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POPIS KRATICA

Cy3 — cijanin (engl. cyanine)

CRL-1620 — stani¢na linija glioblastoma humanog porijekla

DAPI — 4',6-diamidino-2-fenilindol

DMEM - Dulbecco modificirani Eagle-ov medij

GPI — glikozilfosfatidilinozitol (engl. glycosylphosphatidylinositol)

HPTLC — visokotla¢na tankoslojna kromatografija (engl. High-performance thin-layer

chromatography)

HTB-15 — stani¢na linija glioblastoma humanog porijekla

Neu3 — neuraminidaza 3

PBS — fosfatni pufer (engl. phosphate-buffered saline)

PDGF — trombocitni faktor rasta (engl. platelet-derived growth factor)

PDGFB — trombocitni faktor rasta B (engl. platelet-derived growth factor subunit B)
PFA — paraformaldehid

TLC — tankoslojna kromatografija (engl. thin-layer chromatography)



1. UvOD

1.1 Stani¢na membrana i lipidne splavi

Stani¢na membrana je struktura koja okruzuje stanicu i odjeljuje ju od izvanstani¢nog
prostora. Sastoji se od fosfolipidnog dvosloja koji oblikuje stabilnu barijeru izmedu
unutarstani¢nog i izvanstani¢nog prostora te od proteina koji su uronjeni u dvosloj, a ¢ija je
uloga izvrSavati specifi¢ne funkcije membrane (1, 2). Fosfolipidni dvosloj nije jednako graden
u svim svojim dijelovima, $to omogucava njegovu primarnu funkciju, a to je odrzavanje
stalnog sastava stani¢ne tekucine. Vanjski sloj ¢ine fosfatidilkolin, sfingomijelin 1 glikolipidi,
dok unutarnji sloj ¢ine fosfolipidi i1 kolesterol (1, 3). Osim navedene, stani¢na membrana ima
jo§ mnogo funkcija pa je tako odgovorna za stani¢nu adheziju, stani¢nu signalizaciju te
izmjenu tvari, a to sve obavljaju proteini uronjeni u njoj (1).

Unutar fosfolipidnog dvosloja mogu se pronaci dijelovi koji su manje fluidni i gusée
pakirani od ostatka dvosloja te se nazivaju lipidne splavi. Lipidne splavi su visoko uredene
polukrute domene ¢ija je toCka taljenja razliCita od ostatka fosfolipidnog dvosloja zbog cega
se mogu lako detektirati odgovaraju¢im metodama npr. pomoéu dvofotonskog mikroskopa
(1). Sastoje se od sfingolipida i kolesterola u svom vanjskom dijelu, dok je unutarnji graden
od kolesterola 1 fosfolipida (4). Ukljucene su u obavljanje mnogobrojnih procesa kao Sto su
stani¢na signalizacija, stani¢na polarizacija te apoptoza (4). Lipidne splavi su takoder
obogacene proteinima s GPI-sidrom te dvostruko aciliranim i transmembranskim proteinima

odgovornima za stani¢nu signalizaciju i endocitozu (1, 4) (Slika 1.1).
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Slika 1.1. Grada stani¢éne membrane. (Shema napravljena prema slici iz knjige autora Cooper
GH, Hausmann RE (1)).



1.2. Gangliozidi u lipidnim splavima

U vanjskom sloju lipidnih splavi nalaze se sfingolipidi ¢iji je hidrofobni dio graden od
sfingozina acetiliranog masnom kiselinom pri ¢emu nastaje ceramid (5). Na ceramid mogu
biti vezani lanci razliite kemijske strukture, a ukoliko je rije¢ o Se¢ernom lancu, odnosno
oligosaharidu, tada se struktura naziva glikosfingolipid (5). Medu glikosfingolipidima koji
grade lipidne splavi, najvazniji su gangliozidi, molekule koje u svojoj strukturi sadrze jednu
ili vise sijalinskih kiselina (6). Zahvaljuju¢i razli¢itim oligosaharidnim lancima koji se mogu
vezati na ceramid, ali i razlikama u lipidnom dijelu, gangliozidi su zapravo velika obitelj s
preko stotinu razlicitih molekula (7).

Danas je prihvac¢ena nomenklatura gangliozida po Larsu Svennerholmu (8) prema

kojoj se rije¢ ,,gangliozid* oznac¢ava slovom ,,G*, zatim slijedi broj sijalinskih kiselina koji se
oznacava slovom ,,M*“ (mono, jedan), ,,D* (di, dva), ,, T (tri), ,,Q* (tetra, Cetiri), ,,P* (penta,
pet). Nakon toga dolazi broj koji oznacava duljinu ugljikohidratnog lanca i to tako da se od
broja pet oduzme stvarni broj Secera u lancu (npr. GM2 ima tri Secerna ostatka), dok se malim
slovima oznacava broj sijalinskih kiselina vezanih na galaktozu i to tako da slovo ,a“
predstavlja jednu sijalinsku kiselinu, slovo ,,b* predstavlja dvije sijalinske kiseline, slovo ,,c*
tri ili viSe, a ukoliko nema sijalinskih kiselina, to se oznacava slovom ,,0“ (8, 9).
Gangliozidi se sintetiziraju najprije u endoplazmatskom retikulumu gdje nastaje ceramid Kkoji
¢ini lipidni dio, a potom se obraduju u Golgijevom aparatu dodavanjem glukoze, galaktoze,
sijalinske  kiseline i N-acetilgalaktozamina na ceramid posredovanjem enzima
glikoziltransferaza (10).

Razgradnja gangliozida odvija se u endosomima i lizosomima nakon $to dijelovi
stanicne membrane dospiju endocitozom u intraendosomski 1 intralizosomski prostor (11). Taj
proces zahtijeva prisutnost glikozidaza, odgovaraju¢i pH te proteine odgovorne za transport
(12). Prvi korak je uklanjanje monosaharida pomocu glikozidaza i upravo zbog defekta u tom
dijelu razgradnje moze do¢i do nastanka mnogobrojnih bolesti (11). Primjerice, Tay-Sachsova
i Sandhoffova bolest nastaju zbog nakupljanja gangliozida GM2 uslijed nedostatka enzima
heksozaminidaze. Osobe oboljele od navedenih bolesti zbog nakupljanja GM2 umiru u ranom
djetinjstvu (13). Razgraditi ith moze 1 gangliozid-specifi¢na sijalidaza Neu3 smjeStena na
stani¢noj membrani pocevsi najprije od uklanjanja sijalinske kiseline (14).

Gangliozidi su najzastupljeniji u mozgu, osobito u sivoj mozdanoj tvari gdje su
neophodni za normalnu funkciju Ziv€ane stanice. U relativno visokim koncentracijama

pronadeni su joS$ 1 u koStanoj srZi, eritrocitima, probavnom sustavu, jetri, testisima, bubrezima



1 embrionalnim maticnim stanicama (11). U odraslom mozgu su najzastupljenija Cetiri
kompleksna gangliozida - GM1, GD1a, GD1b i GT1b (6) (Slika 1.2), iako se odnos i sastav

gangliozida mijenja tijekom razvoja mozga.
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Slika 1.2. Prikaz strukture Cetiri najces¢a gangliozida u mozgu. (Shema napravljena prema

slici iz ¢lanka autora Sturgill ER. i sur. (15)).

Dramati¢an porast koli¢ine gangliozida u mozgu odvija se tijekom prvih pet godina
zivota kada je zapravo i najaktivniji period mijelinizacije (16). Kako se mozak razvija, tako se
1 obrazac pojavljivanja gangliozida mijenja, od jednostavnijih struktura kao $to su GM3 1
GD3 prema slozenijima kao §to su GDla i GT1b (17).

GM1 je monosijalinski gangliozid koji je esencijalna komponenta lipidnih splavi i ima
ulogu u regulaciji stani¢ne interakcije, odrzavanju vijabilnosti ziv€anih stanica, regulaciji Na*
kanala, te u kombinaciji s GD1a odrzavanje homeostaze Ca®" u zivéanim stanicama (18, 19).
Oba su ukljuc¢ena u oblikovanje i stabilizaciju sinapsi, te su vrlo bitni u procesu pamcenja
(20). GD1b i GT1Db su vrlo bitni za neurogenezu, neuritogenezu, ali su karakteristicni za zrele
neurone koji s vremenom propadaju te samim time njihova se koli¢ina smanjuje tijekom
starenja (21, 22). U procesima gliogeneze i mijelinizacije, uz GM1, bitan je i GM4 (21, 22).
Kolika je uistinu vaznost gangliozida za normalnu funkciju 1 integritet Ziv€anog sustava,
pokazale su studije na geneticki izmijenjenim miSevima koji su imali nedostatke odredenih

vrsta gangliozida, a samim time i odredeni nesklad u moZdanoj funkciji (23). Zahvaljujuci
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istrazivanju u kojem su analizirani gangliozidi u geneti¢ki izmijenjenih miSeva, pokazana je
disfunkcija lipidnih splavi koja je rezultirala upalnim reakcijama, a naposljetku i
neurodegeneracijom (24). Narusen odnos gangliozida se odrazava u poremecaju sastava
lipidnih splavi, zatim stani¢ne membrane, a samim time i stanice u cijelosti §to rezultira

mnogobrojnim bolestima.

1.3. Glioblastomi

U skupinu razli¢itih bolesti koje uzrokuju promijenjeni gangliozidi pripadaju i
glioblastomi (25). Prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji (engl. World Health
Organization, WHO) spadaju u skupinu IV astrocitoma kao najagresivniji i najéesci tipovi
glioma (26). Glioblastomi su najmaligniji tumori mozga ¢ije je lijeCenje iznimno tesko, a
ukoliko se uspije izlijeciti obi¢no dolazi do reaktivacije tumora (27). Njihova patogeneza je
vrlo sloZena, odnosno postoji veliki broj putova nastanka glioblastoma. Razvijaju se iz glija
stanica koje su uz neurone najbrojnije stanice ziv€anog sustava. Glija stanice se mogu
podijeliti u nekoliko podskupina:mikroglija, astrociti, oligodendrociti i ependimske stanice u
srediSnjem Ziv€anom sustavu te satelitne 1 Schwannove stanice u perifernom Ziv€anom
sustavu (28, 29). Njihova uloga je stvaranje ionskog okruzenja neurona, moduliranje brzine
prijenosa ziv€anog signala, omogucavanje popravka nakon neuralne ozljede, zastita neurona
kao i formiranje mijelina (29). Poremecaj njihove strukture i djelovanja vodi nastanku glioma,
¢ija su podskupina i glioblastomi.

Sposobnost metastaziranja tumorskih stanica kontroliraju brojni ¢imbenici od kojih
mnogi djeluju na stani¢noj povrSini. Medu najvaznijima je visoka ekspresija odredenih
glikosfingolipida, posebice gangliozida (30). Usporedbom sastava gangliozida u mozgu
zdrave 1 u mozgu oboljele osobe mogu se vidjeti odredene promjene. Naime, kod oboljele
osobe ukupna koli¢ina gangliozida smanjuje se pet puta, a istovremeno pojedinacni
gangliozidi postaju zastupljeniji u odnosu na zdravu osobu (25). Umjesto Cetiri kompleksna
gangliozida, u glioblastomu najzastupljeniji postaje GD3,a odmah za njim i GD2 i GM3 (25).
GD3 i GD2 su visoko eksprimirani u ranim razvojnim stadijima te su u odraslom mozgu
prisutni u minimalnim koli¢inama (31). Osim ove promjene u ekspresiji gangliozida, mogu se
uociti 1 promjene u strukturi ceramida, gdje su pronadene masne kiseline koje su imale od
Sesnaest do dvadeset i Cetiri C-atoma za razliku od zdravih ljudi gdje su pronadene uglavnom
masne kiseline od osamnaest C-atoma vezane na ceramid (25). Nadalje, zbog poremecene
glikozilacije glikosfingolipida, odnosno gangliozida, dolazi do promjene stani¢ne povrsine,

odnosno glikokaliksa te takva stanica prelazi u tumorsku stanicu sa sposobnosc¢u
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metastaziranja, migracije i invazivnosti (32). Kao baza za nastanak glioblastoma pokazala se
promjena upravo u glikosfingolipidima, pri ¢emu se mijenjaju mikrodomene nazvane
glikosinapse vrlo bitne u prepoznavanju stanica i adheziji (30). Istrazivanje astrocita s
nedostatkom p53 je pokazalo da je nastanak i invazivnost tumora niskog stupnja posredovana
interakcijama povecane koncentracije GD3, a receptora trombocitnog faktora rasta i Yes
kinaze (33). Prijelaz tumora niskog stupnja na tumor visokog stupnja povezan je s
poremecajima RB, p16/CDKNoaA i 19q tumor supresorskim genima (34).



2. HIPOTEZA

Fenotipski razliCite stani¢ne linije istog (glioblastomskog) porijekla imat ¢e razliit sastav

gangliozida.



3. CILJEVI
Ciljevi ovog istrazivanja bili su:

e odrediti ukupni sastav gangliozida u stani¢nim linijama glioblastoma
e odrediti udio kompleksnih gangliozida ¢ija je uloga organiziranje lipidnih splavi

odgovornih za iskoriStavanje metabolicke energije te prezivljavanje stanica



4. MATERIJALI | METODE

Rad je napravljen u sklopu projekata Promjene u sastavu gangliozida utjecu na promjene u
sastavu lipidnih splavi glia stanica Sto dovodi do fenotipskih promjena i progresije tumora
(VIF2016-MEFQOS-39) te Patofizioloske posljedice promjena sastava lipidnih splavi (IP-09-
2014-2324).

4.1. MATERIJALI
4.1.1. Stanicne linije

Za potrebe ovog istrazivanja koristene su dvije tumorske, adherentne stani¢ne linije
glioblastoma humanog porijekla. Koristene su stani¢ne linije CRL-1620 i HTB-15 iz kojih su
izolirani ukupni gangliozidi i na kojima je napravljena imunocitokemija. Za istrazivanje je
predvidena stani¢na linija glioblastoma XF 498, medutim zbog odredenih tehnickih razloga,

odnosno problema sa uzgojem stanica, ta je linija zamijenjena sa HTB-15.
4.1.2. Kemikalije

e Dulbecco modificirani Eagle-ov medij (DMEM) (Lonza, Basel, Switzerland)
e Fetalni govedi serum (FBS) (GIBCO Invitrogen, Paisley, UK)
e Penicilin-Streptomicin 100x (GIBCO Invitrogen, Paisley, UK)
e L-glutamin 200 mM (GIBCO Invitrogen,Paisley, UK)
e PBS:
o NaCl (Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA),
o KCI (Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA),
o Na,HPO,x7H,0 (Sigma — Aldrich, St. Louis, MO, USA),
o KH,PO, (Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA)
e kloroform (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
e metanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
e ploca za tankoslojnu kromatografiju (TLC ploc¢a) (Aldrich, Milwaukee, WI, USA)
e poli-L-lizin (Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA)
e paraformaldehid (Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA)
e govedi serum (engl. Bovine Serum Albumin, BSA) (Sigma-Aldrich, St.Louis, MO,
USA)



e kozji serum (Gibco, Invitrogen Auckland, NZ)

e primarna protutijela na kompleksne gangliozide (GM1, GD1a, GD1b i GT1b) te na
gangliozid GD3, misji monoklonalni 1gG (protutijela su poklon prof. dr. sc. Ronalda
L. Schnaara, The Johns Hopkins School of Medicine, Baltimore, MA, USA)

e sekundarno protutijelo: kozje anti-misji 1gG konjugirano sa Cy3 (Jackson Immuno
Research Laboratories, Inc. West Grove, PA, SAD)

e DAPI (Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA)

e VectaShield pokrivalo (VectorLab, Burlingame, CA, USA)

4.2. METODE

4.2.1. Kultura stanica in vitro

Kultura stanica je proces u kojem se uzgajaju stanice koje rastu u strogo kontroliranim
i sterilnim uvjetima. Za uzgajanje stanica koriStene su Petrijeve posude promjera 100 mm
(BD Biosciences, Bedford, MA, USA) prilagodene uzgoju stanica koje adheriraju na podlogu.
Kao hrana za stanice koristen je DMEM medij koji sadrzi 10% fetalnog govedeg seruma
(FBS-a), 2mM L-glutamina te 100 U/0,1 mg penicilin/streptomicin antibiotika kako bi se
sprijecilo moguce zagadenje stanicne kulture. Kultivacija stanica odvijala se u CO2
inkubatoru (HeraCell, Termo FisherScientific, Waltham, MA, USA) pri temperaturi od 37°C i
atmosferi od 5% CO: zasi¢enoj vlagom. Stanice su svakodnevno provjeravane pomocu
invertnog mikroskopa (Axiovert 25, Carl Zeiss, Jena, Germany) te im je mijenjan medij svaka

3 dana.
4.2.2. Ekstrakcija gangliozida i tankoslojna kromatografija

Za ekstrakciju ukupnih gangliozida stanice su uzgajane u 3 Petrijeve posude promjera
100 mm. Kada su stanice dosegle maksimalnu konfluentnost, postrugane su u medij te
centrifugirane. Medij iznad taloga stanica je uklonjen, a talog je ispran hladnim 1xPBS-om.
Nakon jo$ jednog centrifugiranja proc¢isc¢eni talog stanica je smrznut i pohranjen na -20°C do
postupka izolacije gangliozida. Ukupni gangliozidi izolirani su modificiranom metodom po
Svennerholmu pomoc¢u organskih otapala kloroforma i metanola te vode (C:M:W, 4:8:3) (8).
Prvi korak bio je dodavanje ledeno hladne vode kako bi se dobio vodeni homogenat koji je
zatim stavljen u sonifikator kako bi se stanice lizirale. Nakon toga je u lizirane stanice dodan

metanol te su uzorci dobro promijeSani sve dok se sadrzaj u tubicama nije homogenizirao.
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Sljede¢i korak je bio dodavanje kloroforma, a kako su njegove pare toksi¢ne, to je
napravljeno u digestoru. Uzorci su ponovno promijesSani kako bi se sadrzaj homogenizirao.
Nakon toga su uzorci centrifugirani na 5000 rpm tijekom 15 minuta na sobnoj temperaturi.
Nakon centrifugiranja faze su se razdvojile (Slika 4.1). U gornjoj fazi nalazili su se
gangliozidi te je zato gornja faza otpipetirana u nove tubice. Tako dobiveni uzorci su preko

no¢i ostavljeni kako bi se uparili.

Gornja faza-
gangliozdi

Slika 4.1. Razdvajanje dviju faza nakon centrifugiranja.

Nakon uparavanja, gangliozidi su otopljeni u otapalu kloroforma i metanola (C:M,
2:1). Sljedec¢i korak bio je nanoSenje uzoraka (3ul) na plo¢u za tankoslojnu kromatografiju 1,5
cm od donjeg ruba plo¢e zajedno sa standardom. Prije nanoSenja uzoraka, plo¢u za
tankoslojnu kromatografiju bilo je potrebno aktivirati tijekom 10 minuta na 100 °C. Uzorci su
nanoSeni na plocu u medusobnom razmaku 6-8 mm. Ploca je uronjena u kromatografsko
otapalo koje se sastoji od kloroforma, metanola i 0,2% CaCl, (C:M:0,2% CaCl,,50:42:11)
dubine 1 cm u zatvorenom spremniku na sobnoj temperaturi. Nakon toga ploca je dobro
osuSena, a kako bi se detektirali gangliozidi, poprskana je Svennerholmovim reagensom te

zatim zagrijana u pecnici tijekom 10 minuta na 120°C.
4.2.3. Imunocitokemija

Postupak imunocitokemije napravljen je na plasticnim pokrovnicama koje su tretirane

poli-L-lizinom 1 sat na 37°C, zatim isprane 3 puta vodom te ostavljene pod UV svjetlom
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preko noci. Nakon toga su na tako pripremljene pokrovnice nasadene stanice i ostavljene
preko no¢i u inkubatoru. Stanice su fiksirane pomocu 4% PFA 1 sat na sobnoj temperaturi,
zatim isprane 3 puta u PBS-u te stavljene u otopinu za blokiranje (1% govedi serum i 5%
kozji serum u 1xPBS-u) kako bi se blokirale nespecifi¢ne reakcije u trajanju od 2 sata na
+4°C. Stanice su potom inkubirane u primarnim protutijelima na gangliozide 2 sata na +4°C.
Protutijela su pripremljena u otopini za blokiranje u razrjedenjima: GM11:1000, GDla
1:10000, GD1b 1:10000, GT1b 1:3000 te GD3 1:3000. Nakon toga su isprana 3 puta u
1xPBS-u i inkubirana u flourescentno oznacenom sekundarnom protutijelu - kozji anti-misji
IgG konjugiran sa Cy3 1 sat na +4°C. Nakon jo$ jednog seta ispiranja, stanice su inkubirane u
DAPI-u 5 minuta na sobnoj temperaturi. DAPI ili 4,6-diamino-2-fenilindol je flourescentna
boja koja se ¢vrsto veze za regije bogate adeninom i timinom u molekuli DNA te na taj nacin
detektiramo jezgre stanica. Nakon DAPI-a stanice su ponovno isprane s PBS-om, stavljene na

predmetna stakalca i pokrivene sa pokrivalom VectaShield.

Nakon imunocitokemije preparati su mikroskopirani pomocu fluorescentnog
mikroskopa (Carl Zeiss, Axioskop 2 MOT, Jena, Germany) te slikani kamerom Olympus
DP70 (Olympus DP70, OpticalOlympus, Japan) koja je montirana na mikroskop. Slike su
analizirane i sloZzene pomocu racunalnog programa CorelDraw X3 (Corel Corporation,
Ottawa, Canada).
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5. REZULTATI

Za izolaciju i proucavanje gangliozida u stani¢nim linijama glioblastoma humanog
porijekla CRL-1620 i HTB-15 koriStene su metode ekstrakcije gangliozida pomocu organskih
otapala 1 tankoslojna kromatografija te imunocitokemija pomocu visoko specifiénih

monoklonskih protutijela na gangliozide i flourescetna mikroskopija.

5.1. Rezultati dobiveni pomoc¢u tankoslojne kromatografije

Nakon ekstrakcije ukupnih gangliozida iz dvije stani¢ne linije glioblastoma CRL-1620
I HTB-15 napravljena je tankoslojna kromatografija koja je prikazana na slici 5.1.

GM2

GM1

GD3

GDla

GD1b

GT1lb

c-serija

Standard CRL1620 HTB15

Slika 5.1. Tankoslojna kromatografija gangliozida izoliranih iz dvije stani¢ne linije

glioblastoma CRL-1620 i HTB-15.

U stani¢noj liniji glioblastoma CRL-1620 izolirani su gangliozidi GM3, GM2, GD3 te

gangliozidi c-serije oznaceni strjelicama. Od navedenih najvise je prisutan GM2 §to se vidi
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kao najjate obojanje. U stani¢noj liniji glioblastoma HTB-15 izolirani su GM3 i GM2,
jednako slabo zastupljeni.

5.1.1. Imunocitokemija

Kako bismo potvrdili rezultate dobivene tankoslojnom kromatografijom, napravili
smo i imunocitokemiju. Imunocitokemija je napravljena pomocu visoko specifiénih
protutijela na gangliozide te je stoga osjetljivija metoda za analizu gangliozida u navedenim

stani¢nim linijama glioblastoma.

Imunocitokemijskom analizom stani¢ne linije glioblastoma CRL-1620 utvrdena je
ekspresija tri gangliozida. NajviSe eksprimiran je GD3, a od kompleksnih gangliozida
utvrdena je prisutnost GT1b te vrlo malo i GM1. Nespecifi¢nih vezanja protutijela nije bilo

§to je i pokazano na kontrolnim stanicama (Slika 5.2).

U stani¢noj liniji HTB-15 takoder su detektirana tri gangliozida kao i u CRL-1620 stani¢noj
liniji, ali ovaj put GD1a, GD1b te GD3. S tim da su sva tri gangliozida prisutna u vrlo malim

koli¢inama $to 1 pokazuje vrlo slabo pozitivno bojanje.
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Razlike u zastupljenosti gangliozida izmedu dvije navedene stani¢ne linije su najbolje

prikazane u tablici 5.1.

Tablica 5.1. Kvalitativna analiza imunokemijskog bojanja kompleksnih gangliozida (GM1,
GDla, GD1b i GT1b) te gangliozida GD3 dviju stani¢nih linija glioblastoma CRL-1620 i

HTB-15. Legenda: ,,+ + +“ najjace bojanje, ,,+ +* srednje bojanje, ,,+*najslabije bojanje, ,,-,,

nema bojanja.

GANGLIOZIDI CRL-1620 HTB-15
GM1 + -
GD1la - +
GD1b ; +
GT1lb ++ -
GD3 +++ +
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6. RASPRAVA

Glioblastomi su najagresivniji tumori mozga koji nastaju kao posljedica promjena u
strukturi glikosfingolipida, posebice gangliozida (26, 32). Gangliozidi sudjeluju u izgradnji
gus¢e pakiranih i manje fluidnijih domena koje nazivamo lipidne splavi (1). Uloga lipidnih
splavi je viSestruka te sluze za stani¢nu signalizaciju, stani¢nu polarizaciju, a vazni su i u
apoptozi (4). Postoji mnogo vrsta gangliozida, a u mozgu odrasle osobe najzastupljenija su
Cetiri tipa: GM1, GDIla, GD1b i GT1b (6). Udio pojedinih gangliozida se mijenja uslijed
fizioloskih procesa; odrastanja i starenja, ali i kao rezultat patoloSkih procesa- nastanka
tumora te nekih drugih bolesti.

U radu su analizirane dvije stani¢ne linije glioblastoma; CRL-1620 i HTB-15 gdje je
trebalo odrediti ukupni sastav gangliozida, te odrediti prisutne kompleksne gangliozide.
Nakon obrade rezultata dobivenih pomocu tankoslojne kromatografije, a osobito pomoc¢u
imunocitokemije, uoceno je da postoji razlika izmedu dvije navedene stani¢ne linije
glioblastoma. GM1, naj¢es¢i gangliozid u zdravom mozdanom tkivu viSe nije najzastupljeniji
gangliozid u objema stani¢nim linijama, $to je u skladu s do sada provedenim istrazivanjima.
Naprtotiv, u stani¢noj liniji glioblastoma HTB-15 metodom imunocitokemije gangliozid GM1
uopée nije detektiran. U istrazivanju Fabris D. i sur. analizom kirurs$ki odstranjenog
tumorskog mozdanog tkiva pomocu metode HPTLC-a dokazana je povecana ekspresija
gangliozida GD3 i GT1b (25). Osim toga, dokazano je, usporeduju¢i normalno zdravo tkivo,
peritumorsko i tumorsko tkivo, kako pretvorbom iz normalnog tkiva u peritumorsko i
tumorsko, raste udio GD3 i GM3 (25). Spomenuti gangliozidi su metodom tankoslojne
kromatografije detektirani i u nasim istrazivanim stani¢nim linijama glioblastoma. U stani¢noj
liniji CRL1620 je posebno eksprimiran GM2, a izolirani su jo§ i GM3 te GD3, dok su u
stani¢noj liniji HTB15 podjednako eksprimirani GM3 1 GM2.

GD3, gangliozid b-serije koji ima dvije sijalinske kiseline, nastaje iz svog prekursora
GM3 djelovanjem enzima GD3 sintaze i njegova koncentracija korelira sa stupnjem
malignosti nastalog tumora (35). Utvrdivanje postojanja povecane vrijednosti navedenog
gangliozida u lipidnim splavima je iznimno vazno, budu¢i da su istrazivanja pokazala kako se
pomocu protutijela specifi¢nih za GD3" stanice (tumorske stanice) izaziva njihova smrt, $to bi
moglo biti klju¢ razvoja novih terapija protiv glioblastoma (27).

U drugom istrazivanju, koje se bavilo proucavanjem Neu3 sijalidaze bitne u razgradnji
gangliozda, utvrdeno je kako poremecaj djelovanja enzima Neu3 sijalidaze dovodi do

nakupljanja GM3, stvarajuéi uvjete u stanici koji joj omoguéavaju abnormalnu pokretljivost i
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invaziju te se iz tog razloga mogu pronaci povecane koli¢ine GM3 i GD3 u tumorskim
stanicama (36). Osim navedenih, postoje mnoga istrazivanja koja su dokazala povecanu
ekspresiju GM3 i GD3 u glioblastomima bez obzira na put njihova nastanka. Tako su Ohkawa
Y. i sur. u svom istrazivanju, proucavajuci astrocite s nedostatkom p53 u koje su postupkom
transfekcije ugradili vektor s onkogenim genom koji kodira PDGFB (trombocitni faktor rasta
B), dokazali povecanu ekspresiju gangliozida GD3 (33). PDGF (trombocitnim faktorom rasta
posredovan put) put nastanka glioblastoma podrazumijeva poveéano stvaranje gangliozda
GD3 pod utjecajem PDGFB, zbog Cega nastaje o receptor trombocitnog faktora rasta.
Gangliozid GD3 tada stvara kompleks s a receptorom trombocitnog faktora rasta, a to stanici
omogucava stani¢nu proliferaciju i invazivnost (33).

Kao §to je i ocekivano, u stani¢nim linijama CRL-1620 i HTB-15 analiziranih
metodom imunocitokemije doslo je do porasta koli¢ine GD3 gangliozida, osobito u CRL-
1620 stani¢noj liniji gdje je GD3 najzastupljeniji gangliozid. Ostali gangliozidi; GD1a, GD1b,
GT1b prema dobivenim rezultatima nisu jednako zastupljeni. Naime, u stani¢noj liniji CRL-
1620 od navedenih je zastupljen samo GT1b, dok su u stani¢noj liniji HTB-15 zastupljeni
GDla i GDI1b, ali u vrlo malim koli¢inama. Kako su GD1a, GD1b, GT1b gangliozidi tipi¢ni
za zdrava tkiva, ovakav rezultat je ocekivan. Prema istrazivanju Fabris D. i sur. u
glioblastomima je koli¢ina ovih gangliozida manja kada se usporeduje S normalnim tkivima,
odnosno gangliozidi koji se javljaju u tumorima imaju manje sijalinskih Kiselina i
jednostavnije su grade (25).

Ogranicenje naSe studije je broj stani¢nih linija glioblastoma na kojima smo radili,
odnosno za ovo istrazivanje koriStene su samo dvije stanicne linije. U narednim istraZivanjima
bilo bi korisno povecati broj stani¢nih linija glioblastoma kako bi se stekao detaljniji uvid u
razlike sastava gangliozida izmedu navedenih. Osim toga, TLC se nije pokazao kao najbolji
mogudi izbor, buduéi da nije jednako osjetljiv i specifican kao imunocitokemija, gdje smo
koristili visoko specifi¢na protutijela za gangliozide. Svakako bi bilo korisno povecati broj
stanica za ekstrakciju te nakon TLC-a napraviti i dvodimenzionalni TLC. S obzirom na to da
je masena spektrometrija metoda pomocu koje se dobivaju najprecizniji i najtocniji rezultati, u
buduc¢im istrazivanjima bi se pomoc¢u navedene metode mogle detektirati sve forme
gangliozida koje se nalaze u stanicama.

Uzimaju¢i u obzir rezultate navedenih radova kao i naSe rezultate, moZe se zakljuciti
kako su u glioblastomima svakako najzastupljeniji i najznacajniji gangliozidi GD3, GM3 i
GMZ2, dok se gangliozidi prisutni u zdravom tkivu kvantitativno smanjuju. Buduc¢i da dolazi

do promjene u sastavu i broju gangliozida unutar lipidnih splavi, njezina stanicna membrana,
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a onda i sama stanica u potpunosti, vise ne moze obavljati normalnu funkciju zbog ¢ega ona

prelazi u tumorsku stanicu.
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7. ZAKLJUCAK

Provedeno istrazivanje i dobiveni rezultati dovode do sljede¢ih zakljucaka:

Fenotipski razlicite stani¢ne linije glioblastoma imaju razli¢it sastav gangliozida sto je
pokazala imunocitokemija koriStenja specificnih monoklonskih protutijela na
gangliozide.

U objema stani¢nim linijama glioblastoma postoji porast koli¢ine gangliozida GD3,
osobito u CRL-1620 stani¢noj liniji, te gangliozida GM2 i GM3 $to je najvaznije

obiljezje tumora glioblastoma.
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8. SAZETAK

Uvod: Stani¢na membrana sastoji se od fosfolipidnog dvosloja koji je na pojedinim mjestima
gus¢e pakiran i manje fluidan i takvi se dijelovi nazivaju lipidne splavi. Lipidne splavi, osim
proteina, kolesterola i lipida, su gradene i od gangliozida koji su zastupljeni u svim tkivima,
ali su najbrojniji u mozgu. Njihov poremecaj dovodi do neurodegeneracije, razlicitih

poremecaja i tumora, ukljucujuci i najagresivnije, tesko izljecive glioblastome.

Ciljevi: Odrediti ukupni sastav gangliozida te odrediti kompleksne gangliozide u stani¢nim

linijama glioblastoma.

Materijali i metode: Za istrazivanje su koriStene dvije stani¢ne linije glioblastoma (CRL-
1620 i HTB-15). Nakon kultivacije iz stanica je bilo potrebno ekstrahirati gangliozide. Potom
su ukupni gangliozidi analizirani metodom TLC-a. Kako bi se odredili prisutni gangliozidi,
napravljena je imunokemijska analiza stanica pomoc¢u visokospecifi¢nih, misjih
monoklonskih 1gG protutijela. Dobiveni rezultati su analizirani flourescentnim mikroskopom,

slikani kamerom, a slike su potom sloZzene pomocu ra¢unalnog programa CorelDraw X3.

Rezultati: Razlika u sastavu gangliozida dobivenih metodom imunocitokemije izmedu dvije
stani¢ne linije postoji. U stani¢noj liniji glioblastoma CRL-1620 najzastupljeniji je GD3, dok
Su u stani¢noj liniji glioblastoma HTB-15 jednako slabo zastupljeni GDla, GD1b i GD3.
Pomoc¢u TLC-a su detektirani GM3 i GM2 u obje stani¢ne linije te GD3 u stani¢noj liniji
glioblastoma CRL-1620.

Zakljucak: Fenotipski razlicite stani¢ne linije glioblastoma imaju razli¢it sastav gangliozida,
no kod obje analizirane linije kompleksni gangliozidi su zastupljeni u vrlo malim koli¢inama

ili ih uopce nema. Najvazniji gangliozidi koji su pojacano eksprimirani su GD3, GM2 i GM3.

Kljuéne rije¢i: gangliozidi; lipidne splavi; stani¢na linija glioblastoma; stani¢na membrana

21



9. SUMMARY

GANGLIOSIDE COMPOSITION IN GLIOBLASTOMA CELL LINES

Introduction: Cell membrane consists of phospholipid double layer that is thicker packed and
less fluid in some places. These parts are called lipid rafts. Lipid rafts, except proteins,
cholesterol and lipids, are built of gangliosides which are present in all tissues, but they are
the most numerous in the brain. Their disorder leads to neurodegeneration, various disorders

and tumors, including the most agressive, hard to cure, glioblastoma.

Goals: To determine the total composition of gangliosides and to determine present complex
gangliosides in glioblastoma cell lines.

Materials and methods: For this study two glioblastoma cell lines (CRL-1620 i HTB-15)
were used. After cultivation, it was needed to extract gangliosides from the cells. Then the
total gangliosides were analysed using the TLC method. In order to determine present
gangliosides, immunochemical analysis of the cells is made using highly specific, mouse
monoclonal 1gG antibodies. The results were then analyzed using a flourescent microscope
and were photographed by camera. The created images were made in computer program
CorelDraw X3.

Results: The difference between two (glioblastoma)* cell lines in composition of gangliosides
obtained by the method immunocytochemistry is present. In glioblastoma cell line CRL-1620
the most abundant ganglioside is GD3, while in glioblastoma cell line HTB-15 are equally
poorly presented GD1a, GD1b and GD3. Using the TLC are detected GM3 and GM2 in both
cell lines and GD3 in glioblastoma cell line CRL-1620.

Conclusion: Phenotypically different glioblastoma cell lines differ in the composition of
gangliosides, but in both analyzed cell lines complex gangliosides are present in very small
amounts on none at all. The most important gangliosides that are overexpressed are GD3,
GM2 and GM3.

Keywords: gangliosides; lipid ratfs; glioblastoma cell lines; cell membrane
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