min) do 250
°C (u trajanju od 5 min) s brzinom porasta temperature 10 °C min'. Temperatura injektora
iznosila je 250 °C, a temperatura detektora 270 °C protoka 1,5 mL min!. Metilni esteri i
pripadaju¢i geometrijski izomeri identificirani su usporedbom s prethodno utvrdenim

vremenima zadrzavanja komercijalno dostupnih standarda.

3.2.3.1. Sinteza diazometana

Reagensi:

e diazald, CH3C¢H4SO>N(CH3)NO
e pastile KOH.
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Otapala:

e 2-metoksietanol

e suhi Et;0.

Sinteza diazometana prikazana je na slici 15. [30].

(T CH
/0 KOH, H -
H3C S—N 0 . 20 o HzC——N—N
| AN 50 °C, 2-metoksietanol
N:O
0]
diazald diazometan

Slika 15. Sinteza diazometana

Sinteza diazometana provodi se u digestoru jer je spoj toksican i eksplozivan.
Aparatura potrebna za sintezu, prikazana na slici 16., sastoji se od lijevka za dokapavanje,

okrugle tikvice u kojoj se reakcija dogada, hladila i okrugle tikvice u kojoj se sakuplja

diazometan u Et,0O.

Slika 16. Aparatura za sintezu diazometana

Kako je prikazano na slici 16., u lijevku za dokapavanje mijesaju se 2,5 g diazalda i

22,5 mL EtO (I). Zatim se u tikvicu pomijesa vodena otopina KOH, dobivena otapanjem 4
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g KOH u 1,5 mL H>O0 te 5 mL 2-metoksietanola (II). U hladilo (III) se pomijesa usitnjeni
led s NaCl u omjeru 3 : 1. U okruglu tikvicu koja sluzi za skupljanje diazometana dodaju se
pastile KOH te se pazi kako bi dno tikvice bilo sasvim pokriveno i 50 mL osuSenog Et,0.
Na izlazu iz hladila postavlja se pasteur pipeta, ¢iji vrh je blago zataljen te se uroni u Et;0 s
otopljenim KOH Ssto sluzi kao stupica za eventualni gubitak diazometana (IV). Aparatura za

sintezu je djelomicno u ledu.

Prvi dio aparature prikazane na slici 16. uronjen je u vodenu kupelj i postavljen na
magnetskoj mijeSalici te se uz mijeSanje zagrijava na 50 °C. Drugi dio, tikvica u koju se
skuplja diazometan, postavljena je u posudu s ledom. Otopina iz lijevka za dokapavanje (I)
postupno se dodaje u reakcijsku smjesu (II). Reakcijska smjesa mora biti potpuno uronjena
u kupelj jer u suprotnom nastaju dva sloja i destilacija je nepotpuna. Sinteza traje dok se u
tikvici (IV) ne pojavi otopina intenzivno zute boje. Nakon Sto se sva otopina iz lijevka za
dokapavanje doda u smjesu, lijevak se ispire s Et2O ¢ime sinteza zavrSava. Tako prireden

diazometan moze se ¢uvati nekoliko mjeseci na —30 °C.

3.2.4. Spektrofotometrijsko odredivanje koncentracije hidroperoksida linolne kiseline

3.2.4.1. Feritiocijanatna metoda

Reagensi:

e Fe-reagens: deaerirane otopine 0,0045 mol dm™ FeSO4 X 7H>0 u 0,04 mol
dm™ HCI i 3% KSCN u MeOH pomijesane u omjeru 1 : 1. Reagens se

priprema svaki dan svijezi 1 Cuva na tamnom mjestu.
Otapala:
e Deaerirana smjesa CH2Cl,: MeOH =2 : 1
Postupak:

U odmjernoj tikvici od 10 mL deaerira se smjesa otapala kojoj se dodaje deaeriran
alikvot ekstrahiranih hidroperoksida (u CH2Cl, : MeOH = 2 : 1) te se dodaje 0,4 mL Fe—
reagensa. Nakon deaeriranja otopine se ¢uvaju u tami do zavrSetka reakcije. Dobivene
otopine su crveno—roze boje razli€itih intenziteta. Otopine su snimljene na spektrofotometru

u podrucju valnih duljina od 700 do 400 nm u 1 cm kiveti na sobnoj temperaturi. Snimanje
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se obavlja 30 minuta nakon postizanja kvantitativnosti reakcije Fe—reagensa i ispitivanih
otopina hidroperoksida. Ferikompleks je ocitan na Amax 500 nm, a za samu identifikaciju
ferikompleksa pripremljene su dvije otopine reagensa u otapalu (slijepe probe).
Koncentracije hidroperoksida izracunate su iz vrijednosti apsorbancije mjernih uzoraka
oduzetih od aritmeticke sredine slijepih proba te molarne apsorptivnosti feritiocijanatnog
kompleksa dobivenog u otopini standarda hidroperoksida metilnog estera LH (¢ = 58 440

dm® mol™! em™) [15].

3.2.5. Karakterizacija modelnog sustava linolne kiseline

Dinamicko rasprsenje svjetlosti mjereno je na foton korelacijskom spektrofotometru,
Zetasizer Ultra, Malvern Panalytical opremljenom s crvenim laserom (A = 632,8 nm) u
termostatiranim uvjetima. Korelacijske funkcije analizirane su pomocéu programa ZS
XPLORER. Kod mjerenja dinamickog rasprSenja svjetla (DLS) odreduju se difuzijski
koeficijent, a ne veli¢ina Cestice. Veli¢ina Cestice dobiva se koriStenjem Stokes—Einstenove
relacije koja povezuje veli¢inu Cestice s difuzijskim koeficijentom prikazanom jednadzbom

14,

kT
D= =2 (14)
3nndp

gdje je k» Boltzmanova konstanta, 7 apsolutna temperatura, 5 viskoznost otapala, a dj
hidrodinamicki promjer cestice. JednadZba vrijedi samo u slucajevima beskonacnog
razrijedenja gdje je vrijednost difuzijskog koeficijenta u cijelosti neovisna o koncentraciji,
Sto zna¢i da su vrijednostt DLS mjerenja apsolutne samo kad su cCestice sferi¢ne,
monodisperzne 1 bez medudjelovanja uz pretpostavku da se javlja jedino Brownovo gibanje.
Veli¢ina Cestica dobiva se prilagodbom autokorelacijske funkcije, a rezultati su prikazani
kao distribucije (raspodjele) veli¢ina po volumenu. Mjerenja su prikupljana pri tri kuta
detekcije (173°, 90° 1 13°) 1 prikazana su kao jedno integrirano mjerenje MADLS (engl.

multiple angle dynamic light scattering) tehnologijom.

Elektroforetska pokretljivost takoder je mjerena na foton korelacijskom
spektrofotometru, a dobiveni rezultati izraZzavaju se kao srednje vrijednosti tri mjerenja. Zeta

potencijal ({/mV) utvrden je pomoc¢u Henryeve jednadzbe (jednadzba 15),
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2e0f(K,
U, = —82; ) (15)

gdje je € dielektri¢na konstanta, U. elektroforetska pokretljivost, a # viskoznost.

Zeta potencijali su izraCunati iz elektroforetske pokretljivosti Henryjevom

jednadzbom uz Smoluchowskijevu aproksimaciju Henryjeve funkcije, tj. F(kxa) = 1,5.

3.2.6. Instrumentacija

Sva spektrofotometrijska mjerenja izvodena su na UV/VIS spektrofotometru Cary

4000.

Analiza estera masnih kiselina i njihovih geometrijskih izomera vrSila su se na
plinskom kromatografu Varian 450—GC s plameno-ionizacijskim detektorom i kapilarnom

kolonom.

Hidrodinamicki dijametar mijeSanith micela metodom dinamickog rasprSenja

svjetlosti odraden je na Zetasizer Ultra (Malvern Panalytical).
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4. REZULTATII RASPRAVA

4.1. Lipidna peroksidacija i geometrijska izomerizacija u modelnom sustavu

Kao sto je ve¢ navedeno u literaturnom pregledu, procesi lipidne peroksidacije i
geometrijske izomerizacije, bioloski su vazni procesi te su zanimljivi za istrazivanja zbog
njihovog Stetnog utjecaja na organizam. Navedeni procesi istovremeno konkuriraju jedan
drugome pa je cilj ovog rada bio usporedno ispitati produkte lipidne peroksidacije i
geometrijske izomerizacije u modelnom sustavu micela uz inicijaciju y—zra¢enjem. Izvor
radikala bio je najjednostavniji radikal sumpora (HS") ¢iji utjecaj nije toliko istraZzen kao
drugih tiilnih radikala. Uloga H>S kao prekursorne molekule za nastanak radikala
lokaliziranog na atomu sumpora i njegova uloga izomerizirajueg agensa do sada je
proucavana samo u modelima liposoma [4], ali nije ispitana paralelno i njegova sposobnost

usporavanja lipidne peroksidacije.

U ovom radu koriSten je NaxS koji se Cesto koristi u eksperimentalnom radu za
generiranje HoS, odnosno HS™ u vodenim otopinama. Koncentracije upotrebljenih Na,S
odgovarale su bioloskim koncentracijama H>S. Modelni sustavi micela pripremali su se
prema uputama opisanima u poglavlju 3.2.1. te su proucavani u razli¢itim eksperimentalnim
uvjetima. Utjecaj doze, brzine doze i1 koncentracije NaS ispitan je u modenom sustavu LH
pri pH 5. Gavnina istrazivanja u ovom radu napravljena je pri pH 5 kako bi se istrazili procesi
lipidne peroksidacije 1 geometrijske izomerizacije s aspekta tumorskih tkiva za koje je

potvrdeno da imaju niZi pH od zdravih tkiva.

4.1.1. Utjecaj doze zracenja na procese lipidne peroksidacije i geometrijske
izomerizacije u modelnom sustavu LH

Utjecaj promjene doze na nastajanje LOOH u aerobnim 1 anaerobnim uvjetima
prikazan je na slici 17. U modelnom sustavu koji je u ravnoteZzi sa zrakom vidljivo je da je
proces lipidne peroksidacije primarni proces, za razliku od anaerobnih uvjeta gdje
prevladava proces geometrijske izomerizacije. Primijenom doza zracenja do 50 Gy u
aerobnim uvjetima izmjerena je visoka koncentracija LOOH (118,54 umol dm™), dok u
anaerobnim uvjetima nastaju vrlo male koncentracije LOOH S§to je blizu donje granice

detekcije LOOH primijenjene feritiocijanatne metode.
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Slika 17. Utjecaj doze zracenja na formiranje LOOH (¢) aerobni uvjeti, (*) anaerobni
uvjeti, pri pH = 5, P = 0,5 Gy/s, c(NazS) = 0,2 mmol dm3,

Utjecaj promjene doze na raspodjelu geometrijskih izomera u ravnotezi sa zrakom te

u anaerobnim uvjetima prikazan je na slikama 18. 1 19. U aerobnim uvjetima, iako je lipidna

peroksidacija predominantan proces, moze se pratiti i proces izomerizacije. Mehanizam

peroksidacije 1 geometrijske izomerizacije prikazan je na shemi 3. Radikali lokalizirani na

sumporu imaju mogucnost apstrakcije vodika stvaraju¢i pentadienilni radikal koji dalje

sudjeluje u procesu lipidne peroksidacije. Istovremeno tiilni radikal se moze adirati na

dvostruku vezu masne kiseline te B-eliminacijom RS’ nastaju mono frans—izomeri.
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Shema 3. Mehanizmi lipidne peroksidacije i geometrijske izomerizacije LH.
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Variranjem doze zracenja mijenja se koncentracija nastalih LOOH te udio nastalih
geometrijskih izomera LH. U aerobnim uvjetima prevladava proces lipidne peroksidacije te
je koncentracija nastalih hidroperoksida visoka ve¢ pri malim dozama zraCenja, a s
povecanjem doza zraCenja potom dolazi do terminacije procesa peroksidacije. Medutim
primjetno je da se odvija 1 proces izomerizacije, osobito pri ve¢im dozama. Udio nastalih

izomera mono i di trans—izomera je oko 25 % (Slika 18.)

Rezultati u anaerobnim uvjetima ukazuju da je geometrijska izomerizacija

predominantan proces te uz nestajanje cis—konfiguracije dvostruke veze istovremeno nastaju

1 dva mono trans—izomera i di trans—izomeri.
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Slika 18. Raspodjela geometrijskih izomera LH u ovisnosti o dozi zracenja pri aerobnim
uvjetima, pH = 5, P = 0,5 Gy/s, ¢(NaxS) = 0,2 mmol dm™>, (') 9c,12c¢—18:2 metil linoleat,
(¢) 9t,12¢c—18:2, metil linoleat, (*) 9c,12t—18.2 metil linoleat, () 9t,12t—18:2, metil

linolelaidat
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Slika 19. Raspodjela geometrijskih izomera LH u ovisnosti o dozi zracenja pri anaerobnim
uvjetima, pH = 5, P = 0,5 Gy/s, ¢(Na>S) = 0,2 mmol dm™3, (') 9c,12c—18:2 metil linoleat,
(¢) 9t,12¢c—18:2, metil linoleat, (*) 9c,12t—18.2 metil linoleat, () 9t,12t—18:2, metil

linolelaidat

Zrafenjem modelnog sustava u rasponu doza do 400 Gy izmjerene su vrlo male
koncentracije LOOH u anaerobnim uvjetima, a geometrijska izomerizacija je prevladavajuci
proces. Udio nastalih izomera LH (slika 19.) znacajno se mijenja s porastom doze zracenja.
U neozra¢enom uzorku prisutna je samo cis—konfiguracija LH, 9¢,12c-18:2, a s porastom
doze udio cis—izomera se smanjuje. Pri najvecoj dozi, od 400 Gy, u sustavu postoji znacajan
udio di trans—izomera, 9t,12t-18:2. Istovremeno, nastaju dva mono frans—izomera, 9t,12c-

18:219c,12t-18:2 kojih u sustavu ima u gotovo jednakim koli¢inama.
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Slika 20. Kromatogram izomera LH nastalih pri dozi od 400 Gy u aerobnim uvjetima, (1)
9t,12t—18:2, metil linolelaidat, (2) 9t,12c—18:2, metil linoleat; (3) 9c,12t—18:2 metil

linoleat; (4) 9c,12¢—18:2 metil linoleat
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Slika 21. Kromatogram izomera LH nastalih pri dozi od 400 Gy u anaerobnim uvjetima,

(1) 9t,12t—18:2, metil linolelaidat; (2) 9t,12¢—18.2, metil linoleat; (3) 9c,12t—18.2 metil

linoleat; (4) 9c,12¢—18:2 metil linoleat
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Na slikama 20. 1 21. prikazani su kromatogrami geometrijskih izomera LH pri dozama
od 400 Gy, u aerobnim i anaerobnim uvjetima. Na slici 20. vidi se kako prevladava cis—

izomer, dok promjenom uvjeta u anaerobne (slika 21.), dominira nastanak trans— izomera.

4.1.2. Utjecaj brzine doze zracenja na procese lipidne peroksidacije i geometrijske
izomerizacije u modelnom sustavu LH

Na slici 22. vidljiv je utjecaj brzine doze na nastajanje LOOH u aerobnim i
anaerobnim uvjetima. U aerobnim uvjetima, vidljivo je kako je proces lipidne peroksidacije
primaran proces, dok promjenom uvjeta u anaerobne, nastaje znacajno manja koncentracija
LOOH. Promjenom brzine zracenja, najveca koncentracija LOOH nastaje ozracivanjem

modelnog sustava LH dozom od 50 Gy, 120,77 umol dm™.
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Slika 22. Utjecaj brzine doze zracenja na koncentraciju LOOH pri pH = 5, P = 0,128 Gy/s,

c(Na3S) = 0,2 mmol dm™3, (*) aerobni uvjeti, (*) anaerobni uvjeti

Naslici 23. usporedeni su rezultati koncentracija nastalih LOOH pri dvije brzine doze
0,5 Gy/s 1 0,128 Gy/s. Iz prikazanih krivulja vidljivo je da smanjenje brzine doze utjece na
proces lipidne peroksidacije. Efikasnost stvaranja LOOH je ve¢a kod manje brzina doze

zracenja tj. kod istih doza zracenja, nastaju nize koncentracije LOOH uz vecu brzinu doze.
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U aerobnim uvjetima, prevladava lipidna peroksidacija, a koncentracija LOOH opada pri

ve¢im dozama zracenja.
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Slika 23. Utjecaj brzine doze zracenja na koncentraciju LOOH pri pH = 5, ¢(NazS) = 0,2
mmol dm™>, (¢) P = 0,128 Gy/s, () P = 0,5 Gy/s

Na slikama 24. 1 25. prikazan je utjecaj brzine doze zracenja na raspodjelu
geometrijskih izomera u aerobnim 1 anaerobnim uvjetima. U ravnoteZi s kisikom iz zraka, u
rasponu doze do 300 Gy, polako nestaje cis—konfiguracija dvostruke veze uz istovremeno
nastajanje dva mono trans— 1 di trans— izomera. Geometrijska izomerizacija odvija se i u
aerobnim 1 u anaerobnim uvjetima te je efikasnost izomerizacija priblizno 3 puta veca u

uvjetima bez prisutnosti kisika.
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Slika 24. Raspodjela geometrijskih izomera LH u ovisnosti o brzini zracenja pri aerobnim
uvjetima, pH = 5, P = 0,128 Gy/s, ¢(Na>S) = 0,2 mmol dm™3, (') 9c,12¢c—18:2 metil
linoleat, () 9t,12c—18:2, metil linoleat, (*) 9c,12t—18:2 metil linoleat, (*) 9t,12t—18:2, metil

linolelaidat
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Slika 25. Raspodjela geometrijskih izomera LH u ovisnosti o brzini zracenja pri
anaerobnim uvjetima, pH = 5, P = 0,128 Gy/s, ¢(Na>S) = 0,2 mmol dm™>, (') 9¢,12¢—18:2
metil linoleat, (*) 9t,12c—18.2, metil linoleat, () 9c,12t—18:2 metil linoleat, (*) 9t,12t—18:2,

metil linolelaidat

U aerobnim uvjetima, geometrijska izomerizacija nije dominantan proces pri zracenju

manjim dozama. Do 50 Gy, gdje prevladava proces lipidne peroksidacije, proces
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izomerizacije je potpuno inhibiran nakon cega dolazi do porasta mono trans i di trans—
izomera. Najvec¢i udio sume mono trans—1i di trans—izomera je oko 35 % pri dozi od 300 Gy.
Navedeni rezultat potvrduje €injenicu da tioli imaju protektivnu ulogu jer mogu inhibirati
lipidnu peroksidaciju stvarajudi tiilne radikale, koji potom uzrokuju trajnu promjenu u

strukturi izomerizirajuci dvostruku vezu LH.

U uvjetima odsutnosti kisika u modelnom sustavu LH, pojavljuje se znacajna
geometrijska izomerizacija. Pri tim uvjetima, koncentracija LOOH je zanemarivo mala. S
porastom doze nastaje sve viSe izomera di trans—konfiguracije. Pri najviSoj dozi, od 300 Gy,
postotak di trans— izomera — 9t,12t-18:2 je najvedi 1 iznosi 40,59 %, dok cis—izomera ima
16,44 %. Istovremeno nastaju i mono trans—izomeri kojih i u ovom slucaju ima u gotovo
jednakim koli¢inama, oko 21 %. Usporedujuci rezultate dobivene pri razli¢itim brzinama
doze, u anaerobnim uvjetima vidljivo je da je kod iste doze proces izomerizacije efikasniji

kod manje brzine doze (Slika 19. 1 25.).
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Slika 26. Kromatogram izomera LH nastalih pri dozi od 300 Gy u aerobnim uvjetima, (1)
9t,12t-18:2, metil linolelaidat, (2) 9t,12c—18:2, metil linoleat; (3) 9c,12t—18:2 metil
linoleat; (4) 9c,12¢—18:2 metil linoleat
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Slika 27. Kromatogram izomera LH nastalih pri dozi od 300 Gy u anaerobnim uvjetima,
(1) 9t,12t—18:2, metil linolelaidat; (2) 9t,12¢—18.2, metil linoleat; (3) 9c,12t—18:2 metil
linoleat; (4) 9c,12¢—18:2 metil linoleat

Na slikama 26. 1 27. prikazani su kromatogrami nastalih izomera LH u aerobnim i
anaerobnim uvjetima ozracivanjem modelnog sustava dozom od 300 Gy. Pri aerobnim
uvjetima nastaje najve¢i udio cis—izomera te je lipidna peroksidacija predominantan proces,
dok promjenom uvjeta u anaerobne nastaje najveci udio frans— izomera Sto geometrijsku

izomerizaciju ¢ini primarnim procesom.

4.1.3. Utjecaj koncentracije NaxS na procese lipidne peroksidacije i geometrijske
izomerizacije u modelnom sustavu LH

Ispitan je utjecaj koncentracije Na>S u modelnom sustavu LH koji je ozracen dozom

od 50 Gy.
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Slika 28. Utjecaj koncentracije Na>S na nastajanje LOOH ozracivanjem dozom od 50 Gy
pripH =35, P = 0,5 Gy/s, (*) aerobni uvjeti, (*) anaerobni uvjeti

Slika 28. prikazuje ovisnost nastalih LOOH s variranjem koncentracije NaxS u
aerobnim 1 anaerobnim uvjetima. Kad je sustav u ravnotezZi s kisikom iz zraka dolazi do
porasta koncentracija LOOH u koncentracijskom rasponu do 0,2 mmol dm™ NaxS, a s
daljnjim povecavanjem koncentracije Na,S nastaje sve manje LOOH te je vidljiva njegova
protektivna uloga u procesu oksidacije. Visoke koncentracije NaS sprije¢avaju propagaciju
procesa peroksidacije odnosno hvataju radikale koji mogu nastati razgradnjom LOOH. U

anaerobnim uvjetima koncentracije LOOH su znatno manje.
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Slika 29. Raspodjela geometrijskih izomera LH u ovisnosti o koncentraciji Na>S pri
aerobnim uvjetima, D = 50 Gy, pH =5, P = 0,5 Gy/s, (') 9¢,12¢—18:2 metil linoleat, (*)
9t,12¢—18:2, metil linoleat, (*) 9c,12t—18:2 metil linoleat, () 9t,12t—18:2, metil linolelaidat
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Slika 30. Raspodjela geometrijskih izomera LH u ovisnosti o koncentraciji Na>S pri
anaerobnim uvjetima, D = 50 Gy, pH =5, P = 0,5 Gy/s, (') 9c,12¢—18:2 metil linoleat, (*)
9t,12¢—18:2, metil linoleat, (*) 9c,12t—18:2 metil linoleat, () 9t,12t—18:2, metil linolelaidat

Na slikama 29. i 30. prikazana je raspodjela geometrijskih izomera LH ovisno o
promjeni koncentracije NaS u aerobnim i anaerobnim uvjetima. U ravnotezi sustava s

kisikom iz zraka proces geometrijske izomerizacije se odvija sporo te kod najvece
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upotrebljene koncentracije Na>S nastaje samo 10 % svih trans—izomera (di #rans i mono
trans—izomera). Promjenom uvjeta u anaerobne, raspodjela geometrijskih izomera LH varira
s promjenom koncentracije Na,S. Vidljivo je da i male koncentracije Na,S djelotvorno
iniciraju cis, trans—izomerizaciju. NajviSe frans—izomera ima pri 0,1 mmol dm™

koncentraciji Na;S, dok daljnjim porastom koncentracije, njegov udio opada.

4.2. Velicina Cestica 1 Zeta potencijal

Tween® —20 (slika 13.) je neionski tenzid te u vodi stvara micele. Unutar micele

Tween® —20 nalaze se hidrofobni lanci, a na vanjskom hidrofilnom dijelu nalaze se
oksietilenske skupine. Otapanjem masne kiseline u micelama povrSinski aktivne tvari
hidrofobni dio masne kiseline se smjesta u unutrasnjosti micele, a hidrofilni dio prema

vanjskom vodenom sloju.

4.2.1. Velicine cestica micela pri razlicitim pH vrijednostima otopina
Pripremljena su Cetiri modelna sustava konstantnih koncentracija LH (¢ = 5 x 107

mol dm™) i Tween® —20 (¢ = 2,8 x 10~ mol dm™) pri pH 3, 5, 71 9 te je izmjerena veli¢ina

Cestica. Na slici 31. prikazan je hidrodinamicki promjer modelnog sustava LH.
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Slika 31. Prikaz raspodjele velicine cCestice po volumenu pri razlicitom pH modelnog

sustava LH

Rezultati dobiveni DLS mjerenjem pokazuju promjenu veli¢ine micele s promjenom
pH otopine. Hidrodinacki promjer mijeSanih micela pri pH 3 1 5 je pribliZzno jednak (Tablica

1.

Tablica 1. Utjecaj pH na veli¢inu micela

pH d /nm
3 22,50 + 2,04
5 20,02 + 1,49
7 13,52 £ 0,57
9 8,65 + 0,26

Porastom pH vrijednosti na 5 pojavljuju se dvije vrste Cestica, jedna ¢iji je promjer
priblizno jednak veli¢ini micela pri pH 3, d = (20,02 + 1,49) nm i neSto vece Cestice velicine
(96,51 £+ 3,66) nm. Treba napomenuti da udio Cestica veceg promjera nije velik 1 iznosi oko

13 %. Daljnim porastom pH vrijednosti veliCina Cestica se znacCajno smanjuje, pri pH 9
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hidrodinamicki promjer iznosi oko 9 nm. Dobivena vrijednost odgovara promjeru micela
Tween—20 jer je pri visokim pH vrijednostima masna kiselina potpuno disocirana. Kod nizih
pH vrijednosti LH se otapa u micelama Tween—20 pri ¢emu nastaju mijesane micele ¢ija je

veli¢ina oc¢ekivano veca od micela samog tenzida.

4.2.2. Zeta potencijal pri promjeni pH otopina

U pripremljenim modelnim sustavima LH razli¢itih pH vrijednosti izmjeren je i zeta
potencijal. Na slici 32. vidljiv je utjecaj pH modelnog sustava LH na vrijednosti zeta
potencijala. Modelni sustav LH je blago negativnog naboja do pH 5 zbog prisutnosti
deprotoniranih karboksilnih skupina u hidrofilnom sloju. Pove¢anjem pH otopine dolazi do

disocijacije LH u modelnom sustavu micela.
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Slika 32. Utjecaj pH na zeta potencijal mijesanih micela

Zeta potencijal ima sve negativniji naboj s porastom pH otopina. Tako pri pH 9, on
iznosi — 35,56 mV, §to se moze pripisati i promjeni u ionskoj jakosti otopine prilikom
podesavanja pH otopine dodatkom NaOH. Iz navedenih rezultata se moze zakljuciti da je

modelni sustav LH stabilan u blago kiselim 1 kiselim uvjetima.
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4.2.3.  Utjecaj pH na procese lipidne peroksidacije i geometrijske izomerizacije u
modelnom sustavu LH

U navedenim sustavima LH ispitan je utjecaj pH na procese lipidne peroksidacije i

geometrijske izomerizacije.
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Slika 33. Promjena koncentracije LOOH nastalih promjenom pH u aerobnim uvjetima, P

= 0,5 Gy/s, ¢(Na3S) = 0,2 mmol dm ™, () pH =35, (m) pH = 3, (A) pH =7

Rezultati prikazani na slikama 33. 1 34. prikazuju koncentracije LOOH ovisno o
promjeni pH u modelnom sustavu LH, u aerobnim i anaerobnim uvjetima. Zracenjem
modelnog sustava pri pH 3, 5 i 7 ocekivano nastaju zanemarive koncentracije LOOH u
anaerobnim uvjetima dok se u ravnotezi sa zrakom moze pratiti proces peroksidacije.
Podloznost oksidaciji modelnog sustava LH ovisi o pH sustava. Manja koncentracija LOOH
nastaje u jako kiselim 1 neutralnim otopinama u usporedbi s pH 5 gdje nastaju mikromolarne
koncentracije LOOH. Prema dobivenim rezultatima promjenom pH, koncentracija nastalih

LOOH smanjuje se u nizu: pH 5 >pH 3 >pH 7.
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Slika 34. Promjena koncentracije LOOH nastalih promjenom pH u anaerobnim uvjetima,

P = 0,5 Gy/s, ¢(NazS) = 0,2 mmol dm™>, (¢) pH =35, (m) pH =3, (A) pH=7

Na slikama 35. 1 36. prikazana je raspodjela geometrijskih izomera LH kod pH 3 u

aerobnim i anaerobnim uvjetima.
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Slika 35. Raspodjela geometrijskih izomera LH pri pH = 3 u aerobnim uvjetima, P = 0,5

Gy/s, ¢ (NazS) = 0,2 mmol dm ™3 (') 9c,12c—18:2 metil linoleat, () 9t,12c—18:2, metil
linoleat, () 9c,12t—18:2 metil linoleat, () 9t,12t—18:2, metil linolelaidat
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Slika 36. Raspodjela geometrijskih izomera LH pri pH = 3 u anaerobnim uvjetima, P = 0,5
Gy/s, ¢ (NazS) = 0,2 mmol dm ™ (') 9c,12c—18:2 metil linoleat, () 9t,12c—18:2, metil
linoleat, () 9c,12t—18:2 metil linoleat, (*) 9t,12t—18:2, metil linolelaidat

Na slikama 37. 1 38. prikazana je raspodjela geometrijskih izomera LH pri pH 7 u

aerobnim 1 anaerobnim uvjetima.
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Slika 37. Raspodjela geometrijskih izomera LH pri pH = 7 u aerobnim uvjetima, P = 0,5
Gy/s, ¢ (NazS) = 0,2 mmol dm ™ (') 9c,12c—18:2 metil linoleat, () 9t,12c—18:2, metil
linoleat, (*) 9c,12t—18:2 metil linoleat, (*) 9t,12t—18:2, metil linolelaidat
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Slika 38. Raspodjela geometrijskih izomera LH pri pH = 7 pri anaerobnim uvjetima, P =
0,5 Gy/s, ¢ (Na2S) = 0,2 mmol dm ™3 () 9c,12c—18:2 metil linoleat, () 9t,12c—18:2, metil
linoleat, (¢) 9c,12t—18:2 metil linoleat, (*) 9t,12t—18:2, metil linolelaidat
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Efikasnost izomerizacije ovisi o pH vrijednosti modelnog sustava LH. Kod pH 3 u
aerobnim uvjetima prevladava cis—izomer (Slika 35.) i proces izomerizacije je inhibiran do
100 Gy. S daljnjim povecanjem doze zracenja, udio cis—izomera se smanjuje, a istovremeno
nastaju mono frans— 1 di trans—izomeri, S§to nije prisutno pri pH 5 gdje prevladava cis—
konfiguracija. Priblizavanjem neutralnim uvjetima, vidljiv je slican trend kao pri pH 3.
Prema rezultatima, udio cis—geometrijskih izomera smanjuje se redom: pH 5 >pH 7 > pH 3,

dok obrnutim redoslijedom di trans— izomera ima sve vise u uvjetima ravnoteze sa zrakom.

Promjenom uvjeta u anaerobne, ocekivano se odvija geometrijska izomerizacija koji
je predominantan proces. y—radiolizom u N>O zasi¢enim otopinama prevladavaju reaktivne
vrste, H' i *OH koji potom stupaju u rekaciju s H2S/HS™ s konstantama brzina reakcija 10"

Ms,
‘OH + HS/HS — HO0 +HS' (16)
H + HSHS — Hy +HS' 17)

pKa vrijednost HS" nije poznat, iako je poznato da u neutralnim otopinama prevladava S te

se reverzibilno adira na HS™ stvaraju¢i dimer radikala HS*/S™.

HS' ——— S +H' (18)
S”+HS" = HSS? (19)

Sliéno ponasanje modelnih LH sustava pri pH 3 1 7 se moze pripisati nastajanju
sulthidrilnog radikala koji ima moguénost migriranja u hidrofobni dio micele, u blizinu

dvostruke veze LH uzrokuju¢i efikasnu izomerizaciju.

Pri pH 3 1 7, povecavanjem doze zraCenja, udio di frams—izomera raste, dok
istovremeno udio cis—izomera opada. U oba slucaja, nastaju gotovo jednaki udjeli dva mono
trans—izomera (oko 20 % za pH 3 i1 oko 14 % za pH 7). Navedeni rezultat predstavlja

postojanje supramolekulske organizacije masne kiseline u micelama.
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5. ZAKLJUCAK

Lipidi su vazne biomolekule koje izgraduju stanicnu membranu svih zivih bica.
Stani¢na membrana ima dvije vrlo vazne funkcije, prva je da djeluje kao prepreka za
prolazak iona, vode i drugih molekula u stanicu i iz nje, a druga da je selektivno propusna
Sto znaci da propusta hranjive tvari pa tako svaka promjena u njenom sastavu i strukturi
moze utjecati na organizam. Masne kiseline, odnosno njihovi esteri izgraduju stanic¢nu
membranu kao glavne komponente fosfolipida. Promjene u njihovim strukturama dovode do

promjena u funkciji membrane i njezinim svojstvima bitnima za sve organizme.

Nezasi¢ene masne kiseline podlozne su peroksidaciji, procesu koji je zajednicki
naziv za niz radikalskih reakcija u kojima je kisik reaktant. Uslijed oksidativnog stresa dolazi
do unutarstani¢ne neravnoteze prooksidansa/antioksidansa §to rezultira peroksidacijom
lipida. Tim procesom nastaju produkti koji dovode do oStecenja biomembrana i stanicne

smrti.

Istovremeno, nezasi¢ene masne kiseline podloZzne su geometrijskoj izomerizaciji
zbog dvostrukih veza pri ¢emu prirodna cis—konfiguracija dvostruke veze izomerizira u

trans—konfiguraciju. Proces je ireverzibilan i Stetan za stanice.

U ovom diplomskom radu, usporedno se proucavao utjecaj radikala sumpora na
procese lipidne peroksidacije i geometrijske izomerizacije u modelnom lipidnom sustavu
micela. Modelni sustav prireden je iz linolne kiseline i neionskog tenzida Tween—20, uz
Inicijaciju y—zracenjem pri razli¢itim eksperimentalnim uvjetima. NaS je sluzio kao izvor

radikala sumpora u vodenim otopinama.

Oba procesa proucavala su se u aerobnim 1 anaerobnim uvjetima s promjenom pH,
brzine doze zraCenja i1 koncentracije Na>S. Lipidna peroksidacija je dominantan proces u
aerobnim uvjetima, a koncentracija nastalih LOOH ovisi o pH modelnog sustava. Najvisa
koncentracija LOOH nastaje pri pH 5. Istovremeno, pri ve¢im dozama zracenja — od 100 do
400 Gy, dolazi do terminacije peroksidacije i vidljiv je nastanak mono trans— 1 di trans—
izomera. Promjenom uvjeta u anaerobne, koncentracije LOOH su na granici detekcije
feritiocijanatnom metodom. Anaerobni uvjeti pogoduje nastanku pripadaju¢ih geometrijskih

izomera LH pri svim ispitanim pH vrijednostima modelnog sustava.
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Brzina doze zraCenja utjece na proces lipidne peroksidacije i to tako da primjenom
manje brzine doze nastaju vece koncentracije LOOH u aerobnim uvjetima. U anaerobnim

uvjetima je geometrijska izomerizacija efikasnija kod manje brzine doze zracenja.

Variranjem koncentracije Na2S do 0,2 mmol dm™>, u aerobnim uvjetima, prevladava
propagacija lipidne peroksidacije, a inicijacija frans—izomerizacije s porastom koncentracije
NayS se odvija sporo. U anaerobnim uvjetima nastaje zanemariva koncentracija LOOH, a

geometrijska izomerizacija je predominantan proces.

Velicina Cestica se smanjuje s porastom pH vrijednosti modelnog sustava. U kiselim
1 blago kiselim otopinama, LH je otopljena u micelama tenzida te se formiraju mijesane
micele veli¢ine oko 20 nm. S porastom pH veli¢ina micela se smanjuje te pri pH 9
prevladavaju Cestice promjera 9 nm. Takoder, promjenom pH otopina, mijenja se i zeta
potencijal Cestica. Modelni sustav je blago negativan pri nizim pH, a porastom pH sustav

ima sve negativniji naboj.

Navedena istrazivanja lipidne peroksidacije 1 geometrijske izomerizacije ukazuju na
vaznost proucavanja 1 razmatranja oba procesa u jednostavnim 1 sloZenijim modelnim

sustavima kako bi se bolje razumijeli procesi na stani¢noj razini.
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PRILOZI

0Co — radioizotop kobalt—60

¢ — koncentracija

CBS — cistationin—f sintaza

CGL - cistationin y—liaza

D — difuzijski koeficijent

dp — hidrodinamicki promjer Cestice

DLS — dinamicko rasprSenje svjetla (Dynamic Light Scattering)
E — energija

FID — plameno—ionizacijski detektor (Flame lonization Detector)

. G — vrijednost, radijacijsko — kemijski prinos
. GC —plinska kromatografija (Gas Chromatography)

.GC-MS - plinska kromatografija spregnuta s masenom spektrometrijom (Gas

Cromatography — Mass Spectrometry)

Gy — grej (Gray), mjerna jedinica za apsorbiranu dozu zrac¢enja

Gy/s — mjerna jedinica za brzinu apsorbirane doze ioniziraju¢eg zracenja

HaS — sumporovodik (Hydrogen Sulfide)

HPLC — tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (High Performance Liquid
Chormatography)

IR — infracrvena spektroskopija (Infrared spectroscopy)

k» — Boltzmanova konstanta

L — bis—alilni ili pentadienilni radikal

LC-MS/MS - teku¢inska kromatografija spregnuta s tandemskom masenom
spektrometrijom (Liquid Chromatography with tandem mass spectrometry)

LH - linolna kiselina

LOO’ — konjugirani peroksilni radikal

LOOH - lipidni hidroperoksid

MADLS — (Multiple Angle Dynamic Light Scattering)

MeLi — metilni ester linolne kiseline

mol J! — mjerna jedinicu za radijacijsko — kemijski prinos

MUFA — mononezasi¢ene masne kiseline (Monounsaturated Fatty Acids)

n — broj prisutnih dvostrukih veza

n(x) — mnozina tvari koja nastaje, nestaje ili se kemijski mijenja apsorpcijom
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31.
32.
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34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.
43.
44.
45.
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47.
48.

P —brzina doze zracenja

PUFA - viSenezasi¢ene masne kiseline (Polyunsaturated Fatty Acids)

R — organska skupina

RSS — reaktivne sumporove vrste (Reactive Sulfur Species)

RNS — reaktivne dusSikove vrste (Reactive Nitrogen Species)

ROS — reaktivne kisikove vrste (Reactive Oxygen Species)

SFA — zasi¢ene masne kiseline (Saturated Fatty Acids)

T — apsolutna temperatura

TLC — kolonska kromatografija (Thin Layer Chromatography)

U. — elektroforetska pokretljivost

UV/VIS — ultraljubicasta—vidljiva spektroskopija (Ultraviolet—visible spectroscopy)
ZS — ZetaSizer

Yy — gama zracenje

A — delta, dvostruka veza u lancu masne kiseline brojanjem od karboksilne kiseline
¢ — dielektri¢na konstanta

{ — zeta potencijal

n — viskoznost otapala

A — valna duljina

o — omega, poloZaj prve dvostruke veze od metilnog kraja acilnog lanca
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