Proucavanje spore oksidacije lipoproteina velike gusto¢e (HDL) metodom
elektronske paramagnetske rezonancije
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Brojna epidemioloska i klinicka ispitivanja pokazuju da postoji inverzni odnos
izmedu velike koncentracije HDL-kolesterola i rizika nastanka kardio-vaskularnih bolesti.

Ta ¢injenica se objasnjava zastitnom ulogom HDL cestica u spreCavanju nastanka
ateroskleroznih promjena na stijenkama krvnih zila. HDL ¢estice pokazuju antioksidacijska i
protuupalna svojstva i imaju vaznu ulogu u reverznom prijenosu kolesterola. HDL cCestice su
velike gustoce 1 male veli¢ine i ¢ine vrlo heterogenu skupinu u odnosu na fizi¢ko-kemijska
svojstva, metabolizam i biolosku aktivnost.

Danas je prihvacdeno stajaliSte da oksidirani lipoproteini male gustoe (LDL)
doprinose nastanku i razvoju ateroskleroze, kroni¢ne upalne bolesti koja pogoduje daljnjem
razvoju kardio-vaskularne bolesti. Poznato je da su i HDL cestice su takoder podlozne
oksidaciji. Postoji malo podataka o ulozi oksidiranih HDL ¢estica u razvoju ateroskleroze,
iako postoje neke naznake da proces oksidacije moze utjecati na zaStitnu aktivnost ovih
Cestica.

U naSoj grupi ve¢ smo duZe vrijeme proucavali vrlo sporu oksidaciju LDL u
zatvorenom sistemu s ogranicenom koli¢inom kisika, znac¢i u uvjetima slicnim in vivo.
Oksidaciju smo izazivali dodatkom malih koli¢ina iona bakra u naSe uzorke. Ovdje ¢emo
prikazati rezultate sli¢nog istrazivanja oksidacije na uzorcima dva tipa HDL cCestica, HDL,; i
HDL3. Oksidacijski proces smo pratili metodom elektronske paramagnetske rezonancije
(EPR), mjerenjem vremenske promjene dvaju oksidacijskih pokazatelja: potrosnje kisika,
pomocu EPR oksimetrije (spinska proba CTPO) i koncentracije uhvacenih slobodnih
radikala, pomocu spinske stupice (PBN).

Mjerenjem potrosnje kisika i porasta broja radikala s vremenom inkubacije, ispitivali
smo utjecaj koli¢ine dodanih iona bakra na dinamiku oksidacije u disperzijama HDL, i
HDL; ¢estica.U oba tipa HDL cestica potro$nja kisika je brza u uzorcima s ve€om koli¢inom
bakra. Kisik se trosi u lan¢anim reakcijama peroksidacije lipida pa ovi rezultati potvrduju
utjecaj bakra 1 u inicijaciji 1 propagaciji oksidacije. Oksidacija je brza u HDL; nego u HDL3
uzorcima. Sli¢ne razlike izmedu dva tipa HDL cestica se opazaju kod mjerenja porasta
slobodnih radikala, koji je brzi za vecu koncentraciju bakra u uzorcima a takoder je brzi u
HDL, ¢esticama. Uhvaceni slobodni radikali mogu se opaziti u EPR spektrima tek nakon
znatnog smanjenja koncentracije kisika. Radikali se mogu nalaziti u lipidnoj 1/ili proteinskoj



domeni HDL cestica. U nasim ranijim istraZivanjima LDL oksidacije oko 90% uhvacenih
radikala je bilo vezano na proteinsku domenu. Kako je protein/lipid omjer u HDL ve¢i nego
u LDL i uz to je poznato da apolipoproteine Al and AIl u HDL oksidiraju lipidni
hidroperoksidi, mozemo ocekivati jo§ ve¢i udio proteinski vezanih radikala u HDL
uzorcima.

Mjerenja potroSnje kisika u uzorcima s razli¢itom koncentracijom HDL pokazala su,
naprotiv, da se kisik brze troSi u uzorcima s manjom koncentracijom cestica, za oba tipa
Cestica. Takvo ponaSanje smo opazali u nekoliko neovisnih eksperimenata s uzorcima
razli¢itih donora. Suprotno tome, porast uhvacenih slobodnih radikala je ve¢i u uzorcima
vece koncentracije HDL. Ovakvo razli¢ito ponasanje dva oksidacijska pokazatelja tijekom
spore i blage oksidacije HDL moZemo objasniti uzajamnom interakcijom cestica, zbog
prijenosa oksidacijskih produkata s jedne Cestice na drugu.

Vjerojatno je da se veéina slobodnih radikala koji podrzavaju lipidnu peroksidaciju
stabilizira u proteinskoj domeni HDL cestice ili nestaju u reakcijama rekombinacije kao
produkti koji vise nisu slobodni radikali. U skladu s tom pretpostavkom ocekujemo da je
ukupni broj uhvacenih slobodnih radikala ve¢i u uzorcima s ve¢om koncentracijom HDL. S
druge strane, u disperzijama s ve¢om koncentracijom HDL, vjerojatnije je da ¢e nastali
lipidni hidroperoksilni radikali izravno reagirati s povrSinski smjeStenim proteinima na
susjednim Cesticama, a ne s kisikom pa se zato kisik sporije trosi. To se slaze s opazanjem
drugih istrazivaca da se u blago oksidiranom HDL apolipoproteini lakSe odvajaju od Cestica,
nego u nativnom HDL.

t=22°C

1.00 140
HDL
° © o 4 O HDL
05 ® @ 0o B oL 19
° o
LDL o o
0.90 |- o — 100
%
085 % 8o _
. w
(=)
v =
t=36°C n O i x
0.80™- o —60 *©
O Oo¢
o o e
HDL O
075 = o o — 40
n O -
LDL L] )
0.70 — | ] [m} O — 20
[ |
II.E...
[
065 | | | | i 0
30 20 -10 0 10 20 30 40
| |

[ | | J Temperature (°C)
324 328 332 336 340 344

Magnetic field (mT)

Zeljeli smo usporediti i dinamicke parametre LDL i HDL ¢&estica i u tu svrhu smo
snimali EPR spektre uhvacenih radikala na razli€itim temperaturama. Na lijevoj slici se vidi
da su linije spektara HDL uzorka uvijek uze nego LDL uzorka $to ukazuje na slobodnije
gibanje spinske stupice. Iz EPR spektara smo odredili temperaturnu ovisnost dva pokazatelja
gibanja: parametra uredenosti (S) i rotacijskog korelacijskog vremena (tr). Rezultati su
prikazani na desnoj slici. Iz slike se vidi da se u mjerenom temperaturnom intervalu oba



parametra ja¢e mijenjaju u HDL uzorcima. Kako rotacija vezane stupice ovisi o svojstvima
okoline, ocito da okolina u HDL uzorcima ima ve¢i utjecaj na spinsku stupicu, $to znaci da
se ona nalazi blize povrSini Cestice nego u LDL uzorcima.

Mozemo zakljuciti da je oksidacija izazvana ionima bakra u HDL sloZen proces i da
nas prethodno razradeni toerijski model LDL oksidacije nije prikladan za opis kinetike HDL
oksidacije. Probabilisticki kineti¢ki model se osniva na tretiranju LDL cestica kao odvojenih
odjeljaka u kojima se odvijaju povremeni nizovi oksidacijskih reakcija a izmedu dva niza
oksidacija postoji samo vrlo slaba interakcija izmedu Cestica. Za modeliranje oksidacije u
HDL disperzijama trebalo bi istodobno uzeti u racun dogadaje unutar pojedine Cestice i
izmedu dvije Cestice.



