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1. Uvod

1. Uvod

1. 1 Neurodegenerativne bolesti

Neurodegenerativne bolesti predstavljaju sve veci zdravstveni problem u populacijama
zemalja razvijenog svijeta (1). Rizik od razvoja Alzheimerove (AB) 1 Parkinsonove bolesti (PB)
povecavaju mozdani udar, kardiovaskularne bolesti, hiperlipidemija, dijabetes, pretilost,
traumatske ozljede mozga, pusenje i prisutnost alela ApoE €4 (2—10). Patofizioloski mehanizam u
svim ovim stanjima ukljucuje inzulinsku signalnu mreZu 1 apoptozu neurona (10). AB djelomi¢no
je uzrokovana neuroinflamacijom, vaskulopatijom i inzulinskom rezistencijom u osoba koje imaju
perifernu  inzulinsku rezistenciju uklju€uju¢i metabolicki sindrom (11,12). Proces
neurodegeneracije se oCituje neuroinflamacijom, imunoreaktivno$¢u ubikvitina u degenerirajuéim
neuronima, atrofijom kortikalne, bijele tvari 1 medijalnih temporalnih struktura, mikrovaskularnom
bolesc¢u, nakupljanjem hiperfosforiliranog tau proteina i amiloid-beta (Ap42) naslaga u plakovima,

zilama 1 neuronima (13-16).

1. 1.1 Uloga inzulina u neurodegenerativnim bolestima

Inzulin 1 inzulinu sli¢an faktor rasta 1 (IGF-1) putem svojih receptora (IR; IGFIR)
reguliraju prezivljavanje te plasticnost neurona i oligodendroglije. Potonji se eksprimiraju u
mozdanim regijama koje su vrlo osjetljive na proces neurodegeneracije (17). U ranim i srednjim
stadijima razvoja AB, razine inzulina u mozgu 1 likvoru su smanjene Sto upucuje na inzulinsku
rezistenciju (18). Uoceno je da intranazalna primjena inzulina poboljSava memoriju 1 kognitivne
sposobnosti te 1 povecava uklanjanje AB42 iz mozga (19,20). PB je neurodegenerativna poremecaj
uzrokovan progresivnim propadanjem dopaminergi¢kih neurona substancije nigre srednjeg mozga.
Dostupno je nekoliko istrazivanja koji pokazuju da je inzulinska rezistencija povezana s PB
(10,21). Snazan dokaz da za neurone srednjeg mozga, osobito substancije nigre, inzulin ima veliku
ulogu jest postojanje umjerene do visoka gustoce inzulinskih receptora (IR) u tom podrucju
(22,23). Inzulin ima regulatorne ucinke na ekspresiju 1 aktivnost enzima tirozin-hidroksilaze (24).
Ovaj enzim ogranicava brzinu biosinteze dopamina, a odgovoran za reakciju pretvorbe L-tirozina
u L-3,4-dihidroksifenilalanin (levodopa). Dobro je poznato da je aktivnost tirozin-hidroksilaze, a
time 1 razina dopamina, smanjena u PB. Inzulin u mozgu pojaCava ekspresiju transportera
dopamina 1 potice uklanjanje dopamina iz sinapsi u ventralnom tegmentumu Stakora 1 substanciji

nigri (25,26).
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1. 1.2 Levodopa

Levodopa je farmakoloski ,,zlatni standard” za lijeCenje PB. Levodopa ulazi u sredisn;ji
ziv€ani sustav pomocu transportera L-aminokiselina, gdje se dekarboksilira u dopamin (27).
Najcesce se koristi u kombinaciji s karbidopom kako bi se povecala bioraspolozivost lijeka u
mozgu. Kombinacija levodope i karbidope potencijalno povecava rizik nastanka periferne
inzulinske rezistencije tako Sto smanjuje koncentraciju glikogena, aktivnost glikogen sintaze i

inzulinom stimuliran transport glukoze u skeletnim miSi¢ima Stakora (28).

1. 2 Stani¢na linija humanog neuroblastoma SH-SYSY
Stanic¢na linija ljudskog neuroblastoma SH-SY5Y komercijalno je dostupan in vitro model
za istrazivanja neurodegenerativnih bolesti. Stanice ove linije, nakon diferencijacije retinoi¢cnom
kiselinom, razvijaju dopaminergicki fenotip 1 osjetljive su na tretman dopaminom i1 njegovim
prekursorima (29). Ove stanice posjeduju aktivan inzulinski signalni put §to ih ¢ini povoljnima za

istrazivanje potencijalnih modulatora aktivnosti inzulinske signalizacije (30).

1. 3 Inzulin i inzulinski signalni put

Inzulin je peptidni hormon kojeg luce beta stanice gusSterace primarno u svrhu odrzavanja
euglikemije, a sekundarno u svrhu regulacije metabolizma stanice (31,32). Inzulin se sastoji dva
peptidna lanca, A 1 B, medusobno povezanih disulfidnim vezama. S obzirom na to da ne prolazi
staniénu membranu, svoje djelovanje ostvaruje putem dimernog transmembranskog tirozin-
kinaznog receptora (33). Inzulin, inzulinu sli€an ¢imbenik rasta 1 1 2 su supstrati za inzulinski
receptor 1 receptor faktora rasta slican inzulinu 1 (IR; IGFIR). IR se aktivira popre¢nim
povezivanjem disulfidnim vezama dviju izvanstani¢nih alfa podjedinica na koje se najprije vezu
dvije molekule inzulina na domene bogate leucinom, a zatim jos dvije za domene fibronektina I 1
II. Beta podjedinice su transmembranski proteini, a ve¢im svojim dijelom se nalaze unutar stanice.
Vezanjem Cetiriju molekula inzulina na receptor 1 priblizavanjem monomera dolazi do
transfosforilacije tirozinskih ostataka 1 aktivacije nizvodne signalne kaskade koja obuhvaca niz
razli¢itih puteva koji utjeCu na stanicni metabolizam 1 prezivljenje. Prvi put u citoplazmatskom
prijenosu signala je fosforilacija i aktivacija proteina supstrata inzulinskog receptora (IRS). Danas
su poznate Cetiri izoforme IRS proteina koja se razlikuju po mjestu i nac¢inu djelovanja. IRS-1 je

eksprimiran u vecini stanica te regulira rast tijela, a najve¢im dijelom je odgovoran za inzulinski

2
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odgovor u stanicama skeletnih misi¢a. S druge strane, ekspresija IRS-2 ograni¢ena je na specificna
tkiva poput neurona, stanica otoci¢a gusterace, preadipocita 1 hepatocita u kojima regulira rast i
odrzava pravilnu funkciju stanica. IRS-3 1 IRS-4 proteini su pronadeni kod glodavaca. Kod ljudi
se IRS-4 protein se nalazi samo u odredenim tumorima dojke. Stoga su samo IRS-1 1 -2 bitni za
inzulinsku signalizaciju u vecini ljudskih stanica (34). Regulacija aktivnosti IRS-a uglavnom se
oslanja na njegovu fosforilaciju kojom se aktivira put protein kinaze aktivirane mitogenom
(MAPK-ERK) 1 put protein kinaze B (Akt). Aktivacija MAPK kaskade rezultira pove¢anom
sintezom proteina. MAPK-ERK put aktivira ERK1/2, §to ¢e na kraju dovesti do inaktivacije IRS1
fosforilacijom ostataka Ser312 i1 Ser616 Sto dovodi do djelomi¢nog gaSenja inzulinskog signala
(16, 17). S druge strane, IRS-1 se veZe na fosfoinozitid 3-kinazu (PI3K) koja katalizira nastanak
fosfatidilinozitol (3,4,5)-trisfosfata (PIP3). Zatim, PIP3 fosforilacijom na Ser308 aktivira protein-
kinazu B (pAkt). pAkt ¢ini glavno signalno srediSte za mnoge stani¢ne puteve poput autofagije,
transkripcije gena, translacije proteina, inhibicije apoptoze 1 regulacije unosa glukoze
translokacijom GLUTH4 transportera. Jedan od bitnijih u¢inaka pAkt puta je inaktivacija glikogen
sintaza kinaze-3 (GSK3) Sto omogucuje glikogen sintazi da zapocne talozenje glikogena u
stanicama. Inaktivacija GSK3p za posljedicu ima njegovo drugu kataliticku aktivnost, a to je
fosforilaciju IRS-1 ¢ime se slabi signalna kaskada (37). PIP3 poti¢e aktivaciju mTOR puta
(engl. mammalian target of rapamycin) koji igra vaznu ulogu u sintezi proteina, potencijalno lipida
i potiskuje autofagiju u sredignjem Zivéanom sustavu (SZS) (38). Prema svemu navedenom moze
se uvidjeti da je inzulinski signalni put zapravo vrlo vazna metaboli¢ka mreza zato postoje mnoge
regulatorne tocke koje sprecavaju da signal izmakne kontroli. Poremec¢aj nekih od regulatornih
toCaka inzulinskog signalnog puta zasigurno za posljedicu ima nastanak inzulinske rezistencije

koja je podloga mnogim kroni¢nim bolestima.

1. 4 Umjetni zasladivaci
Umyjetni zasladivaci su funkcionalni aditivi koji daju slatko¢u hrani i1 picu, a sadrzavaju
zanemarive vrijednosti kalorija (39). Neki od umjetnih zasladivaca koji su trenutno odobreni od
strane Svjetske zdravstvene organizacije kao izravni aditivi u hrani 1 pi¢u su: acesulfam-K (E950),
aspartam (E951), ciklamat (E952), saharin (E954), sukraloza (E955) 1 steviol glikozidi (E960).
Prehrambena industrija koristi umjetne zasladivace u Sirokom rasponu hrane 1 pi¢a kao alternativu
dodanim Secerima koji su odgovorni za razvoj kroni¢nih bolesti (40). Unato¢ koriStenju u

prevenciji kroni¢nih bolesti, umjetna sladila imaju potencijal za remecenje stabilnosti periferne
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inzulinske signalne mreZe ¢ime stvaraju podlogu za razvoj upravo onih kroni¢nih bolesti koje bi
trebali sprijeciti (41). Studija na Stakorima sugerira da kroni¢ni unos aspartama, saharina i
sukraloze, moze naruSiti kognitivne funkcije 1 gradu hipokampusa (42). Osobe koje kroni¢no
konzumiraju acesulfam-K 1 saharin mogu imati povecan rizik za nastanak kognitivnih poremecaja
prikazanoj je u dugoro¢noj prospektivnoj studiji (43).

Ako se uzme u obzir opazeni u€inak da umjetni zasladivac¢i u kroni¢noj konzumaciji
izazivaju blazi oblik periferne inzulinske rezistencije, za pretpostaviti je da to cine kroz
unutarstani¢ni metabolizam. Kroni¢na aktivacija inzulinskog signalnog puta kona¢no dovodi do
utiSavanja signalnog puta i povlacenja inzulinskog receptora s membrane. Sli¢no, poremecaj
inzulinske signalne mreze u neuronima, kod kroni¢nih neurodegenerativnih bolesti, sprjecava
aktivaciju inzulinske signalne kaskade - $to kao posljedicu ima apoptozu neurona. Postavlja se
pitanje, mogu li umjetni zasladivaci samostalno ili u kombinaciji s inzulinom 1 levodopom,
posluziti kao direktni stimulatori inzulinskog signalnog puta ili ih treba izbjegavati kod pacijenata

s neurodegenerativnim bolestima.

1. 4.1 Sukraloza

Sukraloza je slu¢ajno sintetizirana 1976. godine u britanskoj tvrtki za preradu Secera Tate
& Lyle. Ovaj se disaharid proizvodi od saharoze postupkom koji zamjenjuje tri hidroksilne skupine
saharoze s tri atoma klora (44). Sukraloza je oko 600 puta slada od saharoze pa zato ima minimalan
sadrzaj kalorija u odnosu na ekvivalentnu koli¢inu stolnog Secera (45). Americka agencija za hranu
1lijekove je na temelju pregleda vise od 110 studija na ljudima 1 zivotinjama zakljucila da sukraloza
ne predstavlja karcinogeni, neuroloski ili reproduktivni rizik po zdravlje Covjeka (46). Prema
Europskoj agenciji za sigurnost hrane 1 Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji prihvatljiv dnevni unos
za sukralozu iznosi 15 mg/kg tjelesne mase (47,48). Sukraloza je komercijalno dostupna od 1988.
godine pod imenom Splenda®. Sasvim neocekivano, upotreba sukraloze kroz deset tjedna dovela
je do znacajnog povisenja serumskog inzulina kod zdravih mladih pojedinaca Sto se nije trebalo
dogoditi prema pocetnim studijama (49). Sukraloza moze utjecati na regulaciju tjelesne mase
putem interakcije s receptorima slatkog okusa mijenjaju¢i njihovu ekspresiju u hipotalamusu
glodavaca 1 povecavanjem lucenja inzulina putem istih na B stanicama gusterace kod misSeva
(50,51).

Glukagonu slican peptida-1 (GLP-1) se luci u crijevima, a ima nekoliko fizioloski bitnih

funkcija: inducira stvaranje inzulina ovisno o glukozi u gusteraci, odgada praznjenje zeluca time

4
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povecava osjecaj sitosti 1 smanjuje lucenje glukagona u jetri. Samo sukraloza je potaknula
oslobadanje GLP-1 in vitro, a u kombinaciji s acesulfam-K povecalo se lucenje GLP-1 kod zdravih
osoba kao 1 kod osoba s dijabetesom tipa 2 (52,53). U maloj studiji pokazalo se da sukraloza podize
razinu glukoze 1 inzulina kod pretilih zenama, kod kojih je povecan rizik od daljnjeg debljanja i

razvoja dijabetesa (54).

1. 4. 2 Natrijev ciklamat

Ciklamat je otkriven 1937. na SveuciliStu Illinois, nakon sluc¢ajne kontaminacije cigarete
derivatom cikloheksilamina. Nedugo nakon, 1950. godine bio je dostupan potroSacima, a potro$nja
ciklamata se stalno povecavala sve do otprilike 1969. godine kada je zabranjen u Sjedinjenim
Ameri¢kim Drzavama zbog sigurnosnih razloga vezanih za njegovu potencijalnu kancerogenost
(55). Ovaj zasladivac je 30 puta sladi od saharoze, ali ima gorak naknadni okus. Koristi se u
kombinaciji sa saharinom, poznatoj pod nazivima Natreen i Siissina. Prema Svjetskoj zdravstvenoj
organizaciji prihvatljiv dnevni unos za natrijev ciklamat je 11 mg/kg tjelesne mase. Ciklamat se
danas koristi u viSe od 100 drzava dok je u SAD-u jo$ uvijek zabranjen za koriStenje u
prehrambenoj industriji. Nesto novije istrazivanje iz 2018. godine provedeno na stani¢noj liniji
osteoblasta sugerira da vrlo male doze natrijeva ciklamata mogu oStetiti mikrofilamente 1
mikrotubule osteoblasta, smanjiti njithovu mineralizaciju 1 potisnuti ekspresiju koStanog

morfogenetskog proteina-2 (56).



2. Hipoteza

2. Hipoteza
Natrijev ciklamat 1 sukraloza u odredenim koncentracijama aktiviraju inzulinski put 1
mijenjaju metabolicki odgovor diferenciranih stanica ljudskog neuroblastoma na tretman

inzulinom 1 levodopom.
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3. Ciljevi

Ciljevi ovog istrazivanja su bili ispitati ucinke tretmana triju koncentracija natrijeva
ciklamata (1 mM, 10 mM, 100 mM) 1 sukraloze (0,2 mM, 2 mM, 20 mM) samostalno, te u
kombinacijama s inzulinom 1 levodopom na prezivljenje, inzulinski signalni put i metabolicki

odgovor diferenciranih stanica ljudskog neuroblastoma.
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4. Materijali i metode

4. 1 Ustroj studije
Studija je ustrojena kao studija parova. Istrazivanje je provedeno u Laboratoriju za

neurobiologiju na Medicinskom fakultet u Osijeku.

4. 2 Materijali

4. 2.1 Stani¢na linija humanog neuroblastoma SH-SYSY
U istrazivanju je koriStena stani¢na linija ljudskog neuroblastoma SH-SYS5Y, ATCC CRL-2266
(Manassas, Virginia, USA) ispod pasaze 10 (57).

4.3 Metode

4. 3.1 Uzgoj i diferencijacija stanica

U istrazivanju je koriStena stani¢na linija ljudskog neuroblastoma SH-SYSY. Stanice su
uzgojene u DMEM/F12 mediju oboga¢enom s 3 mM L-glutamina, 100 mM neesencijalnih
aminokiselina, 0,1 mg/mL streptomicina, 100 IU penicilina G, 15 mM HEPES-a, 10 % fetalnog
govedeg seruma (FBS) i 1 mM natrijeva piruvata. Stanice su diferencirane pomoc¢u 10 mM
trans-retinoiCne kiseline tijekom 9 dana. Za svaki eksperiment stanice su uzgojene i diferencirane
minimalno u bioloSkom triplikatu. Svaka eksperimentalna skupina je imala odgovarajucu
kontrolnu skupinu bez tretmana sladilima. Za analizu proteina Western blot tehnikom 1
metaboloma MALDI-TOF MS tehnikom stanice su uzgojene, diferencirane 1 tretirane na

plo¢icama sa 6 jazica, a za MTT test na ploCicama sa 96 jaZica.

4. 3.2 Tretmani

Diferencirane stanice su zasebno tretirane trima koncentracijama natrijeva ciklamata
(1 mM, 10 mM, 100 mM) i sukraloze (0,2 mM, 2 mM, 20 mM) tijekom 24 sata u DMEM/F12
obogacenom mediju bez FBS-a i antibiotika. Nakon tretmana sladilima stanice su tretirane
inzulinom (2 pg/mL), levodopom (1 pg/mL) 1 kombinacijom inzulina 1 levodope u trajanju od 1
sat. Stanice su nakon uzgoja 1 tretmana umjetnim sladilima te dodatnim tretmanima
homogenizirane ultrazvuénim homogenizatorom (Bandelin Sonopuls 2070, BANDELIN electronic

GmbH & Co. KG, Berlin, Germany) u Tris puferu s inhibitorima proteaza (Tablica 1).
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4. 3.3 Stanicno prezivljenje MTT test

Citotoksi¢ni uc¢inak triju koncentracija oba sladila odredeno je MTT testom prema uputama
proizvodaca (Abcam, Cambridge, UK) (58). MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-i1]-2,5 difenil tetrazolium
bromid) je test redukcije pogodan za primjenu u 96 jazica. Stanice su za MTT test uzgojene na
ploCicama s 96 jazica. MTT kolorimetrijski test izvodi se dodavanjem otopine MTT soli 3-(4,5-
dimetiltiazolil-2)-2,5-difeniltetrazolijev bromida u jaZice s tretiranim stanicama. Metabolicki
aktivne stanice sadrzavaju enzim dehidrogenazu koji reducira MTT sol u spoj formazan (59).
Posljedica prethodne reakcije je ljubiCasto obojenje otopine jer se formazan nakuplja u obliku sitnih
ljubicastih kristala unutar stanica. Zatim se pomoc¢u mikrocitaca (iMark, Bio Rad, Hercules, CA,
USA) ocitao intenzitet obojenja otopine pri valnoj duljini od 595 nm. O¢itani intenzitet obojenja je
proporcionalan broju metaboli¢ki aktivnih stanica u svakom uzorku. Rezultati MTT testa su

prikazani kao postotak preZivljenja u odnosu na kontrolne netretirane stanice.

4. 3.4 Odredivanje koncentracije proteina metodom po Bradfordu

Metoda po Bradfordu se temelji na reakciji izmedu proteina i Coomassie Brilliant Blue G-
250 boje u kiselom okruzenju. U reakciji dolazi do vezanje boje ionskim vezama za argininske
skupine proteina. Takve interakcije za posljedicu imaju promjenu smede u ljubiCastu boju te
promjenu apsorbancije sa 465 nm na 595 nm. Ukupna koli¢ina proteina u uzorcima izmjerena je
metodom po Bradfordu u mikrotitarskim plo€icama s ravnim dnom prema uputama proizvodaca
(BioRad, Hercules, California, USA)(60). U jazice su naneseni triplikati uzoraka u koli¢ini od 1 pL
1 200 pL Bradford reagensa (Thermo Scientific Pierce Coomassie Plus Protein Assay,
Massachusetts, USA). Negativna je kontrola nanesena u triplikatu, a sadrzavala je samo Bradfordov
reagens. Nakon $to je mikrotitarska ploCica odstojala je na sobnoj temperaturi 10 minuta, oCitana
je apsorbancija na Bio Rad iMarkTM Microplate Absorbance Reader pri 595 nm. Prethodno

elektroforezi koli¢ina proteina je bila ujednacena za svaki uzorak u triplikatu na 1 pg/pL.

4. 3.5 Elektroforeza i Western blot metoda

Analiza proteina 1 ispitivanje aktivnosti inzulinskog signalnog puta obavljeno je SDS-
PAGE elektroforezom i Western blot metodom. Koristena SDS-PAGE elektroforeza je analiticka
metoda pomocu koje se denaturirani proteini razdvajaju na temelju molekularne mase u
poliakrilamidom gelu (61). Denaturacija proteina obavljena je kuhanjem uzoraka na 100 °C

tijekom 5 minuta u koje je prethodno dodan B-merkaptoetanol. Kako bi proteini putovali prema
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pozitivno nabijenoj elektrodi 1 razdvajali se na temelju molekularne mase, koriSten je detergent
natrijev dodecil-sulfat (SDS, engl. sodium dodecyl-sulfate) koji je proteinima dao negativan
naboj (62). Na svaki gel je najprije naneseno 5 puL proteinskog standarda (SeeBlue 2 Plus, Thermo
Fisher Scientific Waltham, Massachusetts, USA), a potom 15 pL svakog uzorka. SDS-PAGE
elektroforeza je provedena u Hoeffer sustavu (Hoeffer inc. San Francisco, California, United
States) uz jakost elektri¢nog polja 15 mA po gelu, u puferu za elektroforezu kroz 3 sata.

Nakon elektroforeze gelovi su aktivirani i proteini su vizualizirani pomoc¢u automatiziranog
protokola u trajanju od 45 sekundi ChemiDocTM Imaging sustava (BioRad Hercules, California,
USA). Potom je uslijedila Western blot metoda pomocu koje su proteini iz gela preneseni na
aktiviranu membranu od poliviniliden difluorida (PVDF, engl. polyvinylidene fluoride), (Thermo
Fisher Scientific Waltham, Massachusetts, USA). Aktivacija PVDF membrane je obavljena
pomocu metanola i destilirane vode. Western blot metoda provedena je u Thermo Fisher mini blot
sustavu uz jakost elektricnog polja 200 mA, u Towbin puferu kroz 2 sata (Tablica 1). Nakon
prijenosa proteina, PVDF membrane su snimljene u ChemiDocTM Imaging sustavu (BioRad
Hercules, California, USA) kako bi se vizualizirali proteini 1 potvrdila uspjeSnost prijenosa proteina
s gela na membranu. U 3 %-tnu otopinu BSA dodana su visokospecifi¢na primarna protutijela u
omjernu 1:1000 (Tablica 2). Zatim su membrane inkubirane u visokospecificnim primarnim
protutijelima do 24 sata na 4 °C uz kontinuiranu rotaciju. Nakon inkubacije membrane su isprane
tri puta u trajanju od 10 minuta u PBS puferu s dodatkom detergenta Tween-2(). Nakon ispiranja
membrane su inkubirane u 3 %-tnoj otopini BSA s odgovaraju¢im sekundarnim protutijelom na
sobnoj temperaturi u trajanju od 2 sata uz kontinuiranu rotaciju (Tablica 2). Nakon inkubacije
membrane su ponovno isprane prema gore navedenom protokolu. Potom su membrane inkubirane
u Immun-Star™ WesternC™ Chemiluminescence Kit prema protokolu proizvodaca (BioRad) te
vizualizirane sustavom za vizualizaciju (ChemiDocTM Imaging system, BioRad Hercules,
California, USA). Dobiveni rezultati su analizirani i kvantificirani pomoc¢u Image J programa (NI/H,

Maryland, USA).
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Tablica 1. Sastav otopina koriStenih u Western blot metodi

Naziv otopine Sastav otopine

1x PBS, 0,32 M sukroze, ] mM PMSF, 5 mM NaF, 1 mM
Na3;VOs4, 1 mM EDTA (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO,
USA), 1 tableta complete mini protease inhibitor na 10 mL
pufera (Roche, Basel Switzerland)

Tris pufer s inhibitorima proteaza

Pufer za elektroforezu 0,35 M Tris-HCI, pH 6.8, 10 % SDS, 30 % glicerol, 9,3 % DTT
25 mM Tris-Base (Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
Western blot pufer USA4), 192 mM glicin (Fisher Scientific, Waltham,

Massachusetts, USA), 0,1 % SDS u destiliranoj vodi

25 mM Tris-Base, 192 mM glicin, 20 % metanola u destiliranoj
vodi

137 mM NacCl, 2,7 mM KCIl, 10 mM NaxHPOs,

1,8 mM KH2POs (GramMol, Zagreb, Hrvatska)

Otopina albumina iz govedeg seruma (BSA) | 3 % BSA (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) in 1x PBS-T

Towbin pufer

1x fosfatni pufer (PBS)

Tablica 2. Popis primarnih 1 sekundarnih protutijela koriStenih u Western blot metodi

Protutijelo Puno ime protutijela Klasa Porijeklo | Proizvodac i kataloski broj [Razrjedenje

Cell signaling Danvers,

Akt Anti-protein kinase B mon;l%g ’nalno Mis Massachusetts, USA 1:1000
Cat. No. 29208
. — Cell signaling Danvers,
pAkt Anti-protein kinase B — 1gG, Zec Massachusetts, USA 1:1000

phosphorylated on serine 473| monoklonalno Cat. No. 92718

Cell signaling Danvers,
Zec Massachusetts, USA 1:1000
Cat. No. 56768

Anti-glycogen synthase kinase IgG,

GSK3 o/ 3 alpha + beta monoklonalno

Anti-glycogen synthase kinase

3 - tyrosine 279 Thermo Fisher Waltham,

pGSK3 o/B | phosphorylated GSK3alpha mon;l%g ’nalno Zec Rockford, USA 1:1000
and tyrosine 216 Cat. No. OPA1-03083
phosphorylated GSK3beta
Anti-Insulin- like growth IgG, Santa Cruz, CA, SAD Cat.No. )
IGFIRB \factor receptor — beta subunit| poliklonalno zec sc-713 1:300
. ) Jackson immunoresearch
oM O-biotin Antl-moujvitzn[j;z;;ly labeled IeG Koza West Grove, Pennsylvania, | 1:20000
USA Cat. No. 115-065-071
. . . Jackson immunoresearch
oRB-biotin Anti-rabbit antibody labeled IgG Koza West Grove, Pennsylvania, | 1:20000

with biotin

USA Cat.No. 111-065-144
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4.3. 6 MALDI-TOF MS metoda

Ukupni uc¢inak na metabolicki odgovor tretiranih diferenciranih stanica ljudskog
neuroblastoma (SH-SY5Y) izmjeren je MALDI-TOF MS metodom (Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonisation Time-Of-Flight Mass Spectrometry). Metaboliti su iz uzoraka izolirani
pomocu kloroforma, metanola i1 destilirane vode prema Blight-Dyerovom protokolu za dvofaznu
izolaciju. Koristena matrice za pozitivan na¢in snimanja je dihidroksibenzojeva kiselina (DHB), a
za negativan nacin snimanja 9-aminoakridin (9-AA). Nakon izolacije uzorci su snimljeni u
pozitivnhom 1 negativhom ionizacijskom nacinu. Nakon snimanja generirani su m/z spektri
(vrijednosti omjerna mase i naboja) s pripadaju¢im vrijednostima intenziteta. Za daljnju analizu u
R statistickom programu pomocu KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) 1 FELLA
paketa su koriSteni m/z spektri 1 njihovi intenziteti. Podatci o u¢incima sladila na metabolicke
spojeve generirani su nakon KEGGREST analize znacajnih signala dobivenih MALDI-TOF MS
snimanjem. Znacajno promijenjeni spojevi su izdvojeni automatskim pretrazivanjem KEGG baze
podataka koja je dio KEGG paketa. Identificirane spojeve je FELLA paket koristio za analizu
medusobne povezanosti spojeva §to je kao rezultat dalo listu znacajno promijenjenih metabolickih

puteva u eksperimentalnoj grupi.

4. 4 Statisticke metode

Razine znacajnosti za sve statisticke testove postavljene su na o = 0,05. Dobiveni podatci
testirani su na normalnost raspodjele Shapiro-Wilkovim testom. Homogenost varijanci testirana je
Bartlettovim F-testom. Uzorci su analizirani po dvije varijable. Prva je koncentracija sladila, a
druga je dodatni tretman inzulinom, levodopom ili njthovom kombinacijom. U slu¢aju normalnosti
distribucije 1 homogene varijance koristila se dvosmjerna ANOVA. U slucaju statisti¢ki znacajnog
rezultata dvosmjerne ANOV A statisticka znacajnost razlika izmedu grupa ispitala se Tukey HSD
post hoc testom. Sve vrijednosti P manje od 0,05 smatraju se statisticki znac¢ajnima. U slucaju
dvosmjerne ANOVA podaci su prikazani kao srednja vrijednost s pripadaju¢om standardnom
devijacijom. Za analizu podataka dobivenih MALDI-TOF MS snimanjem koristio se Studentov t-
test. Razlike u intenzitetima signala svakog detektiranog spoja testirale su se zasebno. Razina
znacajnosti postavljena je na a = 0,05 uz false discovery rate (FDR) korekciju P vrijednosti kako
bi se izbjegli lazno pozitivni rezultati. Za statisticke analize koristio se raCunalni statisti¢ki program

Statistica 13 (Dell, USA).
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5. Rezultati
5.1 Stanic¢no prezivljenje, MTT test

5.1.1 Sukraloza

Stanice tretirane sukralozom u sve tri koncentracije gdje je kao dodatan tretman koriStena 1
levodopa imale su znacajno vece prezivljenje u odnosu na netretiranu ili inzulinom tretiranu
kontrolnu skupinu. Sli¢an znacajan ucinak se opaza usporedbom unutar koncentracijske skupine,
dok izmedu koncentracija nema razlike. Kombinacije tretmana sukralozom 1 inzulinom nije imalo
znaCajnog utjecaja na prezivljenje stanica, ¢ak StoviSe dodatak inzulina u skupinu tretiranu 2 mM

sukralozom je znacajno umanjilo stani¢no prezivljenje (Tablica 3, Tablica 4).
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Tablica 3. Prikaz rezultata dvosmjerne ANOVE, srednjih vrijednosti 1 standardnih devijacija
prezivljenja diferenciranih stanica ljudskog neuroblastoma (SH-SYS5Y), izmjerenog MTT testom.
Stanice tretirane 24 sata s tri koncentracije sukraloze (0,2 mM, 2 mM, 20 mM) i 1 sat tretirane
dodatnim tretmanom inzulinom ili levodopom ili kombinacijom inzulina i levodope. Vrijednosti

su izrazene kao postotak prezivljenja u odnosu na kontrolnu netretiranu skupinu.

Koncentracijska Dodatni Srednja Standardna
skupina tretman vrijednost (%) devijacija (%)

Netretirane 100,00 7,49

Kontrola Inzulin 99,88 10,78
Levodopa 126,80 7,20

I[+LD 120,38 7,27

Netretirane 99,07 4,89

Sukraloza 0.2 mM Inzulin 103,99 5,90
’ Levodopa 144,17 4,43

I[+LD 126,95 9,15

Netretirane 82,93 4,01

Inzulin 83,59 5,41

Sukraloza 2 mM Levodopa 123,38 5,57
I[+LD 123,52 4,15

Netretirane 104,13 11,35

Sukraloza 20 mM Inzulin 105,84 12,45
Levodopa 137,86 8,28

I+LD 137,36 6,46

Dvosmjerna ANOVA
F vrijednosti; (Stupnjevi slobode) P* vrijednost

69,907; (3, 80) <0,0001

32,893; (3, 80) <0,0001

2,492; (9, 80) 0,0064

[+ LD = inzulin i levodopa; *P < 0,05
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Tablica 4. Prikaz znac¢ajnih rezultata post hoc Tukey HSD testa dvosmjerne ANOV A rezultata za
stanicno prezivljenje diferenciranih stanica ljudskog neuroblastoma (SH-SY5Y), mjereno MTT
testom. Stanice tretirane 24 sata s tri koncentracije sukraloze (0,2 mM, 2 mM, 20 mM) i 1 sat

tretirane dodatnim tretmanom inzulinom ili levodopom ili kombinacijom inzulina 1 levodope.

Konc:rftvrlacszj}tsltzrlj = l()A;))(lami Konc]Z:tlrgatlc?;[k\;am ablll;(?;ami PO.S.t hoc Tukey HSD
skupina tretman skupina sukraloze tretman P vrijednost A naspram B
Kontrola Netretirane Kontrola Levodopa 0,0001
Kontrola Netretirane Kontrola I+LD 0,0015
Kontrola Netretirane 0,2 mM Levodopa 0,0001
Kontrola Netretirane 0,2 mM I+LD 0,0001
Kontrola Netretirane 2 mM Netretirane 0,0179
Kontrola Netretirane 2 mM Inzulin 0,0283
Kontrola Netretirane 2 mM Levodopa 0,0002
Kontrola Netretirane 2 mM I+LD 0,0002
Kontrola Netretirane 20 mM Levodopa 0,0001
Kontrola Netretirane 20 mM I+LD 0,0001
Kontrola Inzulin Kontrola Levodopa 0,0001
Kontrola Inzulin Kontrola I+LD 0,0013
Kontrola Inzulin 0,2 mM Levodopa 0,0001
Kontrola Inzulin 0,2 mM I+LD 0,0001
Kontrola Inzulin 2 mM Netretirane 0,0194
Kontrola Inzulin 2 mM Inzulin 0,0306
Kontrola Inzulin 2 mM Levodopa 0,0002
Kontrola Inzulin 2 mM I+LD 0,0002
Kontrola Inzulin 20 mM Levodopa 0,0001
Kontrola Inzulin 20 mM I+LD 0,0001
Kontrola Levodopa 0,2 mM Netretirane 0,0001
Kontrola Levodopa 0,2 mM Inzulin 0,0003
Kontrola Levodopa 0,2 mM Levodopa 0,0144
Kontrola Levodopa 2 mM Netretirane 0,0001
Kontrola Levodopa 2 mM Inzulin 0,0001
Kontrola Levodopa 20 mM Netretirane 0,0003
Kontrola Levodopa 20 mM Inzulin 0,0009
Kontrola I+LD 0,2 mM Netretirane 0,0007
Kontrola I+LD 0,2 mM Inzulin 0,0288
Kontrola I+LD 0,2 mM Levodopa 0,0002
Kontrola I+LD 2 mM Netretirane 0,0001
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Prvi set varijabli (A)

Drugi set varijabli (B)

Post hoc Tukey HSD

Koncentr.acij ska Dodatni Kon.centracij ska Dodatni P*vrijednost A naspram B
skupina tretman skupina sukraloze tretman

Kontrola I+LD 2 mM Inzulin 0,0001
Kontrola I+LD 20 mM Netretirane 0,0315
Kontrola I+LD 20 mM Levodopa 0,0132
Kontrola I+LD 20 mM I+LD 0,0190
Sukraloza 0,2 mM | Netretirane 0,2 mM Levodopa 0,0001
Sukraloza 0,2 mM | Netretirane 0,2 mM I+LD 0,0001
Sukraloza 0,2 mM | Netretirane 2 mM Netretirane 0,0339
Sukraloza 0,2 mM | Netretirane 2 mM Levodopa 0,0002
Sukraloza 0,2 mM | Netretirane 2 mM I+LD 0,0002
Sukraloza 0,2 mM | Netretirane 20 mM Levodopa 0,0001
Sukraloza 0,2 mM | Netretirane 20 mM I+LD 0,0001
Sukraloza 0,2 mM | Inzulin 0,2 mM Levodopa 0,0001
Sukraloza 0,2 mM | Inzulin 0,2 mM I+LD 0,0003
Sukraloza 0,2 mM | Inzulin 2 mM Netretirane 0,0009
Sukraloza 0,2 mM | Inzulin 2 mM Inzulin 0,0014
Sukraloza 0,2 mM | Inzulin 2 mM Levodopa 0,0032
Sukraloza 0,2 mM | Inzulin 2 mM I+LD 0,0028
Sukraloza 0,2 mM | Inzulin 20 mM Levodopa 0,0001
Sukraloza 0,2 mM | Inzulin 20 mM I+LD 0,0001
Sukraloza 0,2 mM | Levodopa 0,2 mM I+LD 0,0161
Sukraloza 0,2 mM | Levodopa 2 mM Netretirane 0,0001
Sukraloza 0,2 mM | Levodopa 2mM Inzulin 0,0001
Sukraloza 0,2 mM | Levodopa 2 mM Levodopa 0,0011
Sukraloza 0,2 mM | Levodopa 2 mM I+LD 0,0012
Sukraloza 0,2 mM | Levodopa 20 mM Netretirane 0,0001
Sukraloza 0,2 mM | Levodopa 20 mM Inzulin 0,0001
Sukraloza 0,2 mM | I+ LD 2 mM Netretirane 0,0001
Sukraloza 0,2 mM | I+ LD 2 mM Inzulin 0,0001
Sukraloza 0,2 mM | I+ LD 20 mM Netretirane 0,0003
Sukraloza 0,2 mM | I+ LD 20 mM Inzulin 0,0008
Sukraloza 2 mM Netretirane 2 mM Levodopa 0,0001
Sukraloza 2 mM Netretirane 2 mM I+LD 0,0001
Sukraloza 2 mM Netretirane 20 mM Netretirane 0,0008
Sukraloza 2 mM Netretirane 20 mM Inzulin 0,0003
Sukraloza 2 mM Netretirane 20 mM Levodopa 0,0001
Sukraloza 2 mM Netretirane 20 mM I+LD 0,0001
Sukraloza 2 mM Inzulin 2 mM Levodopa 0,0001
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Prvi set varijabli (A)

Drugi set varijabli (B)

Post hoc Tukey HSD

Koncentr.acij ska Dodatni Kon.centracij ska Dodatni P*vrijednost A naspram B
skupina tretman skupina sukraloze tretman

Sukraloza 2 mM Inzulin 2 mM I+LD 0,0001
Sukraloza 2 mM Inzulin 20 mM Netretirane 0,0013
Sukraloza 2 mM Inzulin 20 mM Inzulin 0,0004
Sukraloza 2 mM Inzulin 20 mM Levodopa 0,0001
Sukraloza 2 mM Inzulin 20 mM I+LD 0,0001
Sukraloza 2 mM Levodopa 20 mM Netretirane 0,0035
Sukraloza 2 mM Levodopa 20 mM Inzulin 0,0128
Sukraloza 2 mM I+LD 20 mM Netretirane 0,0032
Sukraloza 2 mM I+LD 20 mM Inzulin 0,0116
Sukraloza 20 mM | Netretirane 20 mM Levodopa 0,0001
Sukraloza 20 mM | Netretirane 20 mM I+LD 0,0001
Sukraloza 20 mM | Inzulin 20 mM Levodopa 0,0001
Sukraloza 20 mM | Inzulin 20 mM I+LD 0,0001

I+ LD = inzulin i levodopa; *P < 0,05
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5.1.2 Natrijev ciklamat

Natrijev ciklamat je na prezivljenje stanica imao o koncentraciji ovisan u¢inak. Najmanja
koncentracija je znaCajno povecala prezivljenje stanica neovisno o dodatnom tretmanu inzulinom
ili levodopom. Vazno za spomenuti je kombinirani uc¢inak najmanje doze natrijeva ciklamata,
inzulina i levodope koji su pokazali sinergisti¢ki u¢inak na prezivljenje stanica u usporedbi sa svim
kontrolnim skupinama. Sli¢an pozitivan ucinak je opazen kod stanica koje su tretirane s 10 mM
natrijeva ciklamata te levodopom. Povecanjem koncentracije natrijeva ciklamata pozitivan u¢inak
na prezivljenje stanica izostaje i tretiranje levodopom ili kombinacijom levodope 1 inzulina ne
vraca stopu prezivljenja na vrijednosti opazene s najmanjom koncentracijom. Tretman samo
inzulinom nije imao znacajan ucinak na preZivljenje stanica uz iznimku kada su stanice
istovremeno tretirane s 1 mM natrijeva ciklamata i inzulinom. Pri ve¢im koncentracijama sladila
taj efekt inzulina u potpunosti izostaje, osim toga ¢ak je smanjeno prezivljenje stanica (Tablica 5,

Tablica 6).
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Tablica 5. Prikaz rezultata dvosmjerne ANOVE, srednjih vrijednosti 1 standardnih devijacija
prezivljenja diferenciranih stanica ljudskog neuroblastoma (SH-SY5Y)), izmjerenog MTT testom.
Stanice tretirane 24 sata s tri koncentracije natrijeva ciklamata (1 mM, 10 mM, 100 mM) i 1 sat
tretirane dodatnim tretmanom inzulinom ili levodopom ili kombinacijom inzulina i levodope.

Vrijednosti su izraZzene kao postotak prezivljenja u odnosu na kontrolnu netretiranu skupinu.

Koncentracijska Dodatni Srednja Standardna
skupina tretman vrijednost (%) devijacija (%)
Netretirane 100,00 7,49
Kontrola Inzulin 99,88 10,78
Levodopa 126,80 7,20
I[+LD 120,38 7,27
Netretirane 133,20 10,51
Na-ciklamat 1 mM Inzulin 145,09 14,64
Levodopa 165,85 29,85
I[+LD 173,63 29,44
Netretirane 112,39 21,08
Na-ciklamat 10 mM Inzulin 98,33 6,89
Levodopa 156,95 15,57
I[+LD 150,78 10,28
Netretirane 80,97 10,75
) Inzulin 89,79 6,41
Na-ciklamat 100 mM Levodopa 98.62 6.13
I[+LD 109,31 14,00
Dvosmjerna ANOVA
F vrijednosti; (Stupnjevi slobode) *P vrijednost
69,907, (3, 80) <0,0001
32,893; (3, 80) <0,0001
2,492; (9, 80) 0,0145

I+ LD = inzulin i levodopa; *P < 0,05
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Tablica 6. Prikaz znac¢ajnih rezultata post hoc Tukey HSD testa dvosmjerne ANOV A rezultata za
stanicno prezivljenje diferenciranih stanica ljudskog neuroblastoma (SH-SY5Y), mjereno MTT
testom. Stanice tretirane 24 sata s tri koncentracije natrijeva ciklamata (1 mM, 10 mM, 100 mM) i

1 sat tretirane dodatnim tretmanom inzulinom ili levodopom ili kombinacijom inzulina i levodope.

Konc::)l‘j‘:;;z‘iajtszzrljabll (gz)datni Konclzlrll:fz:c?je:k\;aruabh (g)odatni Po.s.t hoc Tukey HSD

skupina tretman skupina Na-ciklamata tretman P vrijednost A naspram B
Kontrola Netretirane 1 mM Netretirane 0,0206
Kontrola Netretirane 1 mM Inzulin 0,0003
Kontrola Netretirane 1 mM Levodopa 0,0001
Kontrola Netretirane 1 mM I+LD 0,0001
Kontrola Netretirane 10 mM Levodopa 0,0001
Kontrola Netretirane 10 mM I+LD 0,0002
Kontrola Inzulin 1 mM Netretirane 0,0197
Kontrola Inzulin 1 mM Inzulin 0,0003
Kontrola Inzulin 1 mM Levodopa 0,0001
Kontrola Inzulin 1 mM I+LD 0,0001
Kontrola Netretirane 10 mM Levodopa 0,0001
Kontrola Netretirane 10 mM I+LD 0,0002
Kontrola Levodopa 1 mM Levodopa 0,0022
Kontrola Levodopa 1 mM I+LD 0,0002
Kontrola Levodopa 100 mM Netretirane 0,0002
Kontrola Levodopa 100 mM Inzulin 0,0050
Na-ciklamat 1 mM Netretirane 1 mM Levodopa 0,0250
Na-ciklamat 1 mM Netretirane 1 mM I+LD 0,0013
Na-ciklamat 1 mM Netretirane 10 mM Inzulin 0,0112
Na-ciklamat 1 mM Netretirane 100 mM Netretirane 0,0002
Na-ciklamat 1 mM Netretirane 100 mM Inzulin 0,0005
Na-ciklamat 1 mM Netretirane 100 mM Levodopa 0,0125
Na-ciklamat 10 mM | Netretirane 10 mM Levodopa 0,0003
Na-ciklamat 10 mM | Netretirane 10 mM I+LD 0,0029
Na-ciklamat 10 mM | Netretirane 100 mM Netretirane 0,0381
Na-ciklamat 10 mM | Inzulin 10 mM Levodopa 0,0001
Na-ciklamat 10 mM | Inzulin 10 mM I+LD 0,0001
Na-ciklamat 10 mM | Levodopa 100 mM Netretirane 0,0001
Na-ciklamat 10 mM | Levodopa 100 mM Inzulin 0,0001
Na-ciklamat 10 mM | Levodopa 100 mM Levodopa 0,0001
Na-ciklamat 10 mM | Levodopa 100 mM I+LD 0,0002
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Prvi set varijabli (A) Drugi set varijabli (B)
r - r - Post hoc Tukey HSD
Koncentracijska Dodatni Koncentracijska Dodatni .
. . . P* vrijednost A naspram B
skupina tretman skupina Na-ciklamata tretman
Na-ciklamat 10 mM | I+ LD 100 mM Netretirane 0,0001
Na-ciklamat 10 mM | I+ LD 100 mM Inzulin 0,0001
Na-ciklamat 10 mM | [+ LD 100 mM Levodopa 0,0002
Na-ciklamat 10 mM | I+ LD 100 mM I+LD 0,0009

[+ LD = inzulin i levodopa; *P < 0,05
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5.2 Western blot analiza proteina

Tretmani diferenciranih stanica ljudskog neuroblastoma s tri koncentracije sukraloze (0,2 mM,
2 mM, 20 mM) 1 natrijeva ciklamata (1 mM, 10 mM, 100 mM) te dodatnih tretmana uzrokovali su
promjene u razinama proteina AKT, pAKT, GSK3a, GSK3p, pGSK3a, pGSK3p 1 IGFIRp
(Slika 1, Slika 2, Slika 3). Rezultati dobiveni Western blot metodom su analizirani i kvantificirani

pomocu Image J programa.

Kontrol Sukraloz Kontrola Sukraloza Kontrola Sukraloza
ontrofa ukraloza Inzulin Inzulin Levodopa Levodopa
02 | amM | 20mM 02 1 2 mM | 20 mM 02 | 2mM | 20 mM
mM | ©T™ “om mM [ ST SO mM | ™ “om

AKT R SN S, SN AN SN, [N i, N JON, i,

-

S — NG T
p)\KT — TN, N

GSKM"B--Q.’-,-‘---
PGSKIap e R S B SR Em o o= = ==

[GFIRP — o o S— o— — N —— T ——  —

Slika 1. Prikaz rezultata Western blot metode za diferencirane stanice ljudskog neuroblastoma
tretirane s tri koncentracije sukraloze 1 dodatnim tretmanima inzulinom i levodopom.

Izvor: fotografirala autorica rada.

, L Kontrola Natrijev ciklamat Kontrola Natrijev ciklamat
Kontrola Natrijev ciklamat ) .
Inzulin Inzulin Levodopa Levodopa
1 mM 10 mM o I mM 10 mM -y I mM 10 mM 100 mM
mM mM

R s N —
pAKT AW

PGSK3u T SR SRR SR s -------

Slika 2. Prikaz rezultata Western blot metode za diferencirane stanice ljudskog neuroblastoma
tretirane s tri koncentracije natrijeva ciklamata 1 dodatnim tretmanima inzulinom i levodopom.

Izvor: fotografirala autorica rada.
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Sukraloza Kontrola Natrijev ciklamat
Kontrola Inzulin Inzulin Inzulin
Lev udu]\i Lev udu[.‘& Lev udupa
| 02mM | 2mM | 20mM ImM | 10mM | 100mM

AKT g—
PAKT (g i S,
i ERERE =S
pGSK3a/p e - ‘ ‘ ' ' -
. - -

IGFIR
"— e e e e e e e
Slika 3. Prikaz rezultata Western blot metode za diferencirane stanice ljudskog neuroblastoma

tretirane s tri koncentracije sukraloze 1 natrijeva ciklamata te dodatnim tretmanom kombinacije

inzulina i levodope. Izvor: fotografirala autorica rada.

5.2.1 Sukraloza

Razine AKT proteina znacajno su sniZene u odnosu na kontrolnu skupinu dodatkom
inzulina s izuzetkom skupine tretirane s 0,2 mM sukraloze. Medutim, tretman sukralozom
kombiniran s dodatnim tretmanom levodopom uzrokovao je porasta razine AKT proteina. Ovaj
ucinak nije opazen u kontrolnoj skupini. Kombiniranje dodatnog tretmana inzulinom 1 levodopom
znacajno je promijenilo razine AKT proteina samo u skupini tretiranoj 0,2 mM sukraloze u odnosu
na kontrolnu skupinu (Tablica 7, Tablica 8).

Aktivni oblik AKT proteina fosforiliranog na serinu 473 (pAkt) u kontrolnoj skupini je
pratio ocekivani trend gdje je doSlo do znaajnog porasta razine proteina nakon tretiranja s
inzulinom. Ovaj je ucinak izostao kod skupina koje su tretirane sukralozom neovisno o
koncentraciji sladila. Kombinacija inzulina i levodope znacajno povecava fosforilaciju u svim
skupinama u odnosu na netretiranu kontrolu, a posebice je ovo vidljivo pri najmanjoj koncentraciji
sukraloze gdje je doSlo do peterostrukog povecanja razine proteinskog signala. Kod stanica koje
su tretirane samo levodopom doslo je do porasta razine fosforiliranog AKT proteina u usporedbi s
kontrolnom (Tablica 9, Tablica 10).

Znacajno je smanjena razine GSK3a proteina nakon tretmana s inzulinom usporedeno s
netretiranom kontrolnom skupinom. Izuzetak potonjem su stanice tretirane s 2 mM sukraloze.

Takoder, znacCajan pad razina proteina je vidljiv na stanicama tretiranim srednjom 1 najve¢om
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koncentracijom sukraloze uz dodatni tretman inzulinom 1 levodopom. Pri niZoj koncentraciji
sukraloze 1 u kontrolnoj skupini ovaj ucinak izostaje (Tablica 11, Tablica 12).

Tretman samo sukralozom neovisno o koncentraciji usporedeno s kontrolnom skupinom
uzrokovao je porast razine GSK3p proteina. Dodatni tretman inzulinom je spustio poviSene razine
proteina na razinu sli¢énu onoj koja je opazena u kontrolnoj skupini, uz izuzetak skupine tretirane s
2 mM sukraloze. Tretman stanica kombinacijom inzulina i1 levodope doveo je do smanjenja razine
proteina GSK3f u usporedbi s kontrolnom netretiranom skupinom (Tablica 13, Tablica 14).

Fosforilirani oblik GSK3a odnosno pGSK3a nije znacajno promijenjen tretmanima, ali je
uocen znacajan pad razine proteina pri najvecoj koncentraciji sukraloze u kombinaciji s inzulinom
(Tablica 15, Tablica 16).

Neovisno o koncentracijskoj skupini, tretman sukralozom uzrokovao je snizenu razinu
fosforiliranog oblik GSK3B odnosno pGSK3p. Najznacajnije promjene uzrokovali su dodatni
tretmani inzulinom, levodopom ili njihova kombinacija. Inzulin i levodopa su ostvarili zna¢ajno
smanjenje razine proteina neovisno o tretmanu sukralozom na razine od 50 % do 70 % netretirane
kontrole. Kombinacija inzulina 1 levodope je imala znacajan u¢inak samo pri koncentraciji 20 mM
sukraloze, gdje je opazen povratak razine pGSK3p na vrijednosti kontrolne netretirane skupine
(Tablica 17, Tablica 18).

Tretmani sukralozom su uzrokovali pad razine membranski vezanog proteina IGF1R}.
Znacajna standardna devijacije izmedu mjerenja je rezultirala samo nekolicinom statistiCki
znacajnih rezultata. U sve tri koncentracije sukraloze, tretman inzulinom je znacajno smanjio razine
IGFIRP u odnosu na netretiranu kontrolu. Isti u€inak je vidljivi kod kombinacije inzulina 1
levodope, ali pri koncentracijama 0,2 mM 1 2 mM sukraloze. Kombinacija najvece koncentracije

sukraloze 1 levodope nije ostvarila statisticki znacajne promjene (Tablica 19, Tablica 20).
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Tablica 7. Prikaz rezultata dvosmjerne ANOVA, srednjih vrijednosti 1 standardnih devijacija za
intenzitet proteinskog signala iz Western blota, AKT proteina za diferencirane stanice ljudskog
neuroblastoma (SH-SYSY) tretirane 24 sata s tri koncentracije sukraloze (0,2 mM, 2 mM, 20 mM)
1 1 sat tretirane dodatnim tretmanom inzulinom ili levodopom ili kombinacijom inzulina i levodope.

Vrijednosti su izraZzene kao postotak u odnosu na kontrolnu netretiranu skupinu.

Koncentracijska Dodatni Srednja Standardna
skupina tretman vrijednost (%) | devijacija (%)
Netretirane 100,00 8,98
Kontrola Inzulin 80,38 4,94
Levodopa 90,73 10,30
I[+LD 86,36 6,84
Netretirane 116,19 7,35
Sukraloza 0.2 mM Inzulin 66,07 7,97
’ Levodopa 120,54 9,58
I[+LD 113,49 3,39
Netretirane 88,98 6,77
Inzulin 93,94 4,85
Sukraloza 2 mM Levodopa 120,71 1,60
I[+LD 86,39 13,62
Netretirane 99,04 2,77
Sukraloza 20 mM Inzulin 63,79 7,42
Levodopa 138,71 10,64
I[+LD 96,08 21,89
Dvosmjerna ANOVA
F vrijednosti; (Stupnjevi slobode) P* vrijednost
10,390; (3, 80) <0,0001
81,280; (3, 80) <0,0001
16,820; (9, 80) <0,0001

I + LD = inzulin i levodopa; *P < 0,05
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Tablica 8. Post hoc Tukey HSD test dvosmjerne ANOV A rezultata za Western blot, AKT proteina
za diferencirane stanice ljudskog neuroblastoma (SH-SYS5Y) tretirane 24 sata s tri koncentracije
sukraloze (0,2 mM, 2 mM, 20 mM) i 1 sat tretirane dodatnim tretmanom inzulinom ili levodopom
ili kombinacijom inzulina 1 levodope. Podaci su prikazani kao postotak izracunat u odnosu na

kontrolnu skupinu. Statisticka znacajnost testirana je pomoc¢u dvosmjerne ANOVA.

Prvi s?t varijabli (A) . Drugi ?et varijabli (B) . Post hoc Tukey HSD
Koncentracijska Dodatni Koncentracijska Dodatni "
. . P* vrijednost A naspram B
skupina tretman skupina sukraloze tretman

Kontrola Netretirane Kontrola Inzulin 0,0370
Kontrola Netretirane 0,2 mM Inzulin 0,0001
Kontrola Netretirane 0,2 mM Levodopa 0,0222
Kontrola Netretirane 2 mM Levodopa 0,0201
Kontrola Netretirane 20 mM Inzulin 0,0001
Kontrola Netretirane 20 mM Levodopa 0,0001
Kontrola Inzulin 0,2 mM Netretirane 0,0001
Kontrola Inzulin 0,2 mM Levodopa 0,0001
Kontrola Inzulin 0,2 mM I+LD 0,0001
Kontrola Inzulin 2 mM Levodopa 0,0001
Kontrola Inzulin 20 mM Levodopa 0,0001
Kontrola Levodopa 0,2 mM Netretirane 0,0011
Kontrola Levodopa 0,2 mM Inzulin 0,0018
Kontrola Levodopa 0,2 mM Levodopa 0,0002
Kontrola Levodopa 0,2 mM I+LD 0,0059
Kontrola Levodopa 2 mM Levodopa 0,0002
Kontrola Levodopa 20 mM Inzulin 0,0005
Kontrola Levodopa 20 mM Levodopa 0,0001
Kontrola I+LD 0,2 mM Netretirane 0,0002
Kontrola I+LD 0,2 mM Inzulin 0,0255
Kontrola I+LD 0,2 mM Levodopa 0,0001
Kontrola I+LD 0,2 mM I+LD 0,0004
Kontrola I+LD 2 mM Levodopa 0,0001
Kontrola I+LD 20 mM Inzulin 0,0067
Kontrola I+LD 20 mM Levodopa 0,0001
Sukraloza 0,2 mM | Netretirane 0,2 mM Inzulin 0,0001
Sukraloza 0,2 mM | Netretirane 2 mM Netretirane 0,0004
Sukraloza 0,2 mM | Netretirane 2 mM Inzulin 0,0081
Sukraloza 0,2 mM | Netretirane 2 mM I+LD 0,0002
Sukraloza 0,2 mM | Netretirane 20 mM Inzulin 0,0001
Sukraloza 0,2 mM | Netretirane 20 mM Levodopa 0,0069
Sukraloza 0,2 mM | Netretirane 20 mM I+LD 0,0282
Sukraloza 0,2 mM | Inzulin 0,2 mM Levodopa 0,0001
Sukraloza 0,2 mM | Inzulin 0,2 mM I+LD 0,0001
Sukraloza 0,2 mM | Inzulin 2 mM Netretirane 0,0054
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Prvi set varijabli (A)

Drugi set varijabli (B)

Post hoc Tukey HSD

Koncentracijska Dodatni Koncentracijska Dodatni oo

skupina tretman skupina sukraloze tretman P vrijednost A naspram B
Sukraloza 0,2 mM | Inzulin 2 mM Inzulin 0,0003
Sukraloza 0,2 mM | Inzulin 2 mM Levodopa 0,0001
Sukraloza 0,2 mM | Inzulin 2 mM I+LD 0,0251
Sukraloza 0,2 mM | Inzulin 20 mM Netretirane 0,0001
Sukraloza 0,2 mM | Inzulin 20 mM Levodopa 0,0001
Sukraloza 0,2 mM | Inzulin 20 mM I+LD 0,0002
Sukraloza 0,2 mM | Levodopa 2 mM Netretirane 0,0002
Sukraloza 0,2 mM | Levodopa 2 mM Inzulin 0,0006
Sukraloza 0,2 mM | Levodopa 2 mM I+LD 0,0001
Sukraloza 0,2 mM | Levodopa 20 mM Netretirane 0,0127
Sukraloza 0,2 mM | Levodopa 20 mM Inzulin 0,0001
Sukraloza 0,2 mM | Levodopa 20 mM I+LD 0,0020
Sukraloza 0,2 mM | I+ LD 2 mM Netretirane 0,0020
Sukraloza 0,2 mM | I+ LD 2 mM Inzulin 0,0384
Sukraloza 0,2 mM | I+ LD 2 mM I+LD 0,0004
Sukraloza 0,2 mM | I+ LD 20 mM Inzulin 0,0001
Sukraloza 0,2 mM | I+ LD 20 mM Levodopa 0,0013
Sukraloza 2 mM Netretirane | 2 mM Levodopa 0,0002
Sukraloza 2 mM Netretirane 20 mM Inzulin 0,0013
Sukraloza 2 mM Netretirane | 20 mM Levodopa 0,0001
Sukraloza 2 mM Inzulin 2 mM Levodopa 0,0005
Sukraloza 2 mM Inzulin 20 mM Inzulin 0,0002
Sukraloza 2 mM Inzulin 20 mM Levodopa 0,0001
Sukraloza 2 mM Levodopa 2 mM I+LD 0,0001
Sukraloza 2 mM Levodopa 20 mM Netretirane 0,0115
Sukraloza 2 mM Levodopa 20 mM Inzulin 0,0001
Sukraloza 2 mM Levodopa 20 mM I+LD 0,0018
Sukraloza 2 mM I+LD 20 mM Inzulin 0,0065
Sukraloza 2 mM I+LD 20 mM Levodopa 0,0001
Sukraloza 20 mM | Netretirane 20 mM Inzulin 0,0001
Sukraloza 20 mM | Netretirane 20 mM Levodopa 0,0001
Sukraloza 20 mM | Inzulin 20 mM Levodopa 0,0001
Sukraloza 20 mM | Inzulin 20 mM I+LD 0,0002
Sukraloza 20 mM | Levodopa 20 mM I+LD 0,0001

I + LD = inzulin i levodopa; *P < 0,05
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Tablica 9. Prikaz rezultata dvosmjerne ANOVA, srednjih vrijednosti 1 standardnih devijacija za
intenzitet proteinskog signala iz Western blota, pAkt proteina za diferencirane stanice ljudskog
neuroblastoma (SH-SYSY) tretirane 24 sata s tri koncentracije sukraloze (0,2 mM, 2 mM, 20 mM)
11 sat tretirane dodatnim tretmanom inzulinom ili levodopom ili kombinacijom inzulina i levodope.

Vrijednosti su izrazene kao postotak u odnosu na kontrolnu netretiranu skupinu.

Koncentracijska skupina Dodatni “Srednja Stzind'fl.rdna
tretman vrijednost (%) | devijacija (%)
Netretirane 100,00 25,74
Kontrola Inzulin 148,34 33,36
Levodopa 86,58 15,47
I[+LD 177,33 14,21
Netretirane 191,36 25,15
Sukraloza 0.2 mM Inzulin 74,34 14,88
’ Levodopa 116,91 39,29
I[+LD 597,16 117,44
Netretirane 149,63 36,82
Inzulin 86,87 14,95
Sukraloza 2 mM Levodopa 117,99 52,94
I[+LD 213,66 149,74
Netretirane 132,50 52,01
Sukraloza 20 mM Inzulin 69,76 8,29
Levodopa 98,73 41,90
I[+LD 227,50 22,82
Dvosmjerna ANOVA
F vrijednosti; (Stupnjevi slobode) P* vrijednost
33,940; (3, 80) <0,0001
71,724; (3, 80) < 0,0001
19,326; (9, 80) < 0,0001

I+ LD = inzulin i levodopa; *P < 0,05

28



5. Rezultati

Tablica 10. Post hoc Tukey HSD test dvosmjerne ANOV A rezultata za Western blot, pAkt proteina
za diferencirane stanice ljudskog neuroblastoma (SH-SYSY) tretirane 24 sata s tri koncentracije
sukraloze (0,2 mM, 2 mM, 20 mM) i 1 sat tretirane dodatnim tretmanom inzulinom ili levodopom
ili kombinacijom inzulina 1 levodope. Podaci su prikazani kao postotak izracunat u odnosu na

kontrolnu skupinu. Statisticka znacajnost testirana je pomoc¢u dvosmjerne ANOVA.

Prvi set varijabli (A) Drugi set varijabli (B)
Koncentracijska Dodatni Koncentracijska Dodatni Po.s.t hoc Tukey HSD
skupina tretman skupina sukraloze tretman P* vrijednost A naspram B
Kontrola Netretirane | 0,2 mM Netretirane 0,0172
Kontrola Netretirane | 0,2 mM I+LD 0,0001
Kontrola Netretirane | 20 mM I+LD 0,0469
Kontrola Inzulin 0,2 mM I+LD 0,0001
Kontrola Levodopa | 0,2 mM Netretirane 0,0026
Kontrola Levodopa | 0,2 mM I+LD 0,0001
Kontrola Levodopa | 2 mM I+LD 0,0484
Kontrola Levodopa | 20 mM I+LD 0,0152
Kontrola I+LD 0,2 mM I+LD 0,0001
Sukraloza 0,2 mM Netretirane | 0,2 mM Inzulin 0,0005
Sukraloza 0,2 mM Netretirane | 0,2 mM I+LD 0,0001
Sukraloza 0,2 mM Netretirane | 2 mM Inzulin 0,0027
Sukraloza 0,2 mM Netretirane | 20 mM Inzulin 0,0003
Sukraloza 0,2 mM Netretirane | 20 mM Levodopa 0,0145
Sukraloza 0,2 mM Inzulin 0,2 mM I+LD 0,0001
Sukraloza 0,2 mM Inzulin 2 mM I+LD 0,0175
Sukraloza 0,2 mM Inzulin 20 mM I+LD 0,0050
Sukraloza 0,2 mM Levodopa | 0,2 mM I+LD 0,0001
Sukraloza 0,2 mM I+LD 2 mM Netretirane 0,0001
Sukraloza 0,2 mM I+LD 2 mM Inzulin 0,0001
Sukraloza 0,2 mM I+LD 2 mM Levodopa 0,0001
Sukraloza 0,2 mM I+LD 2 mM I+LD 0,0001
Sukraloza 0,2 mM I+LD 20 mM Netretirane 0,0001
Sukraloza 0,2 mM I+LD 20 mM Inzulin 0,0001
Sukraloza 0,2 mM I+LD 20 mM Levodopa 0,0001
Sukraloza 0,2 mM I+LD 20 mM I+LD 0,0001
Sukraloza 2 mM Inzulin 2 mM I+LD 0,0495
Sukraloza 2 mM Inzulin 20 mM I+LD 0,0156
Sukraloza 2 mM I+LD 20 mM Inzulin 0,0117
Sukraloza 20 mM Inzulin 20 mM I+LD 0,0032
Sukraloza 20 mM Levodopa | 20 mM I+LD 0,0423
I+ LD = inzulin i levodopa; *P < 0,05
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Tablica 11. Prikaz rezultata dvosmjerne ANOVA, srednjih vrijednosti i standardnih devijacija za
intenzitet proteinskog signala iz Western blota, GSK3a protein za diferencirane stanice ljudskog
neuroblastoma (SH-SYS5Y) tretirane 24 sata s tri koncentracije sukraloze (0,2 mM, 2 mM, 20 mM)
1 1 sat tretirane dodatnim tretmanom inzulinom ili levodopom ili kombinacijom inzulina i levodope.

Vrijednosti su izrazene kao postotak u odnosu na kontrolnu netretiranu skupinu.

Koncentracijska skupina Dodatni “Srednj a Su_jl,nd?_l,r dna
tretman vrijednost (%) | devijacija (%)
Netretirane 100,00 27,93
Kontrola Inzulin 68,96 15,80
Levodopa 78,30 10,85
I+1LD 99,13 8,90
Netretirane 121,79 27,06
Inzulin 61,97 9,48
Sukraloza 0,2 mM Levodopa 102,42 10,53
I+LD 111,56 5,96
Netretirane 98,97 20,10
Inzulin 89,78 16,01
Sukraloza 2 mM Levodopa 102,96 13,92
I+1LD 58,23 7,22
Netretirane 97,66 7,08
Sukraloza 20 mM Inzulin 56,58 6,41
Levodopa 122,61 14,66
I+LD 72,04 12,10
Dvosmjerna ANOVA
F vrijednosti; (Stupnjevi slobode) P* vrijednost
3,100; (3, 60) 0,0333
22,787; (3, 60) <0,0001
7,378; (9, 60) <0,0001

I + LD = inzulin i levodopa; *P < 0,05
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Tablica 12. Post hoc Tukey HSD test dvosmjerne ANOVA rezultata za Western blot, GSK3a
proteina za diferencirane stanice ljudskog neuroblastoma (SH-SYSY) tretirane 24 sata s tri
koncentracije sukraloze (0,2 mM, 2 mM, 20 mM) 1 1 sat tretirane dodatnim tretmanom inzulinom
ili levodopom ili kombinacijom inzulina i1 levodope. Podaci su prikazani kao postotak izracunat u

odnosu na kontrolnu skupinu. Statisticka znacajnost testirana je pomoc¢u dvosmjerne ANOVA.

Prvi set varijabli (A) Drugi set varijabli (B)
- . - ) Post hoc Tukey HSD
Koncentracijska Dodatni Koncentracijska Dodatni .
. . P* vrijednost A naspram B
skupina tretman skupina sukraloze tretman
Kontrola Netretirane 0,2 mM Inzulin 0,0173
Kontrola Netretirane 2 mM I+LD 0,0212
Kontrola Netretirane 20 mM Inzulin 0,0030
Kontrola Inzulin 0,2 mM Netretirane 0,0002
Kontrola Inzulin 0,2 mM I+LD 0,0169
Kontrola Inzulin 20 mM Levodopa 0,0002
Kontrola Levodopa 2 mM Netretirane 0,0029
Kontrola Levodopa 20 mM Levodopa 0,0022
Kontrola I+LD 2 mM I+LD 0,0268
Kontrola I+LD 20 mM Inzulin 0,0171
Sukraloza 0,2 mM Netretirane 0,2 mM Inzulin 0,0001
Sukraloza 0,2 mM Netretirane 2 mM I+LD 0,0002
Sukraloza 0,2 mM Netretirane 20 mM Inzulin 0,0001
Sukraloza 0,2 mM Netretirane 20 mM I+LD 0,0021
Sukraloza 0,2 mM Inzulin 0,2 mM Levodopa 0,0080
Sukraloza 0,2 mM Inzulin 0,2 mM I+LD 0,0022
Sukraloza 0,2 mM Inzulin 2 mM Netretirane 0,0237
Sukraloza 0,2 mM Inzulin 2 mM Levodopa 0,0067
Sukraloza 0,2 mM Inzulin 20 mM Netretirane 0,0349
Sukraloza 0,2 mM Inzulin 20 mM Levodopa 0,0001
Sukraloza 0,2 mM Levodopa 2 mM I+LD 0,0108
Sukraloza 0,2 mM Levodopa 20 mM Inzulin 0,0013
Sukraloza 0,2 mM I+LD 2 mM I+LD 0,0008
Sukraloza 0,2 mM I+LD 20 mM Inzulin 0,0005
Sukraloza 0,2 mM I+LD 20 mM I+LD 0,0385
Sukraloza 2 mM Netretirane 2 mM I+LD 0,0280
Sukraloza 2 mM Netretirane 20 mM Inzulin 0,0042
Sukraloza 2 mM Levodopa 2 mM I+LD 0,0093
Sukraloza 2 mM Levodopa 20 mM Inzulin 0,0011
Sukraloza 2 mM I+LD 20 mM Netretirane 0,0394
Sukraloza 2 mM I+LD 20 mM Levodopa 0,0002
Sukraloza 20 mM Netretirane 20 mM Inzulin 0,0065
Sukraloza 20 mM Inzulin 20 mM Levodopa 0,0001
Sukraloza 20 mM Levodopa 20 mM I+LD 0,0016

I+ LD = inzulin i levodopa; *P < 0,05
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5. Rezultati

Tablica 13. Prikaz rezultata dvosmjerne ANOVA, srednjih vrijednosti i standardnih devijacija za
intenzitet proteinskog signala iz Western blota, GSK3f proteina za diferencirane stanice ljudskog
neuroblastoma (SH-SYSY) tretirane 24 sata s tri koncentracije sukraloze (0,2 mM, 2 mM, 20 mM)
1 1 sat tretirane dodatnim tretmanom inzulinom ili levodopom ili kombinacijom inzulina i levodope.

Vrijednosti su izrazene kao postotak u odnosu na kontrolnu netretiranu skupinu.

Koncentraciiska skupina Dodatni Srednja Standardna
J P tretman vrijednost (%) | devijacija (%)
Netretirane 100,00 22,03
Inzulin 81,95 5,79
Kontrola
Levodopa 80,21 13,18
[+LD 96,36 10,31
Netretirane 170,52 20,33
Inzulin 80,99 17,30
Sukraloza 0,2 mM
Levodopa 134,49 16,22
I+LD 107,36 4,44
Netretirane 153,73 34,99
Inzulin 112,62 9,38
Sukraloza 2 mM
Levodopa 124,05 19,93
I+LD 84,31 11,36
Netretirane 159,06 9,15
Inzulin 80,47 5,84
Sukraloza 20 mM
Levodopa 157,75 17,02
[+LD 113,00 19,65
Dvosmjerna ANOVA
F vrijednosti; (Stupnjevi slobode) P* vrijednost
25,217, (3, 84) <0,0001
61,783; (3, 84) <0,0001
9,581; (9, 84) <0,0001

I+ LD = inzulin i levodopa; *P < 0,05
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5. Rezultati

Tablica 14. Post hoc Tukey HSD test dvosmjerne ANOVA rezultata za Western blot, GSK3[
proteina za diferencirane stanice ljudskog neuroblastoma (SH-SYSY) tretirane 24 sata s tri
koncentracije sukraloze (0,2 mM, 2 mM, 20 mM) 1 1 sat tretirane dodatnim tretmanom inzulinom
ili levodopom ili kombinacijom inzulina i1 levodope. Podaci su prikazani kao postotak izracunat u

odnosu na kontrolnu skupinu. Statisticka znacajnost testirana je pomoc¢u dvosmjerne ANOVA.

Prvi .s.et varijabli (A) . Drugi sét varijabli (B) . Post hoc Tukey HSD
Koncentr.acu ska Dodatni Kon.centracu ska Dodatni P*vrijednost A naspram B
skupina tretman skupina sukraloze tretman

Kontrola Netretirane 0,2 mM Netretirane 0,0001
Kontrola Netretirane 0,2 mM Levodopa 0,0174
Kontrola Netretirane 2mM Netretirane 0,0002
Kontrola Netretirane 20 mM Netretirane 0,0001
Kontrola Netretirane 20 mM Levodopa 0,0001
Kontrola Inzulin 0,2 mM Netretirane 0,0001
Kontrola Inzulin 0,2 mM Levodopa 0,0002
Kontrola Inzulin 2mM Netretirane 0,0001
Kontrola Inzulin 2 mM Levodopa 0,0010
Kontrola Inzulin 20 mM Netretirane 0,0001
Kontrola Inzulin 20 mM Levodopa 0,0001
Kontrola Levodopa 0,2 mM Netretirane 0,0001
Kontrola Levodopa 0,2 mM Levodopa 0,0002
Kontrola Levodopa 2 mM Netretirane 0,0001
Kontrola Levodopa 2mM Inzulin 0,0355
Kontrola Levodopa 2 mM Levodopa 0,0005
Kontrola Levodopa 20 mM Netretirane 0,0001
Kontrola Levodopa 20 mM Levodopa 0,0001
Kontrola I+LD 0,2 mM Netretirane 0,0001
Kontrola I+LD 2 mM Netretirane 0,0006
Kontrola I+LD 20 mM Netretirane 0,0002
Kontrola I+LD 20 mM Levodopa 0,0003
Sukraloza 0,2 mM Netretirane 0,2 mM Inzulin 0,0001
Sukraloza 0,2 mM Netretirane 0,2 mM Levodopa 0,0100
Sukraloza 0,2 mM Netretirane 0,2 mM I+LD 0,0002
Sukraloza 0,2 mM Netretirane 2mM Inzulin 0,0001
Sukraloza 0,2 mM Netretirane 2 mM Levodopa 0,0003
Sukraloza 0,2 mM Netretirane 2 mM I+LD 0,0001
Sukraloza 0,2 mM Netretirane 20 mM Inzulin 0,0001
Sukraloza 0,2 mM Netretirane 20 mM I+LD 0,0006
Sukraloza 0,2 mM Inzulin 0,2 mM Levodopa 0,0002
Sukraloza 0,2 mM Inzulin 2 mM Netretirane 0,0001
Sukraloza 0,2 mM Inzulin 2 mM Inzulin 0,0458
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5. Rezultati

Prvi set varijabli (A)

Drugi set varijabli (B)

= - ~ - Post hoc Tukey HSD
Koncentr.acu ska Dodatni Kon.centracu ska Dodatni P* yrijednost A naspram B
skupina tretman skupina sukraloze tretman

Sukraloza 0,2 mM Inzulin 2 mM Levodopa 0,0007
Sukraloza 0,2 mM Inzulin 20 mM Netretirane 0,0001
Sukraloza 0,2 mM Inzulin 20 mM Levodopa 0,0001
Sukraloza 0,2 mM Levodopa 2 mM I+LD 0,0049
Sukraloza 0,2 mM Levodopa 20 mM Inzulin 0,0002
Sukraloza 0,2 mM I+LD 2mM Netretirane 0,0142
Sukraloza 0,2 mM [+LD 20 mM Netretirane 0,0031
Sukraloza 0,2 mM I+LD 20 mM Levodopa 0,0046
Sukraloza 2 mM Netretirane 2 mM Inzulin 0,0014
Sukraloza 2 mM Netretirane 2 mM I+LD 0,0002
Sukraloza 2 mM Netretirane 20 mM Inzulin 0,0001
Sukraloza 2 mM Inzulin 20 mM Netretirane 0,0003
Sukraloza 2 mM Inzulin 20 mM Inzulin 0,0386
Sukraloza 2 mM Inzulin 20 mM Levodopa 0,0004
Sukraloza 2 mM Levodopa 20 mM Netretirane 0,0144
Sukraloza 2 mM Levodopa 20 mM Inzulin 0,0006
Sukraloza 2 mM Levodopa 20 mM Levodopa 0,0229
Sukraloza 2 mM [+LD 20 mM Netretirane 0,0001
Sukraloza 2 mM I+LD 20 mM Levodopa 0,0002
Sukraloza 20 mM Netretirane 20 mM Inzulin 0,0001
Sukraloza 20 mM Netretirane 20 mM I+LD 0,0155
Sukraloza 20 mM Inzulin 20 mM Levodopa 0,0001
Sukraloza 20 mM Levodopa 20 mM I[+LD 0,0220

I + LD = inzulin i levodopa; *P < 0,05
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5. Rezultati

Tablica 15. Prikaz rezultata dvosmjerne ANOVA, srednjih vrijednosti i standardnih devijacija za
intenzitet proteinskog signala iz Western blota, pGSK3a proteina za diferencirane stanice ljudskog
neuroblastoma (SH-SYSY) tretirane 24 sata s tri koncentracije sukraloze (0,2 mM, 2 mM, 20 mM)
1 1 sat tretirane dodatnim tretmanom inzulinom ili levodopom ili kombinacijom inzulina i levodope.

Vrijednosti su izrazene kao postotak u odnosu na kontrolnu netretiranu skupinu.

Koncentracijska Dodatni Srednja Standardna
skupina tretman vrijednost (%) devijacija (%)
Netretirane 100,00 27,18
Kontrola Inzulin 78,85 16,37
Levodopa 63,54 14,39
I+LD 90,92 15,53
Netretirane 107,59 31,52
Sukraloza 0.2 mM Inzulin 69,93 11,24
’ Levodopa 94,96 16,40
I+LD 94,35 22,20
Netretirane 79,23 13,06
Inzulin 90,18 16,65
Sukraloza 2 mM Levodopa 83,48 16,65
I+LD 59,34 5,16
Netretirane 98,77 10,47
Sukraloza 20 mM Inzulin 45,68 6,08
Levodopa 107,70 32,81
I+LD 91,87 17,01
Dvosmjerna ANOVA
F vrijednosti; (Stupnjevi slobode) P* vrijednost
1,216; (3, 68) 0,3106
8,618; (3, 68) <0,0001
5,337; (9, 68) <0,0001

I + LD = inzulin i levodopa; *P < 0,05
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5. Rezultati

Tablica 16. Post hoc Tukey HSD test dvosmjerne ANOVA rezultata za Western blot, pGSK3a
proteina za diferencirane stanice ljudskog neuroblastoma (SH-SYSY) tretirane 24 sata s tri
koncentracije sukraloze (0,2 mM, 2 mM, 20 mM) 1 1 sat tretirane dodatnim tretmanom inzulinom
ili levodopom ili kombinacijom inzulina i1 levodope. Podaci su prikazani kao postotak izracunat u

odnosu na kontrolnu skupinu. Statisticka zna¢ajnost testirana je pomoc¢u dvosmjerne ANOVA.

Prvi set varijabli (A) Drugi set varijabli (B) Post hoc Tukey HSD
Koncentracijska Dodatni Koncentracijska Dodatni P* vrijednost A naspram B
skupina tretman skupina sukraloze tretman

Kontrola Netretirane 20 mM Inzulin 0,0007
Kontrola Levodopa 2 mM Netretirane 0,0141
Kontrola Levodopa 20 mM Levodopa 0,0137
Sukraloza 0,2 mM | Netretirane 2 mM Inzulin 0,0067
Sukraloza 0,2 mM | Netretirane 20 mM Inzulin 0,0002
Sukraloza 0,2 mM | Inzulin 20 mM Levodopa 0,0065
Sukraloza 0,2 mM | Levodopa 20 mM Inzulin 0,0031
Sukraloza 2 mM Inzulin 20 mM Inzulin 0,0124
Sukraloza 20 mM Levodopa 20 mM Inzulin 0,0010
Sukraloza 20 mM Inzulin 20 mM Levodopa 0,0002

I + LD = inzulin i levodopa; *P < 0,05
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5. Rezultati

Tablica 17. Post hoc Tukey HSD test dvosmjerne ANOVA rezultata za Western blot, pGSK3[
proteina za diferencirane stanice ljudskog neuroblastoma (SH-SYSY) tretirane 24 sata s tri
koncentracije sukraloze (0,2 mM, 2 mM, 20 mM) 1 1 sat tretirane dodatnim tretmanom inzulinom
ili levodopom ili kombinacijom inzulina i1 levodope. Podaci su prikazani kao postotak izracunat u

odnosu na kontrolnu skupinu. Statisticka znacajnost testirana je pomoc¢u dvosmjerne ANOVA.

Koncentracijska skupina Dodatni “Srednja Sta.l}ld?rdna
tretman vrijednost (%) devijacija (%)
Netretirane 100,00 17,90
Inzulin 77,61 7,76
Kontrola Levodopa 57,46 9,68
I[+LD 86,66 8,04
Netretirane 110,21 19,62
Inzulin 55,86 9,34
Sukraloza 0,2 mM Levodopa 75,71 8,37
I+LD 51,66 22,45
Netretirane 79,01 9,71
Inzulin 66,52 9,96
Sukraloza 2 mM Levodopa 65,28 14,33
I+LD 53,97 1,28
Netretirane 91,19 6,73
Sukraloza 20 mM Inzulin 44,68 6,30
Levodopa 71,24 10,98
I+LD 106,40 15,36
Dvosmjerna ANOVA
F vrijednosti; (Stupnjevi slobode) P* vrijednost

5,378; (3, 68) 0,0022
36,397, (3, 68) <0,0001
9,829; (9, 68) <0,0001

[ + LD = Inzulin + Levodopa; *P < 0,05
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5. Rezultati

Tablica 18. Post hoc Tukey HSD test dvosmjerne ANOVA rezultata za Western blot, pGSK3[
proteina za diferencirane stanice ljudskog neuroblastoma (SH-SYSY) tretirane 24 sata s tri
koncentracije sukraloze (0,2 mM, 2 mM, 20 mM) 1 1 sat tretirane dodatnim tretmanom inzulinom
ili levodopom ili kombinacijom inzulina i1 levodope. Podaci su prikazani kao postotak izracunat u

odnosu na kontrolnu skupinu, Statisticka znacajnost testirana je pomoc¢u dvosmjerne ANOVA.

Prvi set varijabli (A) . Drugi s.gt varijabli (B) ‘ Post hoc Tukey HSD
Sukraloza Dodatni Koncentracijska Dodatni .
. . P* vrijednost A naspram B
koncentracija tretman skupina sukraloze tretman

Kontrola Netretirane | Kontrola Levodopa 0,0001
Kontrola Netretirane | 0,2 mM Inzulin 0,0001
Kontrola Netretirane | 0,2 mM I+LD 0,0007
Kontrola Netretirane | 2 mM Inzulin 0,0009
Kontrola Netretirane | 2 mM Levodopa 0,0005
Kontrola Netretirane | 2 mM I+LD 0,0014
Kontrola Netretirane | 20 mM Inzulin 0,0001
Kontrola Netretirane | 20 mM Levodopa 0,0083
Kontrola Inzulin 0,2 mM Netretirane 0,0013
Kontrola Inzulin 20 mM Inzulin 0,0012
Kontrola Levodopa 0,2 mM Netretirane 0,0001
Kontrola Levodopa 20 mM Netretirane 0,0008
Kontrola Levodopa 20 mM I+LD 0,0006
Kontrola I+LD 0,2 mM I+LD 0,0470
Kontrola I+LD 20 mM Inzulin 0,0054
Sukraloza 0,2 mM | Netretirane | 0,2 mM Inzulin 0,0001
Sukraloza 0,2 mM | Netretirane | 0,2 mM Levodopa 0,0006
Sukraloza 0,2 mM | Netretirane | 0,2 mM I+LD 0,0002
Sukraloza 0,2 mM | Netretirane | 2 mM Netretirane 0,0026
Sukraloza 0,2 mM | Netretirane | 2 mM Inzulin 0,0001
Sukraloza 0,2 mM | Netretirane | 2 mM Levodopa 0,0001
Sukraloza 0,2 mM | Netretirane | 2 mM I+LD 0,0002
Sukraloza 0,2 mM | Netretirane | 20 mM Inzulin 0,0001
Sukraloza 0,2 mM | Netretirane | 20 mM Levodopa 0,0002
Sukraloza 0,2 mM | Inzulin 20 mM Netretirane 0,0004
Sukraloza 0,2 mM | Inzulin 20 mM I+LD 0,0004
Sukraloza 0,2 mM | Levodopa 20 mM Inzulin 0,0028
Sukraloza 0,2 mM | I+ LD 20 mM I+LD 0,0120
Sukraloza 0,2 mM | I+LD 20 mM I+LD 0,0002
Sukraloza 2 mM Netretirane | 20 mM Netretirane 0,0006
Sukraloza 2 mM Inzulin 20 mM Netretirane 0,0486
Sukraloza 2 mM Inzulin 20 mM Levodopa 0,0107
Sukraloza 2 mM Levodopa 20 mM Netretirane 0,0292
Sukraloza 2 mM Levodopa 20 mM Levodopa 0,0071
Sukraloza 2 mM I+LD 20 mM Netretirane 0,0246
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5. Rezultati

Prvi set varijabli (A)

Drugi set varijabli (B)

- v - Post hoc Tukey HSD
Sukraloza Dodatni Koncentracijska Dodatni .
. . P* vrijednost A naspram B
koncentracija tretman skupina sukraloze tretman

Sukraloza 2 mM I+LD 20 mM Levodopa 0,0002
Sukraloza 20 mM Netretirane | 20 mM Inzulin 0,0001
Sukraloza 20 mM | Inzulin 20 mM Levodopa 0,0222
Sukraloza 20 mM | Inzulin 20 mM I+LD 0,0001
Sukraloza 20 mM | Levodopa 20 mM I+LD 0,0449

I + LD = Inzulin + Levodopa; *P < 0,05
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5. Rezultati

Tablica 19. Prikaz rezultata dvosmjerne ANOVA, srednjih vrijednosti i standardnih devijacija za
intenzitet proteinskog signala iz Western blota, IGF1Rp protein za diferencirane stanice ljudskog
neuroblastoma (SH-SYS5Y) tretirane 24 sata s tri koncentracije sukraloze (0,2 mM, 2 mM, 20 mM)
11 sat tretirane dodatnim tretmanom inzulinom ili levodopom ili kombinacijom inzulina i levodope.

Vrijednosti su izrazene kao postotak u odnosu na kontrolnu netretiranu skupinu.

Koncentracijska skupina Dodatni “Srednja St?nd?rdna
tretman vrijednost (%) | devijacija (%)
Netretirane 100,00 29,65
Inzulin 52,53 24,86
Kontrola Levodopa 65,15 21,10
I+LD 76,64 14,34
Netretirane 80,60 2991
Sukraloza 0.2 mM Inzulin 48,99 13,81
’ Levodopa 44,55 30,61
I+1LD 68,83 12,18
Netretirane 75,19 25,21
Inzulin 33,38 13,10
Sukraloza 2 mM Levodopa 70,55 32,04
I+1LD 35,02 15,25
Netretirane 80,39 30,48
Sukraloza 20 mM Inzulin 46,49 30,89
Levodopa 86,41 45,47
I+1LD 47,38 18,67
Dvosmjerna ANOVA
F vrijednosti; (Stupnjevi slobode) P* vrijednost
2,495; (3, 80) 0,0658
9,504; (3, 80) <0,0001
1,695; (9, 80) 0,1038

I + LD = Inzulin + Levodopa; *P < 0,05
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5. Rezultati

Tablica 20. Post hoc Tukey HSD test dvosmjerne ANOVA rezultata za Western blot, IGF1Rf
proteina za diferencirane stanice ljudskog neuroblastoma (SH-SYSY) tretirane 24 sata s tri
koncentracije sukraloze (0,2 mM, 2 mM, 20 mM) 1 1 sat tretirane dodatnim tretmanom inzulinom
ili levodopom ili kombinacijom inzulina i1 levodope. Podaci su prikazani kao postotak izracunat u

odnosu na kontrolnu skupinu. Statisticka zna¢ajnost testirana je pomoc¢u dvosmjerne ANOVA.

Prvi set varijabli (A) Drugi set varijabli (B)
. ) Koncentracijska ) Post hoc Tukey HSD
Koncentracijska | Dodatni ) Dodatni B
) skupina P* vrijednost A naspram B
skupina tretman tretman
sukraloze

Kontrola Netretirane | 0,2 mM Levodopa 0,0321
Kontrola Netretirane | 2 mM Inzulin 0,0029
Kontrola Netretirane | 2 mM I+LD 0,0042
Kontrola Netretirane | 20 mM Inzulin 0,0467

I + LD = Inzulin + Levodopa; *P < 0,05
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5. Rezultati

5. 2.2 Natrijev ciklamat

Inzulin 1 levodopa samostalno 1 u kombinaciji uzrokovali su znafaj pad razine AKT
proteina u usporedbi s netretiranom kontrolom. Takoder, pad razina AKT proteina je opaZen kod
tretmana natrijevim ciklamatom u koncentracijama 10 mM i1 100 mM. Ovaj ucinak izostaje pri
najnizoj koncentraciji natrijeva ciklamata. Natrijev ciklamat i kombinacija dodatnog tretmana
inzulina 1 levodope ostvarili su zna¢ajan porast u razinama AKT proteina u odnosu na kontrolne
skupine (Tablica 21, Tablica 22).

pAkt u kontrolnoj skupini je znacajno porastao nakon dodatnog tretmana s inzulinom, isti
trend se vidi u kombinacijama inzulina 1 natrijeva ciklamata. Kod tretmana levodopom i natrijevim
ciklamatom razine su se takoder povecale u usporedbi s netretiranom kontrolom. Kombinacije
dodatnih tretmana inzulina i levodope su povecale razine pAkt proteina gotovo viSestruko, a
najveci porast je uocen pri najvecoj koncentraciji natrijeva ciklamata (Tablica 23, Tablica 24).

Tretman natrijevim ciklamatom nije imao znacajan ucinak na razine GSK3a niti u jednoj
koncentracijskoj skupini (Tablica 25).

Natrijev ciklamat je znacajno povecao razine GSK3[ proteina neovisno o koncentraciji, a
najveci porast je uocen u tretmanu s 1 mM natrijeva ciklamata. Levodopa ima znac¢ajan ucinak na
porast razine GSK3p u stanicama tretiranim ciklamatom u usporedbi s kontrolnom skupinom, ali
ne u usporedbi s tretmanima natrijevim ciklamatom. Inzulin s druge strane spusta razine GSK3f
na razine slicne onima u kontrolnim skupinama u usporedbi s tretmanima natrijevim ciklamatom
(Tablica 26, Tablica 27).

Tretman natrijevim ciklamatom ima vidljiv uc¢inak na pGSK3a. Samo tretman natrijevim
ciklamatom znacajno je povecao fosforilaciju GSK3a za priblizno 30 % u odnosu na kontrolnu
skupinu. Inzulin znac¢ajno smanjuje fosforilaciju, a kombinacija ciklamata i inzulina nema dodatan
ucinak na to smanjenje. Levodopa ima sli¢an uc¢inak kao 1 inzulin na razine fosforilacije GSK3a
odnosno smanjuje ga bez dodatnog uc¢inka nakon tretmana s natrijevim ciklamatom. Kombinacije
natrijeva ciklamata te inzulina i levodope ostvarile su znacajno povecanje fosforilacije u usporedbi
s kontrolom skupinom (Tablica 28, Tablica 29).

Na fosforilaciju GSK3p tretman natrijevim ciklamatom nije imao znacajan ucinak. Inzulin
1 levodopa su znacajno smanjili razine pGSK3p, a pri srednjoj 1 najve¢oj koncentraciji natrijeva

ciklamata sli¢no kao 1 u kontrolnoj skupini (Tablica 30, Tablica 31).

42



5. Rezultati

Na IGF 1R} protein, tretman natrijevim ciklamatom ili dodatni tretmani zasebno, nisu imali
statistiCki znacajne promjene. UCinak je jedino znacajan kod dodatnog tretmana levodopom koji
ako se primjeni u kombinaciji s natrijevim ciklamatom neovisno o koncentraciji dovodi do

smanjenja razine IGF1Rp (Tablica 32, Tablica 33).

Tablica 21. Prikaz rezultata dvosmjerne ANOVA, srednjih vrijednosti i standardnih devijacija za
intenzitet proteinskog signala iz Western blota, AKT proteina za diferencirane stanice ljudskog
neuroblastoma (SH-SYS5Y) tretirane 24 sata s tri koncentracije natrijeva ciklamata (1 mM, 10 mM,
100 mM) 1 1 sat tretirane dodatnim tretmanom inzulinom ili levodopom ili kombinacijom inzulina

1 levodope. Vrijednosti su izrazene kao postotak u odnosu na kontrolnu netretiranu skupinu.

Koncentracijska skupina Dodatni “Srednj a Stfi_n da.1.r dna
tretman vrijednost (%) | devijacija (%)
Netretirane 100,00 5,86
Kontrola Inzulin 63,23 7,69
Levodopa 92,74 4,60
I+LD 86,36 6,84
Netretirane 98,18 8,46
Na-ciklamat 1 mM Inzulin 65,89 7,24
Levodopa 87,05 6,46
I+LD 111,56 6,60
Netretirane 84,76 2,67
) Inzulin 67,15 2,65
Na-ciklamat 10 mM Levodopa 93.99 6.13
I+LD 113,75 1,95
Netretirane 78,25 8,30
. Inzulin 68,26 291
Na-ciklamat 100 mM Levodopa 91.01 339
I+LD 110,15 12,03
Dvosmjerna ANOVA
F vrijednosti; (Stupnjevi slobode) P* vrijednost
2,240; (3, 56) 0,0933
112,990; (3, 56) <0,0001
9,710; (9, 56) <0,0001

I + LD = Inzulin + Levodopa; *P < 0,05
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5. Rezultati

Tablica 22. Post hoc Tukey HSD test dvosmjerne ANOV A rezultata za Western blot, AKT proteina
za diferencirane stanice ljudskog neuroblastoma (SH-SYS5Y) tretirane 24 sata s tri koncentracije
natrijeva ciklamata (1 mM, 10 mM, 100 mM) 1 1 sat tretirane dodatnim tretmanom inzulinom ili
levodopom ili kombinacijom inzulina i levodope. Podaci su prikazani kao postotak izracunat u

odnosu na kontrolnu skupinu. Statisticka znacajnost testirana je pomoc¢u dvosmjerne ANOVA.

Prvi set varijabli (A) Drugi set varijabli (B)
Koncentracijska Dodatni Koncentr‘acijska Dodatni *Po.s.t hoc Tukey HSD
skupina tretman sk}lplna tretman P* vrijednost A naspram B
Na-ciklamata

Kontrola Netretirane | Kontrola Inzulin 0,0001
Kontrola Netretirane 1 mM Inzulin 0,0001
Kontrola Netretirane | 10 mM Inzulin 0,0001
Kontrola Netretirane | 100 mM Netretirane 0,0021
Kontrola Netretirane | 100 mM Inzulin 0,0001
Kontrola Inzulin Kontrola Levodopa 0,0001
Kontrola Inzulin Kontrola I+LD 0,0009
Kontrola Inzulin 1 mM Netretirane 0,0001
Kontrola Inzulin 1 mM Levodopa 0,0006
Kontrola Inzulin 1 mM I+LD 0,0001
Kontrola Inzulin 10 mM Netretirane 0,0025
Kontrola Inzulin 10 mM Levodopa 0,0001
Kontrola Inzulin 10 mM I+LD 0,0001
Kontrola Inzulin 100 mM Levodopa 0,0002
Kontrola Inzulin 100 mM I+LD 0,0001
Kontrola Levodopa 1 mM Inzulin 0,0002
Kontrola Levodopa 1 mM I+LD 0,0148
Kontrola Levodopa 10 mM Inzulin 0,0003
Kontrola Levodopa 10 mM I+LD 0,0035
Kontrola Levodopa 100 mM Inzulin 0,0004
Kontrola Levodopa 100 mM I+LD 0,0351
Kontrola I+LD 1 mM Inzulin 0,0050
Kontrola I+LD 1 mM I+LD 0,0001
Kontrola I+LD 10 mM Inzulin 0,0115
Kontrola I+LD 10 mM I+LD 0,0001
Kontrola I+LD 100 mM Inzulin 0,0232
Kontrola I+LD 100 mM I+LD 0,0002
Na-ciklamat 1 mM Netretirane | 1 mM Inzulin 0,0001
Na-ciklamat 1 mM Netretirane | 10 mM Inzulin 0,0001
Na-ciklamat 1 mM Netretirane | 100 mM Netretirane 0,0072
Na-ciklamat 1 mM Netretirane 100 mM Inzulin 0,0001
Na-ciklamat 1 mM Inzulin 1 mM Levodopa 0,0032
Na-ciklamat 1 mM Inzulin 1 mM I+LD 0,0001
Na-ciklamat 1 mM Inzulin 10 mM Netretirane 0,0144
Na-ciklamat 1 mM Inzulin 10 mM Levodopa 0,0002
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5. Rezultati

Prvi set varijabli (A)

Drugi set varijabli (B)

Koncentracijska Dodatni Koncentr‘acijska Dodatni *Po.s.t hoc Tukey HSD
skupina tretman sk}lplna tretman P* vrijednost A naspram B
Na-ciklamata

Na-ciklamat 1 mM Inzulin 10 mM I+LD 0,0001
Na-ciklamat 1 mM Inzulin 100 mM Levodopa 0,0002
Na-ciklamat 1 mM Inzulin 100 mM I+LD 0,0001
Na-ciklamat 1 mM Levodopa 1 mM I+LD 0,0004
Na-ciklamat 1 mM Levodopa 10 mM Inzulin 0,0074
Na-ciklamat 1 mM Levodopa 10 mM I+LD 0,0002
Na-ciklamat 1 mM Levodopa 100 mM Inzulin 0,0151
Na-ciklamat 1 mM Levodopa 100 mM I+LD 0,0009
Na-ciklamat 1 mM I+LD 10 mM Netretirane 0,0002
Na-ciklamat 1 mM I+LD 10 mM Inzulin 0,0001
Na-ciklamat 1 mM I+LD 10 mM Levodopa 0,0319
Na-ciklamat 1 mM I+LD 100 mM Netretirane 0,0001
Na-ciklamat 1 mM I+LD 100 mM Inzulin 0,0001
Na-ciklamat 1 mM I+LD 100 mM Levodopa 0,0087
Na-ciklamat 10 mM Netretirane | 10 mM Inzulin 0,0312
Na-ciklamat 10 mM Netretirane | 10 mM I+LD 0,0002
Na-ciklamat 10 mM Netretirane | 100 mM I+LD 0,0003
Na-ciklamat 10 mM Inzulin 10 mM Levodopa 0,0002
Na-ciklamat 10 mM Inzulin 10 mM I+LD 0,0001
Na-ciklamat 10 mM Inzulin 100 mM Levodopa 0,0003
Na-ciklamat 10 mM Inzulin 100 mM I+LD 0,0001
Na-ciklamat 10 mM Levodopa 10 mM I+LD 0,0081
Na-ciklamat 10 mM Levodopa 100 mM Inzulin 0,0002
Na-ciklamat 10 mM I+LD 100 mM Netretirane 0,0001
Na-ciklamat 10 mM I+LD 100 mM Inzulin 0,0001
Na-ciklamat 10 mM I+LD 100 mM Levodopa 0,0020
Na-ciklamat 100 mM | Netretirane | 100 mM I+LD 0,0001
Na-ciklamat 100 mM | Inzulin 100 mM Levodopa 0,0006
Na-ciklamat 100 mM | Inzulin 100 mM I+LD 0,0001
Na-ciklamat 100 mM | Levodopa 100 mM I+LD 0,0213

I + LD = Inzulin + Levodopa; *P < 0,05
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5. Rezultati

Tablica 23. Prikaz rezultata dvosmjerne ANOVA, srednjih vrijednosti i standardnih devijacija za
intenzitet proteinskog signala iz Western blota, pAkt proteina za diferencirane stanice ljudskog
neuroblastoma (SH-SYS5Y) tretirane 24 sata s tri koncentracije natrijeva ciklamata (1 mM, 10 mM,
100 mM) 1 1 sat tretirane dodatnim tretmanom inzulinom ili levodopom ili kombinacijom inzulina

1 levodope. Vrijednosti su izrazene kao postotak u odnosu na kontrolnu netretiranu skupinu.

Koncentracijska skupina Dodatni “Srednja St.?.n d?.r dna
tretman vrijednost (%) | devijacija (%)
Netretirane 100,00 30,00
| Inzulin 122,37 14,67
Kontrola Levodopa 100,97 18,66
I+LD 177,33 14,21
Netretirane 116,69 30,78
Na-ciklamat 1 mM Inzulin 121,44 5,80
Levodopa 153,31 32,65
I+L1LD 433,37 162,23
Netretirane 128,61 15,63
. Inzulin 114,11 15,95
Na-ciklamat 10 mM Levodopa 169,73 28,42
I+1LD 385,02 190,74
Netretirane 148,99 5,85
) Inzulin 127,94 12,30
Na-ciklamat 100 mM Levodopa 152,01 30,05
I+LD 627,10 17,12
Dvosmjerna ANOVA
F vrijednosti; (Stupnjevi slobode) P* vrijednost
27,156, (3, 68) <0,0001
115,007, (3, 68) <0,0001
11,446; (9, 68) <0,0001

I + LD = Inzulin + Levodopa; *P < 0,05
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5. Rezultati

Tablica 24. Post hoc Tukey HSD test dvosmjerne ANOV A rezultata za Western blot, pAkt proteina
za diferencirane stanice ljudskog neuroblastoma (SH-SYS5Y) tretirane 24 sata s tri koncentracije
natrijeva ciklamata (1 mM, 10 mM, 100 mM) 1 1 sat tretirane dodatnim tretmanom inzulinom ili
levodopom ili kombinacijom inzulina i levodope. Podaci su prikazani kao postotak izracunat u

odnosu na kontrolnu skupinu. Statisticka znacajnost testirana je pomoc¢u dvosmjerne ANOVA.

Prvi S.?t varijabli (A) . Drugi s.e.t varijabli (B) . Post hoc Tukey HSD
Koncentracijska Dodatni Koncentracijska Dodatni .
. . . P* vrijednost A naspram B
skupina tretman skupina Na-ciklamata | tretman

Kontrola Netretirane 1 mM I+LD 0,0001
Kontrola Netretirane 10 mM I+LD 0,0001
Kontrola Netretirane 100 mM I+LD 0,0001
Kontrola Inzulin 1 mM I+LD 0,0001
Kontrola Inzulin 10 mM I+LD 0,0001
Kontrola Inzulin 100 mM I+LD 0,0001
Kontrola Levodopa 1 mM I+LD 0,0001
Kontrola Levodopa 10 mM I+LD 0,0001
Kontrola Levodopa 100 mM I+LD 0,0001
Kontrola I+LD 1 mM I+LD 0,0001
Kontrola I+LD 10 mM I+LD 0,0003
Kontrola I+LD 100 mM I+LD 0,0001
Na-ciklamat 1 mM Netretirane 1 mM I+LD 0,0001
Na-ciklamat 1 mM Netretirane 10 mM I+LD 0,0001
Na-ciklamat 1 mM Netretirane 100 mM I+LD 0,0001
Na-ciklamat 1 mM Inzulin 1 mM I+LD 0,0001
Na-ciklamat 1 mM Inzulin 10 mM I+LD 0,0001
Na-ciklamat 1 mM Inzulin 100 mM I+LD 0,0001
Na-ciklamat 1 mM Levodopa 1 mM I+LD 0,0001
Na-ciklamat 1 mM Levodopa 10 mM I+LD 0,0002
Na-ciklamat 1 mM Levodopa 100 mM I+LD 0,0001
Na-ciklamat 1 mM I+LD 10 mM Netretirane 0,0001
Na-ciklamat 1 mM I+LD 10 mM Inzulin 0,0001
Na-ciklamat 1 mM I+LD 10 mM Levodopa 0,0001
Na-ciklamat 1 mM I+LD 100 mM Netretirane 0,0001
Na-ciklamat 1 mM I+LD 100 mM Inzulin 0,0001
Na-ciklamat 1 mM I+LD 100 mM Levodopa 0,0001
Na-ciklamat 1 mM I+LD 100 mM I+LD 0,0006
Na-ciklamat 10 mM Netretirane 10 mM I+LD 0,0001
Na-ciklamat 10 mM Netretirane 100 mM I+LD 0,0001
Na-ciklamat 10 mM Inzulin 10 mM I+LD 0,0001
Na-ciklamat 10 mM Inzulin 100 mM I+LD 0,0001
Na-ciklamat 10 mM Levodopa 10 mM I+LD 0,0002
Na-ciklamat 10 mM Levodopa 100 mM I+LD 0,0001
Na-ciklamat 10 mM I+LD 100 mM Netretirane 0,0002
Na-ciklamat 10 mM I+LD 100 mM Inzulin 0,0001

47



5. Rezultati

Prvi set varijabli (A) Drugi set varijabli (B)
= - v - Post hoc Tukey HSD
Koncentracijska Dodatni Koncentracijska Dodatni .
. . . P* vrijednost A naspram B
skupina tretman skupina Na-ciklamata | tretman
Na-ciklamat 10 mM I+LD 100 mM Levodopa 0,0002
Na-ciklamat 10 mM I+LD 100 mM I+LD 0,0001
Na-ciklamat 100 mM Netretirane 100 mM I+LD 0,0001
Na-ciklamat 100 mM Inzulin 100 mM I+LD 0,0001
Na-ciklamat 100 mM Levodopa 100 mM I+LD 0,0001

I + LD = Inzulin + Levodopa; *P < 0,05
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5. Rezultati

Tablica 25. Prikaz rezultata dvosmjerne ANOVA, srednjih vrijednosti i standardnih devijacija za

intenzitet proteinskog signala iz Western blota, GSK3a proteina za diferencirane stanice ljudskog

neuroblastoma (SH-SYS5Y) tretirane 24 sata s tri koncentracije natrijeva ciklamata (1 mM, 10 mM,

100 mM) 1 1 sat tretirane dodatnim tretmanom inzulinom ili levodopom ili kombinacijom inzulina

1 levodope. Vrijednosti su izrazene kao postotak u odnosu na kontrolnu netretiranu skupinu.

Koncentraciiska skupina Dodatni Srednja Standardna
J p tretman vrijednost (%) | devijacija (%)
Netretirane 100,00 14,3
Inzulin 102,44 8,37
Kontrola
Levodopa 113,44 7,28
I+LD 99,13 8,90
Netretirane 129,42 3,39
. Inzulin 93,96 21,89
Na-Ciklamat 1 uM
Levodopa 113,30 24,65
I[+LD 115,35 9,10
Netretirane 107,43 4,67
. Inzulin 109,72 9,87
Na-Ciklamat 10 uM
Levodopa 115,80 18,06
I[+LD 108,13 10,09
Netretirane 116,12 8,21
. Inzulin 109,74 3,10
Na-Ciklamat 100 uM
Levodopa 93,11 32,91
I[+LD 117,26 15,28
Dvosmjerna ANOVA
F vrijednosti; (Stupnjevi slobode) P* vrijednost
0,230; (3, 36) 0.8752
1,183; (3, 36) 0.3297
2,668; (9, 36) 0.0175

I + LD = Inzulin + Levodopa; *P < 0,05
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5. Rezultati

Tablica 26. Prikaz rezultata dvosmjerne ANOVA, srednjih vrijednosti i standardnih devijacija za
intenzitet proteinskog signala iz Western blota, GSK3b proteina za diferencirane stanice ljudskog
neuroblastoma (SH-SYS5Y) tretirane 24 sata s tri koncentracije natrijeva ciklamata (1 mM, 10 mM,
100 mM) 1 1 sat tretirane dodatnim tretmanom inzulinom ili levodopom ili kombinacijom inzulina

1 levodope. Vrijednosti su izrazene kao postotak u odnosu na kontrolnu netretiranu skupinu.

Koncentracijska skupina Dodatni “Srednja Stfind?.r dna
tretman vrijednost (%) | devijacija (%)
Netretirane 100,00 17,12
I Inzulin 108,31 12,65
Kontrola Levodopa 103,67 8.26
I+LD 96,36 10,31
Netretirane 173,59 1,98
Na-ciklamat 1 mM Inzulin 112,99 24,87
Levodopa 149,66 40,58
I[+LD 119,60 7,77
Netretirane 140,91 3291
) Inzulin 113,17 17,57
Na-ciklamat 10 mM Levodopa 176,29 21,15
I[+LD 113,76 7,67
Netretirane 133,07 18,83
) Inzulin 99,27 32,91
Na-ciklamat 100 mM Levodopa 143,47 8.90
I+LD 98,18 19,74
Dvosmjerna ANOVA

F vrijednosti; (Stupnjevi slobode) P* vrijednost
9,498; (3, 36) <0,0001
11,728; (3, 36) <0,0001
2,107; (9, 36) 0,0548

I + LD = Inzulin + Levodopa; *P < 0,05
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5. Rezultati

Tablica 27. Post hoc Tukey HSD test dvosmjerne ANOVA rezultata za Western blot, GSK3b
proteina za diferencirane stanice ljudskog neuroblastoma (SH-SYSY) tretirane 24 sata s tri
koncentracije natrijeva ciklamata (1 mM, 10 mM, 100 mM) 1 1 sat tretirane dodatnim tretmanom
inzulinom ili levodopom ili kombinacijom inzulina i1 levodope. Podaci su prikazani kao postotak
izraCunat u odnosu na kontrolnu skupinu, Statisti¢ka znacajnost testirana je pomocu dvosmjerne

ANOVA.

Prvi se~t. varijabli (A) . Drugi S‘e.t varijabli (B) . Post hoc Tukey HSD
Koncentracijska Dodatni Koncentracijska Dodatni .
. . . P* vrijednost A naspram B
skupina tretman skupina Na-ciklamata tretman
Kontrola Netretirane | 1 mM Netretirane 0,0053
Kontrola Netretirane | 1 mM Levodopa 0,0033
Kontrola Inzulin 1 mM Netretirane 0,0209
Kontrola Inzulin 10 mM Levodopa 0,0135
Kontrola Levodopa 1 mM Netretirane 0,0098
Kontrola Levodopa 10 mM Levodopa 0,0062
Kontrola I+LD 1 mM Netretirane 0,0028
Kontrola I+LD 10 mM Levodopa 0,0018
Na-ciklamat 1 mM Netretirane | 1 mM Inzulin 0,0434
Na-ciklamat 1 mM Netretirane | 10 mM Inzulin 0,0446
Na-ciklamat 1 mM Netretirane | 10 mM I+LD 0,0487
Na-ciklamat 1 mM Netretirane | 100 mM Inzulin 0,0047
Na-ciklamat 1 mM Netretirane | 100 mM I+LD 0,0039
Na-ciklamat 1 mM Inzulin 10 mM Levodopa 0,0286
Na-ciklamat 10 mM Inzulin 10 mM Levodopa 0,0294
Na-ciklamat 10 mM Levodopa 10 mM I+LD 0,0323
Na-ciklamat 10 mM Levodopa 100 mM Inzulin 0,0029
Na-ciklamat 10 mM Levodopa 100 mM I+LD 0,0024

I + LD = Inzulin + Levodopa; *P < 0,05
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5. Rezultati

Tablica 28. Prikaz rezultata dvosmjerne ANOVA, srednjih vrijednosti i standardnih devijacija za
intenzitet proteinskog signala iz Western blota, pGSK3a proteina za diferencirane stanice ljudskog
neuroblastoma (SH-SYS5Y) tretirane 24 sata s tri koncentracije natrijeva ciklamata (1 mM, 10 mM,
100 mM) 1 1 sat tretirane dodatnim tretmanom inzulinom ili levodopom ili kombinacijom inzulina

1 levodope. Vrijednosti su izrazene kao postotak u odnosu na kontrolnu netretiranu skupinu.

Koncentracijska skupina Dodatni “Srednja Stfl.n da.1.r dna
tretman vrijednost (%) | devijacija (%)
Netretirane 100,00 15,57
Kontrola Inzulin 67,28 22,05
Levodopa 72,84 9,08
I+LD 90,92 15,53
Netretirane 128,55 27,42
Na-ciklamat 1 mM Inzulin 52,60 23,83
Levodopa 76,21 19,65
I[+LD 150,29 14,57
Netretirane 126,41 43,05
) Inzulin 68,26 23,23
Na-ciklamat 10 mM Levodopa 87.07 933
I+LD 150,94 31,62
Netretirane 136,11 31,07
) Inzulin 72,55 17,55
Na-ciklamat 100 mM Levodopa 63.80 20,01
I+LD 158,59 2,07
Dvosmjerna ANOVA

F vrijednosti; (Stupnjevi slobode) P* vrijednost
5,133; (3, 68) 0,0029
44,585; (3, 68) <0,0001
2,272; (9, 68) 0,0273

I + LD = Inzulin + Levodopa; *P < 0,05
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5. Rezultati

Tablica 29. Post hoc Tukey HSD test dvosmjerne ANOVA rezultata za Western blot, pGSK3a
proteina za diferencirane stanice ljudskog neuroblastoma (SH-SYSY) tretirane 24 sata s tri
koncentracije natrijeva ciklamata (1 mM, 10 mM, 100 mM) 1 1 sat tretirane dodatnim tretmanom
inzulinom ili levodopom ili kombinacijom inzulina i1 levodope. Podaci su prikazani kao postotak

izraCunat u odnosu na kontrolnu skupinu. Statisti¢ka znacajnost testirana je pomoc¢u dvosmjerne

ANOVA.

Prvi se?‘F varijabli (A) . Drugi s?t varijabli (B) . Post hoc Tukey HSD
Koncentracijska Dodatni Koncentracijska Dodatni o

skupina tretman skupina Na-ciklamata | tretman P¥ vrijednost A naspram B
Kontrola Inzulin 1 mM Netretirane 0,0020
Kontrola Inzulin 1 mM I+LD 0,0038
Kontrola Inzulin 10 mM Netretirane 0,0034
Kontrola Inzulin 10 mM I+LD 0,0034
Kontrola Inzulin 100 mM Netretirane 0,0004
Kontrola Inzulin 100 mM I+LD 0,0009
Kontrola Levodopa 1 mM Netretirane 0,0078
Kontrola Levodopa 1 mM I+LD 0,0098
Kontrola Levodopa 10 mM Netretirane 0,0130
Kontrola Levodopa 10 mM I+LD 0,0088
Kontrola Levodopa 100 mM Netretirane 0,0012
Kontrola Levodopa 100 mM I+LD 0,0023
Kontrola I+LD 100 mM I+LD 0,0459
Na-ciklamat 1 mM Netretirane | 1 mM Inzulin 0,0002
Na-ciklamat 1 mM Netretirane | 1 mM Levodopa 0,0172
Na-ciklamat 1 mM Netretirane | 10 mM Inzulin 0,0025
Na-ciklamat 1 mM Netretirane | 100 mM Inzulin 0,0073
Na-ciklamat 1 mM Netretirane | 100 mM Levodopa 0,0009
Na-ciklamat 1 mM Inzulin 1 mM I+LD 0,0004
Na-ciklamat 1 mM Inzulin 10 mM Netretirane 0,0002
Na-ciklamat 1 mM Inzulin 10 mM I+LD 0,0003
Na-ciklamat 1 mM Inzulin 100 mM Netretirane 0,0001
Na-ciklamat 1 mM Inzulin 100 mM I+LD 0,0002
Na-ciklamat 1 mM Levodopa 1 mM I+LD 0,0171
Na-ciklamat 1 mM Levodopa 10 mM Netretirane 0,0278
Na-ciklamat 1 mM Levodopa 10 mM I+LD 0,0154
Na-ciklamat 1 mM Levodopa 100 mM Netretirane 0,0028
Na-ciklamat 1 mM Levodopa 100 mM I+LD 0,0042
Na-ciklamat 1 mM I+LD 10 mM Inzulin 0,0045
Na-ciklamat 1 mM I+LD 100 mM Inzulin 0,0093
Na-ciklamat 1 mM I+LD 100 mM Levodopa 0,0021
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5. Rezultati

Prvi set varijabli (A) Drugi set varijabli (B)
Koncentracijska Dodatni Koncentracijska Dodatni *Po.s.t hoc Tukey HSD

skupina tretman skupina Na-ciklamata | tretman P* vrijednost A naspram B
Na-ciklamat 10 mM Netretirane | 10 mM Inzulin 0,0043
Na-ciklamat 10 mM Netretirane | 100 mM Inzulin 0,0121
Na-ciklamat 10 mM Netretirane | 100 mM Levodopa 0,0014
Na-ciklamat 10 mM Inzulin 10 mM I+LD 0,0040
Na-ciklamat 10 mM Inzulin 100 mM Netretirane 0,0004
Na-ciklamat 10 mM Inzulin 100 mM I+LD 0,0011
Na-ciklamat 10 mM Levodopa 100 mM Netretirane 0,0357
Na-ciklamat 10 mM Levodopa 100 mM I+LD 0,0256
Na-ciklamat 10 mM I+LD 100 mM Inzulin 0,0084
Na-ciklamat 10 mM I+LD 100 mM Levodopa 0,0018
Na-ciklamat 100 mM | Netretirane | 100 mM Inzulin 0,0011
Na-ciklamat 100 mM | Netretirane | 100 mM Levodopa 0,0002
Na-ciklamat 100 mM | Inzulin 100 mM I+LD 0,0022
Na-ciklamat 100 mM | Levodopa 100 mM I+LD 0,0005

I + LD = Inzulin + Levodopa; *P < 0,05
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5. Rezultati

Tablica 30. Prikaz rezultata dvosmjerne ANOVA, srednjih vrijednosti i standardnih devijacija za
intenzitet proteinskog signala iz Western blota, pGSK3 proteina za diferencirane stanice ljudskog
neuroblastoma (SH-SYS5Y) tretirane 24 sata s tri koncentracije natrijeva ciklamata (1 mM, 10 mM,
100 mM) 1 1 sat tretirane dodatnim tretmanom inzulinom ili levodopom ili kombinacijom inzulina

1 levodope. Vrijednosti su izrazene kao postotak u odnosu na kontrolnu netretiranu skupinu.

Koncentracijska skupina Dodatni “Srednj a Stfi_n da.1.r dna
tretman vrijednost (%) | devijacija (%)
Netretirane 100,00 13,35
Kontrola Inzulin 69,46 18,49
Levodopa 72,31 10,99
I+LD 86,66 8,04
Netretirane 130,50 25,47
Na-ciklamat 1 mM Inzulin 51,60 21,22
Levodopa 84,22 17,31
I[+LD 103,13 24,42
Netretirane 116,11 31,44
. Inzulin 66,40 10,71
Na-ciklamat 10 mM Levodopa 82,79 13,65
I[+LD 82,90 15,27
Netretirane 106,85 15,27
Na-ciklamat 100 mM [nzulin 7593 13,03
Levodopa 65,25 11,59
I+LD 73,23 11,55
Dvosmjerna ANOVA
F vrijednosti; (Stupnjevi slobode) P* vrijednost
1,845; (3, 68) 0,1473
32,820; (3, 68) <0,0001
2,360; (9, 68) 0,0216

I + LD = Inzulin + Levodopa; *P < 0,05
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5. Rezultati

ANOVA.
Prvi se.t.varljabh (A) . Drugi s?t varijabli (B) . Post hoe Tukey HSD
Koncentracijska Dodatni Koncentracijska Dodatni .
. . . P* vrijednost A naspram B
skupina tretman skupina Na-ciklamata tretman

Kontrola Netretirane | 1 mM Inzulin 0,0010
Kontrola Inzulin 1 mM Netretirane 0,0001
Kontrola Inzulin 10 mM Netretirane 0,0018
Kontrola Inzulin 100 mM Netretirane 0,0327
Kontrola Levodopa | 1 mM Netretirane 0,0002
Kontrola Levodopa | 10 mM Netretirane 0,0046
Na-ciklamat 1 mM Netretirane | 1 mM Inzulin 0,0001
Na-ciklamat 1 mM Netretirane | 1 mM Levodopa 0,0020
Na-ciklamat 1 mM Netretirane | 10 mM Inzulin 0,0001
Na-ciklamat 1 mM Netretirane | 10 mM Levodopa 0,0013
Na-ciklamat 1 mM Netretirane | 100 mM Inzulin 0,0002
Na-ciklamat 1 mM Netretirane | 100 mM Levodopa 0,0001
Na-ciklamat 1 mM Netretirane | 100 mM I+LD 0,0130
Na-ciklamat 1 mM Inzulin 1 mM I+LD 0,0427
Na-ciklamat 1 mM Inzulin 10 mM Netretirane 0,0001
Na-ciklamat 1 mM Inzulin 100 mM Netretirane 0,0002
Na-ciklamat 10 mM Netretirane | 10 mM Inzulin 0,0007
Na-ciklamat 10 mM Netretirane | 100 mM Inzulin 0,0143
Na-ciklamat 10 mM Netretirane | 100 mM Levodopa 0,0005
Na-ciklamat 10 mM Inzulin 100 mM Netretirane 0,0132
Na-ciklamat 100 mM | Netretirane | 100 mM Levodopa 0,0092

[ + LD = Inzulin + Levodopa; *P < 0,05

Tablica 31. Post hoc Tukey HSD test dvosmjerne ANOVA rezultata za Western blot, pGSK3[
proteina za diferencirane stanice ljudskog neuroblastoma (SH-SYSY) tretirane 24 sata s tri
koncentracije natrijeva ciklamata (1 mM, 10 mM, 100 mM) 1 1 sat tretirane dodatnim tretmanom
inzulinom ili levodopom ili kombinacijom inzulina i1 levodope. Podaci su prikazani kao postotak

izraCunat u odnosu na kontrolnu skupinu. Statisti¢ka znacajnost testirana je pomoc¢u dvosmjerne
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Tablica 32. Prikaz rezultata dvosmjerne ANOVA, srednjih vrijednosti i standardnih devijacija za
intenzitet proteinskog signala iz Western blota, IGF1R[ proteina za diferencirane stanice ljudskog
neuroblastoma (SH-SYS5Y) tretirane 24 sata s tri koncentracije natrijeva ciklamata (1 mM, 10 mM,
100 mM) 1 1 sat tretirane dodatnim tretmanom inzulinom ili levodopom ili kombinacijom inzulina

1 levodope. Vrijednosti su izrazene kao postotak u odnosu na kontrolnu netretiranu skupinu.

. . Dodatni Srednja Standardna
Koncentracijska skupina . o
tretman vrijednost (%) devijacija (%)
Netretirane 100,00 34,32
Kontrola Inzulin 86,26 24,11
Levodopa 130,38 38,07
I[+LD 76,64 14,34
Netretirane 115,02 23,91
. Inzulin 58,82 23,45
Na-ciklamat 1 mM Levodopa 74,66 14,41
I[+LD 95,03 12,05
Netretirane 101,12 24,45
Na-ciklamat 10 mM Inzulin 61,74 32,27
Levodopa 60,08 29,28
I[+LD 84,52 24,74
Netretirane 74,58 14,54
Na-ciklamat 100 mM Inzulin 119,20 31,00
Levodopa 67,07 41,32
I[+LD 96,69 17,04
Dvosmjerna ANOVA
F vrijednosti; (Stupnjevi slobode) P* vrijednost

2,435; (3, 68) 0,0723
1,572; (3, 68) 0,2024
4,724; (9, 68) <0,0001

I + LD = Inzulin + Levodopa; *P < 0,05

57



5. Rezultati

Tablica 33. Post hoc Tukey HSD test dvosmjerne ANOVA rezultata za Western blot, IGF1R}
proteina za diferencirane stanice ljudskog neuroblastoma (SH-SYSY) tretirane 24 sata s tri
koncentracije natrijeva ciklamata (1 mM, 10 mM, 100 mM) 1 1 sat tretirane dodatnim tretmanom
inzulinom ili levodopom ili kombinacijom inzulina i1 levodope. Podaci su prikazani kao postotak
izraCunat u odnosu na kontrolnu skupinu. Statisti¢ka znacajnost testirana je pomoc¢u dvosmjerne

ANOVA.

Prvi set varijabli (A) Drugi set varijabli (B)
" . " ; Post hoc Tukey HSD
Koncentracijska Dodatni Koncentracijska Dodatni "
. . . P*vrijednost A naspram B
skupina tretman skupina Na-ciklamata tretman
Kontrola Levodopa 1 mM Inzulin 0,0044
Kontrola Levodopa 10 mM Inzulin 0,0078
Kontrola Levodopa 10 mM Levodopa 0,0057
Kontrola Levodopa 100 mM Levodopa 0,0215
Na-ciklamat 1 mM | Levodopa 100 mM Inzulin 0,0361
Na-ciklamat 10 mM | Levodopa 100 mM Levodopa 0,0448

I + LD = Inzulin + Levodopa; *P < 0,05
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5.3 MALDI-TOF MS analiza
Analizu podataka dobivenih MALDI-TOF MS snimanjem izvrSila se Studentovim t-test
(P <0,05).

5.3.1 Sukraloza
Tretman stanica samo sukralozom znatno smanjuje koli¢inu metaboli¢kog prekursora C04823 za
de novo biosintezu purina. Tretman sukraloze 1 kombinacije inzulina i levodope takoder smanjuje
koli¢inu prekursora C04640 bitnog za biosintezu purina, ali takoder i metabolita C03997 koji je
dio metabolizma pirimidina. Tretman samo sukralozom povecava razinu metabolita C05595
prisutnog u metabolizmu tirozina, dok tretman u kombinaciji s dodatnim tretmanima znatno
smanjuje razine spojeva koji su dijelom metabolizma lizina, fenilalanina i triptofana. Dodatni
tretmani levodopom 1 kombinacijom levodope 1 inzulina pokazali su znafajan ucinak na

metabolizam masnih kiselina (Tablica 34).

5. 3.2 Natrijev ciklamat

Tretman stanica samo natrijevim ciklamatom rezultirao je nakupljanjem spoja C04640
bitnog u de novo biosintezi purina, a dodatni tretman kombinacijom inzulina 1 levodope imao
suprotan u¢inak za C00559. Tretman sladila u kombinaciji s dodatnim tretmanima inzulina 1
levodope znatno smanjuje razine spojeva koji su dijelom metabolizma lizina i fenilalanina. Dodatni

tretman samo inzulinom nije imao znac¢ajne ucinke stoga nije naveden (Tablica 35).
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Tablica 34. Prikaz metaboli¢kih spojeva za diferencirane stanica ljudskog neuroblastoma (SH-SY5Y) tretirane 24 sata s 0,2 mM
sukraloze 1 1 sat tretirane dodatnim tretmanom inzulinom ili levodopom ili kombinacijom inzulina i levodope. Podaci su generirani

nakon KEGGREST znacajnih signala dobivenih MALDI-TOF MS pozitivnim 1 negativhim na¢inom snimanja.

OBILJEZJA METABOLITA USPOREDENE SKUPINE

K SO02K* K1 S021' KLD S02LD' KLD S02ILD}
Naziv spoja KEGGID | M7z | Adukt P ¢ P ¢ P ¢ P ¢
Miristinska kiselina C06424 | 246.2 | M+NH4 0.0215 | 6.7091 | 0.0454 | -4.1319
Palmitinska kiselina C00249 237.2 | M-H20-H 0.0332 3.2319
Koenzim A C00010 | 785.1 | M+NH4 0.0434 | -4.6434
Eruicna kiselina C08316 | 361.3 | M+Na 0.0335 | 5.3250 | 0.0387 | 3.2000
11-Arahidinska kiselina C16526 | 369.3 | HAc-H 0.0038 | 6.1060 | 0.0167 | 43812
Arahidinska kiselina C06425 | 311.3 | M-H 0.0340 | -4.5441 0.0008 | -11.1926
GDP-4-dehidro-6-deoksi-D- | 9197 | 605.1 | M+NH4 0.0369 | -5.0600
manoza
4-Hidroksifenilacetilglutamat | C05595 | 316.1 | M+Cl 0.0374 | 5.0233
2-Hidroksi-6-oksonon-24- | o4499 | 273.1 | HAc-H 00211 | -6.7674
dien-1,9-dioat
5-Hidroksi-indol-acetil-glicine | C05832 | 283 | M+CI 0.0406 | -4.8094
6-Acetamid-2-dioksoheksanoat | C05548 246.1 | HAc-H 0.0078 -11.2602
>-Hidroksimetildeooksicitidilna | 3997 | 360.1 | M+Na 00114 |  -9.3010
kiselina
2-(Formamid)-N1-(5'- C04640 | 331.1 | M+NH4 0.0238 |  -6.3708
fosforibozil)acetamidin
1-(5'-Fosforibozil)-5-amino-4-
(N-sukcinokarboksiamide)- C04823 435.1 | M-H20-H | 0.0022 | -21.4369
imidazol

*K_S02K = kontrola vs sukraloza 0,2 mM; KI_S02I = kontrola inzulin vs sukraloza 0,2 mM i inzulin; * KLD S02LD = kontrola
levodopa vs sukraloza 0,2 mM i levodopa; ¥ KILD SO2ILD = kontrola inzulin levodopa vs sukraloza 0,2 mM inzulin levodopa;

lm/z = vrijednost omjera mase i naboja
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Tablica 35. Prikaz metabolickih spojeva za diferencirane stanica ljudskog neuroblastoma (SH-SY5Y) tretirane 24 sata s 1 mM natrijeva

ciklamata 1 1 sat tretirane dodatnim tretmanom inzulinom ili levodopom ili kombinacijom inzulina i levodope. Podaci su generirani

nakon KEGGREST znacajnih signala dobivenih MALDI-TOF MS pozitivnim 1 negativhim na¢inom snimanja.

. USPOREDENE SKUPINE
OBILJEZJA METABOLITA
K _N1* KLD NILD? KILD N1ILD?
Naziv spoja KEGGID | m/z® | Adukt P t P t P t
11-Arahidinska kiselina C16526 309.3 | M-H 0.0005 | 10.8474
3-Oksodekanoil-CoA C05265 953.3 | M+NH4 | 0.0141 -4.2528
6-Acetamid-2-dioksoheksanoat C05548 246.1 | HAc-H 0.0263 | -3.9368
2-Hidroksi-6-oksonon-2,4-dien-1,9-dioat C04479 273.1 | HAc-H 0.0211 | -6.7674
S-D-Lactoylglutathione C03451 397.1 | M+NH4 0.0169 | 3.9578
2-(Formamid)-N1-(5'-fosforibozil)acetamidin | C04640 312.1 | M-H 0.0490 2.9484
Deoxyadenosine; 2'-Deoxyadenosine C00559 310.1 | HAc-H 0.0142 | -4.1761

*K N1 = kontrola vs natrijev ciklamat 1 mM; 'KLD NILD =
IKILD NI1ILD = kontrola inzulina levodope vs natrijev ciklamat 1 mM inzulina i levodope; ¥m/z = vrijednost omjera mase i naboja

kontrola levodopa

vs natrijev ciklamat 1 mM levodopa;
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6. Rasprava

Umyjetna sladila se od njihovog otkri¢a uvelike koriste kao zamjena za Secer ili ako je potpuna
zamjena nemoguca, kao nadopuna Secerima. Popularnost sladila uvelike je porasla prilikom
nestasica Secera u svijetu i tada se pocela razmatrati upotreba sladila kao potpune zamjene za Secer
posebice kod pretilih ljudi 1 onih koji imaju dijabetes (63). S vremenom umjetna sladila su pronasla
put do djelomicno ili potpuno procesuirane hrane koju svakodnevno konzumiramo. Istrazivanja na
sladilima prvenstveno su se fokusirala na u¢inak periferno od mozga, uzevsi u obzir da vec¢ina tesko
prolazi krvno mozdanu barijeru zbog svog naboja. Kasnija istrazivanja su se pocela fokusirati na
ucinak sladila na mozak 1 u¢inke koje bi sladila mogla imati na hranjenje 1 razine sitosti koji su od
kontrolom hipokampusa, a takoder imaju li negativne u¢inke na mozak poput pojacavanja upalnih
procesa (64,65). U svrhu funkcionalnih istrazivanja stani¢ni modeli mogu posluziti za usmjereno
promatranje ucinka razli¢itih sladila na odredene populacije stanica mozga. Stani¢na linija ljudskog
neuroblastoma SH-SYS5Y nakon diferencijacije poprima obiljezja dopaminergickih neurona ¢ija je
najveca brojnost u tamnoj tvari mozga. Neuroni substancije nigre su specificno pogodeni u
Parkinsonovoj neurodegenerativnoj bolesti i njihovo propadanje te progresija bolesti se za sada

mogu samo usporiti tretmanima levodopom ili karbidopom (66—68).

Prema odredenim studijama natrijev ciklamat i sukraloza gotovo se uopc¢e ne metaboliziraju u
tkivu Covjeka, ve¢ se neizmijenjeni izlucuju iz organizma putem urina, feseca i znojenjem (69,70).
Iz ovoga su se izvukli zakljucci kako sladila ne ulaze u stani¢ni metabolizam zbog nedostatka
klasi¢nih konjugata ksenobiotika koji se sintetiziraju prvenstveno u jetri i bubrezima (71-73).
Navedene studije su temelj za opravdano svakodnevno koristenje sladila u prehrani i njihovo

obiljezavanje kao relativno bezopasnima.

Misje stanice hipotalamusa (mHypoE-N43/5) nakon tretmana s 20 mM sukraloze imale su
znacajno manje prezivljenje. Dok u ovom istrazivanju prezivljenje diferenciranih stanica ljudskog
neuroblastoma mjereno MTT testom, a tretirane samo sukralozom, nije zna¢ajno promijenjeno u
usporedbi s netretiranom kontrolom. Medutim, stanice tretirane sukralozom i levodopa imale su
znacajno vece prezivljenje u odnosu na netretiranu ili inzulinom tretiranu kontrolnu skupinu. Takav
bi ucinak levodope trebao biti neobi¢an ako se uzme u obzir istraZzivanje u kojem dopamin ima

citotoksi¢an ucinak na istu stani¢nu liniju zbog povecanja oksidativnog stresa u stanici,
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proteasomske inaktivacije 1 nakupljanja alfa-sinukleina potencijalni ¢imbenici (74,75). Medutim,

to je rezultat 24-satnog izlaganja stanica ljudskog neuroblastoma dopaminu.

Studije obavljene na glodavcima i nehumanim primatima pokazale su da natrijev ciklamat,
odnosno njegov metabolit cikloheksilamin, koji nastaje pod utjecajem crijevne mikrobiote,
uzrokuje tumore mokra¢nog sustav, adenom Stitnjace 1 karcinom kolona (76-79). Smatra se da
cikloheksilamin nastaje u probavnom sustavu ¢ovjeka pod utjecajem crijevne flore s tim da nije
potvrdena kancerogenost ovog spoja kod ljudi. Koli¢ina nastalog cikloheksilamin se razlikuje od
¢ovjeka do covjeka zbog razli¢itog mikrobioma (70,80). Stoga je za pretpostaviti je da je
mehanizam nastanak tumora pod utjecajem cikloheksilamin specifiCan za Zzivotinje ili se
potencijalna kancerogenost u covjeka nije detaljno istrazila. Aspartam, natrijev ciklamat,
acesulfam K 1 natrijev saharin imaju citotoksi¢an, mutageni i genotoksi¢an ucinak na dvije stanic¢ne
linije debelog crijeva (Caco-2 i HT-2) i stani¢nu liniju bubrega (HEK-293) (81). U ovom
istrazivanju, natrijev ciklamat je na prezivljenje stanica imao o koncentraciji ovisan ucinak.
Najmanja koncentracija natrijeva ciklamata je znacajno povecala prezivljenje stanica neovisno o

dodatnom tretmanu inzulinom ili levodopom.

Tretman diferenciranih stanica ljudskog neuroblastoma s tri koncentracije sladila i dodatnim
tretmanima inzulinom i1 levodopom rezultiralo je neoCekivanim metabolickim odgovorima.
Sukraloza samostalno primijenjena u sve tri koncentracije (0,2 mM, 2 mM 1 20 mM) nije
uzrokovala nikakve znac¢ajnije promjene u razinama AKT proteina ako ih se usporedi s netretiranim
stanicama. S druge strane natrijev ciklamat je uzrokovao gotovo linearan postupan pad razina AKT
proteina s porastom primijenjene koncentracije sladila. Pad razina AKT proteina je obiljezje
aktivacije uzvodne signalne mreZze prvenstveno inzulinske signalizacije ili signalizacije IGFI.
Kratkoro¢no se ovo dogada nakon aktivacije navedenih puteva iz dva moguca razloga. Prvi razlog
je proteoliza kao dio mehanizma negativne povratne sprege C€iji je cilj utiSati aktivirani put 1 tako

spasiti stanice od dugoro¢nog stvaranja inzulinske rezistencije i posljedicne metabolicke katastrofe,

a drugi razlog je fosforilacija molekule zbog ¢ega protutijelo teZe prepoznaje epitop (82—84).

Isti je obrazac uocen kada se doda inzulin u sladilima netretiranu stani¢nu kulturu. U ovom
slu¢aju je inzulin posluzio kao pozitivna kontrola kako bi se moglo procijeniti koliko sladila
potentnije aktiviraju ili gase unutarstani¢nu signalizaciju u odnosu na hormon ¢ija je to primarna

fizioloska funkcija (85,86). Stanice koje su prethodno tretirane sukralozom na inzulin su reagirale
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padom razine AKT proteina za 20 % u odnosu na inzulinom tretiranu kontrolu. Razlog tomu moze
biti povecana ubikvitinacija proteina 1 posljedicno njegova razgradnja kao odgovor stanica na
povecanje proizvodnje 1 akumulacije mitohondrijalnih reaktivnih kisikovih jedinki (ROS) (87). U
sluaju natrijeva ciklamata niSta znaCajno se nije dogodilo s razinama AKT proteina 1 za

pretpostaviti je kako ova dva sladila imaju drugaciju interakciju s inzulinskim signalnim putem.

Levodopa je samostalno ili u kombinaciji s inzulinom pri niZim koncentracijama tretmana
ciklamatom rezultirala pove¢anjem razina AKT proteina. Povecanje razina AKT proteina inicijalno
se ¢ini pozitivnim ishodom tretmana. Uzme li se u obzir da malo povecanje razina AKT proteina
rezultira velikim povecanjem njegovog aktivnog oblika pitanje je kolika Steta moZe nastati kao
posljedica toga jer su visoke razine fosforilacije AKT zabiljezene u tumorima (88,89). Na stanice
tretirane ciklamatom sama levodopa nije imala znac¢ajniji u¢inak na AKT, no kombinacija inzulina
1 levodope kao dodatni tretman rezultiralo je slicnim odgovorom kao i1 u slucaju sukraloze Sto
indicira kako kombinacija levodope 1 inzulina imaju znacajan ucinak na stani¢ni metabolizam
neurona substancije nigre mozga §to je prethodno opazeno kod ljudi s Parkinsonovom bolesti i

dijabetesom tipa 2 (90).

Za procjenu aktivnosti signalnog puta inzulina i IGF1 potrebno je promotriti razine
fosforilirane 1 aktivne forme AKT proteina. Fosforilacija serina 473 se rijetko dogada neovisno.
Prvo fosfoinozitidin ovisna kinaza 1 fosforilira treonin na poziciji 308 i tek nakon toga mTORCI1
12 (engl. mammalian target of rapamycin kinase 1 and 2) kompleks moze fosforilirati AKT na
serinu 473. Ova dvostruka fosforilacija u potpunosti aktivira AKT 1 tek takav moze djelovati na
nizvodne signalizacijske molekule (91,92). Tretman samo sladilima je potaknuo fosforilaciju AKT
proteina 1 njegovu potpunu aktivaciju unato¢ tome §to u mediju nije bilo prisutnih hormona ili
spojeva koji bi mogli preko membranskog receptora odraditi aktivaciju. Stupanj aktivacije samo
sladilima je oko 20 % u odnosu na kontrolnu skupinu. Ovo korelira s opazenom aktivacijom AKT
pomocu inzulina u kontrolnoj skupini. Zanimljivo je kako su prethodna istrazivanja pokazala
izostanak ucinka natrijeva ciklamata na fosforilaciju AKT proteina (93-95). Ovaj pronalazak se
moZe objasniti Cinjenicom da koriStene stanice imaju neuralna obiljezja 1 time drugaciji
metabolizam Secera koji nije direktno ovisan o inzulinu. Sukraloza s druge strane u prethodnim
istrazivanjima se pokazala u¢inkovitom u gaSenju inzulinskog signalnog puta u adipocitima pri

¢emu su razine AKT proteina fosforiliranog na serinu 473 zna¢ajno smanjene (94). Potonji ishodi
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su u suprotnosti od promotrenih u ovom istrazivanju. Razlog tomu moze biti koristenje ljudske
stani¢ne linije, a ne Stakora kao modelnog sustava za ispitivanje uc¢inka sukraloze. Stani¢na linija
nikada nece moci proizvesti sve konjugate ksenobiotika koje moze ziva zivotinja. Takoder je
potrebno uzeti u obzir ¢injenicu kako ne bi bilo prvi puta da eksperimenti na glodavcima pokazu
jedno, a testiranje na ljudima ili ljudskim stanicama drugo. Dobar primjer toga je talidomid koji u
glodavcima nije proizveo nepovoljne ucinke u trudno¢i, dok je primjenom na ljudima doveo do
pojave fokomelije (96). Jo§ jedan razlog razli¢itog bi mogao lezati u Cinjenici da su Stakori
organizam sa srediSnjim Ziv€anim sustavom koji je u stanju regulirati sekreciju perifernih hormona
temeljem osjetilnih podrazaja poput slatkoce na jeziku (97,98). Nasuprot tome je stani¢na kultura

koja se mora vlastitim metabolizmom izboriti s dodanim sladilima.

Inzulin kao dodatni tretman imao je oc¢ekivanu uc¢inak na kontrolnu skupinu stanice jer je
porasla razina fosforiliranog AKT proteina (99,100). Neocekivan rezultat se pojavio u skupinama
koje su tretirane sukralozom i dodatno inzulinom. U tim skupinama je doslo do zna¢ajnog pada u
razinama fosforilacije 1 posljedi¢no aktivnosti AKT proteina. Ovo je specifi¢no za sukralozu” Kod
natrijevog ciklamata taj u¢inak nije opazen i vjerojatno s dobrim razlogom jer dodatak natrijeva
ciklamata tek u najvecoj koncentraciji utjece na povecanje razina pAKT. Sukraloza ima isti ili ve¢i
ucinak pri svim koncentracijama posebice pri najnizim od 0,2 mM. Svaki signalni put o kojem
ovisi prezivljenje stanice se mora usko regulirati. Nemogucénost regulacije metabolickih puteva
vodi u stani¢nu smrt kao dugoro¢nu posljedicu, a ako stanica dovoljno dugo prezivi veliki je
potencijal nastanka tumorskih obiljezja. Pretpostavka za razlog ovog pada razina pAKT bi mogao
biti u tome da regulacijski mehanizmi koji defosforiliraju ili ubikvitiniraju pAKT nisu oSteceni.
Ovo se vidi iz razina ne-fosforiliranog AKT koji pada s primjenom najnize koncentracije sukraloze,

a koja ujedno i najjace aktivira fosforilaciju istog proteina.

Levodopa kada se kao dodatan tretman primjeni na stanice koje su tretirane sukralozom ne
uvodi neke znacajne primjene poglede fosforilacije AKT proteina. Levodopa se metabolizira u
dopamin koji s druge strane kada se veze na svoj receptor aktivira uzvodni dio inzulinskog
signalnog puta koji im je zajednicki (101-103). Ova interakcija dva signalna puta s relativno
o¢uvanim mehanizmima regulacije moZe objasniti zasto nije doSlo do znafajnog porasta u
aktivaciji AKT. Dok primjena natrijeva ciklamata dovodi do porasta fosforilacije AKT proteina.

Nekoliko je moguénosti ovog opazenog ucinka. Prva je da ciklamat povecava kataliticku brzinu
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DOPA dekarboksilaze ¢ime povecava koli¢inu dopamina i aktivaciju PI3K. Mehanizam za ovo bi
bilo potrebno ispitati titracijom ciklamata na smjesu Cistog enzima i supstrata. Druga mogucnost
je ciklamat djeluje na mehanizme kojim stanica regulira signalni put 1 time onemogucuje njegovo
gaSenje. Potonje je vjerojatnije jer razine ne-fosforiliranog AKT ne padaju niti rastu znac¢ajno od

onih u kontrolnim skupinama.

Najveci ucinak na fosforilaciju AKT ima kombinacija dodatnih tretmana inzulinom 1
levodopom u slucaju oba sladila uz razliku da je u¢inak znatno naglaseniji kod natrijeva ciklamata.
Povecanje je u odnosu na kontrolu oko Sest puta pri najvec¢oj koncentraciji natrijeva ciklamata.
Kada se sve sagleda levodopa i1 inzulin imaju sinergisticki u€inak na aktivaciju inzulinske
signalizacije. Zanimljivo je Sto sukraloza, iako je prethodnim istraZivanjima pokazan njezin uc¢inak
na lucenje inzulina, nema toliki uc¢inak na finu kontrolu povratne sprege fosforilacije AKT proteina.
Dok natrijev ciklamat remeti stabilnost 1 pali inzulinsku signalnu mreZu gotovo nekontrolirano

(104,105).

Nizvodno od inzulinskog signalnog puta se nalaze GSK3a i GSK3B koji reguliraju
aktivnost glikogen sintetaze, ekspresiju gena i translaciju proteina. Od ova dva proteina GSK3[3
izoforma je vaznija za stabilnost signalne mreze i1 stanicno prezivljenje (106). Aktivacija
inzulinskog signalnog puta ¢e smanjiti aktivnost GSK3 Sto ¢e se ocitovati kao smanjenje u
razinama fosforilacije. Na GSK3a, natrijev ciklamat nije imao nikakav znacajan uc¢inak dok je na
GSK3p izoformu tretman ciklamatom 1 sukralozom imali sli¢an u¢inak odnosno tretman sladilima
neovisno o koncentraciji povecao je koli¢ine proteina u stanicama. Sli¢an ucinak na beta
podjedinice je imala i levodopa dok kombinacija levodopa s inzulinom je spustila protein na razine
1z kontrolnih skupina. FizioloSka funkcija GSK3a je relativno nepoznata jer delecija njezina gena
ne uzrokuje znacajne patoloske promjene u metabolizmu. NajviSe je eksprimirana u Ziv€anom
tkivu gdje ima vaznu ulogu u odrzavanju 1 formaciji astrocita zajedno s GSK3p (107,108).
Fosforilacija GSK3a je znac¢ajno izmijenjena pri najvecoj koncentraciji sukraloze i nakon tretmana
inzulinom. Sve ostale skupine imaju ovaj trend snizavanja fosforiliranosti odnosno smanjene
aktivnosti nakon stimulacije inzulinom. Ovaj odgovor fosforilacije je oCekivan i zapravo smanjenje
aktivnosti enzima je dio normalnog fizioloSkog odgovora. Ono $to nije ocekivano jest 50 %
smanjenje fosforiliranosti pri najvecoj koncentraciji sukraloze i generalan pad ukupne koliCine

proteina unutar stanica. Razlog sniZavanja razina nefosforilirane forme proteina nije poznat no
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moguce bi ga bilo istrazZiti stvaranjem specificnog kondicionalnog knockout modela na GSK3a te

prouciti gdje se gube interakcije kada nedostaje kinaza (109).

Natrijev ciklamat ima nesto drugaciji uc¢inak na aktivaciju GSK3a jer neovisno o koncentraciji
ako se kombinira s inzulin 1 levodopa dolazi do pojacane fosforilacije enzima i njegove aktivacije.
Samo inzulin ili levodopa imaju ocekivan ucinak neovisno o koncentraciji ciklamata 1
fosforiliranost enzima, a time 1 njegova aktivnost se smanjuju. Ovo je vrlo vjerojatno posljedica
koju ima prekomjerna aktivnost AKT koji fosforilira GSK3, jer je u ovoj skupini zabiljezena
Sesterostruko povecanje u fosforilaciji AKT proteina. lako prekomjerna aktivnost AKT bi trebala
dovesti do znacajnog smanjenja u fosforilaciji GSK3a, postoji moguénost da je jedan od ciljeva
mTOR signalnog puta te sluzi podeSavanju signalizacije iako nije u potpunosti jasna uloga natrijeva
ciklamata u ovome (110). Razine GSK3f se ne mijenjaju znacajno u kontrolnim skupinama
dodatkom inzulina, levodope ili njthovom kombinacijom, te se moze rec¢i da fizioloSki prisutne
molekule nemaju znacajna u¢inak na osnovne razine proteina. Na fosforilaciju GSK3f dodatni
tretmani djeluju smanjujuci ih Sto je opet fizioloski oCekivano jer aktivacija inzulinskog signalnog
puta bi trebala poceti gasiti GSK3p (111). Zanimljivo je za vidjeti da su tretmani sukralozom ili
ciklamatom podigli osnovne razine GSK3f proteina u stanici. Ovo se vrlo vjerojatno odvija preko
regulacije genske ekspresije jer je tretman sladilima traje dovoljno da potakne promjene u genskoj
ekspresiji 1 da one postanu vidljive u proteinskom profilu (112—114). Prethodna istraZivanja su
ukazala na modulatorni ucinak aspartama i acesulfama K u genskoj ekspresiji kod prokariota, a
takoder su potvrdeni ucinci na horizontalni transfer gena u E. coli (115,116). Poticanje promjene u
ekspresiji gena sladilima kod eukariota je znaCajno samo za sebe jer se ne zna Citav niz promjena
koje uvodi konzumacija sladila. S obzirom na to da eukarioti koji primarno konzumiraju sladila su
ljudi postavlja se 1 pitanje koliko su ona dugoro¢no neskodljiva. Dolazi 1i do promjena u genskoj
ekspresiji kod eukariota nakon tretmana sukralozom i ciklamatom moglo bi se provjeriti
kvantitativnim PCR-om za specifi¢ne gene ili RNA sekvenciranjem. Ovaj je ucinak takoder
prisutan uz levodopu koja ne vraca fizioloski promotrene razine kako to primjerice ¢ini tretman
inzulinom. Vjerojatan razlog tomu je §to inzulin sa svojom nizvodnom signalnom mreZom regulira
ekspresiju gena 1 translaciju mRNA dok dopamin koji nastaje iz levodope ima relativno
ogranicavajuci ucinak na te procese (117). Na fosforilaciju i gaSenje GSK3p signala sladila nemaju
toliki u¢inak, odnosno razine proteina se zadrZavaju na vrijednostima promotrenima u kontrolnim

skupinama odnosno sladila nec¢e posebno djelovati na gasenje GSK3. [zuzetak iz ovoga su stanice
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tretirane s 20 mM sukraloze 1 inzulinom gdje je doSlo do 50 % pada u fosforilaciji GSK3p. Ovo je
suprotno od ocekivanog, posebice u slucaju ciklamata i dodatnog tretmana s inzulinom 1
levodopom. Zbog prekomjerne aktivacije AKT proteina fosforilacijom za pretpostaviti je kako ¢e
GSK3p biti manje fosforiliran, odnosno manje aktivan u odnosu na kontrolne skupine no to se nije
dogodilo. Postaje ocito kako je u odredenim slucajevima dosSlo do deregulacije signalne mreZze.
Pozitivna strana ove deregulacije jest Cinjenica kako se ona dogodila samo pri koncentracijama
koje nisu normalno prisutne prilikom konzumacije sladila. Takoder mjesta na kojima sladila djeluju
daje uvid u potencijal koji imaju kao tretman za bolesti SZS koje u podlozi imaju inzulinsku
rezistenciju. Sladila mogu upaliti inzulinski signalni put unutar stanice i tako potencijalno spasiti

stanice od apoptoze Sto je vidljivo iz rezultata MTT testa (117,118).

Receptor za inzulinu sliCan faktor rasta (IGF1R) ujedino je i receptor za inzulin te se oba
receptora ponasaju vrlo slicno nakon vezivanja svog supstrata. Nakon §to se supstrat veze za
receptor 1 dode do transfosforilacije tirozina do¢i ¢e do njegove aktivacije ubrzo nakon toga
uvlacenja u stanicu te recikliranja ili proteolize (119-122). Tretmani sladilima nisu znacajno
promijenili razine receptora u stanici i moze se re¢i da nemaju direktnog u¢inka na receptor §to je

1 o¢ekivano s obzirom na to da nemaju strukturnu sli¢nost poznatim supstratima.

Dodatni tretmani su imali zna€ajan ucinak na razine receptora. Inzulin 1 levodopa su imali
samostalan ucinak na spuStanje razina receptora. Sukraloza je imala sinergistiCku ucinak u
stanicama tretiranim dodatno inzulinom te je doSlo do jo§ veceg smanjenja razina receptora
neovisno o koncentraciji. Levodopa je imala sli€¢an uc¢inak kao 1 inzulin, ali samo pri najnizoj
koncentraciji sukraloze. Natrijev ciklamat je svoj u¢inak na razine receptora pokazao samo kada
su stanice dodatno tretirane levodopom gdje je doSlo do dodatnog smanjenja razine receptora.
Razlog zbog kojeg dolazi do sniZzenja razina receptora je o€it u slucaju kada je prisutan inzulin. Za
inzulin je ovo o¢ekivano jer je on jedan od supstrata za receptor te dio ukupne koli¢ine prisutnih
receptora odlazi u proteolizu nakon aktivacije (123). postoji moguénost kako sukraloza potice
proteine koji normalno oznacavaju za ubikvitinaciju prethodno aktivirane receptore. Neki od tih
proteina su beta-arestin/MDM?2 kompleks ili Grb-10/Nedd4 kompleks za koje je pokazano kako
sudjeluju u tom procesu po aktivaciji. Ubikvitinacija receptora zahtjeva samo aktivnost tirozin
kinaze, ali ne i1 fosforilaciju AKT proteina (124). Nacin kako bi sladilo moglo potaknuti ovo je

preko mTOR puta koji se moze aktivirati u slucaju porasta ROS-a proizvedenih u mitohondrijima.

68



6. Rasprava

Time bi se potaknula citava kaskada 1 povecala koli¢ina kinaza, ¢ija je funkcija utiSavanje 1
stabilizacija stanicnog metabolizma (125,126). Ovo se moze takoder vidjeti iz rezultata MTT-testa
s obzirom da nema povecanja stani¢ne smrti ve¢ naprotiv stanice bolje rastu i mitohondrijska
aktivnost je veca Sto svakako rezultira povecanom proizvodnjom ROS-a. Stvarni mehanizma
utjecaja bi trebalo ispitati unutarstani¢nom aktivacijom jedne po jedne molekule signalnog puta.
Ovime bi se moglo ispitati postoji li dodatni mehanizam aktivacije recikliranja receptora ili sladila

direktno utjecu na receptor.

Sukraloza 1 natrijev ciklamat u kombinaciji s inzulinom 1 levodopom sprjecavaju apoptozu
diferenciranih stanica ljudskog neuroblastoma u odredenim koncentracijama putem inzulinskog
signalnog puta te zato imaju potencijal u primjeni kod neurodegenerativnim bolestima. Medutim,

potrebno je istraziti u€inke ovih sladila na ostale metabolicke puteve (87,127).
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7. Zakljuéci

Temeljem provedenog istrazivanja i1 dobivenih rezultata mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

1. tretman diferenciranih stanica ljudskog neuroblastoma s 0,2 mM sukraloze povecava
stani¢no prezivljenje u odgovoru na tretman levodopom;

2. tretman diferenciranih stanica ljudskog neuroblastoma s 1 mM natrijeva ciklamata
povecava stani¢no prezivljenje u odgovoru na tretman levodopom 1 inzulinom;

3. tretman diferenciranih stanica ljudskog neuroblastoma s 100 mM natrijeva ciklamata
smanjuje stani¢no prezivljenje;

4. tretman sukralozom neovisno o koncentraciji aktivira inzulinski signalni put stanica
ljudskog neuroblastoma u odgovoru na tretman inzulinom i levodopom;

5. tretman natrijevim ciklamatom neovisno o koncentraciji aktivira inzulinski signalni put
stanica ljudskog neuroblastoma;

6. tretman natrijevim ciklamatom neovisno o koncentraciji aktivira inzulinski signalni put

stanica ljudskog neuroblastoma u odgovoru na tretman inzulinom i levodopom.
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8. Sazetak
Ucinak umjetnih sladila na inzulinski signalni put stanica ljudskog neuroblastoma

SH-SYSY

Uvod: Neurodegenerativne bolesti predstavljaju sve veci zdravstveni problem u populacijama
zemalja razvijenog svijeta. Nekoliko istrazivanja ukazuje na povezanost inzulinske rezistencije s
razvojem Alzheimerove i Parkinsonove bolesti. Sukraloza podize razinu glukoze i inzulina kod
pretilih Zenama. Vrlo male doze natrijeva ciklamata mogu poremetiti diferencijaciju i proliferaciju

osteoblasta.

Ciljevi: Ciljevi ovog istraZzivanja su bili ispitati ucinke tretmana triju koncentracija natrijeva
ciklamata (1 mM, 10 mM, 100 mM) 1 sukraloze (0,2 mM, 2 mM, 20 mM) samostalno, te u
kombinacijama s inzulinom 1 levodopom na prezivljenje, inzulinski signalni put i metabolicki

odgovor diferenciranih stanica ljudskog neuroblastoma.

Materijali i metode: Diferencirane SH-SYSY stanice su tretirane sladilima 1 dodatnim
tretmanima. Citotoksi¢an ucinak tretmana odreden je MTT testom. Aktivnost inzulinskog
signalnog puta ispitala se Western blot metodom. Ukupni u¢inak tretmana na metaboli¢ki odgovor

tretiranih stanica ispitan je MALDI-TOF MS metodom.

Rezultati: Stanice tretirane sukralozom u sve tri koncentracije gdje je kao dodatni tretman
koriStena 1 levodopa imale su znacajno vece prezivljenje u odnosu na netretiranu ili inzulinom
tretiranu kontrolnu skupinu. Natrijev ciklamat je na prezivljenje stanica imao o koncentraciji ovisan
ucinak. Najmanja koncentracija znacajno je povecala prezivljenje stanice neovisno o dodatnom

tretmanu inzulinom ili levodopom.

Zakljucci: Sukraloza i natrijev ciklamat u kombinaciji s inzulinom i levodopom sprjecavaju
apoptozu diferenciranih stanica ljudskog neuroblastoma u odredenim koncentracijama putem
inzulinskog signalnog puta. Medutim, potrebno je istraziti u€inak ovih sladila na ostale

metabolicke puteve.

Kljucne rijeci: nenutritivni zasladivaci; tehnika stani¢ne kulture; inzulin; levodopa
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9. Summary
Effects of artificial sweeteners on the insulin signaling pathway of human

neuroblastoma cells SH-SY5Y

Introduction: Neurodegenerative diseases represent an increasing health problem in the
populations of countries in the Western world. Several studies indicate a connection between
insulin resistance and the development of Alzheimer's and Parkinson's diseases. Sucralose raises
glucose and insulin levels in obese women. Very small doses of sodium cyclamate can disrupt the

differentiation and proliferation of osteoblasts.

Objectives: The objectives of this research were to examine the effects of three concentrations of
sodium cyclamate (1 mM, 10 mM, 100 mM) and sucralose (0,2 mM, 2 mM, 20 mM) independently
and in combination with insulin and levodopa on survival, insulin signaling pathway and metabolic

response of differentiated human neuroblastoma cells.

Material and methods: Differentiated SH-SYSY cells were treated with sweeteners and additional
treatments. The cytotoxic effect of the treatment was determined by the MTT test. The activity of
the insulin signaling pathway was examined using the Western blot method. The overall effect on

the metabolic response of the treated cells was determined by the MALDI-TOF MS method.

Results: Cells treated with sucralose in all three concentrations, where levodopa was also used as
an additional treatment, had significantly higher survival compared to the untreated or insulin-
treated control group. Sodium cyclamate had a concentration-dependent effect on SH-SYSY cells
survival. The lowest concentration significantly increased cell survival independent of additional

treatment with insulin or levodopa.

Conclusion: Sucralose and sodium cyclamate in combination with insulin and levodopa prevent
apoptosis of differentiated human neuroblastoma cells in certain concentrations via the insulin
signaling pathway. However, it is necessary to investigate the effect of these sweeteners on other

metabolic pathways.

Key words: non-nutritive sweeteners; cell culture techniques; insulin; levodopa
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