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Sazetak

Sfingolipidi su sastojci membrana prisutni u svim eukariotskim stanicama.
Definirani su kao spojevi koji kao okosnicu imaju dugolancanu sfingozinsku
bazu. Najcesce dugolancane baze u vecini sisavaca su D-erythro-sfinganin i
sfingozin. Sfingolipida se, u manjim kolicinama, moze naci u raznim vrstama
hrane. Mlijecna mast sadrzava razlicite vrste sfingolipida. lako se prvobitno
pretpostavljalo da su sfingolipidi vazni kao strukturne komponente membrane,
danas se zna da imaju i znacajnu fiziolosku ulogu. Sfingolipidi iz hrane sve su
znacajniji zbog svoje moguce uloge u inhibiciji karcinoma kolona. Svrha ovog
rada bila je odrediti koncentracije slobodnog i ukupnog sfiganina i sfingozina
u mlijeku (majcino, kravlje, ovcije, kozje i sojino mlijeko). Sfingolipidi su
ekstrahirani iz mlijeka, a slobodne i ukupne sfingozinske baze su dobivene
baznom, odnosno kiselom hidrolizom. Sfinganin i sfingozin su odredeni
pomocu tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti. Rezultati ovog
istrazivanja ukazuju na razliku u koncentracijama sfingozinskih baza u
kravljem mlijeku razlicitog udjela mlijecne masti. Koncentracije slobodnog
sfingozina i sfinganina u kravljem mlijeku bile su niZe nego u majcinom
mlijeku, dok su koncentracije ukupnih sfingozinskih baza u ovcjem i kozjem
mlijeku bile vise od onih u majcinom i kravljem mlijeku. Pasterizacijom se
smanjuje kolicina veéine sfingozinskih baza.

Kljucne rijeci: mlijeko, sfinganin, sfingozin

Uvod

Sfingolipide je prvi definirao J. L. W. Thudicum (Thudicum, 1884.) kao
«enigmatsku» skupinu novih spojeva koje je izolirao dok je proucavao
kemijske sastojke mozga. To su spojevi koji kao okosnicu imaju dugolancanu
sfingozinsku bazu. NajceS¢a dugolanana baza u sisavaca je D-erythro-
sfingozin (sl. 1), ali su poznate i neke druge, manje zastupljene baze, koje se
razlikuju u duljini alkilnih lanaca, broju i poloZaju dvostrukih veza, prisutnosti
hidroksilnih grupa na ¢etvrtom ugljikovom atomu te u razgranjenosti alkilnog
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lanca. Na amino-grupu sfingozinske baze vezana je masna kiselina (s
razli¢itim brojem ugljikovih atoma, zasi¢ena ili nezasi¢ena, sa ili bez hidro-
ksilne skupine na o-C atomu). Slozeni sfingolipidi imaju na prvom
ugljikovom atomu vezanu polarnu skupinu (sl. 2). Sfingolipidi su skupina
lipida koji se nalaze u svim eukariotskim 1 nekim prokariotskim stanicama.
Nalaze se u staniénim membranama, lipoproteinima i drugim lipidima bogatim
strukturama. Imaju brojne funkcije: sudjeluju u regulaciji stani¢nog rasta i
diferencijacije, medustani¢noj komunikaciji, interakcijama stanice sa
supstratom te u signalnoj transdukciji. Neki sfingolipidi djeluju kao drugi
glasnici za faktore rasta, citokine, faktore diferencijacije i toksine (Kolesnick
1 Kronke, 1998.; Merrill 1 sur., 1997.). Nalaze se u mnogim namirnicama,
no do danas jo$ nije poznato jesu li sfingolipidi iz hrane neophodni za rast ili
prezivljavanje. Poznato je da su slozeni sfingolipidi, kao i1 njihovi razgradni
produkti, bioaktivni spojevi koji utje€u na stani¢nu regulaciju. Procjenjuje se
da ih se dnevno konzumira 0,3 do 0,4 g (Vesper 1 sur., 1999.). Sfingolipidi
se razgraduju u probavnom sustavu pri ¢emu nastaju bioaktivni metaboliti
(ceramidi 1 sfingozinske baze) (Schmelz 1 sur., 1994.; Sugawara 1 sur.,
2003.) koji inhibiraju rast stanica raka i induciraju diferencijaciju i apoptozu in
vitro (Merrill 1 Sandhoff, 2002.). Sfingolipidi bi prema tome mogli
djelovati kao biokativne komponente hrane koje sprjeCavaju razvoj
karcinogeneze (Merrill i Schmelz, 2000.). Poznati su brojni stani¢ni ciljevi
ceramida i sfingozinskih baza, a to su uglavnom intracelularni signalni putevi
(Cuvillier, 2002.; Pettus i sur., 2002.) koji ukljucuju protein kinazu C
(Bourbon i sur., 2002.), fosfatidilinozitol-3 kinazu (Calcerrada i sur.,
2002.) 1 regulacijske proteine stanicnog ciklusa (Lee i1 sur., 2000.). Sve to
ukazuje da bi sfingolipidi iz hrane mogli imati znacenje u tretmanu karcinoma
ili drugih bolesti. Iako do sada jo$ ne postoje detaljne studije o udjelu i sastavu
sfingolipida u hrani, poznato je da su mlijeko i mlijecni proizvodi dobar izvor
slozenih sfingolipida, pogotovo sfingomijelina koji ¢ini priblizno jednu tre¢inu
fosfolipida mlijeka. Kako se pretpostavlja da bi sfingolipidi iz mlijeka mogli
imati ulogu u razvoju nekih bolesti, svrha ovog rada bila je odrediti
koncentracije slobodnog i ukupnog sfingozina i sfinganina u raznim vrstama
mlijeka.
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Materijali i metode rada

Uzorci

Za analizu je koriSteno pasterizirano kravlje mlijeko s 0,9 %, 2,8 % 1 3,8
% mlije¢ne masti (Dukat d.o.o., Zagreb, Croatia), uzorak sirovog i
pasteriziranog kravljeg mlijeka (2,8 % mm, Dukat d.o.o., Zagreb, Croatia),
sirovo ov¢je mlijeko te pasterizirano kozje (Vindija d.o.o., Varazdin, Croatia) 1
sojino mlijeko (Alinor, Italija). Koncentracije slobodnog i ukupnog sfingozina
1 sfinganina odredene su u 20 uzoraka mlijeka zdravih Zena u razdoblju od
treCeg do Cetrdesetdrugog dana laktacije (uzorci su skupljeni u Klinici za
zenske bolesti 1 porode, Petrova 13, Zagreb).

Kemikalije

Od otapala za ekstrakciju koristeni su CH3;0H i CHCls, proizvodi Riedel
de Hihn AG, Seelze, Njemacka. Za tekuc¢insku kromatografiju upotrijebljeni
su CH;0H 1 H,O (HPLC Ccistoce), Riedel de Hihn AG, Seelze, Njemacka.
Standardi  sfingozinskih baza (C18 D-sfingozin 1 C18-DL-eritro-
dihidrosfingozin), ortoftaldialdehid (OPA), kao i 2-merkaptoetanol, kupljeni
kod Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Njemacka. Sve ostale
kemikalije nabavljene su u Kemiki, Zagreb.

Ekstrakcija sfingolipida

Sfingolipidi su ekstrahirani iz mlijeka pomocu kloroforma i metanola,
nakon ¢ega je provedena bazna (Riley i sur., 1994.) i kisela hidroliza (Yoo
i sur., 1996.).

Svrha bazne hidrolize je otpuStanje slobodnog sfingozina i sfinganina
cijepanjem acilglicerolipida i hidrolizom lizosfingolipida. Provodi se tako da
se suhi ekstrakt, koji je dobiven ekstrakcijom, otopi u 1 mL smjese 0,1 M
metanolne KOH : CHCl; =4 : 1 ( v/ v ), stavi se 1 minutu u ultrazvu¢nu
kupelj, a nakon toga se inkubira na 37 °C tijekom jednog sata. Smijesa se
ohladi te se doda 1 mL CHCls, 1 mL alkalne vode i lagano se promijesa.
Centrifugira se 20 minuta pri 3 000 o/min, nakon ¢ega se ukloni gornja vodena
faza, a donja kloroformska faza se opere s 2 mL alkalne vode. Jo$ se jednom
centrifugira 10 minuta pri 3000 o/min, nakon ¢ega se ukloni vodena faza, a
kloroformska faza se upari do suhog te se ¢uva pod duSikom na -20 °C do
HPLC analize.

Svrha kisele hidrolize je oslobadanje tzv. ukupnog sfingozina i sfinganina
iz kompleksnih sfingolipida. Kiselim tretmanom dolazi do hidrolize amidno
vezane masne kiseline i bilo koje skupine esterificirane na C1 atomu
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sfingozinske baze. Provodi se tako da se suhom ekstraktu preostalom nakon
ekstrakcije doda 0,5 mL vodene metanolne HCI (IN HCI, priprema se
neposredno prije upotrebe), epruveta se zacepi teflonskim ¢epom i ostavi
stajati priblizno 15 sati na 68 °C. Nakon hladenja na sobnu temperaturu doda
se 0,5 mL zasi¢ene metanolne KOH (30 g KOH se otopi u 100 mL CH3;0H te
se profiltrira kroz nabrani filter papir), 0,5 mL alkalne vode, 0,1 mL otopine
2N NH4OH 1 0,6 mL CHCl3, te se sve promijeSa. Centrifugira se 20 minuta pri
3 000 o/min, nakon ¢ega se vodeni sloj odbaci, a kloroformski sloj se ispere 3
puta s 0,9 mL alkalne vode i upari se do suhog te drzi pod dusikom na -20 °C
do HPLC analize.

Metoda tekucdinske kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC)

Analiza sfingozinskih baza provedena je tekucinskom kromatografijom
visoke djelotvornosti (HPLC). Za derivatizaciju sfingozinskih baza prije
nanoSenja na kolonu upotrijebljen je ortoftaldialdehid (OPA) reagens koji
reagira sa sfingozinskom bazom preko njezine amino-grupe. Za HPLC
upotrijebljena je sljede¢a oprema proizvodaca Perkin Elmer, Norwalk,
Connecticut, SAD: izokratna pumpa s jednim klipom (Series 10, Liquid
Chromatograph); fluorescentni detektor (Model LC 240); interface (Series
900); autosampler (Series 200), pe¢nica za kolonu (Series 200) i racunalni
program za kromatografiju (TOTALCHROM 6.2.0.). Za HPLC upotrijebljena
je analiticka kolona (Radial-PakTM Cartridge, Nova-Pak™ Cyg, 10 cm x 0,8
cm, 4 um), modul za kolonu (RCM 8x10) i nosa¢ s predkolonskim filterom
(Guard-Pak assembly, Nova-Pak C;s, 4 um ), Waters Corporation, Milford,
Massachusetts. Upotrijebljena je aparatura za filtraciju otapala za HPLC koja
se sastoji od lijevka (300 mL), nosaca za filter papir, nitroceluloznog filter
papira (47 mm, 0,45 pm) i staklene boce od 1L koja se spaja na vakuum
(Millipore).

Uzorak za HPLC pripremljen je tako da je suhom ekstraktu (dobiven
baznom ili kiselom hidrolizom) dodano 250 pL. mobilne faze, mijeSano 1
minutu mijeSalicom, nakon ¢ega je dodano 50 pL OPA reagensa (priprema se
tako da se 5 mg reagensa i 5 pl 2-merkaptoetanola otopi u 0,1 mL etanola i
nadopuni se do 10 ml s bornim puferom - pH prilagoden na 10,5 pomocu 1M
KOH). Nakon toga je uzorak mijeSan 30 sekundi mijeSalicom, profiltriran
centrifugiranjem kroz filter veli¢ine pora 0,45 um i ostavljen 1 sat na sobnoj
temperaturi prije injektiranja. Identitet pojedinacnih sfingozinskih baza u
uzorku odreden je usporedbom kromatograma uzorka s kromatogramom
smjese standarda. Svi uzoci su analizirani u triplikatu.
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Kao mobilna faza koriStena je smjesa CH;0H : H O =9 : 1 (v / v),
profiltrirana na uredaju za filtriranje uz upotrebu nitroceluloznog filter papira
veli¢ine pora 0,45 um, te degazirana propusStanjem helija. Radni protok bio je
2 mL/min, a tlak 6 MPa. Analize su provedene pri valnoj duljini emisije 440
nm i ekscitacije od 334 nm. Volumen injektiranog uzorka je iznosio 100 pL.

Rezultati i rasprava

U ovome radu provedena je analiza sfingozinskih baza u raznim vrstama
mlijeka. Sfingozinske baze su odredene u kravljem mlijeku razli¢itog udjela
mlijene masti (0,9%; 2,8%; 3,8%). Na temelju dobivenih rezultata
(usporedbom srednjih vrijednosti) moze se zakljuciti da se mlijeko razli¢itog
udjela mlijecne masti razlikuje u koli¢ini sfingozinskih baza. Najmanje
koncentracije slobodnog sfingozina i sfinganina (sl. 3, 4) bile su u mlijeku
najmanjeg udjela mlije¢ne masti (0,9 %), a najve¢e u mlijeku s najve¢im
udjelom mlijecne masti (3,8 %). Koncentracije ukupnog sfingozina i
sfinganina (sl. 5, 6) takoder su bile najmanje u mlijeku s najmanjim udjelom
mlije¢ne masti (0,9%), a najvece u mlijeku s najvecim udjelom mlije¢ne masti
(3,8 %), Sto ukazuje na korelaciju izmedu koli¢ine lipida i sfingozinskih baza.
Koncentracije slobodnih sfingozinskih baza u kravljem mlijeku su bile
priblizno dva puta manje nego u majcinom (sl. 3, 4). Koncentracije ukupnog
sfinganina u svim uzorcima kravljeg mlijeka bile su vec¢e u odnosu na maj¢ino
mlijeko, dok su koncentracije ukupnog sfingozina bile ve¢e samo u mlijeku s
3,8% mlije¢ne masti.

Jedan od ciljeva ovog rada bio je utvrditi da li tijekom prerade mlijeka
dolazi do promjena u koli¢ini sfingolipida, pa su zbog toga odredene
koncentracije slobodnih i ukupnih sfingozinskih baza u kravljem mlijeku prije
i nakon pasterizacije. Uoceno je da su u kravljem mlijeku nakon obrade manje
koncentracije slobodnog sfingozina i sfinganina, kao i ukupnog sfingozina (sl.
7, 8).

Koncentracije sfingozinskih baza su odredene i u ov¢jem (sirovo mlijeko)
1 kozjem mlijeku (pasterizirano). Koncentracije slobodnog sfingozina 1
sfinganina bile su manje i u ov¢jem i1 u kozjem mlijeku u odnosu na kravlje
mlijeko najveceg udjela mlijecne masti (sl. 3, 4). Koncentracije ukupnog
sfingozina u ov¢jem i kozjem mlijeku bile su znacajno veée u odnosu na
kravlje mlijeko (sl. 5), dok su koncentracije ukupnog sfinganina bile vece
samo u ov¢jem mlijeku u odnosu na kravlje mlijeko (sl. 6). Koncentracije
slobodnog sfingozina 1 sfinganina u ov¢jem i kozjem mlijeku bile su manje u
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odnosu na maj¢ino mlijeko (sl. 3, 4), dok su koncentracije ukupnog sfingozina
i sfinganina bile vece nego u maj¢inom mlijeku (sl. 5, 6). Kozje mlijeko
postaje sve popularnije u prehrani dojencadi, te dobiva epitet “zdravog”
mlijeka. No, u usporedbi s kravljim mlijekom nema vecih nutritivnih
vrijednosti. Njegova prednost je u tome Sto sadrzi vecu koli¢inu
srednjelancanih masnih kiselina (C8 i C10) koje se bolje resorbiraju nego
masne kiseline kravljeg mlijeka (Razafindrakoto i1 sur., 1994.). Vazan
nedostatak kozjeg mlijeka su male koli¢ine folne kiseline zbog cega djeca,
koja su iskljucivo hranjena kozjim mlijekom, razvijaju megaloblasticnu
anemiju. Kozje mlijeko sadrzi vecu koli¢inu proteina s obzirom na kravlje
mlijeko. No, koli¢ina kazeina i a-laktalbumina je manja u kozjem mlijeku, ali
su ve¢e koli¢ine albumina, proteaza, peptaza i1 neproteinskog duSika.
Uvrijezeno je misljenje o hipoalergenosti kozjeg mlijeka, no treba imati na
umu da hipoalergena hrana ne zna¢i i nealergijska (Fisher, 1993.).
Osmolalitet kozjeg mlijeka je veci nego kravljeg, te stoga ni kozje mlijeko ne
bi trebalo preporucivati za prehranu dojencadi.

Prema sadas$njim spoznajama ov¢je mlijeko se ne preporucuje za prehranu
dojencadi zbog velikog udjela bjelancevina, kalcija i ostalih mineralnih tvari te
visokog osmolaliteta.

Koncentracije slobodnog i ukupnog sfingozina i sfinganina, odredene u
ovom radu, bile su nesto veée u ovéjem mlijeku u odnosu na kozje mlijeko (sl.
3,4,5,0).

Sfingolipidima iz soje, mlijeka 1 mlijenih proizvoda nije posvecena tolika
paznja kao nekim drugim tvarima, (npr. izoflavonima, (Messina i Bennink,
1998.), no ipak neka epidemioloska istrazivanja ukazuju da se konzumiranjem
soje rjede javlja karcinom kolona (Adlercreutz, 1990.). Stoga su u ovom
radu odredene koncentracije slobodnog i ukupnog sfingozina i sfinganina u
sojinom mlijeku. Koncentracije slobodnog sfingozina i sfinganina bile su
podjednake kao u kravljem mlijeku najveceg udjela mlijecne masti (3,8%),
veée s obzirom na ov¢je i kozje mlijeko (sl. 3, 4), a manje nego u maj¢inom
mlijeku (sl. 3, 4). Koncentracija ukupnog sfingozina u sojinom mlijeku bila je
manja nego u svim ostalim vrstama mlijeka (sl. 5). Koncentracija ukupnog
sfinganina bila je manja nego u kravljem, ov¢jem i kozjem mlijeku, a veca
nego u maj¢inom mlijeku (sl. 6).

Sfingolipidi iz mlijeka inhibiraju rane i kasne faze karcinogeneze u
miseva kod kojih je tumorogeneza kemijski inducirana 1,2-dimetilhidrazinom
(Schmelz 1 sur., 1997; Schmelz i sur., 2000.) ili inducirana nasljednim
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genetickim defektom. Brojni sfingolipidi iz mlijeka, koji se razlikuju u
polarnim glavnim skupinama vezanim na C1 polozaju ceramida, sprjecavaju
tumorogenezu. U pokusu, u kojem je u hranu za CF1 miSeve dodano 0,1 %
sfingomijelina, nije doslo do promjene u tjelesnoj masi, ali je priblizno za 70%
reduciran broj aberantnih kripti kolona i smanjen broj adenokarcinoma
(Dillehay 1 sur., 1994.). Sfingolipidi iz hrane se medusobno razlikuju u
sfingozinskoj bazi te u skupinama vezanim na CI ceramida. IstraZivanje
utjecaja okosnice sfingolipida pokazalo je da je sfingomijelin (koji sadrzi
sfinganin) djelotvorniji od sfingomijelina sa sfingozinskom okosnicom u
redukciji stvaranja aberantnih kripti (Schmelz i sur., 1997.). Kako je
poznato da je za signalizaciju ceramidom potrebna 4,5-frans-dvostruka veza
(Bielawska 1 sur., 1993.), pretpostavlja se da je inhibicija stvaranja
aberantnih kripti kolona pomoc¢u (dihidro) sfingomijelina iz hrane vjerojatno
posljedica djelovanja slobodnih sfingozinskih baza (sfingozina, sfinganina), a
ne ceramida. No, do sada jo$ nisu provedena klini¢ka niti epidemioloSka
istrazivanja koja bi utvrdila utjecaj sfingolipida na karcinom ljudi. Kako je
poznato da su sinteticki sfingolipidi djelotvorni u sprjeCavanju vezanja
bakterija 1 virusa (Fantini i sur., 1997.), smatra se mogué¢im da se
sfingolipidi iz hrane takoder natjecu za vezivna mjesta i olakSavaju eliminaciju
patoloskih organizama iz probavnog sustava, Sto moze pridonijeti zastiti od
bakterijskih toksina 1 infekcija. Kako se pretpostavlja da je inhibicija stvaranja
aberantnih kripti posljedica djelovanja slobodnih sfingozinskih baza, te s
obzirom na to da su mlijeko i mlijeni proizvodi glavni izvor sfingolipida u
hrani, svrha ovog rada bila je odrediti koncentracije slobodnog i ukupnog
sfingozina i sfinganina u raznim vrstama mlijeka da bi se dobio uvid o
njihovoj koli¢ini koja se takvom hranom unosi u organizam.

OH

/\/\/\/\/\/\/\)\‘/ CH,OH

NH,
Slika 1: Struktura sfingozina
Figure 1: The structure of sphingosine
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Slika 2: Slozeni sfingolipid (R=masna kiselina; X=polarna skupina)
Figure 2: Complex sphingolipid (R=fatty acid; X=polar group)
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Slika 3: Koncentracije slobodnog sfingozina u raznim vrstama mlijeka

Figure 3: The concentrations of free sphingosine in different milk types
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Slika 4: Koncentracije slobodnog sfinganina u raznim vrstama mlijeka
Figure 4: The concentrations of free sphinganine in different milk types
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Slika 5: Koncentracije ukupnog sfingozina u raznim vrstama mlijeka
Figure 5: The concentrations of total sphingosine in different milk types
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Slika 6. Koncentracije ukupnog sfinganina u raznim vrstama mlijeka

Figure 6: The concentrations of total sphinganine in different milk types
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Slika 7: Koncentracije slobodnih sfingozina i sfinganina u uzorku kravljeg
mlijeka prije i poslije pasterizacije

Figure 7: The concentrations of free sphingosine and sphinganine in cow’s
milk before and after pasteurization
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Slika 8: Koncentracije ukupnih sfingozina i sfinganina u uzorku kravijeg
mlijeka prije i poslije pasterizacije

Figure 8: The concentrations of total sphingosine and sphinganine in cow’s
milk before and after pasteurization

SPHINGOSINE BASIS IN MILK

Summary

Sphingolipids are widespread membrane components that are found in all
eukaryotic cells. They are defined as compounds having a long-chain
sphingoid base as the backbone. The most frequent long-chain bases in most
of the mammals are D-erythro-sphinganine and sphingosine. Sphingolipids
can be expected in minor quantities in all food products. Milk fat contains a
number of different sphingolipid classes. Originally they were presumed to
contribute to the structural integrity of membranes, but there nowadays it is
confirmed that they have an important physiological role. Dietary
sphingolipids have gained attention because of their possibility to inhibit
colon cancer. The aim of this study was to determine the concentrations of free
and total sphinganine and sphingosine in milk (human, cow's, sheep’s, goat’s,
soy’s) Sphingolipids were extracted from milk. Free and total sphingoid
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bases were obtained by alkaline and acid hydrolysis respectively. Sphinganin
and sphingosine were determined by means of high-performance liquid
chromatography. The results of this research illustrate the differences between
the concentrations of sphingoid bases in cow’s milk with various content of
milk fat. The concentrations of free sphingosine and sphinganine in cow’s milk
were lower than in human milk. In sheep’s and goat’s milk, the concentrations
of total sphingoid bases were higher than in human and cow’s milk. Quantity
of the most sphingoid bases decreased during pasteurization.

Key words: milk, sphinganine, sphingosine
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