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1. UvOD

1.1. Struktura membrana i membranskih lipida

Bioloske membrane su dinamicke strukture koje se sastoje od lipida i proteina poslaganih u dvosloj
medu kojima su brojne nekovalentne interakcije. Osim lipida i proteina, membrane grade i Seceri,
uglavnom u obliku glikolipida i oligosaharida koji takoder imaju funkcionalnu ulogu.® Usprkos
fluidnosti ni molekule lipida ni proteina ne mogu slobodno prelaziti s jedne na drugu stranu
membranskog dvosloja. Zahvaljujuéi svojoj strukturi membrane imaju vaznu ulogu u prijenosu,
distribuciji, aktivnosti i selektivnosti biomolekula, te je vrlo vazno shvatiti molekulske mehanizame
interakcija bioloskih molekula s lipidima kroz sustave modelnih membrana.? Membranski lipidi su male
amfifilne molekule s hidrofobnom ugljikovodi¢énom regijom i hidrofilnom glavom. Hidrofilne polarne
glave su sastavljene od polarnih skupina kao §to su fosfati, koje ostvaruju interakcije s vodom, te su iz
tog razloga okrenute prema vodenom mediju. Nepolarni hidrofobni repovi su gradeni od dugih
ugljikovodi¢nih lanaca masnih kiselina i ne reagiraju s vodom te su orijentirani jedni prema drugima.’
Masne kiseline mogu biti zasi¢ene i nezasi¢ene $to ovisi o tome imaju li ili nemaju dvostruku vezu u
ugljikovodi¢nom lancu. O stupnju zasié¢enosti i duljini alkilnog lanca ovise svojstva masnih kiselina, a
samim time i svojstva membrana. Masne kiseline u zivim organizmima obi¢no imaju od 14 do 24 C-
atoma, a najceSce su one sa 16 i 18 C-atoma. Takva samoorganizacija lipida u dvosloje u vodenom
mediju je brz i spontan proces gdje su presudne hidrofobne interakcije izmedu alkilnih lanaca razlicitih
lipidnih vrsta.3*
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Slika 1. Shematski prikaz strukture stani¢énog membranskog dvosloja.®



1.2. Fosfolipidi

Postoje tri glavne skupine membranskih lipida s obzirom na vrstu polarne glave, a to su fosfolipidi,
glikolipidi, sfingolipidi i steroli (kolesterol). U bioloskim membranama najzastupljeniji su
fosfogliceridi (fosfolipidi). Gradeni su od trohidroksilnog alkohola glicerola kao osnovice na koju su
esterskom vezom vezana dva lanca masnih kiselina. Na tre¢u hidroksilnu skupinu glicerola vezan je
fosfat i polarna skupina koja odreduje vrstu molekule fosfolipida.? Razli¢ite vrste fosfolipida nastaju
vezanjem razlicitih funkcionalnih skupina na najjednostavniji fosfoglicerid fosfatidat (diacilglicerol-3-
fosfat). Na fosfatidat esterskom vezom se mogu vezati razli¢ite skupine kao §to su npr. hidroksilna
skupina alkohola, aminokiselina serin, glicerol, inozitol, etanolamin i kolin. Na takav nacin nastaju
fosfatidilserin, fosfatidilglicerol,fosfatidilinozitol i fosfoetanolamin koji su najzastupljeniji u
unutarnjem sloju membranskog dvosloja koji je okrenut prema citosolu stanice, dok je fosfokolin u
vanjskome sloju okrenutom prema vanstaniénom mediju. Stoga se na primjer lipid s fosfatidilkolinskom
skupinom glave i dva lanca palmitoila naziva 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfokolin (DPPC).? Vazan
membranski lipid koji takoder doprinosi asimetriji membrane je sfingomijelin. Njegova okosnica, za
razliku od fosfolipida, nije glicerol ve¢ sfingozin, dugolan¢ani nezasi¢eni aminoalkohol.? (Slika 2.)
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Slika 2. Strukturne formule fosfolipida s razli¢itim polarnim glavama.?



1.3. Kolesterol i latosterol

Steroli su skupina membranskih lipida od kojih je daleko prevladavajuci kolesterol koji gradi 20%
eukariotskin membrana i plazma membrana.® Kolesterol je graden od &etiri medusobno povezana
ugljikovodi¢na prstena, gdje je na jednom kraju vezan ugljikovodi¢ni lanac, a na drugom hidroksilna
skupina. U membrani smjeSten je paralelno na repove masnih kiselina fosfolipida, a OH- skupina
interagira s najblizom polarnom skupinom fosfolipida (slika 3.).2 lako kolesterol ima niz razli¢itih
funkcija u Zivotinjskim stanicama, jedna od njegovih primarnih uloga je stabilizacija fizickih svojstava
i lateralne organizacije lipidnog dvosloja plazma membrane. Studijama je ustvrdeno da je jedan od
glavnih ucinaka ugradnje kolesterola na fosfolipidne modelne membrane proSirenje i eliminiranje
kooperativnog faznog prijelaza gela u fluidnu fazu. Njegova prisutnost znacajno povecava orijentacijski
red fosfolipidnih ugljikovodi¢nih lanaca i smanjuje povrSinu poprecnog presjeka koju zauzimaju
molekule fosfolipida uz umjereno ograni¢avanje gibanja ugljikovodi¢nih lanaca.® Uz navedenu ulogu
u reguliranju fluidnost i reda unutar lipidnog dvosloja membrane, kolesterol je takoder uklju¢en u
regulaciju biokemijskih i stani¢nih bioloskih procesa.” Dva glavna puta za biosintezu kolesterola su
Kandutsch-Russell i Bloch put koji po¢inju od latosterola, prvog ciklickog meduprodukta koji nastaje
u biosintezi svih sterola.?
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Slika 3. Kolesterol ugraden u membranski dvosloj.*



Latosterol je pretposljednji meduprodukt u Kandutsch—Russell biosintetskom putu kolesterola i zajedno
dijele jako sliénu kemijsku strukturu. Latosterol i kolesterol su gotovo identi¢ni, osim polozaja
dvostruke veze u prstenu B, koji se nalazi izmedu C7 i C8 u latosterolu i C5 i C6 u kolesterolu. Medutim,
latosterol kao i drugi kasni intermedijeri biosintetskih puteva kolesterola prvenstveno se akumuliraju u
lipidnim nakupinama (engl. raft), ¢ime destabiliziraju njihovu organizaciju i ometaju njihov signalni
slijed. U¢inak latosterola i kolesterola na strukturu i svojstva modelnih lipidnih membrana je prouc¢avan
u brojnim biofizi¢kim studijama, ali rezultati se ¢esto medusobno ne slazu. 58 Interakcije izmedu sterola
(u ovom slucaju latosterola i kolesterola) i dvosloja modelnih lipidnih membrana mogu se detektirati
razlikovnom- pretraznom kalorimetrijom (engl. differential scanning calorimetry, DSC) promatrajuci
termotropno fazno ponasanje modelnih membrana, kao i koristenje FTIR spektroskopije koja
omoguéava uvid u organizaciju i kemijsku konfiguraciju promatranih molekula.®°

Slika 4. Strukturne formule kolesterola (A) i latosterola (B).®



1.4. Fazne promjene lipidnih dvosloja

Membrane kao fluidne tvorevine ovisi o nizu faktora kao §to su npr. temperatura, pH, tlak, te kemijski
potencijal iona u mediju. Mijenjanjem tih faktora moZemo uzrokovati razaranje lipidnih agregata ili
nastanak nekih novih oblika. Membrane se najviSe proucavaju u fazi gela (Cvrsta uredena faza) i fazi
fluida (tekucéa neuredena faza). Pri nizim temperaturama, lipidni dvosloj je uredena, ¢vrsta struktura, a
svi lanci masnih kiselina nalaze se u trans konformaciji. Takva faza naziva se L. faza ili kristalini¢na
lipidna faza. PoviSenjem temperature lipidni dvosloj prelazi iz ¢vrste strukture u gel fazu, odnosno Lg
fazu (slika 5.). Struktura lanaca u gel fazi ne mijenja se drasticno u odnosu na kristaliénu formu, pa su
lanci i dalje u trans poloZzajima, ali lipidi mogu biti nagnuti pod odredenim kutem koji ovise o skupinama
koje ¢ine glavu lipida. Primjerice, fosfokolini (PC) u ovoj fazi pokazuju nagib od 30° u odnosu na
normalu membrane, dok npr. fosfatidiletanolamini (PE) ne pokazuju nikakav nagib (Lg).%° Sljedeéa faza
koja moze nastati daljnjim porastom temperature je Pg' faza (slika 5.) u kojoj se na povrsini dvosloja
stvaraju nabori (engl. ripples).® Uzrok pojave nabora jo§ uvijek nije razja$njen, ali prema dvjema
najznacajnim hipotezama nabori su ili posljedica koegzistencije lipida u fazama gela i fluida ili su svi
lipidi u fazi gela s time da dolazi do promjena u slaganju molekula lipida.?* Ova faza nastaje prije
glavnog faznog prijelaza pri temperaturi pretprijelaza (predtranzicije) T, (engl. pretransition).
Pretpostavlja se da su procesi pretprijalaza i glavnog faznog prijelaza dva medusobno povezana
fenomena koja zajedno uzrokuju promjenu faze lipida, osim §to su vidljivi kao dva odvojena dogadaja.
Zadnja faza lipidne transformacije uzrokovane temperaturom je fluidna faza (L) u kojoj u potpunosti
nestaje uredenost lanaca. Temperatura pri kojoj se faza mijenja iz gela (L) u fluid (L) je temperatura
meksanja Tm. Ta temperatura ovisi o duljini lanaca i njihovom stupnju nezasi¢enosti te o polarnoj glavi
lipida. Sto je vec¢a duljina lanaca, to je i Tm veca jer su van der Waalsove interakcije izmedu lanaca jace.
Pojava dvostrukih veza u lancima drasti¢no smanjuje Tn jer je tada membrana opustenija te je dvosloj
fluidniji. Takoder, proces meksanja se dogada pri temperaturi karakteristi¢noj za svaki lipid ovisno i o
gradi same lipidne glave jer se mogu stvarati razli¢ite medumolekulske interakcije, kao $to su npr.
vodikove veze izmedu polarnih glava i vodenog medija.>*°
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Slika 5. Faze lipidnih dvosloja koje se javljaju s povisenjem temperature.®
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2. RASPRAVA

2.1. Razlikovna- pretrazna kalorimetrija (DSC)

Vise razli¢itih analiti¢kih tehnika mogu posluziti za praéenje faznih promjena modelnih i bioloskih
membrana, te za odredivanje to¢ne temperature tih prijelaza. Tehnike koje se mogu koristiti imaju
razli¢itu teorijsku osnovu te se mogu svrstati u spektroskopske, termicke, mikroskopske i
florescencijske tehnike.®®1213 Razlikovna- pretrazna kalorimetrija (engl. differential scanning
calorimetry, DSC) je jednostavna, ali mo¢na fizikalna tehnika, pogodna za otkrivanje i termodinamicku
karakterizaciju termotropnih faznih promjena membranskih dvosloja, te za odredivanje njihovih
termodinamickih parametara. Rije¢ je o usporednom zagrijavanju (ili hladenju) uzorka i inertnog
referentnog materijala, koji ne pokazuje fazni prijelaz u temperaturnom intervalu koji se promatra.
Razlika u brzini zagrijavanja (odnosno hladenja) izmedu uzorka i referentnog materijala biljezi se kao
ovisnost otpustene (egzotermna reakcija) ili primljene (endotermna reakcija) topline u ovisnosti o
temperaturi. Kad god se unutar uzorka dogodi termotropni dogadaj, dolazi do temperaturne razlike
izmedu uzorka i referentne tvari, a instrument ili aktivno mijenja ulaznu snagu u ¢eliji s uzorkom kako
bi ponistio temperaturnu razliku (kalorimetrija kompenzacije snage) ili pasivno biljezi rezultirajuce
promjene u brzini protoka topline u ¢eliji s uzorkom sve dok se temperaturna razlika na kraju ne ponisti
(kalorimetrija provodljivosti topline). Termodinamicki podaci koje moZzemo dobiti iz DSC krivulje
nalik onoj Gaussovoj raspodjeli, kad je rije¢ o endotermnom procesu poput faznog prijelaza lipida su:
Tm faznog prijelaza (maksimum signala), Tonset (pocetak faznog prijelaza), Tmi2 (femperatura na polovici
Sirine signala faznog prijelaza), te H enalpija fazne promjene (povrSina ispod signala).’** Velika
prednost DSC-a kao analiti¢ke tehnike je jednostavna priprema uzorka, te precizno odredivanje
termodinamickih parametara lipidnih membrana dodatkom kemikalije koja se moze ugraditi u lipidni
dvosloj. Jedan veliki nedostatak tehnici je Sto moze detektirati pomjene u strukturi uzoraka, ali ih ne
moze povezati s dogadajima na molekularnoj razini kao na primjer FTIR spektroskopija.*®

2.2. Termotropni odnos sterola i DPPC lipidnog dvosloja

U radu su komentirana DSC mjerenja 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfokolina (DPPC) koji prolazi
faznu promjenu zagrijavanjem koja je na DSC krivulji vidljiva kao dva o$tra endotermna vrha na
temperaturi od 35 i 41,7 °C, §to odgovara predtranzicijskom (Lg' u Pg) i glavhom (Pp u L,) faznom
prijelazu ¢istog lipida. U binarnim smjesama lipida i sterola, pove¢anjem koncentracije sterola
(latosterola i kolesterola) postupno se pro$iruje predtranzicija i smanjuje njena temperatura, entalpija i
samim tim kooperativnost procesa. Sli¢no je i u slucaju glavnog faznog prijelaza, povecanje
koncentracije oba sterola utjece na prosirenje DSC endotermne krivulje, sto dovodi do smanjenja
entalpije te krivulja progresivho pokazuje pomak maksimuma prema nizoj temperaturi (slika
6.).Takoder, proces fazne promjene gubi svoju kooperativnost. Postoje znacajne razlike u obrascu
termotropnih dogadaja uocenih u uzorcima DPPC/ Kol i DPPC/ Lat $to ukazuje da je ponaSanje
potonjeg kvantitativno razli¢ito od prvog, unato¢ njihovoj sli¢noj kemijskoj strukturi.®*’
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Slika 6. DSC termogrami utjecaja kolesterola (A) i latosterola (B) na faznu promjenu DPPC lipida

brzinom 10°C/ h.%

Uzorci DPPC/Lat i DPPC/ Kol pokazuju usporedive padove Ty s pove¢anjem koncentracije sterola do
koncentracija sterola od ~4 mol %. Povecanjem koncentracije, T, smjese DPPC/Lat naglo se smanjuje
za 7 °C izmedu 4 i 6 mol % sterola. Suspenzija DPPC/ Kol pokazuje manji pad T, pri 4 mol %, koji se
smanjuje za 6 °C u rasponu koncentracija od 4 do 10 mol % kolesterola, $to sugerira da je sli¢na
promjena u svojstvima prijelaza rasporedena na Sire podruéje. Odgovarajuce 471, vrijednosti dobivene
iz DPPC smjesa koje sadrzZe ili latosterol (Lat) ili kolesterol (Kol) pove¢anjem koncentracije sterola u
osnovi su identi¢ne, jer pri vrlo niskim koncentracijama, na sli¢an nacin prosiruju DPPC pretprijelaz,
unato¢ razlikama u polozaju dvostruke veze prstena B. Ista analogija vrijedi i za vrijednosti 4H,, gdje
DPPC/ Lat suspenzije slijede padaju¢u krivulju s povecanjem koncentracije sterola brzinom nesto
vecom od onih DPPC dvosloja koji sadrze kolesterol. Predtranzicijska entalpija je blizu 0 kcal/mol pri
koncentraciji latosterola od ~6 mol %, a kolesterola od ~10 mol%. Dakle, moZemo zakljuciti da
latosterol u molarnoj osnovi uéinkovitije prekida predtranziciju DPPC lipida nego kolesterol.®
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Slika 7. Utjecaj povecanja koncentracije sterola na termodinamicke parametre pretprijelaza DSC
krivulja DPPC / Kol (®) i DPPC/ Lat (A).6

Pri niskim do umjerenim (< 20 mol %) koncentracijama sterola, DPPC dvosloji koja sadrze Lat i Kol
pokazuju asimetri¢ne termograme koji se mogu dekonvolvirati u dva preklapajuca, simetri¢na toplinska
dogadaja. Jedna komponenta je znatno ostrija od druge, ¢ija temperatura maksimuma i kooperativnost
se lagano smanjuju, a entalpija znacajno opada s povecanjem koncentracije sterola. Druga komponenta
je znatno $ira, te njena temperatura maksimuma pokazuje sloZeniju ovisnost o strukturi i koncentraciji
sterola, i ona je prisutna u Sirem rasponu koncentracija. Razdvojene komponente jednog faznog
prijelaza pripisane su razlic¢itom taljenju lipidnih domena u prisustvu ili odsustvu sterola. Jedina
znacajna razlika u ponasanju DPPC lipida ovisno o koncentraciji dodanog sterola vezana je uz
kvantitaitivni aspekt pripremljenih uzoraka. Dodatkom 50 mol % kolesterola u uzorak DPPC-a dolazi
do prekida fazne promjene lipida, dok dodatkom 50 mol % latosterola u DPPC dvosloj, uzorak i dalje
prolazi kroz fazni prijelaz jako male entalpije. Iznosi entalpije na pocetku i kraju samog faznog prijelaza
ukazuju da se u DPPC uzorku s kolesterolom ucinkovitije prekida taljenje DPPC acilnih lanaca nego u
slu¢aju DPPC/ Lat i to pri vi§im, fizioloski relevantnim koncentracijama.®
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Slika 8. Vrijednosti entalpija A H, za uzorke DPPC / Kol (®) i DPPC/ Lat @).6
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2.3. FTIR spektroskopija

Apsorpcije zradenja u infracrvenom podrucju elektromagnetskoga zraGenja u rasponu od 14000 cm™
do 20 cm™ odgovaraju promjenama vibracijskih i rotacijskih razina u molekuli, do kojih dolazi kada
se frekvencija promjenjivog elektricnog polja izjednaci s razlikom frekvencija vibracijskih i rotacijskih
stanja molekule. Drugim rije¢ima, IR zraCenjem pobuduju se prijelazi izmedu vibracijskih stanja
molekula, ako u trenutku apsorpcije postoji promjena dipolnog momenta, taj se prijelaz biljezi kao
signal u IR spektru. Intenzitet vrpce ovisi o promjeni dipolnog momenta prilikom vibracije odnosno
apsorpcije zracenja. Za dobivanje IR spektara u kratkom vremenskom razdoblju zasluzna je primjena
Fourierove transformacije (FT).15!8 FTIR spektar predstavlja ovisnost propustenog ili apsorbiranog
zraCenja o valnom broju zraenja Cine¢i vrpce, odnosno apsorpcijske maksimume uzrokovane
vibracijama molekule. Polozaj vrpce u spektru karakteristican je za vibraciju odredene funkcionalne
skupine, a ovisi o jacini veze izmedu atoma i 0 masi atoma sa svake strane veze i dan je relacijom:

_ 1 |k
V= |-
2mc |u

pri emu je v valni broj, k konstanta veze, x reducirana masa, a ¢ brzina svjetlosti u vakuumu koja iznosi
priblizno 3 x 108 m s,

Uslijed faznog prijelaza lipida dolazi do konformacijske promjene metilenskih (—CH>-) skupina
alkilnih lanaca iz trans u gauche. U razli¢itoj konformaciji —CH,— skupine apsorbiraju pri drukacijem
valnom broju, pa se iz FTIR spektara moze odrediti u kojoj se fazi nalaze lipidi. S obzirom na to, fazni
prijelaz se moze detektirati promjenom polozaja i apsorbancije vrpci koje odgovaraju simetri¢nom (vs)
i antisimetri¢nom (vss) istezanju metilne (CHs) i metilenske (CH.) skupine, te deformacijama CH;
skupine. Vrpca simetri¢nog i antisimetri¢nog istezanja CH. skupine pojavljuje se pri otprilike 2850 cm~
1 odnosno 2920 cm™. Ovisno o duljini i kemijskoj strukturi lipidnih ugljikovodi¢nih lanaca, strukturi
polarnih glava lipida, prirodi aditiva koji mogu biti prisutni i o samoj prirodi faznog prijelaza, fazni
prijelaz se oCituje pomakom valnog broja maksimuma vrpce za 1,5— 3 cm1.!° Povecanjem stupnja
neuredenosti lipidnog dvosloja dolazi do smanjenja apsorbancije vrpci. lako se obje vrpce mogu
koristiti za praéenje faznog prijelaza, vrpca pri 2920 cm?, koja odgovara vasCH; rijede se koristi jer
postoji mogucnost preklapanja s vipcom CHs skupine i s Fermijevom rezonancijom prvih tonova strizne
vibracije CH, skupine.* Kod simetri¢nog istezanja CH; skupine (vsCH, pri 2850 cm™) ne postoje takva
preklapanja vrpci te je zbog toga vrpca simetri¢nog istezanja metilenske skupine korisnija za analizu
faznog prijelaza modelnih i bioloskih membrane, kao i za semikvantitativnu karakterizaciju promjena
u ugljikovodi¢nom lancu prilikom fazne promjene. Metilenske deformacijske vibracijske vrpce takoder
se mogu koristiti za detekciju faznog prijelaza. Strizne vibracije i vibracije njihanja (~1470 cm*i ~720
cm™) su osjetljive na lateralne interakcije izmedu trans-polimetilenskih lanaca, $to moze indicirati
nacin pakiranja ugljikovodi¢nih lanaca u fazi gela. Faznim prijelazom poveéava se mobilnost lipida te
se Sirina vrpci tih normalnih modova povecava. Povecanjem gauche rotamera smanjuje se duljina
segmenata lanca koji su u trans konformaciji, uslijed cega se smanjuje intenzitet vrpci, $to moze dovesti
do njihovog nestajanja nakon faznog prijelaza. S dodatnim oprezom se trebaju inerpretirati vrpce
zibanja metilenskih skupina jer su jako slabe i naj¢esce se nalaze izmedu mnogo jacih vrpca otapala i/ili
IR-aktivnih skupina lipidne polarne glave.” Veliki izazov kod karakterizacije faznoga prijelaza
modelnih membranskih lipida FTIR spektroskopijom predstavlja prisustvo vodenog medija, koji je jak
IR apsorbens i prekriva veéi dio IR spektra u podrucju od 3280 cm™ do 3920 cm™?, u kojem s javljaju
vibracije simetri¢nog i antisimetri¢nog istezanja molekule vode (vsymOH i vasOH), koje djelomic¢no
prekrivaju i vrpce simetricnog i antisimetri¢nog istezanja metilne i metilenske skupine. Postoji jos i
dodatna mogucénost koristenja FTIR spektroskopske tehnike u koja se temelji na priguSenoj refleksiji



zraCenja (engl. attenuated total reflection, ATR) tehnika kojom se ucinkovito rjeSava problem
intezivnih vrpci otapala (vode) u spektrima, no istodobno se smanjuje i intenzitet vrpci uzorka.?

3000 2950 2900 2850 2800

- —~ 0°C
————— 10°C
= — 20°C
= ; ———— 30°C
— - ————~ 40°C
— —— sec
—— ——— 60°C

1800 1750 1700 1650

v/cm?

Slika 9. FTIR spektri 30% mol DPPC/ Lat u temperaturnom intervalu 10— 60 °C. Pod A je prikaz
apsorpcijske vrpce C— H istezanja, a pod B je C= O istezanja.®
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2.4. CH; deformacijska vrpca

Lipidni dvosloji DPPC-a koristeni za FTIR spektroskopiju sadrzavali su 30 mol % sterola, $to je
dovoljna razina da se izbjegnu nejasnoce izmedu DPPC uzoraka bogatih ili siromasnih sterolom,
odnosno dovoljen niske da se latosterol u potpunosti mijeSa s DPPC-om. Steroli ne sudjeluju u faznom
prijelazu fosfolipida i njihovih ugljikovodi¢nih lanaca zbog ¢ega moze do¢i do nesigurnosti u tumacenju
vrpci C-H istezanja (3000-2800 cm™) u smislu konformacije istih. Diskontinuirano poveéanje
frekvencije (2-5 cm™) i Sirine (~15%) apsorpcijskih vrpci se primjeti na temperaturi glavnog faznog
prijelaza, zbog povecanja gauche rotamera ugljikovodi¢nih lanaca. Glavna karakteristika C—H
deformacijske vrpce izmedu 1500 i 1400 cm™ je centrirana apsorpcijska vrpca blizu 1465— 1472 cm™
(slika 10.), koja proizlazi iz metilenske strizne (engl. scissoring) vibracije, osjetljive na bocne
interakcije izmedu susjednih ugljikovodi¢nih lanaca lipidnog dvosloja. Pri nizim temperaturama,
glavna C—H apsorpcijska vrpca je sa sredistem izmedu 1472 i 1466 cm™ . Zagrijavanjem uzorka u
temperaturnom rasponu od 10 do 60 °C dolazi do Sirenja vrpce u DPPC uzorcima sa ili bez sterola Sto
se objaSnjava povecanjem pokretljivosti metilenskih skupina ugljikovodi¢nih lanaca lipida tijekom
faznog prijelaza iz gela u fluid. Ugradnjom 30 mol % sterola (latosterola i kolestreola) u DPPC dvosloje
dolazi do potpune inhibicije stvaranja proSirenih domena trans ugljikovodic¢nih lanaca lipida na nizim
temperaturama, gdje latosterol samo djelomi¢no utjeCe na njihovu konformaciju za razliku od
kolesterola.5’

A B

0°C
10°C
20°C

N

DPPC/ Kol

DPPC/ Lat

L 1 L 1 1 60°C
1500 1480 1460 1440 1420 1400 1480 1470 1460 1450 1440
~ 1
v/cm

Slika 10. FTIR spektri DPPC/ Lat (30% mol) u temperaturnom rasponu od 0— 60 °C (A); utjecaj
sterola na CH; striznu deformacijsku vrpcu (B).®
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3. ZAKLJUCAK

Vaznost sterola, njihove konformacije i interakcije s lipidnim vrstama u membranama ima veliki znacaj
za biokemijske procese na samoj membrani, kao i u samoj stanici zivih organizama. Provedena
istrazivanja utjecaja odabranih sterola, latosterola i kolesterola, na DPPC lipidne dvosloje koristenjem
analitickih tehnika kao $to su razlikovna- pretrazna kalorimetrija (DSC) i FTIR spektroskopija implicira
da razlika u konfiguraciji prstena B navedenih sterola posljedi¢no ima u¢inak na prirodu i stehiometriju
DPPC- sterol interakcija i ugradnju obje molekule u lipidni dvosloj. S obzirom da kolesterol ima malu
povrsinu popreénog presjeka te vrlo malu polarnu glavu, potrebna je ugradnja vece koli¢ine da bi
utjecao na nagib ugljikovodi¢nih lanaca DPPC lipida, kao i na sami fazni prijelaz. U suprotnom, veca
poprecna povrsina latosterola ¢ini ga sposobnijim u implementaciji medu ugljikovodicne lance vec i pri
nizim koncentracijama $to je vidljivo i u gel fazi tj. pri nizim temperaturama. Polozaj dvostruke veze u
strukturi latosterola u odnosu na kolesterol ukida predtranziciju DPPC-a, S§to je vidljivo u
termodinamickim parametrima iz DSC mjerenja. Interpretacije eksperimentalnih podataka dobivenih
proucavanjem sterola s lipidnim dvoslojima mogu biti mnogo kompliciranije nego Sto se
pretpostavlja.”?° Rezultati ovog rada ukazuju da prisutnost i polozaj dvostruke veze u kolesterolu kao
i unjegovom analogu latosterolu mogu biti klju¢ni za fluidnost membrane. Fizicka svojstva i interakcije
latosterola s fosfolipidnim dvoslojima se razlikuju dovoljno od onih od kolesterola, tako da bi njegov
ucinak na rast i razvoj stanice nizom biokemijskih i regulatornih mehanizama, mogao biti negativan.®
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