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Използвани съкращения 

 

bvPLA2 – фосфолипаза А2 от пчелна отрова 

Chol – холестерол 

DHA – докозахексаенова киселина 

DPH – 1,6-дифенил-1,3,5-хексатриен 

EPA – ейкозапентаенова киселина 

GP – обща поляризация 

GPLs – глицерофосфолипиди 

GUVs – гигантски униламеларни везикули 

HC – нагряване и охлаждане 

Ld – течно-неподредена фаза (Lα) 

Lo – течно-подредена фаза 

LUVs – големи униламеларни везикули 

lyso-PC – лизофосфатидилхолин 

MLVs – мултиламеларни везикули 

OxPCs – окислени фосфатидилхолини 

OxPLs – окислени фосфолипиди 

PAF-AH/Lp-PLA2 – тромбоцит-активиращ фактор ацетилхидролаза/липопротеин 

асоциирана фосфолипаза А2 

PАPC – 1-палмитоил-2-арахидонил-sn-глицеро-3-фосфохолин 

PC – фосфатидилхолин  

PDPC – 1-палмитоил-2-докозахексаеноил-sn-глицеро-3-фосфохолин 

PED6 – (N-((6-(2,4-динитрофенил)амино)хексаноил)-2-(4,4-дифлуоро-5,7-диметил-4-

бора-3а,4а-диаза-s-индацен-3- пентаноил)-1-хексадеканоил-sn-глицеро-3-

фосфоетаноламин, триетиламониева сол) 

PGPC – 1-палмитоил-2-глутарил-sn-глицеро-3 фосфатидилхолин 

PLs – фосфолипиди 

PLA2 – фосфолипаза А2 

POPC – 1-палмитоил-2-олеоил-sn-глицеро-3-фосфохолин  

POVPC – 1-палмитоил-2-(5'-оксо-валероил)-sn-глицеро-3-фосфатидилхолин 

PUFAs – полиненаситени мастни киселини 

RT – стайна температура 

SM – сфингомиелин   

sPLA2 – секреторна фосфолипаза А2 

TEMPO – (2,2,6,6-тетраметилпиперидин-1-ил) оксил 

ЕПР – електронен парамагнитен резонанс 
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Увод 

Биологичните мембрани са хетерогенни структури, съставени от различни 

типове домени. Домените от вида "rafts" са динамични, високо подредени, обогатени на 

липидно ниво на холестерол, сфинголипиди и наситени фосфолипиди (течно-подредена 

Lo фаза), различаващи се от обкръжаващата ги среда, съставена главно от ненаситени 

фосфолипиди (течно-неподредена Ld фаза). Латералната хетерогенност, резултат от 

липидната несмесваемост и разделяне на фазите, генерира домени с различна големина. 

Липидните рафтове са включени в различни основни клетъчни функции като сигнална 

трансдукция, сортиране и трафик на белтъци и липиди, клетъчна адхезия, навлизане на 

патогени, имунен отговор и др.  

Повечето липиди в клетъчните мембрани съдържат ненаситени вериги, 

допринасяйки за високия им флуидитет. При бозайниците в sn-2 позиция на 

глицерофосфолипидите често се свързват полиненаситени мастни киселини (PUFAs), 

които имат огромно въздействие върху физичните свойства на мембраните, вследствие 

на което променят структурата и функцията на мембранните рафт домени. През 

последните години ω-3 мастните киселини придобиха особено голяма популярност, 

поради многобройните си ползи за здравето, включително облекчаване на 

възпалителните процеси при редица заболявания [1, 2].  

PUFAs, обаче, са силно податливи на окислително модифициране от реактивни 

кислородни форми. В резултат на това се получават голям брой молекули с различни 

физико-химични свойства, отличаващи се от първоначалните фосфолипиди, което 

променя структурата на мембраната и динамиката на молекулите в нея. Понастоящем 

има все повече доказателства, че в резултат на липидна пероксидация се образуват 

окислени липиди при възпалителни и автоимунни заболявания като атеросклероза, 

невродегенеративни заболявания, включително болестта на Алцхаймер, болестта на 

Паркинсон и множествена склероза, ревматоиден артрит, диабет и системен лупус 

еритематозус [3]. За осъществяване на връзката между липидната пероксидация и 

споменатите патологични състояния се правят проучвания за ефектите ѝ върху 

свойствата на биологичните мембрани, тъй като окисляването на липидите засяга почти 

всички мембранно-свързани взаимодействия и клетъчни процеси. Затова една от 

задачите ни е изследване на ефекта на два от най-физиологично активните окислени 

липиди POVPC (1-палмитоил-2-(5'-оксо-валероил)-sn-глицеро-3-фосфатидилхолин) 
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и PGPC (1-палмитоил-2-глутарил-sn-глицеро-3 фосфатидилхолин) върху структурната 

организация на липидния бислой на биомиметични системи, моделиращи различни 

фазови състояния на мембраната и включващ в състава си фосфатидилхолинови (PC) 

молекули с различна степен на ненаситеност на мастната киселина в sn-2 позиция: 

мононенаситения липид PОPC (1-палмитоил-2-олеоил-sn-глицеро-3 фосфатидилхолин), 

съдържащ олеинова киселина (OA, 18:1) или полиненаситения PDPC (1-палмитоил-2-

докозахексаеноил-sn-глицеро-3 фосфатидилхолин), съдържащ докозахексаенова 

киселина (DHA, 22:6 ω-3). Особено интересна е ролята на DHA, която като силно 

полиненаситена мастна киселина е едновременно и мишена на оксидативен стрес, и 

проявява антиоксидантни свойства.  

Секреторните фосфолипази (sPLA2s) са сред многобройните възпалителни 

биомаркери за патологии, свързани с оксидативния стрес. Ензимите от семейството на 

фосфолипаза А2 (PLA2) хидролизират естерните връзки в sn-2 позиция на 

глицерофосфолипидите, при което се получават мастни киселини и лизофосфолипиди. 

Те проявяват своята каталитична активност на границата между липидна и водна фаза. 

Ензимната активност много зависи от структурата и физико-химичните свойства на 

мембраната. Голяма роля има участието им в сигналната трансдукция, поради 

генерирането на сигнални молекули, липидни медиатори и модулатори, които участват 

в широк спектър от физиологични и патологични процеси. sPLA2s участват в 

регулирането на възпалението и имунния отговор. В тази връзка, другата ни основна 

задача е проследяването на активността на sPLA2 върху РС-съдържащи мембрани, в 

зависимост от степента на ненаситеност на мастните киселини, включени при sn-2 

позиция, в присъствие и отсъствие на окислени липиди в състава им. 

По-задълбоченото разбиране на въздействието на окислените фосфолипиди 

върху мембранната архитектура и свързаните с нея процеси на молекулно ниво се 

очаква да предложи възможности за развитие на нови диагностични и терапевтични 

подходи за някои възпалителни и автоимунни заболявания като невродегенеративните 

и атеросклерозата. 
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II. Цел и задачи 

Целта на настоящата работа е да се изследва влиянието на биологично активни 

окислени липиди върху мембранната латерална организация и активността на sPLA2 в 

моделни системи с различна степен на ненаситеност на мастните киселини при sn-2 

позиция. 

 

За постигането на тази цел са формулирани следните задачи: 

I. Създаване на различни видове моделни системи, съдържащи окислени липиди: 

1. В зависимост от ламеларността:  

1.1 мултиламеларни: спонтанно набухване 

1.2 униламеларни везикули: метод на екструдиране 

      2. Моделиращи различни фазови състояния и фазови преходи:  

2.1 Ld: течно-неподредено фазово състояние; еднокомпонентни везикули, 

съставени от POPC (мононенаситен вид) или PDPC (полиненаситен вид). 

2.2 Lo: течно-подредено фазово състояние, моделиращo липидното фазово 

състояние на домени от вида "rafts": двукомпонентни везикули, съставени от 

еквимоларни смеси на SM/Chol. 

2.3 Lo/Ld съвместно съществуване, моделиращо формирането на домени от вида 

"rafts" (Lo фаза), свободно движещи се в мембранно обкръжение в Ld фаза или 

обратно фазово съвместно съществуване, нерафтови области (Ld фаза) върху 

непрекъсната Lo фаза: 

 двукомпонентни везикули, съставени от POPC/Chol и PDPC/Chol  

 трикомпонентни везикули, съставени от POPC/SM/Chol и PDPC/SM/Chol 

(50:25:25; 40:40:20 и 34:33:33) 

II. Определяне на влиянието на степента на ненаситеност на мастните киселини, 

включени при sn-2 позиция в молекулата на GPLs POPC и PDPC, върху формирането 

на липидни домени от вида ″rafts″. Определяне на размера на рафт домените в тези 

смеси при физиологична температура. Метод на изследване: Гасене на DPH 

флуоресценцията посредством TEMPO молекулата. 
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III. Определяне на размера на рафт домените в присъствие на всеки окислен липид, 

POVPC или PGPC, в зависимост от ненаситеността на глицерофосфолипидите POPC и 

PDPC. Метод на изследване: Гасене на DPH флуоресценцията посредством TEMPO 

молекулата. 

IV. Определяне на диференциалния ефект на окислените липиди, POVPC и PGPC, 

върху степента на подреденост на мембрани в различно фазово състояние в зависимост 

от степента на ненаситеност на мастните киселини при sn-2 позиция в молекулата на 

GPLs POPC и PDPC. Установяване на температурната зависимост на степента на 

подреденост за двата окислени липида. Метод на изследване: Лаурдан флуоресцентна 

спектроскопия. 

V. Определяне на влиянието на степента на ненаситеност на мастните киселини, 

включени при sn-2 позиция в молекулата на GPLs POPC и PDPC, върху ензимната 

активност на sPLA2 при физиологична температура. Метод на изследване: 

Флуоресцентна спектроскопия с използване на флуорогенен субстрат на ензима. 

VI. Определяне на активността на sPLA2 като функция на степента на ненаситеност в 

sn-2 позиция на РСs (POPC и PDPC) в присъствие и отсъствие на ОхРСs (POVPC и 

PGPC) в двукомпонентни (PC/OxPC и PC/Chol), трикомпонентни (PC/SM/Chol) и 

четирикомпонентни (PC/OxPC/SM/Chol) смеси. Метод на изследване: Флуоресцентна 

спектроскопия с използване на флуорогенен субстрат на ензима. 

VII. Анализ на скоростта на ензимната реакция в мембранни системи, моделиращи 

течно-неподредено (Ld) фазово състояние и Lo/Ld съвместно съществуване, съдържащи 

мононенаситения липид POPC или полиненаситения липид PDPC, в присъствие и 

отсъствие на окислените липиди POVPC или PGPC. Метод на определяне: Изчисляване 

на наклона на началната линейна част на получените кинетични криви. 
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III. Методи 

1. Формиране на мултиламеларни везикули (MLVs) 

Хидратирането на изсушените проби е направено чрез използването на два 

различни протокола: 

1)  Хидратиране на стайна температура (RT) 

2)  Хидратиране с нагряване и охлаждане (HC)  

 При смеси, съдържащи Chol или SM/Chol, хидратирането на липидите е 

извършено с HC протокола. 

2. Формиране на големи униламеларни везикули (LUVs) 

3. TEMPO-DPH флуоресцентна спектроскопия 

4. Лаурдан флуоресцентна спектроскопия 

5. Флуоресцентна спектроскопия за оценка на активността на фосфолипаза A2 с 

използване на флуорогенен субстрат PED6 
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IV. Резултати и дискусия 

1. Изследване на влиянието на окислените липиди POVPC и PGPC и 

степента на ненаситеност на мастната киселина при sn-2 позиция в молекулата на 

PC върху формирането и размера на рафт домените при физиологична 

температура посредством DPH-TEMPO флуоресцентна спектроскопия 

 

1.1. Ефект на степента на ненаситеност на мастните киселини в молекулата 

на глицерофосфолипидите POPC и PDPC върху формирането на рафт домени в 

дву- и трикомпонентни контролни смеси 

За изясняване влиянието на степента на ненаситеност на мастните киселини във 

фосфатидилхолиновите молекули върху формирането на домени от вида "rafts" сме 

използвали метода на гасене на DPH молекулата от ТЕМРО. Флуоресцентният маркер 

DPH се разпределя равномерно между двете съвместно съществуващи фази (Lo и Ld), 

докато водноразтворимата TEMPO молекула преференциално се разпределя в Ld фазата, 

поради ниската степен на подреденост на молекулите в нея. Така TEMPO молекулата е 

способна да гаси DPH флуоресценцията на Ld фазата, докато при по-подредено 

състояние на мембраната гасенето е затруднено. Гасенето на броя на флуоресцентните 

молекули DPH зависи, също така, от броя на TEMPO молекулите. По литературни 

данни, концентрации на TEMPO до 2 mM не променят температурата на несмесваемост 

на съвместно съществуващите липидни фази [4]. На фиг. IV-1А е представен 

параметъра Q = F/Fo, който се дефинира като отношението на флуоресцентните 

интензитети с TEMPO (F) и без TEMPO (Fo) като функция на контролните липидни 

смеси при физиологична температура, 37оС. Параметърът ∆Q/QPC (%) = [(QPC/Chol or 

PC/SM/Chol – QPC)/(QPC)]*100 ни дава информация за капацитета на липидите да формират 

подредени домени и се определя като разликата в гасенето на DPH (Q) при дву- или 

трикомпонентни смеси (PC/Chol и PC/SM/Chol) и гасенето при еднокомпонентните 

POPC и PDPC везикули (QPC), разделено на QPC (фиг. IV-1В). Обосновката за 

изчисляване на тази стойност идва от факта, че чистите PC везикули показват различни 

стойности на параметъра Q. Това произтича от различните структурни характеристики 

на двата вида РС молекули, влизащи в състава на изследваните смеси, което определя 

степента на подреденост, както и дебелината на мембраната, свързани с различна 

мембранна пропускливост и напречна дифузия на водноразтворимата TEMPO молекула. 



11 

 

Тези специфични структурни характеристики се "изваждат" и се оценява само 

способността на различните РС молекули да образуват домени от вида "rafts" [5]. Както 

се вижда от фигурата, чистите РС везикули, модел на Ld фаза, се характеризират с най-

ниски стойности на Q, а с най-висока се характеризира сместа SM/Chol (50:50), модел 

на Lo фаза. Всички останали смеси, бинарни и трикомпонентни, представящи Lo/Ld ко-

съществуване се разполагат между тези стойности. При еднокомпонентните РС 

везикули е регистрирана по-висока стойност на Q при мононенаситения матрикс, 

поради по-слабото гасене на DPH молекулите спрямо полиненаситения такъв при 37оС. 

При бинарните везикули POPC/Chol и PDPC/Chol при съотношения 50:50 и 75:25 се 

отчита намаляване на гасенето на DPH молекулите в по-голяма степен при 

мононенаситения матрикс в сравнение с полиненаситения. И при двата матрикса, при 

по-високата Chol концентрация (50 mol%), мембраната е 2.5 - 3 пъти по-подредена, 

отколкото при смесите с по-ниско съдържание на Chol.  

С добавяне на бинарната смес SM/Chol към "чистите" PC смеси са формирани 

трикомпонентни везикули PC/SM/Chol при съотношения 50:25:25, 40:40:20 и 34:33:33. 

Обратно на бинарните смеси, при трикомпонентните системи се наблюдава по-голяма 

степен на подреденост (15-20%) при полиненаситените мембрани в сравнение с 

мононенаситените (фиг. IV-1В). 
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Фиг. IV-1. А) Параметърът Q = F/Fo за мононенаситен и полиненаситен матрикс в различни видове 

смеси в отсъствие на окислени липиди при 37°С. Еднокомпонентните PC везикули са хидратирани по 

RT протокола, т.е. без цикли на нагряване и охлаждане, а останалите смеси – с използване на НС 

протокола. F пробите съдържат 2 mM TEMPO. С пунктирани линии са обозначени стойностите на Q 

за Ld фазата (еднокомпонентни РС везикули) и за Lo фазата (бинарната смес SM/Chol 1:1). B) ∆Q/QPC 

(%) като функция на липидните смеси. Параметърът ∆Q е дефиниран като разликата между гасенето 

на DPH (Q) при дву-/трикомпонентни липозоми и еднокомпонентните РС липозоми (QPC): ∆Q = QPC/Chol 

or PC/SM/Chol – QPC. Резултатите са представени като средна стойност ± SD (n=6). Направен е One-Way 

ANOVA анализ. Данните са извлечени от нормално разпределена популация и средните стойности при 
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всяко от съотношенията на липидите в двата типа матрикси са статистически различни, въз основа 

на проведения Tukey test с P < 0.05; ns показва липса на статистически значима разлика.     
 

 

При мононенаситения матрикс, високото съдържание на Chol е определящо за 

голямата рафт фракция, която се наблюдава. Най-голям капацитет за формиране на 

подредени домени имат бинарната смес 50:50 POPC/Chol и трикомпонентната 34:33:33 

POPC/SM/Chol. При полиненаситения матрикс, високото съдържание на SM играе 

важна роля за големия капацитет за формиране на рафт домени, установен в тези 

моделни системи. При тях, гасенето на флуоресцентните молекули намалява с близо 

50% спрямо установеното при еднокомпонентните PDPC везикули. 

Заедно с PLs, Chol е основен липид в мембраните на животинските клетки и е 

ключов регулатор на мембранната липидна организация и флуидност. Афинитетът на 

Chol към различните PLs е определящ фактор за формирането на подредени домени. 

Полиненаситените PLs взаимодействат слабо с Chol [6] и се предполага, че те биха 

могли да стимулират латералната сегрегация на SM и Chol от ненаситени GPLs в 

биологичните мембрани [7-9] чрез големия брой двойни връзки [10]. 

 

1.2. Изследване на влиянието на окислените липиди POVPC и PGPC върху 

формирането на рафт домени в трикомпонентни смеси, модел на Lo/Ld ко-

съществуване 

Особен интерес представлява комбинираният ефект на окислените липиди и 

DHA, включена на втора позиция в молекулата на PC (PDPC) върху формирането на 

рафт домените в сравнение с мононенаситените PCs (POPC). Концентрацията (9 и 17 

mol%) на окислените фосфатидилхолини (OxPCs) в липидните смеси е за сметка на 

ненаситените PCs, като по този начин симулираме процеса на окисление по 

контролиран начин. Това означава, че съотношението на SM/Chol в изследваните 

трикомпонентни системи не се променя в съответните четирикомпонентни. На фиг. IV-

2 е показан ефектът на OxPCs върху формирането на този вид домени в 

трикомпонентни смеси, представен чрез зависимостта на Q като функция от 

концентрацията на окислените липиди. На фиг. IV-2А1 се вижда, че при POPC смесите, 

OxPCs повишават капацитета за формиране на рафт домени, свързано с увеличаване на 

параметъра Q. При полиненаситения матрикс (фиг. IV-2A2, В2) OxPCs оказват 

значително по-слабо влияние върху формирането на Lo домените.  
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Фиг. IV-2. А) Параметърът Q = F/Fo за мононенаситен (A1) и полиненаситен матрикс (A2) 

(PC/SM/Chol смеси) като функция от концентрацията на окислените липиди POVPC и PGPC при 37°С. 

F пробите съдържат 2 mM TEMPO. B) ∆Q/QPC/SM/Chol (%) като функция от концентрацията на 

окислените липиди (OxPC). Параметърът ∆Q е дефиниран като разликата между гасенето на DPH (Q) 

при четирикомпонентните липозоми, съдържащи OxPCs и контролните трикомпонентни РС/SM/Chol 

липозоми (QPC/SM/Chol): ∆Q = QPC/OxPC/SM/Chol – QPC/SM/Chol. Резултатите са представени като средна 

стойност ± SD (n=6). Направен е One-Way ANOVA анализ. Данните са извлечени от нормално 

разпределена популация. С различни малки букви са означени статистическите различия в средните 

стойности, въз основа на проведения Tukey test с P < 0.05.     
 

     На фиг. IV-2В са показани промените в гасенето на DPH (ΔQ/QPC/SM/Chol) в 

четирикомпонентните мононенаситени и полиненаситени матрикси под влиянието на 

OxPCs спрямо контролните трикомпонентни смеси. При всички POPC-съдържащи 

смеси се установява концентрационна зависимост на ефекта на OxPCs. При 17 mol% 

POVPC, най-голямо увеличаване на формирането на Lo домени е установено при 

съотношение 2:1 на SM/Chol, а именно 23:17:40:20 POPC/POVPC/SM/Chol, следвано от 

мононенаситените смеси с липидни съотношения 17:17:33:33 и 33:17:25:25. При другия 

окислен липид, PGPC, капацитетът за формиране на рафт домените нараства в следния 

ред: 33:17:25:25, 17:17:33:33 и 23:17:40:20 (фиг. IV-2В1). Сравнявайки ефекта на двата 

окислени липида върху формирането на Lo домените може да се заключи, че POVPC е 
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способен да увеличава в по-голяма степен формирането на подредената фаза в 

сравнение с PGPC.  

 

1.3. Изследване на влиянието на окислените липиди POVPC и PGPC върху 

размера на рафт домените в нанообластта 

 Зависимостта на размера на нанодомените като функция на липидните смеси е 

дадена на фиг. IV-3. На базата на изчисления параметър Q е определен радиусът на 

домените (Rdom, Å), който показва, че присъствието на DHA (полиненаситен матрикс) 

индуцира формирането на по-големи нанодомени в сравнение с мононенаситения 

матрикс. Настоящите резултати от DPH-TEMPO флуоресцентната спектроскопия са в 

съгласие с получените посредством диференциална сканираща калориметрия [9], които 

предполагат по-висок афинитет на PDPC към SM, отколкото към Chol и подкрепят 

идеята, че в трикомпонентните PDPC-съдържащи смеси, коефициентът на 

разпределение на SM в Lo и Ld фазите е по-скоро "управляван" от PDPC, отколкото от 

Chol. Ето защо, липидното пакетиране води до формиране на по-големи Lo домени в 

PDPC-съдържащите смеси, поради намаляване на хидрофобната повърхност, изложена 

на водни молекули, обясняваща по-високата термостабилност на тази фаза при 

физиологична температура [9]. Данните от флуоресцентната микроскопия на GUVs и 

резултатите от електронния парамагнитен резонанс (ЕПР) показват, че при температура 

малко над прехода на смесваемост на двете течни фази (Lo и Ld) трикомпонентните 

POPC-съдържащи везикули са хомогенни при флуоресценция, а чрез ЕПР е установен 

голям брой Lo нанодомени, невидими в микронната скала. Обаче при PDPC-съдържащи 

везикули при същата температура сравнително големи Lo микродомени се разпределят 

в непрекъсната Ld фаза [9]. 

Окислените липиди стимулират формирането на рафтове с по-големи размери, 

което е в подкрепа на резултатите, получени от други автори [11-13], но обясненията за 

биофизичните промени в мембраната все още са противоречиви и неясни. Jacob и сътр. 

са направили предположение, че оксидативният стрес предизвиква сегрегация на 

Chol домени във флуидния бислой поради самоасоцииране на мономери на Chol [12]. 

Установено е, че увеличаването на съдържанието на Chol води до изместване на PGPC 

към центъра на бислоя, което е придружено от по-силни взаимодействия с останалите 

липиди в мембраната и вследствие на това адаптиране на подвижността между 
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молекулите на окисления липид и матрикса, т.е. високите Chol концентрации 

изравняват разликите в мобилността на окислените и конвенционалните липиди [14]. 
 

50:25:25 40:40:20 34:33:33
0

8

16

24

32

40

48

A2

d

cc

b
a

e

d

c

b

a
dc

b

a

R
d

o
m
 (

Å
)

POPC/SM/Chol ratio

 - OxPC

 + 9% POVPC

 + 17% POVPC

 + 9% PGPC

 + 17% PGPC

a

A1 POPC/SM/Chol + OxPCs

 

 

50:25:25 40:40:20 34:33:33
0

8

16

24

32

40

48

ab bbbb aaaaa

b
aaa

a

PDPC/SM/Chol + OxPCs

R
d

o
m
 (

Å
)

PDPC/SM/Chol ratio

 - OxPC

 + 9% POVPC

 + 17% POVPC

 + 9% PGPC

 + 17% PGPC

 

 

 

0

20

40

60

80

100

b
aaaab b

aa

b

aaa

50:25:25


 R

d
o

m
/R

P
D

P
C

/S
M

/C
h

o
l [

%
]

OxPC (mol %)

  + POVPC

  + PGPC

99 1717179

34:33:3340:40:20

PDPC/SM/Chol + OxPCs

 

 

0

20

40

60

80

100

cc

b

a

d

c

b

a

d

c

b

B2POPC/SM/Chol + OxPCs


 R

d
o

m
/R

P
O

P
C

/S
M

/C
h

o
l [

%
]

OxPC (mol %)

  + POVPC

  + PGPC

99 1717179

B1

a

 
 

34:33:3340:40:2050:25:25

Фиг. IV-3. (A) Радиус на нанодомените (Å) в мононенаситен (A1) и полиненаситен матрикс (A2) като 

функция на липидните смеси при 37°С. Резултатите са за проби, съдържащи 2mM TEMPO. 

B) ∆Rdom/RPC/SM/Chol (%) като функция от концентрацията на окислените липиди (OxPC). Параметърът 

∆Rdom е дефиниран като разликата между размера на домените при четирикомпонентните липозоми, 

съдържащи OxPCs и контролните трикомпонентни РС/SM/Chol липозоми (QPC/SM/Chol): ∆Rdom = 

RPC/OxPC/SM/Chol – R PC/SM/Chol. Резултатите са представени като средна стойност ± SD (n=6). Направен е 

One-Way ANOVA анализ. Данните са извлечени от нормално разпределена популация. С различни малки 

букви са означени статистическите различия в средните стойности, въз основа на проведения Tukey 

test с P < 0.05.     
 

Ефектът на OxPCs (фиг. IV-3B) върху гасенето на DPH молекулите е 

концентрационно зависим и по-ясно изразен в мононенаситения матрикс за разлика от 

този в полиненаситения такъв. Колкото по-ниска е концентрацията на Chol, толкова е 

по-голям ефектът на окисления липид. Наличието на 17 mol% POVPC води до 

увеличаване на размера на рафт домените с 90% в сравнение с контролната смес 

40:40:20 POPC/SM/Chol и има с 25% по-голям ефект в сравнение с този на другия 

изследван окислен липид PGPC (фиг. IV-3B1). При полиненаситения матрикс най-

голяма промяна в големината на домените има при сместа 33:17:25:25 
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PDPC/POVPC/SM/Chol (увеличаване на Rdom с 10%) (фиг. IV-3В2). При смесите 

17:17:33:33 PC/OxPC/SM/Chol е изчислен еднакъв радиус на домените (фиг. IV-3В). 

При тези везикули увеличаването на размера на рафтовете в присъствие на OxPC 

спрямо контролните смеси е с 6 пъти по-голямо при POPC-съдържащите мембрани в 

сравнение с PDPC-съдържащите.  

Полиненаситените PDPC мембрани показват по-висока степен на хидратация, т.е 

по-ниска степен на подреденост в областта на глицерола в сравнение с POPС 

(Фиг. IV-5, RT). Обаче PDPC стимулира фазовото разделяне и увеличава размера на 

рафт домените в нанометричната скала при трикомпонентните смеси PC/SM/Chol – 

модел на Lo/Ld ко-съществуване в сравнение с PОPC (Фиг. IV-3, A1 и A2). Важно е да 

се отбележи обаче, че въпреки установените структурни промени в мононенаситения 

матрикс, резултат от наличието на POVPC и PGPC и незначителното им въздействие 

върху полиненаситения (Фиг. IV-9), по-слабото гасене на флуоресцентния маркер DPH 

от TEMPO молекулата в присъствие на OxPCs би могло да се дължи на подреждащия 

им ефект при POPС везикулите, а не на формирането на по-големи рафт домени за 

разлика от ефекта им при PDPC везикулите. 

Представените стойности за радиусите на домените имат ориентировъчен 

характер. Ако домените са с неправилна форма, те ще имат по-голямо съотношение 

обиколка/площ, отколкото кръглите домени и много повече молекули в близост до 

границите на домените, което води до подценяване на размера им. В допълнение, при 

TEMPO концентрации, които не са достатъчни, за да изгасят напълно DPH 

флуоресценцията, е изчислено, че радиусите на домените могат да бъдат надценени [4]. 

 

2. Изследване на влиянието на окислените липиди POVPC и PGPC и 

степента на ненаситеност на мастната киселина при sn-2 позиция в молекулата на 

PC върху степента на подреденост на липидите в липидния бислой посредством 

Лаурдан флуоресцентна спектроскопия 

За изследване ефекта на окислените липиди върху различни липидни матрикси, 

най-напред е необходимо да се изучи степента на подреденост на мембраните в 

контролните експерименти: в мононенаситена мембрана, съдържаща POPC и 

полиненаситена - с PDPC. За хидратацията на липидите е използван стандартният HC 

протокол, включващ цикли на нагряване и охлаждане на пробите. Изследваният 

температурен интервал е от 20 до 60°С. Изследването на зависимостта на GP на 
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Лаурдан от температурата, изчислена на базата на получените емисионни спектри, в 

чисти РС липозоми показва постепенно намаляване на GP стойностите на тази сонда с 

увеличаване на температурата (фиг. IV-4). Двата вида липидни матрикси показват 

температурно-зависими GP стойности, вариращи от около 0 до -0.35, което определя 

мембрани в течно-неподредено фазово състояние (Ld). GP на PОPC намалява по-силно 

като функция на температурата в сравнение с тази на PDPC, което означава, че 

флуидитетът на PDPC мембраните зависи много по-слабо от температурата в сравнение 

с POPC. Освен това в цялата температурна област GP стойностите на PDPC везикулите 

са по-високи от тези на POPC липозомите, което изненадващо показва по-ниска степен 

на хидратация, т.е по-голяма степен на подреденост в областта на глицерола при PDPC 

мембраните в сравнение с POPС. Този резултат е неочакван поради факта, че мастната 

киселина при sn-2 позиция на липидната молекула е полиненаситената DHA, която 

съдържа шест двойни връзки и би трябвало да формира фази с по-нисък порядък на 

подреденост. От една страна, полученият резултат не е в противоречие с твърдението 

на Ho и сътр. [15], че съществува ясна корелация между хидратацията на ацилните 

вериги и техния порядък за разлика от корелацията между порядъка на ацилните вериги 

с хидратацията на липидните глави. Възможно обяснение може да бъде и фактът, 

че sn-1 веригата показва намалена подреденост в метиловия край, докато в областта на 

глицероловия гръбнак е повишена при наличие на DHA в sn-2 позиция [16]. Подобно 

несъответствие между ненаситеността на мастните киселини и липидната подреденост 

при висока степен на ненаситеност, както при DHA, би могло да се дължи на 

специфичната позиция на тази мастна киселина в липидния бислой, която може да 

заема силно огънати конформации, в които метиловият край да се ориентира към 

повърхността на липидния слой. 
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Фиг. IV-4. GP на Лаурдан като функция на температурата в POPC и PDPC везикули, хидратирани с 

използване на НС протокола (с цикли на нагряване и охлаждане). Пробите са измерени в деня след 

формирането на везикулите.   
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 От друга страна, обаче, както е споменато по-нагоре, ненаситените липиди са 

силно податливи на липидна пероксидация [17], като чувствителността към окисление 

нараства като функция на степента на ненаситеност на мастните киселини в състава на 

мембранните PLs. Има данни, че в резултат на пероксидацията се повишава степента на 

подреденост на липидите [18, 19] в по-голяма степен в близост до двойните връзки в 

бислоя, докато други участъци са по-малко засегнати [18]. Вследствие на това може да 

се увеличи подредеността на липидните опашки [18, 19], да не се наблюдава промяна 

[20] или пък да се увеличи степента на неподреденост на мастно-киселинните вериги 

[21]. Няколко причини могат да обяснят различията в експерименталните резултати, 

включително използването на различни методики за модификация от реактивни 

кислородни форми, което потенциално води до огромен набор от различни (обикновено 

не добре дефинирани) продукти на липидното окисление в мембраната [22] с различни 

биологични ефекти [23-26]. Тъй като окислението, медиирано от радикали е 

неспецифично, то дори окисляването на един PL прекурсор води до много сложна смес 

от отделни видове OxPLs [25]. Липидните хидропероксиди са основни продукти на 

неензимното окисление на PLs, които също имат цилиндрична форма като PCs и SM 

[27], което не предполага освобождаване на пространства в бислоя за повишаване на 

степента на хидратация, а по-скоро води до по-компактно пакетиране на липидните 

молекули. В тази връзка по-голямата степен на подреденост в областта на глицерола 

при PDPC мембраните в сравнение с POPС (фиг. IV-4) може да бъде обяснена с 

високата скорост на автоокисление на полиненаситената ω-3 мастна киселина (DHA), 

т.е. в PDPC мембраните се предполага наличие на окислени продукти. По-високата 

вероятност от окисляване на този липид може да бъде свързана основно с два фактора: 

използваният стандартен протокол за хидратация на липидите, включващ стъпки на 

нагряване и охлаждане, което удължава процедурата за формиране на везикулите, както 

и извършването на измерванията на следващия ден. Това означава, че ключова роля за 

автоокислението на PDPC молекулите имат температурата и времето в използваната 

методика.  

 

2.1. Ефект на окислените липиди POVPC и PGPC върху еднокомпонентни 

POPC и PDPC везикули  

След анализа на неочакваните резултати, представящи зависимостта на GP на 

Лаурдан от температурата (Фиг. IV-4) в чисти РС липозоми, бяха направени 
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допълнителни експерименти за сравнение на степента на подреденост на липидите при 

еднокомпонентни моно- и полиненаситени везикули с използване на два протокола за 

смесване и хидратиране на липидите [28]. За разлика от глицерофосфолипидите POPC 

и PDPC, за които са известни ниски температури на фазов преход, за окислените 

липиди POVPC и PGPC не са известни температури на смесване/разделяне с тези 

глицерофосфолипиди. Счита се, че изследваните OxPCs сами по себе си не се 

организират в бислойни структури. Те агрегират, за да образуват мицели с размер 

между 4 и 9 nm във воден разтвор при неутрално pH [29]. Критичните концентрации на 

POVPC и PGPC за формирането на мицели във вода са много близки, 

съответно 66.9 и 54.6 μM [29, 30], което може да предполага подобни коефициенти на 

разпределение на тези липиди в PC мембраните. Понастоящем, обаче, няма налични 

данни за критичната мицеларна концентрация, както и за размера на OxPC мицелите 

при висока солева концентрация (150 mM), както е в нашите експериментални условия. 

Липсата на такава информация в литературата наложи използването на два различни 

протокола за смесване и хидратация. Единият е стандартният протокол за идеално 

смесване на липидите, включващ цикли на нагряване на пробите при 60°С, 

вортексиране, озвучаване и охлаждане в лед, т.нар. HC (heating and cooling) протокол. 

При RT (room temperature) протокола, смесването и хидратирането се осъществяват на 

стайна температура като пробите трикратно се вортексират и озвучават в ултразвукова 

вана. RT протоколът може да бъде приложен при везикули, съставени само от 

ненаситени РС молекули, тъй като поради ниските си температури на топене, 

POPC (-2°C) и PDPC (-27°C) образуват мембрани в Ld-фазово състояние при стайна 

температура. Измерванията чрез Лаурдан флуоресцентна спектроскопия при стайна 

(25°C) и физиологична температура (37°C) са направени в деня на формирането на 

LUVs, непосредствено след получаването им. Изследван е също ефектът на OxPCs 

(POVPC и PGPC) върху подредеността на мембранните липиди в зависимост от 

степента на ненаситеност на мастната киселина при sn-2 позиция на 

глицерофосфолипидите POPC и PDPC. 

Определянето на общата поляризация на Лаурдан в чисти PC липозоми (POPC и 

PDPC) при 25°С и при 37°С показва отрицателни стойности, които намаляват с 

увеличаване на температурата (фиг. IV-5). При RT протокола на хидратация, POPC 

мембраните са по-подредени на нивото на глицерола в сравнение с PDPC мембраните. 

Този резултат е напълно очакван, поради наличието на ω-3 полиненаситената DHA в 
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sn-2 позиция на PDPC молекулата, тъй като конформационните ѝ особености определят 

висока степен на неподреденост, т.е. повишена флуидност на мембраната [31-33]. При 

25°С, GP стойностите на POPC везикулите са с 30% по-високи от тези на PDPC 

везикулите и при двата протокола на хидратация.  
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Фиг. IV-5. GP на Лаурдан в POPC и PDPC везикули в отсъствие и присъствие на окислените липиди 

POVPC и PGPC при стайна (25°С) и физиологична (37°С) температура. Везикулите са формирани чрез 

хидратиране на липидите на стайна температура (RT) и по протокола, включващ нагряване и 

охлаждане (HC). Измерванията са направени в деня на формирането на везикулите. 
 

При 37°С обаче, разликата в степента на подреденост на липидите между двата 

типа матрикси намалява в сравнение с установената зависимост при стайна 

температура. При хидратиране чрез HC протокола, в еднокомпонентни PDPC мембрани 

се наблюдава повишаване на GP стойностите с 12% в сравнение с RT. Това увеличение 

на общата поляризация на Лаурдан премахва разликата в степента на подреденост на 

липидите между двата изследвани PC вида. Тези промени в липидната подреденост при 

PDPC везикулите вероятно произтичат от по-високата скорост на автоокисление на 

този липид [34, 35] по време на HC протокола. Има поне два фактора, които увеличават 

вероятността за окисление на този липид. Първият фактор е високата температура по 

време на инкубацията при 60°C, а вторият – времето за хидратиране на липидния филм. 
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HC протоколът за хидратация увеличава времето за формиране на LUVs в сравнение с 

RT протокола. 

И при двете концентрации на OxPCs, PC везикулите показват намаляване на GP 

стойностите, което означава, че окислените липиди намаляват подредеността на 

системата, т.е. имат флуидизиращ ефект (фиг. IV-5), който освен това е 

концентрационно зависим. По-силно изразен ефект има PGPC в сравнение с POVPC и в 

двата липидни матрикса, независимо от протокола на хидратиране на пробите. На 

стайна температура, OxPCs повлияват в по-голяма степен липидната подреденост в 

мононенаситените мембрани, докато при физиологична температура ефектът е по-

голям при полиненаситения матрикс. Както може да се види от фиг. IV-5, протоколът 

за хидратация на липиди и липидни смеси за оценка на степента на подреденост е 

критичен, когато са включени полиненаситени липиди. 

Ефектът на OxPCs върху подредеността на мембранните липиди, в зависимост 

от степента на ненаситеност на мастната киселина при sn-2 позиция на 

глицерофосфолипидите POPC и PDPC, като функция на температурата в интервал от 20 

до 60°С и измерване на пробите в деня след хидратацията с използване на стандартния 

НС протокол, е представен на фиг. IV-6. И при двата липидни матрикса ясно се вижда, 

че и двата OxPCs при концентрации от 15 и 30 mol% намаляват подредеността на 

системата, т.е. имат флуидизиращ ефект (фиг. IV-6). При полиненаситения матрикс се 

наблюдава по-силен ефект на OxPCs в сравнение с мононенаситения. PGPC 

флуидизира в по-голяма степен тези мембрани в сравнение с POVPC. С увеличаване на 

температурата установихме следните особености: 

1) Увеличаването на температурата е фактор, който намалява ефектите на 

неподреденост, индуцирани от окислените липиди. Eфектът на POVPC и на 

PGPC върху степента на подреденост постепенно се изравнява, изразен с 

редуциране на разстоянието между точките като функция на окислените липиди 

във високите им концентрации; 

2) При POPC везикулите влиянието на OxPCs напълно се премахва при 

температура 60оС, което не се наблюдава при PDPC липозомите. В 

полиненаситения матрикс, разликите индуцирани в степента на подреденост от 

двата вида окислени липиди са все още ясно разграничени при 60оС.  
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Фиг. IV-6. GP на Лаурдан като функция на температурата в POPC и PDPC везикули в отсъствие и 

присъствие на окислените липиди POVPC и PGPC. Везикулите са формирани по протокола, включващ 

нагряване и охлаждане (HC). Измерванията са направени в деня след формирането на везикулите. 
  

Експерименталните условия имат ключова роля при изследване на структурната 

организация при еднокомпонентни везикули, съставени от ненаситени 

глицерофосфолипиди като POPC и PDPC. Ефектът на окислените липиди, POVPC и 

PGPC, върху подредеността на мембранните липиди в зависимост от степента на 

ненаситеност на мастната киселина при sn-2 позиция, се запазва еднакъв в качествено 

отношение независимо от използвания протокол за хидратиране на липидите, а също 

независимо и от условията, при които са проведени измерванията, т.е. време (на същия 

ден, в който са формирани везикулите или на следващия ден) и температура 

(независимо при две отделни температури, 25°С и 37°С, и с постепенно нагряване в 

интервал от 20°С до 60°С). Двата изследвани OxPCs намаляват подредеността на 

системата, т.е. имат флуидизиращ ефект, като PGPC флуидизира в по-голяма степен РС 

мембраните в сравнение с POVPC. По-хидратираната и подвижна микросреда на 

Лаурдан вероятно е резултат от наличието на късите sn-2 вериги на окислените липиди, 

които могат да осигурят свободно пространство под нивото на глицерола, улеснявайки 

проникването на вода и преориентация на хидратираните липидни части. Двата OxPCs 

се различават само по полярна функционална група в свободния край на окислително 

модифицираната скъсена 5-въглеродна ацилна верига в sn-2 позиция. При POVPC тази 

група е алдехидна, а при PGPC – карбоксилна, поради което окислените липиди са 

съответно цвитерйонни и анионни при неутрално рН. Сравнението на двата OxPCs ясно 

показва, че химичната природа на окислените вериги има голямо значение за техния 

ефект върху липидната подреденост. На базата на компютърни симулации е 

установено, че за sn-2 веригите на двата OxPCs е характерно пространствено 
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преориентиране. При POVPC те са насочени във всички посоки и дори може да стърчат 

от повърхността на мембраната. В случая на PGPC, преориентацията на отрицателно 

заредените sn-2 вериги е още по-радикална, като повечето от окислените вериги 

стърчат от повърхността на мембраната с ъгъл на наклон предимно между 0° 

(т.е. стърчащи перпендикулярно) и 90° (т.е. успоредно на бислоя) [36]. Установена е 

обаче тенденция, че късите опашки на POVPC са подобни като разположение на 

глицероловия гръбнак на РС молекулите, докато късите опашки на PGPC са изместени 

към водната фаза [37]. При наличие на PGPC в мембраната, водните молекули 

преминават през повърхността в хидрофобното ядро на бислоя, т.е. увеличава се 

хидратацията в по-голяма степен, отколкото при наличие на POVPC [37], което 

обяснява по-големия флуидизиращ ефект на PGPC в сравнение с POVPC и при двата 

липидни матрикса. 

 

2.2. Ефект на окислените липиди POVPC и PGPC върху Chol-съдържащи 

PC везикули  

 Изучени са двукомпонентни PC везикули с различни концентрации на Chol: 

POPC/Chol и PDPC/Chol при съотношения 80:20 и 50:50. Везикулите са формирани по 

протокола, включващ нагряване и охлаждане (HC). Измерванията са направени в деня 

след формирането на везикулите. На фиг. IV-7 е показана зависимостта на GP от 

температурата в бинарните PC/Chol везикули в присъствие и отсъствие на окислените 

липиди POVPC и PGPC. Присъствието на ниски концентрации Chol прави 

зависимостта на GP кривите по-сложна за интерпретация. Chol подрежда двата вида 

липидни матрикси. Освен това променя температурната зависимост на двата вида 

матрикси. Особено изразена е тази разлика в полиненаситения матрикс, където 

степента на подреденост на мембраните намалява прогресивно с увеличаване на 

температурата в сравнение с чистите везикули, където кривата остава почти 

хоризонтална след физиологичната температура (фиг. IV-4). При по-високата Chol 

концентрация (50 mol%), степента на подреденост на липидите в бислоя между двата 

вида матрикси се изравнява (фиг. IV-7). POVPC предизвиква по-големи промени във 

флуидитета, като го увеличава, в сравнение с PGPC, и в двата вида липидни матрикси.  

В полиненаситения матрикс обаче, PGPC предизвиква намаляване на флуидитета при 

високите температури. Обратно на тенденцията при чистите липиди, в 

мононенаситения матрикс увеличаването на температурата е фактор, който увеличава 
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ефектите на неподреденост, индуцирани от POVPC. Очевидно, сътношението между 

Chol и OxPCs, както и видът окислен липид, се оказват ключови фактори за промяна на 

флуидитета на мембраните. 
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Фиг. IV-7. GP на Лаурдан като функция на температурата в POPC/Chol и PDPC/Chol смеси 

(80:20, 50:50) в отсъствие и присъствие на окислените липиди POVPC и PGPC.  
 

2.3. Ефект на окислените липиди POVPC и PGPC върху домени в Lo фазово 

състояние – модел на клетъчните рафтове 

На фиг. IV-8 е показана зависимостта на GP на Лаурдановата молекула от 

температурата в бинарните SM/Chol везикули при съотношение 50:50 в присъствие и 

отсъствие на окислени липиди. GP стойностите на Лаурдан са по-високи от тези на 

бинарните PC/Chol смеси, както и значително по-високи в сравнение с чистите PC 

везикули, което означава, че мембраната се намира изцяло в течно-подредено фазово 

състояние (Lo). Тази висока степен на подреденост е резултат на високия афинитет на 

Chol към SM, дължащ се на свързването посредством водородна връзка на 3-ОН 

групата на Chol към амидната група на SM [38]. И тук при добавяне на окислените 

липиди се наблюдава намаляване на GP стойностите като функция на температурата, 
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което означава, че OxPCs имат способността да намаляват подредеността на липидите в 

тези домени. Подобно на бинарните PC/Chol везикули при съотношение 50:50, POVPC 

флуидизира в по-голяма степен мембраната в сравнение с PGPC.  
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Фиг. IV-8. GP на Лаурдан като функция на температурата в бинарната смес SM/Chol (50:50) 

в отсъствие и присъствие на окислените липиди POVPC и PGPC.  
 

2.4. Ефект на окислените липиди POVPC и PGPC върху трикомпонентните 

смеси PC/SM/Chol  - модел на Lo/Ld ко-съществуване 

Изследвана е степента на подреденост на липидните молекули в 

трикомпонентните смеси PC/SM/Chol в следните съотношения: 50:25:25, 40:40:20 и 

34:33:33 в присъствие и отсъствие на OxPCs (фиг. IV-9). Избраните липидни 

съотношения моделират отношението на SM и Chol да бъде 1:1 и 2:1, което отговаря на 

намереното в клетъчните рафт домени.  

Изключително интересен факт е, че OxPCs повишават липидното пакетиране, т.е 

понижават флуидитета на мембраните в мононенаситен матрикс за разлика 

от моделните везикули в "чиста" Lo и Ld фаза, където окислените липиди предизвикват 

обратния ефект. Друг неочакван резултат е липсата на промяна във флуидитета на 

различните видове трикомпонентни полиненаситени мембрани вследствие на 

присъствието на OxPCs, за разлика от промените индуцирани в "чистите" фази. 

Въпреки, че е силно полиненаситена мастна киселина, DHA може да действа като 

антиоксидант в мозъка. Любопитен факт е, че самото ѝ присъствие в мозъка, черния 

дроб или ендотелните клетки не предразполага мембраните към оксидативен стрес, а 

по-скоро смекчава оксидативния стрес [39], т.е. наблюдава се структурно протективен 

ефект на DHA. 
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Фиг. IV-9. GP на Лаурдан като функция на температурата в отсъствие и присъствие на окислените 

липиди POVPC и PGPC в POPC/SM/Chol и PDPC/SM/Chol смеси (50:25:25, 40:40:20, 34:33:33).  
 

 

 При две от изучените PC/SM/Chol смеси, SM/Chol съотношението е 1:1, но се 

различават по матрикса, обкръжаващ домените. Едната е сравнително бедна на Chol 

(50:25:25), докато другата е богата на Chol (34:33:33). При трикомпонентната смес 

34:33:33 PОРC/SM/Chol, PGPC оказва, макар и незначително, по-голям ефект в 

сравнение с POVPC, най-вече при високите температури. При физиологична 
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температура, обаче, присъствието на високи нива на Chol премахва разликата, 

индуцирана в степента на подреденост на липидния бислой между двата окислени 

липида. Също така ясно се вижда, че с увеличаване на температурата подреждащият 

ефект на OxPCs нараства. Докато при сместа 50:25:25 PОРC/SM/Chol, по-голям ефект 

върху мембраната има POVPC, но подреждащият ефект на PGPC, изразен като функция 

на температурата постепенно нараства. При сместа 40:40:20 PОРC/SM/Chol, при която 

SM/Chol съотношението е 2:1, POVPC оказва по-голям ефект в сравнение с PGPC. 

Очевидно е, че добавянето на OxPCs към трикомпонентните смеси променя 

коефициента на разпределение на останалите липиди за двете ко-съществуващи фази, 

което води до индуцирането на две различни фази със специфични физико-химични 

характеристики. От получените резултати можем да видим, че ефектът на OxPCs в 

трикомпонентните смеси не е нито сумарен, нито диференциален от 

еднокомпонентните и двукомпонентните модели на Lo и Ld фази. Окислените липиди 

увеличават флуидитета на мембраните в "чистите" Lo и Ld фази, и го намаляват при 

двуфазно Lo/Ld ко-съществуване в PОРC-съдържащите трикомпонентни смеси, докато 

при PDPC-съдържащите не се наблюдава промяна в структурната организация. 

 

3. Изследване на влиянието на окислените липиди POVPC и PGPC и 

степента на ненаситеност на мастната киселина при sn-2 позиция в молекулата на 

PC върху ензимната активност на sPLA2 при физиологична температура 

посредством флуоресцентна спектроскопия с използване на флуорогенен субстрат 

на ензима 

За изследване на активността на фосфолипаза А2 беше използвана 

флуоресцентна спектроскопия. В състава на липидните везикули беше включен 

флуорогенен субстрат на sPLA2, PED6, който представлява белязан с FL багрило 

BODIPY фосфатидилетаноламинов аналог [40, 41]. Съотношението на 

глицерофосфолипидите (POPC или PDPC) към флуорогенния субстрат PED6 във 

формираните везикули винаги е 10:1. Всички останали липиди в изследваните смеси 

(OxPCs, SM и Chol) се добавят към сместа PC/PED6, чието съотношение се запазва 

постоянно, докато тоталната концентрация на липидите се увеличава. Липидните смеси 

са в състав: еднокомпонентни контролни PC смеси (100 mol% POPC или PDPC) и 

бинарни OxPC-съдържащи везикули PC/OxPC 100:30; бинарни Chol-съдържащи смеси 

PC/Chol 100:50 и 100:100, т.е. 2:1 и 1:1; трикомпонентни контролни смеси PC/SM/Chol 
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100:50:50, 100:100:50 и 100:100:100 и четирикомпонентни OxPC-съдържащи везикули 

(30 mol% POVPC или PGPC). Съотношенията при трикомпонентните смеси са избрани 

така, че да съответстват на тези, изследвани с другите флуоресцентни методи - 

PC/SM/Chol 50:25:25, 40:40:20 и 34:33:33, или 1:0.5:0.5, 1:1:0.5 и 1:1:1, като тук целта е 

да се запази постоянна концентрацията на РС молекулите, които са субстрат на sPLA2.  

Промените във флуоресценцията се наблюдават в реално време след добавянето 

на bvPLA2 чрез хидролизата на PED6, при която се освобождава BODIPY-белязана 

свободна мастна киселина. По този начин, регистрираната FL емисия е 

правопропорционална на ензимната активност и се увеличава като функция на времето 

чрез различни наклони на кинетичните криви, на базата на които се определя скоростта 

на реакцията. В резултат на ензимното действие се получава продукт с първоначална 

скорост, която е приблизително линейна за определен кратък период след началото на 

реакцията. С напредването ѝ, поради изчерпването на субстратите, скоростта 

постепенно се забавя и накрая спира, достигайки плато. Затова за определяне на 

скоростта на ензимната реакция е важно да се вземе само линейната част от 

кинетичната крива. Така протича типична ензимна реакция, чиято експериментална 

крива представлява правоъгълна хипербола [42, 43]. 

 

3.1. Ефект на степента на ненаситеност на мастните киселини в молекулата 

на глицерофосфолипидите POPC и PDPC върху активността на sPLA2  

Кинетиката на хидролиза на флуорогенния субстрат PED6 от sPLA2 от пчелна 

отрова (bvPLA2) в еднокомпонентни контролни РС везикули, модел на Ld фаза, като 

функция на времето при физиологична температура, 37°С, е представена на фиг. IV-10. 

Изследвана е ензимната активност върху везикули, формирани с използване на двата 

протокола на хидратиране на липидите: RT и HC [28]. Както се вижда на графиките 

(фиг. IV-10), ензимната активност е по-висока при мононенаситените мембрани в 

сравнение с полиненаситените, което е в съответствие с резултатите, получени от 

Mouchlis и Dennis [44], които съобщават за по-висока sPLA2 активност при POPC в 

сравнение с PDPC мембраните. По-ранни проучвания също докладват за незначително 

повишаване на активността на PLA2 в присъствието на ОА в сравнение с инхибиращия 

ефект на EPA или DHA [45], което потвърждава противовъзпалителната роля на ω-3 

мастните киселини. 
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Фиг. IV-10. Кинетика на хидролизата на флуорогенния субстрат PED6 под действие на sPLA2 в 

контролни субстратни везикули, съставени от мононенаситени POPC и полиненаситени PDPC липидни 

молекули. Везикулите са формирани чрез A) хидратиране на липидите на стайна температура (RT) и B) 

по протокола, включващ нагряване и охлаждане (HC). Съотношение PC/PED6 10:1 mol/mol, 

съотношение (PC+PED6)/ензим ≈ 8000:1 mol/mol. Кривите показват съотношението на интензитета 

на флуоресценцията (FL) при 530 nm, F530, във време t, нормализирано към първоначалната FL при 530 

nm преди добавянето на ензима (базовата линия представлява контрола без ензим с продължителност 

5 min) минус 1 (FL = F530 /F530, initial – 1). Добавяне на 2.5 μg/ml bvPLA2 при t = 0 min. Измерването включва 

проследяване на ензимната кинетика за 2.5 часа при 37°C. Получените интензитети на FL емисии са 

представени през интервали от 5 min за яснота. Данните са изразени като средна стойност ± SD 

(n=12).  
 

FL емисия при мононенаситения матрикс е около 2 пъти по-висока в сравнение с 

тази при полиненаситения при t = 10 min и за двата начина на хидратация на липидите. 

Обаче при везикулите, хидратирани на стайна температура (RT), интензитетът на FL, 

достигнат при t = 10 min, е почти идентичен в двата вида матрикси (47% за POPC и 40% 

за PDPC везикули) спрямо крайните стойности на FL при t = 150 min (Фиг. IV-10А). 

Докато при POPC везикулите, хидратирани чрез цикли на нагряване и охлаждане (HC), 

при t = 10 min 75% от регистрираните стойности на FL са достигнати, а при PDPC 

везикулите – само 53% (Фиг. IV-10B). Тези резултати подчертават по-висока начална 

скорост на генериране на белязани с багрилото BODIPY sn-2 ацилни вериги на 

флуорогенния субстрат PED6, индуцирана от sPLA2 активност и по-бързо достигане на 

стабилно състояние в POPC мембрани, получени чрез HC хидратация. 

 

3.2. Ефект на окислените липиди POVPC и PGPC върху активността на 

sPLA2 в зависимост от степента на ненаситеност на мастните киселини в 

молекулата на глицерофосфолипидите POPC и PDPC 

Ефектът на OxPCs (30 mol% POVPC или PGPC) върху активността на sPLA2 в 

зависимост от степента на ненаситеност на мастната киселина при sn-2 позиция на 

глицерофосфолипидите POPC и PDPC е представен на фиг. IV-11.1. POVPC индуцира 
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намаляване на интензитета на FL в двата липидни матрикса при двата протокола на 

липидна хидратация, докато ефектът на PGPC е различен [28]. При RT хидратация, 

активността на sPLA2 в PC/PGPC везикулите е по-висока в сравнение с контролата в 

двата типа матрикси. Обратният ефект се наблюдава, когато се използва протокол за 

НС хидратация. Ензимната активност намалява и в двата типа матрикси в сравнение с 

контролната проба без PGPC (фиг. IV-11.1).  
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Фиг. IV-11.1. Кинетика на хидролизата на флуорогенния субстрат PED6 под действие на sPLA2 в OxPC-

съдържащи везикули (30 mol% POVPC или PGPC), съставени от A) мононенаситени POPC и B) 

полиненаситени PDPC липидни молекули (PC/OxPC 100:30). Везикулите са формирани чрез хидратиране 

на липидите на стайна температура (RT) и по протокола, включващ нагряване и охлаждане (HC). 

Съотношение PC/PED6 10:1 mol/mol, съотношение (PC+PED6)/ензим ≈ 8000:1 mol/mol. А) Кривите 

показват съотношението на интензитета на флуоресценцията (FL) при 530 nm, F530, във време t, 

нормализирано към първоначалната FL при 530 nm преди добавянето на ензима (базовата линия 

представлява контрола без ензим с продължителност 5 min) минус 1 (FL = F530 /F530, initial – 1). Добавяне 

на 2.5 μg/ml bvPLA2 при t = 0 min. Измерването включва проследяване на ензимната кинетика за 2.5 часа 

при 37°C. Получените интензитети на FL емисии са представени през интервали от 5 min за яснота. 

Данните са изразени като средна стойност ± SD (n=12).  
 

За количествено определяне на ефекта на OxPCs върху активността на sPLA2 в 

мононенаситени и полиненаситени мембрани, бяха изчислени абсолютните и 

относителните изменения на стойностите на FL (фиг. IV-11.2). Както може да се види 

от фиг. IV-11.2В, POVPC в двата типа матрикси показва по-силен инхибиращ ефект 

(ΔFL/FLPC, %) върху активността на sPLA2 в проби, хидратирани чрез HC протокол в 

сравнение с тези, хидратирани при RT. При хидратиране на липидите изцяло на стайна 

температура, POVPC проявява 3 пъти по-силен ефект върху активността на sPLA2 при 

мононенаситените мембрани в сравнение с полиненаситения матрикс. Както беше 

отбелязано по-нагоре, другият изследван окислен липид, PGPC, проявява различен 

ефект върху ензимната активност в зависимост от протокола на хидратация на 

липидите (активиращ ефект при RT хидратация и инхибиращ ефект при НС 
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хидратация) и при двата типа матрикси. За разлика от установения резултат при 

POVPC-съдържащите везикули, ефектът на PGPC е по-силен при използване на RT в 

сравнение с НС протокола и при полиненаситените мембрани в сравнение с 

мононенаситения матрикс. Всичко това показва, че за ефекта на OxPCs върху 

активността на sPLA2, степента на ненаситеност на мастните киселини в sn-2 позиция 

на РС молекулите, както и протоколът за смесване и хидратация на липидите, имат 

ключово значение.    
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Фиг. IV-11.2. Изменение на интензитета на флуоресценцията (FL), резултат от хидролизата на 

флуорогенния субстрат PED6 под действие на sPLA2 в OxPC-съдържащи везикули (30 mol% POVPC или 

PGPC), съставени от мононенаситени POPC (A1 и B1) и полиненаситени PDPC (A2 и B2) липидни 

молекули (PC/OxPC 100:30) спрямо контролните PC везикули, представено в абсолютни (A) и 

относителни (B) стойности като функция на времето. Абсолютното изменение, ΔFL, се определя като 

разликата между интензитета на FL за OxPC-съдържащи и контролни везикули (FLPC (POPC или PDPC)), 

ΔFL = FLPC/OxPC - FLPC. Относителното изменение на FL, ΔFL/FLPC, се изразява в проценти за POPC 

(B1) и за PDPC (B2) везикулите.  

RT - протокол за хидратация на липидите на стайна температура; HC - протокол, включващ нагряване 

и охлаждане при липидната хидратация. 
 

Както беше споменато по-горе, ензимната реакция се характеризира с начална 

скорост, която е линейна през първите минути. За да се оцени скоростта на ензимното 
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действие за всяка от изследваните липидни смеси, беше направен анализ на линейната 

част на нормализираните кинетични криви (фиг. IV-11.3). 
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Фиг. IV-11.3. A) Линейна регресия на началната част от кинетичните криви на интензитета на 

флуоресценцията, FL, при контролни PC везикули, съставени от мононенаситени POPC (A1) и 

полиненаситени PDPC (A2) липидни молекули и OxPC-съдържащи везикули (30 mol% POVPC или PGPC), 

получени чрез: протокол за хидратация на липидите на стайна температура (RT) и протокол, 

включващ нагряване и охлаждане (HC). FL = F530/F530, initial – 1 = a+bt, където a и b означават отрез 

(intercept) и наклон (slope), съответно. Отрезът дава стойността на интензитета на 

флуоресценцията, FL=F530/F530, initial – 1, при t = 0 min. Във всеки експеримент отчитането на FL 

започва след добавянето на ензима в ямките на плаката, поради което в началния момент 

интензитетът на FL се различава от 0. Данните са изразени като средна стойност ± SD (n=12). B) 

Скорост на ензимната реакция, която се определя от наклона на кинетичните криви (dFL/dt [min-1]). 

Направен е One-Way ANOVA анализ. Данните са извлечени от нормално разпределени популации. 

С различни малки букви са означени статистическите различия в средните стойности, въз основа на 

проведения Tukey test с P < 0.05.     
 

На базата на определените наклони на кинетичните криви може да се види, че и 

при двата типа контролни PC везикули без OxPC, скоростта на реакцията е по-висока, 

когато везикулите са хидратирани чрез HC протокол в сравнение с тези, получени чрез 

RT хидратация (фиг. IV-11.3В). Най-висока скорост на ензимната реакция беше 

установена при еднокомпонентни POPC мембрани (0.080 min-1 = 4.80 s-1) и 2 пъти 

по-висока в сравнение със скоростта, измерена за PDPC везикулите 

(0.039 min-1 = 2.34 s-1). От друга страна, в присъствието на OxPC скоростта на 
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ензимната реакция е по-висока при везикули, хидратирани чрез RT протокол в 

сравнение с тези, получени чрез HC хидратация. Беше установено намаляване на 

скоростта на реакцията, катализирана от sPLA2 в POVPC-съдържащи мембрани спрямо 

контролните везикули в двата типа РС матрикси независимо от използвания метод на 

липидна хидратация. PGPC показва различен ефект в зависимост от липидния матрикс 

и използвания протокол за липидна хидратация. В полиненаситените мембрани, в 

присъствие на PGPC скоростта на реакцията е 2 пъти по-висока (0.063 min-1 = 3.78 s-1) в 

сравнение с контролните PDPC везикули (0.033 min-1 = 1.98 s-1) при RT хидратация. В 

мононенаситените POPC/PGPC мембрани, скоростта на ензимната реакция е по-ниска 

(0.053 min-1 = 3.18 s-1) в сравнение с контролните POPC везикули (0.060 min-1 = 3.60 s-1).  

Бихме могли да предположим, че инхибиращият ефект на POVPC и PGPC се 

дължи на свързването на sPLA2 с OxPCs, чиито хидрофилни глави са като тези на 

субстратните РС молекули. Това означава, че OxPCs могат да действат като 

конкурентен инхибитор, подобно на SM [46-48], когато PED6 се използва като субстрат 

за оценка на активността на sPLA2, т.е. те се конкурират с PED6 и/или РС молекулите 

за свързване с активния център на ензима [49]. Би могло да се приеме, че свързването 

на OxPCs с ензима е без последваща хидролиза, тъй като е установено, че само три 

представителя на суперсемейството на PLA2 ензимите имат способността да 

хидролизират фосфолипиди с къси вериги, а именно PAF ацетилхидролаза I (група 

VIIA PLA2), която е свързана с липопротеините, PAF ацетилхидролаза II (група VIIB 

PLA2), която действа вътреклетъчно, както и лизозомалната PLA2 (група XV PLA2), 

като по този начин разкрива нов катаболитен път за изчистването мембраната от тези 

молекули [50-52]. 

Вероятно специфичното биологично действие на изследваните окислени липиди 

се основава на природата на тяхната къса окислена ацилна верига в sn-2 позиция. Както 

е споменато по-нагоре, късите окислени опашки могат да се насочат към водната фаза 

[36], като по този начин повлияват молекулното пакетиране и благоприятстват 

понижаването на мембранната пропускливост [53]. PGPC проявява по-слаб инхибиращ 

ефект върху активността на sPLA2 в сравнение с POVPC. Ние предполагаме, че 

карбоксиацилните вериги, локализирани главно извън повърхността на мембраната, 

пространствено възпрепятстват свързването на ензима с PGPC. По този начин, повече 

sPLA2 молекули са налични за хидролиза на субстрата, както се вижда от по-високата 

FL емисия, регистрирана при PGPC-съдържащите везикули в сравнение с POVPC 
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(Фиг. IV-11.1). В подкрепа на това са и резултатите, получени при симулации с метода 

молекулярна динамика, които показват, че PGPC леко "стърчи" от областта на 

полярните глави, като по този начин значително намалява ефективната площ, което 

най-вероятно води до повишена мобилност [54]. Този ефект е по-изразен при повишена 

температура, което е индикация, че изместването на PGPC извън равнината на бислоя е 

ентропично предпочитано. Установена е разлика в подвижността на скъсената при sn-2 

позиция верига, като OxPC с алдехидна група (POVPC) показва времена на релаксация 

2 до 6 пъти по-дълги от тези на OxPC с карбоксилна група (PGPC). По-кратките 

времена на релаксация показват повишена ориентационна мобилност [37], т.е. по-

голяма вероятност за свързване на sPLA2 с POVPC и съответно по-силен инхибиращ 

ефект на последния в сравнение с PGPC.   

Природата на мастните киселини при всичките четири изследвани PC молекули 

също играе съществена роля. От една страна, DHA въглеродните вериги са 

изключително гъвкави, поради високата си степен на молекулна свобода, докато в 

същото време PDPC се характеризира с висока електронна плътност близо до границата 

липид-вода [55, 56]. От друга страна, sn-2 карбоксиацилните вериги на PGPC 

индуцират по-висока странична дифузия на мембранните липиди в сравнение с sn-2 

алдехидоацилните вериги на POVPC [36]. Тази висока гъвкавост на DHA веригите в 

комбинация с по-висока странична мобилност на липидите, индуцирани от PGPC 

молекулите, може да бъде допълнителен фактор, който възпрепятства свързването на 

ензима със субстратните PDPC молекули.  

 

3.3. Ефект на Chol върху активността на sPLA2 в зависимост от степента на 

ненаситеност на мастните киселини в молекулата на глицерофосфолипидите 

POPC и PDPC  

Ефектът на Chol (50 и 100 mol%) върху активността на sPLA2 в зависимост от 

степента на ненаситеност на мастната киселина при sn-2 позиция на 

глицерофосфолипидите POPC и PDPC е представен на фиг. IV-12.1. 

Ензимната активност намалява и в двата типа матрикси в сравнение с 

еднокомпонентните контролни PC везикули (фиг. IV-10А). При полиненаситените 

мембрани, Chol проявява много силен инхибиращ ефект като в по-високата си 

концентрация потиска напълно активността на sPLA2 (фиг. IV-12.1 А2).   
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Фиг. IV-12.1. Кинетика на хидролизата на флуорогенния субстрат PED6 под действие на sPLA2 в Chol-

съдържащи РС везикули: A) POPC/Chol и B) PDPC/Chol смеси, 100:50 и 100:100 mol/mol. Съотношение 

PC/PED6 10:1 mol/mol, съотношение (PC+PED6)/ензим ≈ 8000:1 mol/mol. Кривите показват 

съотношението на интензитета на флуоресценцията (FL) при 530 nm, F530, във време t, нормализирано 

към първоначалната FL при 530 nm преди добавянето на ензима (базовата линия представлява 

контрола без ензим с продължителност 5 min) минус 1 (FL = F530 /F530, initial – 1). Добавяне на 2.5 μg/ml 

bvPLA2 при t = 0 min. Измерването включва проследяване на ензимната кинетика за 2.5 часа при 37°C. 

Получените интензитети на FL емисии са представени през интервали от 5 min за яснота. Данните са 

изразени като средна стойност ± SD (n=12).  
 

Както може да се види от фиг. IV-12.2В, Chol в двете изследвани концентрации 

показва по-силен инхибиращ ефект (ΔFL/FLPC, %) върху активността на sPLA2 при 

полиненаситените мембрани в сравнение с мононенаситените. При бинарните везикули 

PDPC/Chol 1:1 инхибирането на ензимната активност е 100% спрямо контролните 

везикули, съставени от 100 mol% PDPC, а при PDPC/Chol 1:0.5 инхибирането е около 

90%. При бинарните мононенаситени мембрани, активността на sPLA2 намалява с 50% 

при POPC/Chol 1:1 и 45% при POPC/Chol 1:0.5 спрямо контролните везикули, 

съставени от 100 mol% POPC. Тези резултати показват, че концентрацията на Chol не е 

определяща за ефекта му върху активността на ензима и при двата липидни матрикса, 

по отношение на количеството на продуктите, регистрирано като интензитет на FL, но 

при полиненаситените мембрани инхибирането е 2 пъти по-силно в сравнение с 

мононенаситените.  
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Фиг. IV-12.2. Изменение на интензитета на флуоресценцията (FL), резултат от хидролизата на 

флуорогенния субстрат PED6 под действие на sPLA2 в Chol-съдържащи РС везикули (POPC/Chol и 

PDPC/Chol смеси, 100:50 и 100:100 mol/mol) спрямо контролните PC везикули (Фиг. IV-10А), 

представено в абсолютни (A) и относителни (B) стойности като функция на времето. Абсолютното 

изменение, ΔFL, се определя като разликата между интензитета на FL за Chol-съдържащи и 

контролни везикули (FLPC (POPC или PDPC)), ΔFL = FLPC/Chol - FLPC. Относителното изменение на FL, 

ΔFL/FLPC, се изразява в проценти за POPC/Chol и PDPC/Chol везикулите.  
 

 На базата на определените наклони на кинетичните криви може да се види, че 

скоростта на ензимната реакция е по-висока при мононенаситените мембрани в 

сравнение с полиненаситените и зависи от Chol концентрация (фиг. IV-12.3В). И при 

двата липидни матрикса при наличие на 50 mol% Chol, скоростта на катализираната от 

bvPLA2 реакция на хидролиза на флуорогенния субстрат PED6 е 2 пъти по-висока в 

сравнение с тази при наличие на 100 mol% Chol, т.е. 2 пъти повече Chol – 2 пъти 

по-бавна ензимна реакция.  
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Фиг. IV-12.3. A) Линейна регресия на началната част от кинетичните криви на интензитета на 

флуоресценцията, FL, при Chol-съдържащи РС везикули (POPC/Chol и PDPC/Chol смеси, 100:50 и 

100:100 mol/mol). FL = F530/F530, initial – 1 = a+bt, където a и b означават отрез (intercept) и наклон (slope), 

съответно. Отрезът дава стойността на интензитета на флуоресценцията, FL=F530/F530, initial – 1, при 

t = 0 min. Във всеки експеримент отчитането на FL започва след добавянето на ензима в ямките на 

плаката, поради което в началния момент интензитетът на FL се различава от 0. Данните са 

изразени като средна стойност ± SD (n=12). B) Скорост на ензимната реакция, която се определя от 

наклона на кинетичните криви (dFL/dt [min-1]). Направен е One-Way ANOVA анализ. Данните са 



37 

 

извлечени от нормално разпределени популации. С различни малки букви са означени статистическите 

различия в средните стойности, въз основа на проведения Tukey test с P < 0.05. 
 

В бинарната смес PC/Chol при съотношение на липидите 1:0.5, скоростта на 

реакцията е с около 80% по-ниска при полиненаситения матрикс (0.0042 min-1 

= 0.25 s-1) в сравнение с мононенаситения (0.0231 min-1 = 1.4 s-1), а при еквимоларно 

съотношение на липидите (1:1) при PDPC-съдържащите везикули (0.0013 min-1  

= 0.08 s-1) реакцията протича с 90% по-бавно спрямо тази при PОPC-съдържащите 

мембрани (0.0142 min-1 = 0.85 s-1). 

 

3.4. Ефект на степента на ненаситеност на мастните киселини в молекулата 

на глицерофосфолипидите POPC и PDPC върху активността на sPLA2 в 

PC/SM/Chol  смеси - модел на Lo/Ld ко-съществуване 

С добавяне на бинарната смес SM/Chol към еднокомпонентните PC смеси са 

формирани трикомпонентни везикули PC/SM/Chol в съотношения на липидите 

100:50:50, 100:100:50 и 100:100:100, т.е. 1:0.5:0.5, 1:1:0.5 и 1:1:1. Изследвана е 

активността на sPLA2 в зависимост от степента на ненаситеност на мастните киселини 

в молекулата на глицерофосфолипидите POPC и PDPC във везикулите, моделиращи 

Lo/Ld ко-съществуване (фиг. IV-13.1). Ензимната активност е по-ниска и в двата типа 

матрикси в сравнение с еднокомпонентните контролни PC везикули (фиг. IV-10). При 

полиненаситените мембрани, при наличие на SM, активността на sPLA2 е значително 

по-висока в сравнение с тази при бинарните смеси PDPC/Chol, където е силно 

инхибирана (фиг. IV-12.1B). Най-висок интензитет на FL е регистриран при смесите с 

най-ниско съдържание на SM и Chol, а именно PC/SM/Chol 1:0.5:0.5. При 

мононенаситените мембрани няма статистически значима разлика в активността на 

sPLA2 при другите две изследвани смеси, т.е. при съотношение на POPC/SM 1:1 

концентрацията на Chol няма съществено значение. При полиненаситените мембрани, 

обаче, най-ниска ензимна активност е установена при еквимоларно липидно 

съотношение в сместа PDPC/SM/Chol 1:1:1, т.е. с най-високо съдържание на SM и Chol. 
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Фиг. IV-13.1. Кинетика на хидролизата на флуорогенния субстрат PED6 под действие на sPLA2 в 

контролни PC/SM/Chol смеси (100:50:50, 100:100:50, 100:100:100 mol/mol). Съотношение PC/PED6 10:1 

mol/mol, съотношение (PC+PED6)/ензим ≈ 8000:1 mol/mol. Кривите показват съотношението на 

интензитета на флуоресценцията (FL) при 530 nm, F530, във време t, нормализирано към 

първоначалната FL при 530 nm преди добавянето на ензима (базовата линия представлява контрола без 

ензим с продължителност 5 min) минус 1 (FL = F530 /F530, initial – 1). Добавяне на 2.5 μg/ml bvPLA2 при t = 0 

min. Измерването включва проследяване на ензимната кинетика за 2.5 часа при 37°C. Получените 

интензитети на FL емисии са представени през интервали от 5 min за яснота. Данните са изразени 

като средна стойност ± SD (n=12).  
 

На фиг. IV-13.2В е представено относителното изменение на FL (ΔFL/FLPC, %), 

резултат от хидролизата на флуорогенния субстрат PED6 под действие на bvPLA2 в 

трикомпонентни PC/SM/Chol смеси спрямо контролните еднокомпонентни PC 

везикули (Фиг. IV-10А). Инхибиращият ефект върху ензимната активност при наличие 

на еквимоларно съотношение на SM/Chol в смесите PC/SM/Chol 1:0.5:0.5, както и в 

PC/SM/Chol 1:1:1, не зависи от вида на глицерофосфолипидните молекули (POPC или 

PDPC) във везикулите. Активността на sPLA2 намалява с около 45% и 77%, съответно. 

При сместа РОРC/SM/Chol 1:1:0.5, ензимната активност е със 76% по-ниска в 

сравнение с контролните РОРС везикули, докато при PDPC/SM/Chol 1:1:0.5 – само с 

57% по-ниска спрямо еднокомпонентната PDPC контрола. Това означава, че при 

наличие на SM/Chol в съотношение 2:1 в трикомпонентните смеси, инхибиращият 

ефект върху ензимната активност е по-силен при мононенаситения матрикс, отколкото 

при полиненаситения в сравнение с еднокомпонентната РС контрола. Освен това, 

активността на sPLA2 не зависи от степента на ненаситеност на мастната киселина в РС 

молекулите в състава на PC/SM/Chol 1:1:0.5. 
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Фиг. IV-13.2. Изменение на интензитета на флуоресценцията (FL), резултат от хидролизата на 

флуорогенния субстрат PED6 под действие на sPLA2, в контролни PC/SM/Chol смеси (100:50:50, 

100:100:50, 100:100:100 mol/mol) спрямо контролните PC везикули (Фиг. IV-10А), представено в 

абсолютни (A) и относителни (B) стойности като функция на времето. Абсолютното изменение, ΔFL, 

се определя като разликата между интензитета на FL за PC/SM/Chol смесите и контролните РС 

везикули (FLPC (POPC или PDPC)), ΔFL = FLPC/SM/Chol - FLPC. Относителното изменение на FL, ΔFL/FLPC, се 

изразява в проценти за POPC/SM/Chol и PDPC/SM/Chol везикулите. 
 

На базата на определените наклони на кинетичните криви може да се види, че 

скоростта на ензимната реакция е най-висока при мононенаситените мембрани 

POPC/SM/Chol 1:0.5:0.5 (0.030 min-1 = 1.80 s-1) (фиг. IV-13.3В). При POPC/SM/Chol 

1:1:1 и при двата типа матрикси PC/SM/Chol 1:1:0.5 скоростта на реакцията, 

катализирана от bvPLA2, е 2 пъти по-ниска (0.015 min-1 = 0.90 s-1), а при PDPC/SM/Chol 

1:1:1 – 3 пъти по-ниска (0.011 min-1 = 0.66 s-1).       
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Фиг. IV-13.3. A) Линейна регресия на началната част от кинетичните криви на интензитета на 

флуоресценцията, FL, при контролни PC/SM/Chol смеси (100:50:50, 100:100:50, 100:100:100 mol/mol). FL 

= F530/F530, initial – 1 = a+bt, където a и b означават отрез (intercept) и наклон (slope), съответно. 

Отрезът дава стойността на интензитета на флуоресценцията, FL=F530/F530, initial – 1, при t = 0 min. 

Във всеки експеримент отчитането на FL започва след добавянето на ензима в ямките на плаката, 

поради което в началния момент интензитетът на FL се различава от 0. Данните са изразени като 

средна стойност ± SD (n=12). B) Скорост на ензимната реакция, която се определя от наклона на 

кинетичните криви (dFL/dt [min-1]). Направен е One-Way ANOVA анализ. Данните са извлечени от 

нормално разпределени популации. С различни малки букви са означени статистическите различия в 

средните стойности, въз основа на проведения Tukey test с P < 0.05. 
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3.5. Ефект на окислените липиди POVPC и PGPC върху активността на 

sPLA2 в зависимост от степента на ненаситеност на мастните киселини в 

молекулата на глицерофосфолипидите POPC и PDPC в PC/SM/Chol смеси - модел 

на Lo/Ld ко-съществуване 

Ефектът на OxPCs (30 mol% POVPC или PGPC) върху активността на sPLA2, в 

зависимост от степента на ненаситеност на мастната киселина при sn-2 позиция на 

глицерофосфолипидите POPC и PDPC в трикомпонентни везикули PC/SM/Chol при 

съотношения на липидите 100:50:50, 100:100:50 и 100:100:100, т.е. 1:0.5:0.5, 1:1:0.5 и 

1:1:1., е представен на фиг. IV-14.1. POVPC индуцира намаляване на интензитета на FL 

при всички трикомпонентни смеси, докато ефектът на PGPC е различен. При смесите 

PC/SM/Chol в съотношения 1:0.5:0.5 и 1:1:0.5 също проявява инхибиращ ефект върху 

активността на sPLA2, макар и по-слабо изразен в сравнение с POVPC. Интересен 

резултат е, че при смесите PC/SM/Chol 1:1:1, PGPC активира ензимната активност и 

при двата липидни матрикса. 

От количественото определяне на ефекта на OxPCs върху активността на sPLA2 

в мононенаситени и полиненаситени PC/SM/Chol мембрани, на фиг. IV-14.2В се вижда, 

че при смесите PC/SM/Chol 1:1:0.5, където SM/Chol е 2:1, OxPCs проявяват силен 

инхибиращ ефект върху ензимната активност и при двата типа липидни матрикси, 

който за POVPC е 100%, а за PGPC – близо 90%. При смесите PC/SM/Chol 1:0.5:0.5, 

OxPCs проявяват 1.5 пъти по-силен инхибиращ ефект върху ензимната активност при 

мононенаситените мембрани в сравнение с полиненаситените, като POVPC води до по-

силно намаляване на интензитета на FL, резултат от хидролизата на флуорогенния 

субстрат PED6, в сравнение с PGPC. При смесите PC/SM/Chol 1:1:1, двата изследвани 

окислени липида проявяват различен ефект. При смесите с еквимоларно липидно 

съотношение, POVPC проявява 1.5 пъти по-силен инхибиращ ефект върху активността 

на sPLA2 при полиненаситените мембрани в сравнение с мононенаситените, докато 

PGPC проявява 7 пъти по-силен активиращ ефект върху активността на sPLA2 при 

мононенаситените мембрани в сравнение с полиненаситените. 
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Фиг. IV-14.1. Кинетика на хидролизата на флуорогенния субстрат PED6 под действие на sPLA2 в 

PC/OxPC/SM/Chol везикули (OxPC = 30 mol% POVPC или PGPC) и контролни PC/SM/Chol смеси 

(100:50:50, 100:100:50, 100:100:100 mol/mol). Съотношение PC/PED6 10:1 mol/mol, съотношение 

(PC+PED6)/ензим ≈ 8000:1 mol/mol. Кривите показват съотношението на интензитета на 

флуоресценцията (FL) при 530 nm, F530, във време t, нормализирано към първоначалната FL при 530 nm 

преди добавянето на ензима (базовата линия представлява контрола без ензим с продължителност 

5 min) минус 1 (FL = F530 /F530, initial – 1). Добавяне на 2.5 μg/ml bvPLA2 при t = 0 min. Измерването включва 

проследяване на ензимната кинетика за 2.5 часа при 37°C. Получените интензитети на FL емисии са 

представени през интервали от 5 min за яснота. Данните са изразени като средна стойност ± SD 

(n=12).  
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Фиг. IV-14.2. Изменение на интензитета на флуоресценцията (FL), резултат от хидролизата на 

флуорогенния субстрат PED6 под действие на sPLA2 в PC/OxPC/SM/Chol везикули (OxPC = 30 mol% 

POVPC или PGPC) спрямо контролните PC/SM/Chol смеси (100:50:50, 100:100:50, 100:100:100 mol/mol), 

представено в абсолютни (A) и относителни (B) стойности като функция на времето. Абсолютното 

изменение, ΔFL, се определя като разликата между интензитета на FL за PC/OxPC/SM/Chol смесите и 

контролните РС/SM/Chol везикули (FLPC/SM/Chol (POPC/SM/Chol или PDPC/SM/Chol)), ΔFL = FLPC/OxPC/SM/Chol - 

FLPC/SM/Chol. Относителното изменение на FL, ΔFL/FLPC/SM/Chol, се изразява в проценти за 

POPC/OxPC/SM/Chol и PDPC/OxPC/SM/Chol везикулите. 
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На базата на определените наклони на кинетичните криви може да се види, че 

най-ниска скорост на хидролизната реакция, катализирана от sPLA2, е установена при 

четирикомпонентните смеси PC/SM/Chol/OxPC 1:1:0.5:0.3 (фиг. IV-14.3В). 
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Фиг. IV-14.3. A) Линейна регресия на началната част от кинетичните криви на интензитета на 

флуоресценцията, FL, при PC/OxPC/SM/Chol везикули (OxPC = 30 mol% POVPC или PGPC) и контролни 

PC/SM/Chol смеси (100:50:50, 100:100:50, 100:100:100 mol/mol). FL = F530/F530, initial – 1 = a+bt, където a 

и b означават отрез (intercept) и наклон (slope), съответно. Отрезът дава стойността на 

интензитета на флуоресценцията, FL=F530/F530, initial – 1, при t = 0 min. Във всеки експеримент 

отчитането на FL започва след добавянето на ензима в ямките на плаката, поради което в началния 

момент интензитетът на FL се различава от 0. Данните са изразени като средна стойност ± SD 

(n=12). B) Скорост на ензимната реакция, която се определя от наклона на кинетичните криви (dFL/dt 

[min-1]). Направен е One-Way ANOVA анализ. Данните са извлечени от нормално разпределени популации. 
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С различни малки букви са означени статистическите различия в средните стойности, въз основа на 

проведения Tukey test с P < 0.05. 

 

При OxPC-съдържащите мембрани, скоростта на ензимната реакция намалява с 

над 85% в сравнение с трикомпонентните контролни смеси. При смесите 

POPC/SM/Chol/OxPC 1:0.5:0.5:0.3, ензимната реакция също е с около 80-85% по-бавна 

в сравнение с контролната смес, докато при полиненаситените мембрани със същото 

липидно съотношение скоростта на реакцията намалява със 70% при POVPC-

съдържащите везикули и с 50% при PGPC-съдържащите везикули. При везикулите с 

еквимоларно съотношение на липидите PC/SM/Chol 1:1:1, при полиненаситения 

матрикс OxPCs проявяват най-слаб инхибиращ ефект спрямо контролната смес. 

Скоростта на ензимната реакция намалява с 50% при POVPC-съдържащите везикули и 

с 40% при PGPC-съдържащите везикули. А при мононенаситените мембрани, при 

наличие на POVPC скоростта намалява с около 60%, докато при PGPC-съдържащите 

везикули реакцията протича с 20% по-бързо в сравнение с контролата. 

Очевидно е, че кинетика на хидролизата на РС мембрани в Lo/Ld фазово 

състояние под действие на sPLA2 е изключително сложна. Латералното разделяне на 

фазите, мембранната хетерогенност и кривина, а също така и динамичните флуктуации 

на липидното пакетиране, модулират активността на sPLA2 към субстратите ѝ в бислоя 

[57, 58]. Дори самото взаимодействие на ензима с повърхността на бислоя повлиява 

хидролитичната му активност. Бислоят става по-тънък в областта на контакт между 

sPLA2 и липидния субстрат [59]. Все повече доказателства посочват модулирането на 

кривината като основна промяна на мембранната структура при натрупването на 

ензимно генерирани липидни продукти [60-62]. Действието на PLA2 върху PC 

молекулите генерира едноверижни PCs (lyso-PCs) и свободни мастни киселини. В 

зависимост от дължината на ацилната верига и двата компонента могат да останат в 

бислоя, осигурявайки различен характер на мембранната структура от PC прекурсора. 
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V. Заключение 

Представената експериментална работа демонстрира ефекта на степента на 

ненаситеност на мастната киселина в sn-2 позиция на глицерола в молекулите на 

глицерофосфолипидите POPC (OA, 18:1) и PDPC (DHA, 22:6 ω-3), както и на 

окислително модифицираните продукти POVPC и PGPC на съдържащия в молекулата 

си арахидонова киселина фосфатидилхолин PАPC, върху мембранната структурна 

организация и активността на sPLA2 в биомиметични системи, моделиращи различни 

фазови състояния. Двата окислени липида се характеризират с къса ацилна верига 

в sn-2 позиция, чиято полярна функционална група в свободния край при POVPC е 

алдехидна, а при PGPC – карбоксилна. Вероятно специфичното биологично действие 

на изследваните окислени липиди се основава на природата на тяхната къса окислена 

ацилна верига в sn-2 позиция. Химичните характеристики на отделните липидни 

молекули, качественият и количественият им състав, както и липид-липидните и 

липид-белтъчните взаимодействия, водят до редица промени в свойствата на 

бислоевете.  

Полиненаситената ω-3 докозахексаенова мастна киселина в състава на PDPC 

молекулата е най-дългата и с най-висока степен на ненаситеност мастна киселина, 

която едновременно е и мишена на оксидативен стрес, и антиоксидант. С настоящата 

работа ние показваме, че поради високата чувствителност на DHA към 

автоокислителни процеси, от изключително важно значение са експерименталните 

условия, включително използваният протокол за смесване и хидратация на липидите и 

по-конкретно температурата, при която се формират липозомите, както и времето на 

измерванията. От получените резултати се вижда, че при използване на протокола с 

цикли на нагряване и охлаждане, както и с течение на времето, степента на 

подреденост на липидните молекули в бислоя нараства.  

Фосфатидилхолиновата молекула PDPC стимулира формирането на по-големи 

домени от вида "rafts" в нанометричната област в сравнение с POPC молекулата и 

очаквано потиска активността на sPLA2, което подчертава противовъзпалителните 

свойства на ω-3 мастните киселини. 

Структурните и динамични свойства на липидните мембрани се влияят в 

различна степен от наличието на OxPCs. POVPC и PGPC водят до по-големи 

структурни промени в мононенаситения матрикс (POPC) и имат незначително 

въздействие върху полиненаситения (PDPC) във везикулите, моделиращи Lo/Ld ко-
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съществуване, демонстрирайки протективната структурна роля на DHA срещу 

наличието на окислени липиди. Изследваните OxPCs в повечето случаи имат 

инхибиращ ефект по отношение на активността на sPLA2 в нашите моделни системи, 

което предполага противовъзпалителен ефект. При еднокомпонентните PC везикули 

(модел на Ld фаза), формирани на стайна температура, както и при трикомпонентните 

PC/SM/Chol (модел на Lo/Ld ко-съществуване) при еквимоларно липидно съотношение 

(1:1:1), обаче, PGPC повишава ензимната активност спрямо тази в контролните 

везикули. При липидните смеси от съществено значение са липидният качествен и 

количествен състав, взаимодействията на Lо-формиращите липиди SM и Chol 

с Ld-формиращите глицерофосфолипиди POPC и PDPC, наличието на окислени липиди 

POVPC или PGPC, както и взаимодействието на sPLA2 с бислоя. Физико-химичните 

свойства на последния са от ключово значение за действието на ензима, което се 

проявява на границата липид-вода, като същевременно самият ензим, генерирайки 

продукти, повлиява мембранната организация и свойства.  

Окислителното модифициране на липидите може да се разглежда като сигнален 

механизъм, който в резултат на промяна в структурната организация и физико-

химичните свойства на биологичните мембрани, последвана от модулация на липид-

липидните и липид-белтъчни взаимодействия, в крайна сметка повлиява биологичните 

процеси на ниво организъм [63]. 
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VI. Изводи 

1. PDPC, съдържащ при sn-2 позиция полиненаситена докозахексаенова 

киселина, стимулира формирането на по-големи домени от вида "rafts" 

(домени в Lo фазово състояние) в моделни мембрани в сравнение с POPC, 

съдържащ мононенаситена олеинова киселина при sn-2 позиция. 

2. Окислените липиди POVPC и PGPC променят латералната организация на 

липидните мембрани. POVPC и PGPC увеличават фракцията и размера на Lo 

домените. POVPC проявява по-силен и концентрационно зависим ефект 

върху размера на домените в сравнeние с PGPC.   

3. OxPCs флуидизират мембрани в Lo (SM/Chol 50:50) и Ld (POPC и PDPC) 

фазови състояния. С увеличаване на температурата този ефект е по-голям 

при полиненаситените мембрани в сравнение с мононенаситените. При 

трикомпонентните Lo/Ld-съдържащи мембрани, OxPCs имат подреждащ 

ефект в мононенаситения матрикс, докато при полиненаситения няма 

промяна в липидното пакетиране.   

4. POVPC демонстрира по-голяма способност да променя флуидитета на 

мембраните, съдържащи Chol, в сравнение с PGPC. Обратна тенденция се 

наблюдава при мембрани без Chol, където PGPC индуцира много по-големи 

промени в липидното подреждане за разлика от POVPC. 

5. OxPCs повлияват в по-голяма степен физико-химичните свойства на 

мембраните и домените в Chol-съдържащ мононенаситен матрикс в 

сравнение с полиненаситен такъв, което демонстрира модел на протективна 

структурна роля на DHA от фамилията на ω-3 мастните киселини срещу 

присъствието на окислените липиди.  

6. Активността на sPLA2 е по-висока при еднокомпонентните мононенаситени 

мембрани в сравнение с полиненаситените. POVPC инхибира ензимната 

активност, което предполага противовъзпалителни свойства, докато PGPC 

има различен ефект в зависимост от протокола на смесване и хидратиране на 

липидите: инхибиращ при използване на цикли на нагряване и охлаждане, и 

активиращ ефект при хидратиране на стайна температура. 
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7. Добавянето на Chol към еднокомпонентните РС мембрани потиска sPLA2 

активността, като при полиненаситените мембрани инхибиращият му 

ефект достига 100%. Скоростта на ензимната реакция зависи 

обратнопропорционално от Chol концентрация.  

8. При трикомпонентните PC/SM/Chol везикули, представящи Lo/Ld съвместно 

съществуване (модел на клетъчните плазмени мембрани), най-висока 

активност на sPLA2 е регистрирана при смесите с най-ниско съдържание на 

SM и Chol. При мононенаситените мембрани, при съотношение на POPC/SM 

1:1 ензимната активност не се повлиява от концентрацията на Chol. При 

полиненаситените мембрани, обаче, най-ниска активност е установена при 

еквимоларно липидно съотношение (1:1:1). 

9. POVPC е инхибитор на sPLA2 активност при всички изследвани Lo/Ld 

мембрани. PGPC се проявява като инхибитор и активатор на езнимната 

активност. При високо съдържание на SM и Chol (PC/SM/Chol 1:1:1), PGPC 

активира sPLA2 в двата липидни матрикса. При по-ниско съдържание на SM 

и Chol, PGPC е по-слаб инхибитор в сравнение с POVPC.  

 

VII. Приноси 

1. За първи път е установено, че протоколът за хидратиране и смесване на 

липиди при формиране на моделни системи, съставени от полиненаситени и 

окислени глицерофосфолипиди, е критичен параметър за установяване на 

мембранната латерална организация и активността на sPLA2.  

2. За първи път е определена структурната и латерална мембранна организация, 

индуцирана от окислените липиди POVPC и PGPC в биомиметични системи, 

моделиращи различни фазови състояния.  

3. За първи път е оценена активността на секреторната фосфолипаза A2 

(bvPLA2) в зависимост от вида на окисления липид и степента на 

ненаситеност на мастната киселина при sn-2 позиция в молекулата на 

глицерофосфолипидите.  
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