MED RAZ6L 2006; 45: 3-19 | RAZISKOVALNI CLANEK

Katarina Zivec!, Kristina Ziherl2

Fluidnost eritrocitnih membran pri
rakavih bolnikih - Studija z elektronsko
paramagnetno resonanco’

Fluidity of Red Blood Cells' Membranes in Cancer Patients -
an Electronic Paramagnetic Resonance Study
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Izhodi$ce: Porabnostna hipoholesterolemija je na racun hitro delecih se rakavih celic pri bol-
nikih z rakom pogost in pri¢akovan pojav. Rakave celice imajo povecano fluidnost plazemskih
membran zaradi zniZane koncentracije holesterola. Eritrociti so celice brez mozZnosti lastne
sinteze lipidov. Spremembe koncentracije serumskih lipidov se lahko kazejo v lipidni sesta-
vi membrane eritrocita in posledi¢no v fluidnosti membrane.

Namen: Primerjava fluidnosti membran eritrocitov pri rakavih bolnikih in pri zdravih kon-
trolah v odvisnosti od koncentracije serumskih lipidov, vrste, stadija raka in starosti.

Hipoteza: Membrane eritrocitov rakavih bolnikov imajo zaradi pri¢akovane hipoholeste-
rolemije povec¢ano fluidnost.

Metode: Vkljucenih je bilo 49 rakavih bolnikov in 25 zdravih kontrol. Fluidnost membran
izoliranih eritrocitov smo proucevali z elektronsko paramagnetno resonanco. V. membrano
smo vgradili spinski oznacevalec, ki posreduje informacije o fluidnosti membrane v nepo-
sredni okolici, kar smo kasneje razbrali iz spektrov. Da bi dodatno dokazali povezavo med
vgradnjo holesterola v membrano in fluidnostjo, smo vzorcem eritrocitov zdravih kontrol doda-
li holesterol in merili posledi¢no spremembo fluidnosti.

Rezultati: Bolniki z rakom v primerjavi z zdravimi kontrolami nimajo povecane fluidno-
sti membran eritrocitov, v serumu pa imajo pomembno manjse vrednosti serumskih lipidov.
Fluidnost membran eritrocitov se premosorazmerno povecuje z veCanjem vrednosti holeste-
rola v serumu. Dodatek holesterola (0,5 M) eritrocitom v poskusu in vitro pomembno zvisa
koncentracijo holesterola v eritrocitnih membranah in pa tudi fluidnost teh membran.

Zakljucek: Presenetljiv rezultat, da hipoholesterolemija ne povzroci vedje fluidnosti mem-
bran eritrocitov, smo razloZili z obstojem membranskih domen in pa spremenjenih metabolnih
mehanizmov pri rakavih bolnikih. Metoda ni klini¢no uporabna, primerna pa je za nadalj-
nje bazi¢ne raziskave eritrocitnih membran zaradi dobre korelacije le-teh s spremembami
serumskimih lipidov. Poleg lipidov v plazmi bi bilo treba z biokemic¢nimi postopki meriti tudi
dejansko koncentracijo holesterola v eritrocitni membrani.
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ABSTRACT

KEY WORDS: cancer patients, serum lipids, electronic paramagnetic resonance, plasma membrane fluidity, membrane domins,
erythrocytes

Background: Hypocholesterolemia in cancer patients is a frequent and expected phenome-
non. Higher fluidity of plasma membranes (as a result of lower concentration of cholesterol)
is a characteristic of most cancer cells. Erythrocytes lack organelles and inner membranes
and with that any possibility of endogenous synthesis of lipids. Changes in serum lipid con-
centration could be shown in the fluidity of erythrocyte cell membranes.

Aim: To compare the fluidity of erythrocyte membranes in cancer patients and in healthy
controls in relation to serum lipid concentration, type, stage of cancer and age.

Hypothesis: Hypocholesterolemia in cancer patients is the cause, that erythrocyte mem-
branes have higher fluidity.

Methods: In prospective study we included 49 cancer patients and 25 healthy controls.
We studied the membrane fluidity of isolated erythrocytes by the electronic paramagnetic
resonance method. In membranes incorporated spin label gives us information (spectrum)
about fluidity in the neighborhood. We also added 0.5M cholesterol to erythrocytes sam-
ples from healthy individuals and measured the change in membrane fluidity.

Results: Cancer patients in comparison to healthy controls do not have higher erythro-
cytes membrane fluidity but they do have significantly lower serum lipid concentrations.
Fluidity of erythrocyte membranes is higher in patients with higher total serum cholesterol, HDL
and LDL. Addition of cholesterol (in vitro) to erythrocytes of healthy individuals significantly
increases the concentration of cholesterol in cell membranes and their fluidity as well.

Conclusions: The surprising result that hypocholesterolemia does not cause higher flu-
idity of erythrocyte membranes we explained with the existence of membrane domains and
changes in metabolism in cancer patients. The EPR method is not clinically important; how-
ever it could be used for further basic science research for there is very good correlation between
fluidity of erythrocytes membranes and serum lipid concentration. It would also be neces-
sary to biochemically measure the real cholesterol concentration in erythrocytes membranes.

uvobD

Strukiura eritrocitne plazemske
membrane: holesterol, izmenjava
le-tega s serumskimi lipoproteini,
razmerje holesterol/

fosfolipidi in fluidnost

Zreli humani eritrociti nimajo jedra, organe-
lov (notranjih membran), zato predstavljajo
enega najboljsih modelov za $tudij membran.
50 % tezZe membrane eritrocita predstavljajo
lipidi (fosfolipidi, holesterol, glikolipidi), drugo
polovico pa proteini (spektrin, aktin, ankirin,
band 4.1, band 3). Glavni fosfolipidi (slika 1),
asimetri¢no razporejeni med polovicama
membrane, so fosfatidilholin (lecitin, 29,3 %),
sfingomielin (25,5 %), fosfatidilserin (14,9 %)
in fosfatidiletanolamin (27,6 %). V zunanji
polovici sta predvsem fosfatidilholin in sfingo-
mielin, notranjo polovico pa tvorita ve¢inoma

fosfatidiletanolamin in fosfatidilserin. Gliko-
lipidi so prisotni izklju¢no v zunanjem delu.
Nekaj je tudi prostih mascobnih kislin, ni
pa trigliceridov niti holesterolnih estrov.
Membranske proteine delimo v periferne in
integralne (1, 2).

Dve glavni znacilnosti fosfolipidnega
dvosloja sta neprepustnost za v vodi topne
molekule in pa fleksibilnost, dinami¢nost
membrane ter z njo povezana prosta difuzija
lipidov in proteinov v membrani. Se danes
splosno priznan izraz za membrano, po modelu
Singer-Nicolson, je zato fluidni mozaik (7, 3).

Razmerje holesterol/fosfolipidi (H/F-raz-
merje) je razmerje med nevtralnimi lipidi
(holesterol) in polarnimi lipidi (fosfolipidi in
glikolipidi); v eritrocitni membrani je v normal-
nih razmerah 0,9-1,0. Dejavniki, ki vplivajo
na te razlike, so razli¢na koncentracija gli-
kolipidov v membrani, ki tudi raztapljajo
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Slika 1. Lipidni dvosloj, prikazani so fosfolipidi, holesterol, glikolipid.

holesterol (razmerje holesterol proti fosfolipi-
dom in glikolipidom ostane nespremenjeno),
preferenca holesterola do ene vrste fosfolipi-
dov in pa tudi medsebojni vplivi med proteini
in fosfolipidi, ki tako zmanj$ujejo raztaplja-
nje holesterola (4, 5). Preferenca do doloc¢enih
fosfolipidov je vprasljiva, kajti nekateri so
dokazali ve¢jo preferenco do sfingomielina in
lecitina in manj$o do fosfatidiletanolamina,
nekateri pa so to zanikali (6).

Holesterol se izmenjuje med membrano
in plazemskimi lipoproteini, kon¢ni ravnotezni
delez holesterola pa je odvisen od H/F-razmer-
ja v obeh predelkih. Holesterol in razmerje
H/F v lipoproteinih se odraza na razmerju
v eritrocitni membrani in je v ravnotezju
(4-8). Zanimivo je, da prenos holesterola iz
lipoproteinov v membrano ni odvisen od
plazemske koncentracije holesterola niti od
koncentracije lipoproteinov, ampak od raz-
merja H/F v LDL oz. v drugih lipoproteinih.
Tako eritrociti dobijo holesterol iz lipo-
proteinov, ki imajo zvisano H/F-razmerije.
Upostevati moramo tudi, da lipoproteini
vsebujejo tri- do Stirikrat ve¢ holesterol-
nih estrov kot neesterificiranega holestero-
la, le-ti pa so slabo topni v fosfolipidih in
tako nepomembni za membrano eritroci-
ta (6). Izmenjava je izrednega pomena za eri-
trocite, kajti le-ti nimajo encimov za sintezo
holesterola, fosfolipidov oz. za esterifikacijo.
Tako imajo dejavniki, ki vplivajo na izmenjavo
med lipoproteini in eritrocitnimi membrana-
mi, velik pomen pri spremembi fluidnosti
membran (4).

Holesterol ima kondenzirajoci, »utrditve-
ni« u¢inek na membrano, ohranja pa fluid-
nost (4-12). Zvisana koncentracija holesterola
v membrani utrdi acilne verige, hkrati pa
zmanjsa interakcijo med lipidnimi glavami;
obratno je pri zniZanju koncentracije (12). Pri
vi§ji temperaturi holesterol interreagira z giba-
jo¢imi verigami mascobnih kislin ter tako pov-
zroci, da postane zunanji del manj fluiden;
obratno je pri zniZani temperaturi (1, 8). Zni-
Zevanje temperature zmanjSuje fluidnost,
vedje kot pa je razmerje holesterol/fosfolipi-
di, vecje bo tudi zmanjSanje fluidnosti (9).
Holesterol lahko membrano tudi fluidizira,
kajti njegova zgradba se bolje prilagodi nena-
sicenim mas$cobnim verigam, Ceprav pa ima
vedjo afiniteto do nasicenih (11). Holesterol
vpliva tudi na propustnost, osmotsko fragil-
nost, obliko eritrocita, encimsko aktivnost,
povrsinske receptorje (4, 5, 9).

Fluidnost membrane je proces gibanja
molekul v membrani in odraza urejenost
lipidnega dvosloja. Je obratnosorazmerna
mikroviskoznosti. Gibanje je zaradi interakcij
med steroli in fosfolipidi izrazitejse v sredini
lipidnega dvosloja, manj$e pa ob stiku z vodno
fazo (4, 5, 7). Obstajajo tudi razlike v fluid-
nosti med zunanjim in notranjim slojem
membrane, in sicer, da je zunanji del manj
fluiden; razlaga za to pa naj bi bila, da se hole-
sterol bolj zadrZuje v zunanjem delu in pa da
obstaja razlika v nenasicenosti fosfatidilholi-
na v primerjavi s fosfatidiletanolaminom in
fosfatidilserinom (13, 14). Na fluidnost vpliva
$e Stevilo nenasicenih, nasi¢enih in dolZina
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acilnih verig, H/F-razmerje, tudi deleZ doloc¢enih
fosfolipidov (vecanje razmerja sfingomielin/
lecitin v membrani zmanj$uje fluidnost) (4, 7).
Ve nenasi¢enih mascobnih kislin poveca
fluidnost (15). Nenasi¢ene mascobne verige
mocno znizajo utrditveni ucinek holesterola,
nenasicenost kot taka pa nima pomembnej-
$ega vpliva na zmanjsanje fluidnosti, govori
druga Studija (16). Znano pa je, da je niZanje
fluidnosti vseeno kon¢no, kajti ob H/F vec
kot 2, se le-ta ne zniZuje veé. To razlagajo
z domenami s takimi oblikami holesterola, ki
ne vpliva na fluidnost membrane (6). Ob sta-
ranju eritrocitov in vivo se razmerje (holeste-
rol + fosfolipidi)/proteini zmanjsa, spremenijo
nost membrane, razmerje H/F pa se ne spre-
meni (17). S staranjem organizma pa se
koncentracija holesterola in fosfolipidov zvi-
$uje, medtem ko ostane razmerje H/F nes-
premenjeno. Poveca se tudi deleZ stearinske
(18:0) in palmitinske (16:0) kisline v mem-
brani, zmanjsa pa delez linolenske (18:2).
Saturacijski indeks (glej spodaj) in fluidnost
sta znizana (18). Fluidizirajo¢i uc¢inek imajo
tudi amfipati¢ne molekule (mila, alkoholi,
detergenti), psihotropna zdravila, lokalni
anestetiki, statini (posredno preko zniZanja
LDL-partiklov kot tudi neposrednno ucinko-
vanje na membrano) (4, 19, 20).

Veliko Studij je dokazalo, da je fluidnost
membran rakavih celic vecja kot pri normalnih
kontrolah (21-26). Vzrok za povecano fluidnost
tumorskih celic bi lahko bila zmanj$ana vseb-
nost holesterola v membrani (21, 22), in sicer
zaradi velike porabe hitro se delecih rakavih
celic in stalnega izplavljanja membranskih
vezikul, ki so bogate z antigeni in holesterolom.

Bolniki z ve¢jo fluidnostjo membran raka-
vih celic imajo slabSo napoved kot tisti z manjso
fluidnostjo (25); take celice imajo tudi vecjo
moc¢ metastaziranja.

Lipidni rafti (slika 2) ali domene so sestavlje-
ni iz holesterola in sfingolipidov (sfingomielin
in glikosfingolipidi), le-ti pa vkljucujejo tudi
razliéne membranske proteine; odporni so na
delovanje z detergenti. Velikost raftov je
odvisna od koli¢ine holesterola in sfingoli-
pidov v membrani. Med seboj se lahko
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zdruZujejo, na to pa vplivajo koncentracije
lipidov v okolju. (10). Rafti so pomembni za pre-
vajanje celi¢nih signalov in pa za ureditev in
prenos lipidov in proteinov v membrani (3, 27).

Ze omenjeni tekodi mozaik vkljucuje gel
fazo (bolj trdna, lipidi so urejeni in se malo
gibljejo, pretezno nasi¢ene mascobne verige)
in tekoco fazo (velika gibljivost lipidov, pre-
tezno nenasic¢ene mascobne kisline). Obstaja
tudi t.i. vmesno stanje (tekoce urejeno stanje,
»liquid-ordered«, opazna je lateralna difu-
zija), katere nastanek inducira holesterol in
s tem lahko prepreci fazne prehode (11). Za
prehod iz trdne v tekoco fazo je odlocilna
tranzicijska temperatura, najvisjo imajo glikos-
fingolipidi, najniZjo pa fosfatidilholin s pretezno
nenasic¢enimi vezmi (3, 28). Tudi rafti se med
seboj lahko lo¢ijo po lastnostih, znacilnih za
membrane, na prehode med fazami pa vpli-
va koncentracija holesterola, ki hkrati vpliva
tudi na samo tvorbo le-teh (3, 29, 30). Doka-
zano je, da holesterol povecuje delez gel oz.
urejene faze (29), hkrati pa ima preferenco
za nasicene lipide (10, 28). Vendar v vecini
naj bi bili rafti sestavljeni iz urejene faze, ki
jo obdajajo bolj fluidne domene z ve¢jim dele-
Zem nenasi¢enih mascobnih kislin (28-30).
Ce je priblizno 47 % membrane v gel stanju,
se ob dodatku okoli 20-30 % holesterola ure-
jene domene med seboj poveZejo, neurejene
pa locijo, tako lahko minimalne spremembe
v homeostazi holesterola mo¢no vplivajo na
zgradbo membrane (29).

Stabilnost raftov je vprasljiva, kajti zelo
hitro pride do izmenjav med deli membrane.
To bi lahko tudi imelo vlogo pri celicnem sig-
naliziranju (3, 31). Poudariti je treba, da je ve¢ina
$tudij narejena na modelnih membranah.

Slika 2. Prikaz rafta v lipidnem dvosloju.
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Elektronska paramagnetna resonanca

Elektronska paramagnetna resonanca (EPR)
je spektroskopska metoda, s katero lahko
zaznavamo paramagnetne centre v snovi. To
so prosti radikali, ioni prehodnih elementov
(Cu?*, Fe**, Co*" ..., obicajno kofaktorji enci-
mov) in umetno pripravljeni spinski oznacevalci
(angl. spin labels). Paramagnetni centri nam
omogocajo, da z EPR-metodo opazujemo bio-
kemic¢ne procese, degenerativne spremembe
v zivih tkivih. Mi smo opazovali fluidnost
membran eritrocitov.

Osnova EPR-metode je spin elektrona, ki
opredeljuje vrtenje elektrona okoli svoje osi
in s tem ustvarja okoli sebe magnetno polje.
Elektron je tako kot majhen magnet z mag-
netnim momentom vzporednim osi vrtenja.
V biokemi¢nih snoveh so elektroni ve¢inoma
zdruZeni v pare in so tako brez magnet-
nih momentov. Pri lihem $tevilu elektronov
magnetni moment ostane in take molekule
imenujemo paramagnetne, mesto v moleku-
li, kjer je nesparjen elektron pa paramagnetni
center.

Ko damo snov s paramagnetnimi centri
v magnetno polje, interreagirajo magnetni
momenti prej poljubno usmerjenih elektro-
nov z magnetnim poljem. Elektroni se sedaj
obrnejo paralelno in antiparalelno glede na
magnetno polje, le-ti pa imajo nekoliko dru-
gacno energijo. To energijsko razliko merimo
z metodo EPR.

Ce pa delujemo na to magnetno polje
$e z energijo elektromagnetnega valovanja
(EMV), ki je enaka energijski razliki med nivo-
jema, preidejo elektroni iz enega energijskega
nivoja na drugega, posledica tega pa je absorb-
cija EMV, ki jo zaznavamo z metodo EPR.

Spinski oznacevalec za proucevanje bio-
loskih membran se vgradi v membrano in
izbiramo jih tako, da je po zgradbi in kemic-
nih lastnostih ¢imbolj podoben mas¢obnim
kislinam, saj bo le-tak najbolje pokazal spre-
membe v lipidnem dvosloju. Je »sredstvo« za
oceno viskoznosti lipidov v membrani. Pri
nasi raziskavi smo uporabili MeFASL (5-dok-
sil metilester palmitinske kisline 10,3).

1z dobljenega spektra (slika 3) lahko raz-
beremo za fluidnost pomemben ureditveni
parameter (S) in rotacijski korelacijski cas (1, ).
Nizka urejenost in hitra dinamika pomenita
veliko fluidnost. Parameter S pove povprecni
odklon acilnih verig od normalnega dvoslo-
ja; ima vrednosti od 0 (nepopolna ureditev,
npr. neviskozna tekocina) do 1 (popolna ure-
ditev). Parameter T_pa sporoca Cas, v katerem
molekule pozabijo svoje prvotno mesto; ima
vrednosti od 107 do 10~ s pri hitri dinami-
ki (vegja fluidnost) in okoli 1077 s pri pocasni
(manjsa fluidnost) (32).

Spremembe eritrociine
membrane pri rakavih bolnikih

Celotni holesterol, LDL, HDL, TGC pri
rakavih bolnikih

Rakavi bolniki naj bi imeli zmanj$ano serum-
sko koncentracijo holesterola (23, 33-36). To
je bolj izraZeno pri mlajsih bolnikih in pa mos-
kih (35, 37). Vzrok bi lahko bila povecana
poraba holesterola zaradi pospesene sinteze
membran tumorskih celic zaradi rasti in raz-
mnoZevanja (23). Unicenje membran z lipidno
peroksidacijo lahko kompenzatorno povzroci
vecjo uporabo holesterola za sintezo mem-
bran (34). Lahko pa gre za povecano aktivnost
LDL-receptorjev na tumorskih celicah (35, 36).

1 1 1
3380 3400 3420

3440 3460
(6]

Slika 3. Primer tipicnega spektra erifrocitnih membran.
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Mozno je tudi, da bi bil zniZan holesterol
dejavnik tveganja za raka (34, 36, 37). Tako
se postavlja vprasanje, ali je hipoholesterole-
mija vzrok ali posledica raka.

Saturacijski indeks

Saturacijski indeks (SI) je razmerje med
koncentracijo stearinske (18:0) in oleinske
(18:1A% kisline v membrani. Pri tem je
pomemben encim A’-desaturaza, ki pretvo-
ri stearinsko kislino v oleinsko (23, 38, 39).
Na ta encim in s tem na SI vpliva vec¢ dejav-
nikov: prehrana (delez nasi¢enih, nenasicenih
mascobnih kislin, koncentracija holestero-
la, ogljikovih hidratov), hormoni (estrogeni,
testosteron, insulin), stradanje, virusi, inter-
feron ... (23, 38-41).

Manjsi SI pomeni vecjo fluidnost mem-
brane (23, 38, 39). V vecini gre za relativni
porast oleinske kisline in tako zvecanje dele-
Za nenasicenih mascobnih kislin. Nenasicene
mascobne kisline so tudi zelo dovzetne za pro-
ste radikale, ki imajo pomembno vlogo pri
kancerogenezi in spremembi fluidnosti (glej
spodaj), tako bi lahko le-te Se pospesile sicers-
nje ucinke lipidne peroksidacije (42). SI je
manjsi pri eritrocitih pri kolorektalnem in
plju¢nem karcinomu, limfomu, levkemiji, kar-
cinomu Zol¢nika, jeter, dojke, prostate (23, 38,
39, 41-46). Z lipidno ekstrakcijo eritrocitnih
membran so dolo¢ili SI ve¢ kot 1,0 pri zdravih
kontrolah in bolnikih po uspes$ni odstranitvi
tumorja in SI manj kot 1,0 pri rakavih bolni-
kih in bolnikih s ponovitvijo (23). Nizje SI
imajo bolj napredovali tumorji in kahekti¢ni
bolniki, vendar kaheksija ne povzroca desa-
turacije (23, 47). Vzrok tem spremembam bi
lahko bili razni dejavniki (rastni faktor, DPF -
desaturation producing factor), ki jih izlo¢ajo
tumorske celice in prav tako vplivajo na
zmanjS$ano fluidnost tumorskih celic samih
(23, 47). Tako bi bil lahko SI diagnosti¢ni
oznacevalec tumorja in tudi znanilec ponovi-
tve (23, 38—40, 45, 47). Vsekakor spremembe
SI kaZejo na sistemski uc¢inek rakavega obo-
lenja (46).

Mnogi avtorji dvomijo o zanesljivosti zni-
Zanega SI eritrocitnih membran pri rakavih
obolenjih, kajti poleg zgoraj nastetih dejavni-
kov vplivajo na SI tudi starost, spol, sladkorna
bolezen, druge presnovne bolezni, uporaba
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metode za analizo mascobnih kislin, ¢as od
odvzema krvi do analize (48-50). Nekatere
raziskave niso dokazale spremenjenega SI pri
bolnikih z rakom in zdravih kontrolah.

HIPOTEZI

Predpostavljali smo, da bodo imeli rakavi
bolniki niZje koncentracije serumskih hole-
sterolov kot zdrave kontrole. Posledi¢no naj
bi imele eritrocitne membrane rakavih bolni-
kov vecjo fluidnost kot membrane eritrocitov
zdravih kontrol.

METODE

Bolniki in kontrolna skupina

V prospektivno raziskavo smo vkljucili 49 bol-
nikov z rakom in 20 zdravih kontrol. Bolniki
so bili operirani zaradi tumorja na Kliniki za
torakalno kirurgijo Klini¢nega centra v Ljub-
Jjani v ¢asu od 22.11.2002 do 14.4.2004.

V preiskovalni skupini je bilo 39 moskih
in 10 Zensk, starih od 33 do 85 let. 28 bolni-
kov je imelo karcinom pljué: devet stadjj I, pet
stadij I1, devet stadjij III, trije stadij IV, v dveh
primerih pa stadij ni bil dolocen (NS). 10 bol-
nikov je imelo karcinom poziralnika: dva
stadij I, eden stadij II, dva stadij III, eden sta-
dij IV in §tirje NS. Karcinom Zelodca je imelo
6 bolnikov: dva stadjj III, eden stadij IV in tri-
je NS.

V kontrolni skupini je bilo 8 moskih in
12 Zensk, starih od 23 do 55 let.

Jemanje vzorca

Bolnikom smo na dan operacije ali dan prej
vzeli dva vzorca s 5 ml krvi iz kubitalne vene:
en vzorec smo imeli za meritev z EPR-me-
todo, drugemu pa so v laboratoriju Klinicnega
indtituta za klini¢no kemijo in biokemijo
v Klinicnem centru dolo¢ili koncentracije
celotnega serumskega holesterola, HDL, LDL
in TGC. V ¢im krajSéem moznem ¢asu (najkasne-
je dve uri) po odvzemu krvi smo z EPR-metodo
na Indtitutu JoZef Stefan (IJS) izvajali meritve.
Kontrolni skupini nismo merili koncentracij
celotnega holesterola, HDL, LDL in TGC,
saj smo menili, da so v mejah normale glede
na zdravo splo$no stanje.



MED RAZGL 2006; 45

MeFASL
HH), —— C —— (CHy), COOCH,
N

0 K—0
L

Slika 4. Struktura MeFASL-o.

Priprava vzorcev in
EPR-spekiroskopija

Postopek priprave osnovnega
vzorca eritrocitov za merjenje
v EPR-spektrometru

Za vsak vzorec smo pripravili dve paraleli.
Z veckratnim centrifugiranjem in pufranjem
smo se trudili dobiti ¢imbolj koncentrirane in
ociscene eritrocite. Nato smo dodali spinski
oznacevalec MeFASL 10.3 (slika 4) in tezili
k temu, da bi se ¢imbolj vgradil v eritrocitno
membrano. Na koncu smo eritrocite iz epru-
vete posesali v kapilaro, jo zamasili z umetno
maso in s tem je bil vzorec pripravljen za mer-
jenje v EPR-spektrometru.

Postopek priprave vzorca eritrocitov
z dodanim holesterolom

Holesterol smo dodajali z namenom, da bi pri-
kazali razliko v spektru na racun zvecane oz.
zmanjsane fluidnosti membrane. Seveda se
je moral holesterol ¢imbolj vgraditi v mem-
brano eritrocitov. Za ta poskus smo vzeli
eritocite petih zdravih ljudi, le-tem pa smo
kasneje tudi ekstrahirali holesterol in skusali
dolociti koli¢ino vgrajenega holesterola (glej
spodaj). Vzorec smo najprej pripravili po zgo-
raj opisanem nacinu. Pravtako smo imeli dve
kontroli. Eni smo dodali le 10 pl kloroforma,
drugi 10 ul 0,5M holesterola, raztopljenega
v kloroformu. Vsako smo nato rono mesa-
li, centrifugirali, odstranili supernatant in
posedek z eritrociti posrkali v kapilaro, da je
bil pripravljen za EPR-spektroskopijo.

Izolacija holesterola iz eritrocitnih
membran

Poskus smo opravili na Institutu za biokemijo
Medicinske fakultete. Delali smo po protoko-
lu Bligh-Dyer (51). Izolacijo smo naredili na

|
ny
hl[
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Slika 5. Primeri spektrov pri razlicnih temperaturah (a=4 °C, b=21°C, ¢=37 °C); na spektru »b« so oznaceni parametri, ki smo
jih merili, in sicer: H1, H3, h1, h0, h-1, AHO, 20 2N, Ia 1azlago parametrov glej sledece besedilo.
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vzorcih 5 zdravih kontrol, kjer smo po zgoraj
opisanem nacinu dodali kloroform oziroma
holesterol, raztopljen v kloroformu (0,5 M).
S pomodjo spektrofotometrije smo loceno
dolocevali koncentracijo holesterola in pro-
teinov v eritrocitnih membranah. Proteine
smo v vseh vzorcih dolocili z namenom, da
je bilo sploh umestno racunati koncentracijo
holesterola v membrani, kajti dejanskega $te-
vila eritrocitov v vzorcu nismo mogli poznati.
Tako smo na podlagi razmerja holesterol/pro-
teini sklepali na koncentracijo holesterola
v membrani.

Merjenje in analiza EPR-spekirov

Uporabili smo Bruker ESP 300 spektrometer.
Pogoji meritev so bili naslednji: modulacijska
amplituda 1 G, modulacijska frekvenca 100 kHz,
mikrovalovna mo¢ 20 mV, mikrovalovna frek-
venca 9,61 GHz, ojatanje obicajno 8 x 10°
temperatura 4 °C, 21 °Cin 37 °C.

EPR-spekter je superpozicija ve¢ spektrov
(v nasem primeru 10), ki pripadajo spinske-
mu oznacevalcu.

Iz oblike spektra (slika 5) lahko ocenju-
jemo fluidnost membran.

Iz spektra smo s pomocjo programa na
EPR-spektrometru dolocili naslednje para-
metre: Ay, A, AH, h_,, H;, H, (H13), hj, h1
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(h,~h,). Nato smo s pomocjo enacbe izracu-
nali empiri¢ni korelacijski ¢as (7 ) in razliko
med maksimalnim in minimalnim hiperfinim
razcepom (A} =~ A)), ki korelira z ureditve-
nim parametrom (S). Kot smo Ze omenili,
nizka urejenost in hitra dinamika pomenita
veliko fluidnost. Parameter S pove povprecni
odklon acilnih verig od normalnega dvoslo-
ja. Parameter T_pa sporoca Cas, v katerem
molekule pozabijo svoje prvotno mesto; ima
manjse vrednosti pri hitri dinamiki (vedja
fluidnost) in vedje vrednosti pri pocasni (manj-
$a fluidnost) (32).

Za izraCun je potrebna naslednja enacba:
T.=kAH (h,/h_ - 1)

Konstanta k je odvisna od polarnosti okolice
spinskega oznacevalca, zna$a 5,93 x 10710,

Parameter H13 odraza razmerje med bolj
in manj fluidnimi regijami v tkivu. H1 pona-
zarja regijo z najmanjSo fluidnostjo, H3 pa
z najvedjo. Visok H13 kaZe na tkivo z veliko
fluidnimi domenami (21).

REZULTATI

Parametre, ki opisujejo fluidnost membrane
in smo jih razbrali iz spektrov smo primerja-
li glede na naslednje kategorije.

85 1

i

8,

7. (ns)

26 32 36 4 44 47

4,5 LI L e I B A o

celokupni holesterol (m mol/1)

54 57 58 67 10

Slika 6. . v odvisnosti od celokupnega holesterolo.
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H1/H3 AVE

3 4 53 57 60 63

starost (leta)

68 70 72 73 8

Slika 7. H13 v odvisnosti od starosti bolnikov.

EPR-znaéilnosti = primerjava
s kontrolami

Parametri, doloceni iz EPR-spektrov, ki opi-
sujejo fluidnost eritrocitnih membran (H13,
A -A pri4°C A -A pri2l °Cint_[ns]),
niso pokazali statisti¢no znacilne razlike med
skupino bolnikov in zdravimi kontrolami.

EPR-znaéilnosti in celokupni
serumski holesterol, HDL,
LDL in TGC

Bolnike smo glede na celokupni holesterol in
glede na LDL razdelili v tri skupine glede na
normalno, povi$ano oziroma zniZano koncen-
tracijo holesterola. Glede na HDL-vrednosti
smo bolnike razvrstili v dve skupini, saj nih-
¢e od njih ni imel povisanega HDL; glede na
TGC pa smo jih razdelili na tiste s povisano
in tiste z normalno koncentracijo TGC.

Nismo dokazali statisticno pomembnih
razlik v fluidnosti (primerjava parametrov
H13, Ay - A pri4°C, A - A, pri 21°Cin
T, [ns]) med kontrolno skupino in zgoraj
opisanimi posameznimi skupinami bolnikov
glede na celokupni serumski holesterol, LDL,
HDL in TGC.

Po Pearsonovi korelacijski metodi pa se je
pokazala statisticno pomembna povezava

med celokupnim holesterolom, LDL, HDL
in 1. Izkazalo se je, da T_pada z narad¢anjem
koncentracije celokupnega holesterola (sli-
ka 6), LDL, HDL. Za TGC to ne drzi.

EPR-znaéilnosti in starost
bolnikov

Po Pearsonovi korelacijski metodi smo pri-
merjali EPR-parametre in starost bolnikov.
Parameter H13 je v povezavi s starostjo, in
sicer se z nara$cajoco starostjo veca, kar pri-
kazuje tudi slika 7.
EPR-znaéilnosti in stadiji
Statistitno pomembna je razlika A = A | pri
21 °C, ki kaze, da ta parameter narasca z vis-
jim stadijem (stadij I, IT glede na stadij I, IV).
Drugi parametri ne pokaZejo pomembnih raz-
lik pri vigjih stadijih.

Razliéni tumoriji, njihovi
stadiji in vrednosti serumskih
holesterolov

Primerjava med serumskimi holesteroli pri
treh pogostejsih tumorjih, pri katerih smo
delali raziskavo, je pokazala, da med tumor-
jem Zelodca in poZiralnika ni bistvene razli-
ke v koncentraciji serumskih holesterolov,
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medtem ko obstaja statisti¢no znacilna raz-
lika med plju¢nimi tumorji na eni strani ter
tumorji Zelodca in poZiralnika na drugi. Pri
plju¢nih tumorjih smo opazili vedje koncen-
tracije celokupnega holesterola, LDL in TGC.
Vrednosti HDL ne pokaZejo znacilne razlike.

Glede na stadij smo bolnike razvrstili
v dve skupini (stadij I, IT in stadij III, IV).
Statisticno pomembna razlika se pokaze pri
celokupnem holesterolu, HDL in pri LDL in
kaZe, da imajo ti holesteroli niZje vrednosti

ey

Dodatek holesterola
eritrocitom

Izbrali smo 5 posameznikov, jim vzeli vzor-
ce krvi in jim dodali holesterol v koncentraciji
0,5 M. Relativen porast holesterola v eritro-
citih kaZe zviSano razmerje med holesteroli
in proteini (protokol Bligh-Dyer). Ta porast
smo primerjali s T . T_z dodatkom holestero-
la statisticno znacilno pade, kar pomeni, da
membrana postane bolj fluidna.

RAZPRAVA

Ali ima holesterol virditveni
uéinek

Raziskave kazejo, da imajo rakavi bolniki
zniZzane vrednosti serumskih lipoprotei-
nov (7, 34, 40). To je potrdila tudi nasa razi-
skava. Ker se vzpostavlja ravnotezje med
lipoproteini in eritrocitno membrano, ki teme-
lji na uravnoteZenem razmerju med holeste-
roli in fosfolipidi (5), smo sklepali, da imajo
rakavi bolniki zniZano razmerje holeste-
rol/fosfolipidi v eritrocitni membrani, kar bi
po dosedanjih dognanjih pomenilo vecjo
fluidnost eritrocitne membrane (13). Tega pa
nasa $tudija ni potrdila. Izkazalo se je, da empi-
rien parameter T_z naraS¢anjem celokupne-
ga holesterola v serumu pada, kar kaZe na
povecano fluidnost. To si lahko razlagamo
z dvema teorijama: prva temelji na spreme-
njeni presnovi lipidov pri rakavih bolnikih, po
drugi pa holesterol v visokih koncentracijah
nima utrditvenega ucinka, ampak deluje rav-
no obratno. To teorijo bomo razlozili s teori-
jo o domenski zgradbi membrane.
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Koncentracija serumskega
holesterola in fluidnost
eritrocitnih membran

pri rakavih bolnikih

Pri rakavih bolnikih pride do sprememb
v presnovi lipidov (48). Te spremembe so sla-
bo definirane, vendar je zanimivo opazanje
pri kolorektalnem karcinomu, kjer naj bi bili
povisani serumski holesteroli in trigliceridi
vzrok za nastanek tumorja in naj bi bili posle-
dica poveCanega vnosa visoko nasicenih
mascob (40). Tako opisujejo visoke vredno-
sti holesterolov in trigliceridov v zacetku
bolezni, ki se ne spremenijo, dokler gre za car-
cinoma in situ, ter zniZanje holesterolov
v napredovalih stadijih (33). ZniZanje si
razlagajo s povecano aktivnostjo LDL-recep-
torjev. Ta aktivnost je velika predvsem na
tumorskih celicah, ki naj bi za svojo delitev
porabile veliko holesterola, hkrati pa ga potre-
bujejo za tvorjenje veziklov, s katerimi
odplavljalo antigene (52). Drugi avtorji opi-
sujejo, da naj bi prislo do povecane porabe
holesterola v perifernih tkivih na racun vecje
okvare membran kot posledice lipidne perok-
sidacije, ki je spremljevalec rakotvorb zaradi
tvorbe prostih radikalov. Produkti lipidne
peroksidacije namre¢ prehajajo iz mesta
nastanka v kri po telesu (53). Celice za novo
biogenezo potrebujejo vec holesterola (34).
Od tod prva teorija o hipoholesterolemiji pri
rakavih bolnikih, po kateri naj bi bila hipoho-
lesterolemija posledica tumorja. Za to govori
tudi reverzibilnost zniZanih koncentracij
celotnega holesterola in LDL ob uspesnem
zdravljenju s kemoterapijo (35). Ker pa pred-
stavlja hiperholesterolemija visoko tveganje
za sréno-Zilne bolezni in ker za temi boleha
kar polovica prebivalstva razvitega sveta, se
postavlja druga teorija, po kateri naj bi bila
hipoholesterolemija predhodna rakotvorbi, saj
naj bi ljudje z nizkimi vrednostmi holestero-
la v krvi Ziveli dlje, s starostjo pa se moZnosti
za razvoj raka vecajo (35, 37). Vsekakor naj
bi bile nizke vrednosti holesterola povezane
z vecjo umrljivostjo in nekateri celo menijo,
da bi bil zniZan holesterol v krvi lahko indi-
kator za novotvorbo (34, 37).

Nasa $tudija je pokazala, da imajo bolni-
ki v napredovalem stadiju zniZane vrednosti
celokupnega holesterola, HDL in LDL ter da
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TGC niso pomembno spremenjeni. To je
v skladu z drugimi raziskavami (34, 37, 40).
Ceravno je LDL glavni prenagalec holestero-
la, pa so pri rakavih bolnikih zniZane tudi
vrednosti HDL, zmanjSanje le-tega se tudi
smatra kot napovednik raka.

Vendar vsi tumorji niso povezani z nizki-
mi vrednostmi holesterola. Pomembna izjema
je karcinom dojke, kjer je opaziti povisane
vrednosti celokupnega holesterola, LDL in
TGC. Razlog naj bi bila vedja incidenca tumor-
ja pri debelih Zenskah in povecan vnos
mascob s hrano (35).

Vsi tumorji tudi ne vplivajo enako na orga-
nizem. Zato nas je zanimalo, kaksne so razlike
med razliénimi vrstami tumorjev glede na
vrednosti serumskega holesterola. Ker smo
imeli Ze tako majhen vzorec bolnikov (49),
smo izbrali le tri najpogostejSe tumorje —
karcinom plju¢ (28 bolnikov), poZiralnika
(10 bolnikov) in Zelodca (6 bolnikov). Prika-
zali smo, da imajo bolniki s karcinomom
poZiralnika in Zelodca precej niZje vrednosti
celokupnega holesterola, LDL in trigliceridov
kot bolniki s karcinomom plju¢. Ta opaZzanja
si razlagamo kot razlike zaradi izpostavljeno-
sti razlicnim kancerogenom v dveh loc¢enih
organskih sistemih - prebavila in dihala.
V pljuca lahko prihajajo snovi iz zraka, ven-
dar se le delci, veliki od 0,5 do 2,5 um, ustavijo
v alveolih (54). Med najpomembnejse kance-
rogene v dihalih Stejemo sestavine cigaretnega
dima, ki se sicer lahko nalagajo tudi v preba-
vila. V prebavni trakt pa pridejo najrazli¢nejsi
kancerogeni s hrano. Seveda pa je treba vzeti
v zakup tudi dejstvo, da vzorci niso bili enako
veliki in da temelji nasa domneva na majh-
nih vzorcih.

Zaradi sistemskega vpliva raka na telo
se zdi verjetno, da bi bil lahko spremenjen
tudi izmenjevalni sistem med lipoproteini
in eritrocitno membrano in torej vredno-
sti serumskih holesterolov ne bi odrazale
koli¢ine holesterola v eritrocitih (40-42).
Poleg tega bi bile lahko zaradi spremenjenega
metabolizma lipidov spremenjene (zviSane)
tudi koncentracije sfingomielina v eritro-
citni membrani. To bi bilo v skladu z zgoraj
omenjenimi fluidizirajo¢imi u¢niki holesterola
na lipidne dvosloje, zgrajene iz sfingomie-
lina.

Dejavniki, ki bi pri nasih
rakavih bolnikih lahko vplivali
na spremenjeno flvidnost
eritrocitnih membran

Reaktivne kisikove spojine

V organizmu rakavega bolnika naj bi bilo
veC prostih radikalov, ki povzrocajo lipidno
peroksidacijo (LP), le-ta pa zmanjsa fluidnost
membran, poveCa propustnost, inaktivira
membranske encime in povzro¢i pomanjka-
nje esencialnih masc¢obnih kislin v membra-
ni (53). Zaradi povecane permeabilnosti
prosti radikali okvarjajo tudi hemoglobin, tako
da ga pretvorijo v methemoglobin, ki nadalj-
nje povzroca LP, in zacaran krog je skle-
njen (55). Eritrocitne membrane so Se posebej
dovzetne za proste radikale zaradi stalne
izpostavljenosti kisiku in pa tudi velike vsebno-
sti polinenasicenih mas¢obnih kislin (53, 56).
Koncentracija lipoproteinov v krvi naj bi tudi
vplivala na koli¢ino prostih radikalov: LDL so
zelo dovzetni za oksidacijo in tako visja kon-
centracija le-teh pripomore k vedji LP. HDL
imajo nasprotni u¢inek in preprecujejo LP in
delujejo kot antioksidant (57). Zanimiva je
raziskava z ozonom, ki je mocan vir prostih
radikalov in kaZe, da ima ozon pri nizkih kon-
centracijah rigidizirajo¢ u¢inek na eritrocitno
membrano, pri velikih pa fluidizirajoce-
ga (58). V fiziologkih razmerah sicer verjet-
no koncentracije prostih radikalov nikoli ne
dosezejo takih vrednosti, kot so jih v opisa-
nem poizkusu.

Starost bolnikov

S staranjem organizma se tudi eritrociti spre-
minjajo, in sicer se spremeni njihova oblika,
deformabilnost, fragilnost in tudi fluidnost
njihovih membran (59). Staranje eritrocitov
lahko razumemo na dva nacina, in sicer kot
Zivljenjski cikel posameznega eritrocita, ki tra-
ja priblizno tri mesece, ter kot spremembe na
eritrocitih zaradi starega eritropoetskega
sistema. V prvem primeru gre za zmanjsa-
no fluidnost membran starejsih eritrocitov
predvsem na raun zmanjSanega razmetrja
lipidi/proteini, zmanj$ane vsebnosti ATP-ja
(ki naj bi bil pomemben za interakcijo pro-
teinov in lipidov) in spremenjene oblike
eritrocitov (17). V drugem primeru pa je
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zmanj$ana fluidnost povezana z zmanjsa-
nim razmerjem fosfatidilserin/sfingomielin,
kar poveca togost. Prav tako pa na spremem-
be v membrani vpliva LP, ki ima tudi v starosti
velik pomen in prispeva k bolj togi membra-
ni (59). S starostjo se kopicijo v telesu prosti
radikali, poleg tega se poveca obcutljivost eri-
trocitnih membran na oksidativni stres. To
v prvi vrsti okvarja lipide, vendar ti lipidi
povzrocijo tudi strukturne spremembe na
sosednjih proteinih, zaradi Cesar pride do
povezovanja med proteini, fragmentacije in
oblikovanja proteinsko-lipidnih domen (60).

V nadi raziskavi se je izkazalo, da se
s starostjo povecuje parameter H13, ki je
empiri¢en parameter, ki doloca razliko v fluid-
nosti med razli¢nimi membranskimi dome-
nami (24). Ostali parametri fluidnosti niso
pokazali pomembnejse povezave s starostjo.
H13 je najbolj odvisen od razmerja med
holesteroli in fosfolipidi v membrani, stopnje
nenasicenosti fosfolipidnih acilnih verig in
koli¢ine in razporeditve membranskih protei-
nov (26). S starostjo naj bi se povecala koli-
¢ina holesterola v membrani, prav tako tudi
fosfolipidov, vendar naj bi njuno razmer-
je ostalo bolj ali manj nespremenjeno (61).
Nenasicene acilne verige imajo v membrani
fluidizirajo¢ ucinek (22), povecana koli¢ina
transmembranskih proteinov pa ima za posle-
dico ustvarjenje proteinsko-lipidnih domen,
ki zmanj$ajo dinamiko membrane (16). Iz
nastetega lahko sklepamo, da na narascanje
H13-parametra pri nasih bolnikih in s tem na
razliko v fluidnosti razli¢nih domen najpo-
membneje vpliva obilnejSe nastajanje protein-
sko-lipidnih domen.

Spremljajoce bolezni

Izrednega pomena so tudi spremljajoca obo-
lenja. Imamo podatke o predhodnih tumorjih
(13 bolnikov), o sréno-Zilnih boleznih (ki so
tudi splosno v populaciji zelo pogosta, 12 bol-
nikov) ter o kajenju (21 bolnikov). Kar se tice
arterijske hipertenzije, ki je najbolj pogost
spremljevalec (vzrok?) sréno-zilnim boleznim,
raziskave kazejo, da bi bil vzrok lahko tudi
sama spremenjenost eritrocitne membra-
ne. Izkazalo se je namrec, da imajo bolniki
z arterijsko hipertenzijo manj fluidne mem-
brane (62). Kajenje pomembno vpliva na
koncentracije serumskih holesterolov, in sicer
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naj bi veljalo obratno sorazmerje (33, 34).
Vendar raziskave kaZejo, da kadilci pojedo vec¢
nasicenih mascob, zaradi Cesar se jim vred-
nosti LDL ne spremenijo pomembno. HDL pa
so nizji tako pri aktivnih kot pasivnih kadil-
cih (34, 37). Pri sladkorni bolezni tipa II se
zaradi sprememb v koncentraciji palmitinske,
stearinske (zniZani) in oleinske, linolenske
(povisani) kisline spremeni fluidnost, kar
vodi v manjso deformabilnost eritrocita in
zaradi tega do vedjih patoloskih sprememb
drobnega Zilja (63).

Zdravila

Statini povecajo fluidnost membran in tudi
na ta nacin potencirajo antiaterogeni u¢inek
zdravila (19, 20). Hormonsko nadomestno
zdravljenje pri pomenopavzalnih Zenskah
poveca fluidnost eritrocitnih membran ter
s tem deluje antihipertenzivno (62). Zdravlje-
nje z antioksidantom etretinatom je izboljsalo
fluidnost ne le zaradi zmanjSane koli¢ine
prostih radikalov, ampak tudi zaradi neposred-
nega fluidnega ucinka na membrano (64).
Tudi zloraba alkohola zviSuje fluidnost eri-
trocitnih membran (65).

So lipidni rafti odgovor
na presentljiv rezvltat

Temelj nase Studije in z njo povezana hipo-
teza je, da naj bi se zaradi zniZanih vrednosti
serumskih holesterolov pri rakavih bolnikih
zmanj$ala tudi vsebnost holesterola v eritro-
citnih membranah in s tem naj bi se povecala
njena fluidnost. Ker so nasi rezultati v nas-
protju s splo$no poznano tezo o vlogi hole-
sterola, smo naredili preizkus, v katerem
smo eritrocitom dodali holesterol, raztopljen
v kloroformu. S tem smo Zeleli ugotoviti, ali
je res dodatek holesterola tisti, ki zviSuje
fluidnost, ali pa gre za nek drug mehanizem.
S preizkusom smo ugotovili, da tudi dodatek
holesterola zvi$a fluidnost.

Razlago za tovrstne rezultate vidimo
v domenski strukturi membrane. Temelj za
nastanek lipidnih domen so tekoce lipidne
faze, ki so tri: fosfolipidna faza, holesterolna
faza in faza kondenziranih kompleksov (ta je
bogata tako s holesteroli kot s fosfolipidi).
Kondenzirani kompleksi naj bi bili osnova za
tvorbo raftov (27), le-ti so domene urejenih
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Tabela 1. Membranske karakferistike Stirih domen.

Domena 1 Domena 2 Domena 3 Domena 4
Ureditveni parameter (S) Spekter 1 0,121 0,15 0,58 0,32
Spekter 2 0,121 0,178 0,58 0,312
Rotacijski korelacijski cas (t) ~ Spekter 1 2,0 03 0,5 1,8
Spekfer 2 2,0 02 0,5 18
Prostorska konstanta (W) Spekter 1 0,2 1,5 28 0,2
Speker 2 0,2 15 2,8 0,2
Polarni korekcijski fakior (pa) ~ Spekter 1 1,00012 1,00028 0,999947 1,00004
Spekfer 2 0,00012 1,00028 0,99997 1,00007
Masa domene (d) Spekfer 1 0,07 0,02 0,61 0,29
Spekier 2 0,07 0,056 0,61 0,26

lipidov (30) in so obdani z bolj neurejenimi
deli membrane (29). Holesterol je eden naj-
pomembne;jsih dejavnikov v tvorbi domen
(27, 30). Dokazana je tvorba raftov v eritro-
citnih membranah (12) in v fizioloskih
razmerah (30). Povi$an holesterol naj bi pove-
c¢al trdnost membrani, zmanj$al propustnost
in pri tem ohranjal fluidnost, izkaZe pa se, da
holesterol lahko naredi tekoce bolj trdno in
trdno bolj tekoce, zveca urejenost tekodi fazi,
zmanj$a urejenost gel fazi (11, 66). Holesterol
zmanjsa fluidnost umetno pripravljenim lipid-
nim dvoslojem iz moZganskega fosfatidilholina
in zveca fluidnost dvoslojem, pripravljenim
iz mozganskega sfingomielina. Prepreceval
naj bi fazno lo¢evanje v gel in tekoco fazo in
bi lahko pretvoril obe v vmesno fazo - teko-

¢o urejeno fazo (29). Mozno je, da je vec tipov
raftov (30).

Zaradi razlicnih domen v membrani smo
predpostavljali, da se holesterol ne vgrajuje
v vse domene enakomerno in smo na podla-
gi tega naredili preizkus s simulacijo spektrov.
EPR- spekter je sestavljen iz ve¢ spektralnih
komponent, ki ustrezajo membranskim dome-
nam. Za simulacijo potrebujemo naslednje
parametre za vsako spektralno domeno:
S —ureditveni parameter, T_- rotacijski kore-
lacijski ¢as, W - prostorska konstanta, pa — polar-
ni korekcijski faktor in d — masni faktor (67).
Primerjali smo dva spektra (tabela 1, sli-
ka 8), ki se razlikujeta v fluidnosti. Spekter
smo opisali s Stirimi komponentami (dome-
nami), dve sta bolj rigidni (domena 3, 4), dve

Eksperimentalno dologen in preratunan spekter

Domene

LW\A/—
L/\/\/\,f
4.

Eksperimentalno dolocen in prera¢unan spekter

Domene

L—/\/\r\’—

Slika 8. Spekter T

Spekter 2
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domeni pa sta bolj fluidni (domena 1, 2). Izka-
zalo se je, da se bistveno spremeni sestava
domene 2, ki se poveca, hkrati pa se poveca
tudi njena urejenost, vendar ne za toliko, koli-
kor se poveca velikost domene. Velikost
domene 4 pa se zmanj$a, nekoliko se zmanj-
$a tudi njena urejenost. Predvidevamo lah-
ko, da se holesterol vgrajuje v manj fluidno
od bolj fluidnih domen (domena 2) ter pove-
Ca velikost bolj fluidnih domen. Tako si raz-
lagamo, da pride do povecane fluidnosti pri
vi§jih serumskih holesterolih.

Napake in uporabnost studije
v bazni in kliniéni znanosti

Izbira skupine bolnikov in kontrolne
skupine

Pri izbiri kontrolne skupine smo Zeleli imeti
zdravo skupino posameznikov, brez kronic-
nih bolezni, brez rednega zdravljenja in
z vrednostmi serumskih holesterolov v mejah
normale. Starost smo pri tem manj uposte-
vali (kontrolna skupina je bistveno mlajsa od
skupine bolnikov), toda le-ta se je izkazala za
pomemben dejavnik. Tudi razmerje med
moskimi in Zenskami v kontrolni skupini ni
v skladu s skupino bolnikov. Vplivu prehra-
ne na koncentracije holesterolov (18, 40, 48),
smo se Zeleli izogniti z jemanjem krvi na tes-
¢e. Skupina bolnikov tudi ni bila homogena
glede tipa tumorja. Vse to bi veljalo v pri-
hodnje upostevati in raziskavo nadaljevati na
enem tipu tumorja.

Napaka EPR-metode

EPR-spektroskopija je zelo zamudna metoda.
Od odvzema vzorca do obdelave je poteklo
razli¢no dolgo ¢asa (od 1 do 2h), kar vpliva
na kvaliteto vzorca. V vzorcih so bile lahko
prisotne tudi druge celice in necistoce, kar
ima lahko vpliv na obliko spektra. Nekatere
raziskave kaZejo, da se spinski oznacevalec
ne vgradi enakomerno v membrano (12).
Pomembna so tudi nihanja temperature (me-
rili smo pri treh razli¢nih), vcasih so bila kar
precejs$nja in to bi lahko vplivalo na lastno-
sti eritrocitov v vzorcih. Pri nekaterih vzorcih
so bili prisotni $umi, ki so oteZevali natanc-
nejse meritve parametrov. Lahko zaklju¢imo,
da metoda ni uporabna v klini¢ni praksi.
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Biokemijska analiza eritrocitne
membrane

V Zelji, da potrdimo ali ovrZemo teorijo, dob-
ljeno na rezultatih, da holesterol v visokih
koncentracijah zveca fluidnost eritrocitne
membrane, smo izvedli opisani preizkus na
5 zdravih posameznikih. Z dodajanjem hole-
sterola smo hoteli doseci vrednosti, ki naj bi jih
imeli bolniki s poviSanimi vrednostmi serumske-
ga holesterola. Problem preizkusa je v majh-
ni skupini ter v dejstvu, da je $lo za zdravo
skupino. Sama metoda je hitra in enostavna,
tako da je uporabna v praksi, zato bi bilo pri-
porocljivo v nadaljnjih $tudijah te meritve
izvajati hkrati z merjenjem fluidnosti z EPR-me-
todo. Tako bi dejansko lahko razjasnili povezavo
med serumskimi holesteroli in holesterolom
v eritrocitni membrani ter fluidnostjo, tako
pri zdravih ljudeh kot pri bolnikih z rakom.
Menimo, da bi bilo bolje holesterol dodajati
v obliki topnega holesterola ali v obliki lipo-
somov, LDL-partiklov, saj je kloroform pre-
cej mocno topilo, hkrati pa pride pri pripravi
vzorca do meSanja s pufrom PBS, ki vsekakor
ni ugodno okolje za holesterol.

ZAKLJUCEK

7 EPR-metodo nismo potrdili hipoteze o vec-
ji fluidnosti eritrocitnih membran ob zniZanih
koncentracijah serumskega holesterola v krvi
rakavih bolnikov. Nasi rezultati so pokazali
nasprotno, z viSanjem koncentracij serumskih
lipidov (razen TGC), se veca fluidnost eritro-
citnih membran, to pa prav tako potrdi in vitro
poizkus z dodatkom holesterola eritrocitim
vzorcem.

Potrdili smo statisti¢no znacilno zniZanje
celokupnega serumskega holesterola, HDL in
LDL pri rakavih bolnikih v napredovalem
stadiju. V napredovalem stadiju smo tudi ugo-
tovili poviSanje parametra A= A pri 21 °C,
kar pa kaze na manjso fluidnost eritrocitnih
membran.

Obstajajo razlike v koncentracijah serum-
skih lipidov pri razli¢nih vrstah tumorja,
tako so pri karcinomu poziralnika in Zelod-
ca koncentracije relativno precej nizZje kot pri
karcinomu pljuc.

S starostjo se viSa parameter H13, ki kaze
na razlicno fluidnost membrane pri mlajsi in
starej$i populaciji.
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Vsekakor je Studija pomembnejsa s stalis-
¢a bazne znanosti kot s klini¢nega vidika.
Morda bi bilo zaradi pomanjkljivosti EPR-me-
tode smotrno uporabiti $e kak$no drugo
(fluorescencna metoda) ter primerjati rezulta-
te in jih objektivizirati. Problem predstavljajo
razlicne definicije fluidnosti pri teh dveh
metodah. V prihodnje je nujno, da se upora-

bi tudi biokemijska analiza membrane, saj
brez te lahko le posredno sklepamo na vpliv
holesterola na fluidnost membrane. Pri §tu-
diju metabolizma lipidov pri rakavih bolnikih
pa bi bilo potrebno vedje poenotenje kar se
ti¢e vrste tumorja, stadija, prehrane, spola,
starosti, razvad, spremljajocih bolezni, zdra-
vil, druZinske obremenjenosti.
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