Utjecaj Simvastatina na morfologiju stanica SH-SY5Y
neuroblastoma

Mateskovié¢, Antonela

Master's thesis / Diplomski rad
2019

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: Josip Juraj
Strossmayer University of Osijek, Faculty of Medicine Osijek / Sveuciliste Josipa Jurja
Strossmayera u Osijeku, Medicinski fakultet Osijek

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/um:nbn:hr:152:814701

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-14

Repository / Repozitorij:

Repository of the Faculty of Medicine Osijek

aodar

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLII

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:152:814701
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.mefos.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/mefos:1228
https://repozitorij.unios.hr/islandora/object/mefos:1228
https://dabar.srce.hr/islandora/object/mefos:1228

SVEUCILISTE JOSIPA JURJA STROSSMAYERA U OSIJEKU
MEDICINSKI FAKULTET OSIJEK
DIPLOMSKI SVEUCILISNI STUDIJ MEDICINSKO
LABORATORIJSKA DIJAGNOSTIKA

Antonela Mateskovié

UTJECAJ SIMVASTATINA NA
MORFOLOGIJU STANICA SH-SY5Y
NEUROBLASTOMA

Diplomski rad

Osijek, 2019.



SVEUCILISTE JOSIPA JURJA STROSSMAYERA U OSIJEKU
MEDICINSKI FAKULTET OSIJEK
DIPLOMSKI SVEUCILISNI STUDIJ MEDICINSKO
LABORATORIJSKA DIJAGNOSTIKA

Antonela Mateskovié

UTJECAJ SIMVASTATINA NA
MORFOLOGIJU STANICA SH-SY5Y
NEUROBLASTOMA

Diplomski rad

Osijek, 2019.



Rad je napravljen na Medicinskom fakultetu Osijek, Katedri za medicinsku biologiju i
genetiku.

Mentor rada: Prof.dr.sc. Marija Heffer

Rad ima 47 radnih listova, 7 slika i 2 tablice.



ZAHVALA

Zahvaljujem se mentorici prof.drsc. Marija Heffer za savjete i smjernice tijekom
Skolovanja, a osobito na strpljenju i svim korisnim uputama prilikom izrade ovog diplomskog
rada. Veliko hvala mag. biol. Miloradu Zjalicu na pomoci, strpljenju i ulozenom vremenu i
trudu kako bi ovo istrazivanje bilo sto bolje.

Velika hvala mojoj obitelji i prijateljima, posebno Mariji Macan na pomoci, strpljenju

i velikoj potpori tijekom mog Skolovanja i izrade ovog rada.



Sadrzaj:

POPIS KRATICA L. oottt sttt ettt ettt e e b et et ese b et e ane e s \%
LU UVOD et et r et R e bRttt b e ettt reene s 1
1.1. Neurodegenerativng DOIESTI ..........cc.oiviiiiiiiii s 1
1.1.1. ParkinsSonova DOIEST ..........ooiiiiiie i 1
1.1.2. AIZNEIMEIrOVA DOIEST ..o 2
1.2. Prehrana kao uzrok neurodegenerativnih DOIESEI............cccooiiiiiiiiiiiii e 3
1.2.1. Prehrana bogata Mastima ..........cccooiiiiiiiiieieec e 3
1.3. Utjecaj masnih kiselina na stabilnost i sastav stanicne membrane.............c.cceeeveervennnenne 4
1.4. Utjecaj simvastatina na neurodegenerativne DOIEStI............ccocvivrieieneiiieniseeeeeee 5
I Y141 V72 1 - LU PSSR SUPR PRSI 6
1.5. Lipidne splavi - grada i Ul0Za .......cceoviiviiiriiiiiiieee et 8
1.5.1. Proteinske i neproteinske sastavnice lipidnih splavi............cccoiiiinininiiicien, 9
1.5.2. Uloga lipidnih splavi u signalnim procesima.............ccooueveieieneneneneseseseeeeeens 10
1.6. Stani¢na linija ljudskog neuroblastoma SH-SY5Y .........cccccviiiiiiiiii, 11
1.6.1. Lipidne splavi u neurodegenerativnim bolestima - istrazivanja provedena na SH-
SYSY StaniCno] HNIJie....coeeouiieeriieiiiieiiee e 12
N 110 0] (=Y. USSR 14
KT O 1 =L USSP 15
4. MALErTJal 1 MELOTE .....veeeiceieee ettt s re e r e e s e e aesneenre s 16
O I O S (o) 5] (1 o L] =SSP PRSPPI 16
B2, IMALEITJALL......eeieeeeeee ettt et e e nr e et e s re e enaenre s 16
4.3, IMIBLOUE ...ttt et bbbt R ettt b beene e e 16
4.3.1. Uzgoj i diferencijacija StaniCa..........ccoeieeiieiiieieese e 16
4.3.2. Tretiranje StANICA.......ccviieeireeie e sttt et ste e e et e s reeaesneesreas 16
4.3.3. IMUNOCITOKEMIJA ...cvveeiii ettt et e e be e sre e beearne s 17
4.3.4. Bojenje Kolera toKSINOM Bh...........coiuiiiiiiiiie ettt 18
4.3.5. 1zolacija Hpidnin SPIAVI ........cviiiiiiie e 18
4.3.6. DOKAZIVAN]E PIOTEING ....eouvieeieieiiiesiieee ettt 19
4.3.7. Elektroforeza i Western blot Metoda ..........ccooeveviieiiiiiiee e 19
4.4, StatistiCKe METOAC.......uiiiiiiiii e 21
ST o A O | I 1 I RS SPSR 22



5.1. Utjecaj simvastatina i lipidima oboga¢enog medija na morfologiju SH-SY5Y stani¢ne

LI bbbttt b b 22
5.1.1. Utjecaj simvastatina i lipidima oboga¢enog medija na duljinu neurita SH-SY5Y
stani¢ne linije prikazan bojenjem kolera tokSinom B ...........ccocoiiiiiiininiiiceee, 22
5.1.2. Utjecaj simvastatina i lipidom obogacenog medija na stani¢nu liniju SH-SY5Y
prikazan bojenjem SMI31, SMI32 1 SMIB12 ......c.coiiiiiiiiiee e, 24
5.2. Promjena sastava lipidnih splavi SH-SYS5Y stani¢ne linije........ccccoooevenininiinieinnnn, 29

B. RASPRANV A . .ttt e et e e e e e e e e e hre e ar e e naeeanes 34
7. ZAKLIUCCT ...ttt 39
8. SAZETAK ..ottt sttt 40
9. SUMMARY ..ottt ettt s ettt bbbt R et e R et et Rt et neene s 41
10, LITERATURA .ottt sttt ettt st ene e 42
11 ZIVOTOPIS ..ottt 47



POPIS KRATICA

27-OH-C — 27-hidroksikolesterol (engl. 27-hydroxycholesterol)

ADAMI10 - transmembranska cink metaloproteinaza tip 1 (engl. disintegrin and
metalloproteinase domain — containing protein 10)

AMPA - a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropionska kiselina (engl. a-amino-3-
hydroxy-5-methylisoxazole-4-propionic acid)

AMPK — AMP aktivirana protein kinaza (engl. activated protein kinase)

APP — preteca amiloidnog proteina (engl. amyloid precursor protein)

AP — B-amiloid (engl. amyloid f5)

BACE]1 — amiloidni prekursor proteina B-sekretaze-1 (engl. f-secretase 1)

DMPS — 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfo-L-serin (engl. 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-
phospho-L-serine)

DTT — ditiotreitol (engl. dithiothreitol)

ERK 1/2 — izvanstani¢na signal-regulirana kinaza "2 (engl. extracellular signal-regulated
kinase 75)

GAP-43 — protein povezan s rastom (engl. growth associated protein 43)

GDNF - derivirani neurotropni faktor glija stanica (engl. glial cell line-derived neurotrophic
factor)

GPI-sidro — glikozilfosfatidilinozitol (engl. glycosylphosphatidylinositol anchor)

HGM-CoA reduktaza — hidroksimetil-glutamil-koenzim A reduktaza (engl. 3-hydroxy-3-
methyl-glutaryl-CoA reductase)

LDH - laktat dehidrogenaza (engl. lactate dehydrogenase)

LDL — lipoprotein niske gustoce (engl. low density lipoprotein)

NFT — neurofibrilarni ¢vorovi (engl. neurofibrillary tangles)

NMDA — N-metil D-aspartat (engl. N-methyl-D-aspartate)

NSE — neuron specifi¢na enolaza (engl. neuron specific enolase)

PP2A — protein fosfataza 2A (engl. protein phosphatase 2)

RET — transmembranska tirozin kinaza (engl. transmembrane tyrosine kinase)

SYN — sinaptofizin (engl. synaptophysin)

VAMP2 — membranski protein povezan s vezikulima 2 (engl. vesicle-associated membrane

protein 2)
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1. UVOD

1.1. Neurodegenerativne bolesti

Glavno obiljezje neurodegenerativnih bolesti je postupni gubitak neurona, a mogu se
podijeliti prema klinickim simptomima, dijelu mozga koji je zahvacen degenerativnim
procesom ili molekularnim obiljezjima poremecaja. Neurodegeneraciju poti¢e nakupljanje
netopljivih proteina unutar ili izvan neuronskih ili glija stanica. Amiloidoze, tauopatije, a-
sinukleinopatije 1 TDP-43 proteinopatije pripadaju najées¢im poremecajima, a nazvane su
prema proteinu koji se nakuplja. Za amiloidoze tipi¢no je izvanstani¢no nakupljanje tako
zvanih amiloidnih plakova razli¢ite velicine, izgleda i raspodjele (1).

U tauopatijama dolazi do nakupljanja tau proteina, prvenstveno unutar citoplazme
neurona. Tau protein, u svojoj fosforiliranoj formi, stabilizira mikrotubule te ¢ini potporu
dugim aksonskim nastavcima. Osim fosforilizacije, koja je naj¢eS¢a 1 najvaznija
posttranslacija modifikacija ovog proteina, moguée su acetilacije i ubikvitinizacije. Ove
posttranslacijske modifikacije dovode do prekomjernog nakupljanja i u konacnici do
neurodegenerativnih premecaja. U jednom od nasljednih oblika Parkinsonove bolesti
dokazana je mutacija na 17. kromosomu u genu MAPT koji je gen za tau protein. Posljedica
mutacije je taloZenje tau proteina Sto u konac¢nici dovodi do atrofije mozga (1, 2).

Sinukleinopatije predstavljaju nakupljanje a-sinukleina. Smatra se da ovaj protein ima
ulogu u prometu molekula sinaptickom pukotinom, a fizioloSki se nalazi u presinaptickim
pukotinama. U sinukleinopatijama mutacije se nalaze u genu SNCA koji kodira a-sinukleini.
Ovaj protein je najceS¢i sastojak tzv. Lewijevih tjeleSaca, patoloSkih nakupina, koje su
pronadene u brojim neurodegenerativnim bolestima (1).

TDP-43 je protein koji je normalno prisutan u mozgu, a njegova uloga je transkripcija
DNA 1 obrada RNA. Medutim mutacijom ovog proteina dolazi do njegovog nakupljanja u
citoplazmi neurona §to dovodi do oStecenja jezgre i citoplazme stanice. Mehanizam kojim

mutacija utjece na promjenu TDP-43 jos uvijek nije poznata (1, 3).

1.1.1. Parkinsonova bolest
Parkinsonova bolest je neurodegenerativna bolest u kojoj dolazi do postupnog
propadanja nigrostriatalnih dopaminskih neurona. Bolest se lije¢i simptomatski, a to¢an uzrok

nastanka Parkinsonove bolesti nije jasno definiran. Simptomi koji karakteriziraju ovu bolest

ukljucuju bradikineziju (usporenosti pokreta), tremor (drhtavica) i rigor (ukocenost). Trenutno

Utjecaj simvastatina na morfologiju stanica SH-SY5Y neuroblastoma 1
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ne postoje valjani biomarkeri koji bi ukazali na ranu prisutnost bolesti, kao ni na trenutni
stadij bolesti. Zabiljezeni su slucajevi mutacije proteina A53T u genu SNCA povezani s
obiteljskim parkinsonizmom (1). Jedno od glavnih obiljezja ove bolesti su Lewyjeva tjelesca i
mutacije gena za protein o-sinuklein. Protein se sastoji od N-terminalne lipid-vezajuce a-
uzvojnice, amiloid vezajuce srediSnje domene i C-terminalnog kiselog kraja (1, 4). Fizioloska
uloga a-sinukleina nije u potpunosti razjaSnjena. Smatra se da se veze s membranskim
proteinom povezanim s vezikulima 2 (VAMP2, engl. vesicle-associated membrane protein 2).
Takav kompleks pomaze pri grupiranju sinaptickih vezikula, a nastaje povezivanjem
pentapeptidne regije na C terminalnom kraju a-sinukleina s VAMP2. Razgradnja a-sinukleina
odvija se autofagijom koja je posredovana Saperonom, pri ¢emu se a-sinuklein sa Saperonom
povezuje na istom mjestu kao i s VAMP2 (4). Prekomjerna agregacija a-sinukleina dovodi do
sinukleinopatija. Stanicne membrane koje u svom sastavu sadrze 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-
fosfo-L-serin (DMPS, engl. 7,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phospho-L-serine) potiu agregaciju
a-sinukleina. Stani¢ne se membrane razlikuju jedna od druge po sastavu i omjeru proteina i
lipida koji su ugradeni u njih. Svaka od komponenata staniéne membrane ima svoja
jedinstvena fizikalna i1 kemijska svojstva koja utje€u na njenu propusnost i medudjelovanje s
tvarima u 1 izvan stanice. Sve te varijabilnosti utje€u 1 na nakupljanje a-sinukleina i promjenu
morfologije neurona (5). Formiranje agregata a-sinukleina u zrelim neuronima ima velik
utjecaj na patologiju Parkinsonove bolesti, a razina agregata raste s godinama. Agregati se
pocetno formiraju unutar aksona, a tamo dospijevaju endocitozom. Formiranje male koli¢ine
agregata u aksonima doprinosi smanjenju funkcije neurona Sto ukazuje na ¢injenicu da i male
koli¢ine a-sinukleina bitno doprinose patologiji. Nagomilavanje agregata u neuronima
prvenstveno ukljucuje smanjenje koncentracije presinaptickih proteina, S§to dovodi do

oslabljene funkcije 1 podrazljivosti, a to u konacnici izaziva smrt neurona (6).

1.1.2. Alzheimerova bolest

Alzheimerova bolest je najucestalija demencija koja pripada skupini mijeSanih
proteinopatija, a ocCituje se postupnim propadanjem kognitivnih funkcija. Karakteriziraju je
neurofibrilarni ¢vorovi, neuropilne niti 1 senilni plakovi 1 amiloidna angiopatija (1).
Neurofibrilarne ¢vorove (NFT, engl. neurofibrillary tangles) prvi je opisao Alois Alzheimer,
po kome je ova bolest i dobila ime, a opisao ih je kao nitaste nakupine smjeStene u
piramidalnim neuronima. Sacinjeni su od uparenih spiralnih filamenata, a na okupu ih drze

hiperfosforilirani tau. Poznata su tri morfoloska tipa NFT-a. Pre-NFT ili difuzni NFT koji ne

Utjecaj simvastatina na morfologiju stanica SH-SY5Y neuroblastoma 2
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mijenja morfologiju neurona. Drugi tip je zreli NFT koji pomice jezgru neurona prema
periferiji i Cesto se Siri do dendrita pa samim tim bitno izoblicuje neuron. Poslijednji tip
naziva se ekstraneuronski NFT koji nastaje nakon smrti neurona, a karakterizira ga odsutnost
jezgre i citoplazme (7). Tau protein i B-amiloid ulaze u medusobnu intereakciju: izolirani -
amiloidni dimeri izazivaju prekid komunikacije koja ide putem mikrotubularnog citoskeleta te
kona¢no dovode do neuritske degeneracije pri kojoj dolazi do povecanja koncentracije
fosforiliranog tau proteina. Osim tau proteina i pretea amiloidnog proteina (APP, engl.
amyloid precursor protein) ima vaznu ulogu u patologiji ove bolesti. APP je transmembranski
protein koji se cijepa pomocu pB-sekretaze, a-sekretaze ili y-sekretaze. Cijepanje -sekretazom
i y-sekretazom stvara B-amiloidne peptide dok cijepanje a-sekretazom stvara neamiloidne
ulomke APP-a. Cijepanje APP-a je fizioloski proces, medutim, moze dovesti i do pojave
patoloskih stanja. Kao $to je to slucaj kod Parkinsonove bolesti s a-sinukleinima, 1 f-amiloidi
se fizioloski nalaze u mozgu, a uloga im je stvaranje ugrusaka vezanjem na fibrinogen (8).

Supstitucija promasenog smisla u genu PS/ izaziva najagresivniji oblik Alzheimerove
bolesti, dok je mutacija u genu PS2 izuzetno rijetka. Jedna od uloga ovih gena je regulacija
aktivnosti y-sekretaze, pa samim tim njihove mutacije dovode do prekomjerne agregacije -
amiloida (9).

Trenutno ne postoji lijek za Alzheimerovu bolest pa se stoga terapija provodi u svrhu
ublazavanja simptoma. Neki od lijekova koji se koriste su memantini, inhibitori
acetilkolinesteraze, antipsihotici, antidepresivi. U Alzheimerovoj bolesti dolazi do povecanja
acetilkolinesteraze koja ometa komunikacijuizmedu neurona u mozgu. Iz tog se razloga
koriste inhibitori acetilkolinesteraze poput donepezila 1 rivastigmina. S druge strane
memantini inhibiraju glutamat 1 nisu lijjekovi izbora - propisuju se pacijentima zbog

postojanja intolerancije na inhibitore acetilkolinesteraze (10).

1.2. Prehrana kao uzrok neurodegenerativnih bolesti

1.2.1. Prehrana bogata mastima

Bioaktivni lipidi imaju vaznu ulogu u mozgu. Oni sudjeluju u procesima homeostaze,
sinapticke plasti¢nosti, imaju enzimske funkcije, djeluju na aktivnosti ionskih kanala,
ekspresiju gena i upale. Iako njihova regulacija nije jo§ do kraja shva¢ena promjene u njihovoj
ravnoteZi povezane su s neurodegenerativnim bolestima. Prehrana bogata mastima dovodi do
snizenja koncentracije alkenilfosfatidiletanolamina 1 alkenilfosfatidilkolina za koje se smatra

da 1imaju =zaStitnu ulogu u borbi protiv oksidativnog stresa, kardiovaskularnih i

Utjecaj simvastatina na morfologiju stanica SH-SY5Y neuroblastoma 3
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neurodegenerativnih poremecaja. Takoder, smatra se da se koncentracije fosfatidiletanolamina
u plazmi smanjuju prije pojave demencije te na taj nacin fosfatidiletanolamin moze pronaci
svoju ulogu u otkrivanju rizika za demenciju. Dugoro¢na prehrana obogaéena mastima
uzrokuje promjene lipidoma hipokampusa i korteksa mozga, a to moze prouzrokovati razne
varijacije istih i na taj nacin pokrenuti niz patoloskih procesa mozga (11).

Dopaminski receptori vezani su na G-protein. Postoji pet podvrsta dopaminskih
receptora: D1-sli¢ni receptori (DRD1, DRDS5) koji sudjeluju u aktivaciji adenilil ciklaze i D2-
sli¢ni receptori (DRD2, DRD3, DRD4) koji djeluju kao inhibitori enzima u postsinaptickim
neuronima. Tijekom hranjenja pretilih zivotinja brzo se povecava razina dopamina, dok se
izmedu obroka njegova koncentracija vrlo brzo smanjuje. U mozgu pretilih zivotinja dolazi do
smanjenja ekspresije DRD2, a istodobno se povecavaju razine dopamina. Smatra se da su
razine bazalnog dopamina kod pretilih osoba povecane jer je dopaminski sustav ukljucen u
nagradu, u ovom sluc¢aju hranu. Samim tim niske razine dopamina u mozgu pretilih sluze kao
dio nagradnog sustava (12).

Mutacije u genu APOE povecavaju vjerojatnost pojave bolesti u kasnoj dobi. Gen se
sastoji od tri alela: epsilon 4, epsilon 3 i epsilon 2. Alel epsilon 4 ima povecanu ucestalost u
osoba koje su razvile bolest, dok je ucestalost alela epsilon 3 kod pacijenata smanjena. Vodeni
ovim saznanjima ispitan je utjecaj alela epsilon 4 u nastanku Alzheimerove bolesti kod
oboljelih pacijenata kako bi se ispitala veza izmedu hrane bogate mastima 1 nastanka bolesti.
Njegove koncentracije nakon dijete obogacene zasi¢enim masnim kiselina bile su mnogo
vece. Stoga se izvodi zakljuc¢ak da unos hrane bogate mastima doprinosi pojavi Alzheimerove

bolesti (13).

1.3. Utjecaj masnih kiselina na stabilnost i sastav stanicne membrane

Stanicne membrane gradene su kao lipidni dvosloj koji se u najvecoj mjeri sastoji od
fosfolipida 1 kolesterola. Osim toga sastoje se i od raznih proteina, receptora, enzima i
transportera integriranih u membranu. Masne kiseline su glavni gradevni element fosfolipida,
a sastoje se od lanca koji sadrzi od 4 do 28 ugljikovih atoma. Naj¢eS¢e masne kiseline
stanicnih membrana su palmitinska kiselina - koja pripada skupini zasi¢enih masnih kiselina,
dok su oleinska 1 linolinska kiselina nezasi¢ene. Ovisno o tome kojoj vrsti masnih kiselina
pripadaju svaka od njih drugacije djeluje na stabilnost i sastav staniéne membrane. Tako je
primjerice otkriveno kako palmitinska kiselina uzrokuje vecu toksi¢nost od nezasi¢enih

masnih kiselina povecavaju¢i razinu oksidativnog stresa S$to je utvrdeno mjerenjem

Utjecaj simvastatina na morfologiju stanica SH-SY5Y neuroblastoma 4
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koncentracije laktat dehidrogenaze (LDH, engl. lactate dehydrogenase) 1 H,O> u mediju
tretiranih stanica. Zasi¢ene masne kiseline su hidrofobnije od nezasi¢enih, §to smanjuje
fluidnost membrane i1 doprinosi pakiranju fosfolipida u dvosloju, dok nezasi¢ene imaju
suprotan ucinak. Struktura Membranski dvosloj ima vec¢u Sirinu nakon tretmana nezasi¢enim
masnim kiselinama (14).

Uz pretpostavku da smanjenje fluidnosti staniéne membrane moze dovesti do jo$
veéeg talozenja amiloida u Alzheimerovoj bolesti ispitan je ucinak stearinske, oleinske,
linolne, a-linolenske, arahidonske, eikosapenteinske 1 dokozaheksaenske kiseline. Sve
navedene kiseline su nezasi¢ene, a razlikuju se po broju dvostrukih veza u ugljikovodi¢nim
lancima. Za dokozaheksaensku i arahidonsku kiselinu od prije je poznato da poremecaj
njihovog metabolizma dovodi do neuroloskih poremecaja. Medutim, neka istrazivanja navode
kako dokozaheksaenska kiselina osim $to povecava fluidnost membrane, povecava
neurotransmitersku i sinapticku funkciju, djeluje neuroprotektivno, kao i da smanjuje koli¢inu
krvozilnog taloZzenja APP-a, ali isto tako moze povecati oksidativni stres. S druge strane
arahidonska kiselina regulira aktivnost protein kinaze A i C, NADPH - oksidaze, te ima vaznu
ulogu u produljivanju neurita. Patoloske koncentracije uzrokuju mitohondrijsku disfunkciju,
smrt neurona i stvaranje protuupalnih posrednika. U spomenutom istraZivanju utvrdeno je da
samo masne kiseline s Cetiri ili viSe od Cetiri dvostruke veze imaju sposobnost povecanja
fluidnosti membrane, a u ovom slu¢aju radi se o arahidonskoj, dokozaheksaenskoj 1
eikosapentaenoi¢noj kiselini. Koncentracija tih polinezasi¢enih kiselina uvelike ovisi o u¢inku
na stani¢nu membranu. Smatra se da mijenjaju fluidnost membrane i povecavaju izlucivanje
amiloida u rasponu koncentracija od 100 nM do 1 puM. Polozaji dvostrukih veza u
ugljikovodi¢nim lancima nemaju utjecaj na fluidnost membrane 1 precipitaciju amiloida.
Ovim 1 sliénim istrazivanjima nastoji se osmisliti strategija prehrane kako bi se sprijecila

pojava neurodegenerativnih bolesti poput Alzheimerove bolesti (15).

1.4. Utjecaj simvastatina na neurodegenerativne bolesti

Antilipemici su lijekovi koji se koriste u lijeCenje hiperlipidemije, a u njih se ubrajaju
statini, fibrati, niacin, veziva¢i zucnih kiselina i ezetimib. Statini, poznatiji 1 kao inhibitori
hidroksimetil-glutamil-koenzim A reduktaze (HGM-CoA reduktaza, engl. 3-hydroxy-3-
methyl-glutaryl-CoA reductase), lijekovi su izbora u lijeCenju hiperlipidemija. Oni smanjuju
koncentraciju lipoproteina niske gusto¢e (LDL, engl. low density lipoprotein) u krvi na nain

da inhibiraju sintezu kolesterola u jetri zbog cega dolazi do povecane ekspresije LDL
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receptora u jetri i time do povecavanja preuzimanja LDL kolesterola iz krvotoka u jetru, Sto
ukupno rezultira smanjenjem LDL-a u krvi. Osim §to primarno sniZzavaju koncentracije LDL
kolesterola snizavaju 1 koncentraciju triglicerida, a povecavaju koncentracije HDL
kolesterola. Najteza zabiljezena nuspojava ove skupine antilipemika je rabdomioliza, Sto
moze rezultirati akutnim bubreznim zatajenjem. Ovo stanje je reverzibilno, pa se nakon
prekida terapije pacijent oporavlja (16).

Vezivaéi zucnih kiselina sprje¢avaju enterohepaticku cirkulaciju kolesterola vezucéi
zucne kiseline. Tim mehanizmom poti¢e se ponovno sintetiziranje zu¢nih kiselina u jetri iz
kolesterola unesenog putem LDL kolesterola, Sto rezultira smanjenjem koncentracije u krvi.
Medutim vezivac¢i zu¢nih kiselina imaju slabiji u¢inak od statina, a mogu dovesti i do
povecanja koncentracije triglicerida u krvi. Niacin odnosno vitamin B3, najces¢e se
primjenjuje u kombinaciji s drugim lijekovima. Jedan od najvaznijih mehanizama djelovanja
je smanjenje razgradnje kolesterola i triglicerida u perifernim tkivima. Fibrati aktiviraju
lipoprotein lipazu koja dovodi do smanjenja VLDL i LDL kolesterola u cirkulaciji, smanjuju
oslobadanje masnih kiselina iz masnog tkiva, inhibiraju sintezu triglicerida u jetri, Sto dovodi
do smanjenja njihove koncentracije u krvi, povecavaju izlu€ivanje kolesterola u zu¢, $to moze
uzrokovati sklonost nastanku zu¢nih kamenaca, te povecavaju razinu HDL kolesterola.
Ezetimib se primjenjuje kako bi snizio visoke koncentracije LDL kolesterola u krvi, a
funkcionira na nacin da sprijeCava apsorpciju kolesterola iz crijevnog lumena, kao i

enterohepaticku cirkulaciju kolesterola (10).

1.4.1. Simvastatin

Simvastatin pripada velikoj skupini lijekova pod nazivom statini. Kao Sto je veé
objasnjeno, statini su inhibitori HMG-CoA reduktaze. Hidrolizom simvastatina nastaje njegov
glavni metabolit B-hidroksiacid simvastatin koji ima najznacajniju ulogu u inhibiranju HMG-
CoA reduktaze. Simvastatin se metobolizira u jetri, a eliminira pomocu zuci. Nuspojave koje
ovaj lijek mozZe izazvati su u vecini sluc¢ajeva blage i kratkotrajne. MoZe uzrokovati povecanje
serumske kreatin fosfokinaze, stoga je tijekom duZze terapije ovim lijekom potrebno pratiti
njenu koncentraciju u serumu (17).

Istrazivanja sugeriraju kako je hiperkolesterolemija jedna od nekoliko faktora rizika za
nastanak demencije. Upravo je zbog toga ispitan ucinak statina, kao zlatnog standarda u
lije¢enju hipekolesterolemija na pojavu demencije. Cinjenica da se upravo simvastatin od svih

ostalih predstavnika statina probija u prvi plan prilikom istrazivanja neurodegenerativnih
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promjena lezi u Cinjenici da on ima mnogo veci potencijal prelasku krvno-mozdane barijere
od ostalih statina. Simvastatin ima vaznu ulogu u induciranju neuritogeneze. Smatra se je ta
pojava povezana s primarnom funkcijom statina te da zbog toga simvastatin odrzava
kolesterol na povrsini stanica. U prilog tome ide Cinjenica da u lipidnom sastavu neurita
nalazimo vecu koncentraciju kolesterola nego kod odraslih neurona. Istovremeno simvastatin
uzrokuje potroSnju kolesterola putem protein fosfataze 2A (PP2A, (engl. protein phosphatase
2) koja inaktivira AMP aktiviranu protein kinazu (AMPK, engl. activated protein kinase). Sve
to dovodi do aktivacije acetil CoA karboksilaze, Sto u konacnici rezultira sintezom novih
masnih kiselina koje sudjeluju u rastu neurita (18).

N-metil D-aspartat (NMDA, engl. N-methyl-D-aspartate) receptor je jedan od
receptora glutamata koji ima ulogu u apoptozi neurona, kretanju lokomotornog sustava,
anksioznosti, paznji i depresiji. Njegova prekomjerna aktivacija dovodi do smrti neurona.
Dokazano je da dopaminergicki poremecaji mozga dovode do promjena u NMDA receptoru,
§to je vazno otkrice u borbi protiv Parkinsonove bolesti. Kako je anksioznost jedna od
popratnih pojava Parkinsonove bolesti, ispitan je uc¢inak NMDA receptora na anksioznost.
Naime, NMDA receptor ima smanjenu aktivnost ukoliko je prisutna anksioznost. Medutim,
podvrgavanjem eksperimentalnih Zivotinja tretmanu simvastatinom nakon induciranja
anksioznosti uvidjelo se da simvastatin ublazava simptome anksioznosti. Osim toga,
simvastatin je pokazao neuroprotektivni ucinak na jednoj stani¢noj liniji sniZavajuci
koncentraciju glutamata i NR1, odnosno podjedinice NMDA receptora. Njihova povecana
koncentracija pokazuje izrazitu toksi¢nost za stanice. Ovim otkri¢ima otvara se novo polje za
istrazivanje povezanosti izmedu NMDA receptora 1 Parkinsonove bolesti (19). Receptor a-
amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropionske kiseline (AMPA, engl. a-amino-3-hydroxy-
5-methylisoxazole-4-propionic acid) je takoder predstavnik receptora glutamata. AMPA u
svom receptorskom kompleksu sadrzi podjedinicu GIluR2, a varijabilnost ekspresije ove
podjedinice predstavlja kljuénu ulogu u neurotoksi¢nosti. Naime, niska razina ekspresije
GluR2 dovodi do povecane propusnosti AMPA receptora za kalcijeve ione, $to u konacnici
rezultira degeneracijom neurona. Kao i kod NMDA receptora, simvastatin pokazuje
neuroprotektivni u¢inak za AMPA receptor (20).

Oksidativni stres je stanje koje nastaje u trenutku kada antioksidansi ne mogu
neutralizirati slobodne kisikove radikale. Tijekom oksidativnog stresa moze do¢i do oStec¢enja
DNA, oksidacije proteina, modifikacije ionskih kanala, peroksidacije lipida 1 drugih oStecenja
stani¢nih elemenata. Stanice kojima je potaknut oksidativni stres dodatkom MPP+-a

podvrgnute su tretmanu sa simvastatinom. Dodatkom simvastatina preZivljenje stanica bilo je
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znatno vece nego u kontrolnoj grupi kojoj nije dodan simvastatin. PCR metodom utvrdena je
povecana ekspresija Nrf2 transkripcijskog faktora kod stanica tretiranih simvastatinom 1 to na
nacin da simvastatin uzrokuje poveéanu ekspresiju Nrf2 regulacijom izvanstani¢ne signal-
regulirane kinaze 1/2 (ERK ‘., engl. extracellular signal-regulated kinase ':). Nrf2 ima
veliku ulogu u obrani od oksidativnog stresa. Aktivirani oblik transkripcijskog faktora Nrf2
sudjeluje u indukciji ekspresije enzima i proteina i na taj nacin regulira metabolizam lijekova,
antioksidaciju i signalizaciju oksidanata. Smatra se da su saznanja o Nrf2 velik korak k
lije¢enju mnogih bolesti poput karcinoma, Parkinsonove i Alzheimerove bolesti (21).

Rezultati obdukcije pacijenata s Alzheimerovom bolesti otkrili su abnormalnu
mitohondrijsku ultrastrukturu S§to je popraceno smanjenjem aktivnosti enzima koji su
lokalizirani u mitohondrijima, smanjenjem broja mitohondrija, kao i smanjenjem potro$nje
mitohondrijskog kisika. TaloZenje izvanstanicnog amiloida B (AR, engl. amyloid f) povezano
je s patogenezom mitohondrijske disfunkcije. Dokazano je da kod pacijenata s
Alzheimerovom bolesti koji imaju blaga kognitivna ostecenja simvastatin moze imati klju¢nu
ulogu u ublazavanju simptoma i odgadanju napredovanja kognitivnog osteéenja.
Istrazivanjem neuroprotektivnog ucinka simvastatina na neurotoksi¢nost A dokazano je da
simvastatin, kroz regulaciju mitohondrijskog puta apoptoze i mitohondrijske funkcije, djeluje
neuroprotektivno (22).

S obzirom na to da je simvastatin u prethodnim studijama pokazao potencijal
zaustavljanja neuropatoloSkih procesa vezanih za staniénu membranu on bi mogao imati

ucinak na stani¢nu morfologiju u smislu poticanja neuroplasti¢nosti.

1.5. Lipidne splavi - grada i uloga

Lipidne splavi otkrivene su ekstrakcijom stani¢éne membrane neionskim detergentima.
Nakon takve ekstrakcije netopljivi lipidi razdvajaju se od ostatka membrane 1 nazivaju se
mikrodomenama otpornim na detergente. Sam naziv ,lipidne splavi” povezuje se s mnogo
razli¢itih membranskih sklopova. Lipidne splavi su prolazne, relativno uredene domene
unutar tekuée faze, a koje su cvrscée ,,spakirane” ili uredenije od ostalih dijelova stani¢ne
membrane. Razlika u pakiranju nastaje zbog zasi¢enja lanaca ugljikovodika u sfingolipidima 1
fosfolipidima splavi u usporedbi s tzv. nezasi¢enim masnim kiselinama fosfolipida koje
dolaze u sastavu tzv. ,,neuredene faze”. Lipidne splavi sastoje se od zasic¢enih fosfolipida,
sfingolipida, glikolipida, kolesterola, lipidnih proteina i glikozilfosfatidilinozitola (GPI-sidra,
engl. glycosylphosphatidylinositol anchor) (23). Zbog svih navedenih tvari koje su sastavni
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dio lipidnih splavi, njihove glavne funkcije ukljuuju pojacano pakiranje, redukciju lipida i
smanjenje fluidnosti stani¢cne membrane. Lipidne splavi mogu biti kratkotrajna pojava na
povrsini stanice, ali mogu pokrivati i znatnu povrSinu. Ovaj fenomen povezan je s vrstom
stanice kojoj stani¢na membrana pripada, vrstom membrane i1 specificnim stanjima u kojima
se sama stanica nalazi poput stani¢nog ciklusa. Formiranje lipidnih splavi potaknuto je lipid-
lipid 1 lipid-protein interakcijama. Vezanje kolesterola na sfingolipide predstavlja najcescu
interakciju. Glavni proteini koji ulaze u sastav lipidnih splavi su GPI-sidra, dvostruko acilirani
proteini, poput kinaza iz porodice Src ili a-podjedinice G proteina, proteini povezanih s
kolesterolom 1 palmitoiliranih proteina i transmembranski proteini, posebno palmitoilirani

(24).

1.5.1. Proteinske i neproteinske sastavnice lipidnih splavi

Brojni proteini povezani su s lipidnim splavima kako trajno tako i privremeno. GPI-
sidra povezuju se s lipidnim splavima zahvaljujuéi zasi¢enim lancima koja sadrzi u svojoj
strukturi. Vidljiva su na vanjskoj strani stani¢ne povrSine. Smatra se da se GPI-sidra kidaju 1
otpustaju u izvanstani¢ni prostor, no taj mehanizam jos nije do kraja razjasnjen (25).

Flotilini su proteini koji se nalaze u lipidnim splavima. Oni regrutiraju druge proteine

u lipidne splavi i na taj nacin izravno sudjeluju u njihovoj organizaciji. Upravo je to jedan od
glavnih razloga zaSto se flotilin koristi kao marker za dokazivanje lipidnih splavi. Osim
navedenih, flotilin ima funkciju u regeneraciji neurona, signalizaciji inzulina u adipocitima 1
sazrijevanju fagosoma u makrofazima. Stoga poremecaj aktivnosti flotilina moze uzrokovati
neurodegenerativne poremecaje poput Alzheimerove i Parkinsonove bolesti (26).
Glavni protein neuronskih splavi je NAP-22. On se veZe na kolesterol i tim vezanjem izaziva
promjenu morfologije splavi. NAP-22, neovisno o kolesterolu, stupa u interakciju sa
stanicnom membranom. Ukoliko je NAP-22 proSao proces miristilacije, afinitet vezanja za
membranu je veci, ali ta posttranslacijska modifikacija ne mijenja afinitet vezanja za
kolesterol. Smatra se da mu je bo¢na pokretljivost u splavima smanjena upravo zbog vezanja
za kolesterol (25).

Okosnicu neproteinskog dijela splavi ¢ini kolesterol 1 manjim dijelom sfingolipidi jer
njihovo medusobno vezanje predstavlja najucestaliju interakciju. Sfingolipidima osnovu ¢ini
sfingozin u kojem je vodikov atom amino skupine zamijenjen masnom kiselinom, dok je
vodikov atom jedne od preostalih hidroksilnih skupina zamijenjen nekom drugom molekulom

ili je netaknut. Struktura sfingolipida omogucuje lako medusobno spajanje, Sto predstavlja
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jednu od kljucnih uloga u pakiranju lipidnih splavi. Kolesterol je tvar koja ¢ini osnovu ne-
proteinskog dijela lipidnih splavi, sintetizira se u endoplazmatskom retikulumu odakle se
transportira do membrane. Pretpostavlja se da kolesterol razdijeljuje ugljikovodi¢ne lance
sfingolipida, a druga vazna funkcija je odrzavanje lipidnih splavi na okupu. Kolesterol koji se
nalazi u lipidnim splavima, za razliku od onoga koji je integriran u ostatak stanicne
membrane, ima veci afinitet za sfingolipide. Ukoliko se kolesterol koji se nalazi u splavima
makne, dolazi do disocijacije proteina i sama splav postaje nefunkcionalni dio membrane Sto
govori o vaznosti kolesterola u odrzavanju lipidnih splavi (27). Kako kolesterol ima vaznu
ulogu u organizaciji splavi, smatra se da je on odgovoran za ¢injenicu da lipidne splavi ne
postoje u gel fazi. Naime, dodavanjem kolesterola fosfolipidnom dvosloju mijenja se faza
stanicne membrane. Medutim, dokazano je da razliita mijeSanja izmedu kolesterola i
fosfolipida i razliCita razdvajanja u fazama mogu postojati u isto vrijeme. Kako dodatkom
kolesterola dolazi do stvaranja domena koje sadrze uredenu tekucu fazu, smatra se da lipidne
splavi postoje upravo u toj ili slicnim fazama. Splavi se isto tako mogu stvoriti u uvjetima

niske koncentracije sfingolipida upravo zbog prethodno objasnjenog mehanizma (28).

1.5.2. Uloga lipidnih splavi u signalnim procesima

Jedna od funkcija lipidnih splavi je 1 prijenos signala. Smatra se da se unutar splavi
dogada vezanje ligand-receptora nakon ¢ega slijedi aktivacija nizvodnih signalnih molekula.
Ukoliko se signalizacija dogada na podrucju lipidnih splavi - signalni kompleks je zasti¢en od
djelovanja enzima karakteristicnih za dio membrane koji ne pripada splavima, poput
membranske fosfataze koja svojim djelovanjem utjece na ishod signalizacije. Imunoglobulin
E svoj signalni put aktivira vezanjem Fc fragmenta na receptor na membrani mastocita ili
bazofila, §to u konacnici dovodi do oslobadanja medijatora alergijske reakcije. Pretpostavlja
se da se ovaj signalni put odvija pomocu lipidnih splavi zbog nepotpune topljivosti
membranskog receptora, kao i toga da receptor dovodi do preraspodjele u splavima koje su
uocljive fluorescentnim mikroskopom. Dokazano je i da, ukoliko je povrSinski kolesterol
potroSen, ne dolazi do aktivacije signalnog puta (29). Derivirani neurotropni faktor glija
stanica (GDNF, engl. glial cell line-derived neurotrophic factor) sluzi za razvoj i odrzavanje
ziv€anog sustava, a smatra se da njegovoj signalizaciji takoder posreduju lipidne splavi.
GDNF receptorski kompleks sastoji se od receptora GFRa i transmembranske tirozin kinaze

(RET, engl. transmembrane tyrosine kinase). Nakon medusobnog vezanja GDNF 1 RET, RET
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se premijeSta u lipidne splavi gdje se veze s GFRa. Kao i kod signalizacije IgE-a, do
signalizacije ne dolazi ukoliko je povrSinski kolesterol potroSen (30).

Navedeni signalni putevi samo su neki za koje se smatra da se dogadaju unutar
lipidnih splavi. Medutim, jo$ uvijek nije poznato na koji nacin funkcionira takva signalizacija.
Smatra se da se receptor na ligand veze tek nakon oligomerizacije. Fosforilacija receptora
odvija se pomocu Src-kinaze koja se nalazi na splavi. Nakon fosforilacije receptora aktiviraju
se signalni putevi koji mogu ukljucivati fosfatidil inozitol, a koji se nalazi na unutra$njoj
strani splavi. Nakon fosforilacije, fosfatidil inozitol moze posluziti i kao vezno mjesto za
enzim od interesa i kao supstrat za fosfolipazu C. Nakon vezanja fosfolipaze C stvaraju se
drugi glasnici — inozitol trifosfat i diacil glicerol koji imaju ulogu u daljnjoj signalizaciji. No,
treba imati na umu da je potrebno dodatno istraziti ove mehanizme kako bi se dodatno

rasvijetlila uloga i funkcija lipidnih splavi (29).

1.6. Stani¢na linija ljudskog neuroblastoma SH-SY5Y

Stani¢na linjja SH-SYS5Y ljudskog neuroblastoma subklon je roditeljskoj stani¢noj
liniji SK-N-SH. Roditeljska stani¢na linija dobivena je iz metastatskih stanica 1970. godine
punkcijom koStane srzi CetverogodiSnje djevojCice oboljele od neuroblastoma. Uz pomo¢
retinoicne kiseline, forbol-estera ili razli¢itih ¢imbenika rasta SH-SYSY stanice mogu se
diferencirati u zrele ljudske neurone i pri tome steci razli¢ite fenotipe. Stanice koje su potpuno
diferencirane izrazavaju velik broj razli¢itih markera specifi¢nih za zrele neurone poput
neuron specifi¢ne enolaze (NSE, (engl. neuron specific enolase), sinaptofizina (SYN, engl.
synaptophysin), proteina povezanog s rastom (GAP-43, engl. growth associated protein 43),
te fenotipom nalikuju zrelim neuronima (31).

Retinoi¢na kiselina najceSc¢e je upotrebljavana prilikom procesa diferencijacije SH-
SYSY stani¢ne linije. Ispitivanjem ekspresije transkripcijskih faktora nakon tretmana
retinoicnom kiselinom utvrdena je aktivacija 103 transkripcijska ¢imbenika od kojih 20
reguliraja stani¢ni razvoj i potice diferencijaciju. Povecana je ekspresija 6 transkripcijskih
¢imbenika ¢ija je uloga razvoj i diferencijacija neurona - NCOA7, TLX2, ID3, NFE2L2,
HOXD10 i ZNRF1. Smanjena je ekspresija 4 negativna regulatora razvoja neuralnih stanica:,
TFAP2B, ATFS5, ISL1 i1 SIX3. Ekspresija MEF2C, kao pozitivnog regulatora diferencijacije je
jedina smanjena. Primijeceno je da se kroz produljivanje vremena inkubacije stanica s
retinoi¢nom kiselinom smanjuje aktivnost MSX2 1 PHOX2B koji su pozitivni regulatori.

Imunocitokemijskom analizom TH 1 VMAT2, proteina uklju¢enih u sintezu dopamina,
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utvrdeno je da 1 nediferencirane i1 diferencirane stanice proizvode dopamin. Medutim,
imunoreaktivnost je znatno povecana nakon tretmana retinoi¢énom kiselinom u trajanju od 8
dana za razliku od stanica koje nisu bile podvrgnute tretmanu. Takoder, aktivnost inhibitora
dopaminskog receptora, proteina NCSI1, ¢ija je uloga desenzibilizacija, kod diferenciranih
stanica opada. DRD2 receptor izrazen je u SH-SYSY stanicama, a ima vaznu ulogu u
signalizaciji putem dopamina pa se linija Cesto diferencira ba§ u ovom smjeru da bi se

promatrao utjecaj okoliSnih ¢cimbenika na prezivljavanje dopaminergic¢kih neurona (32).

1.6.1. Lipidne splavi u neurodegenerativnim bolestima - istraZivanja provedena
na SH-SYSY stani¢noj liniji

U regulaciji razine B-amiloida kljuénu ulogu imaju ekspresija APP u membrani 1
amiloidni prekursor proteina B-sekretaze-1 (BACEL, engl. f-secretase ). Regulacija BACE1
odredena je membranskim lipidima, §to ukljucuje i lipidne splavi. Enzimi koji kontroliraju
razinu lipida su HMG-CoA reduktaza 1 sfingomijelinaza. Glavni sastojak neuronskih
membrana je kolesterol koji u fizioloSkim uvjetima ne prelazi krvno-mozdanu barijeru,
medutim, njegovi oksidirani oblici poput 27-hidroksikolesterola (27-OH-C, engl. 27-
hydroxycholesterol) imaju tu moguénost. Utvrdeno je nakupljanje 27-OH-C u mozgu u
pacijenata s Alzheimerovom bolesti, a nije iskljucena ni njegova povecana koncentracija u
plazmi. Dokazano je da 27-OH-C povecava razinu BACEl u SH-SYSY stanicama, $to
povezuje hiperkolesteroloemiju s nastankom Alzheimerove bolesti u starijoj Zivotnoj dobi.
Takoder, povecavanje koncentracije 27-OH-C mijenja aktivnost sfinomijelinaze, Sto rezultira
ubrzanom nastanku lipidnih splavi. LDL, izmedu ostalog, sudjeluje 1 u prijenosu kolesterola, a
dokazana je povecana koncentracija oksidiranog oblika LDL-a u Alzheimerovoj bolesti.
IzloZenost stanica oksidiranom obliku LDL-a moZe uzrokovati oksidativni stres 1 iscrpljivanje
glutationa. IstraZivanje ukazuje na to da aktiviranje sfingomijelinaze netoksi¢nim
koncentracijama oksidiranog LDL-a 1 27-OH-C uzrokuje smanjenje koncentracije glutationa
Sto rezultira u povecanju izlu¢ivanja P-amiloida u SH-SYSY stani¢noj liniji. Spomenutim
istrazivanjem skrece se paznja na sfingomijelinazu kao jedan od klju¢nih ¢imbenika lipidnog
oksidativnog stresa koji kasnije moZe rezultirati neurodegeneracijom (33). Transmembranska
cink metaloproteinaza tip 1 (ADAMI10, engl. disintegrin and metalloproteinase domain —
containing protein 10) je o-sekretaza odgovorna za neamiloidogeno kidanje APP-a.
Oslabljena proteoliza posredovana ADAMI10 dovodi do povecanog kidanja preostalim
sekretazama $to rezultira povecanju koncentracije B-amiloida, a njegovo nagomilavanje

uzrokuje smrt neurona. Kako se amiloidogenoa kidanje APP-a odvija unutar lipidnih splavi za
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pretpostaviti je da se kidanje posredovano s ADAMI10 vrsi u ne-splavima. Vode¢i se ovom
hipotezom, stani¢na linijja SH-SY5Y transfekcirana vektorom kojem je bio ugraden APP695
ili BACE1 koji su bili ozna¢eni s ADAM10. Ovim istrazivanjem potvrdeno je da iskljucivanje
ADAMI10 iz lipidnih splavi moze smanjiti amiloidogeneza 1 na taj nacin sprijeciti
neurodegeneraciju neurona (34).

Istrazivanje funkcije, grade i uloge lipidnih splavi u neurodegenerativnim bolesti sve
viSe uzima maha, medutim, postoje brojna nerijeSena pitanja koja se trebaju rasvijetliti
daljnjim istrazivanjima. Okoli$ni Cimbenici jedan su od bitnih uzroka brojnih bolesti, no
utjecaj okoliSa na lipidne splavi jos uvijek nije istrazen jer se vecina istraZzivanja zasniva na
idealnom prikazu ovog fenomena. Nadalje, joS uvijek nije istrazeno jesu li potrebni specifi¢ni
gangliozidi i gdje se oni nalaze kako bi doslo do komunikacije splavi s proteinima, enzimima
ili nekom drugom molekulom (35). Varijacije u koncentraciji kolesterola u splavima i njihov
utjecaj na signalizaciju 1 promet koji u konacnici moZze doprinijeti razvoju bolesti takoder
ostavljaju dosta prostora za nova istrazivanja. Iz prijasnjih istrazivanja dokazano je da brzo
smanjenje koncentracije kolesterola dovodi do pojacane ekspresije GMI1 koji poveéava
nakupljanje B-amiloida. Medutim, utjecaj statina na regulaciju ekspresije GM1 nije istrazen.
Za rasvjetljavanje utjecaja lipidnih splavi u neurodegenerativnim bolestima potrebno je do
kraja istraziti signalne puteve splavi i molekule koje sudjeluju u signalizaciji.
Razumijevanjem signalizacije 1 identifikacijom agonista 1 antagonista medu molekulama

otvara se put sintetiziranju novih lijekova u borbi protiv neurodegenerativnih bolesti (36).
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2. Hipoteza

Hipoteza ovog istrazivanja je da stanice SH-SY5Y neuroblastoma uzgojene u mediju
obogac¢enom lipidima imaju vecu povrsinu neurita od stanica uzgojenih u standardnom mediju
te da dodavanje simvastatina i mijenjanje sastava lipidnih splavi stani¢nih membrana u oba

uzgojna uvjeta i dovodi do smanjenja broja grananja neurita.
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3. Ciljevi

Ciljevi ovog istrazivanja su:
1. Utvrditi utjecaj lipidima obogacenog medija na morfologiju retinoicnom
kiselinom diferencirane stani¢ne linije SH-SYS5Y.
2. Utvrditi utjecaj simvastatina na morfologiju stanica uzgojenih u standardnom
ili lipidima oboga¢enom mediju.
3. Izolirati lipidne splavi te odrediti njihov sastav koriste¢i se Western blot

metodom.
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4. Materijal i metode

4.1. Ustroj studije

Istrazivanje je ustrojeno kao istrazivanje parova.

4.2. Materijal

Istrazivanje obuhva¢a SH-SYSY stani¢nu liniju ljudskog neuroblastoma. Istrazivanje
je provedeno u sklopu HRZZ projekta ,,Patofizioloske posljedice promjene sastava lipidnih

splavi“ voditeljice M. Heffer, HRZZ-1P-2014-09-2324.

4.3. Metode

4.3.1. Uzgoj i diferencijacija stanica

Stani¢na linijja SH-SY5Y ljudskog neuroblastoma uzgojena je u DMEM/F12 mediju u
omjeru 1:1. Medij sadrzi 10 % FBS-a i 1 % penicilina i streptomicina. Uz navedeno sadrzi i 4
mM L-glutamina 1 15 mM HEPES pufera. Za postupak diferencijacije koriSteno je 10 pM
retinoi¢ne kiseline. Postupak diferencijacije zasniva se na promjeni medija koji sadrzi
retinoi¢nu kiselinu svakih 48 sati, potom 96 sati 1 132 sata. Diferencijacija stanica u ovom

istrazivanju trajala je 9 dana.

4.3.2. Tretiranje stanica

Tretiranje stanica provedeno je tijekom 24 sata, a stanice su bile podvrgnute sljede¢im

tretmanima:
1. Standardni medij
2. Standardni medij + 10 uM simvastatina

3. Medij obogacen lipidima (oleinska kiselina 25 pM, palmitinska kiselina 125
uM, stearinska kiselina 40 pM)

4. Medij obogacen lipidima + 10 uM simvastatina
5. Standardni medij + DMSO (u istom volumenu u kojemu je koriSten kod
otapanja lipida)

6. Standardni medij + DMSO + 10 uM simvastatina
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4.3.3. Imunocitokemija

Imunocitokemija je metoda koja sluzi za vizualizaciju distribucije i1 lokalizaciju
specificnih komponenti (antigena) unutar stanica. Lokalizacija i vizualizacija moguéa je uz
pomo¢ oznacenog protutijela koje se veze na odredeni antigen. U ovoj studiji koriStena je
indirektna metoda koja podrazumijeva vezanje sekundarnog, oznaCenog protutijela na
primarno protutijelo. Imunokemijske metode koriStene su zato $to pripadaju jednim od

Imunocitokemija se u ovom istrazivanju izvodila u plo¢icama s 24 jazice. Na dnu
svake jazice bilo je staklo koje je prethodno oprano u 1 M NaOH i barem 10 puta isprano
destiliranom vodom. Potom je slijedila kolagenizacija stakalaca kako bi stanice ostale
»priljepljene” na svako stakalce. Kolagenizacija se provodila otapanjem kolagena tip I u 70
%-tnom etanolu. Dodana je suspenzija kolagena i etanola u koncentraciji od 5,5 pg/cm2.
Pripremljena je suspenzija dodana u volumenu od 100 pl po jazici. Potom su otvorene plocice
s 24 jaZice ostavljene u laminaru pod UV lampom do sljede¢eg dana kako bi bilo sigurno da
su potpuno sterilne.

Za imunocitokemiju bilo je potrebno 50 000 stanica/ml, a odstupanja od te vrijednosti
mogu biti do 33 %. Prethodno tretirane stanice u plo¢icama s 24 jaZice bile su fiksirane, a kao
fiksativ koriSten je 4 % paraformaldehid. Fiksacija se provodila na +4 °C kroz 30 minuta.
Potom su stanice isprane 3x10 minuta u pothladenom fosfatnom puferu. Slijedilo je dodavanje
blokiraju¢e otopine koja sadrzi 1 % govedeg serumskog albumina (BSA, ThermoFisher
Scientific, St. Louis, MO, SAD;16210072) 1 5 % seruma Zivotinje iz kojeg je proizvedeno
sekundarno protutijelo, detergent 1 %-tni Triton x-100 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, SAD;
93443), a kao otapalo koristio se 1x PBS (800 ml destilirane vode, 8 g NaCl, 0,2 g KCl, 1,44
g NaoHPOq4, 0,24 g KH>PO4, pH=7,4, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, SAD). Blokirajuca
otopina dodana je kako bi se sprijecilo pozadinsko obojenje prije dodavanja primarnog
protutijela, kao i nespecifi¢na vezanja primarnog i sekundarnog protutijela. Stanice su
inkubirane u blokiraju¢oj otopini 2 sata na +4 °C. Primarna protutijela koriStena u ovom
istrazivanju su - SMI312 (Sternberger Monoclonal, Lutherville, MD, SAD;837904, mis),
SMI31 (Sternberger Monoclonal, Lutherville, MD, SAD;801601, mi§) i SMI32 (Sternberger
Monoclonal, Lutherville, MD, SAD;801701, mi$). U jaZicu namijenjenu za kontrolu primarna
protutijela se nisu dodavala ve¢ je dodana blokiraju¢a otopinu koja je zatim isprana 3x10
minuta u 1x PBS-u, a nakon cega je slijedilo dodavanje sekundarnog protutijela te se dalje

nastavio tretman istim protokolom. Primarna protutijela razrjedena su u 1 %-tnoj blokirajucoj
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otopini u omjeru 1:10 000 i1 dodana u jaZice. Nakon dodavanja primarnih protutijela uslijedila
je inkubacija od 24 sata na +4 °C. Poslije 24-satne inkubacije u primarnom protutijelu, stanice
u jazicama ispirane su 3x10 minuta pothladenim fosfatnim puferom, a potom je dodano
sekundarno protutijelu. Sekundarno protutijelo koriSteno za ovo istrazivanje je kozje anti-
misje IgG protutijelo (Alexa Fluor, Salt Lake City, UT, SAD;115605068). Sekundarno
protutijelo razrjedeno je u blokirajuéoj otopini u omjeru 1:300. Inkubacija je trajala 4 sata na
+4 °C, a nakon nje uslijedilo je ispiranje 3x10 minuta u pothladenom fosfatnom puferu. Prvo
ispiranje mora sadrzavati HOECST (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, SAD;654434) boju za
jezgre koja je razrjedena u omjeru 1:10 000. Nakon zadnjeg ispiranja u jazice dodan je

fosfatni pufer i ostavljen preko noc¢i na +4 °C. Sljedeéi dan stakalca su spremna za montiranje.

4.3.4. Bojenje kolera toksinom B

Kolera toksin B (Cholera toxin B from Vibrio cholerae, Sigma Aldrich, St. Louis, MO,
SAD;C1655) dodan je u Sest jazica iz svake od Sest eksperimentalnih grupa. Nakon
razrjedivanja u blokiraju¢oj otopini u omjeru 1:1000 dodan je kolera toksin na stanice.
Inkubacija je trajala 2 sata, a poslije nje slijedilo je ispiranje 3x10 minuta pothladenim
fosfatnim puferom. Prvo ispiranje sadrzavalo je HOECST boju za jezgre u omjeru 1:10 000.
Nakon zadnjeg ispiranja dodan je fosfatni pufer u kojem su stanice bile tijekom cijele no¢i.
Sutradan je izvrSeno montiranje stakalaca na predmetnice.

Preparati su pokriveni pokrovnim staklom (Menzel-Glaser Coverslips) 1 slikani

konfokalnim mikroskopom, slike su zatim kvantificirane u Fiji ImageJ programu.

4.3.5. 1zolacija lipidnih splavi

Procesu izolacije lipidnih splavi prethodilo je struganje tretiranih stanica. Struganje se
provelo mehanickim putem. Stanice su isprane 1x PBS-om 3x15 sekundi, a nakon ispiranja
dodano je jo§ 1-2 ml 1x PBS-a te ih se sterilnom, plasticnom strugalicom sastrugalo s dna
Petrijeve zdjelice. Sastrugane stanice su zatim centrifugirane na 120-150 g 5 minuta kako bi
se peletirale. Nakon peletiranja zapoceo je proces izolacije. Za pocetak prireden je pufer s
inhibitorima. U 1000 pl karbonatnog pufera koncentracije 0,5 M dodani su: 1 mM
fenilmetilsulfonil fluorida (PMSF), 5 mM natrijevog fluorida (NaF), 1 mM natrijevog
ortovanadata (Na3VO4) 1 1 x smjesa inhibitora proteaza (Complete Mini EDTA-free
Rocher;11836170001). 1z sterilne falkonice u kojoj su se nalazile peletirane stanice odliven je

supernatant i dodan pufer s inhibitorima nakon ¢ega su stanice vorteksirane. Vorteksiranje se
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provodi dok se pelet u potpunosti ne resuspendira, nakon ¢ega je uslijedila sonifikacija, 2x10
sekundi. Potom je otpipetirano 600 pl suspenzije na dno plasti¢ne epruvete koju koristimo za
ultracentrifugu. Za svaku od 6 grupa tretiranih stanica koriStena je ista koli¢ina suspenzije
koja je nadslojena gradijentom saharoze. Masu sparenih epruveta za ultracentrifugu (1-4;2-
5;3-6) izjednacena je na drugu decimalu. Ultracentrifuga (Optima XPN-90, Beckman Coulter)
provela se tijekom 20 sati na 200 000 g.

4.3.6. Dokazivanje proteina

Nakon zavrSetka ultracentifugiranja frakcionirani su uzorci na nacin da svaka
eksperimentalna grupa ima 11 frakcija. U ovom istraZivanju za dokazivanje proteina u
pojedinim frakcijama koristila se metoda po Bradfordu.

Metoda po Bradfordu je kolorimetrijska metoda koja se bazira na reakciji proteina s
bojom Coomassie Brilliant Blue G-250 u kiselom mediju. Coomassie Brilliant Blue G-250
reagira najces€e s grupama arginina u proteinima. Boja se na proteine veze hidrofobnim
interakcijama i ionskim vezama. To dovodi do promjene boje iz smede u plavu, pri ¢emu se
apsorbcijski maksimum mijenja s 465 nm na 595 nm, $to mjerimo spektrofotometrom (38).
Za metodu po Bradfordu koristena je plocica s 96 jazica s ravnim dnom kako ne bi doslo do
rasapa svjetlosti prilikom spektrofotometrijskog mjerenja. Napravljen je standard pomocu 5
%-tnog BSA. Standard je razrijeden 1 x PBS-om, pocevsi od koncentracije 10 mg/ml, a
krajnja koncentracija iznosila je 0,0097 mg/ml, u svakoj jazZici osim 10 pl standarda nalazilo
se 1 200 ul Bradford reagensa. Negativnu kontrolu predstavljale su jazice sa 200 pl Bradford
reagensa (Thermo Scientific Pierce Coomassie Plus Protein Assay, Massachusetts,
SAD;23238). Svaki uzorak je raden u duplikatu zbog vecée preciznosti mjerenja. Ploc¢ica s 96
jazica ostala je na sobnoj temperaturi 5-10 minuta. Uslijedilo je oCitavanje apsorbance na Bio

Rad uredaju (iMark™ Microplate Absorbance Reader) na 595 nm.

4.3.7. Elektroforeza i Western blot metoda

Elektroforeza je tehnika koja sluZi za razdvajanje nabijenih molekula u elektri¢cnom
polju. Celuloza acetat, Skrobni gel, agarozni gel i poliakrilamidni gel vrste su nosaa za
elektroforezu. Za razdavajanje proteina koriste se agarozni ili poliakrilamidni gelovi (36). U
ovom istrazivanju koriSten je poliakrilamidni gel kao nosac. Vrsta elektroforeze za ovo

istrazivanje bila je SDS-PAGE elektroforeza.
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SDS-PAGE celektroforeza je vrsta denaturirajuce elektroforeze. Denaturacija proteina
dogada se kuhanjem s dodatkom merkaptoetanola ili ditiotreitola (DTT) koji reduciraju SS-
mostove mostove. Dodecil sulfat (SDS) je detergent koji daje naboj razmjeran masi svim
proteinima. U konacnici u SDS-PAGE elektroforezi proteini se razdvajaju na temelju njihove
veli¢ine 1 svi putuju prema pozitivno nabijenoj elektrodi (39).

Prije elektroforeze dodan je DTT u frakcije uzoraka u omjeru 1:4. Frakcije su potom
izlozene temperaturi od 95 °C tijekom 5 minuta. SDS-PAGE elektroforeza se u ovom
istrazivanju izvela u 12 %-tnom poliakrilamidnom gelu. Elektroforeza se provodila u
kadicama (Mini Gel Tank) koje su napunjene 1x running puferom (25mM Tris, 192mM
glicin, 0,1% SDS) do oznake na kadici. U prvu jazicu gela dodano je 3 ul standarda (SeeBlue
Plus2 Prestained Standard, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, SAD;L.C5925), a u
sljedece po 25 pl frakcije uzoraka za svaku eksperimentalnu grupu. Jakost elektri¢nog polja
elektroforeze iznosila je 25 mA. Elektroforeza se provela u okvirnom vremenu od 2 sata.

Western blot predstavlja transfer proteina s gela na membranu. Za detekciju proteina
od interesa na membranu se dodaje primarno protutijelo specificno za odredeni protein od
interesa. Sekundarno protutijelo mora biti specifi¢no za primarno kako bi doslo do njihovog
medusobnog vezanja. Sekundarno protutijelo mora biti obiljeZeno kako bi vizualizacija bila
uspjesna (39).

Nakon zavrSetka elektroforeze slijedi Western blot metoda. Membrana koja se koristi
za prijenos proteina s gela prvo je aktivirana 10-ak sekundi u metanolu, a potom isprana
destiliranom vodom. Redom su poslagane: spuzva, filter papir, elektroforeski gel, membrana,
filter papir 1 spuzva. Kadica u kojoj je izvrSen prijenos proteina s gela na membranu
napunjena je do oznake 1x transfer puferom (184mM Tris, 140mM glicin 1 20% metanol).
Western blot metoda provela se u Thermo Fisher mini blot sustavu na +4 °C, jakost
elektricnog polja iznosila je 200 mA, a sam proces trajao je 16 sati. Nakon Western blot
metode membrane su izrezane na specificnim mjestima — izmedu vrpce transferina 80kDa 1
vrpce flotilina (48kDa). Primarna su protutijela razrijedena u 3 % BSA u omjeru 1:2000.
Koristena su primarna protutijela za transferin (Thermo Fisher, Massachusetts, SAD;13-6800,
mi$) i flotilin (BD biosciences, Franklin Lakes, NJ, SAD;610821, zec). Membrane su potom
inkubirane 24 sata na +4 °C na tresalici. Nakon inkubacije membrane se ispiru 3x10 minuta u
I1x PBST-u. Sekundarno protutijelo koristeno u istrazivanju je IgG anti-misje HRP protutijelo
(Santa Cruz, Dallas, TX, SAD;SC-2034) razrijedeno u 3 % BSA u omjeru 1:5000. Inkubacija

sekundarnog protutijela trajala je 4 sata na sobnoj temperaturi na tresalici, nakon Cega je
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uslijedilo ispiranje 3x10 minuta 1x PBST-om. Membrane su vizalizirane na Bio Rad
ChemiDoc Imaging sistemu.

Elektroforeza, Western blot i vizualizacija AMPA receptora radena je istim principom,
medutim, za elektroforezu koriStene su samo frakcije 3, 4 1 9 od svake eksperimentalne grupe,
a u jazice za elektroforezu stavljena je koli¢ina od 30 pg protina. Za proces vizualizacije
AMPA receptora nakon Western blot metode koristeno je primarno protutijelo - anti-GluR2
IgG (Neuro Mab, Davis, CA, SAD;L21/32, mi§) u omjeru 1:5000. Sekundarno protutijelo
razrijedeno je u omjeru 1:1000, a radi se o 647 AffiniPure kozjem anti — misjem IgG + IgM

antitijelu (Alexa Flour, Salt Lake City, UT, SAD;115 — 605 — 068).

4.4. Statisticke metode

Prikupljeni podatci prikazani su numericki aritmetickom sredinom i standardnom
devijacijom u sluc¢aju normalne raspodjele, odnosno medijanom i interkvartilnim rasponom u
ostalim slu¢ajevima. Normalnost raspodjele testirana je Shapiro-Wilkovim testom. Razlike
izmedu varijabli nezavisnih skupina utvrdene su Studentovim t-testom i analizom varijance
ANOVA u slucaju normalne raspodjele, odnosno Kruskal-Wallisovim i Mann-Whitneyjevim
U-testom u ostalim slucajevima. Razina znacajnosti je postavljena na a = 0,05. Za statisticku

analizu koriSten je statistiCki program (Statistica, inacica 13, Dell, SAD).
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5. Rezultati
5.1. Utjecaj simvastatina i lipidima obogac¢enog medija na morfologiju SH-SY5Y
stanicne linije
5.1.1. Utjecaj simvastatina i lipidima obogacenog medija na duljinu neurita SH-SY5Y
stani¢ne linije prikazan bojenjem kolera toksinom B

Kolera toksin B povezuje se s gangliozidom GM1 koji je prisutan na membranama
neurona. Budu¢i da je GM1 rasprostranjen po cijeloj membrani, koriSten je kao epitop kako bi
se preliminarno odredila duljina neurita prilikom razli¢itih tretmana na SH-SYS5Y stanicama
neuroblastoma. Stanice su podijeljene u 6 skupina: kontrolna grupa, stanice tretirane
simvastatinom, stanice tretirane DMSO-om, stanice tretirane masnim kiselinama, stanice

tretirane masnim kiselinama 1 simvastatinom 1 stanice tretirane simvastatinom 1 DMSO-om.

Duljina neurita

60.000

50.000

40.000

30.000

20.000

10.000 l
0.000

DMSO MK+S S+ DMSO

Duljina neurita u mikrometrima

Graf 1. Duljina neurita procijenjena bojenjem tretiranih stanica kolera toksinom.
Legenda: KG - kontrolna grupa, S - simvastatin, MK - masne kiseline, S+MK - simvastatin +
masne kiseline, S+D - simvastatin + DMSO, D - DMSO.

Primjena kolera toksina B pokazala je kako je najbolji tretman za stanice, tretman
simvastatinom. U odnosu na kontrolnu grupu, najmanju duljinu neurita pokazuje tretman

masnim kiselinama.

Primije¢eno je da kolera toksin B prikazuje neurite odredene debljine (do 25 um),

stoga se provodilo 1 mikroskopiranje u tamnom polju kao $to je prikazano na slici 1.
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DAPI Kolera toksin Tamno polje Kompozit

Slika 1. Imunocitokemijsko bojenje stani¢ne linije SH-SY5Y kolera toksinom B. Povecanje
200 x, skala — 50 pm. Legenda: K - kontrola, KG - kontrolna grupa, S - simvastatin, MK -

masne kiseline, S+tMK - simvastatin + masne kiseline, S+D - simvastatin + DMSO, D -

DMSO.
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Na pocetku ove studije testirana je prikladna metoda za mjerenje neurita. Kolera toksin
B dobro obiljezava membrane SH-SY5Y stani¢ne linije pa je stoga i upotrijebljen, zajedno s
tamnim poljem, za procjenu duljine neurita. Ako se upotrijebi ovaj marker — simvastatinom
tretirane stanice imaju najdulje neurite. U tamnom polju rezultat nije isti kao s kolera

toksinom B, pa su testirani epitopi citoskeleta.

5.1.2. Utjecaj simvastatina i lipidom obogac¢enog medija na stani¢nu liniju SH-SY5Y
prikazan bojenjem SMI31, SMI32 i SM1312

Stani¢na linija SH-SYS5Y prvo je testirana na SMI31 koji prepoznaje fosforilirani
epitop u neurofilamentima. Zatim je testirana na SMI32 koji prepoznaje nefosforilirane
epitope neurofilamentnih proteina i prikazuje neuroplasti¢nost te na SMI1312 koji prepoznaje

epitope aksona.

Ekspresija SMI 31 u diferenciranim SH-SY5Y stanicama
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Graf 2. Prikaz kvantificirane ekspresije SMI31 u diferenciranoj stani¢noj liniji SH-SY5Y.
Ekspresija SMI31 u stani¢noj liniji SH-SY5Y nije pokazala statistiCku znacajnost.
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Ekspresija SMI 32 u diferenciranim SH-3Y5Y stanicama
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Graf 3. Prikaz kvantificirane ekspresije SMI32 u diferenciranoj stani¢noj liniji SH-SY5Y.
Legenda: Medijan - crta u kutiji, kutija - gornja i donja kvartila, brkovi - minimum i
maksimum, aritmeticka sredina - X , kruziéi - strSeée vrijednosti, *** statistiCka znacajnost <

0,001.

Ekspresija SMI32 u diferenciranoj stani¢noj liniji SH-SY5Y pokazuje statisticku
znacajnost (p=0,0003) izmedu stanica tretiranim masnim Kkiselinama i kontrolne grupe, kao i
stanicama tretiranim masnim Kkiselinama i DMSO-om. Budu¢i da SMI32 prikazuje
neuroplasti¢nost stanica, iz grafa je vidljivo da stanice tretirane masnim kiselinama imaju
vecu moguénost prilagodbe od ostalih tretmana. Iako kolera toksin B pokazuje da je najmanja
duljina stanica tretirana masnim kiselinama, primjecuje se da stanice mogu prezivjeti u

uvjetima koji nisu karakteristicni za kvalitetan rast i diferencijaciju.

Ekspresija SMI 312 u diferenciranim SH-5Y5Y stanicama

E

Graf 4. Prikaz kvantificirane ekspresije SMI312 u diferenciranoj stani¢noj liniji SH-SY5Y.
Legenda: Medijan - crta u kutiji, kutija - gornja i donja kvartila, brkovi - minimum i
maksimum, aritmeticka sredina - X , kruzi¢i - strSece vrijednosti, *** statisticka znacajnost <

0,001.
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Ekspresija SMI312 u diferenciranoj SH-SYSY stani¢noj liniji pokazala je statisticku
znacajnost (p<0,001) izmedu stanica tretiranih simvastatinom i onih tretiranih masnim
kiselinima, stanica tretiranih simvastatinom i masnim kiselinama uz dodatak simvastatina, kao
i stanica tretiranih masnim kiselinama uz dodatak simvastatina i onih tretiranih s DMSO.
Primjecena je statisticka znaCajnost 1 izmedu stanica tretiranih simvastatinom i kontrolne

grupe. Pomo¢u SMI1312 najbolje su vizualizirane stanice tretirane samo simvastatinom.
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DAPI ShI31 ShI32 ShI312 Eompozit

Slika 2. Prikaz imunocitokemijskog bojenja SMI31, SMI32 i SMI312 stani¢ne linije SH-
SYSY kontrolne grupe i tretiranih stanica. Poveéanje 400 x, skala — 50 um. Legenda: K -
kontrola, KG - kontrolna grupa, S - simvastatin, MK - masne kiseline, S+MK - simvastatin +
masne kiseline, S+D - simvastatin + DMSO, D - DMSO. Stanice tretirane simvastatinom 1i

obojene pomoc¢u SMI31 imaju veci intenzitet obojenja od kontrolne grupe.
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Imunocitokemijsko bojenje na markere neuroplasti¢nosti - SMI31, SMI32 i SMI312 u
ovoj studiji pokazalo se neadekvatnim za odredivanje duljine neurita stani¢ne linije SH-
SYS5Y, vidljivo iz slike 2. Stoga je analizirana integirana gustoc¢a obojenja po stanici. 1z
statistiCki obradenih podataka vidljivo je kako tretman simvastatinom (bojenje SMI312) i
tretman masnim kiselinama (bojenje SMI32) utjeCe na neuroplasti¢nost tretirane stani¢ne
linije.

Najtanji filamenti prikazani su pomoc¢u SMI312 buduéi da on daje obojenje aksonima,
odnosno izdancima neurona. Kao cut-off vrijednost najmanje debljine neurona uzeta je
veli¢ina od 2 500 pm do 62 500 pm, buduéi da je prosjeéna povrsina neurona 250 000 pm 2,

a duljina neurona se kre¢e od 4 — 100 pm.
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5.2. Promjena sastava lipidnih splavi SH-SY5Y stani¢ne linije

Metodom bez detergenta napravljeno je razdvajanje lipidnih splavi od ne-splavi. Pozitivne

frakcije proteina u sastavu lipidnih splavi o¢ekuju se u frakcijama 3 1 4.

El

8T 1 23 4 5 6 7 8 ¢ 10 11
| —
- #
5T 1 2 3 4 35 &6 7 8 & 10 11
— — —
ST 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
<A
-

- —
5T 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
® —

Slika 5. Vizualizacija Flotillina 1 na Western blot membranama. Legenda: ST — standard,
brojevi 1 — 11 oznacavaju broj frakcija pojedine eksperimentalne skupine, E1 — kontrolna
grupa, E2 — tretman simvastatinom, E3 — tretman masnim kiselinama, E4 — tretman masnim
kiselinama 1 simvastatinom, ES — tretman s DMSO, E6 — tretman s DMSO i simvastatinom.
Na membranama E1 i E2 vizualiziran je Flotillin 1 u frakcijama 4, 5 1 11. Na membranama

E3, E4, E5 1 E6 vizualiziran je Flotillin 1 u frakcijama 3, 41 11.
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Na osnovu ocekivanog, velina tretmana imala je pozitivne reakcije u zeljenim
frakcijama. lako membrane E1 i E2 nisu imale pozitivnu reakciju na Flotillin 1 u frakciji 3 i

dalje ne odstupaju od postavljenih o¢ekivanja.

Tablica 1. Prikaz relativnog odnosa intenziteta obojenja Flotillina 1 na membrani Western blot
metodom. Legenda: brojevi 1 — 11 oznacavaju broj frakcija pojedine eksperimentalne
skupine, x — aritmeti¢ka sredina, SD — standardna devijacija, E1 — kontrolna grupa, E2 —
tretman simvastatinom, E3 — tretman masnim kiselinama, E4 — tretman masnim kiselinama i

simvastatinom, E5 — tretman DMSO-om, E6 — tretman DMSO-om i simvastatinom.

Relativan odnos intenziteta obojenja (%) - Flotillin 1

Frakcija El E2 E3 E4 E5 E6
11 31,18 49,30 48,36 50,70 47,60 55,89
10 0,67 6,03 3,36 1,71 4,22 4,93
9 2,02 2,48 0,82 5,97 1,95 16,61
8 4,50 1,37 0,76 4,11 1,69 3,23
7 0,68 0,39 2,40 3,24 1,76 2,16
6 0,18 0,72 4,57 2,95 6,18 2,29
5 0,62 2,50 2,06 3,96 2,48 2,62
4 62,77 8,83 20,64 8,40 19,95 5,48
3 0,06 24,06 10,86 17,14 13,15 5,77
2 0,02 3,35 0,87 1,76 1,01 1,01
1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

X SD X SD X SD X SD X SD X SD
10,2 20,7 9 14,9 9] 14,3 10,0 | 150 10,0 | 146 10,0 | 16,7

Iz tablice 1. Prikaz relativnog odnosa intenziteta obojenja Flotillin 1 u stanicama SH-
SYS5Y primjecuje se da je pozitivna frakcija 11 u svim tretiranim stanicama, a ostale pozitivne
frakcije su frakcije 3 1 4 na eksperimentalnim tretmanima. Posebice se primjeti razlika izmedu

grupa E2 1 E3 u 3. frakeiji.
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Frakcije proteina vizualizirane su protutijelima na Transferin Western blot
metodom. Transferin je upotrebljen kao marker lipidnih ne-splavi. Pozitivne frakcije proteina

u sastavu lipidnih ne-splavi ocekuju se u frakcijama 3,41 11.

Transferin
ST 1 2345 678 9101
EL | - -1
| & _— — - K
— 1)
£2
. —— —— 2
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" c 100
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£ - | - 100
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Slika 6. Vizualizacija Transferina na Western blot membranama. Legenda: ST — standard,
brojevi 1 — 11 oznacavaju broj frakcija pojedine eksperimentalne skupine. Na membrani El,
E2, E4 vizualiziran je Transferin u frakcijama 4, 5 i 11. Na membrani E3 vizualiziran je
Transferin u frakciji 4. Na membrani ES vizualiziran je Transferin u frakcijama 4, 5 1 na

membrani E6 vizualiziran je Transferin u frakcijama 101 11.

Na membranama je predocen vizualizirani transferinski receptor. U skoro svim
frakcijama moze se primijetiti da je doSlo do pozitivne reakcije. Frakcije u kojima je doslo do

jace reakcije su frakcije 4, 5, 10 i 11, $to je vidljivo na slici 6.
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Tablice 2. Prikaz relativnog odnosa intenziteta obojenja Transferina na membrani Western
blot metodom. Legenda: brojevi 1 — 11 oznacavaju broj frakcija pojedine eksperimentalne
skupine, x-aritmeticka sredina, SD — standardna devijacija, E1 — kontrolna grupa, E2 —
tretman simvastatinom, E3 — tretman masnim kiselinama, E4 — tretman masnim kiselinama i

simvastatinom, E5 — tretman s DMSO, E6 — tretman s DMSO i simvastatinom.

Relativan odnos intenziteta obojenja (%) — Transferin

Frakcija El E2 E3 E4 E5 E6

11 21,58 7,02 0,67 1,56 1,42 17,53

10 8,99 9,26 11,88 14,38 5,82 38,95

9 6,58 6,11 8,16 6,41 5,83 7,70

8 8,12 6,20 8,73 6,19 11,15 5,47

7 10,26 7,97 8,18 6,04 8,41 5,08

6 2,38 9,80 9,48 2,63 6,76 4,66

5 15,81 18,79 9,58 5,75 6,49 6,73

4 21,10 26,95 27,23 9,42 17,79 11,05

3 1,68 5,45 12,12 8,16 9,39 1,95

2 3,05 1,52 3,98 2,09 2,06 0,87

1 0,44 0,94 3,28 1,85 6,35 6,35
X SD X SD X SD X SD X SD X SD
9 7,5 9 7,6 91 69 7 |52 9 5,5 9 | 10,7

Iz relativnog odnosa intenziteta obojenja Transferina Western blot metodom uoceno je

da vecina tretmana stani¢ne linijje SH-SYSY ima ve¢i relativni odnos intenziteta obojenja u

frakcijama 4, 5, 101 11 u odnosu na ostale frakcije.
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Slika 7. Vizualizacija AMPA receptora Western blot metodom. Legenda: ST — standard,

brojevi 3, 4, 9 oznaavaju broj frakcije jedne eksperimentalne skupine. Nema vidljive reakcije

AMPA receptora tehnikom Western blota. Western blot metoda nije uspjela.

AMPA receptor eksprimiraju diferencirane stanice. Budu¢i da Western blot metodom
nije dobivena pozitivna reakcija, moze se pretpostaviti da protutijelo na AMPA receptor nije

valjano. Sukladno s tim relativni odnos intenziteta obojenja AMPA receptora nije napravljen.
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6. RASPRAVA

Svrha ovog istrazivanja bila je utvrditi utjecaj lipidima obogacenog medija na
morfologiju stanicne linije SH-SYS5Y ljudskog neuroblastoma, utvrditi utjecaj simvastatina na
morfologiju stanica uzgojenih u standardnom ili lipidima oboga¢enom mediju i izolirati

lipidne splavi te odrediti njihov sastav koriste¢i se Western blot metodom.

U istrazivanju objavljenom 2018. godine napravljena je usporedba metode bojenja
kolera toksinom B i fluorogolda na retinalnim ganglijskim stanica. Rezultati istrazivanja
pokazuju kako je bojenje kolera toksinom povoljnija metoda ukoliko je u interesu pokazati
morfologiju Ziv€ane stanice, dok je metoda bojenja flourogoldom bolja metoda ukoliko je
stavljan naglasak na kvatifikaciju pojedinih struktura, u ovom slucaju na retinalne ganglijske
stanice (40). Osim navedenih pozitivnih strana, smatra se da bojenje kolera toksinom ne bi
trebalo biti bojenje izbora ukoliko se zeli utvrditi porijeklo neurona. Stoga se moze zakljuciti

kako ovo bojenje nije povoljno ukoliko ukljucuje veliko tkivo poput ishijati¢nog Zivca (41).

U ovom istrazivanju bojenje kolera toksinom B posluzilo je kao dobar pokazatel]
duljine neurita stani¢ne linije SH-SYS5Y. Ta ¢injenica moZe biti povezana sa svojstvom kolera
toksina B da se veZe na gangliozid GMI1 koji se koristi kao marker za dokazivanje lipidnih
splavi koji je ravnomjerno rasporeden duZz membrane. Naime, iz rezultata ovog bojenja
vidljivo je da je simvastatin izrazito utjecao na rast SH-SYSY stani¢ne linije, a samim tim 1 na

neuritogenezu.

lako istrazivanje provedeno 2015. godine kao zaklju¢ak studije navodi da je
specificnost vezanja kolera toksina B na GM1 ogranicena te da postoje tri vrste vezanja kolera
toksina na GM1. Specificno vezanje, nespecificno te ono koje se dogada prilikom vezanja
kolera toksina na gilkozilirane povrSinske proteine 1 nespecifi¢no vezanje FITC-a za stani¢nu

povrsinu (42).

Istrazivanje objavljeno 2014. godine govori o neurotoksi¢nosti palmitinske kiseline.
Naime, SH-SY5Y stani¢na linija tretirana je 0,1 — 0,5 mM stock otopinom palmitinske
kiseline tijekom 24 — 48 sati. Interpretacijom rezultata zakljucuje se kako palmitinska kiselina
u stani¢noj liniji neuroblastoma dovodi do apoptoze, poviSenja razine oksidativnog stresa,
nakupljanja B-amiloida, a djeluju 1 na stani¢ni ciklus na nacin da zaustavlja G2/M fazu istog

(43).
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Stanice tretirane masnim kiselinama i obojene kolera toksinom B u ovom istrazivanju
imaju krace neurite u odnosu na kontrolnu skupinu, sto ide u prilog istrazivanjima koja govore
o njihovoj citotoksicnosti. Kako je izmedu ostalog koriStena palmitinska kiselina u lipidima
oboga¢enom mediju koji se Koristio za tretiranje SH-SY5Y stani¢ne linije, za pretpostaviti je

kako je ona uzrokovala najviSe negativnih u¢inaka na rast neurita.

U jednom od istrazivanja ispitana je morfologija neuroaksonskog ostec¢enja pomocu
SMI31, SMI32 i SMI312. Zakljuéeno je kako je gubitak signala SMI132 dobar pokazatelj
skrac¢enja i fragmentacije dendrita i atrofije stanica. Isto tako gubitak signala SMI31 u ovom
istrazivanju ekvivalentan je smanjenju aksonskih fosforiliranih neurofilamenata. Ovim je
zaklju¢eno da su SMI31 i SMI32 dobri pokazatelji neurodegeneracije (44). Istrazen je i
utjecaj simvastatina na traumatsku aksonsku ozljedu te je donesen zakljucak da simvastatin
smanjuje akonsku ozljedu mozga te potiCe rast neurita. Rezultati su prikazani
imunocitokemijskom vizualizacijom traumatske aksonske ozljede pomoc¢u SMI312 koji se

koristi kao marker za aksone (45).

Kako je u ovom istrazivanju koriStena diferencirana stanicna linija SH-SY5Y, a ne
zreli neuroni, imunocitokemijsko bojenje nije zadovoljavajuce. To se dogodilo prvenstveno
zbog toga Sto u stanicnoj liniji neuroblastoma ne dolazi do migracije proteina u ogranke
neurita $to znaci da ne postoje valjani epitopi za svaki od pojednih SMI-jeva. Na prikazanoj
slici imunocitokemijskog bojenja vidljivo je da su signali SMI31, SMI132 i SMI312 sadrzani u

jezgrama stanice.

Brojna istraZivanja navode citotoksi¢nosti palmitinske kiseline. Primjerice, Yung-
Hsuan 1 suradnici ispitali su utjecaj palmitinske, oleinske i laurinske kiseline na SH-SY5Y
stani¢nu liniju. Otopine masnih kiselina dodane su u medij u razli¢itim koncentracijama u
rasponu od 100 do 500 pM. Utvrdeno je da samo palmitinska kiselina izaziva citotoksi¢nost 1
to u koncentracijama ve¢im od 300 uM tijekom 24-satne inkubacije (48). Za ucinke oleinske
kiseline na stani¢nu liniju neuroblastoma izvjestili su Zhu 1 suradnici koji zaklju¢uju da
oleinska kiselina ima proapoptotski uc¢inak. Oni smatraju da oleinska kiselina uzrokuje
pojacanu ekspresiju 1 defosforilaciju Bad proteina koji je ¢lan Bcl-2 obitelji proteina, a
inaktiviran je fosforilacijom (46). U Spanjolskoj, 2018. godine ispitan je utjecaj nanodestica
zeljezovog oksida presvucenih oleinskom kiselinom na stani¢nu liniju SH-SYS5Y. Uocena su
stani¢na oStecenja membrane koja su povezana s citotoksicnos¢u, smetnje stancnog ciklusa i

izazivanje apoptoze (47). S pretpostavkom da smanjenje fluidnosti staniéne membrane moZze
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dovesti do jos veceg izluCivanja prekursora APP-a u Alzheimerovoj bolesti ispitan je ucinak
stearinske, oleinske, linolne, a-linolenske, arahidonske, eikosapenteinske i dokozaheksaenske
kiseline. U ovom istrazivanju utvrdeno je da samo masne kiseline s Cetiri ili viSe od Cetiri
dvostruke veze imaju sposobnost povecati fluidnost membrane, a u ovom slucaju radi se o
arahidonskoj, dokozaheksaenskoj 1 eikosapentaenoi¢noj kiselini. Koncentracija tih
polinezasi¢enih kiselina uvelike ovisi o u¢inku na stanicnu membranu. Smatra se da mijenjaju
fluidnost membrane i poveéavaju izlu¢ivanje APP-a u rasponu koncentracija od 100 nM do 1
uM. Polozaji dvostrukih veza u ugljikovodicnim lancima nemaju utjecaj na fluidnost

membrane i izluc¢ivanje APP-a (48).

Utvrden je neuroprotektivni ucinak statina na SH-SYSY stani¢noj liniji. Testirano je
kako kombinacija koncentracije od 0,1 mM tri statina, medu kojima se nalazi i simvastatin
utjeCe na oslobadanje APP-a iz stanica. Takoder, statini sudjeluju u regulaciji ekspresije a7
nikotin acetilkolin receptora, inhibiraju acetilkolinesterazu i butirilkolinesterazu. Takoder,
simvastatin regulira ekspresiju i koncentraciju antiapoptotskog proteina Bcl-2 na nacin da
povecava razinu ET-1 proteina, $to dovodi do povecanja Bcl-2 u SH-SYSY stanicama (49,

50).

U ovom istrazivanju Kkvantifikacijom ekspresije SMI31, SMI32 i SMI312
diferencirane stani¢ne linije SH-SYS5Y primjeceno je da ekspresija SMI31 nije pokazala
statistiCku znacajnost (p>0,05). Ekspresija SMI32 pokazuje statisticku znacajnost (p<0,05)
izmedu stanica tretiranih masnim kiselinama 1 kontrolne grupe te stanicama tretiranim
masnim Kiselinama i DMSO. Kvantifikacijom imunocitokemijskog bojenja stani¢ne linije
SH-SY5Y pomoc¢u SMI312 uocena je statisticka znacajnost (p<0,05). Statisticka znacajnost
prisutna je izmedu stanica tretiranih simvastatinom 1 kontrolnom grupom, stanica tretiranih
simvastatinom i masnim kiselinama, stanica tretiranih simvastatinom i masnim kiselinama s
dodatkom simvastatina i stanica tretiranih masnim kiselinama s dodatkom simvastatina i onih
tretiranih s DMSO.

Kako su floitilini dio lipidnih splavi, smatra se da imaju ulogu 1 u samoj patogenezi
neurodegenerativnih bolesti. Istrazivanja ukazuju kako se f-amiloidi akumuliraju u flotilin-1
pozitivnim endocitnim vezikulima. Takoder, neki od lijekova koriSteni u istraZivanjima u
svrhu otkrivanja valjane terapije neurodegenerativnih bolesti, poput statina smanjili su
ekspresiju flotilina-1 (51). Poznato je da Zeljezo prolaskom kroz krvno-moZdanu barijeru

uzrokuje oksidativni stres §to u konacnici dovodi do odumiranja neurona. Upravo zbog toga
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utjecaj zeljeza na neurone povezuje se s nastankom neurodegenerativnih bolesti. lako sam
mehanizam prolaska Zeljeza kroz krvno-mozdanu barijeru jo$ uvijek nije do kraja razjaSnjen,
istrazivanja ukazuju da u tom prolasku transferin i transferinski receptor imaju vrlo vaznu

ulogu (52, 53).

Provedenim istrazivanjem vizualiziran je flotilin, koji predstavlja marker splavi na
Western blot membrani i transferin kao marker ne-splavi. Dokazom flotilina u frakcijama 3 i 4
u podrucju oko 48 kDa potvrdena je uspjesna izolacija lipidnih splavi u ovom istrazivanju.
Mjerenjem relativnog odnosa intenziteta obojenja Western blot membrane tretirane
protutijelom na Flotillin 1 vidljiva je razlika u intenzitetu obojenja 3. frakcije stanica tretiranih
simvastatinom i onih tretiranih masnim kiselinama. Pregledom tablice relativhog odnosa
intenziteta obojenja Flotillina 1 moze se ustanoviti sljedece: E1 (kontrolna grupa) ima najveci
postotak intenziteta obojenja u frakciji 4 koja je specificna za lipidne splavi, nadalje
tretiranjem stanica samo simvastatinom ili simvastatinom i masnim kiselinima primijecen je
pad 1 preko 50 % u frakciji 4 u odnosu na kontrolnu grupu. Iz toga se moze zakljuciti da
simvastatin 1 masne kiseline djeluju sinergisticki; stanice tretirane s DMSO u potpunosti
remete sastav lipidnih splavi, promjena koncentracije masnih kiselina i kolesterola nije
dovoljna kako bi kompenzirala remecenje stanicne membrane koju je DMSO izazvao. Osim
toga, tretman simvastatinom sa ili bez masnih kiselina odrZava duljinu neurita, dok DMSO ne
djeluje na duljinu, ali kompletno mijenja sastav lipidnih splavi. Pregledom tablice relativnog
odnosa intenziteta obojenja transferina vidljivo je da su lipidne ne-splavi izolirane u svim
tretmanima stanicne linijje SH-SYSY. Tretman simvastatinom i masnim kiselinama (E4)
djeluje sinergisticki na sastav lipidnih ne-splavi obzirom da odnos intenziteta obojenja ne
prikazuje znacajne razlike medu frakcijama. Tretiranje stanica simvastatinom (E2) i masnim

kiselinama (E3) pokazuje intenzivniju reakciju na transferin u 4. frakciji.

Znanstvenici u istrazivanju objavljenom 2018. godine iznose zaklju¢ak da AMPA
receptori mogu utjecati na razinu izvanstanicnog [-amiloida. Smatra se da pobudeni AMPA
receptori pokrecu slozen odgovor u koji je uklju¢eno poveéano oslobadanje interleukina-6 §to
u konacnici dovodi do smanjena izvanstanicne koncentracije [-amiloida (54). IstraZivanje
provedeno 2018. godine upucuje na to da aktiviranje AMPA receptora omogucuje brz ulazak
cinkovih iona u dopaminergicke neurone, $to uzrokuje njihovu degeneraciju. Ovaj slijed

dogadaja doveo je do poremecaja kretanja ispitivanih Stakora u spomenutom istrazivanju (55).
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RASPRAVA

U ovom istrazivanju AMPA receptor vizualizacijom Western blot membrane nije
dokazan. Dokaz GIluR2 podjednice AMPA receptora predstavljao bi bend na membrani na oko
100 kDa. Pretpostavlja se da vizualizacija AMPA receptora nije uspjela zbog nevaljanog

protutijela koje je koriSteno za vizualizaciju.
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ZAKLJUCCI

7. ZAKLJUCCI

Na temelju provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata izvedeni su sljede¢i zakljucci:
1. Lipidima obogacen medij sprjecava rast neurita SH-SY5Y stani¢ne linije,
2. Simvastatin potice neuritogenezu SH-SYS5Y stani¢ne linije,
3. Flotilin u 3. i 4. frakciji upucuje na uspjesno izolirane lipidne splavi. Stanice tretirane
simvastatinom i masnim kiselinama za 50 % su smanjile koli¢inu epitopa u lipidnim
splavima u odnosu na kontrolnu grupu, dok stanice tretirane DMSO-om kompletno

mijenjaju sastav lipidnih splavi.
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SAZETAK

8. SAZETAK

Utjecaj simvastatina na morfologiju stanica SH-SYSY neuroblastoma

Ciljevi istrazivanja: Utvrditi utjecaj lipidima obogac¢enog medija na morfologiju stanicne
linije SH-SY5Y ljudskog neuroblastoma, utvrditi utjecaj simvastatina na morfologiju stanica
uzgojenih u standardnom ili lipidima oboga¢enom mediju i izolirati lipidne splavi, te odrediti

njihov sastav koriste¢i se Western blot metodom.
Nacrt studije: Studija parova.

Ispitanici i metode: U ovom istrazivanju koriStena je SH-SYSY stani¢na linija ljudskog
neuroblastoma. Stanice su tretirane sa standardnim medijem, simvastatinom, medijem
obogacenim lipidima, medijem obogacenim lipidima s dodatkom simvastatina, DMSO-om,
DMSO-om s dodatkom simvastatina. Nakon 24 sata tretiranja morfologija je prikazana
imunocitokemijskim bojenjem na markere citoskeleta - SMI31, SMI32 i SMI312. Rezultati
su analizirani pomocu Imagel] racunalnog programa. Izolacija lipidnih splavi izvrSena je
ultracentrifugiranjem. Western blot metodom utvrden je sastav lipidnih splavi uz pomo¢

markera splavi i nesplavi, te protutijela na AMPA receptor kao marker neuroplasti¢nosti.

Rezultati: Bojenje kolera toksinom pokazuje da stanice tretirane simvastatinom imaju
najvecu duljinu neurita u odnosu na kontrolnu skupinu, dok one tretirane masnim kiselinama
imaju najmanju duljinu neurita. Kvantifikacija imunocitokemijskog bojenja na SMI312
pokazuje statisticki znaCajne razlike izmedu stanica tretiranih simvastatinom i kontrolnom
grupom, stanica tretiranih simvastatinom i kiselinama, stanica tretiranih simvastatinom i
masnim kiselinama s dodatkom simvastatina i stanica tretiranih masnim kiselinama s
dodatkom simvastatina i onih tretiranih DMSO. Statisti¢ki su znacajne razlike izmedu stanica
tretiranih masnim kiselinama u odnosu na kontrolnu grupu i DMSO kod stanica bojenim na

SMI32. Bojenje na SMI31 nije pokazalo statisticki znacajne razlike.
Zakljucak: Simvastatin poti¢e neuritogenezu SH-SYSY stani¢ne linije.

Kljuéne rije¢i: simvastatin; SH-SY5Y; imunocitokemijske metode; lipidne splavi
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9. SUMMARY
The effect of Simvastatin on morphology of SH-SYSY neuroblastoma

Objectives: The aim of this study is to determine the effect of lipid enriched medium on the
morphology of the cell line SH-SY5Y human neuroblastoma, also to determine the effect of
simvastatine on the morphology of cells grown in standard or in lipid enriched medium and to

isolate lipid rafts and to determine their composition using the Western blot method.

Study design: Matched pair study.

Material and methods: This research has been conducted by using the SH-SYS5Y cell line of
human neuroblastoma. The cells were then treated with a standard medium, sivastatine, lipid
enriched medium, lipid enriched medium with the addition of simvastatine, DMSO, DMSO
with the addition of simvastatine. After 24 hours of treating, the morphology of cells prepared
this way has presented itself with a immunocytochemical staining onto the markers of
cytoskeletons SMI31, SMI32, SMI312. The results were analyzed with Image] computer
program. The isolation of lipid rafts has been done by ultracentrifugation. Using the Western
blot method, the composition of lipid rafts was determined with the help of raft and non-raft

markers, as well as the antibodies on the AMPA receptor as a neuroplasticity marker.

Results: Staining with the Cholera toxin shows that cells treated with simvastatine have the
longest length of neurites compared to control group and cells treated with fatty acids have the
shortes length of neurites. The quantification of immunocytochemical staining on SMI312
displays statistically significant differences between cells treated with simvastatine in
comparison to the control group, simvastatine and fatty acids, simvastatine and fatty acids
combined with simvastatine, furthermore fatty acids combined with simvastatine display a
significant difference compared to cells treated with DMSO. Statistically there is an important
difference between cells treated with fatty acids compared to the control group and DMSO at
cells stained on SMI32. Staining on SMI31 did not show any statistically important

differences.

Conclusion: Simvastatine encourages SH-SYSY cell line neuritogenesis.

Key words: simvastatine; SH-SY5Y; immunocytochemical methods; lipid rafts
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