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REZIME

Kofein je prirodni alkaloid koji se dobija iz zrna kafe, kakaoa i listova čaja. To je snažan psihostimulans čiji je uticaj na centralni nervni sistem dobro poznat. Osim direktnog dejstva na ćelije centralnog nervnog sistema kofein može i da menja efekte koje različiti toksini ili lekovi imaju na nervne ćelije.Da bismo pokazali moguće modulatorno delovanje kofeina izabrali smo tri toksična stimulusa: gladovanje, 6-hidroksidopamin i cisplatinu. Gladovanje je stres kome je organizam izlošen zbog nedovoljnog unošenja hranljivih materija, 6-hidroksidopamin je specifičan nervni toksin koji dovodi do ireverzibilnog oštećenja nervnih ćelija, a cisplatina je lek čije se toksično dejstvo na ćelije koristi u lečenju malignih bolesti.U radu je korišćena ćelijska linija neuroektodermalnog porekla s oznakom SH-SY5Y.Ćelije su izložene delovanju tri različitatoksična stimulusa – gladovanju, dejstvu 6-hidroksidopamina i cisplatine u prisustvu ili odsustvu kofeina, a nakon 24h je oređivan broj živih ćelija u kulturi.Za određivanje broja živih ćelija (vijabiliteta) korišćenjekristal violet test. Pokazano jeda sam kofein nije imao toksičan uticaj na ćelije dok su sva tri pomenuta stimulusa značajno redukovala broj živih ćelija u kulturi. Međutim, u prisustvu kofeina, štetni uticaji primenjenih stimulusa su bili značajno neutralisani. Na osnovu dobijenih rezultatazaključeno je da tretman kofeinom ima citoprotektivne efekte na SHSY5Y ćelije.
Ključne reči: kofein, neuroblastom, gladovanje, 6-hidroksidopamin, cisplatina.














SUMMARY

Caffeine is a natural alkaloid extracted from the seed of coffee plant and the leaves of the tea bush. It acts as a potent psychostimulant with well-known action on central nervous system. Besides its direct action on the central nervous system cells it can also alter the various effects that different toxins or drugs may have on nerve cells. To demonstrate possible modulatory effects of caffeine on toxic effects we investigated three toxic stimuli: fasting, 6-hydroxydopamin and cisplatin. In fasting the organism is exposed to stress due to insufficient intake of nutrients, 6-hydroxydopamin is a specific neurotoxin that causes irreversible nerve cell injury and cisplatin is a cytotoxic drug used in the treatment of malignant diseases. In this investigation we used human neuroblastoma SH-SY5Y cells. Cells were exposed to fasting, 6-hydroxydopamin and cisplatinwith or without caffeine and after 24h of incubation, cell viability was evaluated. The number of viable cells was determined by crystal violet staining. It has been shown that caffein was not toxic for the cells in culture. On the other hand, after exposure to all three stimuli,viability was significantly reduced. However, in the presence of the caffeine, toxic effects were significantly less expressed. It may be concluded that treatment with caffeine has protective effect on SHSY5Y cells.
Key words: caffeine, neuroblastoma, fasting, 6-hydroxydopamin, cisplatin.










UVOD

Kofein (tein, matein, guaranin ili metilteobromin) je prirodni alkaloid koji se nalazi u zrnu kafe, listovima čaja i zrnu kakaa.Osim u kafi i čaju kofein se nalazi i u čokoladi, lekovima protiv bolova i prehlade, bezalkoholnim i energetskim pićima.Za biljke, kofein deluje kao prirodni pesticid. Kofein je prvi put izolovao nemački hemičar Fridrih Ferdinand Runge 1819. godine. 
	Po svojoj hemijskoj strukturi kofein je 1,3,7-trimetilksantin.

[image: ]Slika 1. Kofein
	
Kada je prečišćen kofein je gorak beli prah. Kod čoveka kofein stimuliše rad centralnog nervnog sistema, ubrzava srčanu i disajnu  frekvenciju i deluje kao diuretik.
Kofein je neselektivni inhibitor adenozinskih receptora.Strukturno je sličan adenozinu, inhibitornom neurotransmiteru koji smanjuje aktivnost u centralnom nervnom sistemu. Kofein se vezuje za adenozinske receptore, ali ne može da ih aktivira i tako dovodi do njihove kompetitivne inhibicije. Na ovaj način kofein utiče na moždane funkcije kao što su san, mišljenje, učenje i pamćenje (1). 
	6-hidroksidopaminje izomer noradrenalina, biogenog amina, koji u organizmu ima ulogu neurotransmitera, odnosno supstance pomoću koje se prenose signali između neurona. Pošto je strukturno sličan noradrenalinu, 6-hidroksidopamin ulazi u kateholaminergičke neurone i 
dovodi do njihove apoptoze.
[image: ]Slika 2. 6-hidroksidopamin


Smatra se da 6-hidroksidopamin u ćeliji dovodi do oksidativnog stresa oslobađnjem slobodnih kiseoničnih radikala. Zbog ovakvog svog dejstva ova supstanca je neurotoksin koji dovodi do irevezibilnog oštećenja kateholaminergičkih neurona. Koristi se za izazivanje Parkinsonove bolesti kod laboratorijskih životinja (2).Parkinsonova bolest je neurodegenerativni poremećaj koji nastaje kao posledica progresivnog gubitka kateholaminergičkih neurona u centralnom nervnom sistemu.
Za razliku od većine drugih citostatika koji su organska jedinjenja složene strukture, cisplatina je jednostavno, neorgansko jedinjenje. U središtu molekula se nalazi atom platine za koji su u cis položaju vezana dva atoma hlora i dve amonijum grupe.Cisplatina je cis-diaminodihlorplatina.

[image: ]Slika 3. Cisplatina


Pošto dospe u ćeliju molekul cisplatine podleže hidrolizi tako što se jedan molekul hlora zamenjuje molekulom vode. Tako nastaje veoma reaktivan, pozitivno naelektrisan kompleks Pt(NH3)2ClH2O+. Vodeni ligand u ovom kompleksu se lako ponovo zamenjuje i dozvoljava atomu platine da se vezuje za baze.Poseban afinitet platina iz ovog kompleksa ima za bazu guanin u molekulu DNK. Kada se veže za guanin nastaje PtCl(guanin-DNK)(NH3)2. Potom se i drugi atom hlora zamenjuje na isti način, pa se na kraju molekul cisplatine nalazi vezan za dva guanina i tako premošćuje molekul DNK. Nastalo oštećenje DNK onemogućava transkripciju i dovodi do aktivacije mehanizama za reparaciju, aliako to nije moguće, aktivira se proces apoptoze. Osim za DNK cisplatina može da se veže i za fosfolipide u ćelijskoj membrani i za različite proteine u ćeliji.Pored apoptoze, cisplatina može da indukuje i nekrozu ćelije (3).
U ovom radu smo ispitivali protektivno delovanje kofeinana ćelije hzmanog neuroblastoma podvrgnute gladovanju, 6-hiddroksidopaminu i cisplatini. Ćelije neuroblastoma su korišćene zbog njihovog dobrog rasta u kulturi, neuroektodermalnog porekla (i kofein i 6-hidroksidopamin svoje delovanje ispoljavaju na nervnim ćelijama) i činjenice da se već koriste kao sistem – model za ispitivanje kako Parkinsonove bolest tako i funkcije i diferencijacije neurona.


CILJ RADA

Ispitivanje protektivnog efekta kofeina na toksično dejstvo gladovanja, 6-hidroksi-dopamina i cisplatine na ćelije humanog neuroblastoma.








MATERIJAL I METODI
Ćelijska linija
U radu je korišćena ćelijska linija humanog neuroblastoma.Oznaka ćelijske linije je SHSY5Y. Ćelije su gajene u sterilnim plastičnim flašicama zapremine 25cm3 sa 5ml hranljivog medijuma koji je mešavima1:1 Eagle's Minimum Essential medijuma i Ham's F12 medijumakoji je obogaćen sa 10 % serumom fetusa govečeta (engl. fetal calf serum - FCS), u inkubatoru na 370C, u vlažnoj atmosferi sa 5% CO2. Na ovaj način su ćelijama omogućeni uslovi za život koji su slični onima u živom organizmu.
Tripsinizacija

Ćelijska linija neuroblastoma ima osobinu da se pri rastu “lepi” za za zid plastične flašice. Pre početka eksperimenta potrebno je ćelije odvojiti od podloge. U tu svrhu koristi se enzim tripsin koji razlaže proteine i time kida veze između ćelija i ćelija i zida suda u kom se kultivišu. Medijum za uzgajanje ćelija se prospe, a plastična flašica se opere dva puta sa 5-6ml fiziološkog  rastvora čime se spere ostatak medijuma kao i mrtve ćelije koje nemaju sposobnost vezivanja za plastičnu podlogu i plivaju u medijumu. Tada se ćelije izlože rastvoru tripsina 1-2 min. Proces tripsinizacije se prekida dodavanjem medijuma za uzgajanje. Ćelije sa medijumom se centrifugiraju, skupljaju se u talogu i zatim se broje.

Određivanje broja živih ćelija

Ćelije se broje pod svetlosnim mikroskopom u posebnim komorama.Za određivanje broja živih ćelija koje su preostale posle pripremnog postupka za tripsinizaciju, koristi se rastvor boje tripan plavo.Ova boja ulazi u mrtve ćelije jer je njihova ćelijska membranaoštećena i boji ih u plavo.Žive ćelije ostaju neobojene jer boja ne može da prodre kroz njihove ćelijske membrane.Pod svetlosnim mikroskopom je moguće jasno razlikovati mrtve - plavo obojene i žive - neobojene ćelije. Ćelije se mešaju sa bojom tripan plavo u odnosu 1:1 i broje se u specijalnim komorama za brojanje ćelija sa ugraviranim poljima. Broj živih ćelija u mililitru suspenzije izračunava se prema formuli:
broj živih ćelija u ml =  izbrojane neobojene ćelije / broj polja komore x faktor razblaženja x 106 
Tretman ćelija u kulturi

Za izvođenje eksperimenta korišćene su ploče sa 96 mesta (bunarića). Ćelije su sađene u gustiniod10000 ćelija po bunariću i ostavljane preko noći u inkubatoru na 370C da bi se zalepile za plastičnu podlogu, a onda su tretirane na različite načine: kofeinom, 6-hidroksidopaminom, cisplatinom ili su podvrgnute gladovanju.Kofein je rastvaran u medijumu za kultivaciju ćelija i ćelije su tretirane sa10M kofeina tokom 24h. Gladovanje je sprovedeno kultivacijom ćelija u 0,5 % serumu fetusa govečeta (potrebna količina za normalan rast ćelija je 10% serum fetusa govečeta) tokom 24 h. 6-hidroksidopamin je rastvaran u medijumu i ćelije su tretirane sa 40M tokom 24h. Cisplatina je rastvarana u medijumu za kultivaciju ćelija neposredno pred upotrebu i primenjena u koncentraciji od80M tokom 24h.

Test bojenjem kristal violetom

Po isteku vremena kultivacije broj živih ćelija je određivan kristal violet metodom. Test  se izvodi tako što se medijum sa ćelija odlije, a ćelije se fiksiraju u paraformaldehidu u toku 10min da bi se procesi u njima zaustavili i potom se boje rastvorom kristal violet boje u toku 15min. Vezana boja se rastvori u sirćetnoj kiselini, a intenzitet boje se čita u spektrofotometru. Jači intenzitet ljubičaste boje znači veći broj živih ćelija. Intenzitet boje rastvora u kojima su ćelije koje su tretirane kofeinom i/ili toksičnim stimulusima upoređuje se sa intenzitetom boje koji se razvija u kontrolnoj kulturi, odnosno ćelijama koje nisu bile podvrgnute tretmanima.
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REZULTATI

1. Ispitivanje modulatornog efekta kofeina na toksično dejstvo gladovanja, 6-
hidroksidopamina i cisplatine na ćelije humanog neuroblastoma
Da bi se ispitali modulatorni efekti kofeina na ćelije humanog neuroblastoma SHSY5Y primenjena su tri različita toksična stimulusa: gladovanje, 6-hidroksidopamin i cisplatina. Ćelije su sađene u sterilne ploče sa 96 mesta i potom izlagane odgovarajućim stimulusima u prisustvu ili odsustvu kofeina (10µM) u trajanju od 24h. Određen broj kultura je bio izložen samo delovanju kofeina.Kofein je rastvaran u medijumu za kultivaciju ćelija. Gladovanje je sprovedeno kultivacijom  ćelija u 0,5% serumu fetusa govečeta (potrebna količina za normalan rast ćelija je 10% serum fetusa govečeta) tokom 24h. 6-hidroksidopamin je rastvaran u medijumu i ćelije su tretirane sa 40µM. Cisplatina je rastvarana u medijumu za kultivaiju ćelija neposredno pred upotrebu i primenjena u koncentraciji od 80µM. Nakon 24h je broj živih ćelija u kulturi određivan Kristal – violet testom. Kristal violet boja se vezuje za DNK i u manjoj meri za proteine adheriranih ćelija i intenzitet boje koji korelira sa brojem živih ćelija se očitava spektofotometrijski. Jasno se uočava da se tretman kofeinom u primenjenoj dozi nije odrazio na broj živih ćelija SHSY5Y u kulturi (Grafikon 1). Sa druge strane, sva tri primenjena stimulusa značajno su redukovala broj živih SHSY5Y ćelija, dok je tretman kofeinomu u velikoj meri ublažio toksične efekte primenjenih stimulusa: gladovanja, 6-hidroksidopamina i cisplatine (Grafikon 1). Dakle, može se zaključiti da tretman kofeinom ima citoprotektivne efekte na SHSY5Y ćelije. Protektivni efekat kofeina na ćelije izložene 6-hidroksidopaminu je ilustrovan i slikama svetlosne mikroskopije (Slika 4). U kontrolnoj i kulturi tretiranoj samo kofeinom uočava se veliki broj poligonalnih SHSY5Y  ćelija sa masivnim telom i izduženim nastavcima što je tipičan izgled živih ćelija ovog tipa. SHSY5Y ćelije koje su podvrgnute tretmanu sa 6.hidroksidopaminom su znatno proređene i uočava se veliki okruglih, odlepljenih mrtvih ćelija(Slika 4). Tretman kofeinom je značajno ublažio štetne efekte ovog selektivnog neurotoksina što se ogleda, kako u smanjenom broju mrtvih, tako i u većem broju adheriranih živih ćelija u poređenju sa kulturom koja je bila izložena tretmanu 6-hidroksidopaminom (Slika 4).  
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SH-SY5Y ćelije (10000/bunariću) su tretirane kofeinom (10µM) i paralelnoizložene gladovanju (0,5% serum fetusa govečeta–FCS)
, cisplatini (80µM) i 6-hidrosidopaminu (40µM). Nakon 24h je rađen kristal violet test. 
)
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Slika 4. Efekti kofeina na ćelije humanog neuroblastomatretirane 6-hidroksidopaminom
Fig. 4. Effects of caffeine on human neuroblastoma cells treated with 6-hydroxydopamine
Ćelije humanog neuroblastoma SH-SY5Y (10000/bunariću) su tretirane kofeinom(10µM) i 6-hidroksidopaminom (6-OHDA) (40µM)..Nakon 24 h ćelije su fotografisane pod svetlosnim mikroskopom.

DISKUSIJA
Kofein je prirodni alkaloidkoji se izoluje iz zrna kafe, iz listova čaja i iz kakaovih zrna.Nalazi se i u nekim proizvodima poputčokolade, lekova protiv bolova, lekova za lečenje prehlade i preparata za mršavljenje. Neke biljke proizvode kofein za zaštituod insekata.
Kofein je jednaod supstanci koje utiču na centralni nervni sistem. Nekoliko šoljica kafe ilicrnog čaja na dan ima povoljan efekat na naš organizam smanjujući pospanost i povećavajući budnost. Nas je u ovom radu zanimalo kakav bi efekat kofein, koji se uobičajeno i većinom svakodnevno unosi u organizam, imaona ćelije u različitim stresnim situacijama, bilo da su u pitanju fiziološke, poput gladovanja, ili primena lekova.
Gladovanje je stres kome se organizam izlaže usled nedovoljnog unošenja hranljivih materija.Tada ćelija počinje da degradira sopstvene komponente kako bi obezbedila potrebnu energiju.Kako je za normalnu kultivaciju ćelija neophodan 10% serum fetusa govečeta koji im služi kao hrana, mi smo, da bi imitirali proces gladovanja, ćelije kultivisali u 20 puta manjoj koncentraciji seruma, što je za njih predstavljalo stres. 
6-hidroksidopamin je specifičan nervni otrov koji dovodi do bespovratnih neurodegenerativnih promena. Ulazi u neurone preko dopaminergičkih i noradrenergičkih transportera i selektivno uništava dopaminergičke neurone.U laboratorijske svrhe se koristi za indukciju Parkinsonove bolesti kod eksperimentalnih životinja.
Cisplatna je lek koji se koristi u terapiji malignih bolesti, a zapravo je snažan otrov koji treba da ubije izmenjenu ćeliju.U svom aktivnom centru sadrži metal platinu. Cisplatina reagujesa DNK, enzimima za popravak oštećenja ćelije i brojnim drugim proteinima.Mehanizam delovanja u najvećem broju slučajeva uključuje indukciju programirane ćelijske smrti apoptoze.
Primena kofeina u odabranoj dozi nije uticala na vijabilitet ćelijske linije neuroblastoma SH-SY5Y što nam je omogućilo da razdvojimo efekte koje bi ovaj agens mogao da ima u prisustvu različitih stresnih stimulusa za ćeliju. Naši rezultati su pokazali da sva tri toksična stimulusa, kao što smo i očekivali, nepovoljno utiču na vijabilitet ćelija. Kristal violet testom smo detektovali manje prisustvo živih ćelija u kulturi što je i vizuelno potvrđeno slikama svetlosne mikroskopije. Sa druge strane, kada su ćelije prvo bile izložene kofeinu, a zatim i toksičnim stimulusima,  uočili smo značajan zaštitini efekat kofeina koji se ogleda u većem broju živih ćelija u kulturi, a na slikama svetlosne mikroskopije zapaža se veći broj živih zalepljenih ćelija i mnogo manje mrtvih, plivajućih ćelija. 
Dakle, umereno konzumiranje kofeina bi svakako moglo imati blagotvorni efekat na naš organizam u uslovima kada je izložen različitim oblicima stresa. 


ZAKLJUČAK

Tretman kofeinom ima citoprotektivno delovanje na SH-SY5Y ćelije neuroblastoma koje su izložene gladovanju, selektivnom neurotoksinu 6-hidroksidopaminu i citostatiku cisplatini.
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