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SANTRUMPOS

ARA — arachidono riebaly riigstis

DHA — dokozaheksaeno riebaly riigstis
DNR — deoksiribonukleorfigstis

DTL — didelio tankio lipoproteinai

EPA — eikozapentaeno riebaly riigstis

LR — laisvieji radikalai

MDA — malondialdehidas

MNRR — mononesociosios riebaly ragstys
MTL — mazo tankio lipoproteinai

NADPH — nikotinamido adenino dinukleotido fosfatas
PNRR — polinesociosios riebaly rugstys
ROS - reaktyviosios deguonies formos
RR — riebaly rugstys

SN — standartinis nuokrypis

SOD — superoksido dismutaze

SRR — sociosios riebaly rugstys

TNF — naviko nekrozés faktorius

TX — tromboksanas

Q — kvartilis



IVADAS

Siais laikais nemaza dalis Zmoniy su maistu gauna kalorijy pertekliy, mazai vitaminy ir
antioksidaciniy medziagy, stipriai sumazéjes fizinis aktyvumas, alkoholio ir tabako vartojimas bei
kity jvairiausiy veiksniy kompleksas prisideda prie padidéjusio reaktyviy deguonies formy
susidarymo. Organizmo antioksidaciné sistema ne visada pajégia nukenksminti reaktyviy deguonies
formy pertekliy, todél per didelis $iy medziagy Kiekis sukelia oksidacinj stresg [1]. Oksidacinis
stresas siejamas su Sirdies ir kraujagysliy [2], neurodegeneracinémis ligomis [3], tromboze bei
padidéjusia trombocity aktyvacija [4].

Pagrindinis reaktyviy deguonies formy taikinys yra lasteliy membrany fosfolipidai ir jy
sudétyje esancios polinesocCiosios riebaly rtgstys [5]. Vykstant lipidy peroksidacijai kaip skilimo
produktas susidaro malondialdehidas, kuris pasigamina i§ polinesoCiyjy riebaly rigséiy joms
oksiduojantis, todél jis yra svarbus kaip oksidacinio streso zZymuo [6]. Trombocity membranos
fosfolipidy dvisluoksnis ir jo riebaly riigsciy sudétis atlieka svarby vaidmenj palaikant normalig
organizmo hemostazg. Esant membranos riebaly riigsciy sudéties pokyciams gali susidaryti
biologiskai aktyvis eikozanoidai, kurie pasizymi prouzdegiminiu arba antiuzdegiminiu poveikiu [7].
Tad nuo membranos fosfolipidy riebaly riig§¢iy sudéties priklauso biologiskai aktyviy eikozanoidy
sintezés pusiausvyros palaikymas.

Zinoma, kad omega-3 riebaly riigitys pasizymi apsauginiu poveikiu nuo $irdies ir kraujagysliy
ligy, taCiau Sios riebaly rigstys yra jautriausios lipidy peroksidacijai [8]. Todél pasaulyje iSlicka
susidom¢jimas kaip keiciantis trombocity riebaly riigSciy sudéciai gali pasikeisti lipidy
peroksidacijos procesas bei paciy trombocity aktyvumas. Detaliausi tyrimai atliekami siekiant
nustatyti kaip keiCiasi trombocity membranos riebaly riigséiy sudétis papildant membrang
jvairiausiomis riebaly ragstymis in vivo ir in vitro [9, 10]. Taip pat nemazai tyrimy atlickama norint
nustatyti sveiky ir sergan¢iy asmeny trombocity riebaly riig§éiy sudéties skirtumus [11, 12]. Taciau
tyrimy, kur yra vertinamas trombocity membranos riebaly riig§¢iy spektras pagal oksidacinio streso
zymenj malondialdehidg nepavyko aptikti, todél tai yra aktualu.

Trombocity membranos riebaly rigsciy sudéties nustatymas galéty buti naudingas siekiant
jvertinti trombocity pasiruoSimg biisimam aktyvacijos etapui bei kokiy biologiskai aktyviy
eikozanoidy sintez¢ bus intensyvesné.

Siame darbe magistranté prisidéjo prie trombocity membranos riebaly rigiéiy isskyrimo,
analizavo moksline literatirg bei gautus duomenis, savarankiskai paruos$é statisting duomeny

analize.



Darbo tikslas: nustatyti oksidacinio streso jtaka trombocity membranos fosfolipidy riebaly riigséiy
sudéciai.

Darbo uzdaviniai:

1. Nustatyti trombocity membranos fosfolipidy riebaly riig8¢iy sudét;.

2. lvertinti trombocity membranos riebaly rtigsciy pasiskirstymag kvartiliuose priklausomai nuo
malondialdehido koncentracijos.

3. Nustatyti rysj tarp trombocity membranos riebaly rtig§ciy bei jy santykiy ir malondialdehido
koncentracijos.

4. Ivertinti malondialdehido, kaip oksidacinio streso komponento jtaka trombocity membranos

riebaly riigsciy sudéciai.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Oksidacinio streso savoka

D. Harmanas 1956 metais suteiké molekulinj pagrinda laisvyjy radikaly teorijai (laisvyjy
radikaly senéjimo teorija). Tai leido manyti, kad mitochondrijose oksidacijos ir redukcijos reakcijy
metu, kaip Salutiniai produktai, susidaro laisvieji radikalai ir kitos reaktyvios deguonies formos,
kurios sukelia organizmo senéjima [13]. Visi Sie junginiai bendrai yra vadinami reaktyviomis
deguonies formomis (ROS) (angl. — reactive oxygen species). I§ viso organizme esancio deguonies,
apie 5 proc. jo tenka reaktyvioms deguonies formoms, o0 jy padidéjes kiekis organizme sukelia
oksidacinj stresg [14, 15].

Oksidacinj stresg taip pat galima pavadinti blisena, kai yra prarandama pusiausvyra tarp
antioksidacinés sistemos ir oksidacijos proceso [16, 17].

Nuo oksidacinio streso zmogaus organizmas turi jvairias antioksidacines gynybos sistemas,
kurios palaiko pusiausvyrg tarp ROS gamybos ir jy neutralizavimo, apimancias tokias fermentines

sistemas kaip superoksido dismutazg, katalaze, glutationo peroksidaze [18].

1.2. Reaktyvios deguonies formos ir laisvieji radikalai

Siuo metu, reaktyvios deguonies formos (ROS) terminas yra vartojamas apibiidinant jvairiems
deguonies radikalams: superoksidui (O27), hidroksiradikalui (OH") bei neradikaliniams deguonies
junginiams — vandenilio peroksidui (H202), ozonui (O3) [19].

Laisvieji radikalai (LR) tai — atomai ar molekulés, kurios savo iSorinéje orbitaléje turi vieng
nesuporuoty elektrong. LR yra chemiskai aktyvios, nestabilios molekulés. Dauguma molekuliy,
kurios susidaro fiziologinémis saglygomis neturi nesuporuoty elektrony [20].

Reaktyvias deguonies formas sudaro laisvieji radikalai ir chemiSkai aktyviis deguonies
junginiai (1 lent.). Molekulinis deguonis gali sureaguoti su Kitais radikalais ir taip gali susidaryti
ypac reaktyvis laisvieji radikalai, kurie sukelia lipidy, baltymy, DNR oksidacija [21].

Endogeninés ROS yra gaminamos gyvuose organizmuose kaip normalaus Iastelés
metabolizmo produktai, jy gaminimo greitis ir kiekis gali padidéti veikiant egzogeniniams

veiksniams: rtikymui, dideliam oro uzterStumui (kietomis dalelémis, smulkiomis dalelémis, jvairiais



metalais) [22, 23], ozonui, jonizuojanéiai spinduliuotei, sunkiyjy metaly jonams ($vinas, kadmis)
[24].

Pagrindinés trys ROS, turinCios fiziologing reik§m¢ ir yra biologiskai pavojingiausi:
superoksidas (O2*), kuris turi nesuporuota elektrona, hidroksilo radikalas (OH") ir vandenilio
peroksidas (H202) [25].

1 lent. Reaktyviosios deguonies formos [19].

Reaktyvios deguonies formos

Laisvieji radikalai Neradikalai
Superoksidas OF Vandenilio peroksidas H20:2
Hidroksiradikalas OH* Singuletinis deguonis 10,
Lipidy LOO* Ozonas Os
peroksiradikalas
Hidroperoksiradikalas HO: Hipochlorito riigstis HCIO

Pagrindiniai lgstelés (endogeniniai) ROS Saltiniai yra: mitochondrijos, plazminé membrana,
endoplazminis tinklas, lizosomos, peroksisomos [1]. Nedideli ROS ar LR kiekiai néra zalingos ir
toksiSkos lgstelei dalelés, nes jos atlieka svarby vaidmenj fiziologiniame prisitaikyme, yra svarbios
reguliuojant lasteliy signaly perdavimo mechanizmus [1, 16, 26, 27]. Mitochondrijose
pasigaminusios reaktyvios deguonies molekulés yra svarbios normaliai proliferuojan¢ioms

lasteléms, signaly perdavimui tarp Igsteliy bei lgsteliy augimo funkcijoms reguliuoti [28].

1.3. Reaktyviuy deguonies formy susidarymas

Oksidaciniam stresui susidaryti yra labai svarbi ROS gamyba lgstelése. Vienas svarbiausiy
ROS saltiniy organizme yra mitochondrijos, kur redukuojant deguonj (O2) pirmiausia susidaro
superoksidas (O2). Superoksidas (O2™) susidaro vienu elektronu nepilnai redukuojant deguonj. Pats
superoksidas néra labai stiprus oksidantas, bet i§ jo gali pasigaminti kitos reaktyvios deguonies
formos [29]. Pasigamine superoksidai susijungia (202" + 2H" = H»02 + O») ir susidaro maziau

reaktyvus vandenilio peroksidas (H202), reakcijoje dalyvauja fermentas superoksido dismutazé




(SOD). Peroksisomose vandenilio peroksidas yra skaidomas j vandenj ir deguonj, dalyvaujant
fermentui katalazei [30].

Superoksidas (O2) ir vandenilio peroksidas (H202) gali redukuotis ir iki labai aktyvaus
hidroksilo radikalo (OH") (1 pav.) [19, 31]. Hidroksilo radikalai (OH") dar gali susidaryti ir Fentono
bei Haberio ir Weiso reakcijose (19) (1 pav.).

Laisvieji radikalai gali susidaryti fagocitozés metu, kai yra aktyvinamas fermentas NADPH
oksidazé esantis fagocitiniy Igsteliy membranose (monocity, makrofagy, neutrofily). Kai j
organizmg patenka svetimi mikroorganizmai tada yra pagaminamas superoksidas (O27), 0 jis
padeda naikinti mikroorganizmus ir taip apsaugo organizmg nuo infekcijos [19]. Laisvieji radikalali,
jei jy susidaro labai daug, gali padaryti zalos ir pac¢ioms fagocitinéms Igsteléms ir aplinkiniams

audiniams [32].

(Fentono reakeija) Fe** + H,0, —> Fe’* + OH™ + OH'

(Haberio ir Weiso  Fe™* + 0,™ — 3 pe?* 4 O
reakcija) .

0, "+H,0, ——> OH +OH’ + 0,

1 pav. Fentono ir Haberio-Weiso reakcijos [33].

1.4. Lipidy peroksidacija

Nedidelis ROS kiekis yra reikalingas organizmui, bet esant per dideliam kiekiui ROS,
poveikis yra zalingas. Esant patofiziologinémis sglygomis, atsiradus mitochondrijy disfunkcijai,
sutrikus elektrony pernasos mechanizmui mitochondrijy kvépavimo grandinéje, gali susiformuoti
didziuliai kiekiai ROS [21]. Pasigamine per dideli kiekiai ROS veikia organizmo lgsteles zalingai —
sukelia lipidu peroksidacija. Labiausiai lipidus pazeidzia hidroksiradiklai (OH?) ir
hidroperoksiradikalai (OH"). Oksidacin;j stresg gali sukelti hidroksiradiklai (OH"), nes gali atakuoti
bet kurias organizmo biomolekules. Hidroperoksiradikalai (OH2) sukelia membranos polinesoCiyjy
riebaly rigsciy grandining peroksidacija [34].

Dazniausi ROS taikiniai yra lasteliy membrany fosfolipidai, kraujo lipoproteinai. Lipidy
peroksidacija gali vykti fermentiniu ir nefermentiniu budais. Abiem atvejais bendras lipidy

peroksidacijos mechanizmas yra panasus. Esant nefermentinei lipidy peroksidacijai, ROS oksiduoja
9



membranose esanciy polinesoCiyjy riebaly ragsciy (arachidono, linolo) grandinés dvigubuosius
rySius. Lipidy peroksidacija gali vykti trimis etapais: pradzios (angl. Initiation), sklidimo (angl.
Propagation) ir baigties (angl. Termination) (2 pav.) [5]. Esant fermentinei lipidy peroksidacijai,
iniciacijos etapas yra kontroliuojamas. Fermentiniu keliu yra kontroliuojama lipidy peroksidacijos
molekuliy gamyba ir taip yra sumazinamas LR kiekis. Kokie peroksidacijos produktai susidaro
vykstant lipidy peroksidacijai priklauso nuo to, koks yra peroksidacijos substratas ir kokiu budu
vyksta peroksidacija [35].

Pradzios (angl. Initiation) etape yra gaminami nauji radikalai i§ lipidy. Kai LR atakuoja
polinesocigsias riebaly rugstis ir pasiima vandenilj i§ metileno grupés (-CHy-), kuri yra prie riebaly
ragsties dvigubojo rysio (C=C), tada susidaro lipidy radikalas (R"). Prasideda grandininé reakcija,
nes peroksidacija gali sukelti laisvasis radikalas, kilgs i$ kitos lipidinés molekulés, arba gali sukelti,
bet kuris kitas esantis laisvasis radikalas (pvz., OH") [35].

Sklidimo (angl. Propagation) etapui yra reikalingas deguonis (O3). Toliau lipidy radikalai (R")
reaguoja su Oo, susidaro lipidy peroksi radikalai (ROQO"), lipidy peroksidas (ROOH) bei nauji lipidy
radikalai (R"). Reakcijai jvykti yra reikalingi vario arba gelezies jonai. Peroksiduota lipido molekulé
gali sukelti kity lipidy peroksidacija ir taip susidaro grandininé reakcija, kuri gali pratesti vis kity
molekuliy pazeidimus [15, 36].

Baigties (angl. Termination) etape lipidy peroksidacijos grandininé reakcija nutriiksta, kai
laisvieji radikalai susijungia ir susidaro nauji neradikaliniai junginiai [36].

Be lipidy oksidacijos, ROS gali sukelti 1astelés baltymy oksidacija, dél ko gali suirti svarbiis

fermentai. ROS gali pazeisti lastelés geneting informacija, 0 toks pazeidimas gali salygoti mutacijy

atsiradimg [37].
A R Jzo P B R R R
0z
. ) ) — ¢ o {
4 + OH 2 . H 00
H
Lipidas Lipidy radikalas Lipidy radikalas Lipidy peroksi radikalas
C R i
——
4 4
od
Lipidy peroksidas

2 pav. Grandininés lipidy peroksidacijos etapai. A — pradzia; B — sklidimas; C — baigtis.
Modifikuota pagal [38].
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1.5. Malondialdehidas

Malondialdehidas (MDA), F2-izoprostanas ir 4-hidroksinonenalis yra pagrindiniai lipidy
peroksidacijos produktai. Sios medZziagos pasigamina i§ polineso¢iyjy riebaly rigiéiy joms
oksiduojantis ir yra kaip skilimo produktai. MDA yra aktyvus junginys, turintis fiziologing ir
patologing reikSme ir yra naudojamas kaip lipidy peroksidacijos zymuo (3 pav.). Kambario
temperatiroje MDA yra tirpus vandenyje, etanolyje, metanolyje. MDA gali polimerizuotis ir
dalyvauti reakcijose su jvairiomis biomolekulémis, jskaitant DNR, baltymus ir amino ragstis [39].
MDA gali buti dviejy formy, laisvas arba kovalentiskai susijunggs su amino rigstimis, baltymais,
nukleortigstimis, lipoproteinais [40]. Siekiant i$siaiskinti koks yra MDA rysys su patologiniais
procesais, yra atliekami tyrimai. MDA yra siejamas su kancerogeniskumu ir citotoksiskumu,
cukriniu diabetu, neurodegeneracinémis bei Sirdies ir kraujagysliy ligomis [41 - 43].

MDA in vivo gali susiformuoti i§ arachidono (20:4®6) ir kity polinesoCiyjy riebaly ragsciy,
kaip Salutinis produktas tromboksano A, (TXA:) sintezés metu, taip pat kitu bidu, nuo ROS
priklausomoje lipidy peroksidacijos reakcijoje i$ biciklinio endoperoksido [44].

Pagamintas MDA molekuliy skai¢ius priklauso nuo to, kiek tarp dvigubyjy rySiy yra po
metileno grupe (-CH»-), pavyzdziui i§ arachidono (20:4w6) riigsties gali pasigaminti trys MDA
molekulés, i§ a-linoleno (18:3w3) — dvi MDA molekulés, i$ linolo (18:206) — viena MDA molekulé.
IS mononesociosios oleino (18:1»9) riagsties negali pasigaminti MDA molekulés, nes néra dviejy
dvigubyjy rysiy ir metileno grupés (-CHo-) tarp jy. Socioji stearino (18:0) riebaly rugstis neturi
dvigubyjy rysiy. Pagal §j mechanizmg i$ eikozapentaeno (20:5w3) riebaly rugsties gali pasigaminti
keturios MDA molekules. Zmogaus trombocitai yra vienas pagrindiniy MDA Saltiniy [39]. MDA

koncentracija gali buti iSmatuojama jvairiuose audiniuose, $lapime, kraujo serume ir plazmoje [6].

3 pav. Malondialdehido struktiiriné formulé [45].
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1.6. Riebaly rugsciy struktiira, metabolizmas

Riebaly riigStys yra linijinés angliavandeniliy grandinés su karboksi (-COOH) grupe grandinés
gale ir sudaro Igsteliy membrany fosfolipidy hidrofobing dalj. Riebaly rugstys gali biiti suskirstytos j
socigsias ir nesocigsias (mononesocigsias, polinesocigsias) riebaly riigstis. Pagrindinis skirtumas tarp
soCiyjy ir nesocCiyjy riebaly riigs¢iy yra dvigubyjy rysiy skaiCius grandingje. Nesocios riebaly
rugstys savo grandinéje turi vieng ar daugiau dvigubyjy rysiy, o sociosios riebaly riigstys neturi
dvigubyjy rySiy savo grandinéje [46]. Sociyjy ir nesociyjy riebaly ragsciy strukttrinés formulés

pateiktos 4 paveiksle.

A B
HHHHHHHHH HHHHHH
T T P TR B T T T H K
/c—c—o—o—c—c—c—c—c—cI;—H ,C—(}—CID—CID—Q—CIJ—C=C\C c/
I I I | | | | I i L3
© HHHHHHHHH > HHHHH g
- H H

4 pav. A - sociyjy riebaly riig§¢iy strukturiné¢ formulé; B - nesociyjy riebaly rugsciy struktiiriné
formulé [47].

Per didelis sociyjy riebaly riigd¢iy vartojimas gali sukelti Sirdies ir kraujagysliy ligas [48].
Mononesocigsias riebaly rigstis sudaro ©-7 ir ®-9 riebaly riigstys ir jos yra sintetinamos zmoniy
organizmuose. Mononesocios riebaly riigStys yra siejamos su apsauginiu vaidmeniu Sirdies ir
kraujagysliy ligy patogenezéje [49, 50]. Augaliniuose aliejuose (alyvuogiy) i§ ®-9 riebaly ragséiy
grupés, ypa¢ gausu oleino (18:w9) riebaly riigSties bei vitamino E, kuris pasizymi savo
antioksidacinémis savybémis. Oleino rigstis turi tik vieng dviguba rySj savo grandinéje, todél
buvimas kartu su vitaminu E, suteikia stipresne apsauga nuo lipidy peroksidacijos [51].

Polinesociosioms riebaly rtugstims pagrinde yra priskiriamos ®-3, ®-6 riebaly riagstys. ®-3
riebaly riig§¢iy grupei yra priskiriamos Sios pagrindinés riebaly riigStys: a-linoleno (ALA; 18:3w3)
eikozapentaeno (EPA; 20:5w3), dokozapentaeno (DPA; 22:503) ir dokozaheksaeno (DHA;
22:6m3), jy daugiausia yra randama zuvyse ir kitose juros gérybése. Linolo (LA; 18:2w6) ir
arachidono (ARA; 20:406) riebaly rigstys yra priskiriamos -6 riebaly rigi¢iy grupei. Sios riebaly
rugstys dazniausiai yra gaunamos i$ augaliniy aliejy, griidy. Linolo (18:2w6) ir a-linoleno (18:3w3)
riebaly rugstys yra nepakei¢iamosios, nes néra gaminamos zmogaus organizme, tod¢l jas reikia

gauti su maistu [52]. Jei vartojamas per mazas kiekis ®-3 ar -6 riebaly riigsciy, tai organizme gali
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padaugéti ®-9 riebaly riigs¢iy, kadangi organizmas pats gali pasigaminti polinesoc¢ias ®-9 riigstis 18
kity riebaly ragsciy [53].

-3 Ir ®-6 riebaly riigsciy konversijoje dalyvauja tie patys fermentai, todél Sios riebaly rigsciy
klasés konkuruoja tarpusavyje dél fermenty. ®-3 polinesoCiosios riebaly rigstys per -eile
mechanizmy gali reguliuoti procesus susijusius su uzdegimu: trombocity aktyvacija ir agregacija,
vazokonstrikcija [54]. -3 polinesociosios riebaly riigstys gali veikti tiesiogiai, pakeic¢iant ARA
riebaly riig§t] kaip substrata, gaminant eikozanoidus ir taip slopinant ARA riigSties metabolizma,
arba netiesiogiai veikiant per geny ekspresija [55]. -3 riebaly rugstys slopina monocity/makrofagy
uzdegiminiy citokiny sekrecija (interliaukiny, TNF) [56].

-6 riebaly riagstys daugiau siejamos su prouzdegiminiu poveikiu. Padidéjus ARA riebaly
ragsties kiekiui membranoje, yra intensyviau gaminami eikozanoidai kile i§ arachidono riigities. Siy
eikozanoidy pagaminamas kiekis organizme padidéja, o sumazéja i§ -3 (EPA/DHA) riebaly
rugséiy pagaminamas eikozanoidy kiekis [57].

I§ polinesoCiyjy riebaly riigd¢iy gaminasi metabolitai, kurie yra aktyvis ir dalyvauja tiek
normaliai homeostazei palaikyti, tiek patofiziologiniuose procesuose. Fermentai, kurie gamina
signalinius mediatorius yra lipoksigenazé (LOX), dalyvaujanti gaminantis leukotrienams (LT),
lipoksinui. Ciklooksigenazé (COX) dalyvauja gaminantis prostaglandinams (PG). Yra dvi COX
fermento izoformos lastelése, COX1 izofermentas randamas visuose audiniuose, 0 COX2
izofermentas nustatomas audiniuose su aktyviu uzdegimu [35]. Veikiant fosfolipazei A2, COX1 ir
tromboksano sintazei, i§ membranos arachidono riigSties pasigamina tromboksanas Az (TXA2).
TXA:2 yra vazokonstriktorius, gaminamas aktyvuoty trombocity ir skatinantis trombocity agregacija
[52].

Pasigamine biologiSkai aktyviis eikozanoidai yra svarbus uzdegiminiams procesams [44].
Daugiausia prouzdegiminiy eikozanoidy yra pagaminama i$ -6 grupés arachidono (20:4w6) riebaly
rugsties (PGE2, PGI2, TxA> LTB4, LTC4, LTD4), o i§ w-3 grupés, EPA riebaly rugsties
pagamintos medziagos (PGE3, PGI3, TXAs, LTB5, LTC5, LTD5) veikia prieSingai —
prieSuzdegimiSkai. Néra duomeny, kad i§ ©-9 riebaly ragsc¢iy gaminasi biologiskai aktyvios

medziagos (5 pav.) [44, 52, 58, 59].

13



[ Cmega-3, -6 ir -9 nebaly rigstys ]

p-linoleno tgitis Linolo rgstis Oleino tgstis
(18:3m3) (18 2mf) (18 Tm%)
A . . A
Stearidono mgétis v-linolo rigitis Cig, trans linolo
(18:4e3) \ (18 3@6) ) rigétis (18:2m9)
i 4 il
Eikozatetraeno rigstis Dihomonvdinele rmgitis _
\ (20:4e3) ] (20 306) \ (20:203)
|  Eikozapentaeno riigétis Arachidono rigétis _
\ (2050 3) ) (20 4m6) (20:303)
il N il N -
Dokozapentaesno rigstis Dokozatetraeno rigstis 53300
(22:503) (22:406) (22:3a3)
il N -
Dokozaheksaeno rigitis Dokozapentaeno rigtis _
(22:6m3) (22:506) (22403
A
N\ 7
ﬂ o \ f{;’rostaglandinai:PGEz, \
Prostaglandinai: PGEs, T A
PGH: TX A PG \ i
L COx
-
’ Prostaglandinai: P GEz,
> Leukotriena: LTD s, ig?z T A2, TXBs, \
LTCs, LThs, LTE :

\, Lo
\ r

Leukotriena: T T4,
LTCs, LTAs, LTE

5 pav. Omega-3, -6, -9 riebaly riigs¢iy metabolizmas [58].



Didelis ®-6 ir ®-3 riebaly rugs¢iy santykis yra siejamas su daugelio ligy patogeneze (Sirdies ir
kraujagysliy ligomis, véziu, osteoporoze, uzdegimais ir autoimuninémis ligomis). Vakary Salims
budingas -6 ir -3 riebaly rigsciy santykis yra (~15 : 1), optimaliausias santykis turéty buti (~6: 1)
[57]. Uzdegiminé reakcija yra normalus organizmo atsakas j infekcijg ar traumg, o siekiant palaikyti
biologiskai aktyviy eikozanoidy sintezés pusiausvyrg, svarbu palaikyti optimaly -6 ir ®-3 santykj.
Esant Iétiniams uzdegimams, galima pastebéti padidéjusj -6 ir -3 santykj [55, 57]. Didelis -6
grupés, linolo (18:2w6) riebaly riigSties vartojimas skatina greitesng MTL oksidacijg, trombocity
agregacijg ir trukdo jsiterpti a-linoleno (18:3w3) riebaly riigsciai | lgsteliy membranos sudétj. -6 ir
-3 riigs¢iy nedidelio santykio palaikymas mazina neinfekciniy uzdegiminiy ligy atsiradimo rizika
[56].

Mazo tankio lipoproteiny (MTL) riebaly rugs¢iy sudétis yra susijusi Sirdies ir kraujagysliy
ligomis. Didelis polinesoCiyjy -6 riebaly rigséiy kiekis (arachidono, linolo) gali padidinti MTL
oksidacija. Subalansuotas riebaly riig§¢iy vartojimas, mazina MTL oksidacija. Didesnis sociyjy ar
mononesoCiyjy (oleino) riebaly rugsc¢iy kiekis nepadidina MTL oksidacijos. Nustatyta, kad
PNRR/MNRR santykis didesnis CAD (Sirdies ir kraujagysliy ligy rizikos grupé) grupéje, nei ne
CAD grupéje. o6 riebaly grupés linolo ir arachidono riebaly rugséiy kiekis didesnis CAD grupéje.
Taip pat didesnis oleino riebaly ragséiy kiekis mazina MTL oksidacijag. Membranose, kuriose yra
daugiau PNRR, yra jautresnés oksidacijai [60].

Didesnis P/S riebaly rugséiy santykis rekomenduojamas siekiant iSvengti Sirdies ir
kraujagysliy ligy. Didesnis P/S santykis kaip tik galéty didina oksidacinj stresa, nes kuo didesnis

polinesoéiyjy riebaly rigséiy kiekis, tuo daugiau substrato vykti lipidy peroksidacijai.

1.7. Trombocitai ir jy membrana

Siais laikais jau yra zinoma, kad trombocitai yra pirmoji gynybiné grandis prie§ hemoragijas,
dalyvauja uzdegiminiuose procesuose susijusiems su ateroskleroze, hemostaze ir tromboze [61].
Sumazéjes trombocity aktyvumas gali sukelti hemoragijas, o per didelis aktyvumas — trombozes.
Susidare trombai gali sustabdyti kraujo tékme, dél ko kraujas gali nebepatekti j tam audinius ir
organus [62]. Trombocitai — bebranduolés, disko formos lgstelés, kurios gaminasi kauly ¢iulpuose i8
megakariocity ir kraujotakoje ilgiausiai cirkuliuoja iki 10 dieny [63, 64]. Trombocity atliekamos

funkcijos ir aktyvumas — glaudziai susij¢ su fosfolipidine membrana ir jos sudétimi.
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Aptariant bendrai apie Igsteliy plazming membrang 1972 m. S. J. Singeris ir G. L.
Nikolsonas pasitilé Igstelés membranos mozaikos struktiiros modelj (angl.: Fluid — mosaic model)
[65]. Sis modelis remiasi tuo, kad lastelés membrang sudaro lipidy dvisluoksnis, kuriame yra
iSsidéste integralieji ir pavirSiniai baltymai. Lipidai ir baltymai gali lengvai judéti Iasteliy
membranos lipidiniame dvisluoksnyje bei i$sidéstyto mozaikos principu. Prie lipidy ar baltymy
prisijunge angliavandeniai, i$sidésto iSorinéje membranos puséje [66]. Lasteliy membranas sudaro
jvairly lipidy junginys, kuris sudaro mikrodomenus (lipidy plokstelés), pasizyminéius jvairiomis
kompozicijomis ir funkcijomis [67].

Apie 65 proc. visy trombocity lipidy sudaro fosfolipidai [68]. Trombocitai savo membranos
pavirSiuje turi daugybe receptoriy, kurie padeda atlikti jvairias funkcijas. Esant trombocity iSorinei
stimuliacijai, jy membranose vyksta akyvus lipidy metabolizmas, dél ko atsipalaiduoja jvairios
biologiskai aktyvios medziagos (eikozanoidai). Vienos biologiskai aktyvios medziagos gali
reguliuoti jvairius signalinius mechanizmus, kitos medziagos gali paveikti imunines lasteles ir
kraujagysliy endotelj [62]. Trombocity iSorinj membranos fosfolipidy sluoksnj sudaro
fosfatidilcholinas (PC) ir sfingomielinas (SPH), o vidinj membranos fosfolipidy sluoksnj sudaro
fosfatidilserinas (PS) ir fosfatidiletanolaminas (PE) (6 pav.) [69]. Trombocity membrana yra
asimetriSka, jvykus trombocity aktyvacijai, asimetriSkas membranos pasiskirstymas yra
sutrikdomas, dél ko membranos pavirSiuje atsiduria fosfolipidas — fosfatidilserinas, kuris turi
neigiamai jkrautg pavirSiy. Fosfatidilserino pozicijos pasikeitimas trombocity membranoje yra

atsakingas uz trombocity prokoaguliacinj aktyvuma [68].
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6 pav. A — trombocity membranos fosfolipidinis dvisluoksnis esant normaliam fosfolipidy
i$sidéstymui. B — trombocity membranos fosfolipidinis dvisluoksnis esant prokoaguliaciniam
aktyvumui. SPH - sfingomielinas, PC - fosfatidilcholinas, PS - fosfatidilserinas, PE —
fosfatidiletanolaminas. Modifikuota pagal [69].

Membranos riebaly rigsciy sudétis yra pladiai tyringjama pasaulyje, nes atsiradus
membranos fosfolipidy riebaly riig§¢iy sudéties pokyc¢iams, gali pakisti mikrodomeny organizacija,
dél ko gali atsirasti lgstelés signaliniai poky¢iai, pakisti fizinés savybés [70]. Kai yra pazeidziamas
lastelés membranos vientisumas, lasteliy membranos disfunkcija gali sukelti daugelj patologiniy
procesy [71]. Esant kraujagysliy paZeidimui, yra nebeapsaugotas baltymas kolagenas, prie kurio
pradeda jungtis cirkuliuojantys trombocitai ir veikia kaip trombocity sukibimo pagrindas. Kolagenas
yra vienas labiausiai trombogeniniy subendotelio komponenty [72].

Trombocity membranos riebaly riugs¢iy sudétis atlieka svarby vaidmenj jvairiuose
fiziologiniuose procesuose. w-3 riebaly ragstys mazina su kolagenu susijusig trombocity aktyvacija,
nes trombocituose, kuriuose yra didesnis kiekis dokozaheksaeno (22:6w3) ir eikozapentaeno
(20:503) riebaly riigsciy, maziau gali sujungti fibrinogena, iSskirti granuliy turinj bei gaminti
trombing [73]. Trombocity membranos didesnis dokozaheksaeno (22:6w3) riebaly rigséiy Kiekis ir
mazesni arachidono/eikozapentaeno ir arachidono/dokozaheksaeno santykiai, gali biiti siejami Su
mazesne trombocity agregacija ir kraujagysliy okliuzija [74].
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Yra literatiros duomeny, kad trombocitai prisotinti eikozapentaeno (EPA; 20:5w3) ir
dokozaheksaeno (DHA; 22:6w3) riebaly rigstimis sumazina trombino gamybg ir fosfolipido
fosfatidilserino padéties iSsidéstyma in vitro. Prisotinus trombocity membrang EPA ir DHA riebaly
ragstimis, yra sumazintas tromby formavimasis. Tyrimai rodo, kad EPA ir DHA riebaly raugstys
slopina, bet nevisiskai pasalina trombocity gebéjimg gaminti trombing in vitro. EPA ir DHA riebaly
rugStys sumazina trombocity prokoaguliacines funkcijas ir veikia kaip apsauga nuo Sirdies ir
kraujagysliy ligy [75]. Taip pat DHA riebaly riigstis gali turéti teigiamg poveikj trombocity
aktyvumui ir oksidacijai. Yra duomeny, kad tiriamiesiems vartojant DHA riebaly ragsties maisto
papildus, sumazéjo su kolagenu susijusi trombocity agregacija, arachidono (ARA; 20:4w6) rugsties
metabolity, tromboksano By kiekis, lyginant su tiriamaisiais, kurie vartojo placeba [76].

S. Lin su kolegomis nustaté ir palygino trombocity membranos riebaly rigsciy sudétj tarp
sveiky ir virskinimo trakto véziu serganciy asmeny. Pastebéta, kad ARA ir DHA riebaly rugsciy
trombocity membranoje yra daugiau asmenims, kurie serga virSkinimo trakto véZziu, lyginant su
sveikais asmenimis, 0 yra sumazéje oleino (18:109) ir kity mononesociyjy riebaly rugsciy [12].
(Lin, 2017).

1.8. Oksidacinis stresas ir jo Zalingas poveikis

Oksidacinis stresas, lipidy peroksidacija produkty poveikis yra siejama su daugybe
patofiziologiniy procesy, nes susidargs per didelis ROS kiekis, dalyvauja jvairiy ligy patogenezeje,
pradeda atakuoti svarbiausias Zmogaus biomolekules, sutrikdo Iasteliy funkcijas, sukelia uzdegima
ar net lasteliy zutj [16, 17].

Labai svarby vaidmenj oksidacinis stresas atlieka Sirdies ir kraujagysliy ligy patogenezéje.
Sirdies ir kraujagysliy ligos yra pagrindiné mirtingumo ir sergamumo prieZastis ne tik Lietuvoje, bet
ir visoje Europoje [77, 78]. Kraujagysliy senéjimas yra Sirdies ir kraujagysliy ligy rizikos veiksnys,
o kraujagysliy senéjima gali sukelti oksidacinis stresas ir uzdegimas, kai atsiranda kraujagysliy
poky¢iai ir sumazéja jy elastingumas, vystosi ateroskleroze [79, 80]. Taip pat su padidéjusiu ROS
poveikiu yra siejamas organizmo ir lgsteliy sen¢jimas, neurodegeneracinés ligos (Alzheimerio,
Parkinsono), jvairiy piktybiniy naviky atsiradimas, proliferacija ir progresavimas [28, 81 - 83].

Oksidacinis stresas yra siejamas su metaboliniu sindromu, kai ROS sukelia atsparumag

insulinui periferiniuose audiniuose, paveikdamas jvairius insulino receptoriy signalo perdavimo

18



taskus, kas sukelia II tipo cukrinj diabetg [84, 85]. Per didelis kiekis ROS gali paZeisti eritrocitus,
sukeliant jy pavirsiaus deformacija bei greitesne ztj [86].

Oksidacinis stresas dalyvauja akiy ligy patogenezéje (katarakta, Sjogreno sindromas) [87, 88].
Taip pat gali prisidéti prie vienos daZzniausiai pasitaikan¢ios kepeny ligos — nealkoholinés
suriebéjusiy kepeny ligos atsiradimo (hepatosteatozés) [89].

Lipidy peroksidacijos metu susidar¢ aktyvis aldehidai slopina spermatozoidy judruma, tuo
paciu padidina ROS gamyba, lipidy peroksidacija, oksidacing DNR pazaida, kas gali sukelti vyry
nevaisingumg [90].

Oksidacinis stresas siejamas su tromboze bei padidéjusia trombocity aktyvacija [4, 91].

Yra jrodymy, kad kuo didesné deguonies koncentracija yra naudojama nei$nesioty naujagimiy
gaivinimo metu, tuo didesnis oksidacinis stresas ir naujagimiy mirtingumas. Reoksigenacijos metu,
susidare laisvieji radikalai gali Zymiai padidinti naujagimiy smegeny pazeidimo tikimybe, nes
neisnesioty naujagimiy kvépavimo ir antioksidacinés sistemos néra pakankamai susiformavusios

[92].
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2. TYRIMO APIMTIS IR METODAI

2.1. Tyrimo apimtis

Magistro darbo tyrimas buvo vykdomas 2016 — 2017 metais Vilniaus universiteto, Medicinos
fakulteto biochemijos laboratorijoje. Trombocity membranos riebaly ragsciy nustatymui, atsitiktine
tvarka, buvo isrinkti 89 sveiki, jvairaus amziaus vyrai (36,5+10,8). Dél nepavykusio asmens
identifikavimo, ar nepavykusios riebaly rugsciy metilo esteriy ekstrakcijos, i§ tiriamyjy grupés
pasalinta 10 asmeny. Vilniaus universiteto ligoninés, Santaros kliniky, laboratorinés medicinos
centre vadovaujant habil. Dr., Prof. Z. A. Kucinskienei, buvo vykdomas projektas ,,Létinio streso
nulemti aterosklerozés proceso ypatumai: naujy biozymeny paieska ir tyrimas®“ (ATEROSTRES;
2015-2018), kur buvo nustatyti jvairGs tiriamyjy antropometriniai ir biocheminiai rodikliai.
Fosfolipidinés membranos riebaly riig§¢iy nustatymui buvo naudojami ,,ATEROSTRES® projekto
metu gauti vyry trombocitai. Sio projekto metu nustatyta, tiriamyjy kraujo serumo MDA
koncentracija buvo naudojama tolimesniems paskai¢iavimams. Kraujo serumo malondialdehido
koncentracija buvo nustatyta didelio efektyvumo skysc¢iy chromatografijos metodu.

Tiriamieji asmenys buvo suskirstyti pagal MDA koncentracija j kvartilius (Q1, Q2, Q3),

tiriamyjy imtis n=79.

2.2. Tyrimo metodai

Tyrimo objektas: vyry trombocitai.

Trombocitai buvo gaunami Vilniaus universiteto ligoninés, Santaros kliniky laboratorijoje.
Pirmiausia tiriamyjy veninis kraujas paimamas j vakuuminj mégintuvélj zaliu kamsteliu. Tada
centrifuguojama 10 min. 3000 g, nucenrifuguotas mégintuvélis yra perneSamas | sterilias salygas,
véliau nusiurbiama ir pasalinama % plazmos, likusi mégintuvelio dalis yra iSsiurbiama ir sumaiSoma
su RPM 16401 (Bi, lzraelis) santykiu 3:1. Toks mégintuvélis yra $aldomas kintamos temperatiiros
Saldikliu, sumazinant 1 °C per 1 min. iki -80 °C. Tada perkeliama j -80 °C $aldiklj ir saugoma iKki

trombocity panaudojimo. Tolesniam naudojimui trombocitai yra atSildomi.
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2.2.1. Méginiy paruoSimas. Riebaly ekstrakcija

Meéginys (trombocitai) buvo atSildomi ir supilami j kolba, lipidy ekstrakcija atlikta naudojant
10 ml chloroformo - metanolio misinio (santykis 2:1) pagal Folch metoda [93]. Méginys, uzpiltas
chloroformo - metanolio, statomas j kratytuvg kambario temperatiroje 30 min. Ekstraktas
perfiltruojamas | mégintuvélj su padalomis per filtrinj popierinj filtra. | mégintuvélj pilama
distiliuoto vandens (2 ml), viskas gerai sumaiSoma ir palickama per naktj nusistovéti. Sekancig
dieng mégintuvélio virSutinis (vandens) sluoksnis nusiurbiamas, o apatinis sluoksnis perfiltruojamas
1 metilinimo kolbg per popierin;j filtrg su bevandeniu Na,SOs, kurio reikia sugerti riebaly ekstrakte

buvusj vandenj. Tirpiklis i§garinamas naudojant rotacinj garintuva.

2.2.2. Plonasluoksné chromatografija ir transesterifikacija

Plonasluoksnei chromatografijai paruosiamas chromatografinis indas ir j jj jpilama judri fazé
(heksans + etilo eteris + acto raigstis, santykiu 70:30:1). ParuoSiama chromatografiné plokstelé,
chromatografiniu $virkstu uzlaSinamas ekstraktas. Tada chromatografiné plokstelé buvo jdedama j
chromatografinj indg su judria faze. Uzkilus judriai fazei iki chromatografinés plokstelés virsaus,
indas atidaromas, iSimama chromatografiné plokstel¢, iSpilama judri fazé i§ indo. LeidZziama
chromatografinei plokstelei nudzitti. Véliau j chromatografinj indg jdedama i8dzitivusi
chromatografiné plokstelé su keliais jodo grudeliais. Palaikoma per naktj.

Kita dieng, nuo chromatografinés plokstelés nugrandomas nusidazgs fosfolipidy sluoksnis j
kolbag, jpilama 10 ml metanolio ir 1 ml druskos ragsties (HCI), kolba prijungiama prie grjztamojo
Saldytuvo ir vykdoma transesterifikacija 2 val. 100 °C temperatiiroje, naudojant verdan¢io vandens
vonelg. Po transesterifikacijos kolbos turinys perpilamas j dalijimo piltuva, jpilama 4 ml distiliuoto
vandens. Riebaly rtgs¢iy metilo esteriai iSskiriami naudojant solventg heksang. Sumaisius, Siek tiek
palaukiama, kol nusistovi matomi sluoksniai. IS dalijimo piltuvo apatinis sluoksnis nupilamas, o
virSutinis sluoksnis jpilamas j chromatografinj mégintuvélj, per filtrinj popieriy Su bevandeniu
Na;SOs [94]. Chromatografinis mégintuvélis dedamas | dujy chromatografa su masiy

spektrometrijos detektoriumi.

21



2.2.3. Chromatografiné ir masiy spektrometriné analizé

Atliekant tyrima, buvo naudojamas dujy chromatografijos metodas, su masiy spektrometrijos

detektoriumi, kuris padeda nustatyti riebaly riigs¢iy spektra trombocity membranoje.

Riebaly riigs¢iy metilo esteriai buvo tirti dujy chromatografu naudojant masiy spektrometrijos
detektoriy (GCMS-QP2010 Ultra, Shimadzu), kolonélé Rtx-5MS (ilgis - 30 m x vidinis skersmuo -

0,25mm x nejudrios fazés sluoksnio storis - 0,25um). Dujy chromatografijos tyrimo salygos

pateiktos 2 lentel¢je. Kolonélés termostato temperattira pateikta 3 lentel¢je. Masiy spektrometrijos

tyrimo salygos pateiktos 4 lenteléje.

2 lent. Dujy chromatografijos tyrimo salygos.

Kolonélés termostato temperattra

80 °C

Injektoriaus temperattra

250 °C

Injekcijos tipas

Su srauto dalijimu

Srauto valdymo rezimas

Linijinis greitis

Slégis 58,8 kPa
Bendras srautas 4,8 mL/min
Srautas kolon¢léje 0,90 mL/min
Nesanciyjy dujy uzsklandos laikas 2 min
3 lent. Kolonélés termostato temperatiira.
Daznis Temperatira (°C) Laikymo laikas (min)
- 80 1
6 310 5

4 lent. Masiy spektrometrijos tyrimo sglygos.

Jony Saltinio temperatiira 200 °C

Sasajos temperatira 310 °C
Detektoriaus naudos rezimas santykinis
Detektoriaus nauda 0,78 kV+0,00 kV
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Pradzios laikas 5,10 min
Baigties laikas 44,00 min
Ivykio laikas 0,20 sec
Skenavimo greitis 2500

Masés intervalas m/z 29,00 - 500,00

Dujy chromatografijos — masiy spektrometrijos metodu trombocity membranoje buvo

nustatyta 13 riebaly ragsciy (5 lent.).

5 lent. Dujy chromatografijos — masiy spektrometrijos metodu nustatytos riebaly ragstys.

Sociosios riebaly ragstys 14:0 (tetradekano/miristino)
16:0 (heksadekano/palmitino)
18:0 (oktadekano/stearino)

Mononesocios riebaly ragstys 16:107 (9 — heksadekano/palmitoleino)
18:1w7 (11 — oktadekano)

18:109 (9 — oktadekano/oleino)
20:1®9 (11— eikozano)

Polinesocios riebaly rigstys 18:2w6 (9,12 — oktadekadieno/linolo)

18:3®3 (9,12,15 — oktadekatrieno, a-linoleno)
20:4w06 (5,8,11,14 — eikozatetraeno/arachidono)
20:5w3 (5,8,11,14,17 — eikozapentaeno)
22:5w3 (7,10,13,16,19 — dokozapentaeno)
22:6w3 (4,7,10,13,16,19 — dokozaheksaeno)

Siam tyrimui apskai¢iavome, kokia procenting dalj trombocity membranoje sudaré kiekviena
i§ nustatyty riebaly rtgsciy nuo bendro riebaly rugsciy kiekio, taip pat paskai¢iavome bendra
so¢iyjy, mononesoCiyjy, polinesoCiyjy riebaly riigdéiy suma procentais, polineso¢iyjy o3 ir -6
sumg procentais, polinesoCiyjy o—3 ir ®—6 riebaly rugsciy (0—3/w—6), polinesociyjy ir sociyjy (P/S),
linolo ir arachidono (18:2w6/20:4®6), a-linoleno ir eikozapentaeno (18:3w3/20:503) bei

arachidono ir eikozapentaeno (20:4®06/20:5®3) riebaly rugsciy santykius.
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2.2.4. Statistiné duomeny analizé

Statistiné duomeny analizé buvo atlikta naudojant Microsoft Office Excel 2016 ir IBM SPSS
Statistics 24 programas. Buvo naudojamas Sapiro—Vilko (Shapiro-Wilk) testas norint i$siaiskinti, ar
duomenys yra pasiskirste pagal normalyjj skirstinj. Sapiro — Vilko testo rezultatai parodé, kad gauti
duomenys néra pasiskirste pagal normalyjj skirstinj. Tad tolimesnei statistinei duomeny analizei
buvo taikyti neparametriniai metodai. Palyginimui tarp dviejy grupiy buvo taikytas Mano ir Vitnio
U (Mann-Whitney U) testas. Koreliacijos tarp kintamyjy jvertinimui naudotas Spirmano (Spearman)
koreliacijos koeficientas.

Lentelése ir grafikuose duomenys pateikiami mediana, minimumu ir maksimumu, kadangi
duomenys néra pasiskirste pagal normalyjj skirstinj. Siekiant palyginti gautus rezultatus, bendra
riebaly riigéiy procentiné suma buvo pateikta ir vidurkiu bei standartiniu nuokrypiu. Grafiniam
vaizdavimui rezultatai pateikiami staciakampémis diagramomis (angl. boxplot). Rezultatai yra

laikomi statistiSkai reik§mingais, jei p<0,05.
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3. TYRIMO REZULTATAI IR APTARIMAS

3.1. Riebaly rugsciy spektro palyginimas pagal malondialdehido koncentracija

Mes nustatéme trombocity membranos riebaly riigstis ir palyginome riebaly riigsc¢iy spektra,
tarp tiriamyjy asmeny su skirtinga kraujo serumo malondialdehido (MDA) koncentracija. Tiriamieji
asmenys buvo sugrupuoti pagal kraujo serumo MDA koncentracijg j kvartilius. Pirmame kvartilyje
(1Q) — 0-25 proc. duomeny, antrajame kvartilyje (Q2) — 25-75 proc. duomeny, treCiajame kvartilyje
(Q3) — 75-100 proc. duomeny. Kraujo serumo MDA koncentracijos reikSmes suskirstéme j
kvartilius: Q1 — 62,47-77,58 ng/l, Q2 — 77,79-117,61 pg/l, Q3 — 118,10-169,32 pg/l. Q1 — duomenys
esant maziausioms kraujo serumo MDA koncentracijoms, tre¢iame kvartilyje (3Q) — duomenys
esant didziausioms kraujo serumo MDA koncentracijoms. I§ viso tiriamyjy — n=79, 1Q — n=20, 2Q
—n=40, Q3 — n=19 (7 pav.).
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7 pav. Tiriamyjy pasiskirstymas pagal MDA koncentracijos kvartilius.
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3.1.1. Sociyjy riebaly ragsciy spektro palyginimas pagal MDA koncentracija

Nustacius trombocity membranos riebaly riigdéiy spektra, buvo apskai¢iuota bendra sociyjy
riebaly riig8¢iy procentiné suma. Nustatyta, kad sociyjy riebaly rigsciy nezymiai daugiau yra esant
mazesnei MDA koncentracijai (Q1), o esant didesnei MDA koncentracijai (Q3), sociyjy riebaly
rugsciy yra maziau (mediana Q1=73,42; Q2=72,19; Q3=65,95) (8 pav.). StatistiSkai reikSmingy
skirtumy tarp MDA koncentracijos kvartiliy nebuvo pastebéta (Q1 ir Q3, p=0,607).

Sociuju riebalu ragiciu suma
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8 pav. Sociyjy riebaly riigséiy sumos pasiskirstymas tarp MDA koncentracijos kvartiliy.

Literatiros duomenimis, didesnis kiekis soCiyjy riebaly ragséiy dazniausiai sudaro
membranas, kurios yra stipriai susijusios su signaliniais mechanizmais. Miristino ir palmitino
riebaly riigstys gali kovalentiskai modifikuoti baltymus, kurie yra susij¢ su signaly perdavimu [53].
Mes nustatéme, kad trombocity membranos fosfolipidinio sluoksnio didZiausig riebaly rugsciy dalj
sudaro sociosios riebaly rigstys. Panasius | masy tyrimo gautus rezultatus gavo ir S. Lin su
bendraautoriais, kurie taip pat nustaté panasy sociyjy riebaly rigsciy kiekj trombocity membranoje
[12].

Nustatytos palmitino (16:0) riebaly rtigsties pasiskirstymas yra nezymiai didesnis (p=0,728)
pirmajame MDA koncentracijos kvartilyje (Q1), kai MDA koncentracija yra mazesné lyginant su
antruoju (Q2) ir treciuoju (Q3) kvartiliais (mediana Q1=48,99; Q2=47,17; Q3=43,81) (9 pav.).
Statistiskai reik§mingo skirtumo tarp MDA koncentracijos nenustatyta.
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9 pav. Palmitino (16:0) riebaly rugsties pasiskirstymas tarp MDA koncentracijos kvartiliy.

Socioji palmitino (16:0) riebaly riigstis sudaro didziausig procentg trombocity membranoje
(mediana=46,59). Sios rigsties didesnis kiekis pirmajame MDA kvartilyje (Q1), didina bendra
sociyjy riebaly rugsciy sumos procenta.

Mes nustatéme, kad palmitino (16:0) rugstis yra pagrindiné trombocity membranos
fosfolipidy riebaly rugstis. Panasius rezultatus pateike ir C. M. Skeaff su bendraautoriais, jie nustaté

kad palmitino (16:0) riebaly rigstis taip pat yra pagrindiné trombocity membranoje [9].

Sociosios stearino (18:0) riebaly rugsties pasiskirstymas néra tendencingas tarp MDA
koncentracijos kvartiliy, nors galima pastebéti nezymy sumazéjimg (p=0,117) treCiame kvartilyje
(Q3) esant didesnei MDA koncentracijai, lyginant su antruoju kvartiliu (Q2) (mediana Q1=20,73;
Q2=21,41; Q3=18,45) (10 pav.).
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10 pav. Stearino (18:0) riebaly rtugsties pasiskirstymas tarp MDA koncentracijos kvartiliy.

Savo tyrime mes nustatéme, kad stearino (18:0) riebaly ruigstis tiriamyjy asmeny trombocity
membranoje vidutiniSskai sudaro 20,04 proc. J. De Castro su bendraautoriais nustaté labai panaSy
stearino (18:0) riebaly rugsties procentinj kiekj (19,71 proc.) trombocituose [11]. Taip pat E.
Vognild ir bendraautoriy publikacijoje stearino riebaly rugsties trombocituose nustatyta vidutiniskai
21,40 proc. [95].

Nustacius trombocity membranos sociyjy riebaly rigsciy spektra, galima pastebéti
tendencija (p=0,089), kad miristino (14:0) riebaly riigsties yra daugiau pirmajame kvartilyje (Q1),
kai MDA koncentracija yra mazesné, lyginant tre¢iuoju (Q3) kvartiliu, kai MDA koncentracija yra
didesné (mediana Q1=3,93; Q2=2,93; Q3=2,81) (11 pav.).
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11 pav. Miristino (14:0) riebaly riigSties pasiskirstymas tarp MDA koncentracijos kvartiliy.
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Nors miristino riebaly riigSties pasiskirstymas tarp MDA koncentracijos kvartiliy yra
tendencingas, taiau §i riebaly rugstis sudaro vidutiniskai 3,47 proc. visy misy nustatyty riebaly

rugsciy.

3.1.2. Mononesoc¢iyju riebaly rugsciy spektro palyginimas pagal MDA koncentracija

Nustadius trombocity membranos riebaly riigsciy spektra, buvo apskaiCiuota bendra
mononesoCiyjy riebaly rags¢iy suma. Galima pastebéti, kad mononesoiyjy riebaly ragsciy
pasiskirstymas yra neZymiai mazesnis esant mazesnei MDA koncentracijai (Q1), o esant didesnei
MDA koncentracijai (Q3), mononesoc€iyjy riebaly rugsciy kiekis yra nezymiai didesnis (p=0,771)
(mediana Q1=14,54; Q2=15,00; Q3=16,99) (12 pav.). Statistiskai reik§mingy skirtumy tarp MDA

koncentracijos kvartiliy nebuvo nustatyta.
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12 pav. Mononesociyjy riebaly riig§ciy sumos pasiskirstymas tarp MDA koncentracijos kvartiliy.

Nustacius individualias mononesocigsias riebaly rugstis, jy pasiskirstymai tarp MDA
koncentracijos kvartiliy yra Siek tiek priestaringi, nes kai kuriy mononesociyjy riebaly ragséiy kiekis
mazé¢ja esant didesnei MDA koncentracijai (Q3), o kai kuriy — didéja. Bendra mononesociyjy
riebaly rigsciy sumg trombocity fosfolipidinéje membranoje nulemia tos riigstys, kuriy procentiskai

yra daugiausia.
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Misy tyrime nustatyta trombocity membranos bendrg viduting procenting mononesociyjy
riebaly rigsciy suma labai panaSiai gavo ir S. Lin su bendraautoriais [12]. Mes nustatéme
vidutiniskai 16,18 proc. mononesoCiyjy riebaly riigi¢iy, o S. Lin su bendraautoriais nustaté

vidutiniskai 15,58 proc.

Nustatéme, kad i§ mononesoCiyjy riebaly rtgsciy trombocity membranoje, daugiausia yra
oleino (18:1®9) riebaly rugsties (mediana=7,11). Lyginant oleino riebaly riigsties pasiskirstyma
pagal malondialdehido koncentracijg nustatéme, kad oleino riebaly rtgsties yra daugiau tre¢iame
kvartilyje (Q3), kai MDA koncentracija yra didesné, lyginant su pirmuoju (Q1) ir antruoju (Q2)
kvartiliais (mediana Q1=7,31; Q2=6,34; Q3=9,79) (13 pav.). Statistiskai reikSmingai daugiau oleino
(18:1@9) riebaly rugsties yra tre¢iame kvartilyje (Q3), esant didesnei MDA koncentracijai, lyginant
su antruoju kvartiliu (Q2) (p=0,049).

Mn18:1w9

25

20
T 15
m Q1
& HQ2
1=
~ 10 . Bo:

Q3
5 l
0

MDA Kkonc. kvartiliai

13 pav. Oleino (18:1w9) riebaly rigsties pasiskirstymas tarp MDA koncentracijos kvartiliy.

Oleino (18:1®9) riebaly riigstis yra gaminama miisy organizme, bet taip pat gali biiti
gaunama su maistu. Aliejuose, kur gausu oleino riebaly rugsties, yra ir vitamino E (tokoferoliy),
kuris pasizymi antioksidaciniu poveikiu. Oleino rigstis yra svarbi fosfolipidinés membranos dali ir
sudaro didziausia mononesocCiyjy riebaly ruigsciy procenta, lyginant su kitomis mononesoc¢iosiomis
riebaly rigstimis. Oleino riebaly rigstis galéty apsaugoti membrang nuo peroksidacijos, nes
pasizymi antioksidaciniu poveikiu, kadangi mazina ROS susidarymg. Oleino riebaly rigsties

padidéjimg esant didesnei MDA koncentracijai, galima paaiskinti kaip siekimg sumazinti t3 MDA
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koncentracija, arba kaip kompensacija, kuomet polinesoCios riebaly ragstys yra aktyviai
panaudojamos MDA sintezei t. y. esant ®-3 ir ©-6 polinesociyjy riebaly rugsciy deficitui, imama
spartinti oleino riebaly rugsciy sintezg, kuri yra kity -9 polinesociyjy riebaly riig§ciy, reikalingy
membranai, pirmtakas.

J. De Castro su bendraautoriais nustate, kad oleino riebaly rugstis yra pagrindiné trombocity
membranos mononesocioji riebaly rigstis [11]. Misy tyrime oleino riebaly rugstis taip pat sudaro
didziausia mononesoCiyjy riebaly rugsciy dalj. Ta patvirtina ir S. Lin ir bendraautoriy pateikti

duomenys [12].

Nustacdius palmitoleino (16:1w7) riebaly raugst], palyginome $ios mononesociosios riebaly
rugsties pasiskirstymg tarp MDA koncentracijos kvartiliy. Galima pastebéti, kad palmitoleino
(16:1w7) riebaly ragsties yra daugiau (p=0,056) pirmame kvartilyje (Q1), kai MDA koncentracija
yra mazesné, lyginant su antruoju kvartiliu (Q2) (mediana Q1=1,63; Q2=1,15; Q3=1,59) (14 pav.).
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14 pav. Palmitoleino (16:1w®7) riebaly riigsties pasiskirstymas tarp MDA koncentracijos kvartiliy.

Esant mazZesnei kraujo serumo MDA koncentracijai palmitoleino (16:1w7) riebaly rtigsties
yra daugiau. Galima manyti, kad $i riebaly rtgstis gali buti pagaminama pacio organizmo is§
palmitino riebaly riigsties, tiek gaunama su maistu (augalinés kilmés maistu, aliejais), o tokiame
maiste yra antioksidanty, vitamino E (tokoferoliy), kurie galéty buti susije su Sios riebaly ragsties

didesniu kiekiu esant mazesnei MDA koncentracijai.
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Nustacius oktadekano (18:1w7) riigS§ti trombocity membranoje, palyginome Sios
mononesociosios riebaly rigsSties pasiskirstymg tarp MDA koncentracijos kvartiliy. Galima
pastebéti Sios oktadekano (18:1w7) riebaly ragsties tendencingg didéjimg (p=0,070), didéjant MDA
koncentracijai (mediana Q1=1,06; Q2=1,19; Q3=1,38) (15 pav.).
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15 pav. Oktadekano (18:1w7) riebaly ragsties pasiskirstymas tarp MDA koncentracijos kvartiliy.

Nebuvo pastebéta mononesociosios eikozano (20:1m9) riebaly ragsties pasiskirstymo

tendencijos tarp MDA koncentracijos kvartiliy (mediana Q1=2,65; Q2=3,07; Q1=1,98) (16 pav.).
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16 pav. Eikozano (20:109) riebaly riigsties pasiskirstymas tarp MDA koncentracijos kvartiliy.
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3.1.3. Polinesociujy riebaly rigsciuy spektro palyginimas pagal MDA koncentracija

Apskaiciavus bendra polinesociyjy riebaly rigs¢iy suma, galima pastebéti, kad polinesociyjy
riebaly rugs¢iy yra daugiau (p=0,336) esant didesnei MDA koncentracijai (Q3), o esant mazesnei
MDA koncentracijai (Q1), polinesoc¢iyjy riebaly riigs¢iy yra maziau (mediana Q1=9,80; Q2=11,38;
Q3=13,09) (17 pav.). Statistiskai reikSmingy skirtumy tarp MDA koncentracijos kvartiliy nebuvo
nustatyta.
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17 pav. Polineso€iyjy riebaly riig§¢iy sumos pasiskirstymas tarp MDA koncentracijos kvartiliy.

Padid¢jes polinesociyjy riebaly rugsciy kiekis esant didesnei MDA koncentracijai, tai galéty
biti trombocito atsakas pasiruosti biisimam suaktyvéjimo procesui, nes i§ polinesoéiyjy riebaly
rugsciy gaminasi jvairlis eikozanoidai, kurie yra reikalingi tolimesnei trombocity veiklai. Taigi,
didesne MDA koncentracija yra veiksnys, kuris skatina trombocita gaminti daugiau polinesociyjy
riebaly riugséiy (ARA, EPA, DHA ir kt.) i§ kuriy véliau bus gaminami eikozanoidai. Oksidacijos
procesas yra veiksnys, kuris gali paruos$ti trombocitus biisimam aktyvacijos etapui, kadangi Sios
polinesociosios riebaly ragstys turi biiti patalpintos membranos fosfolipidiniame dvisluoksnyje, o i$
¢ia toliau panaudojamos eikozanoidy ir dokozanoidy sintezei.

Mes nustatéme Siek tiek maZesnj trombocity membranos polinesociyjy riebaly riigsciy kiekj,
nei savo tyrime nustaté J. De Astro su bendraautoriais [11]. Skirtuma galéjo lemti tai, kad skyrési

metoding dalis, taip pat tiriamyjy grupe.
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Siekiant iSsiaiskinti, kurios polinesociosios riebaly riigstys lemig tokj jy pasiskirstyma tarp
MDA koncentracijos kvartiliy, buvo apskaiciuota polinesoiyjy ®-6 riebaly rigsc¢iy suma. Esant
didesnéms MDA koncentracijos vertéms (Q3), pastebima nezymiai didesné (p=0,813) ®-6 riebaly
rugsciy suma, o esant mazesnéms MDA koncentracijos vertéms (Q1), pastebima nezymiai mazesné

-6 riebaly ragsciy suma (mediana Q1=5,72; Q2=7,41; Q3=7,53) (18 pav.).
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18 pav. -6 riebaly riig§¢iy sumos pasiskirstymas tarp MDA koncentracijos kvartiliy.

IS ®-6 grupés, polinesociosios linolo (18:2w6) riebaly riigsties pasiskirstymas yra nezymiai
didesnis (p=0,901), esant didesnei MDA koncentracijai (Q3), o esant mazesnei MDA koncentracijai
(Q1), linolo (18:2w6) riebaly riugsties yra neZymiai maziau (mediana Q1=5,08; Q2=5,29; Q3=6,75)
(19 pav.).
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19 pav. Linolo (18:2w6) riebaly rugsties pasiskirstymas tarp MDA koncentracijos kvartiliy.

Linolo (LA; 18:2w6) riebaly rugstis yra gaunama su maistu (aliejais) ir atspindi mitybinj
raciong, kadangi ji yra nepakei¢iama ir miisy organizmas jos negamina. Linolo (18:2w6) rugsties
padidé¢jimas esant didesnei MDA koncentracijai galéty parodyti Sios rigsties jjungimg ] membrang
(fosfolipidy sinteze). Esant didesnei MDA koncentracijai, linolo riebaly riigstis galéty intensyviau
biiti jjungiama ] membranos sintezg¢, kad galéty vykti tolimesné riebaly riigsciy konversija ir
eikozanoidy gamyba. Augaliniai aliejai teikia ne tik linolo (18:2w6) ragstj, bet kartu teikia ir

antioksidacines medziagas, o tai galéty suteikti apsauga nuo MDA oksidacinio poveikio.

IS -6 grupés, polinesociosios arachidono (20:4w6) riebaly riigSties pasiskirstymas yra
didesnis (p=0,235), esant didesnei MDA koncentracijai (Q3), o esant maZzesnei MDA koncentracijai
(Q1), arachidono (20:4®6) riebaly rigsties yra maziau (mediana Q1=0,63; Q2=0,92; Q3=1,08) (20
pav.).
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20 pav. Arachidono (20:4w06) riebaly riigSties pasiskirstymas tarp MDA koncentracijos kvartiliy.

Esant didesnei MDA koncentracijai arachidono (20:4w6) riebaly ragsties daugéja, nes daugéja
ir linolo (18:2w6) riebaly ragsties, kuri yra gaunama tik su maistu. Tai mums parodo, kad vyksta
konversija i§ linolo (18:2w6) riebaly rugsties j arachidono (20:4w6) riebaly ragstj. Tikétina, kad
iStyrus tuos pacius tiriamuosius po kurio laiko, galima biity nustatyti Zenklesnj arachidono riebaly
rugsties padidéjima.

Literatiiros duomenimis, i§ trombocity arachidono riebaly riig§ties gaminasi tromboksanas A»
(TXA2), kuris yra labai svarbus $irdies ir kraujagysliy ligy patogenezéje, nes skatina trombocity
agregacija ir vazokonstrikcijg [96]. Didesné MDA koncentracija galéty buti veiksnys, kuris skatinty
didesnj TXA> susidaryma. Mes nustatéme, kad esant didesnei MDA koncentracijai, trombocity
membranoje yra daugiau arachidono riebaly ragsties, o pagal tai galime spresti, kad galéty susidaryti

didesnis kiekis TXA:, kas galéty paveikti organizmg aktyvesnei trombogenezei.

Tam, kad bty galima jvertinti riebaly ragsciy konversijg, apskai¢iavome linolo/arachidono
(18:2106/20:406) riebaly riugsciy santykj. Nustatéme, kad esant didesnei MDA koncentracijai (Q3),
linolo/arachidono (18:2w6/20:4w6) riebaly riigsciy santykis yra statistiSkai reikSmingai mazesnis
(p=0,038), lyginant su Q1, kai MDA koncentracija yra mazesné¢ (Mediana Q1=7,49; Q2=6,33;
Q3=5,08) (21 pav.).
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21 pav. Linolo/arachidono (18:2w6/20:4w6) riebaly rugsciy santykio pasiskirstymas tarp MDA

koncentracijos kvartiliy.

Esant mazesniam 18:2w6/20:4w6 riebaly riigsciy santykiui, galima spresti, kad vyksta
intensyvesné linolo (18:2w6) riebaly riigsties konversija j arachidono (20:4w6) riebaly riigstj ir yra
aktyvesné eikozanoidy sintez¢é, kai yra didesné MDA koncentracija. Galima manyti, kad S§i
konversija, tai kaip trombocito pasiruoS§imas biisimai eikozanoidy sintezei, o tai salygoty aktyvesne
eikozanoidy sinteze ateityje. Taip pat sglygoty ir blisimg trombocity aktyvacija, nes gaminami
tromboksanai aktyvinty trombocitus ir jie grei¢iau galéty jsijungti j kraujo kreséjimo procesa. Tai
gali biiti neigiamas veiksnys, jei dar yra kity papildomy rizikos veiksniy, kurie skatina ne infekcinés
ligos patogeneze (ateroskleroze, tromboze). Taigi, didesné MDA Kkoncentracija galéty biti veiksnys,
kuris inicijuoja trombocity membranos fosfolipidy riebaly riigsciy konversijg i§ linolo (18:2w6)

ragsties j arachidono (20:4w6) riigst] ir aktyvesne prouzdegiminiy eikozanoidy sinteze.

ApskaiCiavus -6 riebaly riig§¢iy sumg, toliau buvo siekiama iSsiaiSkinti, kurios dar
polinesocCiosios riebaly rugstys lemia tokj jy pasiskirstymg tarp MDA koncentracijos kvartiliy, tad
buvo apskaiciuota ir polineso¢iyjy -3 riebaly rugséiy suma. Esant didesnéms MDA koncentracijos
vertéms (Q3), pastebima didesné (p=0,184) bendra w-3 riebaly rigsciy suma, o esant mazesnéms
MDA koncentracijos vertéms (QIl), pastebima mazesné ®-3 riebaly rigs¢iy suma (mediana

Q1=2,81; Q2=4,12; Q3=4,20). Buvo nustatytas statistiSkai reik§mingas skirtumas tarp Q1 ir Q2
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(p=0,041). Nustatéme, kad esant maZzesnei MDA koncentracijai (Q1), ®-3 riebaly rags¢iy suma yra

statistiSkai reik§mingai mazesné (p=0,041), lyginant su antruoju kvartiliu (Q2) (22 pav.).
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22 pav. o-3 riebaly rugsciy sumos pasiskirstymas tarp MDA koncentracijos kvartiliy.

IS ®-3 riebaly ragséiy joms oksiduojantis gali pasigaminti daugiau malondialdehido
molekuliy, bet i§ ®-3 gaminasi prieSuzdegiminiai eikozanoidai, tromboksanas, kuris yra mazai
aktyvus ir neturi tokios reikSmés kaip i§ w-6 riebaly riigs¢iy pasigamine eikozanoidai.

Misy tyrime nustatytas trombocity membranos bendras ®-3 riebaly riigsciy kiekis labai
panaSus | D. Li ir bendraautoriy publikacijoje pateikta trombocity membranos ®-3 riebaly rigsciy

kiekj, ta¢iau mokslininkai nustaté nezymiai didesnj -6 riebaly ruigséiy kiekj [97].

IS -3 grupés, polinesociosios a-linoleno (18:3w3) riebaly riigSties pasiskirstymas yra
nezymiai didesnis (p=0,569), esant didesnei MDA koncentracijai (Q3), o esant mazesnei MDA
koncentracijai (Q1), a-linoleno (18:3w3) riebaly riigSties yra nezymiai maziau (mediana Q1=1,10;

Q2=1,61; Q3=1,82) (23 pav.).
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23 pav. a-linoleno (18:3w3) riebaly rugsties pasiskirstymas tarp MDA koncentracijos kvartiliy.

a-linoleno (18:3w3) riebaly riigstis yra gaunama su maistu (aliejais, juros gérybémis) ir
atspindi mitybinj raciong, kadangi a-linoleno riigstis yra nepakei¢iama ir misy organizmas jOS
negamina. a-linoleno (18:3w3) riigsties nezymus padidéjimas esant didesnei MDA koncentracijali,
galéty parodyti Sios riigSties jjungimg ] membranos fosfolipidus. Esant didesnei MDA
koncentracijai, a-linoleno riebaly riigstis galéty intensyviau biiti jjungiama j membranos sinteze, kad
galéty vykti tolimesné riebaly riigsciy konversija, eikozanoidy sintezé. Taip pat a-linoleno rugsties
kiekis priklauso nuo maisto raciono.

D. Li ir bendraautoriy publikacijoje pateikti mazesni trombocity membranos a-linoleno
riebaly ragsties kiekiai, nei mes nustatéme savo tyrime, bet kaip jau kaip buvo minéta, a-linoleno

riebaly ragsties kiekis priklauso nuo maisto raciono, nes néra gaminama zmogaus organizme [97].

Nustatéme dar vienos ®-3 grupés, polinesociosios eikozapentaeno (20:5w3) riebaly riigsties
pasiskirstymg tarp MDA koncentracijos kvartiliy. Esant didesnei MDA koncentracijai (Q3),
eikozapentaeno (20:503) riebaly rugsties yra daugiau (p=0,141), o esant maZesnei MDA
koncentracijai (Q1), eikozapentaeno (20:5w3) riebaly rtgsties yra maziau (mediana Q1=0,30;
Q2=0,40; Q3=0,46) (24 pav.).
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24 pav. Eikozapentaeno (20:5w3) riebaly rugsties pasiskirstymas tarp MDA koncentracijos
kvartiliy.

Esant didesnei MDA koncentracijai eikozapentaeno (20:5w3) riebaly rtgsties daugéja, nes
daugéja ir a-linoleno (18:3w3) riebaly rugsties, kuri yra gaunama tik su maistu. Tai mums parodo,
kad vyksta a-linoleno (18:3w3) riebaly ragsties konversija j eikozapentaeno (20:5m3) riebaly ragst;.

M. K. Larson ir bendraautoriy eksperimentinis tyrimas parodé, kad trombocity membrang
prisotinus eikozapentaeno (EPA; 20:5w3) riebaly rigstimi yra sumaZzinamos trombocity
prokoaguliacinés savybés. EPA riebaly rugstis kartu su DHA riebaly ragstimi pasizymi apsauginiu
poveikiu nuo Sirdies ir kraujagysliy ligy, nes i$ Siy riebaly rigs¢iy gaminasi antiuzdegiminés

biologiskai aktyvios medziagos [75].

Nustatéme, kad polinesociosios dokozapentaeno (22:5w3) riebaly riigSties yra maziau esant
mazesnei MDA koncentracijai (Q1), lyginant su antruoju (Q2) ir tre¢iuoju (Q3) kvartiliais, kai MDA
koncentracija yra didesné (mediana Q1=0,31; Q2=0,58; Q3=0,48) (25 pav.). Buvo nustatyta, kad
statistiSkai reikSmingai maziau dokozapentaeno (22:5w3) riebaly riigsties yra, esant mazesnei MDA
koncentracijai (Q1), lyginant su antruoju ir treiuoju kvartiliais: Q1 ir Q2 (p=0,020) bei Q1 ir Q3
(p=0,038).
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25 pav. Dokozapentaeno (22:5w3) riebaly rugsties pasiskirstymas tarp MDA koncentracijos
kvartiliy.

Dokozapentaeno (22:5w3) riebaly riigsties galéjo padaugéjo dél to, kad yra intensyvesné

riebaly riigsciy konversija.

Polinesociosios dokozaheksaeno (22:6w3) riebaly rugsties yra neZymiai daugiau (p=0,141),
esant didesnei MDA koncentracijai (Q3), o esant maZesnei MDA koncentracijai (Q1),
dokozaheksaeno (22:6w3) riebaly ragsties yra maziau (mediana Q1=0,37; Q2=0,75; Q3=0,70) (26
pav.).
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26 pav. Dokozaheksaeno (22:6w3) riebaly ragsties pasiskirstymas tarp MDA koncentracijos

kvartiliy.
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Esant didesnei MDA koncentracijai dokozaheksaeno (22:6®3) riebaly ragsties daugéja, nes
daugéja ir kity polinesoCiyjy riebaly ragsc¢iy. Tai mums parodo, kad vyksta riebaly ragsciy
konversija ir yra pasiruoSimas dokozanoidy gamybai bei trombocity aktyvacijai.

DHA riebaly ragsties poveikis pla¢iai nagrinéjamas literatiroje. Véricel ir bendraautoriai
atliko tyrima, kur j trombocity membrang buvo inkorporuojama dokozaheksaeno (DHA; 22:6w3)
riebaly rugstis ir matuojama susidariusi MDA koncentracija. Buvo nustatyta, kad jei DHA riebaly
rugsties yra daugiau trombocito membranoje, tai susidariusi MDA koncentracija taip pat yra
didesné, nors nedideli kiekiai DHA riebaly raigsties kaip tik turi antioksidacinj poveikj kartu su
vitamino E veikla. Publikacijos autoriy nuomone, membranoje esantys dideli kiekiai omega-3
riebaly rtgsciy, o ypa¢ DHA rugsties, galéty buti susij¢ su lipidy peroksidacija. Rezultatams taip pat
galéty turéti jtakos, kuriame fosfolipidy poklasyje DHA riebaly rugstis yra kaupiama [8]. Misy
tyrimo metu nustatéme, kad trombocity membranoje esant mazesniam DHA riebaly riig§¢iy kiekiui,
MDA koncentracija yra mazesné, 0 esant didesniam DHA riebaly rtigsties kiekiui, atitinkamai MDA
koncentracija yra didesné, nors statistiS$kai reik§mingy skirtumy nenustatéme. Misy tyrime nebuvo
didelés oksidacijos, bet tg galima bus patvirtinti atlikus tyrimg su pacientais turinCiais Zenkliai
padidintg kraujo serumo MDA koncentracija.

N. Guillot su bendraautoriais tyr¢ DHA riebaly rugsties poveikj trombocitams. Sveikiems
vyrams buvo duodama maisto papildy su DHA riebaly ragstimi ir stebima Sios riebaly rtgsties
jjungimas j trombocity fosfolipiding membrang bei trombocity aktyvumas. Mokslininky rezultatai
atskleide¢, kad didesnis DHA riebaly rtigsties kiekis trombocity membranoje statistiSkai reikSmingai

sumazina trombocity aktyvumga ir galéty buti kaip apsauga nuo $irdies ir kraujagysliy ligy [98].

Apskai¢iavus o-linoleno/eikozapentaeno (18:3®3/20:5w03) riebaly rugsciy santykj, galima
pastebéti, kad esant didesnei MDA koncentracijai (Q3), 18:33/20:5w3 riebaly rugséiy santykis yra
nezymiai mazesnis (p=0,531), lyginant su pirmuoju kvartiliu (Q1), kai MDA koncentracija yra
mazesné (Mediana Q1=4,20; Q2=3,51; Q3=3,15) (27 pav.).
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27 pav. a-linoleno/eikozapentaeno (18:3w3/20:5w3) riebaly riugsciy santykio pasiskirstymas tarp
MDA koncentracijos kvartiliy.

Esant mazesniam 18:3w3/20:503 riebaly riigSciy santykiui, galima spresti, kad vyksta
intensyvesné a-linoleno (18:3w3) riebaly rugsties konversija j eikozapentaeno (20:5w3) riebaly

rugsti.
Apskaiciavus ©-3/0-6 riebaly riigSciy santykj, galima pastebéti, kad néra Sio santykio

pasiskirstymo tendencijos tarp MDA koncentracijos kvartiliy (mediana Q1=0,43; Q2=0,57;
Q3=0,45) (28 pav.).
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28 pav. o-3/w-6 riebaly riig§¢iy santykio pasiskirstymas tarp MDA koncentracijos kvartiliy.
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Kuo mazesnis o-3/w-6 riebaly rugsciy santykis, tuo ©-6 grupés riebaly rtigsciy yra daugiau,

0 ®-3 grupés riebaly rigsciy yra maziau. Todél i§ -6 riebaly riigdéiy grupés turéty gamintis daugiau

prouzdegiminiy eikozanoidy. Gaminant daugiau prouzdegiminiy eikozanoidy nei antiuzdegiminiy -

sutrinka pusiausvyra tarp Siy biologiskai aktyviy medziagy, todél per ilgesnj laikg, mazo ®-3/w-6
santykio palaikymas prisideda prie létiniy ligy patogenezés.

Esant didesniam -3/w-6 riebaly riigsciy santykiui, ®-3 riebaly rugstys turéty atsverti ®-6

riebaly rigsciy prouzdegiminj aktyvuma, bet ®-3 grupés riebaly riugStys yra labiau jautrios

oksidacijai ir sutrikus apsauginiams mechanizmams, gali lengviau susidaryti lipidy peroksidai.

Apskai¢iavus arachidono/eikozapentaeno (20:406/20:5w3) riebaly rugsciy santykj, galima
pastebeéti, kad esant didesnei MDA koncentracijai (Q3), 20:406/20:503 riebaly ragsciy santykis yra
didesnis (p=0,443), lyginant su pirmuoju kvartiliu (Q1), kai MDA koncentracija yra mazesné
(Mediana Q1=1,77; Q2=1,75; Q3=2,71) (29 pav.).

20:4w6/20:5w3 santykis
16.00

14.00
12.00

10.00
H Q

. HQ

8.00

6.00 W Qs

4.00 X

2.00

0.00 —

MDA konc. kvartiliai

29 pav. Arachidono/eikozapentaeno (20:4®6/20:503) riebaly rtigs¢iy santykio pasiskirstymas tarp
MDA koncentracijos kvartiliy.

Sis arachidono/eikozapentaeno (20:406/20:503) riebaly riigiciy santykis parodo, kuri
riebaly ragstis lengviau dalyvauja MDA gamyboje. Jei Sis santykis didéja, didéjant MDA
koncentracijai, tai daugiau MDA gaminasi i$ arachidono riebaly rugsties. Esant mazesnei MDA

koncentracijai, maziau MDA pasigamina i§ arachidono riebaly raigsties.
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Buvo apskaiciuotas polinesoCiyjy/so¢iyjy (P/S) riebaly ragsciy santykis. Kuo P/S santykis
yra didesnis, tuo polinesociyjy riebaly riigs§¢iy yra daugiau, o so¢iyjy riebaly rigs¢iy maziau. Esant
didesnéms MDA koncentracijos vertéms (Q3), pastebimas didesnis (p=0,396) P/S riebaly rtgsciy
santykis, o esant mazesnéms MDA koncentracijos vertéms (Q1, Q2), pastebimas mazesnis P/S
riebaly rugs¢iy santykis (mediana Q1=0,15; Q2=0,15; Q3=0,20) (30 pav.). StatistiS8kai reik§mingy
skirtumy tarp MDA kvartiliy nebuvo nustatyta.
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30 pav. Polinesociyjy/so¢iyjy (P/S) riebaly riugsciy santykio pasiskirstymas tarp MDA

koncentracijos kvartiliy.

Dalis polinesociyjy riebaly rugsciy konvertuojama j kitas riebaly raugstis, o kita dalis riebaly
rugsciy (arachidono, eikozapentaeno) dalyvauja MDA gamyboje, bet Siy riebaly rugsciy lieka
pakankamas kiekis, kad galétume nustatyti kurios riebaly rugsties yra daugiau/maziau esant tam
tikrai koncentracijai. Jei yra mazas P/S santykis, tai ir MDA koncentracija yra mazesné, nes yra

maziau polineso¢iyjy riebaly ragsciy i$ kuriy susidaro MDA.

Tiriamyjy trombocity membranos riebaly riig§¢iy pasiskirstymas buvo palygintas pagal MDA
koncentracijos kvartilius. Taip pat pateiktas bendras procentinis riebaly riigsciy spektras. Duomenys
pateikti mediana, minimumu ir maksimumu bei p reikSmémis, bendras procentinis riebaly riigsciy

kiekis papildomai pateikiamas vidurkiu ir standartiniu nuokrypiu (SN) (6 lent.)
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6 lent. Riebaly rugséiy spektro palyginimas tarp tiriamyjy su skirtinga MDA koncentracija.

Bendras riebaly

. MDA koncentracijos S e gt Testas ir p
Mediana, Ve rugsciy kiekis reikime
Riebaly ragstys | minimumas, (vidurkis £SN)
maksimumas | Q1* Q2* Q3* Mann -
n=20) | (n=40) | (n=19) (n=79) Whitne
( y
Mediana 393 293| 281| 3,08(3,47£1,64) |1*2* p=0,050
S 14:0 Min 1,88 081 1,34 0,81 1*3*, p=0,089
' ' 2*3* p=0,858
Max. 728| 875| 7,79 8,75
Mediana 4899 | 47,17 | 43,81 | 46,59 (47,00+9,32) | 1*2*, p=0,962
S 16:0 Min 20,53 | 32,72 | 29,32 20,53 1*3*, p=0,728
. . ' ' y ' 2*3*’ p:0’427
Max. 6511 | 63,15 | 63,39 65,11
Mediana 20,73 | 21,41 | 18,45 | 20,47 (20,04+5,08) | 1*2*, p=0,520
S18:0 Min 876 | 11,52 | 11,89 8,76 1*3%*, p=0,792
. . ' 1 ’ 1 2*3*’ p:0’117
Max. 26,65 | 43,87 | 28,60 43,87
Mediana 163| 115| 1,59| 1,46(2,42+3,12) |1*2* p=0,056
Mn 16:107 | Min 039, 019| 0,18 0,18 1*3*, p=0,444
' ' 2*3* p=0,334
Max. 12,44 | 1570 | 13,29 15,70
Mediana 1,06 | 119| 1,38| 1,24(1,36+1,13) |1*2* p=0,845
Mn 18:107 | Min 015 013| 0,19 0,13 1*3*, p=0,070
' ' 2*3* p=0,133
Max. 409 264 690 6,90
Mediana 731 634 979 7,11(7,53%4,35) |1%2* p=0,925
Mn 18:109 | Min 046 | 161| 0,69 0,46 1*3*, p=0,283
. . ) 1 ’ ! 2*3*’ p:0’098
Max. 15,43 | 14,52 | 22,05 22,05
Mediana 2,65| 307| 198 3,09 (4.87+7,37) |1*2* p=0,820
Mn 20:109 | Min 058| 056 0,36 0,36 1*3*, p=0,204
. . ’ 1 ’ 1 2*3*’ p:O’049
Max. 56.77 | 33,26 | 11.72 56,77
Mediana 508 | 529| 6,75| 6,25(7,10£5,20) | 1*2* p=0,754
Pn 18:2206 | Min 201 054| 0,40 0,40 1*3*, p=0,901
. . ’ 1 ’ 1 2*3*’ p:0’974
Max. 20,12 | 19,82 | 2146 21,46
Mediana 1,10 1,61 1,82 | 1,55(2,24+2,69) | 1*2* p=0,249
Pn 18:303 | Min 035| 028 0,03 0,03 1*3*, p=0,569
. . ’ 1 ’ 1 2*3*’ p:0’638
Max. 543| 6,08| 21,66 21,66
Mediana 0,63 0,92 1,08 | 0,9 (1,71+2,25) | 1*2*,p=0,243
Pn20:406 | Min 009| 002| 007 0,02 1*3*, p=0,235
. . ’ 1 ’ 1 2*3*’ p:0’691
Max. 784 831 9,01 9,01
Pn20:503 | Mediana 030| 040| 046| 0,38(0,66+0,70) | 1*2* p=0,134
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Min. 0,06 005| 0,06 0,05 1*3*, p=0,141
2*3* p=0,942
Max. 1,21 375 310 3,75
Mediana 0,31 0,58 0,48 | 0,51 (0,68+0,60) | 1*2* p=0,020
Pn22:503 | Min 0,02/ 002| 015 002 1*3*, p=0,038
. . ’ 1 ’ 1 2*3*’ p:0’903
Max. 1,15| 2,76 | 2,37 2,76
Mediana 037 075| 070| 0,62(0,91+0,92) | 1*2* p=0,335
Pn 22:6m®3 - 002 003 013 0.02 1*3*’ p:0,141
Min. ) y ) ) 2*3*’ p=0,650
Max. 240| 358| 3,95 3,95
. 7342 | 7219 6595 70.86 1%2% p=0820
Mediana ! ’ ! (70.52£13.61) | 1,5, 2_0’607
Suma SRR % | Min. 31,17 | 496 | 4578 31,17 page p:0: 270
Max. 93,00 | 90,51 | 92,59 93,00
Mediana 1454 | 1500 | 16,99 | 15,18 (16,18+9,11) | 1*2*,p=0,672
Suma MNRR % | ppi 1*3*, p=0,771
Min. 209, o021 o505 369 2*3*, p=0,284
Max. 62.80 | 36,57 | 32.99 62,80
Mediana 9,80 | 11,38 | 13,09 | 10,99 (13,30+8,56) | 1*2*, p=0,233
: 1*3*, p=0,336
Suma PNRR % | Min. 331 38| 133 1,33 2%3% p=0.697
Max. 3422 | 33,89 | 3497 34,97 T
Mediana 281 | 412 420| 3,85(4,49+3,53) | 1*2* p=0,041
Suma ®-3 : 1*3*, p=0,184
059, 079| 0,84 0,59 » P=Y,
Min. 2*3% p=0,968
Max. 9,37 | 13,00 | 25,46 25,46
Mediana 5,72 741 | 753| 7,44(8,81+7,01) |1*2* p=0,605
Suma -6 : 1*3*, p=0,813
Min. 2 Llal 049 049 2*3* p=0,987
Max. 27,96 | 28,13 | 28,28 28,28
Mediana 043| 057| 045| 047(0,86+1,13) |1*2* p=0,149
®3/®6 | Min 008| 017| 0,18 0,08 1*3*, p=0,296
. ’ 1 ’ 1 2*3*’ p:0’858
Max. 257| 515| 821 8,21
Mediana 015, 05| 0,20| 0,15(0,22+0,18) | 1*2*, p=0,490
P/S Min 0,04| 004| 001 0,01 1*3*, p=0,396
' : : ! ’ 2*3* p=0,661
Max. 0,70 067 | 0,70 0,70
Mediana 749 6,33| 508 6,12(9,87£14,49) |1*2* p=0,210
18:206/20:406 | Min 257 054| 099 0,54 1*3*, p=0,038
. . . ! ' ! ! 2*3*’ p=0’347
Max. 26,78 | 118 | 4357 118
Mediana 420| 351| 3,15| 3,65(7.64+12.77) | 1*2* p=0,438
18:303/20:503 | Min 120] 026| 0,04 0,04 1*3*, p=0,531
. . . ’ 1 ’ 1 2*3*, p:0’808
Max. 14,68 | 50,44 | 83,31 83,31
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Mediana 1,77 1,75| 2,71 1,85(3,05+3,05) |1%2* p=0,792

_ _ . 1*3* p=0,443

20:406/20:503 | Min. 039, 005 0,09 0,09 2%3% p=0320
Max. 7,06 7,06 | 13,50 13,50

Nustacius trombocity membranos riebaly rigciy spektrg pastebéjome, kad pagrindinés riebaly

rugstys yra palmitino (16:0), stearino (18:0), oleino (18:1®9) ir linolo (18:2w6) riebaly riigstys.

Tokias pat pagrindines riebaly ragstis gavo ir C. G. Walker su bendraautoriais, tik jie dar jtraukeé ir

arachidono (20:4w6) riebaly rugstj [99].

Buvo atliktas Spirmano koreliacijos testas, siekiant iSsiaiSkinti ar yra koreliacija tarp MDA

koncentracijos ir trombocity membranos riebaly riigsciy sudéties. Spirmano testas parode¢, kad yra

silpna, bet statistiskai reikSminga atvirkstiné koreliacija tarp miristino (14:0) riebaly ragsties ir

MDA koncentracijos (r=-0,255; p=0,023). Nustatéme silpna, bet statistiSskai reikSmingg atvirksting
koreliacijg tarp MDA ir 18:206/20:4w6 santykio (r=-0,244; p=0,034). MDA koncentracija didéja,

mazéjant 18:2106/20:4w6 santykiui. 18:206/20:406 mazéja, didéjant MDA koncentracijai. Tarp kity

nustatyty riebaly riigsc¢iy bei jy santykiy ir MDA koncentracijos, statistiSkai reik§mingos koreliacijos

nebuvo nustatyta (7 lent.)

7 Lent. Trombocity membranos riebaly riigdéiy koreliacija su malondialdehido koncentracija.

Riebaly rugstis Koreliacijos koeficientas r P reik§mé
14:0 (miristino) -0,255 0,023
16:0 (palmitino) -0,013 0,912
18:0 (stearino) 0,013 0,913
16:1®7 (palmitoleino) -0,189 0,095
18:1w7 (11 — oktadekano) 0,170 0,134
18:109 (oleino) 0,118 0,300
20:109 (eikozano) -0,123 0,281
18:2w6 (linolo) 0,012 0,920
18:3®3 (a-linoleno) 0,023 0,841
20:4w6 (arachidono) 0,201 0,081
20:5w3 (eikozapentaeno) 0,088 0,439
22:5w03 (dokozapentaeno) 0,194 0,087

48




22:603 (dokozaheksaeno) 0,119 0,298
Suma SRR % -0,029 0,800
Suma MNRR % 0,002 0,985
Suma PNRR % 0,084 0,463
®-3 0,097 0,395
-6 0,017 0,883
0-3/0-6 0,100 0,382
P/S 0,050 0,665
18:206/20:4m6 -0,244 0,034
18:303/20:5w3 -0,040 0,729
20:406/20:503 0,130 0,264

J. Klvanova su bendraautoriais istyré fosfolipidinés membranos riebaly rigsciy sudétj ir
nustate, kad yra tiesioginé koreliacija tarp mononesociyjy bei polinesoCiyjy riebaly rugsciy ir MDA
koncentracijos, o atvirkstiné koreliacija — tarp soCiyjy riebaly riigs§¢iy ir MDA koncentracijos.
Mokslininkai pastebéjo, kad sveikiems asmenims lipidy peroksidacija yra intensyvesné, dél
fosfolipidinéje membranoje esancio didesnio polinesoCiyjy riebaly ragsciy kieko [100]. Misy
atliktame tyrime nors ir nenustatéme statistiSkai reikSmingos koreliacijos tarp MDA koncentracijos
ir membranos fosfolipidy mononesoCiyjy, polinesoCiyjy ir sociyjy riebaly ragséiy, taciau
pasteb¢jome, kad didéjant MDA koncentracijai, neZymiai did¢ja polinesoCiyjy ir mononesociyjy

riebaly riigsciy kiekis, o mazeja soCiyjy riebaly rugsciy kiekis.
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ISVADOS

1. Trombocity membranoje nustatéme 13 riebaly riig§¢iy, i$ kuriy sociosios riebaly riigStys sudaro
vidutinis8kai 70,52 proc., mononesociosios - 16,18 proc., polinesoc¢iosios - 13,30 proc. Gauti

duomenys buvo labai panasiis ] kity autoriy pateiktus rezultatus apie trombocity membrang.

2. Esant didesnei malondialdehido koncentracijai, nustatéme didesnj polinesoCiyjy ir mononesociyjy
riebaly rugsciy kiekj bei mazesnj soCiyjy riebaly rugsciy kiekj. MononesocCiyjy riebaly rigscéiy
didesnis procentinis kiekis buvo nulemtas statistiSkai reik§Smingu (p=0,049) oleino (18:1®9) riebaly

rugsties padidéjimu.

3. Nustatéme silpng atvirkstine koreliacijg tarp miristino (14:0) riebaly ragsties ir malondialdehido
koncentracijos (r=-0,255; p=0,023). Nustatéme silpng atvirksting koreliacija tarp MDA ir
18:2w6/20:4w6 santykio (r=-0,244; p=0,034). Tarp kity nustatyty riebaly riig§éiy bei jy santykiy ir

MDA koncentracijos, statistiskai reik§Smingos koreliacijos nebuvo nustatyta.

4. Nustatéme, kad didesné malondialdehido koncentracija yra veiksnys, skatinantis trombocitus
jungti daugiau polineso€iyjy riebaly rigsciy i fosfolipidinj membranos sluoksnj, 1§ kuriy véliau bus
gaminami eikozanoidai/dokozanoidai reikalingi trombocity aktyvacijos etapui. Didesné
malondialdehido koncentracija skatina konversijg i$ linolo j arachidono riebaly ragstj (parodo

18:2w6/20:4w6 santykis, p=0,038).
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SUMMARY

The effect of oxidative stress on platelet membrane fatty acids composition

The aim of the study was to evaluate the effect of oxidative stress on platelet membrane fatty
acid composition.

Introduction. Oxidative stress causes lipid peroxidation and the peroxidation process in the
platelet membrane provides a variety of lipid peroxides including malondialdehyde, which has been
implicated in the ethiology of cardiovascular diseases. Some polyunsaturated fatty acids (PUFAS) of
platelet membrane are the major substrate for the biosynthesis of eicosanoids, which have well-
established roles in regulation of inflammation, immunity and platelet aggregation.

Materials and methods. Platelets membrane fatty acids methyl esters of 79 healthy men
(aged 36,5+10,8 and without any acute clinical condition at the time) were identified by gass
chromatography — mass spectrometry, while malondialdehyde was measured by high performance
liquid chromatography in blood serum. Individuals were divided into quartiles according to the
blood serum malondialdehyde concentration. The concentration of blood serum malondialdehyde
was compared to the composition of platelets membrane fatty acids of apparently healthy
individuals.

Results. The total sum in percentage of saturated fatty acids compared to the lowest and the
highest blood serum malondialdehyde concentration was decreased, while the level of
polyunsaturated and monounsaturated fatty acids increased.

No statistically significant differences in platelets membrane fatty acids composition between
the highest and the lowest concentration of blood serum malondialdehyde, except 22:5®3, which
was significantly higher in the higest blood serum malondialdehyde concentration (p=0,038) and
18:206/20:4w6 ratio, which was significantly higher in the lowest blood serum malondialdehyde
concentration (p=0,038).

Blood serum malondialdehyde concentration of healthy individuals has statistically significant
correlation of 14:0 fatty acid (r=-0,255; p=0,023) and 18:26/20:4w6 ratio (r=-0,244; p=0,034).

Conclusion. Malondialdehyde concentration is a factor which stimulates platelets to
synthesize PUFAs and eicosanoids/docosanoids which are required for platelet activation.

Keywords. Oxidative stress, peroxidation, malondialdehyde, platelets membrane, fatty acids.
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