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Antiinflamatorna i antioksidativna svojstva benfotiamina u
aktiviranoj liniji mikroglijskih ¢elija miSa: uloga proinflamatornih

signalnih puteva
REZIME

Inflamacija je zajedniCko obelezje razli¢itih patologija centralnog nervnog sistema
(CNS), od traumatskih povreda i ishemije, preko neurodegenerativnih oboljenja, do
psihijatrijskih poremecaja. Mikroglijske ¢elije su rezidentne imunske ¢elije CNS-a koje
predstavljaju glavne pokretate 1 ucesnike u inflamaciji. Mikroglija se aktivira u
odgovoru na promene u homeostazi CNS-a pri ¢emu menja svoje morfoloske i
funkcionalne karakteristike. U aktiviranoj mikrogliji dolazi do reorganizacije citoskeleta
Sto omogucava uvecanje Celijskog tela, fagocitozu patogena ili Celijskog otpada, kao i
migraciju do mesta infekcije ili povrede. Takode, aktivirana mikroglija produkuje
brojne proinflamatorne medijatore, kao Sto su proinflamatorni citokini, hemokini,
proteaze, reaktivne kiseonicne i azotne vrste. lako ovi molekuli imaju vaznu ulogu u
odbrani CNS-a od patogena i drugih $tetnih stimulusa, oni tokom hroni¢ne aktivacije
mikroglije dovode do snaznog inflamatornog odgovora, oSteCuju i zdrave celije i
dovode do neurodegeneracije. Stoga je smanjenje prekomerne mikroglijske aktivacije

jedna od glavnih strategija u terapiji oboljenja CNS-a koja se odlikuju inflamacijom.

Benfotiamin (S-benzoiltiamin O-monofosfat) je analog vitamina Bl sa vecom
bioloSkom raspolozivo$¢u 1 dobrim farmakoloSkim profilom. Benfotiamin pokazuje
povoljne efekte u leGenju neuropatija, nefropatija i retinopatija izazvanih dijabetesom.
Pored toga, pokazana su antiinflamatorna i antioksidativna svojstva benfotiamina, ali
njegov efekat na aktiviranu mikrogliju do sada nije poznat. Stoga, cilj ove disertacije
bio je da se ispita potencijal benfotiamina da smanji aktivaciju mikroglije u in vitro
modelu neuroinflamacije. Eksperimenti su radeni na BV-2 mikroglijskoj ¢elijskoj liniji
koja je bila stimulisana lipopolisaharidom (LPS), $to predstavlja dobro okarakterisan in

vitro model aktivacije mikroglije.

Rezultati dobijeni u ovoj disertaciji pokazuju da benfotiamin sprecava morfoloske

promene izazvane stimulacijom BV-2 ¢elija LPS-om. Benfotiamin efikasno smanjuje



povrsinu Celija i spreCava reorganizaciju citoskeleta indukovanu stimulacijom LPS-om.
Takode, benfotiamin smanjenjem produkcije proinflamatornih medijatora ostvaruje
antiinflamatorno dejstvo u aktiviranoj mikrogliji. Benfotiamin smanjuje oslobadanje
azot-monoksida, snizavaju¢i gensku i proteinsku ekspresiju inducibilne azot oksid
sintaze u aktiviranoj BV-2 mikrogliji. Benfotiamin takode smanjuje gensku i proteinsku
ekspresiju ciklooksigenaze-2 i proinflamatornih citokina TNF-a i IL-6, dok sa druge
strane povecava oslobadanje antiinflamatornog citokina IL-10. Povrh toga, benfotiamin
smanjuje ekspresiju imunoregulatornog receptora CD40 c¢ija aktivacija dovodi do
aktivacije proinflamatornih signalnih puteva. Osim antiinflamatornih, benfotiamin
pokazuje i antioksidativna svojstva. Benfotiamin smanjuje koncentraciju superoksid-
anjona i malondialdehida, indikatora povisenog oksidativnog stresa, ¢iji nivo raste posle
stimulacije BV-2 ¢elija LPS-om. Pored direktnog antioksidativnog dejstva, benfotiamin
deluje i posredno, poveéavajuéi antioksidativnu odbranu aktiviranih BV-2 C¢elija.
Benfotiamin povecava gensku i proteinsku ekspresiju antioksidativnih enzima mangan
superoksid dismutaze i katalaze, kao i aktivnost bakar cink superoksid dismutaze,
katalaze i1 glutation reduktaze. Pored toga, benfotiamin povecava ukupnu koncentraciju
glutationa, glavnog neenzimskog antioksidansa u aktiviranim BV-2 ¢elijama.
Ispitivanjem signalnih mehanizama u osnovi aktivacije mikroglije zaklju¢eno je da
benfotiamin ove efekte ostvaruje smanjujuci aktivaciju ERK, JNK 1 PI3K/Akt signalne
kaskade, kao i spre¢avanjem translokacije NF-kB transkripcionog faktora iz citoplazme
u jedro. Vazno je ista¢i da benfotiamin svoje dejstvo ostvaruje ne menjajuéi vijabilnost

BV-2 ¢elija.

Na osnovu rezultata prikazanih u ovoj disertaciji moze da se zaklju¢i da
benfotiamin pokazuje antiinflamatorna i antioksidativna svojstva u aktiviranim BV-2
mikroglijskim ¢elijama i da je stoga dobar kandidat za terapiju oboljenja CNS-a koja se

karakteriSu inflamacijom i preteranom aktivacijom mikroglije.

KLJUCNE RECI: mikroglija, inflamacija, oksidativni stres, benfotiamin, ¢elijska
kultura

NAUCNA OBLAST: Biologija

UZA NAUCNA OBLAST: Neurobiologija

UDK BROJ: 577.25:[611.813+616-002]:615.27(043.3)



Antiinflammatory and antioxidative properties of benfotiamine in
activated microglial mouse cell line: role of proinflammatory signaling

pathways

ABSTRACT

Inflammation is a hallmark of many central nervous system (CNS) diseases,
including traumatic injuries, ischemia, neurodegenerative and psychiatric diseases.
Microglia are resident immune cells of the CNS and main initiators and participants in
inflammation. They are activated in response to any change in CNS homeostasis. In this
process they change their morphological and functional characteristics. Activated
microglia is characterized by cytoskeleton reorganization which enables enlargement of
cell body, phagocytosis of pathogens or cell debris, and migration to site of infection or
injury. Also, activated microglia release a diverse set of proinflammatory mediators,
such as proinflammatory cytokines, chemokines, proteases, reactive oxygen and
nitrogen species. Although these molecules have an important role in the defense
against pathogens and other harmful stimuli, in chronic microglial activation they
trigger strong inflammatory response and lead to damage of healthy cells and
subsequent neurodegeneration. Consequently, suppression of microglial overactivation

is one of the main strategies in therapy of CNS diseases characterized by inflammation.

Benfotiamine (S-benzoylthiamine O-monophosphate) is an analogue of vitamin
B1 with higher bioavailability and good pharmacological profile. Benfotiamine exerts
beneficial effects in treatment of diabetic complications such as neuropathy,
nephropathy and retinopathy. In addition, recent studies have shown that benfotiamine
has antiinflammatory and antioxidative properties, but its effect on activated microglia
has not been elucidated. Therefore, the aim of this thesis was to examine the potential of
benfotiamine to suppress microglial activation in vitro. The experiments were
conducted using BV-2 microglial cell line activated with lipopolysaccharide (LPS),

which represents a well characterized model of microglial activation.

Results obtained in this study show that benfotiamine prevents morphological
alterations evoked by stimulation of BV-2 cells with LPS. Benfotiamine efficiently



reduces cell surface area and prevents cytoskeleton reorganization induced by LPS
stimulation. Also, benfotiamine exerts antiinflammatory properties in activated
microglia by inhibiting production of proinflammatory mediators. Benfotiamine
suppresses the release of nitric oxide, by inhibiting expression of nitric oxide synthase
at the gene and protein level in activated BV-2 microglia. Additionally, benfotiamine
decreases gene and protein expression of cyclooxygenase-2 and proinflammatory
cytokines TNF-a and IL-6, whereas it increases the release of antiinflammatory
cytokine  IL-10. Moreover, benfotiamine suppresses the expression of
immunoregulatory receptor CD40 whose activation leads to activation of
proinflammatory signaling pathways. Aside from exerting antiinflammatory properties,
benfotiamine also shows antioxidative effects. Benfotiamine decreases levels of
oxidative stress indicators, superoxide anion and malondialdehyde, which are
upregulated after LPS stimulation. In addition to direct antioxidative -effects,
benfotiamine upregulates antioxidative system in activated BV-2 cells. Benfotiamine
increases gene and protein expression of antioxidative enzymes manganese superoxide
dismutase and catalase, while enhancing activity of copper zinc superoxide dismutase,
catalase and glutathione reductase. Furthermore, benfotiamine upregulates the content
of total glutathione, main non enzymatic antioxidant in activated microglial cells.
Examination of signaling mechanisms that underlie microglial activation led to a
conclusion that benfotiamine exerts its effects by decreasing activation of ERK, JNK
and PI3K/AKkt signaling cascades, in conjunction with inhibiting translocation of NF-xB
transcription factor from the cytoplasm to the nucleus. Importantly, benfotiamine exerts
these effects without affecting viability of BV-2 cells.

In conclusion, benfotiamine shows antiinflammatory and antioxidative properties
in activated BV-2 microglial cells and therefore is a good therapeutic candidate for CNS

diseases that are characterized by inflammation and overactivation of microglia.

KEY WORDS: microglia, inflammation, oxidative stress, benfotiamine, cell culture
RESEARCH AREA: Biology

RESEARCH FIELD: Neurobiology

UDC NUMBER: 577.25:[611.813+616-002]:615.27(043.3)



SKRACENICE

*O; - super-oksid anjon

AB - Alchajmerova bolest

ALS - amiotrofi¢na lateralna skleroza

AP-1 — protein aktivator

ARG1 - arginaza 1

ATF2 - aktivacioni transkripcioni factor 2

ATP - adenozin trifosfat

AP - amiloid-$

CAT — katalaza

CNS - centralni nervni sistem

CO - ugljen-monoksid

COX — ciklooksigenaza

Cu,ZnSOD - bakar cink superoksid dizmutaza

CX3CL1 - CX3C hemokin ligand 1

DAMP (engl. danger-associated molecular patterns) - molekulski motivi ostecenja tkiva
EAE - eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis

eNOS - endotelska azot-monoksid sintaza

ERK (engl. extracellular signal-regulated kinase) - kinaza ¢ija je aktivnost regulisana
vancelijskim signalima

GAPDH - gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza

gp130 - glikoprotein 130

GPx - glutation peroksidaza

GR - glutation reduktaza

GSH - redukovani glutation

GSSG — glutation disulfid

HIV - humani virus imunodeficijencije

HO-1 - hem oksigenaza-1

IDE (engl. insulin-degrading enzyme) - enzim koji degradira insulin
IFN-y - interferon gama

IKK - kinazni kompleks inhibitorne subjedinice kB



IL-1 - interleukin-1

IL-10 - interleukin-10

IL-10R - receptor za interleukin-10

IL-4 - interleukin-4

IL-6 - interleukin-6

IL-6R — receptor za interleukin-6

INOS - inducibilna azot-monoksid sintaza

IkB - inhibitorna subjedinica kB

JAK — janus kinaze

JNK (engl. c-Jun N-terminal Kinase) - c-Jun N-terminalna kinaza

KMB - krvno-mozdana barijera

LPS — lipopolisaharid

MAPK (engl. mitogen-activated protein kinases) - mitogenom aktivirane protein kinaze
MAPKK - mitogenom aktivirane protein kinaze kinaza

MAPKKK - mitogenom aktivirane protein kinaze kinaza kinaza

MCP-1 (engl. monocyte chemoattractant protein-1) - protein hemoatraktant monocita 1
MDA — malondialdehid

MMP - matriksna metaloproteinaza

MnSOD - mangan superoksid dizmutaza

MS - multipla skleroza

NADPH - nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

NF-kB (engl. nuclear factor-«kB) - jedarni faktor-xB

NNOS - neuronalna azot-monoksid sintaza

NO — azot-monoksid

NOS - azot-monoksid sintaza

NOX - nikotinamid adenin dinukleotid fosfat oksidaze

NRF2 - nuklearni respiratorni faktor 2

ONOQO ' - peroksinitrit ONOO

p38 MAPK (engl. p38 mitogen-activated protein kinase) - protein kinaza aktivirana p38
mitogenom

PAMP (engl. pathogen-associated molecular patterns) - molekulski motivi patogena

PB - Parkinsonova bolest



PFA - paraformaldehid

PGE; - prostaglandin E;

PI3K - fosfatidilinozitol 3-kinaza

PIP; - fosfatidilinozitol (3,4,5)-trifosfat

PKB/AKt - protein kinaza B

PRR (engl. pattern recognition receptors) - receptori molekulskih motiva
RNS (engl. reactive nitrogen species) — reaktivne azotne vrste

ROS (engl. reactive oxygen species) - reaktivne kiseconi¢ne vrste

sIL-6R — solubilna forma receptora za interleukin-6

SOD - superoksid dismutaza

STAT (engl. signal transducer and activator of transcription proteins) - proteini
prenosnici signala i aktivatori transkripcionih proteina

TGF-B (engl. transforming growth factor-p) - faktor transformacije rasta beta
TLR (engl. Toll-like receptors) - receptori sli¢ni Toll-u

TNFR — receptor faktora nekroze tumora-o

TNF-a - faktor nekroze tumora-a

TPM - traumatska povreda mozga
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1. Neuroinflamacija

Inflamacija je zastitni mehanizam viSecelijskih organizama koji im omogucava da
se bore protiv razli¢itih Stetnih uticaja, ukljucujuéi patogene i povrede. Inflamacija je
ujedno i odgovor na pretnje u samom organizmu, kao $to su nagomilavanje nepravilno
modifikovanih proteina, prisustvo ostecenih celija ili greske u funkcionisanju imunskog
sistema. Imunski sistem igra glavnu ulogu u inflamatornom odgovoru, koriste¢i niz
razli¢itih tipova Celija, signalnih molekula i mehanizama delovanja. Iako inflamatorni
odgovor ima za cilj eliminaciju Stetnih stimulusa i oporavak organizma, u odredenim
uslovima to nije moguce i dolazi do hroni¢ne borbe koja odrzava inflamatorno stanje

tokom dugog vremenskog perioda (Wyss-Corey i Mucke, 2002).

Neuroinflamacija, inflamacija centralnog nervnog sistema (CNS), obelezje je
brojnih patoloskih stanja kao Sto su infekcije, mozdani udar i neurodegenerativna
oboljenja. Cak i kada ne predstavlja prvi dogadaj u razvoju bolesti, inflamacija igra
klju¢nu ulogu u neurodegeneraciji, s obzirom da zacarani krug inflamacije dovodi do
produkcije neurotoksi¢nih faktora koji pogorSavaju patolosko stanje (Glass 1 sar., 2010).
CNS je dugo smatran imunoloski privilegovanim tkivom u organizmu, u kome do
inflamacije dolazi samo u slu¢aju direktne infekcije patogenima ili nakon narusavanja
integriteta krvno-mozdane barijere (KMB). Medutim, danas je poznato da rezidentne
¢elije CNS-a mogu pokrenuti inflamaciju. NajvaZzniji akteri u inflamatornom odgovoru
CNS-a su mikroglijske ¢elije, specijalizovane imunokompetentne celije. Ove celije
odgovaraju na svaki poremecaj homeostaze CNS-a aktivacijom, procesom tokom kojeg
se ove Celije morfoloski i funkcionalno menjaju u cilju eliminisanja nastale pretnje
(Hanisch 1 Kettenmann, 2007). Druge ¢elije CNS-a, astrociti, neuroni i endotelne ¢elije,
mogu da moduliSu imunski odgovor, ali ga uglavnom ne pokrecu. Aktivacija mikroglije
je centralni dogadaj u neuroinflamaciji. U ovom procesu najces¢e dolazi i do promena u
propustljivosti KMB, §to omogucuje ulazak perifernih imunskih ¢elija u CNS, koje
zajedno sa mikroglijom produkuju proinflamatorne citokine, hemokine, reaktivne
kiseoni¢ne (engl. reactive oxygen species, ROS) i azotne vrste (engl. reactive nitrogen
species, RNS). Svi navedeni molekuli dovode do oSteCenja i smrti neurona, kako tokom
akutne, a jo$ i1 viSe tokom hroni¢ne aktivacije mikroglije (Gonzalez i sar., 2014). Tako
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je zabelezena korelacija izmedu stepena aktivacije mikroglije i progresije
neurodegenerativnih oboljenja (Ouchi i sar., 2005; Pavese i sar., 2006). Zbog klju¢ne
uloge u razli¢itim patologijama CNS-a mikroglija je poslednjih godina predmet brojnih
istrazivanja. U zizi su osnovni mehanizmi aktivacije mikroglije, s obzirom na to da je u
pitanju veoma slozen proces sa velikim brojem ucesnika. Takode se ispituje sposobnost
brojnih prirodno postoje¢ih i novosintetisanih jedinjenja u smislu sposobnosti
modulacije mikroglijske reakcije, jer bi odgovarajuci terapeutik bio koristan za razli¢ite
patologije CNS-a (Block i sar., 2007).

2. Mikroglija — poreklo i uloga u fiziolo§kim uslovima

Pio del Rio-Hortega je prvi put opisao mikrogliju kao poseban tip ¢elija u CNS-u
1932. godine. Mikroglijske ¢elije ¢ine priblizno 5-12% populacije svih ¢éelija u mozgu.
lako su prisutne u svim regionima CNS-a, njihova zastupljenost pokazuje regionalne

specifi¢nosti (Lawson i sar., 1990; Mittelbronn i sar., 2001).

Za razliku od neurona, astrocita i oligodendrocita koji su neuroektodermalnog
porekla, mikroglija je mezodermalnog/mezenhimskog porekla. S obzirom na to da se
mikroglijske ¢elije ¢esto posmatraju kao specijalizovani makrofagi u CNS-u, dugo je
bilo prihva¢eno misljenje da su poreklom od monocita koji iz krvi ulaze u CNS tokom
gestacionog perioda i postnatalno. Medutim, danas se zna da je progenitor ovih Celija
eritromijeloidni prekursor koji je prisutan samo tokom embrionalnog razvi¢a (Gomez
Perdiguero 1 sar., 2013). Ove cCelije poreklom iz Zumancetne kesice rano naseljavaju
mozak misa i brzo proliferisu tokom embrionalnog razvic¢a. StimuliSuéi faktor kolonije
1 (engl. colony stimulating factor 1), interleukin-34 i faktor transformacije rasta-beta
(engl. transforming growth factor-p, TGF-B) vazni su regulatori diferencijacije
mikroglije tokom embrionalnog razvi¢a (Katsumoto i sar., 2014). U normalnim
uslovima formirana populacija mikroglije je stabilna i samostalno se obnavlja. Za
razliku od rezidentnih makrofaga u drugim tkivima, mikroglija se u mozgu odraslih
jedinki obnavlja nezavisno od monocita iz krvi (Ajami i sar., 2007; Neumann i
Wekerele, 2013). Umiru¢e mikroglijske celije u CNS-u zamenjuju druge celije
mikroglije koje poticu iz lokalne populacije. Medutim, uspostavljena ravnoteza biva
narusena u patoloskim stanjima. Tokom aktivacije mikroglije dolazi do intenzivne
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proliferacije rezidentnih ¢elija, Sto je proces oznacen kao mikroglioza. Ulazak monocita
iz krvi u CNS se odvija u odredenim inflamatornim patologijama, kao Sto je
eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis (EAE), animalni model multiple skleroze
(Neumann i Wekerele, 2013). Ipak, monociti ne doprinose populaciji mikroglijskih
¢elija 1 od njih se razlikuju po transkripcionim faktorima i faktorima diferencijacije
tokom embrionalnog razvi¢a, kao i po morfologiji i molekulima koje eksprimiraju

(Katsumoto i sar., 2014; Greter i sar., 2015).

Kada migriraju u CNS tokom embrionalnog razvi¢a, mikroglijske celije se iz
ameboidnog oblika transformis$u u ¢elije sa malim telom i brojnim tankim nastavcima
koji se pruzaju u razli¢itim pravcima. Ovakva ramifikovana morfologija je dugo bila
oznacena kao ,,mirujuc¢a‘“ forma mikroglije. Medutim, utvrdeno je da mikroglija nikada
ne miruje i da stalno nadzire svoju okolinu pomoc¢u dugackih nastavaka koji su u
konstantnom pokretu (Nimmerjahn i sar., 2005; Davalos i sar., 2005). Svaka ¢elija ima
svoj domen delovanja i pomoc¢u nastavaka ostvaruje kontakt sa okolnim neuronima,
astrocitima 1 krvnim sudovima. Nasuprot tome, kontakt izmedu nastavaka susednih
mikroglijskih ¢elija dovodi do njihovog brzog povlacenja. Izrazena pokretljivost
svedoci o funkciji mikroglije kao svojevrsnog ,.kuéepazitelja“ u CNS-u, omoguéavajuéi

kontrolu mikrosredine i uklanjanje metabolickih proizvoda (Nimmerjahn i sar., 2005).

PredloZeno je nekoliko mehanizama za koje se smatra da su u osnovi odrzavanja
mikroglije u stanju nadzora. Pretpostavlja se da kontakt izmedu neurona i1 mikroglije
sprecava njenu aktivaciju. Takode, neuroni oslobadaju brojne faktore pomocu kojih
signaliziraju mikrogliji da je sve u redu i da aktivacija nije potrebna. U tom smislu
kljucna je signalizacija posredstvom fraktalkina - CX3C hemokin liganda 1 (CX3CL1) i
CX3CR1 receptora na mikrogliji (Saijo i Glass, 2011). Odsustvo ovog receptora ili
njegova smanjena ekspresija dovodi do smanjene neurogeneze i poremecaja u ucenju i
ponasanju (Katsumoto i sar., 2014), kao i1 do izraZenog gubitka neurona kod animalnih
modela povrede mozga, Parkinsonove bolesti i amiotrofi¢ne lateralne skleroze (ALS)
(Cardona i sar., 2006). Signalizacija posredstvom CD47, CD200 i CD22 koji se nalaze
na membrani neurona i odgovarajucih receptora CD172, CD200R i CD45 na mikrogliji
inhibira aktivaciju mikroglije (Saijo i Glass, 2011). Pretpostavlja se da TGF-B,

antiinflamatorni citokin prisutan u visokim koncentracijama u zdravom CNS-u, takode
3



predstavlja inhibitorni signal za aktivaciju mikroglije (Kim i sar., 2004). Osim toga,
mikroglija ispoljava brojne receptore za neurotransmitere, neuropeptide i
neuromodulatore S§to joj omogucava da prati 1 odgovara na aktivnost neurona

(Kettenmann i sar., 2013).

Osim nadzorne uloge, mikroglija ima i druge funkcije u zdravom tkivu CNS-a,
vazna je za normalan razvoj mozga i odrzavanje homeostaze. Ove Celije ucestvuju u
regulaciji ¢elijske smrti tako S$to fagocituju apoptoticne neurone, reguliSu neurogenezu i
eliminiSu sinapse (Katsumoto i sar., 2014). Eksperimenti in vitro pokazali su da
mikroglija oslobada brojne neurotrofi¢ne faktore, kao $to je faktor rasta slican insulinu
(engl. insulin-like growth factor 1), neurotrofni faktor poreklom iz mozga (engl.brain-
derived neurotrophic factor), TGF-B i nervni faktor rasta (engl. nerve growth factor)
(Saijo i Glass, 2011). S obzirom na to da oslobada faktore koji podsti¢u neurogenezu,
pretpostavlja se da mikroglija ima vaznu ulogu u migraciji i diferencijaciji neuronalnih
progenitorskih ¢elija (Katsumoto i sar., 2014). Takode, mikroglija ucestvuje u
eliminaciji nepotrebnih sinapsi tokom razvi¢a. Osim u razvoju, ona ovu funkciju obavlja
i kod odraslih organizama, fagocitujuc¢i nefunkcionalne sinapse (Kettenmann i sar.,
2013, Wake i sar., 2013).

3. Aktivacija mikroglije

Zahvaljuju¢i dugackim nastavcima koji su u stalnom pokretu i brojnim
receptorima na ¢elijskoj membrani, mikroglija moZe da registruje 1 najmanje promene u
homeostazi CNS-a, odgovaraju¢i na S$irok opseg strukturno razli¢itih molekula.
Aktivaciju mikroglije moze da izazove prisustvo faktora koji se normalno ne nalaze u
parenhimu CNS-a, kao §to su patogeni, unutarcelijske komponente, kao i molekuli Koji
se javljaju u patoloskom obliku (agregati proteina). Stoga se mikroglija aktivira tokom
infekcije, ishemije, povrede i u neurodegenerativnim bolestima, (Hanisch i Kettenmann,
2007; Kreutzberg, 1996), a skorasnja istrazivanja svedoce i o patoloskoj aktivaciji

mikroglije ¢ak i u poremecajima raspolozenja i paznje (Frick i sar., 2013).

Mikroglija detektuje prisustvo patogena posredstvom membranskih receptora koji

prepoznaju specificne molekulske motive. Molekulski motivi patogena (engl. pathogen-
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associated molecular patterns, PAMP) su mali molekuli ili delovi molekula, najcesce
ugljeni hidrati, nukleinske kiseline i peptidi karakteristi¢ni za viruse i bakterije, ali ne i
za c¢elije domacina. Receptori namenjeni prepoznavanju PAMP Kkonstitutivno su
eksprimirani na membrani mikroglijskih ¢elija, a njihova ekspresija se uvecava nakon
aktivacije (Aloisi, 2001). Osim receptora za PAMP, na membrani mikroglijskih Celija
postoji bogata kolekcija receptora koji su namenjeni prepoznavanju molekulskih motiva
koji se javljaju nakon oSteCenja tkiva (molekulski motivi oStecenja tkiva - engl. danger-
associated molecular patterns, DAMP). Receptori namenjeni prepoznavanju svih
patoloskih molekulskih motiva zbirno se nazivaju receptori molekulskih motiva (engl.
pattern recognition receptors, PRR) ili receptori primitivnih molekulskih motiva (eng.
primitive pattern recognition receptors), jer su odgovorni za urodenu imunost, koja
prethodi razvijanju adaptivne imunosti. Receptori PRR porodice se u zavisnosti od
lokalizacije dele na membranske i endocitske PRR. U membranske PRR ubrajaju se
receptori sli¢ni Tollu (engl. Toll-like receptors, TLR) i C-tip lektinski receptori, dok su
endocitski PRR receptori sliéni NOD-u (engl. nucleotide-binding oligomerization
domain), receptori koje karakteriSe domen sa RNK helikaznom aktivno$éu i dva
domena koja regrutuju kaspaze, oznaceni kao receptori sli¢ni RIG-u 1, kao i pojedini
¢lanovi TLR porodice. TLR porodica receptora ima vaznu ulogu u odgovoru na
patogene i1 njeni ¢lanovi su Siroko eksprimirani u mikrogliji. Za aktivaciju mikroglije
posebno je znacajan TLR4 receptor za koji se vezuju lipopolisaharid bakterijskog zida
gram negativnih bakterija (LPS), amiloid beta (AB) i drugi molekuli koji potom pokrecu
unutarcelijske signalne kaskade koje dovode do aktivacije mikroglije (Kettenmann i
sar., 2011; Hanisch i Kettenmann, 2007). Osim prisustva odredenih molekula, signal za
aktivaciju mikroglije je i odsustvo liganada koje konstitutivno eksprimiraju neuroni
(Hanisch, 2013).

Aktivaciju mikroglije prate izrazite morfoloske promene (Slika 1). Nakon
aktivacije, ove ¢elije povlace svoje brojne nastavke i prelaze u ameboidnu formu. U
fizioloskim uslovima telo mikroglije ne menja mesto, jer mikroglija ispoljava takozvanu
domensku organizaciju u kojoj je svaka celija nadgleda jednu fiksiranu zapreminu
nervnog tkiva, pri ¢emu se domeni susednih mikroglijskih c¢elija ne preklapaju.

Medutim, kada se u domenu mikroglijske celije pojavi jedan ili vise patoloskih
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molekulskih motiva, c¢elija posredstvom PRR receptora vezuje signal, postaje
pokretljiva i krece se hemotaksicki ka mestu ostecenja ili izvora infekcije (Nimmerjahn
1 sar., 2005). Na tom mestu dolazi do proliferacije, ¢ime je omogucena efikasnija
odbrana 1 brza restauracija tkiva. Ovaj fenomen brzog uvecanja broja mikroglijskih
¢elija naziva se mikroglioza. Mikroglioza je pracena ekspresijom i preraspodelom
membranskih molekula zaduZzenih za interakciju sa drugim celijama i komponentama
vancelijskog matriksa. Menja se aktivnost unutarcelijskih enzima i dolazi do aktivacije
nekoliko transkripcionih faktora koji zatim utiCu na sintezu 1 oslobadanje
proinflamatornih i imunoregulatornih molekula. U zavisnosti od prirode i obima
ostecenja u CNS-u, mikroglija moze i da fagocituje patogene i oStecene Celije.
Oslobadanjem hemokina mikroglija privla¢i druge imunske ¢elije u CNS, aktivirajuci
adaptivni imunski odgovor, usled svoje sposbnosti da prezentuje antigene T ¢elijama

koje se zatim bore protiv prisutnih patogena (Kettenmann i sar., 2011).

Slika 1. Morfoloske promene tokom aktivacije mikroglije. Mikroglija povla¢i nastavke i
transformiSe se u ameboidnu, pokretljivu i fagocitirajucu éeliju. Preuzeto iz Kreutzberg i
sar., 1996.

Poznato je da aktivirani makrofagi pokazuju dva fenotipa sa razli¢itim ulogama u
inflamatornom odgovoru. U klasi¢an odgovor makrofaga ukljuceni su citokini povezani
sa odgovorom Tyl celija, kao Sto su interferon gama (IFN-y) i faktor nekroze tumora
alfa (TNF-a), kao i drugi proinflamatorni citokini. Fenotip makrofaga povezan sa ovom
aktivacijom oznacen je kao M1 1 dovodi do jaceg inflamatornog odgovora. Alternativni
put karakteriSe produkcija citokina povezanih sa odgovorom Ty2 celija, kao Sto su
TGF-p i interleukin-10 (IL-10), a nastali antiinflamatorni fenotip je poznat kao M2.
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Ishod inflamatornog odgovora zavisi od prisustva M1 ili M2 fenotipa (Franco i

Fernandez-Suarez, 2015).

Postoji izvesna analogija izmedu aktivacije makrofaga i mikroglije. U odgovoru
na infekciju, povredu, ili prisustvo LPS-a, mikrogliija se aktivira i sti¢e karakteristike
M1 fenotipa, kao Sto su ameboidni oblik, pokretljivost, produkcija proinflamatornih
citokina, sposobnost fagocitoze i ekspresija molekularnin markera CD86 i inducibilne
azot-monoksid sintaze (INOS). Sa druge strane, u odgovoru na antiinflamatorne
citokine, interleukin-4 (IL-4) i 1L-10, mikroglija zadobija karakteristike M2 fenotipa,
koji odlikuje malo celijsko telo, tanki dugacki nastavci, prisustvo molekularnih markera
CD206 i arginaze-1. Aktivacija M1 mikroglije povoljna je jer omogucuje eliminaciju
patogena i ¢elijskog otpada. Posle jakog proinflamatornog odgovora koji karakterise M1
aktivaciju, mikroglija moze pre¢i u M2 fenotip koji vodi suzbijanju inflamacije i
povoljnom ishodu. Sa druge strane, M1 mikroglija moze u¢i u nekontrolisanu aktivaciju
Sto dovodi do hroni¢nog oslobadanja neurotoksi¢nih faktora. Dugotrajna produkcija
inflamatornih medijatora, kao $to su TNF-q, interleukin-6 (IL-6), interleukin-1 (IL-1),
azot-monoksid (NO), razli¢iti hemokini i proteoliti¢ki enzimi, dovodi do oStecenja i
smrti neurona ¢ime se formira zacarani krug inflamacije 1 neurodegeneracije. Takode,
tokom aktivacije M1 fenotipa dolazi do povecane aktivnosti familije enzima
nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADPH) oksidaza (NOX) koji produkuju
superoksid-anjon radikal (¢O2’), koji potom dovodi do stvaranja H,O, i drugih
reaktivnih vrsta, koje, takode, oStecuju zdrave neurone (Gonzalez i sar., 2014). lako
kategorizacija fenotipa na M1 1 M2 objasnjava mikroglijsku aktivaciju, danas je poznato
da su odgovori mikroglije daleko heterogeniji i kompleksniji. Jedna ¢elija moze u istom
trenutku da proizvodi i proinflamatorne i antiinflamatorne medijatore, kao i da prima
signale za polarizaciju i u jednom i u drugom smeru. Stoga, M1 i M2 predstavljaju
ekstremne fenotipe sirokog spektra aktivacije mikroglije (Slika 2; Cherry i sar., 2014;
Gertig i Hanisch, 2014; Eggen i sar., 2013).

Prelazak mikroglije iz aktiviranog proinflamatornog stanja u fenotip kojim se
odlikuje mikroglija u fizioloskim uslovima zavisi od brojnih faktora, kao sto su TGF-f i
IL-10. Pretpostavlja se da u ovom procesu pored citokina ucestvuju i drugi parakrini,

autokrini i endokrini signalni molekuli (Block i sar., 2007). Signalizacija preko
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razli¢itih nuklearnih receptora, kao §to su Nurrl i estrogenski receptor , moze dovesti

do smanjenja aktivacije mikroglije (Saijo i sar.,

2013). Premda po morfologiji mogu

li¢iti na mirujuce Celije, mikroglija posle aktivacije zadrzava dugotrajne funkcijske

promene $to omogucava efikasniji odgovor na slede¢e promene u homeostazi CNS-a,

ali 1 povecava verovatnocu nastanka neurodegenerativnih oboljenja (Kettenmann 1i sar.,

2011).
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Slika 2. Aktivacija mikroglije. Razli¢iti inflamatorni signalni molekuli se vezuju za receptore na
mikrogliji (TLR, PRR) i dovode do aktivacije mikroglije. U zavisnosti od prirode i jacine stimulusa,
mikroglija se transformiSe u fenotip nalik na M1 ili M2. ,M2-nalik* fenotip se odlikuje povec¢anom
fagocitozom i produkcijom neurotrofnih faktora, proteaza, IL-4, arginaze 1 (ARG1) i enzima koji
razgraduje insulin (engl. insulin-degrading enzyme, IDE). Sa druge strane, ,,M1-nalik* fenotip smanjuje
produkciju neurotrofnih faktora, a povecava oslobadanje proinflamatornih stimulusa. Preuzeto iz Heneka

i sar., 2014.



4. Uloga mikroglije u neurodegeneraciji

Neurodegeneracija, odnosno progresivni gubitak strukture i funkcije neurona, u
osnovi je brojnih patologija CNS-a, kao Sto su multipla skleroza (MS), Alchajmerova
bolest (AB), Parkinsonova bolest (PB), amiotrofi¢na lateralna skleroza (ALS), ishemija,
mozdani udar i razne druge. Kao S$to je ve¢ navedeno, preterana aktivacija mikroglije je
obelezje svih ovih oboljenja i smatra se da znacajno doprionosi propadanju neurona i to
posredstvom dva mehanizma (Slika 3). U prvom slucaju, mikroglija moze da zapo¢ne
oStecenje neurona usled prisustva odredenih proinflamatornih stimulusa koji dovode do
njene aktivacije i proizvodnje neurotoksi¢nih proinflamatornih molekula. U drugom
slu¢aju, mikroglija registruje ve¢ postojece ostecenje neurona koje pak dovodi do njene
preterane aktivacije i oSte¢enja susednih neurona, Sto formira zacarani krug inflamacije i
dovodi do masovne neurodegeneracije. Proinflamatorni medijatori koje mikroglija
produkuje su zajednicki za oba mehanizma i ukljucuju proinflamatorne citokine, NO,
ROS, eikozanoide, glutamat, histamin, hemokine 1 druge ¢&ija ¢e wuloga u
neurodegeneraciji biti detaljnije objasnjena u narednim poglavljima (Block i sar., 2007.;
Heneka i sar., 2014.). Signalni molekuli koji dovode do aktivacije mikroglije se
razlikuju u razli¢itim patoloSkim stanjima CNS-a. Tako se AB karakteriSe
nagomilavanjem A, proteina koji je glavna komponenta amiloidnih plaka. AP se
vezuje za TLR4 receptor na mikrogliji i dovodi do njene aktivacije. U PB, osteeni
dopaminski neuroni oslobadaju molekule kao $to su matriksna metaloproteinaza 3
(MMP3), a-sinuklein i neuromelanin, koji dovode do aktivacije mikroglije. S druge
strane, U MS-u dolazi do naruSavanja KMB 1 infiltracije T limfocita koji aktiviraju 1

bivaju aktivirani mikroglijom (Strachan-Whaley i sar., 2014).
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Slika 3. Mikroglija u neurodegeneraciji. Reaktivna mikroglioza dovodi do ostecenja i smrti neurona
putem dva mehanizma. Preuzeto iz Block i sar., 2007.

4.1. Citokini

Citokini predstavljaju funkcijski povezanu grupu malih polipeptida koji autokrino
ili parakrino moduliSu razlic¢ite celijske aktivnosti, ukljucujuéi rast, diferencijaciju i
prezivljavanje. U fizioloSkim uslovima citokini imaju vaznu ulogu u sinaptickoj
plasti¢nosti, neurogenezi i paméenju (Morris i sar., 2013). U odgovoru na povredu ili
infekciju, dolazi do povecane genske ekspresije citokina, §to dovodi do njihovog
povecanog oslobadanja u veoma kratkom vremenskom periodu. Uloga citokina je da u
akutnim patoloskim stanjima spre¢e dalju degeneraciju tkiva, iniciranjem, propagacijom
i regulacijom inflamatornog odgovora, medutim ovi peptidi mogu da postanu izuzetno
Stetni ako inflamacija prede u hroni¢no stanje (Benveniste, 1992). Citokini se grubo
mogu podeliti na proinflamatorne i antiinflamatorne, mada jedan citokin moze obavljati
i jednu i drugu ulogu u zavisnosti od stanja u kome se tkivo nalazi. Citokini mogu
ostvariti razliit efekat na razliCitim celijama 1 uticati na sintezu 1 funkciju drugih
citokina S§to omogucava veoma kompleksnu regulaciju imunskih 1 inflamatornih
odgovora. Povecana koncentracija proinflamatornih citokina primecena je i u likvoru
PB pacijenata (Blum-Degen i sar., 1995; Mogi i sar., 1994), kao i u serumu, likvoru i
koZi ALS pacijenata (Ono 1 sar., 2001; Sekizawa 1 sar., 1998). Prihvaceno je stanoviste
da proinflamatorni citokini doprinose razvoju MS-a, iako su zabelezeni razli€iti nivoi

pojedinih citokina u likvoru pacijenata (Kothur i sar., 2015). S obzirom na njihov znacaj
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U neurodegenerativnim oboljenjima, posebna paznja u istrazivanjima se posvecuje
proinflamatornim citokinima TNF-a, IL-1B, IL-6, IFN-y, kao i antiinflamatornom IL-
10. Mikroglijske celije u CNS-u u najve¢oj meri oslobadaju citokine, mada ih
produkuju i astrociti, oligodendrociti, neuroni, endotelne i druge Celije (Smith i sar.,
2012).

41.1. Faktor nekroze tumora-a

TNF-a je prvobitno identifikovan kao faktor u serumu miseva koji dovodi do
nekroze tumora, po ¢emu je i dobio ime (Carswell i sar., 1975). Danas je TNF-a poznat
kao proinflamatorni citokin sa vaznom ulogom u urodenom imunskom odgovoru. U
homeostatskim uslovima TNF- o reguliSe sinapti¢ku plasti¢nost (Beattie i sar., 2002),
ucenje 1 memoriju (Baune i sar., 2008), spavanje (Krueger, 2008), uzimanje hrane i
vode (Plata-Salaman, 2001) i druge procese. U patoloskim uslovima TNF-a koga
produkuju mikroglija i astrociti ucestvuje u neuroinflamatornom odgovoru. Povecana
koncentracija TNF-a je zabelezena u razli¢itim patologijama CNS-a, ukljucujuc¢i MS,
AB, PB, encefalopatije izazvane humanim virusom imunodeficijencije (HIV),

meningitis, mozdani udar i traumatsku povredu mozga (TPM) (Probert, 2015).

TNF-a se sintetiSe kao transmembranski protein, a svoje dejstvo ostvaruje u
membranskoj 1 solubilnoj formi, vezuju¢i se za jedan od dva receptora — receptor 1
(TNFR1) i receptor 2 za TNF-a (TNFR2). TNFR1 u citoplazmatskom segmentu sadrzi
domen za koji se vezuju adapterski proteini koji aktiviraju kaspaze 8 i 10, a ovi enzimi
potom pokrecu apoptozu. Pored toga, signalizacija putem TNFR1 aktivira i jedarni
faktor-kB (engl. nuclear factor-kB, NF- kB), kinazu cija je aktivnost regulisana
vancelijskim signalima (engl. extracellular signal-regulated kinase, ERK), c-Jun N-
terminalnu kinazu (engl. c-Jun N-terminal Kinase, JNK), protein kinazu aktiviranu p38
mitogenom (engl. p38 mitogen-activated protein kinase, p38 MAPK), kiselu i neutralnu
sfingomijelinazu. Ovi signalni putevi reguliSu ekspresiju brojnih gena, od kojih neki
ostvaruju i antiapoptotski efekat, pa se pretpostavlja da TNF-o. moze imati i
proapoptotsku 1 antiapoptotsku ulogu, u zavisnosti od ¢elijskog konteksta (Olmos i
Llado, 2014). Vazno je da se napomene da aktivacija navedenih signalnih puteva dovodi

do ekspresije brojnih citokina, hemokina i drugih proinflamatornih molekula koji
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pojacavaju inflamaciju. Aktivacija TNFR2 je potpuna samo kada se za nju veze
membranska forma TNF-a, Sto navodi na zakljucak da TNFR2 ima ulogu u
meducelijskoj signalizaciji. Signalni putevi koji se aktiviraju posredstvom TNFR2 nisu
do kraja prouceni, ali je poznato da dolazi do aktivacije NF- kB i protein kinaze B
(PKB/Akt) (Fischer i sar., 2015).

Tokom inflamacije u mikrogliji dolazi do aktivacije viSe razliCitih signalnih
puteva, kao Sto su NF-kB, ERK, JNK i p38. Stoga je tesko definisati koji od njih je
zaduzen za sintezu TNF-0, a postoje indikacije da su ukljuceni svi navedeni signalni
putevi (Bozic i sar., 2015a; Shi i sar., 2015). U inflamaciji, aktivirana mikroglija
oslobada TNF-a u visokim koncentracijama §to izaziva vise razliCitih Stetnih efekata.
Oslobodeni TNF-a vezuje Se za receptore na mikrogliji i aktivacijom proinflamatornih
signalnih puteva dovodi do svoje dalje sinteze. Takode, TNF-a stimuliSe astrocite i
mikrogliju da produkuju glutamat ¢ime se povecava njegova koncentracija u
vancelijskom prostoru S§to dovodi do oSteCenja neurona putem povecanja
unutaréelijskog Ca?* i proizvodnje ROS. Osteéeni neuroni $alju signale za aktivaciju
mikroglije, §to dovodi do daljeg oslobadanja TNF-a ¢ime se formira pozitivna petlja
koja podsti¢e inflamaciju i smrt neurona. TNF-o. omoguéava komunikaciju mikroglije
sa astrocitima 1 neuronima, povezujuci tako inflamaciju i ekscitotoksi¢nost. Smatra se
da je ovaj mehanizam dejstva TNF-a prisutan kod vecine patologija CNS-a u kojima je
zabelezen poveéan nivo TNF-o (Olmos i Llado, 2014). Nivo TNF-a se povecava sa
razvojem bolesti kod MS pacijenata (Merrill i Benvensite, 1996), a porast TNF-a je
zabeleZen i u EAE-u (Issazadeh i sar., 1996). Takode, u kulturi oligodendrocitnih ¢elija
pokazano je direktno citotoksi¢no dejstvo ovog citokina (Selmaj i Raine, 1988).
Medutim inhibitori TNF-a pogorSavaju razvoj MS-a, Sto pokazuje da TNF-a osim
proinflamatornog efekata ima i vazne druge uloge u CNS-u i da potpuna inhibicija
njegove signalizacije nije preporuc¢ena (van Oosten i sar., 1996). Povecani nivoi TNF-a
zabelezeni su u likvoru i u tkivu striatuma PB pacijenata (Mogi i sar., 1994), kao i u

serumu AB pacijenata (Fillit i sar., 1991; Alvarez i sar., 2007).
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4.1.2. Interleukin-6

IL-6 je otkriven kao faktor koji stimuliSe sazrevanje B celija u celije koje
proizvode antitela (Hirano i sar., 1985). U proteklih trideset godina otkrivene su brojne
funkcije ovog citokina u organizmu. lako se prevashodno posmatra kao proinflamatorni
citokin, IL-6 u CNS-u ima i druge fizioloske uloge. IL-6 uti¢e na prezivljavanje,
diferencijaciju, proliferaciju 1 regeneraciju neurona, kao 1 na oslobadanje
neurotransmitera, aktivnost neurona i sudbinu neuronalnih progenitorskih i stem celija.
U CNS-u IL-6 proizvode mikroglijske i endotelske ¢elije, astrociti i neuroni, dok su u
uslovima neuroinflamacije najveci proizvodaci mikroglija 1 astrociti. Shodno tome,
povecana koncentracija IL-6 pronadena je u razli¢itim bolestima CNS-a koje se odlikuju
inflamatornom komponentom. Povecana koncentracija IL-6 zabeleZena je u likvoru
TPM pacijenata (Kossmann i sar., 1995), pacijenata obolelih od sistemskog eritemskog
lupusa (Hirohata i Miyamoto, 1990), HIV-a i razli¢itih drugih infekcija (Laurenzi i sar.,
1990). Nekoliko studija pokazuje povecanje IL-6 u likvoru (Maimone i sar., 1991;
Malmestrom i sar., 2006) i serumu MS pacijenata (Frei i sar., 1991; Navikas i sar.,
1996), kao i u EAE animalnom modelu (Okuda i sar., 1999), mada uloga IL-6 u razvoju
MS-a nije do kraja razjasnjena, jer su zabelezene i studije u kojima je pokazano da se
koncentracija IL-6 ne menja znacajno kod obolelih (Padberg i sar., 1999; Vladi¢ i sar.,
2002). Normalno starenje povezano je sa povecanom ekspresijom IL-6, kao i sa
poveéanim mikroglijskim oslobadanjem IL-6 u miSeva, kako u kontrolnim uslovima,
tako i nakon stimulacije LPS-om (Sierra i sar., 2007). Kod AB pacijenata IL-6 se
oslobada u vecoj meri u okolini amiloidnih plaka, a poveéan nivo IL-6 zabelezen je i u

likvoru AB i PB pacijenata (Blum-Degen i sar., 1995; Hull i sar., 1996).

IL-6 svoje dejstvo ostvaruje vezivanjem za receptor (IL-6R) koji moze biti u
membranskoj ili solubilnoj formi (sIL-6R). Budu¢i da IL-6R nije Siroko eksprimiran,
SIL-6R omogucava veci domet ovog citokina, narocito u CNS-u (Jones i sar., 2001).
Nakon vezivanja IL-6 za receptor, regrutuje se dimerizovani glikoprotein 130 (gp130),
koji moze da aktivira nekoliko signalnih puteva. Jedan od mogucih ishoda je aktivacija
JAK-STAT signalnog puta, koji rezultira transkripcijom ciljnih gena (Smith i sar.,
2012). IL-6 aktivira STAT1 i STAT3, mada je pokazano da STAT1 igra minimalnu

ulogu u IL-6 signalizaciji (Sanz i sar., 2008). STAT1 reguliSe signalizaciju posredovanu
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interferonima (Arulampalam i sar., 2011; Lin i Lin, 2010), dok STAT3 aktivira gene
ukljucene u Celijski ciklus, proliferaciju i prezivljavanje (Aggarwal i sar., 2006; Hirano i
sar., 2000). IL-6 pokre¢e mitogenom aktivirane protein kinaze (engl. mitogen-activated
protein kinases, MAPK), ukljuéene u prezivljavanje i odgovor na stres, kao i
fosfatidilinozitol 3-kinazni (PI3K)/Akt signalni put koji je nedovoljno okarakterisan u
kontekstu efekata koje 1L-6 proizvodi (Spooren i sar., 2011).

Pored proinflamatorne uloge, IL-6 moZe imati i neuroprotektivna i
antiinflamatorna svojstva (Eskes i sar., 2002). Uloga IL-6 u CNS-u je slozena i zavisi od
brojnih fakora, izmedu ostalog interakcije sa drugim citokinima, stanja u kome se tkivo
nalazi, prisustva IL-6R i sIL-6R, faze neuroinflamacije, koncentracije IL-6 i regiona
CNS-a gde se oslobada (Spooren i sar., 2011).

4.1.3. Interleukin-10

IL-10 je citokin sa brojnim antiinflamatornim ulogama u inflamaciji i
imunoregulaciji. Otkriven je 1989. godine kao faktor koji inhibira sintezu citokina
(engl. cytokine synthesis inhibitory factor, CSIF), kao §to su IL-2, IL-3, TNF, IFN-y i
stimuliSuci faktor kolonije granulocita-makrofaga (Fiorentino i sar., 1989). Pokazano je
takode, da IL-10 inhibira produkciju i drugih proinflamatornih citokina kao §to su IL-
1B, IL-6, IL-8 i IL-12, i da stimuliSe oslobadanje antiinflamatornih medijatora —
antagonista za IL-1 receptor i solubilnog receptora za TNF-a. Takode, IL-10 inhibira
prezentaciju antigena na monocitima/makrofagima, smanjujuci ekspresiju molekula
glavhog kompleksa tkivne podudarnosti Il klase (engl. major histocompatibility
complex, MHC) i kostimulatornih i adhezionih molekula (Sabat i sar., 2010). Na
periferiji IL-10 produkuju ¢elije uklju¢ene u urodeni i adaptivni imunski odgovor, dok

su u CNS-u glavni proizvodaci mikroglija, astrociti i neuroni (Kwilasz i sar., 2014).

Neki od receptora Cija aktivacija pokrece sintezu IL-10 su TLR4, CD209 i dektin-
1 (Kwilasz i sar., 2014). Nekoliko signalnih puteva pokrece transkripciju IL-10 gena,
kao Sto su MAPK (ERK i p38) i NF-«xB, koji dovode i do povecane produkcije
proinflamatornih citokina (Saraiva i O'Garra, 2010). IL-10 ostvaruje efekte vezujuci se
za heterotetramerni receptor sastavljen od dve IL-10R1 i dve IL-10R2 subjedinice, koji
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aktivira JAK1 i tirozin kinaze 2, koje fosforilisu IL-10R i omogucéuju vezivanje STAT3.
Ovaj protein zatim prelazi u jedro gde aktivira transkripciju ciljnih gena koji sprecavaju
aktivaciju NF-xB i MAPK signalnih puteva i tako onemoguéuju produkciju
proinflamatornih citokina. Neki od proteina koji se aktiviraju su A20-vezujuéi inhibitor
NF-kB aktivacije, fosfataza 1 sa dualnom specificnosc¢u koja inaktivira MAPK i NF-«B,
supresori citokinske signalizacije 1 i 3 (engl. suppressor of cytokine signaling, SOCS)
koji dovode do degradacije p65 subjedinice NF-kB, kao i MAPK fosfataze (Kwilasz i
sar., 2014). Takode je pokazano da IL-10 preko aktivacije p38 indukuje ekspresiju hem
oksigenaze-1 (HO-1), enzima uklju¢enog u metabolizam hema ¢ija aktivnost rezultuje
sintezom biliverdina, slobodnog gvozda i ugljen-monoksida (CO). Inhibicija sinteze
HO-1 suzbija antiinflamatorni efekat IL-10, a pretpostavlja se da je upravo CO vazan za

ostvarivanje tog dejstva IL-10 (Lee i Chau, 2002).

Neuroprotektivno delovanje IL-10 demonstrirano je u zivotinjskim modelima
bolesti za neuropatski bol (Sloane i sar., 2009), PB (Arimoto i sar., 2007), MS (Sloane i
sar., 2009) i AB (Kiyota i sar., 2012). Antiinflamatorno dejstvo IL-10 ¢esto se dovodi u
vezu sa smanjenom aktivacijom mikroglije, §to je osim u animalnim modelima
pokazano i u kulturi mikroglijskih ¢elija, gde IL-10 smanjuje inflamatorni odgovor

mikroglije na tretman LPS-om (Kremlev i Palmer, 2005).
4.2.  Azot-monoksid

NO je signalni molekul koji ispoljava brojne fizioloSke efekte u organizmu. S
obzirom na to da je NO mali i nepolarni molekul, on lako prolazi kroz c¢elijsku
membranu i ostvaruje brz i neposredan efekat u ciljnim ¢elijama. U CNS-u NO ima
visestruke uloge: ucestvuje U sinapti¢koj transmisiji, dugotrajnoj potencijaciji i
depresiji, regulisanoj celijskoj smrti i prezivljavanju neurona, dok u visokim

koncentracijama moze biti neurotoksican (Doherty, 2011).

Azot-monoksid sintaze (NOS) katalizuju reakciju sinteze NO i L-citrulina iz L-
arginina (Knowles i Moncada, 1994). U CNS-u su identifikovane tri izoforme NOS:
neuronalna NOS (nNOS) se nalazi u neuronima, astrocitima i endotelskim c¢elijama

krvnih sudova, inducibilna NOS (iNOS) se eksprimira u mikrogliji i astrocitima u
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odgovoru na inflamatorne stimuluse i endotelna NOS (eNOS), lokalizovana u
endotelnim Celijama i motoneuronima, vazna za vazodilataciju. Neuronalna NOS i
endotelna NOS konstitutivno se eksprimiraju i njihova aktivnost zavisi od koncentracije
Ca®*, dok je trec¢a forma inducibilna, i njena aktivnost ne zavisi od Ca®* (Yuste i sar.,
2015). Ekspresija INOS povecava se pod uticajem brojnih faktora. Primera radi, glijske
¢elije povecavaju ekspresiju iNOS-a u odgovoru na LPS i druge bakterijske i virusne
produkte, proinflamatorne citokine (IL-1B, IFN-y, TNF-a), meducelijski kontakt,
neurodegenerativne toksine (AP, oksidacioni produkti 1-metil-4-fenil-1,2,3,6 -
tetrahidropiridina), ishemijski Sok i povredu (Saha i Pahan, 2006). U ekspresiju INOS-a
ukljuceni su brojni transkripcioni faktori, od kojih najvazniju ulogu igra NF-«kB (Pautz i
sar., 2010). Nakon aktivacije NF-kB se translocira u jedro gde se vezuje za promoter

gena za iINOS i dovodi do transkripcije (Davis i sar., 2005).

Tokom neuroinflamacije, aktivacija INOS-a u glijskim c¢elijama dovodi do
prekomerne produkcije NO, koji u visokim koncentracijama dovodi do smrti neurona
(Figueroa i sar., 2006; Murphy, 2000; Pautz i sar., 2010). Azot monoksid je veoma
reaktivan molekul koji direktno osStecuje proteine i druge ¢elijske elemente. Pored toga,
NO reaguje sa *O, i formira peroksinitrit (ONOO"), jako oksidujuce sredstvo i ujedno
veoma opasan molekul u zivim sistemima. Destruktivan efekat RNS na celijske
komponente naziva se nitrozativni stres (Doherty i sar., 2011). Azot monoksid u
visokim koncentracijama moze da pokrene i apoptozu 1 nekrozu neurona. S obzirom na
to da ostecuje mitohondrije i onemogucava glikolizu nitrozilacijom gliceraldehid-3-
fosfat dehidrogenaze (GAPDH), NO dovodi do potros$nje unutarcelijskog ATP-a i time
do nekroze. Azot monoksid moze da pokrene apoptozu aktivacijom proapoptotskih
proteina, aktivacijom MAPK ili pokretanjem odgovora endoplazmati¢nog retikuluma na
stres (Brown 1 Borutaite, 2002). Takode, NO koji oslobadaju glijske ¢elije difunduje do
presinaptickih zavrSetaka i1 blokira preuzimanje glutamata $to dovodi do aktivacije N-
metil-D-aspartat (NMDA) receptora i pojacanog ulaska Ca’* u neurone. S obzirom na to
da aktivnost brojnih enzima zavisi od unutaréelijske koncentracije Ca®*, ovaj sled

dogadaja izaziva poremecaj u metabolizmu i smrt neurona (Yuste 1 sar., 2015).

Budu¢i da razliciti stimulusi mogu da pokrenu aktivaciju mikroglije i prekomernu

NO produkciju, a imajuéi u vidu da NO izaziva raznolike Stetne efekte, ne cudi Sto je
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nitrozativni stres ukljuen u patogenezu brojnih neurodegenerativnih bolesti,
ukljucujuéi MS (AlFadhli i sar., 2013), PB (Broom i sar., 2011), AB (Nunomura i sar.,
2001) i ALS (Boll i sar., 2003).

4.3.  Ciklooksigenaza 2

COX je enzim Kkoji katalizuje konverziju arahidonske kiseline u prostanoide,
familiju lipidnih metabolita koja ukljucuje prostaglandine, prostacikline i tromboksane.
Prostaglandini imaju vaznu ulogu u inflamatornoj kaskadi i regulaciji citokina. Kada se
oslobode u velikim koncentracijama doprinose razvoju mozdanog edema,
citotoksi¢nosti i oSte¢enju neurona. Jedan od glavnih prostaglandina koga proizvode
mikroglijske c¢elije je prostaglandin E; (PGE;) koji stimulise produkciju IL-6 u
astrocitima. Osim prostaglandina, tokom aktivacije COX-a dolazi i do formiranja

slobodnih radikala koji dalje pogorsavaju inflamaciju (Farooqui i sar., 2007).

COX ima dva kataliticka mesta sa oksigenaznom 1 peroksidaznom aktivnoscu.
Pored konsitutivne izoforme (COX-1), koja je eksprimirana u skoro svim c¢elijskim
tipovima, u odredenim Ccelijama se pod dejstvom faktora rasta, citokina i drugih
proinflamatornih molekula eksprimira i inducibilna forma (COX-2) koja igra vaznu
ulogu u inflamaciji (Minghetti, 2004). COX-1 je Siroko eksprimirana u mozgu i zaduzen
za homeostatsku produkciju prostaglandina. COX-2 je u fizioloSkim uslovima prisutna
u neuronima i glijskim ¢elijama u nivou korteksa, hipokampusa, hipotalamusa i
amigdala i pretpostavlja se da takode ucestvuje u odrzavanju homeostaze (Phillis i sar.,
2006). Medutim, povecana ekspresija COX-2 i prostaglandina primefena je u
mikroglijskim ¢elijama u inflamaciji. Ovo je pokazano posle intravenske aplikacije
LPS-a pacovima (Elmquist i sar., 1997), kao i posle tretmana LPS-om mikroglijskih
¢elija u kulturi (Minghetti i Levi, 1995). Ekspresija COX-2 je regulisana na
transkripcionom i post-transkripcionom nivou (Minghetti i sar., 2004). Brojni
transkripcioni faktori aktiviraju COX-2 promoter, od kojih je u mikroglijskim ¢éelijama
najvazniji NF-kB (Appleby i sar., 1994; Yamamoto i sar., 1995). Smatra se da je
ekspresija INOS i COX-2 blisko povezana, budu¢i da isti transkripcioni faktori
aktiviraju transkripciju gena za oba enzima. Pored toga, NO i peroksinitrit aktiviraju

COX-2 i povecavaju produkciju prostaglandina, deluju¢i na post-transkripcionom ili
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translacionom nivou, kako bi povecéali ekspresiju COX-2 proteina. Povecana
koncentracija NO aktivira ERK 1 p38 signalne puteve koji takode dovode do
transkripcije COX-2 (Mollace i sar., 2005). Pored toga, pokazano je da je NO
neophodan za dugotrajnu ekspresiju COX-2 gena (Perkins i Kniss, 1999). Moze da se
zakljuci da je ekspresija i aktivnost iNOS i COX-2 enzima blisko povezana i da je

izuzetno znacajna njihova uloga u pokretanju i odrzavanju inflamatornog odgovora.

4.4. Oksidativni stres

Prethodno je navedeno da aktivirana mikroglija produkuje brojne proinflamatorne
molekule koji imaju ulogu u odbrani CNS-a protiv patogena i povreda. Kao i kod drugih
imunskih celija, vazan deo proinflamatornog repertoara predstavljaju ROS i RNS,
veoma reaktivne vrste koje oksiduju ¢éelijske komponente, ukljucujuéi proteine, lipide i
nukleinske kiseline. U pitanju su mali lipofilni molekuli koji lako prolaze kroz ¢elijsku
membranu ili zid patogena, brzo ih oSte¢uju i uniStavaju. Medutim, tokom hroni¢ne
aktivacije mikroglije ovi molekuli postaju toksi¢ni i po okolno tkivo. Neuroni su
posebno osetljivi, jer imaju slabu antioksidativnu zastitu i nizak regenerativni kapacitet,
a sa druge strane visoku metabolicku aktivnost i potrosnju kiseonika (Andersen, 2004;
Barnham 1 sar., 2004). Stoga ne cudi da je oksidativni stres obelezje brojnih
neurodegenerativnih oboljenja koje karakteriSe preterana aktivacija mikroglije, a medu
njima su MS (Lassmann, 2013; Ortiz i sar., 2013), AB (Chen i Zhong, 2014), PB (Gaki
I Papavassiliou, 2014) i ALS (Pollari i sar., 2014).

U reaktivne vrste koje sadrze kiseonik ulaze O, hidroksil (*OH), peroksil
(*ROO) 1 alkoksil (sRO) radikali, kao i drugi oksidansi koji nisu slobodni radikali, ali su
veoma reaktivni i lako se u njih transformisu, kao $to je H,O, (Kallapura i sar., 2014).
Povec¢ana ROS produkcija u aktiviranoj mikrogliji po€inje sa povecanom aktivacijom
familije NOX enzima. Ovi enzimi Kkatalizuju transfer elektrona sa NADPH do
molekulskog kiseonika pri ¢emu nastaje <O, koji dovodi do produkcije drugih
reaktivnih vrsta. Kod sisara je opisano sedam izoformi NOX, dok mikroglijske celije
eksprimiraju NOX1, NOX2 i NOX4. NOX2 se eksprimira u fagocitnim ¢elijama i ima
ulogu u odbrani od patogena. Ovaj enzim se nalazi u vezikulama unutar ¢elije, medutim

aktivacioni signal dovodi do translokacije u ¢elijsku membranu (Nayernia i sar., 2014).
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U homeostatskim uslovima je zabelezen nizak nivo NOX2 u mikrogliji, ali i znac¢ajna
indukcija ekspresije u inflamatornim uslovima (Wu i sar., 2006; Fischer i sar., 2012).
Vaznu ulogu u oksidativnom stresu igra i H,O,, koji nastaje redukcijom <O, koja moze

biti spontana ili katalizovana superoksid dismutazom (SOD) (Dasuri i sar., 2012).

Nastali *O, 1 H,0, deluju kao sekundarni glasnici i stimulisu produkciju NO.
Primeceno je da tretman mikroglijskih Celija antioksidansima kao $to su N-acetilcistein
smanjuje NO produkciju (Pahan i sar., 1998). U nekoliko studija je pokazano da
inhibicija, mutacija ili inaktivacija NOX-a dovodi do smanjene aktivacije iINOS-a u
aktiviranoj mikrogliji (Min i sar., 2004; Pawate i sar., 2004; Cordle i Landreth, 2005).
Kao §to je ve¢ navedeno, NO i O, formiraju ONOO’, molekul koji pokazuje daleko
toksi¢nija svojstva (Bal-Price 1 sar., 2002; Gobbel i sar., 1997). Osim S$to je jako
oksidujuée sredstvo, ONOO™ moze da osteti proteine u Celijama i1 putem nitracije
tirozinskih ostataka proteina. Njegovo S$tetno dejstvo je pokazano na kompleksu I,
kompleksu 11/111, citohrom oksidazi (kompleks IV), ATP sintazi, akonitazi, SOD,
kreatin kinazi i drugim proteinima, §to moze da dovede do smrti ¢elija (Brown, 1999).
Posle redukcije ONOQO™ brzo disosuje na azot-dioksid (N,O) i hidroksil radikal, takode
jaka oksidaciona sredstva. S obzirom da ometaju respiraciju u mitohondrijama, NO i
ONOO" povecavaju produkciju O, i HyO,. Osim toga, RNS mogu da inhibiraju
katalazu i glutation peroksidazu, enzime koji katalizuju razlaganje vodonik peroksida do
vode. Na ovaj nacin se formira pozitivna povratna sprega i raste produkcija svih

reaktivnih vrsta (Brown i Borutaite, 2002).

Svi slobodni radikali dovode do peroksidacije lipida u ¢elijskim membranama, pri
¢emu se kao krajnji metaboliti formiraju reaktivni o, aldehidi, dialdehidi i1 keto-
aldehidi. Ovi aldehidi su relativno stabilni, mogu da difunduju sa mesta gde su nastali i
na taj nadin proSire oksidativna oStecenja. Jedan od vaznijih proizvoda lipidne
peroksidacije je malondialdehid (MDA). MDA nastaje peroksidacijom polinezasi¢enih
masnih kiselina. Povecana koncentracija MDA u serumu zabelezena je U
neurodegenerativnim oboljenjima, a primecena je i u aktivnim lezijama pacijenata

obolelih od MS-a i u cerebrospinalnoj te¢nosti PB pacijenata (Rojo i sar., 2014).
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Osim §to direktno ostecuju Celijske komponente, ROS i RNS uticu i na signalnu
trandukciju. Ove reaktivne vrste mogu da moduliSu gensku ekspresiju, tako Sto
aktiviraju kinaze ili inhibiraju fosfataze koje su vaZzne za prenos signala (Rojo i sar.,
2014). Pored toga, ROS i RNS mogu uticati i na transkripcione faktore. Tokom
aktivacije mikroglije najznacajniji je efekat koji ovi molekuli ostvaruju na NF-kB i
nuklearni respiratorni faktor 2 (NRF2). Pretpostavlja se da ROS aktiviraju IkB kinaze
kinaza ili inhibiraju tirozin fosfataze, Sto dovodi do aktivacije NF-kB. ROS aktiviraju i
NRF?2 za koji se pretpostavlja da ucestvuje u smanjenju aktivacije mikroglije 1 vracanju

¢elija u redoks homeostazu (Nayernia i sar., 2014).

Celije imaju endogene mehanizme odbrane protiv oksidativnog stresa. Enzimi
koji detoksifikuju slobodne radikale su, izmedu ostalih, SOD, enzim koji katalizuje
redukciju *O," do H,0,, katalaza (CAT) koja katalizuje prevodenje H,O, u H,0, kao i
enzimi koji ucestvuju u metabolizmu glutationa — glutation reduktaza (GR) i glutation
peroksidaza (GPx) (Uttara i sar., 2009).

S obzirom na to da neutralisu *O,’, porodica SOD enzima predstavlja prvu liniju
odbrane celija protiv oksidativnog stresa. Razli¢ite izoforme ovog enzima su
rasporedene u razli¢itim odeljcima u ¢eliji: SOD1 (Cu,ZnSOD) nalazi se u citoplazmi,
SOD2 (MnSOD) u mitohondrijama, dok je SOD3 lokalizovana u vancelijskom prostoru
(Johnson i Giulivi, 2005). Mutacije u genima za SOD dovode do povecanog
oksidativnog stresa u razli¢itim organizmima (Fridovich, 1997). SOD1 i SOD2
dovedene su u vezu sa brojnim neurodegenerativnim oboljenjima. Tako je kod
transgenih miSeva koji ne eksprimiraju SODZ2 pokazano znacajno vecée prisustvo Af
plaka (Li i sar., 2004), dok su povecana oligomerizacija AP i gubitak memorije
pokazani i kod transgenih miseva koji ne eksprimiraju SOD1 (Murakami i sar., 2011).
Mutacije u genu za SOD1 identifikovane su i kod familijarnog oblika ALS-a (Rosen i
sar., 1993). U mikrogliji, ekspresija SOD2 raste posle tretmana LPS-om i dovodi se u
vezu sa povecanom produkcijom NO (Sugaya i sar., 1997). Pokazano je da povecana
ekspresija SOD2 i SOD1 u LPS-om stimulisanim kulturama mikroglije $titi ¢elije od
oksidativnog stresa i predstavlja unutrasnji odbrambeni sistem (Kaneko i sar., 2012).
Regulatorni delovi gena za SOD pod kontrolom su nekoliko transkripcionih faktora, od

kojih je NF-«xB najvazniji za transkripicju SOD1 i SOD2 (Rojo i sar., 2004; Storz i sar.,
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2005; Morgan i Liu, 2011), dok je NRF2 vazan za transkripciju SOD3 (Rojo i sar.,
2014, Gan i Johnson, 2014). lako aktivacija NF-kB dovodi do sinteze pretezno
proinflamtornih medijatora, zabeleZzeno je i da indukuje ekspresiju antioksidativnih
enzima. Pretpostavlja se da je u pitanju endogeni mehanizam odbrane koji sprecava
smrt ¢elije (Morgan i Liu, 2011). Sa druge strane, NRF2 je vazan regulator redoks
homeostaze u ¢elijama koji se aktivira u odgovoru na ROS i RNS i pokrece sintezu

antioksidanasa (Rojo i sar., 2014).

Vodonik-peroksid nastao aktivno$¢éu SOD biva detoksifikovan u reakciji koju
katalizuje CAT, pri Cemu nastaje voda. CAT je uglavnom lokalizovana u
peroksizomima celija (Sena 1 Chandel, 2012). Pretpostavlja se da CAT nije neophodna
za prezivljavanje u normalnim uslovima, s obzirom na to da se miSevi sa nokautiranim
genom za CAT normalno razvijaju. Kod ovih miseva je ipak, primefena smanjena
efikasnost mitohondrijske respiracije u uslovima oksidativnog stresa, pa je zaklju¢eno
da CAT ima vaznu ulogu u oksidativnoj odbrani (Ho i sar., 2004). Takode, pokazano je
da je povecan nivo CAT neuroprotektivan, a naruSena funkcija ovog enzima povecava
podloznost prema razvijanju oSte¢enja u animalnim modelima za AB i mozdani udar
(Clausen i sar., 2012; Baker i sar., 1998). Poznato je da NRF2 aktivira transkripciju
CAT (Gan i Johnson, 2014), a postoje indicije da je i NF-xB ukljucen u regulaciju

ekspresije ovog enzima (Zhou i sar., 2001; Schreiber i sar., 2006).

Glutation je glavni neenzimski antioksidans u mozgu sa klju¢énom ulogom u
odrzavanju redoks homeostaze. Glutation je tripeptid koga sintetisu y-glutamil-cistein
sintetaza i glutation sintetaza, uz potrosnju dva molekula ATP-a (Dringen i sar., 2000).
Mikroglijske ¢elije ispoljavaju vise koncentracije glutationa od astrocita i neurona, $to
ukazuje na postojanje sopstvenog mehanizma odbrane od ROS i RNS (Hirrlinger i sar.,
2000). Postoji nekoliko nacina na koji glutation obavlja svoje funkcije (Slika 4).
Glutation neenzimski redukuje <O;’, NO, ONOO" i druge reaktivne vrste i donor je
elektrona u reakciji redukcije H,O; i drugih peroksida koju katalizuje GPx. U mozgu je
GPx daleko zastupljeniji od CAT koja katalizuje istu reakciju, Sto navodi na zakljucak
da je ovo glavni put detoksifikacije H,O,, pri ¢emu nastaje voda. Uz to, redukovani
oblik glutationa (GSH) oksiduje se do glutation disulfida (GSSG), GSH se obnavlja u

reakciji koju katalizuje GR, pri ¢emu je NADPH davalac elektrona. GSH modulise
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razlicite funkcije proteina formirajuci disulfidne mostove izmedu tiolnih grupa proteina,
Sto ih §titi od oksidacije. On deluje kao kofaktor u reakcijama izomerizacije, predstavlja
transportni i skladi$ni sistem za cistein, a moze da funkcioniSe i kao neuromodulator
(Aoyama i sar., 2008). Glutation se u ¢elijama nalazi u citoplazmi, mitohondrijama,
endoplazmati¢nom retikulumu i jedru. U fizioloskim uslovima ima daleko vise GSH u
odnosu na GSSG (100:1), ali ovaj odnos se znac¢ajno menja u uslovima oksidativnog
stresa ili apoptoze (Circu i Aw, 2010).
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Slika 4. Glutation kao antioksidans. GSH neenzimski redukuje slobodne radikale (Re), a ujedno je i
donor elektrona u redukciji peroksida (ROOH) koju katalizuje GPx. GSH se regeneriSe iz oksidovanog

GSSG oblika u reakciji koju katalizuje GR, gde je NADPH donor elektrona. Preuzeto iz Dringen i sar.,
2000.

Sadrzaj glutationa u mikrogliji smanjuje se posle aktivacije, $to je dovedeno u
vezu sa pove¢anom NO produkcijom. Pretpostavlja se da ¢elije koriste GSH kao zastitu
od indukovanog oksidativnog i nitrozativnog stresa (Chatterjee i sar., 2000; Moss i
Bates, 2001). Takode, pokazano je da smanjeni nivo GSH dovodi do oksidativnog stresa
i inflamatornog odgovora (Lee i sar., 2010a), dok je indukcija sinteze GSH povezana sa
smanjenim oslobadanjem proinflamatornih faktora (Lee i sar., 2010b; Kim 1 sar., 2009).
Moze da se zakljuci da je sadrzaj glutationa u bliskoj vezi sa aktivacijom mikroglije, Sto

podrazumeva bitnu ulogu u hroni¢noj inflamaciji prisutnoj kod neurodegenerativnih

oboljenja.
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5. Signalni putevi u aktivaciji mikroglije

Tokom aktivacije mikroglije dolazi do aktivacije nekoliko signalnih kaskada i
transkripcionih faktora reguliSu transkripciju proinflamatornih molekula i enzima koji
dovode do njihove produkcije. Medu njima vaznu ulogu imaju MAPK i PI3K/Akt

signalne kaskade i NF-«B transkripcioni faktor.
51. MAPK signalne kaskade

MAPK signalnu kaskadu ¢ini velika mreza kinaza koje prenose, amplifikuju i
integriSu signale koje ¢elije primaju iz spoljaSnje sredine. Kod sisara MAPK regulisu
¢elijsko sazrevanje, diferencijaciju, proliferaciju, a mogu indukovati i inflamaciju i
apoptozu. Pogresna regulacija aktivnosti MAPK je dovedena u vezu sa brojnim
patoloskim stanjima, ukljucujuc¢i i neurodegenerativna oboljenja. MAPK familiju Cine 4
razli¢ite kinazne kaskade: ERK, JNK, p38 MAPK i velika MAPK 1 oznacena i kao
ERKS (Weston i sar., 2002; Zhou i sar., 1995).

MAPK su regulisane putem fosforilacionih kaskada, gde dve ushodne kinaze
(MAP kinaze kinaza kinaza (MAPKKK) i MAP kinaze kinaza (MAPKK))
fosforilacijom aktiviraju MAPK koje zatim fosforiliSu 1 aktiviraju svoje supstrate
(Pearson i sar., 2001). To dovodi do aktivacije transkripcionih faktora, ko-aktivatora i
nukleozomskih proteina u vezi sa transkripcijom odgovarajucih gena. Geni koje
aktiviraju MAPK su geni ranog odgovora, za ¢iju indukciju nije neophodna prethodna
translacija i u direktnoj su vezi sa unutarcelijskim signalnim kaskadama, §to omogucava

njihovu brzu aktivaciju (Hazzalin i Mahadevan, 2002).
5.1.1. ERKsignalna kaskada

Signalna kaskada ERK aktivira se u odgovoru na mitogene i faktore rasta i u vezi
je sa c¢elijskom proliferacijom i prezivljavanjem. Sa druge strane, ERK se aktiviraju i
pod uticajem proinflamatornih stimulusa, ukljucuju¢i LPS 1 druge PAMP i DAMP
molekule. Dakle, ERK signalna kaskada igra vaznu ulogu u urodenom imunskom

odgovoru i inflamaciji (Kyriakis i Avruch, 2012).
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U mozgu su $iroko rasprostranjene dve izoforme ERK-a: p44 MAPK (ERK1) i
p42 MAPK (ERK2) (Ortiz i sar., 1995). Aktivaciju ERK1/2 zapocinje Ras - GTP-
vezujuci protein, koji potom aktivira Raf kinazu koja pripada MAPKKK familiji. Raf
kinaza fosforilise MEK1/2 (MAPKK familija), koje zatim fosforiliSu ERK1 i ERK2
(Kyriakis i Avruch, 2001). Aktivirane ERK1 i ERK2 potom fosforiliSu razlicite proteine
u citoplazmi i jedru. Glavni transkripcioni faktori koje ERK aktiviraju su EIk1 koji
aktivira c-Fos, zatim c-Myc, c-Jun, aktivacioni transkripcioni factor 2 (ATF2) i CREB
(Koistinaho i Koistinaho, 2002).

U neurodegenerativnim bolestima, kao $to su AB, PB i ALS, dolazi do aktivacije
ERK-a u mikrogliji $to se dovodi u vezu sa pogorSanjem inflamacije (Koistinaho i
Koistinaho, 2002). Takode je pokazano da stimulacija mikroglije u kulturi LPS-om
dovodi do aktivacije ERK kaskade koja potom pokrece oslobadanje NO i TNF-a (Pyo i
sar., 1998; Bhat i sar., 1998). Kod pacijenata koji su pretrpeli mozdani udar aktivacija
ERK-a je zabelezena u mikrogliji, kao i astrocitima, neuronima i endotelnim ¢elijama
(Slevin 1 sar., 2000). Takode, pokazano je da molekuli koji se otpuStaju u vancelijski
prostor posle povrede mozga, CD40 ligand, ATP i trombin, indukuju ERK aktivaciju
(Tan i sar., 2000; Hide i sar., 2000; Ryu i sar., 2000).

5.1.2. JINK signalna kaskada

Signalna kaskada JNK ukljucena je u razliite fizioloske i patoloske dogadaje,
kao Sto su rast i diferencijacija celija, inflamacija i apoptoza. Kona¢ni ishod aktivacije
JNK zavisi od fizioloskog konteksta, tipa Celija, prirode i trajanja stimulusa i drugih
signalnih puteva koji se aktiviraju (Butterfield i sar., 1999). JNK signalnu kaskadu
aktiviraju razli€iti stresni 1 inflamatorni stimulusi, kao $to su oksidativni stres, slobodni
radikali, ishemija, nedostatak trofickih faktora i citokini (Ip i Davis, 1998; Mielke i
Herdegen, 2000).

Porodicu JNK ¢ine tri izoforme: JNKI, JNK2 i JNK3. Signalnu kaskadu
aktiviraju ushodne kinaze ASK1 (pripada MAPKKK porodici) i MKK4 i MKK7
(pripadaju MAPKK porodici). Kada se aktivira, JINK moze da fosforilise citoskeletne

proteine (neurofilamente, tau protein, proteine povezane sa mikrotubulama), sto ukazuje
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na njegovu ulogu u odrzavanju integriteta i funkcije citoskeleta. Pokazano je da su ove
kinaze bitne za izrastanje neurita, kao i za morfoloSke promene mikroglije posle
aktivacije (Gelderblom i sar., 2004). JNK2 i JNK3 brzo prelaze iz citoplazme i
aktiviraju nekoliko transkripcionih faktora, kao $to su c-Jun, ATF2 i ElIk-1 (Waetzig i
Herdegen, 2004).

Aktivacija JNK-a u CNS-u dovedena je u vezu sa razli¢itim patoloSkim stanjima,
kao Sto je PB (Saporito i sar., 2000; Crocker i sar., 2001), AB (Masuda 1 sar., 2001;
Morishima i sar., 2001), a uocena je i nakon ekscitotoksi¢nosti indukovane kainatom
(Yang i sar., 1997). Smatra se da su Stetni efekti aktivacije JNK-a u vezi sa njihovim
dejstvom na ciljni protein, jer uglavnom podsticu patoloske, a inhibiraju zastitne
procese u Celiji. Tako aktivirane JNK ucestvuju u oslobadanju citohroma c¢ $to dovodi
do apoptoze, dok sa druge strane inhibiraju antiapoptotsku familiju proteina Bcl-2.
Smatra se da aktivacija transkripcionih faktora kao S§to je c-Jun dovodi do
degenerativnih efekata u CNS-u (Waetzig i Herdegen, 2004). Takode je pokazano je da
JNK igraju ulogu u aktivaciji mikroglije. JNK se brzo aktiviraju u mikroglijskim
¢elijama stimulisanim LPS-om, TNF-a i trombinom, i ucestvuju u uveéanju celijskog
tela 1 transkripciji proinflamatornih gena koji dovode do sinteze COX-2, TNF-a,
proteina hemoatraktanta monocita 1 (engl. monocyte chemoattractant protein-1, MCP-
1) i IL-6 (Waetzig i sar., 2005). Stoga, inhibicija JNK signalne kaskade u mikrogliji

smanjuje inflamaciju i moze spreciti oSte¢enje susednih neurona.

5.1.3. Signalna kaskada p38 MAPK

Signalna kaskada p38 MAPK aktivira se u odgovoru na brojne proinflamatorne
stimuluse kao S§to su citokini, patogeni i1 oksidativni stres, ali je takode uklju¢ena u
¢elijski ciklus, rast i diferencijaciju (Kyriakis i Avruch, 2012; Koistinaho i Koistinaho,

2002).

Postoje cetiri izoforme p38 MAPK, sa oznakama p38a-6. Geni koji kodiraju za
izoforme p38a i p38p aktivni su u svim celijama, p38y je u najvecoj meri eksprimiran u
skeletnim miSi¢ima, a p386 u pluéima, testisima, pankreasu i tankom crevu. U

inflamatornom odgovoru imunskih ¢elija, makrofaga i mikroglije, najvazniju ulogu ima

25



izoforma p38a koja prevashodno biva fosforilisana (Koistinaho i Koistinaho, 2002).
Aktivacija signalne kaskade p38 MAPK pocinje aktivacijom ASKI, kinaze koju
aktivira TGF-p 1 ili TAO kinaza koje pripadaju MAPKKK porodici. Ove kinaze
fosforilisu MEK3 i MEK6 (MAPKK porodica) koje potom aktiviraju p38 MAPK
(Kaminska, 2005). Kada su aktivirane p38 MAPK mogu da fosforiliSu MAPKAP 2 i 3
koje dalje fosforilisu protein toplotnog Soka HSP27. Kada predu u jedro p38 MAPK
aktiviraju ATF2, MEF2A/C (engl. myocyte enhancer factor 2A/C) i stresom aktivirani
protein la (SAPla), koji ucestvuju u formiranju transkripcionog faktora AP-1
(Koistinaho i1 Koistinaho 2002; Kyriakis i Avruch, 2001). Pokazano je da aktivacija p38
MAPK ucestvuje u indukciji ekspresije IL-1, IL-6, TNF-a, COX-2 i iNOS S§to ukazuje
na vaznu ulogu u inflamaciji (Lee i sar., 1994; Lee i sar., 2000; Da Silva 1 sar., 1997;

Ridley i sar., 1997).

Kao i ERK i JNK, p38 MAPK signalna kaskada je dovedena u vezu sa
inflamacijom koja je u osnovi razli¢itih patologija CNS-a. Aktivacija p38 MAPK u
mikrogliji je pokazana kod transgenih miSeva koji eksprimiraju humani protein
prekursor B-amiloida (Koistinaho i sar., 2002). Slicno je pokazano i u kulturi
mikroglijskih ¢elija koje su tretirane sa AP, Sto ukazuje da p38 MAPK igra ulogu u
patofizioloskim procesima u AB (Pyo i sar., 1998). Tretman mikroglijskih ¢elija LPS-
om takode aktivira p38 MAPK, Sto je dovedeno u vezu sa produkcijom
proinflamatornih medijatora, kao $to su TNF-0, PGE-2 i NO (Svensson i sar., 2011,
Yoshino i sar., 2011; Matsui i sar., 2010).

5.2.  PI3K/Akt signalni put

PI3K/Akt signalni put ima vaznu ulogu u ¢elijskom preZivljavanju, diferencijaciji
i proliferaciji. Akt (PKB) je serin/treonin protein Kinaza koju kodiraju tri razli¢ita gena,
a (PKBa), B (PKBp) i y (PKBY), koji nose informacije za tri razlicite izoforme, redom
Aktl, Akt2 1 Akt3. Sve tri izoforme imaju sli¢nu strukturu koja se sastoji od N-
terminalnog plekstrin homolognog (PH) domena, centralnog serin/treonin katalitickog

domena i malog regulatornog domena na C-terminusu (Liu i sar., 2009).
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Aktivaciju PI3K zapocinje signalizacija preko receptora povezanih sa proteinima
G 1 tirozin kinaznih receptora koji prenose Sirok spektar signala iz vancelijske sredine.
PI3K fosforiliSe membranski lipid, fosfatidilinozitol (4,5)-bifosfat (PIP,), dajuci
sekundarni glasnik fosfatidilinozitol (3,4,5)-trifosfat (PIP3). PIP3 zatim aktivira Akt §to
je omoguceno njegovom translokacijom iz citoplazme do ¢elijske membrane pri cemu
dolazi do konformacione promene i fosforilacije dva kriticna aminokiselinska ostatka
(Jha i sar., 2015) koji su neophodni za punu aktivaciju (Alessi i sar., 1996). Akt zatim
aktivira brojne supstrate vazne za regulaciju fizioloskih procesa, medu kojima su kinaza
3 glikogen sintaze , NF-«xB i familija transkripcionih faktora ozna¢ena kao FOXO (engl.
forkhead family of transcription factors) (Cross i sar., 1995; Kitagishi i Matsuda, 2013;
Jha i sar., 2015). Pokazano je da stimulacija LPS-om dovodi do fosforilacije i aktivacije
Akt kinaze i pretpostavlja se da Akt ucestvuje u aktivaciji mikroglije putem aktivacije

NF-«xB (Jayasooriya i sar., 2014, Yu i sar., 2015; Lo i sar., 2015).
5.3. NF-kB transkripcioni faktor

NF-kB transkripcioni faktor je prvi put opisan kao nuklearni faktor koji stimulise
transkripciju k lakog lanca antitela u B limfocitima, vezujuéi se za regulatornu sekvencu
gena (Sen i Baltimore, 1986). Danas se zna da je NF-«B prisutan u skoro svim ¢elijskim
tipovima 1 da reguliSe ekspresiju ogromnog broja razlicitih gena ukljucenih u Celijski
rast, deobu, diferencijaciju, prezivljavanje i1 apoptozu. Posebno vaZzna uloga ovog

transkripcionog faktora je u imunskom odgovoru i inflamaciji (Morgan i Liu, 2011).

Pet ¢lanova ¢ini porodicu NF-«B proteina: RelA/p65, RelB, c-Rel, p50, p52. Ovi
proteini formiraju homodimere ili heterodimere, vezuju se za ciljne sekvence i mogu da
ostvare pozitivan ili negativan uticaj na transkripciju gena. Svi ¢lanovi NF-«B porodice
imaju Rel homologni domen na N-terminusu i tako ostvaruju vezu sa DNK. Medutim
samo p65, RelB i c-Rel imaju transaktivacione domene na C-terminusu i mogu da
iniciraju transkripciju. Proteini p50 i p52 formiraju heterodimere sa subjedinicama koje
imaju transaktivacione domene i tako mogu da iniciraju transkripciju. Takode, p50 i p52
homodimeri mogu negativno da uticu na transkripciju tako $to kompetiraju sa drugim

dimerima za kB vezuju¢a mesta (Hayden i Ghosh, 2012).
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NF-kB dimeri se nalaze u citoplazmi, u kompleksu sa inhibitornom subjedinicom
oznacenom kao IkB. Kada ¢elija primi odgovarajuci signal aktivira se IkB kinazni
kompleks (IKK) koga c¢ine dve aktivne kinaze IKKa i1 IKKp, kao i regulatorna
subjedinica IKKy. Kinaze fosforiliSu IxB proteine Sto dovodi do njihove degradacije u
proteazomu i oslobadanje NF-kB dimera koji prelaze u jedro. NF-kB signalni putevi su
grubo podeljeni na kanonski (klasi¢ni) i nekanonski (alternativni). Kanonski put
aktivacije se ukljucuje po aktivaciji receptora za citokine, TLR4, receptora za antigene i
drugih i dovodi do aktivacije NF-kB dimera koje pretezno c¢ini p65 subjedinica.
Alternativni put aktivira manji broj signalnih molekula, kao §to su CD40, limfotoksin B
I aktivacioni faktor B limfocita, pri ¢emu dolazi do formiranja p100/RelB kompleksa
(Oeckinghaus i sar., 2011).

NF-kB reguliSe veliki broj gena u CNS-u. Njegova uloga zavisi od ¢elijskog
konteksta 1 stanja u kome se tkivo nalazi. Za razliku od glijskih i drugih ¢elija, NF-kB je
u jedru neurona konstitutivno aktivan. Pretpostavlja se da je ova bazalna aktivnost u
vezi sa sinaptickom transmisijom. Takode je primecena inducibilna aktivnost NF-kB u
citoplazmi neurona, u presinaptiCkim 1 postsinaptickim regionima (O'Neill i
Kaltschmidt, 1997). Smatra se da NF-kB ima vaznu ulogu u translaciji informacija koje
neuroni primaju preko sinapsi i da je vazan za formiranje memorije, kogniciju i
ponaSanje (Kaltschmidt i Kaltschmidt, 2009). Sa druge strane, u glijskim ¢elijama je
zabeleZena inducibilna aktivnost NF-kB u vezi sa patoloSkim stanjima CNS-a. Kao S§to
je ve¢ pomenuto, razli¢iti proinflamatorni molekuli, kao $to su citokini, slobodni
radikali, LPS, AP 1 drugi, mogu da dovedu do aktivacije NF-kB u mikroglijskim
¢elijama. NF-kB u ovim cCelijama reguliSe veliki broj gena ¢iji su produkti mahom
proinflamatorne prirode (proinflamatorni citokini, iNOS, COX-2), ali ima i onih koji
ostvaruju protektivno dejstvo u CNS-u (SOD2, IL-10). Aktivacija NF-kB u astrocitima
takode indukuje ekspresiju iNOS-a, kao i brojnih citokina i hemokina koji pogorSavaju
inflamatorno stanje. Tako aktivacija NF-kxB moze indirektno da dovede do smrti

neurona (Mattson i Camandola, 2001).

NF-xB ima dvojnu ulogu u neurodegenerativnim oboljenjima. Sa jedne strane,
NF-kB indukuje ekspresiju anti-apoptotskih gena u neuronima i tako podstice njihovo

prezivljavanje, dok sa druge strane doprinosi neurodegeneraciji, jer indukuje sintezu
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inflamatornih medijatora u glijskim ¢elijama, prevashodno u mikrogliji. Znac¢aj NF-xB
aktivacije pokazan je u ishemiji (Schneider i sar., 1999), traumatskoj povredi mozga
(Sullivan i sar., 1999), AB (Lukiw i sar., 1998), PB (Hunot i sar., 1997), MS (Bonetti i
sar., 1999) i drugim patologijama CNS-a.

6. Stimulacija LPS-om kao model aktivacije mikroglijskih ¢elija u

kulturi

Kulture mikroglijskih ¢elija predstavljaju veoma koristan model sistem za
izu¢avanje mikroglije, s obzirom na to da se mnogi parametri aktivacije ne mogu
odrediti u in vivo sistemu. In vitro kultura mikroglijskih ¢elija dozivela je procvat kao
eksperimentalni model posto su Giulian i Baker (Giulian i Baker, 1986) uspostavili
metodu koja je omogucdila dobijanje meSovitih kultura glijskih ¢elija iz mozdane kore
novorodenih zivotinja. Iz mesSovitih kultura se izdvajaju ¢elije mikroglije i dalje gaje i
proucavaju. Dobijanje primarne mikroglijske kulture je dugotrajan proces koji zahteva
veliki broj eksperimentalnih Zivotinja. Stoga je razvijeno nekoliko imortalizovanih
¢elijskih linijja mikroglije koje omogucuju istrazivac¢ima da rade sa velikim brojem
¢elija u kra¢em vremenskom periodu. U upotrebi su BV-2 i N9 celijske linije
imortalizovane retrovirusima, poreklom iz miSa, HMOG6 C¢elijska linija poreklom iz
coveka, kao 1 spontano imortalizovane HAPI i EOC ¢elije. BV-2 ¢celijska linija je
dobijena imortalizacijom mikroglijskih ¢elija izolovanih iz C57BL/6 miSeva (Blasi i
sar., 1990). S obzirom na to da je funkcionalno veoma sli¢na primarnoj mikrogliji, ova
¢elijska linija se Cesto koristi u istrazivanjima koja se bave aktivacijom mikroglije u
kontekstu neurodegenerativnih oboljenja, ali i pronalazenju efikasnih terapeutika (Henn

i sar., 2009).

LPS je jedna od najbolje proucenih imunostimulatornih komponenti ¢elijskog zida
bakterija, koja uspeSno aktivira mikroglijske ¢elije. LPS se vezuje za koreceptor CD14
koji omogucava transport do TLR4/MD-2 receptorskog kompleksa ¢ime se pokrece
unutarcelijska signalna kaskada (Lu 1 sar., 2008). LPS izaziva brze odgovore
mikroglijskih ¢elija, karakteristicne za patogenezu neurodegenerativnih oboljenja,
dolazi do aktivacije signalnih puteva MAPK i NF-kB i produkcije proinflamatornih

citokina i slobodnih radikala. Stoga se stimulacija LPS-om koristi za aktivaciju
29



mikroglije u in vitro uslovima (Block i sar., 2007; Hanisch, 2002; Kloss i sar., 2001).
Glavni dogadaji koji se odvijaju u mikrogliji posle stimulacije LPS-om su prikazani na
Slici 5.

Al Celijska membrana

Citoplazma

NO

t

Ekspresija INOS proteina

N
iNOS iRNK

Slika 5. Signalni putevi aktivirani u mikrogliji posle stimulacije LPS-om. Pojedini uéesnici u
signalizaciji nisu predstavljeni zbog jednostavnosti. Preuzeto iz Hegazy i sar., 2015.

7. Terapijski potencijal benfotiamina

Kao §to je prethodno navedeno, preterana i/ili hroni¢na aktivacija mikroglije je
jedan od kljuénih dogadaja u patoloskim procesima skoro svih neurodegenerativnih
stanja. Stoga se stalno traga za jedinjenjima koja imaju potencijal da regulisu

mikroglijsku aktivaciju, u cilju smanjenja neuroinflamacije.

Benfotiamin (S-benzoiltiamin O-monofosfat) je sinteticki S-acil derivat vitamina
B1 (tiamina). Benfotiamin se cesto opisuje kao lipidni analog tiamina, mada je
pokazano da je prakticno nerastvoran u organskim rastvara¢ima (Volvert i sar., 2008).
Za razliku od tiamina, benfotiamin ima otvoreni tiazolski prsten koji mu omogucava da

lak$e prolazi kroz ¢elijsku membranu (Slika 6, Balakumar i sar., 2010). S obzirom na to
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da ima vecu bioloSku rapolozivost od tiamina, Cesto se koristi kao njegova zamena u
stanjima koje se odlikuju nedostatkom vitamina B1 (Hammes i sar., 2003; Wu i Ren,
2006; Balakumar i sar., 2010). Takode, sve ve¢i broj studija ukazuje na povoljno
dejstvo benfotiamina u patoloSkim stanjima koja nisu prouzrokovana nedostatkom
tiamina (Balakumar i sar., 2008; Schmid i sar., 2008; Yadav i sar., 2009; Yadav i sar.,
2010; Shoeb i Ramana, 2012; Verma i sar., 2010; Harisa, 2013).

(a) O

I J )

H3C N HsC
OH

Slika 6. Strukturne formule benfotiamina (a) i tiamina (b).

Osim S§to ima vaznu ulogu kao prekursor koenzima u metabolizmu Secera 1
aminokiselina, tiamin ima i druge funkcije u CNS-u (Ba, 2008). Nedostatak tiamina u
CNS-u dovodi do promena u funkciji mitohondrija, oStecenja neurona i krvno-mozdane
barijere, disfunkcije astrocita i inflamacije (Ke i sar., 2003). Nedostatak tiamina je
zabeleZen kod viSe razli¢itih oboljenja koje karakteriSe gubitak neuronalne funkcije, kao
§to su Vernike-Korsakovljev sindrom, AB, MS, ALS i PB (Jhalla i Hazell, 2011).
Takode je pokazano da nedostatak tiamina u CNS-u prati aktivacija mikroglije (Wang i
Hazell, 2010).

Posle oralne administracije, ekto-alkalne fosfataze u digestivnom traktu
defosforilisu benfotiamin do S-benzoiltiamina koji potom prolazi kroz membrane
epitelijalnih ¢elija creva i dolazi do cirkulacije (Balakumar i sar., 2010). Eritrociti

preuzimaju deo S-benzoiltiamina i prevode ga u slobodan tiamin. Dalje se S-
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benzoiltiamin metaboliSe u jetri do tiamina i benzoeve kiseline pomocu tioesteraza.
Pretpostavlja se da jetra otpusta visak tiamina u cirkulaciju (Volvert i sar., 2008).
Benfotiamin se lakSe apsorbuje u telu Sto pokazuju pet puta vec¢e koncentracija tiamina
u plazmi posle oralne primene benfotiamina u odnosu na ekvivalentne doze tiamina
(Balakumar i sar., 2010). Osim tiamina, poveéane koncentracije tiamin monofosfata i
tiamin difosfata su zabeleZzene u plazmi i jetri (Volvert i sar., 2008). Istrazivanja u
kojima je analizirana koncentracija tiamina i njegovih derivata u CNS-u posle oralne
administracije benfotiamina pokazuju opre¢ne rezultate. Volvert i sar. nisu registrovali
povecane koncentracije ovih jedinjenja u mozgu miseva posle akutne i hronicne (14
dana duge) primene benfotiamina (Volvert i sar., 2008). Sa druge strane, Pan i sar. su
pokazali povecanu koncentraciju tiamina u mozgu miseva posle hroni¢nog tretmana
benfotiaminom koji je trajao 8 nedelja (Pan i sar., 2010). Takode, u studiji koja je
ispitivala efekat tretmana benfotiaminom u periodu od 6 meseci pokazano je drasti¢no
poveéanje koncentracije tiamin difosfata u mozgu pacova (Netzel i sar., 2000). Iz
rezultata ovih studija se moze =zakljuciti da dugotrajan tretman benfotiaminom

najverovatnije dovodi do povecane koncentracije tiamina u mozgu.

Pokazano je da benfotiamin pomaze u leCenju neuropatija, nefropatija i
retinopatija izazvanih dijabetesom (Hammes i sar., 2003; Stracke i sar., 2001; Stirban i
sar., 2006). Benfotiamin blokira tri glavna biohemijska puta ukljucena u patogenezu
hiperglikemije: put heksozamina, stvaranje krajnjih metabolita neenzimske glikozilacije
I signalni put koji aktiviraju diacilglicerol i protein kinaza C. Pretpostavlja se da ovaj
efekat benfotiamin ostvaruje jer povecava nivo tiamin difosfata u tkivu i time aktivira
transketolazu (enzim u metabolickom putu pentoza fosfata) koja prevodi gliceraldehid
3-fosfat i fruktozu 6-fosfat u pentoza 5-fosfate i druge Secere. Pored toga, benfotiamin
smanjuje aktivaciju NF-kB izazvanu hiperglikemijom (Hammes i sar., 2003). Takode je
pokazano da benfotiamin smanjuje oksidativna oStecenja korteksa izazvana dijabetesom
(Wu i Ren, 2006), ubrzava oporavak dijabeti¢nog ishemi¢nog tkiva (Gadau 1 sar., 2006)
i sprecava disfunkciju kontrakcije kardiomiocita kod dijabeti¢nih miseva (Ceylan-Isik i

sar., 2006).

Prethodne studije su pokazale da benfotiamin moze imati terapijski efekat kod

pojedinih patoloSkih stanja CNS-a. Pored povoljnog dejstva koje ima u tretmanu
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neuropatija izazvanih dijabetesom, benfotiamin moze biti koristan i u leCenju alkoholnih
neuropatija (Manzardo i sar., 2013), kao i u smanjenju inflamatornog i neuropatskog
bola (Sanchez-Ramirez i sar., 2006). Benfotiamin je potencijalni terapeutik za AB, s
obzirom na to da smanjuje formiranje amiloidnih plaka u animalnom modelu (Pan i sar.,
2010) i inhibira sintezu AP indukovanu glukozom u HEK293 ¢elijama (Sun i sar.,
2012). Osim toga, sve ve¢i broj studija ukazuje na antiinflamatorna i antioksidativna
svojstva benfotiamina (Ceylan-Isik i sar., 2006; Wu i Ren, 2006; Balakumar i sar.,
2008; Schmid i sar., 2008; Schupp i sar., 2008; Yadav i sar., 2009; Yadav i sar., 2010;
Shoeb i Ramana, 2012; Verma i sar., 2010; Harisa, 2013). Benfotiamin smanjuje
aktivaciju NF-xB i posledi¢na oksidativna i inflamatorna oSteCenja i tako sprecava
razvoj LPS-om indukovanog uveitisa kod pacova (Yadav i sar., 2009). IstraZivanja koja
su pokazala da benfotiamin smanjuje aktivaciju makrofaga in vitro, inhibirajuci
aktivaciju NF-xB i MAPK signalnih puteva, kao i produkciju proinflamatornih
medijatora (Yadav i sar., 2010; Shoeb i Ramana, 2012), ukazala su da bi ciljne ¢elije
njegovog dejstva u CNS-u mogle biti mikroglijske ¢elije. S obzirom na povoljan efekat
benfotiamina u razli¢itim patoloSkim stanjima, njegov terapeutski potencijal je i dalje u

fokusu istrazivanja.
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Il CILJEVI



Neuroinflamacija je obelezje svih neuroloskih poremecaja, od akutnih povreda i
infekcija do hroni¢nih neurodegenerativnih oboljenja. Za veéinu ovih oboljenja ne
postoji odgovarajuca i efikasna terapija. Kako je aktivirana mikroglija glavni pokreta¢
inflamacije, ona predstavlja jednu od glavnih terapijskih meta u lecenju razli¢itih
patoloskih stanja CNS-a. Benfotiamin je bezbedan i efikasan analog vitamina B1 koji
pokazuje antiinflamatorna i antioksidativna svojstva u razli¢itim in vivo i in vitro
sistemima, medutim, njegov uticaj na aktiviranu mikrogliju nije proucavan do sada.
Shodno tome, glavni cilj ove disertacije bio je da se ispita antiinflamatorni i
antioksidativni efekat benfotiamina na aktiviranu mikrogliju u in vitro sistemu, kao i
unutaréelijska kaskada kojom benfotiamin ostvaruje svoje efekte. Efekti benfotiamina
ispitivani su na BV-2 mikroglijskim ¢elijama stimulisanim LPS-om, $to predstavlja
jedan od validnih modela mikroglijske aktivacije. Shodno tome, postavljeni su sledeci

neposredni ciljevi:
1. Ispitati efekat benfotiamina na vijabilnost nestimulisanih i LPS-om stimulisanih
BV-2 mikroglijskih ¢elija.

2. Proceniti uticaj benfotiamina na morfologiju nestimulisanih i LPS-om

stimulisanih BV-2 mikroglijskih c¢elija.

3. Utvrditi antiiflamatorni potencijal benfotiamina analizom proinflamatornih i

antiinflamatornih medijatora aktivirane BV-2 mikroglije.

4. Ispitati antioksidativni potencijal benfotiamina u aktiviranim BV-2

mikroglijskim ¢elijama.

5. Analizirati signalne mehanizme u osnovi aktivacije mikroglije i utvrditi efekat
benfotiamina na ERK, JNK, p38 i PI3K/Akt signalne kaskade, kao i na

aktivaciju NF-kB transkripcionog faktora.
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1. Materijal

Kori$¢eni reagensi nabavljeni su od kompanije Sigma (Nemacka), osim ukoliko

nije drugacije navedeno.

Tabela 1. Rastvori i puferi

Naziv Sastav i proizvodac

02M

buffer

(PFA)

aneksi

PBS (engl. phosphate 50 ml 0,2 M fosfatnog pufera

4% paraformaldehid

Pufer za vezivanje 140 mM NaCl

Grisov reagens

Rastvor moviola

Pufer za liziranje

0,2 M NaH2PO4 (Merck, Nemacka)
Fosfatni pufer 0,2 M Na;HPO4 (Merck, Nemacka)
pH 7.4

fizioloski rastvor sa fosfatnim puferom:

saline) 8,7 g NaCl (Merck, Nemacka)
dopuniti sa Mili-Q H,O do 1000 ml

40 g paraformaldehida

500 ml dH,0

500 ml 0,2 M fosfatnog pufera
1 M NaOH

pH 7.4

10 mM HEPES

na 2,5 mM CaCl,

pH 7.4

0,1% N-(naftil)-etilenediamin-dihidrohlorid (Fluka, Svajcarska)
(A)

1% sulfanilamid u 2% H3PO4 (Merck, Nemacka) (B)

Pomesati jednake zapremine A i B

9,6 g moviola (Calbiochem, EMD Millipore, SAD)
24 ml glicerola (Lach Ner, Ceska)

50 mM Tris-HCI

150 mM NacCl

1% Triton X-100

0,1% natrijum dodecilsulfat (SDS)
10% glicerol

pH 7.4
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Rastvor luminola

Pufer za uzorke
(2x Lemli pufer)

Za 100 ml radnog rastvora:

1 ml luminola

0,44 ml p-kumarinske kiseline u DMSO
10 ml IM Tris-HCI, pH 8.5

88,6 ml Mili-Q H,0

Pred upotrebu dodati 3% beta-merkaptoetanol
(Bio-Rad, SAD)

20% metanol

Pufer za transfer proteina 192 mM glicin

Ponceau S boja

25 mM Tris pH 8.3

Radni rastvor:
1% Ponceau S boja
5% glacijalna sircetna kiselina
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Tabela 2. Sterilini reagensi za rad u kulturi Celija

NEVALY Sastav i proizvoda¢

10x PBS Dulbecco-ov PBS bez Ca** i Mg®* (PAA Laboratories, Austrija)

900 ml sterilne vode

1x PBS . pr i o
100 ml sterilnog 10x PBS bez Ca“" i Mg

smesa antibiotika penicilina i streptomicina, 10000 U/ml

penicilin/streptomicin (Invitrogen, SAD)

serum fetusa goveceta (engl. fetal bovine serum, FBS)
FBS (Invitrogen, SAD)

inaktiviran zagrevanjem na 44 °C — 53 °C u periodu od 10 min

RPMI 1640 medijum sa 25 mM HEPES-om i 2 mM

RPMI 1640 medijum za L-glutaminom (Invitrogen, SAD)

gajenje Celija 10% FBS

1% penicilin/streptomicin

Radni rastvor tripsina  0,1% tripsin, 0,008% EDTA u PBS-u (Invitrogen, SAD)

Tabela 3. Fluorescentne boje i fluorescentno obeleZeni molekuli

Naziv Razblazenje Proizvodac
Aneksin V 0,003 pg/ul Santa Cruz
Propidijum jodid 0,015 pg/pl Santa Cruz
Hoechst 0,025 pg/ul Invitrogen
Faloidin 1:50 Invitrogen
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Tabela 4. Sterilni rastvori za izolaciju RNK i analizu genske ekspresije

Naziv Sastav i proizvodac

. N
DEPC tretirana voda dodati 1 ml 0,1% dietil-pirokarbonata (DEPC) u 1000 ml dH,0,

Ultra ¢ista destilovana
voda bez DNKaze i
RNKaze

Reagensi za izolaciju
RNK

TBE pufer (1x)

Gel za razdvajanje RNK

Etidijum-bromid

Komplet za DNKazni
tretman

Komplet za sintezu
cDNK

SYBR Green

promesati i autoklavirati

upH.O (Invitrogen, SAD)

TRIzol® (Invitrogen, SAD);
hloroform, (Zorka, Srbija);
izopropanol (J.T. Baker, SAD);

75% etanol napravljen u DEPC tretiranoj vodi

Tris-Borat-EDTA pufer (5%)

54 g Tris-a

27,5 g borne kiseline

20ml 0,5 M EDTA

dopuniti do 1 L sterilnom dejonizovanom vodom
pH 8

1% agaroza (Bioline, Velika Britanija) u TBE puferu

Rastvor etidijum-bromida, koncentracija 0,5 pg/ml (Bio-Rad,
SAD)

10x reakcioni pufer sa MgCl,

DNKaza I/bez RNKaze

25 mM EDTA

(Fermentas, Litvanija)

10x pufer za reverznu transkripciju

10x nasumicni prajmeri za reverznu transkripciju
25x dNTP Miks (100 mM)

MultiScribe™ Reverzna Transkriptaza

(Applied Biosystems, SAD)

engl. PCR Master Mix gene expression assay (Applied
Biosystems, UK)
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Tabela 5. Primarna antitela kori$¢ena za imunofluorescencu (IF), vestern blot (engl.
western blot, WB) i protoc¢nu citofluorimetriju (FACS)

Specificnost

Poreklo

RazblazZenje

Proizvodacé

iINOS

NF-xB/p65

fosfo-p44/42 MAPK

(PERK)

p44/42 MAPK (ERK)
fosfo-SAPK/INK

SAPK/IJNK
fosfo-p38
p38
fosfo-Akt
Akt
lamin B
B-tubulin
B-aktin
kaspaza 3
CD40
COX-2
MnSOD
katalaza
GPx
GR

zec, poliklonsko

zec, poliklonsko

zec, monoklonsko

zec, monoklonsko
zec, monoklonsko
zec, monoklonsko
zec, monoklonsko
zec, poliklonsko
zec, poliklonsko
zec, poliklonsko
koza, poliklonsko
koza, poliklonsko
mis, monoklonsko

zec, poliklonsko

hrc¢ak, monoklonsko

zec, poliklonsko
zec, poliklonsko
zec, poliklonsko
zec, poliklonsko

zec, poliklonsko

1:100 IF
1:500 WB

1:200 IF
1:2000 WB

1:2000 WB

1:1000 WB
1:1000 WB
1:1000 WB
1:1000 WB
1:1000 WB
1:1000 WB
1:1000 WB
1:1000 WB
1:2000 WB
1:5000 WB
1:1500 WB
1:200 FACS
1:1000 WB
1:5000 WB
1:5000 WB
1:5000 WB
1:5000 WB

Abcam

Santa Cruz

Cell Signalling

Cell Signalling
Cell Signalling
Cell Signalling
Cell Signalling
Cell Signalling
Cell Signalling
Cell Signalling
Santa Cruz
Santa Cruz
Sigma
Abcam
BD Pharmingen
Santa Cruz
Abcam
Abcam
Abcam
Abcam

Tabela 6. Sekundarna antitela kori§¢ena za imunofluorescencu (IF) i vestern blot

(WB)
Usmereno Konjugovano sa Poreklo  RazblaZenje Proizvoda¢
protiv zeca Alexa Fluor 555 magarac 1:250 IF Invitrogen
protiv zeca peroksidazom rena (HRP) magarac ~ 1:5000 WB Santa Cruz
protiv koze peroksidazom rena (HRP) magarac  1:5000 WB Santa Cruz
protiv misa peroksidazom rena (HRP) mis 1:3000 WB Dako

39




Tabela 7. Lista kori§¢enih prajmera

Ciljni gen

TNF-a

r

IL-6

IL-10

iINOS

PTGS2

CAT

SOD2

GPx

GAPDH

ACTB

Sekvenca prajmera

f GCCCACGTCGTAGCAAACCAC
GGCTGGCACCACTAGTTGGTTGT

fTAGTCCTTCCTACCCCAATTTCC

rTTGGTCCTTAGCCACTCCTTC

f GCTCTTACTGACTGGCATGAG
r CGCAGCTCTAGGAGCATGTG

fGGTGTTCTTTGCTTCCATGCTAAT

r GTCCCTGGCTAGTGCTTCAGA

f TTCAACACACTCTATCACTGGC

r AGAAGCGTTTGCGGTACTCAT

f AGCGACCAGATGAAGCAGTG
r TCCGCTCTCTGTCAAAGTGTG

f CAGACCTGCCTTACGACTATGG

r CTCGGTGGCGTTGAGATTGTT

f AGTCCACCGTGTATGCCTTCT
r GAGACGCGACATTCTCAATGA

fGTTGTCTCCTGCGACTTCA
r TGGTCCAGGGTTTCTTACTC

f GGGCTATGCTCTCCCTCAC
r GATGTCACGCACGATTTCC

117

76

105

106

271

181

113

105

182

136

Temperatura
vezivanja (°C)

64

60

60

60

64

64

64

64

60

63

Tabela 8. Primarna i sekundarna antitela kori§¢ena za enzimski imunoloski esej
(engl. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, ELISA)

Specificnost Poreklo Razblazenje
TNF-a (primarno) hréak, monoklonsko 1:1000
TNF-a (sekundarno) zec, poliklonsko 1:1000
IL-6 (primarno) zec, poliklonsko 1:100
IL-6 (sekundarno) zec, poliklonsko 1:200
IL-10 (primarno) zec, poliklonsko 1:100
IL-10 (sekundarno) zec, poliklonsko 1:200

Proizvodac

eBioscience

eBioscience
PeproTech

PeproTech

PeproTech

PeproTech
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2. Metode
2.1.  Kultura mikroglijskih ¢elija

Imortalizovane ¢elijske linije se Cesto koriste u istrazivanjima mikroglije, jer je za
dobijanje dovoljnog broja mikroglijskih ¢elija u primarnoj kulturi potreban veliki broj
eksperimentalnih zivotinja. U ovoj disertaciji eksperimenti su radeni na BV-2
mikroglijskoj ¢elijskoj liniji. Ova linija je razvijena u laboratoriji Dr Blasi (Blasi i sar.,
1990), infekcijom primarne kulture mikroglijskih ¢elija C57BL/6 miseva sa J2
retrovirusom koji sadrzi v-raf i v-myc onkogene. BV-2 mikroglijske celije dele
morfoloske, fenotipske i funkcionalne karakteristike sa primarnom mikroglijom (Blasi i
sar., 1990, Henn i sar., 2009). Ova ¢elijska linija dobijena je od dr Albe Mineli sa

Univerziteta u Perudi u Italiji.

BV-2 celije gajene su u sterilnim flaskovima u RPMI 1640 medijumu za ¢elije
(Tabela 2), u inkubatoru sa vlaznom atmosferom i 5% CO,, na temperaturi od 37 °C.
Medijum je menjan na svaka 2 dana, a konfluentnost je proveravana pod mikroskopom.
Po dostizanju 70%-80% konfluentnosti ¢elije su presadivane u novi flask ili u
odgovaraju¢e posude za eksperiment. Ovaj procenat konfluentnosti je odabran jer su

¢elije u logaritamskoj fazi rasta tokom koje eksponencijalno proliferisu.
2.1.1. Tripsinizacija i odredivanje broja ¢elija

Mikroglijske ¢elije adheriraju na podlogu, pa je neophodna upotreba proteoliti¢kih
enzima Kkoji raskidaju veze koje ¢elije formiraju sa podlogom i medusobno. U ove svrhe
se najceSce koristi tripsin, a proces se naziva tripsinizacija. Medijum je prosipan iz
flaskova u kojima su celije gajene, a zatim su flaskovi isprani PBS-om da bi se
odstranile mrtve celije i zaostali medijum. Ovaj korak je posebno bitan zbog
odstranjivanja FBS-a koji je sastavni deo medijuma, a ujedno i inhibitor tripsina. Posle
ispiranja, u flask je sipano 3 ml radnog rastvora tripsina (Tabela 2) koji u sebi sadrzi i
EDTA. Posle 5 minuta inkubacije na 37 °C (temperatura na kojoj je najveca aktivnost
tripsina) pod mikroskopom je proveravano da li su se ¢elije odlepile, a potom je dodato
10 ml sveZzeg medijuma sa 10% FBS, ¢ime je delovanje tripsina prekinuto. Suspenzija

¢elija je prebacena iz flaska u tube zapremine 50 ml i centrifugirana 5 minuta na 1000 x

41



g. Posto je supernatant odliven, talog ¢elija je resuspendovan u 5 ml svezeg medijuma i

odreden je ukupan broj ¢éelija.

Alikvot suspenzije ¢elija je pomeSan sa 0,4% rastvorom tripan plavog u odnosu
1:1 i sipan u Neubauer komoricu za brojanje ¢elija. Tripan plavo je boja koja prodire u
mrtve Celije sa naruSenim integritetom membrane, dok kroz membranu zivih éelija ne
moze da prode. Stoga se prilikom brojanja moze napraviti gruba procena vijabilnosti
¢elija. Svaka Neubauer komorica ima 2 regiona sa po 9 ugraviranih kvadrata koji
zauzimaju zapreminu od 0,1 pl. Broj ¢elija po mililitru je izracunat po sledecoj formuli:
broj ¢elija/broj kvadrata x 10* x faktor razblaZenja. Jedan deo ¢elija je potom koris¢en u

daljim eksperimentima dok je drugi deo zasejan u novi flask sa svezim medijumom.
2.1.2.  Sejanje ¢elija i tretmani

Za odredivanje vijabilnosti pomocu  3-(4,5’-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil
tetrazolijum bromid (MTT) i kristal violet testa, ¢elije su Sejane u mikrotitar ploce sa 96
bunariéa pri gustini od 1 x 10* ¢elija po bunaru, u 200 pl medijuma za gajenje. Analiza
vijabilnosti i morfologije BV-2 ¢elija radena je i pomoc¢u biosenzora koji prati stanje
¢elija u realnom vremenu (XCELLigence Real-Time Cell Analyzer Single Plate
instrument, RTCA SP, ACEA Biosciences, San Dijego, SAD), za koji su ¢elije posejane
u specijalnu mikrotitar plocu sa 96 bunarica sa zlatnim elektrodama, isto pri gustini od 1
x 10* ¢éelija po bunaru, u 200 pl medijuma. Za merenje koncentracije nitrita i
koncentracije citokina enzimskim imunotestom ELISA, posejano je 5 x 10* éelija u 500
ul po bunaru u ploce sa 24 otvora. U sterilne ploce sa 6 otvora zasejano je po 3 x 10°
¢elija u 2 ml za analizu proto¢nom citofluorimetrijom, izolaciju RNK, izolaciju proteina
za vestern blot, analizu parametara oksidativnog stresa 1 merenje unutarcelijske
koncentracije ATP-a. Za imunocitohemijska i morfoloska bojenja sejano je 8 x 10°
¢elija na okrugla stakla pre¢nika 25 mm. Posle sejanja sledila je inkubacija preko noéi
kako bi celije adherirale za podlogu, nakon ¢ega su tretirane benfotiaminom i
stimulisane LPS-om. LPS je prediséen iz zida bakterije Escherichia coli serotipa
026:B6.
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U zavisnosti od tretmana uspostavljene su sledece grupe:

o kontrolna, netretirana grupa
e grupe tretirane benfotiaminom u koncentracijama 50, 100 i 250 uM
e grupa stimulisana LPS-om u koncentraciji 1 pg/ml

e grupe pretretirane benfotiaminom u koncentracijama 50, 100 i 250 uM, u

periodu od 30 min, a potom stimulisane LPS-om u koncentraciji 1 pg/ml

Za analizu signalnih puteva ukljucenih u delovanje benfotiamina ¢elije su tretirane
inhibitorima za ERK1/2 (U0126, Cell signaling, SAD, kona¢na koncentracija 50 uM),
JNK (SP600125, Biaffin GmbH &Co KG, Nemacka, konac¢na koncentracija 20 pM) i
Akt (LY294002 Cell signaling, SAD, kona¢na koncentracija 20uM) u periodu od 30

min, a zatim tretirane benfotiaminom i stimulisane LPS-om kao §to je navedeno.

Tretman je trajao u rasponu od 5 minuta do 24 sata, u zavisnosti od parametara

koji su posmatrani.
2.2.  Analiza vijabilnosti i morfologije RTCA aparatom

RTCA instrument predstavlja tip biosenzora koji prati funkcijsko stanje ¢elija u
realnom vremenu. Ovaj sistem omogucéuje neinvazivnu analizu celijskog statusa
pomocu zlatnih mikroelektroda na dnu posebne mikrotitar ploce sa 96 bunarica, E-
ploce. Mikroelektrode registruju promene u impedansi koja zavisi od prisustva ¢elija na
dnu bunariéa i izrazava se kao ¢elijski indeks. Celijski indeks je direktno proporcionalan
broju éelija, njihovoj morfologiji i adheziji. Celijski indeks se uvecava sa poveéanjem
povrsine bunari¢a koju zauzimaju celije koje proliferiSu, adheriraju za podlogu ili
uveéavaju sopstvenu veli¢inu (Limame i sar., 2012). Ovom metodom moguce je
proceniti kako se menja vijabilnost 1 morfologija ¢elija tokom tretmana, u realnom

vremenu.

BV-2 mikroglijske Celije su posejane U E-plocu, inkubirane preko noci, tretirane
benfotiaminom i stimulisane LPS-om u trajanju od 24 h. Celijski indeks je zabelezen na

svakih 5 min u toku trajanja eksperimenta i konstruisana je kriva promene celijskog
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indeksa tokom vremena za svaku grupu c¢elija. Od svake vrednosti za ¢elijski indeks je
oduzeta vrednost indeksa medijuma za gajenje bez prisutnih celija. U rezultatima
¢elijski indeks je predstavljen kao normalizovan celijski indeks, sracunat kada se
¢elijski indeks u datom trenutku podeli sa c¢elijskim indeksom u trenutku LPS

stimulacije.

2.3.  MTT test vijabilnosti

Za odredivanje vijabilnosti Celija ¢esto se koristi MTT test koji se zasniva na
kapacitetu zivih celija da redukuju MTT. Naime, mitohondrijalni enzimi zivih i
metabolicki aktivnih ¢elija obavljaju redukciju Zutog MTT-a do ljubicastih kristala
formazana. Po zavrSetku 24 h tretmana c¢elije su inkubirane sa 20 ul rastvora MTT-a (5
mg/ml) u inkubatoru na 37 °C, u trajanju od 30 min. Prisustvo formiranih ljubicastih
kristala formazana se vizuelno proverava, a potom se supernatant odstrani i natalozeni
kristali rastvore u 150 upl dimetil-sulfoksida (DMSO). Intenzitet boje odreden je
merenjem apsorbance na talasnoj duZini od 492 nm ¢itac¢em za mikrotitar ploce (ELISA
¢ita€). Rezultati su prikazani kao procenat vijabilnosti ¢elija u odnosu na kontrolnu

grupu ¢ija je vijabilnost arbitrarno uzeta kao 100%.

2.4.  Kiristal violet esej

Kristal violet (KV) je esej koji je, kao i MTT test, indikator Celijske vijabilnosti,
ali se bazira na obelezavanju negativno naelektrisanih proteina, polisaharida i
nukleinskih kiselina u vijabilnim adherentnim celijama i stoga se moze koristiti kao
mera broja ¢elija. Po zavrSetku 24 h tretmana Celije su kratko isprane PBS-om, a zatim
fiksirane sa 4% PFA u toku 20 min, na 4 °C. Zatim su celije obojene sa 1% KV
rastvorom u trajanju od 15 min, posle ¢ega su ploc¢e dobro isprane vodom da bi se
odstranio viSak boje, i1 ostavljene da se osuSe. Sutradan je boja vezana za celije
rastvorena u 33% siréetnoj kiselini 1 apsorbanca je o€itana na 540 nm, sa pozadinskom
apsorbancom na 670 nm na ELISA ¢itacu. Vijabilnost netretiranih celija je uzeta kao

100%, a vijabilnost tretiranih grupa je izrazena u odnosu na kontrolu.
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2.5.  Protoc¢na citofluorimetrija

Protocna citofluorimetrija je metoda kojom se moze analizirati viSe karakteristika
¢elija, ukljucujuéi njihovu veli¢inu, granularnost, kao i intenzitet fluorescence.
Suspenzija Celija prolazi kroz sistem fluida koji je tako konstruisan da omogucava
analizu pojedina¢nih partikula $to obezbeduje veliku osetljivost metode. Celije se
najéeScée obelezavaju fluorescentnim molekulima ili antitelima sa vezanom fluoroforom,
fluorofora se zatim pobuduje laserom i emituje fluorescencu odredene talasne duzine
koju aparat registruje i na taj nafin nam moze dati informacije o ¢elijskom statusu,
smrti, proliferaciji, prisustvu odredenih proteina i raznim drugim karakteristikama. Ova
metoda koriS¢ena je za analizu celijske smrti 1 detekciju ekspresije CD40 receptora. U
svim eksperimentima koriS¢ene su i neobelezene celije, kao kontrolna grupa pomocu
koje su podesSeni parametri na protocnom citofluorimetru tako da moze da registruje

populaciju BV-2 ¢elija.
25.1. Analiza éelijske smrti

Apoptozu 1 nekrozu, dva razli¢ita mehanizma Celijske smrti, moguce je razlikovati
na osnovu odredenih morfoloskih karakteristika koje apoptoti¢ne i1 nekroticne celije
poseduju. Celije u ranoj apoptozi gube asimetri¢nost ¢elijske membrane i kao posledica
toga fosfatidilserin se premesta sa citoplazmati¢ne strane gde se normalno nalazi, na
spoljaSnju stranu celijske membrane. Ovako lokalizovan fosfatidilserin se moze
detektovati pomocu aneksina V za koji se specificno vezuje. Dvojnim bojenjem sa
propidijum jodidom, interkaliraju¢im agensom koji se vezuje za nukleinske kiseline,
moguce je razlikovati rano apoptoti¢ne celije od kasno apoptoti¢nih 1 nekroti¢nih koje

su izgubile integritet ¢elijske membrane i u koje propidijum jodid moze da ude.

Po zavrSetku tretmana od 24 h celije su odlepljene sa podloge tripsinizacijom, a
potom spojene sa odgovaraju¢im supernatantima (da bi u analizu usle i mrtve Celije koje
su se odlepile od podloge). Celije su isprane PBS-om, a potom inkubirane u 100 pl
pufera za vezivanje aneksina (Tabela 1) sa 1,5 pl ancksina (Tabela 3) obelezenog
fluorescein izotiocijanat fluoroforom (engl. fluorescein isothiocyanate, FITC) i 1,5 pl

propidijum jodida koncentracije 1 mg/ml (Tabela 3). Posle inkubacije koja je trajala 15
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minuta u mraku, na sobnoj temperaturi, vezivanje aneksina je zaustavljeno dodavanjem
200 pl pufera za vezivanje aneksina. Analiza je radena na CyFlow® Space Partec
proto¢nom citofluorimetru, uz koris¢enje PartecFloMax® softvera. Celije koje su bile
aneksin V pozitivne, a propidijum jodid negativne smatraju se apoptoti¢nim, dok se
éelije obojene i aneksinom V i propidijum jodidom smatraju nekroti¢nim. Zive éelije su
bile negativne i na aneksin V i na propidijum jodid. Minimum 10 000 celija je

analizirano, a rezultati su prikazani kao procenat apoptoti¢nih i nekroti¢nih ¢elija.
2.5.2. Detekcija ekspresije CD40 kostimulatornog proteina

BV-2 ¢elije su tretirane benfotiaminom i stimulisane LPS-om u periodu od 24 h, a
potom pokupljene i isprane PBS-om. Celijska suspenzija je potom inkubirana sa anti-
mis§jim CD40 antitelom konjugovanim sa FITC fluoroforom, u periodu od 1h na 4 °C.
Razblazenje antitela (Tabela 5) pravljeno je u 10% FCS-u u PBS-u. Po zavrSetku
inkubacije, ¢elije su dva puta isprane PBS-om i fluorescenca je ocitana na CyFlow®
Space Partec proto¢nom citofluorimetru, pomocu PartecFloMax® softvera. Minimum
10 000 c¢elija je analizirano, a rezultati su prikazani kao procenat celija koje

eksprimiraju CDA40.
2.6.  Analiza morfologije BV-2 ¢elija

Imaju¢i u vidu da se mikroglijske celije odlikuju razli¢itom morfologijom u
zavisnosti od stanja aktivacije, oblik i veli¢ina BV-2 ¢elija su analizirani pomocu fazno-
kontrastnog snimanja celija, kao 1 bojenjem citoskeleta pomocu fluorescentno
obelezenog faloidina, peptidnog toksina poreklom iz gljiva koji sa velikom
specifinoiéu vezuje F-aktin. Celije su tretirane 24 h, isprane PBS-om i fazno
kontrastne slike su odmah napravljene. Za bojenje F-aktina ¢elije su, posle tretmana od
24 h, fiksirane koris¢enjem 4% paraformaldehida u trajanju od 20 minuta. Posle
fiksiranja, Celije su dobro isprane PBS-om, a potom je izvrSena permeabilizacija
membrane pomocu 0,25% rastvora deterdzenta Triton X-100, tokom 15 minuta. Ovaj
korak je vazan prilikom obeleZavanja struktura koje se nalaze unutar Celije jer se na taj
na¢in omogucuje prolazak boje ili antitela kroz membranu. F-aktin je detektovan

pomoéu faloidina obelezenog sa Alexa Fluor 555 fluoroforom (Tabela 3). Celije su
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inkubirane sa faloidinom u periodu od 30 minuta, na temperaturi od 4 °C. Posle 3
ispiranja PBS-om u trajanju od 5 minuta, i poslednjim ispiranjem u destilovanoj vodi,
¢elije su 5 minuta inkubirane sa Hoechst 33342 fluorescentnom bojom (Tabela 3).
Hoechst se vezuje za dvolanc¢anu DNK i emituje plavu fluorescencu na talasnoj duzini
od 460 nm, omogucuju¢i tako vizuelizaciju jedra. S obzirom da moze da prode kroz
¢elijsku membranu, Hoechst se koristi i za bojenje zivih, kao 1 fiksiranih celija.
Razblazenje ove boje pravi se u destilovanoj vodi do kona¢ne koncentracije 0,025
mg/ml. Celije su isprane 5 puta u destilovanoj vodi i pokrivene moviolom (Tabela 1), a
zatim su stakalca sa celijama postavljena na mikroskopska stakla, posmatrana i

fotografisana pod Zeiss Axiovert mikroskopom (Zeiss, Nemacka).

PovrSina ¢elija analizirana je u softverskom paketu AxioVision Rel 4.6 (Zeiss,
Nemacka). Celije su merene u pet razli¢itih regiona (138 pm x 104 um) na stakalcu, a
analizirana su 3 stakalca po grupi, u 3 eksperimenta, i odredena je srednja vrednost za

veli¢inu ¢elija u svakoj grupi.
2.7. Imunocitohemijsko obeleZzavanje

Imunocitohemija je metoda koja se zasniva na specifi¢noj interakciji izmedu
antitela 1 antigena 1 omogucuje lokalizaciju specificnih makromolekula (najcesce
proteina) u celijama. U eksperimentima je koriS¢ena kombinacija primarnih 1
sekundarnih antitela, gde je primarno antitelo specificno za protein od interesa, dok je
sekundarno antitelo specificno za vrstu iz koje potice primarno antitelo, i obelezeno je
fluoroforom §to omogucava vizuelizaciju reakcije na fluorescentnom mikroskopu.
Imunofluorescenca je koriS¢ena za detekciju 1 analizu ekspresije iNOS 1 p65/NF-kB. Za
iNOS detekciju ¢elije su stimulisane LPS-om i tretirane benfotiaminom u trajanju od 24
h, dok su za detekciju p65/NF-kB ¢elije tretirane 30 min i potom analizirane, s obzirom
da se translokacija NF-«xB transkripcionog faktora odvija brzo posto mikroglija primi

signal za aktivaciju.

Posle tretmana BV-2 ¢elije su kratko isprane PBS-om, a zatim fiksirane sa 4%
paraformaldehidom kao $to je opisano u prethodnom poglavlju. Posle fiksacije ¢elije su

ponovo isprane PBS-om, 3 puta u trajanju od 5 minuta. Ovako pripremljene ¢elije se
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mogu cuvati na 4 °C do nedelju dana ili se mogu odmah iskoristiti za
imunocitohemijsko obelezavanje. Stakalca sa ¢elijama koje se obelezavaju sa antitelom
za NF-xB su uronjena u ledeni metanol i drzana u zamrzivacu na -20 °C, 5 minuta.
Potom su celije isprane tri puta PBS-om, u trajanju od 3 minuta. Sve ¢elije su tretirane
0,25% rastvorom Tritona X-100, 15 minuta, radi permeabilizacije membrane. Posle
ispiranja od viska deterdzenta, nespecificno vezivanje antitela je blokirano sa 3%
rastvorom govedeg serum albumina (engl. bovine serum albumine, BSA) u PBS-u, 30
minuta na sobnoj temperaturi. BV-2 ¢elije su potom inkubirane sa odgovaraju¢im
razblazenjem primarnog antitela (Tabela 5) preko noé¢i na 4 °C. SledeCeg dana je
usledilo ispiranje nevezanog antitela PBS-om, 5 puta u trajanju od 3 minuta. Potom su
¢elije inkubirane sa odgovaraju¢im fluorescentno obeleZenim antitelom (Tabela 6), 1 h
na sobnoj temperaturi. Radi o¢uvanja fluorofora u toku ovog koraka, kao i svakog
sledeéeg, pokrovna stakalca sa ¢elijama su drzana u mraku. Nakon duzeg ispiranja u
PBS-u (5 x 3 min) ¢elije su inkubirane 5 minuta sa Hoechst fluorescentnom bojom.
Usledilo je ispiranje u destilovanoj vodi, nakon ¢ega su stakalca sa ¢elijama pokrivena
moviolom i postavljena na mikroskopska stakla. Celije koje su prosle celu proceduru
bez inkubacije sa primarnim antitelom bile su kontrola bojenja. Kod takvih ¢elija nije

zabeleZen znacajan fluorescentni signal.

Celije su posmatrane i fotografisane Zeiss Axiovert mikroskopom. Odredeno
vreme ekspozicije nije menjano izmedu grupa. Intenzitet p65/NF-kB fluorescence u
nukleusu celija odreden je pomocu Image J softvera. Region nukleusa odreden je
pomocu Hoechst bojenja, a zatim preklopljen sa p65/NF-kB signalom, gde je odreden
intenzitet fluorescence. U svakoj eksperimentalnoj grupi analizirano je minimum 200
¢elija na 3 stakalca, iz 3 razli¢ita eksperimenta, a rezultati su predstavljeni u arbitrarnim
jedinicama (engl. arbitrary units, AU). Podaci su svrstani u intervale od 5 AU i

predstavljeni kao kumulativni procenti za svaku grupu.
2.8.  Odredivanje koncentracije nitrita

Aktivirane mikroglijske celije produkuju NO koji reaguje sa molekularnim
kiseonikom i superoksidnim anjonom i formira peroksinitrit, nitrite (NO;) i nitrate

(NOg3). Efekat tretmana na NO produkciju mikroglijskih Celija moze se proceniti
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pomocu Grisovog testa koji odreduje koncentraciju nitrita, stabilnog NO produkta.
Grisov reagens sadrzi sulfanilamid koji sa nitritima formira diazonijum soli, dok N-
(naftil)-etilenediamin dihidrohlorid sa ovim solima daje roze boju. S obzirom da Grisov
reagens reaguje samo sa nitritima, nitrati se prvo redukuju do nitrita kori$¢enjem

metalnog kadmijuma.

Posle 24 h tretmana pokupljeni su supernatanti BV-2 C¢elijskih kultura. U
supernatante su stavljene granule kadmijuma radi efikasne redukcije nitrata do nitrita.
Uzet je alikvot od 50 pl i pomesan sa istom zapreminom Grisovog reagensa (Tabela 1)
u plocama sa 96 bunari¢a nakon cega su ploce ostavljene 10 minuta u mraku radi
razvijanja boje. Standardna kriva je konstruisana na osnovu poznatih koncentracija
natrijum nitrita (NaNO;). Apsorbanca je merena na talasnoj duzini od 570 nm, na
ELISA ¢itacu. Rezultati su izrazeni u pM produkovanih nitrita i predstavljaju srednje

vrednosti + standardna greska (SE) iz tri nezavisna eksperimenta, radena u triplikatu.
2.9. lzolacija RNK

Prvi korak u analizi ekspresije gena od interesa jeste izolacija RNK. BV-2 ¢elije
su posejane u sterilne ploce i tretirane benfotiaminom u trajanju od 4 i 6 h. Potom je
supernatant uklonjen, a celije lizirane dodatkom Iml TRIzol reagensa. Lizat ¢elija je
nekoliko puta provuen kroz nastavak pipete radi $to bolje homogenizacije, a zatim
prebacen u male plasti¢ne epruvete 1 ostavljen 5 min na sobnoj temperaturi da bi se
omogucilo potpuno razdvajanje nukleoproteinskih kompleksa. Dodato je 200 pl
hloroforma, epruvete su snazno vorteksovane dok smesa nije postala bela, a zatim su
ostavljene na sobnoj temperaturi 3 minuta. Radi efikasnog razdvajanja faza, uzorci su
centrifugirani 15 minuta na temperaturi od 4 °C i brzini od 12000 x g. Posle
centrifugiranja uocene su 3 faze: donja crvena organska faza u kojoj su pretezno DNK 1
proteini, srednja bela interfaza i gornja bezbojna vodena faza u kojoj se nalazi RNK.
Gornja faza je preneta u nove ependorfice u koje je dodato 0,5 ml izopropanola nakon
Cega su ependorfice snazno vorteksovane. Uzorci su cuvani na -80 °C preko noci.
Sutradan su uzorci odledeni i centrifugirani 10 minuta na 4 °C i brzini od 12000 x g.
RNK je ovako staloZena kao beli talog na dnu epruvete. Da bi se dobio S$to €istiji uzorak

RNK, talog se dva puta ispira sa 0,5 ml 75% etanola napravljenog u DEPC tretiranoj
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vodi, radi inaktivacije RNKaza (Tabela 4). Posle centrifugiranja 5 minuta na 4 °C i
brzini od 7500 x g, etanol je odliven, a epruvete su ostavljene na sobnoj temperaturi 15
- 30 minuta da bi se talog osuSio. Talog je posmatran na nekoliko minuta da bi se
sprecilo isuSivanje Sto smanjuje rastvorljivost RNK. Posle suSenja talog RNK je
rastvoren u 30 ul upH,O (Tabela 4). U slede¢em koraku je uradena elektroforeza na 1%
agaroznom gelu, radi provere kvaliteta RNK. Koncentracije su odredene merenjem
apsorbance na 260 nm (Eppendorf BioPhotometer Spectrophotometer UV/VIS,
Austrija).

2.10. DNKazni tretman i reakcija reverzne transkripcije

U slede¢em koraku, komplementarna DNK (cDNK) se sintetiSe na osnovu
izolovane RNK, reverznom transkripcijom, i koristi u daljoj analizi. Uzorci su prvo
tretirani DNKazom da bi se odstranili ostaci genomske DNK koji mogu smetati u daljoj
analizi ekspresije gena. RNK (1 pg) je tretirana sa 1 U DNKaze | (Tabela 4) na 37 °C u
trajanju od 30 minuta, a potom je DNKaza inaktivirana sa 25 mM EDTA na 65 °C
tokom 10 minuta. Ovako pripremljeni uzorci su potom usli u proces reverzne

transkripcije.

Za sintezu ¢cDNK koris¢en je komercijalno dostupan komplet (Tabela 4) koji je
sadrzao reverznu transkriptazu (RNK zavisna DNK polimeraza), dezoksiribonukleotide,
inhibitor enzima RNKaze 1 prajmere za pocetak sinteze molekula DNK, nasumicne
heksamere. Reakciona smeSa se sastojala iz uzorka koji sadrzi 1 pg RNK, pufera za
reverznu transkripciju, dNTP miksa (100 mM), nasumicnih prajmera, MultiScribe
reverzne transkriptaze i upH,O (Tabela 4). Reakciona smesa je inkubirana 10 minuta na
25 °C, a potom 120 minuta na 37 °C, optimalnoj temperaturi za aktivnost reverzne
transkriptaze. Reakcija je prekinuta inkubacijom na 85 °C u trajanju od 5 minuta. Ovako

sintetisana cDNK je skladistena na — 20 °C do kori$¢enja.

2.11. Reakcija lan¢anog umnoZavanja u realnom vremenu

Reakcija lan¢anog umnozavanja (engl. polymerase chain reaction, PCR) je
metoda u kojoj se umnozava DNK ili RNK od interesa, zahvaljujuci lan¢anoj reakciji

enzima polimeraze. U naSim eksperimentima matrica je bila ¢cDNK sintetisana na
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osnovu izolovane RNK. DNK polimeraza u PCR reakciji amplifikuje samo DNK od
interesa zahvaljuju¢i oligonukleotidnim prajmerima koji su komplementarni sa
segmentom odredene sekvence, a ¢ije prisustvo je neophodno za aktivnost polimeraze.
Mi smo Koristili tehniku kvantitativnog PCR-a u realnom vremenu (engl. quantitative
real-time PCR, qPCR). Proces umnozavanja se kontrolise ciklusima temperaturnih
promena, a koli¢ina umnozenog produkta se prati u realnom vremenu zahvaljujuci

detekciji fluorescentnog molekula koji se vezuje isklju¢ivo za dvolan¢anu DNK.

Koris¢ena je fluorescentna boja SYBR Green, a komercijalno dostupna smesa
pored fluorescentne boje sadrzi i odgovarajuci pufer, miks dNTP i termostabilnu DNK
polimerazu (Tabela 4). Reakciona smesa za amplifikaciju sastojala se iz SYBR Green
miksa, uzorka cDNK razblazenog 10 x, prajmera za odgovarajuce transkripte (Tabela 7)
I up H>O. Reakcija se odvijala u specijalnoj sterilnoj plo¢i sa 96 bunarica, prilagodenoj
za qPCR, a koriS¢en je aparat ABI Prism 7000. Ploca je prvo inkubirana 2 minuta na 50
°C, a zatim 10 minuta na 95 °C radi disocijacije dvolancane DNK. Usledilo je 40
ciklusa koji su zapoceti sa 15 sekundi na 95 °C za denaturaciju dvolantane DNK 1
omogucavanje vezivanja prajmera i elongaciju lanaca $to se odvijalo u svakom ciklusu
u toku 1 minuta na specificnoj temperaturi vezivanja prajmera. Ova temperatura je

odredena za svaki par prajmera ponaosob i data je u Tabeli 7.

Rezultati su analizirani u programu 7500 System software (Applied Biosystems,
SAD). Nivo ekspresije gena od interesa (Tabela 7) izrazen je u odnosu na nivo
ekspresije kontrolnog gena ¢ija ekspresija ostaje ista u posmatranom sistemu nezavisno
od eksperimentalne procedure. Ovakvi geni se nazivaju endogene ili interne kontrole. U
eksperimentima su u ove svrhe koris¢eni GAPDH i B-aktin (ACTB). Komparativni Ct
metod je koriS¢en za analizu rezultata. Ct vrednost (engl. treshold cycle) se definiSe kao
ciklus u toku amplifikacije kada fluorescentni signal prelazi prag detekcije. Ct vrednost
je mera ekspresije gena u uzorku, $to je Ct vrednost niza to je ekspresija gena veca, s
obzirom da tokom amplifikacije ranije prelazi prag detekcije. Razlika izmedu Ct
vrednosti za ciljni gen i internu kontrolu je poredena za kontrolnu i tretirane grupe (2°

A metod). Rezultati su izraZeni kao stepen promene u odnosu na kontrolnu grupu.
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2.12. Enzimski imunolos$ki esej

ELISA je metoda koja pomocu specifi¢nih antitela moze da detektuje antigen u
uzorku. U eksperimentima je koriS¢ena tzv. ,,sendvi¢® ELISA metoda u kojoj se koriste
dva antitela specifi¢na za razliCite epitope na antigenu. Pomoc¢u ove metode odredena je

koncentracija citokina TNF-a, IL-6 i IL-10 u supernatantu BV-2 ¢elijskih kultura.

Mikroglijske ¢elije su posejane u sterilne ploCe sa 24 otvora i tretirane kao Sto je
ve¢ opisano. Posle 24 h tretmana, supernatanti iz Celijskih kultura su skupljeni i
skladisteni na -80 °C do koris¢enja. ELISA eseji su radeni u plo¢ama sa 96 otvora
(NUNC, Thermo Scientific, SAD), dizajniranim specificno za ELISA testove. Ploce su
oblozene odgovaraju¢im razblazenjem primarnog antitela (Tabela 8). Sutradan su ploce
isprane puferom za ispiranje (0,05% Tween u PBS-u) 4 puta, a potom je usledilo
blokiranje nespecifi¢nih mesta za vezivanje (10% rastvor FBS-a za TNF-a, 1% BSA za
IL-6 i IL-10). Posle blokiranja plo¢e su isprane 3 puta i u svaki bunari¢ je dodato 50 pl
uzorka odnosno standarda. Standardi su odgovarajua razblaZenja komercijalno
dostupnih citokina. Ploc¢a je pokrivena adhezivnom trakom i inkubirana na sobnoj
temperaturi u trajanju od 2 h. Zatim su ploce dobro isprane 4 puta i usledila je
inkubacija sa sekundarnim antitelom koje je obeleZeno biotinom, u trajanju od 1 h, na
sobnoj temperaturi. Posle ispiranja u svaki bunari¢ je dodat avidin obelezen
perksidazom iz rena. Avidin ima veliki afinitet za vezivanje biotina. Ovako se formira
kompleks u kome je antigen u ,,sendvi¢u“: primarno antitelo — antigen — sekundarno
antitelo obeleZzeno biotinom — avidin sa perkosidazom iz rena. Posle ispiranja
nevezanog avidina sledi detekcija pomocu odgovarajueg supstrata za peroksidazu iz
rena. Za detekciju TNF- a koris¢en je hromogeni supstrat 3,3',5,5'-tetrametilbenzidin
(TMB). Posle inkubacije u mraku u trajanju od 15 minuta razvijena je plava boja.
Reakcija je prekinuta dodavanjem 1M HsPO, (Zorka, Sabac, Srbija) posle &ega je
razvijena zuta boja €iji je intenzitet proporcionalan koncentraciji citokina u uzorku.
Apsorbanca je merena na 450 nm na ELISA ¢itacu. Za detekciju IL-6 i IL-10 kori$¢ena
je 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) (ABTS) kao supstrat. Po
dodatku ABTS-a ploca je inkubirana na sobnoj temperaturi 10 minuta i pra¢eno je
razvijanje zelene boje. Apsorbanca se meri na 405 nm sa korekcijom na 670 nm na

svakih 5 minuta u toku 45 min. Kao relevantne uzimaju se vrednosti apsorbance koje ne
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prelaze vrednost 0,2 za blank (medijum) i 1,3 za standard najvece koncentracije.

Koncentracije citokina su ocitane sa standardne krive i izrazene u pg /ml.
2.13. Priprema ¢elijskog lizata

BV-2 celije su gajene i tretirane na prethodno opisan nacin, a zatim lizirane radi
analize ekspresije proteina imunoblot metodom. Tretmani su trajali 5, 15, 30 i 60
minuta, kao 1 24 h, u zavisnosti od dinamike promene ekspresije posmatranih proteina.
Posle tretmana, celije su odlepljene sa podloge tripsinizacijom, isprane PBS-om i
lizirane puferom za liziranje (Tabela 1), kome je dodat miks proteaznih (Roche,
Nemacka) i, ako je u pitanju analiza fosforilisanih proteina, fosfataznih inhibitora
(Pierce, SAD). Posle inkubacije na ledu u trajanju od 15 minuta, lizat celija je
centrifugiran na 12 000 x g, 20 minuta, na 4 °C, radi odstranjivanja ¢éelijskog otpada.

Supernatant je prebacen u novu tubu, alikvotiran i skladisten na -80 °C do kori$éenja.
2.14. Priprema citosolne i jedarne frakcije proteina

Citosolna 1 jedarna frakcija proteina pripremane su pomocu komercijalno
dostupnog NE-PER Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents kompleta (Thermo
Scientific, SAD), radi analize ekspresije i translokacije NF-kB transkripcionog faktora.
BV-2 ¢elije su pretretirane benfotiaminom kao $to je opisano, a potom stimulisane LPS-
om 30 minuta. Medijum je odstranjen, a Celije su pokupljene tripsinizacijom i isprane
PBS-om. Posle centrifugiranja od 3 minuta, na brzini od 500 x g, talog celija je
resuspendovan u 150 pl hladnog pufera za ekstrakciju citosolne frakcije 1 (engl.
Cytoplasmic Extraction Reagent I, CER 1) kome je dodat miks proteaznih i fosfataznih
inhibitora. Celijski pelet je snazno vorteksovan i inkubiran na ledu 10 minuta. Potom je
dodato 8,25 pl hladnog pufera za ekstrakciju citosolne frakcije II (engl. Cytoplasmic
Extraction Reagent II, CER II). Tube sa celijskim lizatima su snazno vorteksovane,
inkubirane na ledu 1 minut, a potom ponovo vorteksovane i centrifugirane 5 minuta na
maksimalnoj brzini (16 000 x g). Supernatant koji je sadrzao citosolnu frakciju proteina
je odmah prebacen u novu tubu i skladisten na -80 °C do koris¢enja. Jedarni talog je
resuspendovan u 75 pl hladnog pufera za ekstrakciju nuklearne frakcije (Nuclear

Extraction Reagent, NER) i suspenzija je inkubirana 40 minuta na ledu uz povremeno
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vorteksovanje, a potom centrifugirana 10 minuta pri brzini od 16 000 x g. Dobijeni
supernatant sa nuklearnim ekstraktom je prebacen u novu ohladenu tubu i skladiSten na

-80 °C.
2.15. Odredivanje koncentracije proteina

Koncentracija proteina u pripremljenim uzorcima odredena je metodom
zasnovanom na svojstvu bicinhoninske kiseline da detektuje Cu®* koji se formira
redukcijom Cu®** u prisustvu proteina u alkalnoj sredini. Koridéen je komercijalno
dostupan komplet BCA™ Protein Assay Kit (Pierce Biotechnology, SAD), prema
uputstvu proizvodaca. Reakciona smesa sastojala se iz 115 pl dejonizovane vode, 10 pl
uzorka i 125 pl boje. Razvijanje boje odvijalo se 2 h na 37 °C, posle ¢ega je oCitana
apsorbanca na 540 nm, na ELISA ¢itacu. Standardna kriva je konstruisana na osnovu

poznatih koncentracija BSA.
2.16. Elektroforetsko razdvajanje proteina

Za analizu ekspresije proteina od interesa u ovoj studiji pripremljeni uzorci su
elektroforetski razdvojeni, a potom detektovani imunoblot metodom. Elektroforeza je
radena na poliakrilamidnim gelovima sa natrijum-dodecilsulfatom (engl. sodium
dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE), ¢ime su proteini
razdvojeni po molekulskoj teZini. Gel za razdvajanje je u sastavu imao 5; 7,5 ili 10%
poliakrilamida u zavisnosti od molekulske teZine ispitivanih proteina, dok je gel za
koncentrovanje sadrzao 4% poliakrilamida (Tabela 1). Uzorci su pripremani sa puferom
za uzorke (Tabela 1), zagrejani 5 minuta na 95 °C radi denaturacije proteina, a zatim su
jednake koli¢ine proteina naneSene na gel. Kao standard za molekulsku tezinu koris¢ena
je komercijalno dostupna smeSa obojenih proteina poznatih molekulskih tezina
(Fermentas, Nemacka) koja je nanesena na gel pored uzoraka. Razdvajanje se odvijalo u
mini aparaturi za elektroforezu (Mini-PROTEAN 11l Electrophoresis Cell, Bio-Rad,
SAD) u puferu za elektroforezu (Tabela 1), pod konstantnim naponom od 120 V, na

sobnoj temperaturi.
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2.17. Prenos proteina na poliviniliden-fluoridnu membranu i imunoblot

analiza

Prenos proteina sa SDS-poliakrilamidnog gela na poliviniliden-fluoridnu
membranu (engl. polyvinylidene fluoride, PVDF) (Millipore, SAD) uraden je u sistemu
za transfer (Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell, Bio-Rad, SAD), pri ¢emu se
negativno naelektrisani proteini krecu ka pozitivnoj anodi gde je postavljena PVDF
membrana. Gel sa razdvojenim proteinima je kratko inkubiran u puferu za transfer
(Tabela 1). PVDF membrana je aktivirana u metanolu (15 sekundi), isprana u vodi (2
minuta), a potom ekvilibrisana u puferu za transfer (10 minuta). Prenos proteina je
obavljen pod konstantnim naponom (100 V) u toku 1 h. PVDF membrane su potom
bojene Ponceau S bojom (Tabela 1) koja se vezuje za proteine. Na ovaj nacin je
proveravano da li je prenos bio dobro obavljen. Membrane su potom isprane

destilovanom vodom i dalje kori§¢ene za imunoblot analizu.

Posle prenosa proteina, membrane su inkubirane u 5% BSA u TBST puferu
(Tabela 1) na sobnoj temperaturi, u trajanju od 1h, radi spreCavanja nespecificnog
vezivanja antitela. Usledila je inkubacija sa primarnim antitelom (Tabela 5), preko noc¢i
na 4 °C. Sutradan su membrane isprane u TBST puferu 3 puta u trajanju od 10 minuta,
da bi se uklonio viSak nevezanog primarnog antitela. Potom su membrane inkubirane sa
odgovaraju¢im sekundarnim antitelom konjugovanim sa peroksidazom rena (Tabela 6),
1h na sobnoj temperaturi. Posle ispiranja (3 x 10 minuta), membrane su inkubirane u
rastvoru luminola (Tabela 1). Peroksidaza rena katalizuje oksidaciju luminola pri ¢emu
se emituje svetlosni signal koji je zabelezen na fotografskom filmu (Kodak), gde je
jacina signala bila proporcionalna koli¢ini vezanog antitela. Program ImageQuant 5.2 je
koriséen za analizu signala, a dobijene vrednosti optickih gustina za analizirane proteine
su normalizovane u odnosu na koli¢inu (-aktina ili B-tubulina u bunaricu, proteina ¢ija
se ekspresija ne menja pod dejstvom tretmana. Tako dobijene vrednosti su prikazane u
arbitrarnim jedinicama (za iINOS, MnSOD, CAT, GPx, GR) ili u procentima, u odnosu
na ekspresiju u kontrolnoj grupi kojoj je arbitrarno data vrednost 100% (za COX-2,
PERK, pJNK, pp38, pAkt, p65/NF-kB). Rezultati prikazani graficki predstavljaju

srednje vrednosti (£SE) iz 3 nezavisna eksperimenata ponovljena u triplikatu .
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2.18. Odredivanje parametara oksidativnog stresa i antioksidativne

zastite

U cilju analize parametara oksidativnog stresa i antioksidativne zastite, u BV-2
¢elijama je odreden sadrzaj <«O,, MDA i ukupnog glutationa, a analizirane su i
aktivnosti antioksidativnih enzima CuZnSOD i MnSOD, CAT, GPx i GR. Celije su
tretirane u trajanju od 24h kao $to je ve¢ opisano, isprane PBS-om i pokupljene
sterilnom plasticnom grebalicom. BV-2 ¢elije su lizirane sonikacijom, a potom je
uzorak centrifugiran na brzini od 15 000 x g u trajanju od 5 minuta, na 4 °C. Talog je
odbacen, a supernatant sa liziranim celijskim sadrzajem je prebacen u novu tubu i

skladisten na -80 °C do koris¢enja.
2.18.1. Merenje koncentracije superoksid anjona

Kao parametar oksidativnog stresa, odredivana je koncentracija *O;, pomocu
metode koja se zasniva na redukciji nitro plavo tetrazolijuma (engl. nitro blue
tetrazolium, NBT) do monoformazana, Sto se moze pratiti spektrofotometrijski,
merenjem apsorbance na talasnoj duzini 550 nm. Reakciona smeSa je sadrzala 1 mM
NBT rastvoren u fosfatnom puferu (pH 8,6) i 0,1 mg/ml Zelatina. Rastvor NBT-a je sat
vremena bio izloZen azotu pod pritiskom da bi se smanjio napon kiseonika u medijumu.
Potom je lizat ¢elija dodat u reakcionu smesu i pracena je promena apsorbance na 550
nm. Rezultati su izrazeni kao procenat redukovanog NBT-a u odnosu na kontrolnu

grupu za koju je arbitrarno odredena 100% redukcija NBT-a.
2.18.2. Analiza sadrzaja malondialdehida

Pokazatelj nivoa oksidativnog stresa je i sadrzaj MDA, koji oslikava nivo lipidne
peroksidacije i moze se odrediti pomocu tiobarbituratnog eseja koji se bazira na reakciji
tiobarbituratne kiseline i MDA ¢&iji je proizvod kompleks Zzute boje (Villacara i sar.,
1989). TBA reagens, sacinjen od 15 % trihlorsiréetne kiseline, 0,375 % tiobarbiturne
kiseline 1 0,25 mol/L hlorovodoni¢ne kiseline, je pomeSan sa lizatom ¢elija, a zatim je
reakciona smeSa zagrevana na 95 °C 5 minuta. Posle hladenja uzorci su centrifugirani 1

minut pri brzini od 3000 x g i apsorbanca supernatanta je oCitana na 532 nm. Rezultati

su prikazani u nmol MDA/ml.
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2.18.3. Odredivanje koncentracije ukupnog glutationa

Glutation je glavni neenzimski antioksidans u mikrogliji i njegov sadrzaj u celiji
je indikator sposobnosti ¢elija da se izbore sa oksidativnim stresom. Koncentracija
ukupnog glutationa izmerena je pomocu reciklirajueg eseja koji koristi 5,5-ditio-bis-2-
nitrobenzoevu kiselinu (DTNB) i GR. DTNB oksiduje redukuju¢u formu GSH do
GSSG pri ¢emu se formira 5-tio-2-nitrobenzoeva kiselina (TNB). U slede¢em koraku
GR redukuje GSSG do GSH. Nivo stvaranja TNB-a je proporcionalan ukupnoj
koncentraciji glutationa i prati se merenjem apsorbance na 412 nm u periodu od 6 min
(Anderson, 1986). Reakciona smesa se sastojala iz 700 pl pufera (211 x 10° g NADH u
fosfatnom puferu, pH 7,5 sa 6,3 mM EDTA), 100 ul DTNB (6 mM u fosfatnom puferu,
pH 7,5, sa 6,3 mM EDTA), 175 pl vode 1 25 pl uzorka. Reakcija je zapoceta
dodavanjem 10 ul GR (266 U/mL u fosfatnom puferu, pH 7,5 sa 6,3 mM EDTA). Na
osnovu poznatih koncentracija GSSG konstruisana je odgovarajuca standardna kriva.

Koncentracija ukupnog glutationa izrazena je u nmol/ml.
2.18.4. Odredivanje aktivnosti superoksid dismutaze

Kao mera antioksidativne zastite, odredena je aktivnost antioksidativhog enzima
SOD. Superoksid anjon, supstrat SOD, se generiSe u spontanoj oksidaciji epinefrina
koja se odvija pod dejstvom molekularnog kiseonika u baznoj sredini. Tokom
oksidacije epinefrina formira se proizvod roze boje. SOD reaguje sa superoksid
anjonom 1 smanjuje brzinu formiranja obojenog proizvoda. Reakciona smeSa se
sastojala iz 10 mM epinefrina, uzorka i 50 mM natrijum bikarbonatnog pufera pH 10,2,
sa ImM EDTA. Reakcija je zapoc€injala dodavanjem epinefrina i pra¢ena je merenjem
apsorbance na 480 nm u vremenskom rasponu od 5-8 minuta, kada je zavisnost
linearna. Da bi se odredila aktivnost mitohondrijalne SOD (MnSOD), aktivnost
citosolne forme (CuzZnSOD) je inhibirana dodatkom 5 mM KCN u reakcionu smesu.
Aktivnost CuZnSOD odredena je kao razlika izmedu ukupne SOD 1 MnSOD aktivnosti.
Jedinica aktivnosti SOD definiSe se kao koli¢ina enzima koja dovodi do 50 % inhibicije
autooksidacije adrenalina u linearnom delu promene apsorbance u minuti. Rezultati su

prikazani u jedinicama aktivnosti po mg proteina.
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2.18.5. Merenje aktivnosti katalaze

Metoda za odredjivanje aktivnosti CAT, jos jednog klju¢nog enzima u
antioksidativnoj zastiti, zasniva se na pracenju redukcije vodonik peroksida (supstrat za
CAT) u reakciji sa amonijum molibdatom pri ¢emu se formira kompleks zute boje
(Goth, 1991). Uzorak je inkubiran 1 minut sa 65 uM H,O; u fosfatnom puferu, pH 7,2.
Negativna kontrola je bila epruveta sa fosfatnim puferom umesto uzorka. Reakcija je
zaustavljena dodavanjem 32,4 mM amonijum molibdata i apsorbanca je pracena na
talasnoj duzini od 405 nm. Jedinica aktivnosti CAT predstavlja broj redukovanih

umolova H20; u minuti. Rezultati su izrazeni u jedinicama aktivnosti po mg proteina.
2.18.6. Analiza aktivnosti glutation peroksidaze

Aktivnost GPx odredena je indirektnom metodom, merenjem potroSnje NADPH
na 340 nm. GPx katalizuje redukciju lipidnih hidroperoksida do alkohola i vode pri
¢emu se GSH oksiduje do GSSG. Potom se nastali GSSG reciklira ponovo do GSH uz
kataliticko dejstvo enzima GR i oksidaciju koenzima NADPH. Oksidacija NADPH do
NADP" se prati spektrofotometrijski, merenjem apsorbance na 340 nm, $to predstavlja
meru aktivnosti GPx. Redukcija jednog mola GSSG zahteva jedan mol NADPH.
Jedinica aktivnosti GPx definise se kao broj pmolova oksidovanog NADPH u minuti, a

aktivnost GPx izraZena je u jedinicama po miligramu proteina.
2.18.7. Odredivanje aktivnosti glutation reduktaze

Metoda za odredivanje aktivnosti GR zasniva se na sposobnosti ovog enzima da
katalizuje redukciju GSSG u GSH uz oksidaciju koenzima NADPH do NADP".
Reakciona smesa se sastojala iz 1 mM NADH u 200 mM Tris Hepes puferu, pH 7,2 sa 1
mM EGTA, uzorka i 4 mM GSSG. Smesa je inkubirana 15 minuta na 37 °C, a zatim su
dodati 0,1 M HCI i 6 M NAOH, a u kontrolu 4 mM GSSG. Apsorbanca je merena na
fluorimetru, na AEx-360 nm, AEm-460 nm. NAD i NADP imaju plavu fluorescencu u
redukovanom obliku, ali ne fluoresciraju u oksidovanom obliku, pa se gubitak
fluorescence moze pratiti fluorimetrijski, $to predstavlja veoma osetljivu metodu. Kao

standard koriséen je 100 mM NAD" od koga su pravljena odgovarajuéa razblazenja.
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Jedinica aktivnosti enzima GR definiSe se kao broj umolova oksidovanog NADPH u

minuti, a rezultati su predstavljeni u jedinicama aktivnosti po mg proteina.
2.19. Merenje unutarcelijske koncentracije ATP-a

Promene unutarcelijske koncentracije ATP-a u BV-2 c¢elijama nakon tretmana
benfotiaminom izmerene su primenom bioluminiscentnog kompleta (ATP
Bioluminescent Assay Kit, Sigma, Nemacka). ATP je prethodno ekstrahovan iz ¢elija
vrelom vodom, po opisanom protokolu (Yang i sar., 2002). Ukratko, BV-2 ¢elije su
tretirane benfotiaminom 30 min, a zatim stimulisane LPS-om u trajanju od 1h, 4h i 24h,
a potom je medijum uklonjen, na ¢elije je sipana kipuca voda i one su sakupljene
sterilnom plasticnom grebalicom. Tako dobijena celijska suspenzija je prebacena u
tubice i potom kuvana 10 minuta, a zatim centrifugirana 5 minuta na 12 000 x g, na
temperaturi od 4 °C. Talog saCinjen od ostataka ¢elija je odbacen, a supernatanti su
odmah iskori$éeni za odredivanje koncentracije ATP-a. Uzorci su inkubirani sa smeSom
luciferina i luciferaze, prema uputstvu proizvodaca kompleta. Intenzitet luminiscence je
meren pomoc¢u luminometra (CHAMELEON™YV, Hidex, Turku, Finland).
Konstruisana je ATP standardna kriva, na osnovu koje su odredene koncentracije ATP-
a u uzorcima. Koncentracija ATP-a izraZzena je u nmol ATP/mg proteina. Rezultati
predstavljaju srednje vrednosti koncentracije ATP (+ SE) iz 3 nezavisna eksperimenata

ponovljena u triplikatu.
2.20. Statisticka obrada podataka

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost = SE iz najmanje tri nezavisna
eksperimenta, od kojih je svaki izveden u triplikatu. Za analizu statisticke znaCajnosti
razlika izmedu rezultata za razlicite tretmane kori$¢ena je analiza varijanse (ANOVA),
praéena Bonferroni testom za viSestruka poredenja. Vrednosti parametra p < 0,05

smatrane su statisti¢ki znacajnim.
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U skladu sa prethodno postavljenim ciljevima, potencijalni antiinflamatorni i
antioksidativni uticaj benfotiamina na aktiviranu mikrogliju ispitivan je u LPS-om
stimulisanoj kulturi BV-2 ¢elija, Siroko prihva¢enom in vitro modelu neuroinflamacije.
Efekat benfotiamina pracen je i u nestimulisanim c¢elijama, radi provere dejstva

supstance na mikroglijske ¢elije u uslovima kada inflamacija nije prisutna.

1. Efekat benfotiamina na preZivljavanje i morfologiju BV-2
mikroglijskih ¢elija u kulturi

1.1.  Benfotiamin ne uti¢e na vijabilnost BV-2 ¢elija

Uticaj benfotiamina na vijabilnost BV-2 ¢elija ispitan je u opsegu koncentracija
od 1 do 500 uM. Vijabilnost je odredena u BV-2 ¢elijama tretiranim benfotiaminom u
trajanju od 24 h ili pretretiranim benfotiaminom i stimulisanim LPS-om tokom 24 h.
Benfotiamin nije uticao na vijabilnost nestimulisanih BV-2 ¢elija, kao ni ¢elija koje su
stimulisane LPS-om, ni u jednoj od navedenih koncentracija (Slika 7). U daljim

eksperimentima benfotiamin je koris¢en u koncentracijama 50, 100 i 250 uM.
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Slika 7. Uticaj tretmana benfotiaminom i stimulacije LPS-om na vijabilnost BV-2 mikroglijskih
¢elija. BV-2 celije su tretirane benfotiaminom i stimulisane LPS-om u trajanju od 24 h i njihova
vijabilnost je odredena MTT testom. Rezultati su prikazani kao procenat zivih celija u odnosu na
kontrolne, netretirane kulture ¢ija je vijabilnost uzeta kao 100%. Simboli na grafiku predstavljaju srednje
vrednosti tri nezavisno izvedena eksperimenta (+ SE).
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1.2.  Benfotiamin menja morfologiju BV-2 mikroglijskih ¢elija
stimulisanih LPS-om

Funkcijski status BV-2 ¢elija u realnom vremenu analiziran je RTCA aparatom.
Merenjem impedanse instrument odreduje celijski indeks koji govori o vijabilnosti,
morfologiji i adheziji ispitivanih ¢elija. U svim grupama celijski indeks se postepeno
uvecavao, kako su celije adherirale za podlogu i proliferisale (Slike 8 i 9). Tretman

benfotiaminom u navedenim koncentracijama nije uticao na ¢elijski indeks (Slika 8).
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Slika 8. Status benfotiaminom tretiranih BV-2 ¢elija u realnom vremenu. BV-2 ¢elije su tretirane
benfotiaminom 24 h i njihovo stanje je pra¢eno RTCA aparatom. Na grafiku je prikazan normalizovan
¢elijski indeks za kontrolnu grupu Ccelija (K, crvena linija), i Celije tretirane benfotiaminom u
koncentracijama 50 uM (B, roze linija), 100 uM (B, plava linija) i 250 uM (B, zelena linija).

Medutim, 24 h posle stimulacije LPS-om doslo je do znacajnog povecéanja celijskog
indeksa u odnosu na kontrolnu grupu (Slika 9). Pretretman ¢elija benfotiaminom doveo
je do smanjenja Celijskog indeksa kod ¢elija stimulisanih LPS-om, a ovaj efekat je bio
najizrazeniji u koncentraciji 250 uM, koja je ¢elijski indeks vratila na kontrolni nivo. Da
bi utvrdili da li su promene celijskog indeksa posle tretmana posledica promena u

morfologiji ili broju ¢elija uradene su citoloSke analize 1 kristal violet esej.
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Slika 9. Uticaj benfotiamina na status LPS-stimulisanih BV-2 éelija u realnom vremenu. Celijski
indeks BV-2 ¢elija je pracen RTCA aparatom. Na grafiku su prikazane normalizovane vrednosti ¢elijskog
indeksa u kontrolnoj grupi ¢elija (K, crvena linija), grupi stimulisanoj LPS-om (LPS, crna linija) i
¢elijama stimulisanim LPS-om i pretretiranim benfotiaminom (LPS+B (50 uM), roze linija; LPS + B (100
uM), plava linija; LPS + B (250 uM), zelena linija).

Morfologija ¢elija analizirana je fazno-kontrastnim mikroskopiranjem i bojenjem
citoskeleta fluorescentno obelezenim faloidinom (Slike 10 i 11). U kontrolnim
uslovima, BV-2 celije imale su okruglasti oblik, dok su mikrofilamenti difuzno
rasporedeni uz membranu Celija (Slika 10). Benfotiamin nije uticao na oblik i veli¢inu
¢elija. Sa druge strane, stimulacija LPS-om dovela je do drasti¢nih promena u ¢elijskoj
morfologiji (Slika 11). Kod ¢elija stimulisanih LPS-om doslo je do uvecanja ¢elijskog
tela i pruzanja brojnih nastavaka u razli¢itim pravcima. LPS je indukovao i
reorganizaciju mikrofilamenata u snopove nagomilane u nastavcima i izraZzenim
mikroprojekcijama. Tretman benfotiaminom pre stimulacije LPS-om sprecio je
morfoloske promene i reorganizaciju F-aktina, a Celije tretirane u koncentraciji 250 uM
su izgledale kao u kontrolnoj grupi. Odredivanje povrSine c¢elija potvrdilo je da

benfotiamin znacajno smanjuje LPS-om indukovano uvecanje povrsine celijskog tela

(Slika 12).

Kristal violet testom je potvrdeno da benfotiamin ne utice na broj zivih BV-2
¢elija (Slika 13), kako u grupi ¢elija stimulisanih LPS-om, tako i u grupi nestimulisanih
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¢elija. Stoga je zakljuCeno da su zabelezene promene celijskog indeksa posledica
promena morfologije BV-2 celija izazvanih reorganizacijom mikrofilamenata. S
obzirom na to da promene morfologije prethode aktivaciji mikroglije ovi rezultati

ukazuju da benfotiamin moze imati potencijalnu antiinflamatornu ulogu.

-05h Oh 24h
tretman fazno-kontrastno mikroskopiranje
benfotiaminom bojenje F-aktina

FAZNI KONTRAST F-AKTINHOECHST

12 pm?

@

O

118 prri

O

Slika 10. Morfologija BV-2 éelija tretiranih benfotiaminom. BV-2 ¢elije posmatrane su pod faznim
kontrastom i bojene faloidinom (crveno) i Hoechst-om (plavo) u kontrolnim uslovima (K) i posle
tretmana razli¢itim koncentracijama benfotiamina (B; 50, 100 i 250 uM). Uveli¢ani umetak na slikama
pokazuje veli¢inu ¢elija u svakoj grupi, odredenu pomocu AxioVisionRel 4.6 softvera. Duzina skale: 20
pum.
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Slika 11. Efekat benfotiamina na morfologiju LPS-stimulisanih BV-2 ¢elija. Morfologija BV-2 ¢elija
je analizirana fazno-kontrastnim mikroskopiranjem i bojenjem faloidinom (crveno). Posmatrane su
kontrolne ¢elije (K), Celije stimulisane LPS-om (LPS) i Celije pretretirane razli¢itim koncentracijama
benfotiamina pre LPS stimulacije (LPS + B (50 uM), LPS + B (100 uM), LPS + B (250 uM)). Uveli¢ani

umetak na slikama pokazuje veli¢inu ¢elija u svakoj grupi, odredenu pomocu AxioVisionRel 4.6 softvera.
Duzina skale: 20 um.




N

an

o
1

N

[=]

o
1

-

A

o
1

100 -

Povrsina celija (um?)

1+
(=]
1

0

LPS(1pg/ml)
B (uM)

- 50

100 250

+ + + o+
- 50 100 250

Slika 12. Uticaj benfotiamina na veli¢inu BV-2 mikroglijskih ¢elija stimulisanih LPS-om. Povr$ina
BV-2 ¢elija je odredena posle bojenja faloidinom, analizom u AxioVisionRel 4.6 programu. Merenja su
radena u pet regiona (138 um x 104 pm) svakog od tri stakalca po grupi, u tri nezavisna eksperimenta.
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost povrsine ¢celija £ SE. Nivo statistiCke znacajnosti izmedu
grupa: *p < 0,05 u odnosu na kontrolu, #p < 0,05 u odnosu na grupu stimulisanu LPS-om.

24h

-05h Oh
| |
| 1
tretman  stimulacija
benfotiaminom  LPS-om
~ 120
Q@
<] ] e S
S e 1001
x g i
33 80
x> 1
~¥
g.g 60
88 1
w © 404
23
E 20+
S 4
0 T T T T
LPS(1pg/ml) - - - -
B (uM) - 50 100 250

KV test

+ + + o+
- 50 100 250

Slika 13. Uticaj tretmana benfotiaminom na vijabilnost BV-2 ¢éelija stimulisanih LPS-om. BV-2
¢elije su tretirane benfotiaminom i stimulisane LPS-om i relativan broj zivih ¢elija je odreden KV testom.
Vijabilnost tretiranih celija je prikazana kao procenat broja Zivih ¢elija u netretiranim kulturama, (100%).
Stubiéi na grafiku predstavljaju srednje vrednosti tri nezavisno izvedena eksperimenta (+ SE).
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1.3.  Ispitivanje éelijske smrti u kulturi BV-2 mikroglijskih ¢elija

Kolorimetrijski eseji kao §to su MTT i KV koriste se za procenu vijabilnosti
¢elija, ali ne pruzaju informacije o tipu ¢elijske smrti — apoptoze i nekroze. S obzirom
na to da LPS indukuje apoptozu mikroglijskih celija (Lee i sar., 2001a; Lee i sar.,
2001b), uradena je analiza dvostrukim bojenjem fluorescentno obeleZzenim aneksinom V
i propidijum jodidom, kako bi se utvrdilo prisustvo apoptoti¢nih i/ili nekroti¢nih ¢elija
tokom stimulacije LPS-om i pretretmana benfotiaminom. Aneksin V se vezuje za
fosfatidilserin, koji je kod apoptoti¢nih ¢elija izloZzen sa spolja$nje strane celijske
membrane, dok propidijum jodid ulazi samo u ¢elije koje su izgubile integritet Celijske
membrane. Protocna citofluorimetrija je pokazala da LPS dovodi do umerenog, ali
statisticki znacajnog povecanja broja apoptoti¢nih (12,98%, Slika 14A i 14B) i
nekroti¢nih Celija (8,05%, Slika 14A i 14C) u odnosu na procenat apoptoti¢nih (0,51 %)
i nekroti¢nih (2,39 %) celija u kontroli. Pretretman benfotiaminom nije doveo do
znacajnih promena broja ¢elija U apoptozi 1 nekrozi. U skladu sa rezultatima proto¢ne
citofluorimetrije, imunoblot analiza je pokazala blago povecanje ekspresije aktivne
forme kaspaze 3 kod LPS-om stimulisanih BV-2 ¢elija (Slika 14D). Ekspresija ovog
enzima koji se aktivira u apoptozi nije se promenila pod tretmanom benfotiaminom.
Navedeni rezultati pokazuju da LPS dovodi do blagog povecanja apoptoze i nekroze,

dok benfotiamin ne utice na ove procese.

66



A K -05h Oh 24h

- a1: 3.33% 02:2.39% | | |
= 1 |
z " 7 benfotiamin  LPS FACS
° WB
5 s 5
5. na:"s:.f.‘v‘v a Q@ 051% 14
:g_

E 124

1 10 100 1000 E 10-
AneksinV-FITC (FL1) S

-

1000 LPS 3 6-
= Q1:3.30% 02:8.05% S
S s
T 1004 8 4
= X
: £ 5
S 10
5 Ga: 12.98% 0-

5 LPS (1ug/ml) - + + 4+ +
3 B(uM) - - 50 100 250
o .1 10 100 1000
AneksinV-FITC (FL1) C 12- .
. LPS+B (50uM) 10 T
Q1:3.13 Q2: 7.63%
] B8]
s 3
< € 6
S; =]
H = 4
3 8
g . SIEPY
1 10 100 1000
AneksinV-FITC (FL1) 0

00 LPS + B (100u:M) LPS (1ug/ml) - + + * +
= Q1:2.18 Q2: 5.45% B(um) - . 50 100 250
E 100 4
= D _ .

5 Qa4 15.21% 7 kDa
- B-actin
E 42 kDa
0.4 - 3 T
- + + + +
' AneksinV-FITC (FL1) " LFS (11;9(!;:; o W B
o LPS +B (250,M)
Q1:2.39 Q2:5.99%
E 100 4
&
=2
:g 10 4
E G4: 15.09%
-
T 13
a
2 A%
& o4

10 100 1000
AneksinV-FITC (FL1)

Slika 14. Efekat pretretmana benfotiaminom na apoptozu i nekrozu u LPS-om stimulisanoj kulturi
BV-2 éelija. BV-2 celije su obojene aneksinom V i propidijum jodidom, a zatim analizirane protocnom
citofluorimetrijom. Celije obelezene samo aneksinom V su analizirane kao apoptotiéne, dok su nekroti¢ne
¢elije pozitivne na aneksin V i propidijum jodid. Prikazan je reprezentativni od tri nezavisna eksperimenta
(A), kao i srednje vrednosti (%) + SE za apoptoti¢ne (B) i nekroti¢ne Celije (C) iz svih eksperimenata.
Nivo statistiCke znacajnosti izmedu grupa: *p < 0,05 u odnosu na kontrolu. Aktivnost kaspaze 3 je
procenjena imunoblot analizom (D).
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2. Efekat benfotiamina na sintezu i oslobadanje LPS-om
indukovanih proinflamatornih i antiinflamatornih faktora u

BV-2 mikroglijskim éelijama

Imaju¢i u vidu da je kljucni aspekt fenotipa aktivirane mikroglije indukcija
inflamatornih medijatora, u ovom delu disertacije ispitan je efekat benfotiamina na
LPS-om indukovanu sintezu 1 oslobadanje seta klju¢nih proinflamacijskih 1
antiinflamacijskih molekula (NO, i citokina TNF-a, IL-6, IL-10), ekspresiju enzima
uklju¢enih u sintezu proinflamacijskih molekula (iINOS, COX-2), kao i
imunoregulatornog receptora CD40, c¢ija indukcija prethodi inflamatornoj aktivaciji

mikroglije.
2.1.  Benfotiamin suprimira ekspresiju receptora CD40

CD40 je vazan imunoregulatorni receptor koji posreduje u neuroinflamatornom
odgovoru mikroglije. S obzirom na to da LPS indukuje ekspresiju CD40 (Qin i sar.,
2005), proucavan je potencijal benfotiamina da smanji ekspresiju ovog receptora ¢ija
aktivacija dovodi do produkcije proinflamatornih molekula (Chen i sar., 2006).
Proto¢nom citofluorimetrijom je utvrdeno da je ekspresija CD40 u netretiranoj grupi
¢elija izuzetno niska, i da je oko 1% od analiziranih ¢elija eksprimiralo ovaj receptor na
membrani (Slika 15). Oc¢ekivano, stimulacija LPS-om u trajanju od 24 h je dovela do
znatnog povecéanja ekspresije CD40 (oko 46% celija bilo je pozitivho na CDA40).
Pretretman benfotiaminom u koncentracijama 100 i 250 uM doveo je do statisticki
znacajnog smanjenja CD40 pozitivnih éelija, na oko 33%. Ovi rezultati ukazuju na
antiinflamatorni potencijal benfotiamina, a imaju¢i u vidu ulogu CD40 receptora u
pokretanju 1 odrZavanju inflamacije, dalje je prouCavan efekat benfotiamina na

proinflamatorne medijatore koje proizvodi aktivirana mikroglija.
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Slika 15. Efekat benfotiamina na ekspresiju CD40 receptora kod LPS-om stimulisanih BV-2 ¢elija.
Ekspresija CD40 analizirana je proto¢nom citofluorimetrijom u kontrolnoj grupi (K), grupi stimulisanoj
LPS-om (LPS) i grupama pretretiranim razli¢itim koncentracijama benfotiamina i potom stimulisanim
LPS-om (LPS +B (50 uM); LPS +B (100 uM); LPS +B (250 pM)). Na grafiku su predstavljene srednje
vrednosti % CD40 pozitivnih ¢elija iz tri nezavisna eksperimenta (+ SE). Nivo statisticke znacajnosti
izmedu grupa: *p < 0,05 u odnosu na kontrolu, #p < 0,05 u odnosu na grupu stimulisanu LPS-om.
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2.2.  Benfotiamin smanjuje produkciju NO

Produkcija NO izmerena je posredno, odredivanjem koncentracije NO,” Grisovom
metodom, u supernatantima BV-2 mikroglijskih kultura. S obzirom na to da je NO
nestabilan molekul, tesko je direktno odrediti njegovu koncentraciju. Stoga se meri
koncentracija njegovih metabolita NO, i NO3', pri ¢emu se NO3 prvo redukuje do NOy
pomoc¢u metalnog kadmijuma. Kao §to je i o¢ekivano, u kulturama stimulisanim LPS-
om doslo je do drasti¢nog skoka produkcije NO u poredenju sa kontrolom (Slika 16A).
Sa druge strane, pretretman benfotiaminom je na dozno-zavisan nacin smanjio

akumulaciju nitrita, ¢ak za 50% u najvisoj koncentraciji.

Imajué¢i u vidu da NO u mikrogliji nastaje kataliticCkom aktivno$¢u iNOS-a, u
narednom eksperimentu ispitana je ekspresija iNOS-a na genskom i proteinskom nivou.
BV-2 ¢elije su pretretirane benfotiaminom i stimulisane LPS-om, a nakon 6 h izolovana
je RNK, i ekspresija gena za iNOS je analizirana qPCR metodom. Proteinska ekspresija
je analizirana 24 h posle tretmana, imunoblot metodom, kao i posmatranjem
imunofluorescentno obelezenih ¢elija. Stimulacija LPS-om dovela je do izrazenog
poveéanja IRNK za iNOS, dok je pretretman benfotiaminom efikasno smanjio koli¢inu
INOS iRNK, u svim primenjenim koncentracijama (Slika 16B). Benfotiamin je u
koncentraciji od 250 uM suprimirao i proteinsku ekspresiju ovog enzima (Slika 16C,
16D). Uzevsi u obzir navedene rezultate moze se zakljuciti da benfotiamin uspesno
smanjuje produkciju toksi¢nog proinflamatornog medijatora NO, izazvanu LPS

stimulacijom mikroglije, suprimiraju¢i ekspresiju gena i proteina za iNOS.
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Slika 16. Uticaj benfotiamina na produkciju NO i ekspresiju iNOS-a na genskom i proteinskom
nivou kod LPS-om stimulisanih éelija. NO produkcija je odredena modifikovanom Grisovom metodom
(A). Ekspresija iNOS iRNK je odredena gPCR metodom. Rezultati su analizirani pomoéu 2™ metode i
ekspresija iNOS iRNK je izrazena u odnosu na ekspresiju GAPDH iRNK u istom uzorku, a zatim su
dobijene vrednosti izrazene u odnosu na kontrolnu grupu kojoj je arbitrarno dodeljena vrednost 1 (B).
Ekspresija iNOS proteina je analizirana imunoblot metodom i prikazan je reprezentativni blot.
Kvantifikacija je izvrSena u ImageQuant 5.2 programu, a Vrednosti optickih gustina traka korigovane su u
odnosu na odgovarajuce opti¢ke gustine za B-tubulin i rezultati iz tri nezavisna eksperimenta su prikazani
u AU = SE (C). Imunofluorescentno obelezavanje iNOS enzima na BV-2 ¢elijama (D). Nivo statisti¢ke
znacajnosti izmedu grupa: *p < 0,05 u odnosu na kontrolu, #p < 0,05 u odnosu na grupu stimulisanu LPS-
om. Duzina skale: 20 pm.
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2.3.  Benfotiamin inhibira ekspresiju COX-2

COX-2 je inducibilni enzim Cija ekspresija raste u uslovima inflamacije. Imajuci u
vidu njegovu ulogu u nastanku proinflamatornog medijatora PGE;, u slede¢em
eksperimentu analizirana je ekspresija gena PTGS2 i COX-2 proteina u BV-2 ¢elijama
stimulisanim LPS-om. Ekspresija PTGS2 gena porasla je vise od 40 puta kod LPS-om
stimulisanih ¢elija u odnosu na kontrolu (Slika 17A). Sa druge strane, pretretman
benfotiaminom smanjio je ovaj efekat LPS stimulacije, na priblizno 50%, u svim
koris¢enim koncentracijama. Efekat benfotiamina uocen je i na nivou ekspresije COX-2
proteina u koncentracijama 100 i 250 uM (Slika 17B).
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Slika 17. Ekspresija PTGS2 gena i COX-2 proteina. Ekspresija iRNK za PTGS2 odredena je qPCR
metodom i analizirana pomoc¢u 2™ metode. Nivo ekspresije PTGS2 iRNK izraZen je U 0dnosu na nivo
GAPDH iRNK u istom uzorku. Nivo ekspresije u svakom uzorku normalizovan je u odnosu na kontrolu
(1) (A). Ekspresija COX-2 proteina je analizirana imunoblot metodom. Prikazan je reprezentativni blot
kao i rezultati denzitometrijske analize. Vrednosti optickih gustina traka na imunoblotu korigovane su u
odnosu na odgovarajuce opticke gustine za 3-aktin, a potom normalizovane u odnosu na kontrolu (100%)
(B). Na graficima su predstavljene srednje vrednosti ekspresije iz tri razli¢ita eksperimenta + SE. Nivo
statistiCke znacajnosti izmedu grupa: *p < 0,05 u odnosu na kontrolu, #p < 0,05 u odnosu na grupu
stimulisanu LPS-om.
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2.4.  Benfotiamin moduliSe sintezu i oslobadanje citokina

Imaju¢i u vidu da citokini igraju centralnu ulogu u pokretanju 1 odrzavanju
inflamatornog stanja povezanog sa aktivacijom mikroglije, ispitan je efekat
benfotiamina na sintezu i produkciju proinflamatornih citokina TNF-a i IL-6, kao i
antiinflmatornog citokina IL-10. Sinteza ovih citokina pracena je na genskom nivou
gPCR metodom 6 h posle tretmana, a njihovo oslobadanje u supernatantima kultura
ELISA tehnikom, 24 h po zavrSetku tretmana. Da bi utvrdili da li tretman
benfotiaminom ostvaruje uticaj na mikroglijske ¢elije u uslovima kada inflamacija nije
prisutna, efekat benfotiamina je procenjen prvo u nestimulisanim kulturama, a zatim i u

¢elijama koje su stimulisane LPS-om.

U kontrolnim kulturama ekspresija svih transkripata je svedena u odnosu na
internu kontrolu GAPDH, i dodeljena im je arbitrarna vrednost 1. U nestimulisanim
BV-2 kulturama, benfotiamin nije uticao na gensku ekspresiju TNF-a (Slika 18A), IL-6
(Slika 18B) i IL-10 (Slika 18C). Medutim, u ¢elijama stimulisanim LPS-om doslo je do
viSestrukog povecanja ekspresije gena svih analiziranih citokina. Sa druge strane,
tretman benfotiaminom je znacajno smanjio sintezu proinflamatornih citokina TNF- a
(u koncentracijama 100 i 250 puM) i IL-6 (u svim kori§¢enim koncentracijama) u
¢elijama stimulisanim LPS-om. Premda je benfotiamin pokazao teZnju da poveca nivo
transkripta za IL-10 u poredenju sa grupom stimulisanom LPS-om, statisticki znacajna
razlika nije registrovana. Oslobadanje proinflamatornih citokina TNF-a (Slika 19A) i
IL-6 (Slika 19B) je u kontrolnim uslovima bilo na bazalnom nivou, dok je produkcija
IL-10 bila ispod granice detekcije (Slika 19C). Ocekivano, u ¢elijama stimulisanim
LPS-om doslo je do intenzivnog oslobadanja svih analiziranih citokina. Efekat
benfotiamina na produkciju citokina u ¢elijama stimulisanim LPS-om je bio u skladu sa
njegovim efektom na transkripte za ove proteine. Benfotiamin znafajno smanjuje
produkciju TNF-a (u koncentraciji 250 uM), kao i produkciju IL-6 (u koncentracijama
100 uM i 250 uM). U kontrolnim kulturama i kulturama tretiranim benfotiaminom nije
zabeleZeno oslobadanje IL-10, dok su ¢elije stimulisane LPS-om produkovale IL-10.
lako nije pokazao statisticki znacajan efekat na gensku ekspresiju za IL-10, benfotiamin
u koncentraciji 250 uM efikasno povecava produkciju ovog antiinflamatornog citokina

u Celijama stimulisanim LPS-om.
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Slika 18. Uticaj benfotiamina na ekspresiju citokina na niovu iRNK. Efekat benfotiamina na
ekspresiju iRNK za TNF-a (A), IL-6 (B) i IL-10 (C) pracen je qRT-PCR metodom, u nestimulisanoj
kulturi i kulturi stimulisanoj LPS-om. Nivo ekspresije iRNK za citokina izrazen je u odnosu na nivo
GAPDH iRNK u istom uzorku, a zatim normalizovan u odnosu na kontrolu (1). Rezultati su izrazeni kao
srednje vrednosti iz tri razlicita eksperimenta + SE. Nivo statisticke znacajnosti izmedu grupa: *p < 0,05
u odnosu na kontrolu, #p < 0,05 u odnosu nha grupu stimulisanu LPS-om.
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Slika 19. Uticaj benfotiamina na oslobadanje citokina. Koncentracije TNF-a (A), IL-6 (B) i IL-10 (C)
su odredene ELISA metodom, u supernatantima nestimulisanih i LPS-om stimulisanih BV-2 kultura.
Rezultati su prikazani u pg/ml, kao srednje vrednosti iz tri razli¢ita eksperimenta + SE. Nivo statisticke
znacajnosti izmedu grupa: *p < 0,05 u odnosu na kontrolu, #p < 0,05 u odnosu na grupu stimulisanu LPS-
om.
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Kada se razmotre navedeni rezultati, moze da se zaklju¢i da benfotiamin ostvaruje
antiinflamatorni uticaj u ¢elijama stimulisanim LPS-om, smanjuéi sintezu i produkciju
proinflamatornih citokina TNF-a i IL-6, dok istovremeno povecava produkciju

antiinflamatornog citokina IL-10.

3. Ispitivanje efekta benfotiamina na antioksidativni sistem LPS-

om stimulisanih BV-2 mikroglijskih ¢elija

Imaju¢i u vidu da je aktivacija mikroglije pra¢ena povecanjem nivoa oksidativnog
stresa, u narednoj grupi eksperimenata izucena je sposobnost benfotiamina da moduliSe
nivo oksidativnog stresa u BV-2 c¢elijama stimulisanim LPS-om. Kao indikacija
oksidativnog stresa posluzili su nivoi reaktivnih vrsta (O, i MDA), ekspresija enzima
antioksidativne zaStite (MnSOD, CAT, GPx i GR), aktivnost enzima antioksidativne
zaStite (MnSOD, Cu,ZnSOD, CAT, GPx i GR) i sadrzaj antioksidativnog molekula

glutationa u BV-2 ¢elijama stimulisanim LPS-om.
3.1.  Benfotiamin smanjuje produkciju reaktivnih vrsta

LPS je indukovao snazan oksidativni stres u BV-2 Celijama, povecavajuéi
koncentraciju *O;" vise od 2,5 puta u odnosu na kontrolu (Slika 20A). Pretretman
benfotiaminom je na dozno-zavisan naéin smanjio produkciju *O,, pri Cemu je
koncentracija 250 uM vratila LPS-indukovanu produkciju O, na kontrolni nivo. Osim
toga, u aktiviranim celijama zabelezeno je i dvostruko povecanje koncentracije MDA
(Slika 20B), klju¢nog pokazatelja lipidne peroksidacije (0,71 £ 0,02 nmol/ml, u odnosu
na 0,30 + 0,01 nmol/ml u kontroli). Pretretman benfotiaminom je zna¢ajno smanjio Nivo
MDA u ¢elijama stimulisanim LPS-om, u svim primenjenim koncentracijama (50 uM:
0,46 = 0,02 nmol/ml; 100 uM: 0,59 + 0,02 nmol/ml; 250 uM: 0,62 £+ 0,01 nmol/ml).
Dobijeni rezultati ukazuju na snazna antioksidativna svojstva benfotiamina koja se

ispoljavaju direktnom detoksifikacijom reaktivnih vrsta.
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Slika 20. Efekat benfotiamina na nivo *O, i MDA u BV-2 éelijama stimulisanim LPS-om. (A)
Koncentracija *O, odredena je pracenjem NBT redukcije. Rezultati su izrazeni kao procenat redukovanog
NBT u odnosu na kontrolu (100%). (B) Nivo MDA (nmol/ml) odreden je pomocu tiobarbituratnog eseja.
. Stubiéi predstavljaju srednje vrednosti iz tri razli¢ita eksperimenta = SE. Nivo statisticke znacajnosti
izmedu grupa: *p < 0,05 u odnosu na kontrolu, #p < 0,05 u odnosu na LPS grupu.

3.2.  Benfotiamin moduli$e ekspresiju enzima antioksidativne zastite

U daljoj analizi antioksidativnih svojstava benfotiamina ispitivan je njegov uticaj
na gensku ekspresiju enzima neophodnih u odbrani protiv oksidativnog stresa, MnSOD,
CAT i GPx. MnSOD ucestvuje u prvoj liniji antioksidativne odbrane i uklanja *O’, pri
¢emu nastaje H,O, koji se dalje detoksifikuje u vodu pod dejstvom CAT i GPx.

Transkripti za ove enzime praceni su qPCR metodom, 4 h posle stimulacije LPS-om.

Stimulacija LPS-om je dovela do znacajnog porasta ekspresije gena za MnSOD
(Slika 21A), 320% u odnosu na kontrolu, §to upucuje na povecanu antioksidativnu
odbranu. Tretman benfotiaminom u koncentracijama od 50 i 100 uM nije izazvao
promene, dok je koncentracija 250 uM znacajno povecala koli¢inu MnSOD transkripta
(597,6 = 62,6 %). Ekspresija gena za CAT nije se promenila pod stimulacijom LPS-om
(Slika 21B), kao ni kada su celije pretretirane benfotiaminom u koncentracijama 50 i
100 uM. Medutim, posle tretmana benfotiaminom u koncentraciji 250 uM, koli¢ina

transkripta za CAT se uvecala gotovo dva puta (190,4 +13,9 %) u odnosu na grupu
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stimulisanu LPS-om. Primenjeni tretmani nisu uticali na ekspresiju gena za GPx (Slika
21C). Na osnovu ovih rezultata moze da se zaklju¢i da su antioksidativna Svojstva
benfotiamina delom posredovana indukcijom ekspresije antioksidativnih enzima,
MnSOD i CAT.

Proteinska ekspresija antioksidativnih enzima, MnSOD, CAT, GPx i GR, pracena
je imunoblot metodom. Svi enzimi su detektovani na bazalnom nivou u kontrolnoj grupi
¢elija (Slika 22). LPS nije znacajno uticao na ekspresiju proteina za MnSOD (Slika
22A). Nasuprot tome, pretretman benfotiaminom u koncentraciji 250 uM je snazno
indukovao ekspresiju MnSOD, povecavajuci dvostruko nivo ovog proteina u odnosu na
grupu stimulisanu LPS-om. Ovaj efekat benfotiamina je bio u skladu sa prethodno
pokazanim uticajem na ekspresiju IRNK za MnSOD. Za razliku od MnSOD, ekspresija
CAT se znaCajno uvecala posle stimulacije BV-2 c¢elija LPS-om (Slika 22B).
Benfotiamin je dodatno povecao ekspresiju CAT, u svim primenjenim koncentracijama.
Sa druge strane, primenjeni tretmani nisu uticali na proteinsku ekspresiju enzima
uklju¢enih u metabolizam glutationa, GPx (Slika 22C) i GR (Slika 22D).
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Slika 21. Efekat benfotiamina na ekspresiju antioksidativnih enzima na nivou iRNK u éelijama
stimulisanim LPS-om. Ekspresija iRNK za MnSOD (A), CAT (B) i GPx (C) odredena je qPCR
metodom. Rezultati su analizirani pomoéu 2*“' metode i ekspresija iIRNK za enzime je izrazena u
odnosu na ekspresiju iRNK B-aktina u istom uzorku, a zatim su dobijene vrednosti izrazene u odnosu na
kontrolnu grupu (100%). Stubiéi predstavljaju srednje vrednosti (%) iz tri razli¢ita eksperimenta (+ SE).
Nivo statisti¢ke znacajnosti izmedu grupa: *p < 0,05 u odnosu na kontrolu, #p < 0,05 u odnosu na grupu
stimulisanu LPS-om.

80



-05h Oh

24h

fretman  stimulacija

benfotiaminom  LPS-om

A

MnSOD
26 kDa

2 5
> 035 0,25+
£ 0,30 <
e " £ 020+
T 025 B
= TP o454
O 020 a 7
(o] =
u:’ 0,15 g 0,10
= o010
0,05
0,05
0,00 0,00-
LPS (ug/iml) - + + + LPS (1pg/ml)
B(uM) - - 50 100 250 B (M)
C D
"’y % B B B |
22 kDa 58 kDa
B-actin & B-actin
42 kDa ' 42 kDa
2,0
4,0
3,5 16
5 a0 5
S- 25 _]_ S’ 1.2+
: 7 )
g £
2,0 [x)
%‘ 1,5 g— ..
g 5
0 1,0 0.4 -
0,5
0,0 . 0,0
LPS (1ug/ml) - LPS (1ug/ml)
B (uM) - - 100 250 B (M)

CAT
60 kDa

B-actin
42 kDa

0,351

0,30

WB

+
50 100 250

50 100 250

Slika 22. Efekat benfotiamina na proteinsku ekspresiju antioksidativnih enzima u BV-2 ¢elijama
stimulisanim LPS-om. Ekspresija proteina za MnSOD (A), CAT (B), GPx (C) i GR (D) odredena je
imunoblot metodom. Relativne vrednosti dobijene denzitometrijskom analizom traka za ciljni protein su
korigovane u odnosu na vrednosti dobijene za B-aktin u istom bunaric¢u i prikazane u AU. Prikazani su
reprezentativni imunoblotovi, a rezultati predstavljeni stubi¢ima su srednje vrednosti = SE iz tri nezavisna
eksperimenta. Nivo statisticke znaéajnosti izmedu grupa: *p < 0,05 u odnosu na kontrolu, #p < 0,05 u
odnosu na grupu stimulisanu LPS-om.
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3.3.  Benfotiamin povecava aktivnost antioksidativnih enzima i sadrzaj

glutationa

U cilju rasvetljavanja antioksidativnih svojstava benfotiamina ispitane su
aktivnosti antioksidativnih enzima MnSOD, Cu,ZnSOD, CAT, GPx, GR, kao i
koncentracija ukupnog glutationa. Bazalna aktivnost MnSOD u nestimulisanoj grupi
¢elija je iznosila 526,9 + 8,5 U/mg, dok je posle stimulacije LPS-om uve¢ana na 842,5 +
36,1 U/mg (Slika 23A). lako je pokazano da benfotiamin povecava ekspresiju ovog
enzima, izostaje njegov uticaj na aktivnost MnSOD. Nasuprot tome, benfotiamin u
koncentraciji 250 uM dvostruko povecava aktivnost Cu,ZnSOD (Slika 23B).
Zanimljivo je da stimulacija LPS-om ne ostvaruje statisticki znacajan efekat na
aktivnost ovog enzima. Bazalna aktivnost CAT (10,2 = 0,4 U/mg) je vise nego upola
smanjena pod uticajem LPS-a (4,2 £ 0,4 U/mg, Slika 23C), dok benfotiamin dozno-
zavisno povecava ovu aktivnost, i u koncentraciji 250 uM je vra¢a na kontrolni nivo
(9,3 + 0,2 U/mg). Aktivnost GPx, se ne menja ni u jednom od primenjenih tretmana,
sli¢no genskoj i proteinskoj ekspresiji (Slika 23D). Mada nije zabelezen efekat tretmana
na ekspresiju GR proteina, LPS i benfotiamin ubedljivo menjaju aktivnost ovog enzima
(Slika 23E). Bazalna aktivnost GR (30,9 + 0,4 mU/mg) je upola smanjena posle LPS
stimulacije (15,1 £ 1,0 mU/mg). Sa druge strane, pretretman benfotiaminom u svim
primenjenim koncentracijama znacajno povecava aktivnost GR u stimulisanim ¢elijama
(50 uM: 20,4 = 1,0 mU/mg; 100 uM: 20,5 £ 0,7 mU/mg; 250 uM: 18,9 £+ 0,3 mU/mg).

Koncentracija ukupnog glutationa, glavnog antioksidansa u mikroglijskim
¢elijama, je u nestimulisanim ¢elijama iznosila 6,7 + 0,2 nmol/ml (Slika 23F). LPS je
smanjio sadrzaj glutationa na 4,1 + 0,2 nmol/ml, dok je benfotiamin povecao
koncentraciju glutationa u aktiviranim ¢elijama u svim primenjenim koncentracijama,
premasivsi vrednosti u kontroli (50 uM: 7,8 £+ 0,2 nmol/ml; 100 uM: 9,2 £+ 0,3 nmol/ml;
250 uM: 11,0 + 0,4 nmol/ml).
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Slika 23. Efekat benfotiamina na aktivnost antioksidativnih enzima i sadrZaj ukupnog glutationa u
BV-2 ¢elijama stimulisanim LPS-om. Aktivnosti MnSOD (A), Cu,ZnSOD (B), CAT (C), GPx (D), GR
(E) odredene su u BV-2 ¢elijama, a rezultati su izraZeni u specifiénim jedinicama aktivnosti enzima
(U/mg proteina). Koncentracija ukupnog glutationa izrazena je u nmol/ml (F). Rezultati prikazani
stubi¢ima predstavljaju srednje vrednosti + SE iz tri nezavisna eksperimenta izvedena u duplikatu. Nivo
statisti¢ke znadajnosti izmedu grupa: *p < 0,05 u odnosu na kontrolu, #p < 0,05 u odnosu na grupu
stimulisanu LPS-om.
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3.4. Benfotiamin povecava sadrzaj ATP-a u BV-2 éelijama

Imaju¢i u vidu da je koncentracija ATP-a indikator energetskog statusa ¢elija, kao
i da promene u nivou ATP-a mogu signalizirati promene u broju i aktivnosti
mitohondrija, u slede¢em eksperimentu je analizirana koncentracija ATP-a u BV-2
¢elijama posle stimulacije LPS-om i pretretmana benfotiaminom. Koncentracija ATP-a
u BV-2 ¢elijama odredena je 1 h, 4 h i 24 h posle stimulacije LPS-om (Slika 24). Nivo
ATP-a je povecan 4 h posle stimulacije LPS-om (57,3 + 5,9 nmol/mg u odnosu na 16,8
+ 2,5 nmol/mg u kontroli), a ostao je povisen i 24 h kasnije (20,5 = 3,6 nmol/mg u
odnosu na 6,2 £ 1,1 nmol/mg u kontroli). lako LPS nije imao efekat 1 h posle
stimulacije, pretretman benfotiaminom u koncentraciji od 250 uM snazno je povecao
unutaréelijsku koncentraciju ATP-a u istoj vremenskoj tacki (41,0 = 0,5 nmol/mg u
odnosu na 15,4 + 0,5 nmol/mg u kontroli). Ovaj trend je nastavljen i posle 4 h (92,5 +
6,5 nmol/mg). Medutim, efekat benfotiamina je manje izrazen 24 h kasnije kada je
unutaréelijski sadrzaj ATP-a u nivou grupe stimulisane LPS-om (31,2 £+ 0,9 nmol/mg).
Povecanje koncentracije ATP-a pod primenjenim tretmanima upuéuje na zakljucak da u

BV-2 ¢elijama dolazi do promene u broju odnosno aktivnosti mitohondrija.

U celini, navedeni rezultati pokazuju da su celije izlozene LPS stimulaciji pod
veéim oksidativnim stresom, dok tretman benfotiaminom povecava antioksidativni
potencijal ovih c¢elija, indukujuéi ekspresiju i aktivnost antioksidativnih enzima sa
jedne, 1 direktno smanjujuci Stetne oksidative vrste sa druge strane. Takode, benfotiamin
povecava koncentraciju ukupnog glutationa ¢ime je celijama olakSana borba sa

oksidativnim vrstama, a podize i sadrzaj ATP-a §to poboljSava njihov energetski status.
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Slika 24. Nivo ATP-a u BV-2 ¢elijama posle stimulacije LPS-om i pretretmana benfotiaminom.
Koncentracija ATP-a je odredena primenom bioluminiscentnog eseja, 1 h, 4 h i 24 h posle stimulacije
LPS-om. Za svaku vremensku tacku su prikazane izmerene koncentracije ATP u kontrolnim uslovima
(K), u ¢elijama stimulisanim LPS-om (LPS) i ¢elijama pretretiranim benfotiaminom u koncentraciji 250
uM, a zatim stimulisanim LPS-om (LPS+B(250 upM)). Stubiéi predstavljaju srednje vrednosti
koncentracije ATP (nmol/mg proteina) iz tri nezavisna eksperimenta (+ SE) izvedena u duplikatu. Nivo
statistiCke znafajnosti izmedu grupa je oznacen slovima, grupe koje se medusobno statisti¢ki razlikuju ne
dele isto slovo (p < 0,05).

4. Ispitivanje signalnih puteva delovanja benfotiamina u BV-2

Celijama

Naredni eksperimenti imali su za cilj ispitivanje signalnih puteva u ispoljavanju
antiinflamatornog i antioksidativnog efekta benfotiamina. Analiziran je uticaj
benfotiamina na fosforilaciju MAPK 1 Akt kinaze, budu¢i da je poznato da se ove
signalne kaskade aktiviraju u mikroglijskim ¢elijama u odgovoru na LPS 1 da njithova
aktivacija dovodi do povecane ekspresije proinflamatornih citokina i iINOS enzima.
Takode, analizirana je aktivacija NF-«kB, imajuc¢i u vidu da ovaj transkripcioni faktor

reguliSe transkripciju proinflamatornih molekula.
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4.1. Benfotiamin modulise LPS-indukovanu aktivaciju MAPK i Akt

signalnih puteva

BV-2 ¢elije su pretretirane benfotiaminom i stimulisane LPS-om 5, 15, 30 i 60
minuta, a zatim su celije lizirane i fosforilacija ERK, JNK, p38 i Akt kinaze je
analizirana imunoblot metodom (Slika 25). Ovaj vremenski interval izabran je s
obzirom na to da su aktivacija MAPK i Akt rani dogadaji, inicirani neposredno nakon
delovanja LPS-a. Vise vremenskih tac¢aka izabrano je sa ciljem da se analizira potencijal
benfotiamina da spreci aktivaciju posmatranih kaskada. LPS snazno aktivira obe ERK
subjedinice (Slika 25A). Statisticki znacajno povecanje stepena fosforilacije obe kinaze
uoceno je 5 i 15 minuta nakon stimulacije LPS-om, dok se u kasnijim vremenima stepen
fosforilacije vraca na kontrolni nivo. Benfotiamin efikasno smanjuje LPS-indukovanu
fosforilaciju 15 minuta nakon aktivacije, kada je uo¢en maksimalan efekat LPS-a. U
mikrogliji stimulisanoj LPS-om uoceno je statisticki znacajno povecanje stepena
fosforilacije JNK-a (Slika 25B), a maksimalan efekat postignut je 15 minuta nakon
stimulacije, kada se nivo p46 i p54 subjedinica povecava na 440%, odnosno, 840% od
kontrole. Fosforilacija JNK izrazena je i 30 minuta nakon stimulacije LPS-om, posle
¢ega se nivo fosforilacije vraca na kontrolni. U ¢elijama pretretiranim benfotiaminom
stepen fosforilacije p54 subjedinice je gotovo upola manji (440%) u odnosu na celije
stimulisane LPS-om, dok se stepen fosforilacije p46 subjedinice nije promenio. U BV-2
¢elijama LPS ne menja nivo aktivacije p38 kinaze u posmatranom vremenskom
intervalu,pa oc¢ekivano, pretretman benfotiaminom ostaje bez efekta (Slika 25C). Kada
je re¢ o Akt kinazi, aktivacija je uocena 30 minuta nakon stimulacije LPS-om (200% u
odnosu na kontrolu), dok je u ¢elijama pretretiranim benfotiaminom aktivacija Akt

kinaza potpuno izostala (Slika 25D).

Na osnovu prikazanih rezultata moze da se zaklju¢i da benfotiamin smanjuje
stepen aktivacije ERK, JNK i Akt kinaza u ¢elijama stimulisanim LPS-om i da su

nishodni antiinflamatorni efekti verovatno posredovani navedenim signalnim putevima.
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Slika 25. Efekat benfotiamina na MAPK i Akt signalne puteve aktivirane stimulacijom LPS-om.
Aktivacija ERK (A), JNK (B), p38 (C) i Akt (D) kinaza analizirana je imunoblot metodom, 5-60 min posle
stimulacije LPS-om. Nivo fosforilacije prikazan je u odnosu na ekspresiju nefosforilisane forme i sveden na p-
tubulin za isti bunari¢, a zatim su dobijene vrednosti normalizovane u odnosu na kontrolu (100%). Prikazani su
reprezentativni imunoblotovi, a stubi¢i na graficima predstavljaju srednje vrednosti iz tri razli¢ita eksperimenta
(+ SE). Nivo statistiCke znacajnosti izmedu grupa: *p < 0,05 u odnosu na kontrolu, #p < 0,05 u odnosu na grupu
stimulisanu LPS-om.
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4.2.  Antiinflamatorni efekat benfotiamina je posredovan ERK, JNK i

Akt signalnim putevima

U sledecoj grupi eksperimenata ispitan je efekat farmakoloskih inhibitora ERK,
JNK i Akt signalnih kaskada, u cilju definisanja njihove uloge u antiinflamatornom
dejstvu benfotiamina. BV-2 ¢elije su tretirane inhibitorima za ERK (U0126), JNK
(SP600125) i Akt (LY294002) signalizaciju, a potom i benfotiaminom i LPS-om i posle
4 h je odreden nivo iRNK za iNOS, TNF-a i IL-6. Takode je merena produkcija NO,
TNF-a i1 IL-6, 24 h posle stimulacije LPS-om.

Inhibitori JNK i Akt signalizacije su samostalno, kao i u kombinaciji sa
benfotiaminom snazno inhibirali LPS-om povecanu ekspresiju iRNK za iNOS (Slika
26A). Inhibitor ERK signalizacije nije ostvario statisticki znacajan efekat na transkript
za INOS, mada je uocen trend smanjenja. Inhibitorni efekat na produkciju NO izazvanu
LPS-om zabelezen je u svim upotrebljenim tretmanima (Slika 26B), $to upuéuje na
zakljucak da su sva tri signalna puta uklju¢ena u NO signalizaciju kod mikroglijskih
¢eliija. Takode, svi inhibitori su smanjili transkripciju gena za TNF-a (Slika 26C).
Ocekivano, sli¢no dejstvo zabelezeno je i na produkciju TNF-a, pri cemu je LY294002
ostvario najizrazeniji efekat, snizivsi produkciju ovog proinflamatornog citokina ispod
nivoa detekcije (Slika 26D). Benfotiamin nije pokazao statisti¢ki znacajan aditivan
efekat. U0126 i LY294002 su smanjili gensku ekspresiju za IL-6, dok je SP600125
povecao koli¢inu ovog transkripta (Slika 26E). Ipak, svi upotrebljeni tretmani su
inhibirali oslobadanje IL-6 citokina (Slika 26F).

S obzirom na to da su svi inhibitori, samostalno i u kombinaciji sa
benfotiaminom, znatno smanjili produkciju NO, TNF-a i IL-6 moZze da se zakljuci da su
sva tri signalna puta ukljuena u signalizaciju proinflamatornim medijatorima u

aktiviranoj mikrogliji.
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Slika 26. Uticaj farmakoloskih inhibitora aktivacije ERK, JNK i Akt kinaza. Ekspresija iRNK za
iNOS (A), TNF-a (C) i IL-6 (E) je analizirana gPCR metodom. Rezultati su analizirani pomoéu 24"
metode i ekspresija iRNK za enzime je izrazena u odnosu na ekspresiju iRNK GAPDH u istom uzorku, a
zatim su dobijene vrednosti izraZzene u odnosu na kontrolnu grupu (1). Oslobadanje NO (B) odredeno je u
supernatantima kultura Grisovom metodom, a produkcija TNF-o (D) i IL-6 (F) ELISA metodom.
Rezultati su izrazeni kao srednje vrednosti iz tri razli¢ita eksperimenta = SE. Nivo statisticke znacajnosti
izmedu grupa: *p < 0,05 u odnosu na kontrolu, #p < 0,05 u odnosu na grupu stimulisanu LPS-om.
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4.3.  Benfotiamin smanjuje translokaciju NF-kB u jedro u aktiviranim

BV-2 ¢elijama

Budu¢i da NF-xB transkripcioni faktor ima vaznu ulogu u inflamatornom
odgovoru mikroglije, u narednim eksperimentima pradena je njegova aktivacija,
odnosno translokacija p65 subjedinice u jedro. Translokacija je posmatrana 30 minuta
posle stimulacije LPS-om. Analizirane su mikrografije BV-2 ¢elija nakon
imunofluorescentnog bojenja p65/NF-xB i fluorescentnog bojenja jedara Hoechst
obelezivacem. Intenzitet p65/NF-kB fluorescence u jedru odreden je u regionima cCelija
gde su bila prisutna oba fluorescentna signala i izrazen je u arbitrarnim jedinicama

(AU). Translokacija je potvrdena i imunoblot metodom.

U kontrolnim uslovima p65/NF-kB je pretezno eksprimiran u citoplazmi sa
umerenim prisustvom u jedru (Slika 27, Slika 28A, 7,4 + 0,3 AU). Stimulacija LPS-om
izaziva masovnu translokaciju p65/NF-xB u jedro, gde je izmereno znacajno povecanje
intenziteta fluorescence (17,7 £ 0,5 AU). Pretretman benfotiaminom dovodi do
statisticki znac¢ajnog smanjenja translokacije pri svim primenjenim koncentracijama, pri
¢emu koncentracija 250 uM vraca intenzitet fluorescence u jedru na kontrolni nivo (7,3
+ 0,3 AU). Takode, razmatrana je raspodela intenziteta p65/NF-kB fluorescence u jedru
medu ¢elijama u svakoj grupi (Slika 28B). Analiza je pokazala da je u preko 80% celija
u kontrolnoj kulturi intenzitet fluorescence u rasponu 1-10 AU, $to je pokazatelj slabe
jedarne lokalizacije. Nasuprot tome, u 90% celija stimulisanih LPS-om intenzitet
fluorescence je bio ve¢i od 10 AU, a 30% celija je pripadalo rasponu 20-30 AU. U
grupama pretretiranim benfotiaminom raspodela intenziteta fluorescence je bila kao u
kontroli, pri ¢emu je koncentracija od 250 uM pokazivala najizrazeniji efekat, sa 80%
¢elija u rasponu 1-10 AU. U cilju dalje potvrde uticaja benfotiamina na NF-xB
signalizaciju uradena je imunoblot analiza u jedarnoj (Slika 29A) i citosolnoj (Slika
29B) frakciji. Ocekivano, posle stimulacije LPS-om u jedru je zabelezena povecana

ekspresija p65/NF-«B, sto pretretman benfotiaminom efikasno sprecava.

U celini, ovi rezultati navode na zakljuc¢ak da su antioksidativna i antiiflamatorna
svojstva benfotiamina posredovana direktnim efektom koji ostvaruje na NF-xB

transkripcioni faktor.
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Slika 27. Uticaj benfotiamina na translokaciju NF-kB. Prikazane su mikrografije BV-2 ¢elija
imunofluorescentno obelezenih antitelom na p65/NF- kB (crveno) i Hoechst fluorescentnom bojom koja
se vezuje za DNK (plavo). Duzina skale: 20 pm.
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Slika 28. Kvantifikacija intenziteta fluorescence NF-kB u jedru. Intenzitet p65/NF-kB fluorescence u
jedru je izmeren u preko 200 ¢elija u svakoj eksperimentalnoj grupi, pomocu ImageJ softvera. Rezultati
su prikazani u arbitrarnim jedinicama. Predstavljene su srednje vrednosti intenziteta fluorescence + SE iz
tri nezavisna eksperimenta (A). Rezultati su svsrtani u intervale od po 5 AU i prikazana je raspodela
intenziteta fluorescence u svim eksperimentalnim grupama (B). Nivo statisticke znacajnosti izmedu
grupa: *p < 0,05 u odnosu na kontrolu, #p < 0,05 u odnosu na grupu stimulisanu LPS-om.
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Slika 29. Imunoblot analiza ekspresije NF-kB u jedru i citosolu. Ekspresija NF-kB odredena je u jedru
(A) i citosolu (B) posle tretmana benfotiaminom i stimulacije LPS-om u trajanju od 30 minuta. Vrednosti
dobijene denzitometrijskom analizom su svedene na lamin B (u jedru), odnosno B-tubulin (u citosolu) u
istom bunari¢u. Odnos opti¢kih gustina NF-xB/laminin B, odnosno, NF-«kB/tubulin u netretiranim
¢elijama kori$¢en je kao osnov za poredenje (100%). Stubiéi na graficima predstavljaju srednje vrednosti
istih odnosa optickih gustina u tretiranim grupama (+ SE) iz 3 nezavisna eksperimenta. Nivo statisticke
znacajnosti izmedu grupa: *p < 0,05 u odnosu na kontrolu, #p < 0,05 u odnosu na grupu stimulisanu LPS-
om. Slike A i B predstavljaju reprezentativne imunoblotove.
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V DISKUSIJA



Rezultati prikazani u ovoj disertaciji pokazuju antiinflamatornu i antioksidativnu
ulogu benfotiamina u in vitro modelu neuroinflamacije. Tretman benfotiaminom
sprecava morfoloSke promene izazvane aktivacijom, smanjuje produkciju
proinflamatornih medijatora NO, <O,, TNF-a, IL-6, dok istovremeno povecava
antioksidativni kapacitet aktivirane mikroglije. Ovaj efekat benfotiamin ostvaruje

zahvaljujuci direktnom uticaju na MAPK 1 NF-«B signalne puteve.

Mikroglija, kao glavni pokreta¢ inflamacije u razli¢itim oboljenjima CNS-a
predstavlja potencijalnu terapijsku metu (Lucas i sar., 2006). lzuCavanje njenih
morfoloskih 1 funkcionalnih karakteristika u celijskoj kulturi omogucuje ispitivanje
odredenih patoloskih stanja Celija koja se ne mogu utvrditi u in vivo sistemima. In vitro
modeli obezbeduju homogeni sistem u kome je prisutan samo jedan tip ¢elija u strogo
kontrolisanim uslovima u kojima se mogu simulirati odredeni aspekti razlicitih bolesti.
Ovakav sistem omogucava proucavanje mehanizama Kkoji su u osnovi aktivacije
mikroglije, njene pokretljivosti, ulogu pojedinih proinflamatornih i antiinflamatornih
faktora koje oslobada i drugih karakteristika ovih ¢elija koje se ne mogu sa dovoljnom
precizno$¢u odrediti u in vivo sistemima (Stansley i sar., 2012). Takode, traZenje
potencijalnih terapeutika je u mnogome olakSano u in vitro uslovima koji omoguéuju
proucavanje direktnog uticaja razliitih supstanci na mikroglijske celije 1 njihovu
aktivaciju, kao i molekularnih mehanizama koji se nalaze u osnovi njihovog dejstva.
Medutim, in vitro studije ne mogu u potpunosti da zamene ili predvide desavanja u in
vivo eksperimentima, zbog odsustva fizioloskog konteksta u kome razlicite celije

uspostavljaju medusobne kontakte i komuniciraju putem signalnih molekula.

Primarna kultura mikroglijskih c¢elija se dobija iz mozdane kore novorodenih
Zivotinja, najceSce pacova ili miSeva, 1 Cesto se koristi u fizioloskim i1 farmakoloSkim
studijama (Giulian i Baker, 1986). Priprema primarne mikroglijske kulture zahteva
veliki broj Zivotinja, puno vremena i resursa. Takode, s obzirom da imaju nizak
proliferacioni kapacitet, prinos mikroglijskih c¢elija u svakom eksperimentu je
ogranicen. Stoga su eksperimenti koji zahtevaju veliki broj ¢elija, kao §to je na primer

ispitivanje signalnih mehanizama u osnovi nekog fenomena, tesko izvodljivi.
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BV-2 imortalizivana ¢elijska linija je u Sirokoj upotrebi kao zamena za primarnu
mikrogliju, i kori$¢ena je u eksperimentima u kojima je ispitivana fagocitoza (Bocchini
i sar., 1992; Furtner i sar., 2007), u elektrofizioloskim studijama (Zierler i sar., 2008), za
ispitivanje signalnih puteva (Watters i sar., 2002), kao i za ispitivanje antiinflamatornog
dejstva velikog broja supstanci (Bellezza i sar., 2013; Liu i sar., 2012; Dirscherl i sar.,
2010; Huang i sar., 2014; Zhong i sar., 2012; Choi i Park, 2012; Dang i sar., 2014;
Wang i sar., 2011). Primarna mikroglijska kultura i BV-2 ¢elijska linija su uporedivane
u nekoliko studija. Horvarth i sar. su pokazali da mi§ja BV-2 linija deli odredene
karakteristike sa primarnom mikroglijom izolovanom iz pacova, da postoji slican trend
u migraciji i oslobadanju NO, TNF-a i IL-6, ali da se razlikuju u ekspresiji IL-18, MCP-
1 i pERK (Horvath i sar., 2008). Detaljnija analiza transkriptoma je pokazala da BV-2
¢elije dele 90% gena indukovanih LPS-om sa primarnom mi§jom kulturom, mada je
ekspresija ovih gena manje izrazena u BV-2 ¢elijama. Sli¢no je pokazano i u analizi
ekspresije proteina i zaklju¢eno da su BV-2 ¢elije dobar model sistem za proucavanje
inflamacije (Henn i sar., 2009). Zbog brojnih sli¢nosti sa primarnom kulturom u
morfoloSkom, fenotipskom i funkcionalnom smislu, BV-2 ¢elije su u Sirokoj upotrebi u
izuCavanju mikroglije (Henn i sar., 2009; Blasi i sar., 1990; Bocchini i sar., 1992) i zato

su odabrane kao model sistem u ovoj studiji.

BV-2 ¢elije smo stimulisali LPS-om, endotoksinom koji izaziva brz inflamatorni
odgovor mikroglije. Na ovaj nacin aktivirane ¢elije predstavljaju dobro okarakterisan 1
Cesto koriS¢en model sistem neuroinflamacije. Aktivacija mikroglije podrazumeva
transformaciju ¢elija u morfoloSkom smislu, indukciju povrSinskih receptora ukljucenih
u inflamaciju, kao i oslobadanje brojnih proinflamatornih medijatora kao §to su citokini,
hemokini, ROS i RNS, eikozanoidi i proteaze. Pokazano je da terapeutici koji smanjuju
aktivaciju mikroglije, a u vezi sa tim i inflamaciju, imaju neuroprotektivno dejstvo u
patologijama kao Sto je AB (Weitz i Town, 2012; Meyer-Luehmann i Prinz, 2015),
EAE (Ding i sar., 2014) i traumatska ili ishemijska povreda CNS-a (Hailer, 2008).
Stoga je pronalaZenje novih efikasnih terapeutika koji bi smanjili aktivaciju mikroglije
stalno u fokusu istrazivata koji se bave patoloSkim stanjima CNS-a. Trazenje

odgovarajuce terapije predstavlja poseban izazov kod hroni¢nih oboljenja gde bi idealno
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reSenje bilo zaustaviti prelazak akutnog inflamatornog odgovora u hroni¢ni (Lucas i

sar., 2006).

Benfotiamin je analog vitamina Bl koji pokazuje antiinflamatorna i
antioksidativna svojstva (Balakumar i sar., 2008; Yadav i sar., 2010; Shoeb i Ramana,
2012), ¢iji terapijski potencijal nije ispitan na mikrogliji. Pokazano je da benfotiamin
ostvaruje povoljna terapijska dejstva u nekim patologijama nervnog sistema, kao $to su
neuropatije izazvane dijabetesom (Winkler i sar., 1999; Haupt i sar., 2005), alkoholne
neuropatije (Manzardo i sar., 2013), inflamatorni i neuropatski bol (Sanchez-Ramirez i
sar., 2006), a pokazano je i njegovo povoljno dejstvo na animalnom modelu za AB (Pan
i sar., 2010). Imajuci u vidu potrebu za terapijom koja je efikasna u stiSavanju aktivacije
mikroglije, ispitali smo uticaj benfotiamina na morfoloske i funkcionalne karakteristike
mikroglije. Klinicke studije u kojima je ispitivan terapijski potencijal benfotiamina u
lecenju ljudi obolelih od dijabetesa, govore u prilog tezi da benfotiamin nije Skodljiv ni

u visokim dozama (900 mg/dan, Alkhalaf i sar., 2010; Alkhalaf i sar., 2012).

U prvom delu studije utvrdeno je da benfotiamin ne uti¢e na vijabilnost BV-2
¢elija u fizioloSkim uslovima, U ispitanom opsegu koncentracija. Ovaj rezultat je u
skladu sa prethodnim istraZivanjima koja su pokazala da je benfotiamin bezbedno
jedinjenje koje ne pokazuje citotoksican efekat (Beltramo i sar., 2004; Marchetti i sar.,
2006; Yadav i sar., 2010; Fraser i sar., 2012; Shoeb i Ramana, 2012). Zanimljivo je
napomenuti da je citotoksi¢no dejstvo benfotiamina zabelezeno kod tretmana odredenih
leukemicnih ¢elijskih linija, ¢ime je otvoreno pitanje o antitumorskom dejstvu
benfotiamina (Sugimori i sar., 2015). Osim S§to ne utiCe na vijabilnost celija,
benfotiamin u naSem modelu ne narusava ni morfologiju ni adhezivna svojstva
mikroglijskih ¢elija. Analizom citoskleleta utvrdeno je da su celije tretirane
benfotiaminom imale isti oblik i veli¢inu kao i1 kontrolna grupa. Takode, tretman
benfotiaminom ne menja ekspresiju i osobadanje proinflamatornih citokina TNF-a i IL-
6, kao ni NO produkciju (Bozic 1 sar., 2015a). Na osnovu ovih rezultata zaklju€eno je da
benfotiamin ne utiCe na vijabilnost BV-2 ¢elija i ne dovodi do njihove aktivacije. S
obzirom da je vazno da terapija patoloskih stanja CNS-a ne remeti funkciju mirujuce
mikroglije, benfotiamin je dobar kandidat za ispitivanje antiinflamatornog i

antioksidativnog efekta u aktiviranoj mikrogliji. Vazno je napomenuti da smo utvrdili
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da benfotiamin ne uti¢e ni na vijabilnost aktiviranih ¢elija, jer kad je u pitanju potraga
za terapeutikom koji bi delovao na aktiviranu mikrogliju, pozeljno je da on bude
modulator/regulator njene aktivnosti bez ispoljavanja citotoksi¢nog dejstva, budu¢i da

se sve odvija u delikatnoj sredini CNS-a.

U cilju procene aktivacije BV-2 ¢elija, analizirali smo morfoloske promene koje
prate aktivaciju i koje olakSavaju kretanje mikroglije ka mestu inflamacije 1 fagocitozu
patogena i/ili Celijskog otpada (Boche i sar., 2013). U in vitro sistemu mikroglija se
Cesto odlikuje morfologijom koja se moze okarakterisati kao prelazna izmedu
ramifikovane i ameboidne, §to je posledica vestackih uslova u kulturi i ukazuje na
metamorfozni kapacitet mikroglije (Abd-El-Basset, 2000). Poznato je da su BV-2
mikroglijske celije okruglastog oblika kada se gaje u punom medijumu sa FBS-om
(Laurenzi i sar., 2001), dok stimulacija LPS-om dovodi do morfoloskih promena,
reorganizacije citoskeleta, uvecanja celijskog tela mikroglije i pojave lamelipodija
(Abd-El-Basset i Fedoroff, 1995; Manivannan i sar., 2013). Reorganizacija F-aktina je u
osnovi morfoloskih promena i neophodna je za migraciju aktiviranih celija (Abd-El-

Basset i sar., 2004; Rosslenbroich i sar., 2005; Savié i sar., 2014).

BV-2 celije koje smo stimulisali LPS-om pokazivale su jasne morfoloske
promene: imale su vece ¢elijsko telo i formirale su brojne nastavke u vidu lamelipodija i
filopodija sa aktinskim mikrofilamentima organizovanim u filamentozne snopove.
Pretretman benfotiaminom je indukovao morfologiju c¢elija nalik onoj u kontrolnim
uslovima, celije su se odlikovale okruglastim oblikom i manjom povr§inom, bez
izrazenih nastavaka, dok je F-aktin bio uniformno rasporeden uz membranu. Tako,
benfotiamin smanjuje formiranje membranskih nabora za koje je pokazano da su
neophodni za hemotakticke pokrete (Honda 1 sar., 2001). Nasi rezultati su u skladu sa
studijom Muller-Krebs i sar. u kojoj je pokazano da benfotiamin uti¢e na reorganizaciju
aktina u podocitima izlozenim visokim koncentracijama glukoze (Muller-Krebs i sar.,
2015). Potrebna su dodatna istrazivanja da bi se utvrdilo na koji na¢in benfotiamin utice
na morfoloske promene, a jedno od mogucih objasSnjenja jeste njegov uticaj na MAPK
signalni put, s obzirom da je pokazano da je ova signalna kaskada ukljucena u
reorganizaciju citoskeleta tokom aktivacije mikroglije (Waetzig i sar., 2005). Pokazano

je da aktivirani ERK, p38 i JNK uti¢u na reorganizaciju aktina i tubulina i omogucuju
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uvecanje ¢elija i njihovu migraciju. JNK katalizuje fosforilaciju citoskeletnih elemenata
(Chang i sar., 2003; Waetzig i sar., 2005) i indukuje ekspresiju aktina putem aktivacije
c-Jun (Bishopric 1 sar., 1992). Smanjenje celijskog tela i morfologija nalik ¢elijama u
kontrolnim uslovima posle tretmana benfotiaminom ukazuju na njegov delotvoran

efekat u smanjenju aktivacije mikroglije.

Poznato je da LPS, u zavisnosti od vremena stimulacije i upotrebljene
koncentracije, dovodi do apoptoze mikroglijskih ¢elija (Lee i sar., 2001a; Lee i sar.,
2001b; Liu i sar., 2001; Taylor i sar., 2003). U skladu sa tim, i u ovoj studiji je
zabelezeno da LPS izaziva umerenu apoptozu i nekrozu BV-2 ¢elija, dok benfotiamin
ne dovodi do znadajnih promena u ovim procesima. Celijska smrt usled preterane
stimulacije mikroglije primecena je i u drugim model sistemima aktivacije (Kingham i
sar., 1999; Kingham i Pocock, 2000; Taylor i sar., 2003). ViSe signalnih mehanizama je
uklju¢eno u LPS-om indukovanu apoptozu, pri ¢emu vaznu ulogu igraju NO i ROS koje
mikroglija produkuje (Lee i sar., 2001a; Lee i sar., 2001b; Rojo i sar., 2014). Aktivacija
kaspaze 11, kao i NO produkcija, dovode do aktivacije efektorskih kaspaza 1 i 3 koje
zatim uvode celije u apoptozu (Lee i sar., 2001b). Saglasno tome, nasa studija je
pokazala da posle stimulacije LPS-om dolazi do blagog poveéanja ekspresije aktivirane

kaspaze 3, ali i to da benfotiamin nije znacajno uticao na njenu ekspresiju.

Uloga apoptoze aktiviranith mikroglijskih celija nije do kraja razja$njena, s
obzirom da mozZe biti Stetna ili korisna u zavisnosti od stadijuma inflamacije. Tako u
pocetnim fazama infekcije, eliminacija mikroglijskih ¢elija moze biti veoma nepovoljna
jer dovodi do oslabljene odbrane CNS-a, dok u hroni¢noj inflamaciji moze predstavljati
regulatorni mehanizam kojim se spreCava preterana aktivacija mikroglije (Lehnardt,
2010). Uzimaju¢i u obzir da citotoksi¢ni efekat neke supstance moze imati nepovoljno
dejstvo na mikroglijske i druge ¢elije CNS-a, strategija u terapiji neurodegenerativnih
oboljenja je usmerena ka smanjenju i razreSenju aktivacije mikroglije, ali ne i njenoj
eliminaciji (Nakagawa i Chiba, 2015; Michell-Robinson i sar., 2015; Saijo i sar., 2013).
Suzbijanje produkcije proinflamatornih medijatora 1 stimulisanje oslobadanja
antiinflamatornih citokina je terapijski pristup za koji se pretpostavlja da ima daleko

povoljnije dejstvo. Kako benfotiamin nije pokazao citotoksi¢no dejstvo u sledecoj grupi
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eksperimenata analizirali smo njegov regulatorni/modulatorni kapacitet preko efekta na

proinflamatorne i antiiflamatorne medijatore u aktiviranoj mikrogliji.

Ekspresija CD40 receptora na membrani mikroglijskih ¢elija ima vaznu ulogu u
inflamatornom odgovoru CNS-a. CD40 pripada TNF-a familiji receptora i eksprimiraju
ga razli¢ite imunske, ali i1 druge Ccelije. CD40 ligand (CD40L, CDI154) je
transmembranski protein koji pripada TNF familiji, a eksprimira se na CD4" T éelijama,
B ¢elijama, trombocitima, mastocitima, bazofilima i drugim ¢elijama (Chen 1 sar.,
2006). Vezivanje CD40L za receptor aktivira nekoliko signalnih kaskada $to dovodi do
promena u genskoj ekspresiji 1 specificnog celijskog odgovora. Aktivacija CD40
receptora u mikrogliji dovodi do aktivacije NF-kB, MAPK, PI3K, faktora asociranih sa
receptorom za TNF 1 JAK/STAT signalnog puta, Sto stimuliSe sintezu 1 oslobadanje
brojnih citokina i hemokina, kao §to su TNF-a, IL-12, NO, matriksna metaloproteinaza
9 (MMP-9), MCP-1 i CXCL10 (Benveniste i sar., 2004; Jana i sar., 2001; Jana i sar.,
2002). Pored toga, aktivacija CD40 stimuliSe sazrevanje mikroglije u antigen

prezentujuce Celije (Fischer i Reichmann, 2001).

Promene ekspresije CD40 receptora ili CD40L su zabelezene u nekoliko
patologija CNS-a: AB (Calingasan i sar., 2002; Giunta i sar., 2010), MS (Gerritse i sar.,
1996), TPM (Lavrnja i sar., 2015), demenciji povezanoj sa HIV-om (D'Aversa i sar.,
2002) i cerebralnoj ishemiji (Garlichs i sar., 2003). Kada nisu aktivirane, mikroglijske
¢elije eksprimiraju veoma nizak nivo CD40 receptora, dok se pod dejstvom
proinflamatornih signala kao §to su IFN-y, TNF-a i LPS, ekspresija CD40 znacajno
povecava (Chen i sar., 2006). TNF-a ima vaznu ulogu u indukciji genske ekspresije
CD40 pod tretmanom IFN-y, s obzirom da antitela koja neutraliSu TNF-a smanjuju
CDA40 ekspresiju indukovanu IFN-y (Nguyen i Benveniste, 2002). LPS takode indukuje
gensku i proteinsku ekspresiju CD40 putem aktivacije NF-xB koji se vezuje za
promotor CD40 u jedru i dovodi do transkripcije ovog gena. LPS posredno aktivira i
STAT]1 koji takode dovodi do transkripcije CD40 gena (Qin i sar., 2005). Rezultati
nasih eksperimenata pokazuju izrazeno povecéanje ekspresije CD40 u mikrogliji posle
stimulacije LPS-om, sto je u skladu sa prethodnim studijama (Qin i sar., 2005; Qin i
sar.,, 2006; Kim i sar., 2002). Sa druge strane, benfotiamin smanjuje indukovanu

ekspresiju CD40, Sto ukazuje na njegovu potencijalnu antiinflamatornu ulogu u
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oboljenjima CNS-a. Postoji nekoliko nacina putem kojih benfotiamin moze da ostvari
ovakvo dejstvo. U ovoj studiji, ali i u drugim sistemima pokazano je da benfotiamin ima
direktan efekat na aktivaciju NF-xB (Bozic i sar., 2015a; Hammes i sar., 2003; Yadav i
sar., 2009; Yadav i sar., 2010; Shoeb i Ramana, 2012). S obzirom da benfotiamin
smanjuje translokaciju NF-xB u jedro, posredno dolazi i do smanjenja transkripcije
gena koje NF-kB aktivira, medu kojima je i CD40. Sa druge strane, pokazano je da
antiinflamatorni citokini kao $to su TGF-f, IL-4 i IL-10 inhibiraju ekspresiju CD40 na
mikroglijskim ¢elijama (Kim i sar., 2002; Nguyen i sar., 1998). Uzimaju¢i u obzir da
benfotiamin povecava produkciju IL-10, njegov efekat na ekspresiju CD40 moze biti

dodatno posredovan i ovim molekulom.

Analiza antiinflamatornog efekta benfotiamina nastavljena je proucavanjem
njegovog uticaja na sintezu i produkciju proinflamatornih citokina TNF-o i IL-6 i
antiinflamatornog citokina IL-10 u aktiviranoj mikrogliji. Hroni¢na aktivacija
mikroglije je pracena preteranom produkcijom proinflamatornih citokina koji odrzavaju
i pojacavaju imunski odgovor, povecavaju ROS i RNS produkciju, dovode do
ekscitotoksi¢nosti 1 aktiviraju apoptozu u neuronima, promoviSuéi tako
neurodegeneraciju (Smith i sar.,, 2012). Smanjenje oslobadanja proinflamatornih
citokina predstavlja jednu od potencijalnih terapijskih strategija u leCenje

neurodegenerativnih oboljenja, na §ta upucuju i eksperimentalna i klini¢ka istrazivanja.

U naSoj studiji LPS je snazno indukovao transkripciju analiziranih
proinflamatornih citokina, §to je bilo praceno povecanim oslobadanjem ovih peptida u
medijum. Ovaj rezultat je u skladu sa prethodnim studijama u kojima je pokazano da
LPS povecava koncentraciju TNF-o (Sawada i sar., 1989; Savic i sar., 2014) i IL-6 (Lee
I sar., 1993; Savic i sar., 2014). Prethodne studije u kojima je ispitivan antiiflamatorni
efekat benfotiamina pokazale su potencijal ove supstance da smanji produkciju
proinflamatornih citokina u uslovima inflamacije. Naime, benfotiamin smanjuje
produkciju TNF-o, IL-6, IL-la i drugih proinflamatornih medijatora u Kkulturi
makrofaga aktiviranin LPS-om (Yadav i sar., 2010). Takode, benfotiamin smanjuje
oslobadanje IFN-y, TNF-a, IL-1B, IL-4 i MCP-1 indukovano uveitisom kod pacova
(Yadav i sar.,, 2009). Nasi rezultati pokazuju da benfotiamin smanjuje nivo

proinflamatornih citokina TNF-o i IL-6 u aktiviranoj mikrogliji. Treba napomenuti da
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su Wu i Ren pokazali da benfotiamin ne uti¢e na ekspresiju TNF-a u kori mozga
dijabeti¢nih miseva (Wu i Ren, 2006).

TNF-a je centralni medijator u inflamatornim reakcijama urodenog imunskog
odgovora koji je uklju¢en u produkciju drugih citokina, aktivaciju i ekspresiju
adhezionih molekula i stimulaciju rasta (Hehlgans i Pfeffer, 2005). Vezivanje TNF-a za
receptore dovodi do aktivacije nekoliko signalnih puteva koji mogu rezultirati
aktivacijom kaspaze 8 i dovesti do apoptoze. Medutim, pretpostavlja se da TNF-a
uglavnom ne izaziva apoptozu, ako ne postoji drugi apoptotski signal. TNF-a aktivira
NF-kB i MAPK signalne kaskade $§to izmedu ostalog dovodi do produkcije i drugih
proinflamatornih medijatora (Park i Bowers, 2010). Transkripciju gena za TNF-a moze
da pokrene viSe unutarcelijskih signalnih kaskada, pri ¢emu je NF-xB najvazniji
transkripcioni faktor koji dovodi do poveéane genske ekspresije ovog citokina (Rojo i
sar., 2014; Wang i sar., 2002). Rezultati nase studije pokazuju da benfotiamin direktno
smanjuje aktivaciju NF-«kB, stoga moze da se zaklju¢i da putem inhibicije NF-xB
benfotiamin smanjuje sintezu i oslobadanje TNF-a. Benfotiamin smanjuje aktivaciju
ERK, JNK i Akt signalnih kaskada koje takode dovode do sinteze TNF-a $to pokazuju
rezultati ove, ali i prethodnih studija (Pyo i sar., 1998; Bhat i sar., 1998; Waetzig i sar.,
2005).

Pored TNF-a, IL-6 je vazan proinflamatorni citokin sa brojnim funkcijama u
aktiviranoj mikrogliji. Nivo IL-6 raste u svakom neuroinflamatornom stanju CNS-a,
prilikom povrede, infekcije, kao 1 u neurodegenerativnim oboljenjima. Povecana
ekspresija IL-6 dovodi do mikroglioze, dok se mikroglioza indukovana tretmanom LPS-
om moze spreciti antitelom specificnim za IL-6 (Spooren i sar., 2011). IL-6 stimulise
proliferaciju mikroglije in vitro (Streit i sar., 2000), i ucestvuje u fagocitnoj aktivnosti i
morfolo$kim promenama tokom aktivacije mikroglije (Shafer i sar., 2002). IL-6 ima
vaznu regulatornu ulogu u inflamatornom odgovoru, a u vezi je sa modulacijom
ekspresije mnogih gena koji su ukljuéeni u inflamaciju, apoptozu i oksidativni stres
(Erta i sar., 2012). Kao $to je slucaj i sa drugim proinflamatornim medijatorima, glavni
transkripcioni faktor koji dovodi do transkripcije IL-6 je NF-xB (Rojo i sar., 2014,
Wang i sar., 2002), $to je jedan od puteva preko kog benfotiamin dovodi do smanjenja

IL-6. Takode, brojne studije pokazuju ulogu MAPK signalnih kaskada u povecanju
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ekspresije IL-6 (Leonard i sar., 1999; Turner i sar., 2007; Olsnes i sar., 2011). U skladu
sa prethodnim studijama, naSi rezultati pokazuju da tretman inhibitorima ERK i
PI3K/Akt signalizacije dovodi do smanjenja sinteze i oslobadanja IL-6. Benfotiamin
nije pokazao aditivni efekat u tretmanu sa inhbitorima ERK, JNK i PI3K/Akt signalnih
kaskada.

Stimulacija LPS-om povecava gensku ekspresiju i oslobadanje antiinflamatornog
citokina IL-10 u nasem modelu, $to je u skladu sa prethodnim studijama (Ledeboer i
sar., 2002; Seo i sar., 2004; Savi¢ i sar., 2014). Benfotiamin ne uti¢e na gensku
ekspresiju 1L-10, ali poveéava oslobadanje ovog citokina u medijum. IL-10 smanjuje
produkciju TNF-a, IL-1B, IL-6, *O, i drugih proinflamatornih medijatora, kao i
aktivnost enzima lizozima, ¢ime dovodi do smanjene aktivacije mikroglije stimulisane
LPS-om (Sawada i sar., 1999; Kremlev i Palmer, 2005; Heyen i sar., 2000). Smatra se
da je neuroprotektivno dejstvo koje IL-10 ostvaruje u neurodegenerativnim oboljenjima
upravo posledica smanjene aktivacije mirkoglije. Poja¢ano oslobadanje IL-10 pod
uticajem benfotiamina je jedan od mehanizama pomocu kojeg ovaj analog vitamina B1
smanjuje inflamatorni odgovor mikroglije. Na ovaj nacin benfotiamin posredno dovodi
do smanjenja proinflamatornih medijatora i tako sprecava pozitivnu povratnu spregu u

kojoj proinflamatorni citokini pojacavaju svoju dalju sintezu i oslobadanje.

Pretpostavlja se da signalizacija preko ERK, p38 i NF-kB dovodi do poveéane
genske ekspresije IL-10. Inhibicija ERK i p38 dovodi do smanjenja, ali ne i do potpune
inhibicije ekspresije IL-10, $to navodi na zakljucak da su svi pomenuti signalni putevi
vazni za produkciju IL-10. LPS indukuje povecanu ekspresiju IL-10, vezujuci se za
TLR4 S§to dovodi do aktivacije navedenih signalnih mehanizama (Saraiva 1 O'Garra,
2010). S obzirom na to da NF-xB, ERK i p38 prvenstveno indukuju produkciju
proinflamatornih medijatora, pretpostavlja se da njihova uloga u ekspresiji IL-10
predstavlja odredenu vrstu regulatornog mehanizma koji sprecava preteranu aktivaciju
mikroglije. Iako u ovoj studiji nije zabelezen efekat benfotiamina na p38 pokazano je da
benfotiamin smanjuje ERK fosforilaciju i translokaciju NF-«xB. Ipak, iako je primecen
trend povecanja, benfotiamin ne dovodi do znacajne indukcije genske ekspresije IL-10.

Moze se pretpostaviti da mehanizmi dejstva benfotiamina na oslobadanje IL-10 nisu na
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nivou transkripcije, medutim dalji eksperimenti su potrebni da bi se utvrdilo na koji

nacin benfotiamin ostvaruje svoj efekat.

S obzirom na vaznu ulogu NO u neuroinflamaciji 1 neurodegeneraciji
posredovanoj aktiviranom mikroglijom, u ovoj studiji je ispitivan uticaj benfotiamina na
produkciju NO i ekspresiju iNOS enzima. [ako ima vazne fizioloske funkcije, u visokim
koncentracijama NO dovodi do oSteenja i smrti neurona i oligodendrocita (Boje 1
Arora, 1992; Merrill i sar., 1993). Osim §to direktno oStecuje ¢elijske komponente, NO
reaguje sa *Oy pri ¢emu se formira izuzetno reaktivan peroksinitrit koji nitroziluje
tirozinske ostatke proteina, dovodi do lipidne peroksidacije i oStecenja DNK (Pacher i
sar., 2007). Povec¢ana NO produkcija je primetena u AB (Reynolds i sar., 2006), a
smatra se da doprinosi razvoju MS, EAE (Smith i sar., 1999; Parkinson i sar., 1997) i
PB (Jenner, 2007).

Prethodno je pokazano da benfotiamin smanjuje NO produkciju i inhibira
proteinsku ekspresiju iINOS-a u makrofagima stimulisanim LPS-om (Yadav i sar.,
2010). Smanjena ekspresija INOS-a posle tretmana benfotiaminom zabelezena je i kod
zivotinja obolelih od uveitisa izazvanog endotoksinom (Yadav i sar., 2009). U skladu sa
prethodnim studijama, nasi rezultati pokazuju da benfotiamin dozno-zavisno smanjuje
produkciju NO u BV-2 Ccelijama stimulisanim LPS-om, suprimiraju¢i gensku i
proteinsku ekspresiju iINOS-a. Glavni mehanizam regulacije iINOS aktivnosti je na
nivou regulacije ekspresije. Brojni transkripcioni faktori uticu na ekspresiju iNOS-a,
izmedu ostalog NF-kB 1 AP-1 (Pautz i sar., 2010; Kristof i sar., 2001). Nasi rezultati
pokazuju da benfotiamin smanjuje translokaciju NF-xB i aktivaciju ERK,JNK i Akt
signalnih kaskada koje aktiviraju AP-1. U NO produkciji vaznu ulogu igra i oksidativni
stres, s obzirom da ROS i H,0; dalje promoviSu aktivaciju NF-kB, formirajuci tako
pozitivnu petlju u kojoj dolazi do sinteze iINOS-a i produkcije NO (Rojo i sar., 2014).
Rezultati prikazani u ovoj disertaciji pokazuju da benfotiamin direktno neutraliSe
reaktivne vrste, i tako uti¢e na NF-kB translokaciju, a time i ekspresiju iNOS-a. Pored
toga, inhibitorni efekat benfotiamina na ekspresiju CD40 takode mozZe imati udela u
suprimiranju ekspresije iNOS-a (Jana i sar., 2001). Moze da se zakljuci da benfotiamin

deluje antiinflamatorno posredstvom smanjenja NO produkcije i da ovaj efekat
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ostvaruje inhibiraju¢i nekoliko signalnih mehanizama i pozitivnih petlji koje dovode do

povecane ekspresije iNOS-a.

U cilju dalje analize antiinflamatorne uloge benfotiamina, ispitivan je njegov
efekat na gensku i proteinsku ekspresiju COX-2, inducibilnog enzima koji se u
mikrogliji eksprimira posle njene aktivacije (Minghetti, 2004). Povecan nivo ekspresije
COX-2 i koncentracije PGE; zabelezen je u razlicitim patologijama CNS-a. Povecana
ekspresija COX-2 zabeleZena je demijelinizacionim lezijama u MS-u, i to u mikrogliji i
makrofagima, kao i u oStec¢enim oligodendrocitima (Rose i sar., 2004). Inhibitori COX-
1 i COX-2, nesteroidni antiinflamatorni lekovi, se Cesto koriste u terapiji MS-a
(Palumbo i Bosetti, 2013), dok je na animalnom modelu za mozdani udar pokazano da
specifi¢ni inhibitori za COX-2 deluju neuroprotektivno (Nogawa 1 sar., 1997). Povecana
genska i proteinska ekspresija COX-2 pokazana je kod ALS (Yasojima i sar., 2001), PB
(Teismann i sar., 2003) i AB (Pasinetti i Aisen, 1998) pacijenata.

U skladu sa prethodnim studijama (Akundi i sar., 2005), nasi rezultati pokazuju da
LPS snazno indukuje gensku i proteinsku ekspresiju COX-2 u mikrogliji. Benfotiamin
je efikasno smanjio ekspresiju ovog enzima, pri ¢emu je koncentracija 250 uM ostvarila
najjaci efekat na proteinsku ekspresiju. Smanjena ekspresija COX-2 posle tretmana
benfotiaminom zabelezena je prethodno kod makrofaga aktiviranih LPS-om (Yadav i
sar., 2010) i kod Zivotinja obolelih od uveitisa izazvanog LPS-om (Yadav i sar., 2009).
Primarni mehanizam dejstva benfotiamina je verovatno putem inhibicije translokacije
NF-xB (Bauer i sar., 1997). Medutim, treba uzeti u obzir i blisku povezanost iNOS i
COX-2 enzima. Naime, pokazano je da NO stimuliSe aktivnost COX-2 u in vivo
(Marnett i sar. 2000) i in vitro sistemima (Salvemini i sar., 1995). Pretpostavlja se da
INOS i COX-2 deluju sinergisticki, stimuliSu formiranje brojnih proinflamatornih
medijatora i zajedno dovode do o$tecenja. NO nastaje aktivnoscu iNOS-a, dok COX-2
dovodi do formiranja *O, i zajedno formiraju peroksinitrit koji oSte¢uje brojne Celijske
komponente, izmedu ostalog 1 gluatamatne transportere, S$to dovodi do
ekscitotoksi¢nosti i smrti neurona (Rose i sar., 2004). Moze da se pretpostavi da
benfotiamin naruSava pozitivnu povratnu spregu koja se na ovaj nacin formira, i da

smanjujuc¢i iINOS aktivnost dovodi i do smanjenja aktivnosti COX-2. Osim toga,
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benfotiamin smanjuje ERK fosforilaciju $to takode dovodi do smanjene COX-2
ekspresije (Choi i sar., 2003).

Oksidativni stres u velikoj meri doprinosi razvoju brojnih patologija CNS-a.
Neuroni su glavna meta ROS i RNS, s obzirom na to da sadrze velike koli¢ine
polinezasi¢enih masnih kiselina koje lako bivaju oStecene u interakciji sa ovim visoko
reaktivnim molekulima. Pored toga, neuroni imaju nizak regenerativni kapacitet i
nedovoljnu antioksidativnu zastitu. Neuroni sadrze nizak nivo glutationa, glavnog
neenzimskog antioksidansa, klju¢nog za borbu protiv ROS i RNS. Izvor oksidativnog
stresa moze biti 1 visoka metabolicka aktivnost neurona, s obzirom da su u pitanju celije
koje imaju veliku potroSnju kiseonika u poredenju sa drugim tipovima celija (Chen 1
Zhong, 2014). Medutim, glavni izvor ROS i RNS u oboljenjima CNS-a predstavljaju
mikroglijske ¢elije. Hroni¢no aktivirana mikroglija proizvodi velike koncentracije ovih
toksi¢nih molekula, ¢ime ostecuje okolno tkivo, ali moduliSe i sopstvenu aktivnost.
ROS i RNS aktiviraju dva transkripciona faktora u mikrogliji NF-xB i NRF2, koji zatim
aktiviraju transkripciju brojnih gena koji uti¢u na dalju sudbinu ovih ¢elija (Rojo 1 sar.,
2014). Imajuci u vidu vaznu ulogu koju ROS imaju u neurodegenerativnim oboljenjima,
upotreba antioksidanasa predstavlja jednu od moguéih strategija u terapiji.
Antioksidativna terapija moZe da prati dva pristupa: neposrednu detoksifikaciju ROS i
posrednu regulaciju odnosno povecanje antioksidativne zaStite celije ili smanjenje
aktivnosti enzima koji dovode do ROS produkcije. Brojne studije su pokazale da je
benfotiamin efikasan u borbi protiv oksidativnog stresa (Ceylan-Isik i sar., 2006; Wu i
Ren, 2006; Balakumar i sar., 2008; Schmid i sar., 2008; Schupp i sar., 2008; Yadav i
sar., 2010; Shoeb i Ramana, 2012; Verma i sar., 2010; Harisa, 2013). S obzirom da smo
u prethodnom delu studije pokazali antiinflamatorni efekat benfotiamina u aktiviranoj
mikrogliji, a imajuéi u vidu da stimulacija LPS-om izaziva poveéanu produkciju ROS i
RNS u kulturi BV-2 mikroglijskih ¢elija (Kaneko i sar., 2012), slede¢i logican korak

bilo je ispitivanje uticaja benfotiamina na antioksidativni sistem BV-2 ¢elija.

U prvom segmentu eksperimenata procenjen je efekat benfotiamina na sadrzaj
*O; 1 MDA. Aktivirana mikroglija produkuje *O;" koji ima vaznu ulogu u borbi protiv
patogena (Colton 1 Gilbert, 1987). Medutim, visoke koncentracije *O, povezane su sa

neuravnotezenim redoks statusom c¢elije 1 neurodegeneracijom. Osim $to oStecuje
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¢elijske komponente i narusava signalizaciju, *O,” dovodi do stvaranja drugih reaktivnih
vrsta kao $to su ONOO’, *OH i H,O, (Kraft i Harry, 2011). Familija NOX enzima
katalizuje produkciju *O, 1 primec¢eno je da upravo aktivacija ovih enzima u mikrogliji
stimulisanoj LPS-om dovodi do neurotoksi¢nosti i genske ekspresije proinflamatornih
medijatora (Qin i sar., 2004). BV-2 ¢elije eksprimiraju funkcionalni NOX, $to ih ¢ini
dobrim model sistemom za proucavanje oksidativnog stresa u kulturi mikroglijskih
¢elija (Henn i sar., 2009). NOX2 je u mikrogliji glavna izoforma koja dovodi do
produkcije *O,. Osim stimulacijom LPS-om, NOX2 moze biti aktivirana i
proinflamatornim citokinima TNF-o, IFNy, IL-1B, kao i drugim proinflamatornim
stimulusima kao $to su ATP i AP (Kraft i Harry, 2011). U nasem eksperimentalnom
modelu zabelezen je vise od 2,5 puta povecan nivo O, posle LPS stimulacije u odnosu
na kontrolu. Sa druge strane, tretman benfotiaminom je dozno-zavisno smanjio
koncentraciju *O,’, pri ¢emu je najviSa upotrebljena koncentracija vratila *O, na
kontrolni nivo. Smanjenje *O," pod tretmanom benfotiaminom pokazano je u razli¢itim
in vitro i in vivo sistemima (Balakumar i sar., 2008; Balakumar i sar., 2009; Verma i
sar., 2010; Harisa i sar., 2013; Yadav i sar., 2010). Ovaj efekat benfotiamin ostvaruje na
dva nacina, direktnom detoksifikacijom *O; i posredno, putem uticaja na transkripcione
faktore 1 enzime koji su ukljuceni u produkciju *O; . Direktan efekat pokazan je pomocu
elektronske paramagnetne rezonance, gde je benfotiamin smanjio formiranje <Oy
(Bozic i sar., 2015b). Takode, imajuci u vidu da benfotiamin smanjuje translokaciju NF-

1P"% (Anrather i sar.,

kB, za koga se zna da indukuje ekspresiju NOX subjedinice gp9
2006), mozemo da pretpostavimo da ispitivani agens posredno uti¢e i na smanjenje
ekspresije NOX. Pored toga, benfotiamin smanjuje ekspresiju COX-2, enzima koji
dovodi do povecane produkcije *O; u aktiviranoj mikrogliji (Marnett i sar., 1999). Sa
druge strane, unutarcelijska koncentracija O, zavisi i od aktivnosti SOD, enzima Kkoji
prevode *O, do H,0O, (Johnson i Giulivi, 2005). Prime¢eno smanjenje produkcije <Oy
posle tretmana benfotiaminom, moze biti 1 usled povecane aktivnosti Cu,ZnSOD,

izoforme SOD koja je prisutna u citoplazmi. Na osnovu svega navedenog, moze da se

zakljuci da benfotiamin smanjuje produkciju *O, putem vise razli¢itih mehanizama.

Smanjenje koncentracije *O2’, kao prvog u nizu reaktivnih vrsta, ima viSestruke

povoljne efekte na aktivaciju mikroglije. Aktivacija NOX i iNOS enzima dovodi do
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formiranja veoma toksicnog ONOQ', §to izaziva apoptozu neurona koja se moze spreciti
neutralizacijom *O, i ONOO™ (Mander i Brown, 2005). Takode je pokazano da ONOO"
koga produkuju mikroglijske ¢elije dovodi do smrti oligodendrocita u kulturi (Li i sar.,
2005). ONOO" direktno oksiduje proteine, lipide i DNK, a pored toga dovodi do
nitracije tirozinskih i nitrozilacije cisteinskih ostataka §to moze da inaktivira enzime
(Wilkinson i Landreth, 2006). Produkcija ONOOQO" se dovodi u vezu sa patogenezom
razli¢itih neurodegenerativnih bolesti kao Sto su AB (Koppal i sar., 1999) 1 PB (Kumar i
sar., 2014). NO dovodi do povecane produkcije <O, (Brown i Borutaite, 2002), a NOX
uti¢e na iNOS aktivaciju (Pawate i sar., 2004), te je aktivnost ova dva enzima blisko
povezana i tokom njihove aktivacije dolazi do formiranja pozitivne povratne sprege

koja dovodi do produkcije velikih koncentracija ROS i RNS.

Osim §to oste¢uju okolne celije, ROS ostvaruju znacajan uticaj i na aktivaciju
mikroglije. Tako je pokazano da ROS dovode do poveéane produkcije proinflamatornih
citokina, kao $to je TNF-o (Forman i1 Torres, 2001). ROS takode reguliSu sudbinu
mikroglijskih ¢elija, ukljucujuéi celijsku proliferaciju, apoptozu 1 oslobadanje
neurotransmitera, pa moze da se pretpostavi da ROS imaju vaznu ulogu u patoloskoj
aktivaciji mikroglije koja je prime¢ena u brojnim neurodegenerativnim oboljenjima
(Rojo 1 sar., 2014). Takode je pokazano da ROS aktiviraju NF-kB, putem nekoliko
razli¢itih mehanizama koji ukljuCuju aktivaciju IKK 1 inaktivaciju IkB proteina
(Morgan i Liu, 2011). Tako benfotiamin smanjuju¢i koncentraciju *O; doprinosi
smanjenju drugih reaktivnih vrsta ¢ime ublaZava oksidativni stres, ali 1 inflamaciju u

mikroglijskim ¢elijama.

ROS i RNS dovode do lipidne peroksidacije, odnosno do oStecenja
polinezasi¢enih masnih kiselina prisutnih u ¢elijskoj membrani. MDA je jedan od
produkata lipidne peroksidacije c¢ija koncentracija raste u neurodegenerativnim
oboljenjima (Rojo i sar., 2014). U nasim eksperimentima, LPS je indukovao poveéanje
sadrzaja MDA u BV-2 ¢elijama, Sto je bio dodatni indikator oksidativnog stresa, dok je
tretman benfotiaminom smanjio koncentraciju MDA u aktiviranoj mikrogliji u svim
upotrebljenim  koncentracijama. Sposobnost benfotiamina da spre¢i lipidnu
peroksidaciju prethodno je pokazana u sistemu renalne disfunkcije izazvane tretmanom

cisplatinom (Harisa, 2013) i endotelu koji je bio izloZen nikotinu (Balakumar i sar.,
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2008). Moze da se pretpostavi da je benfotiamin smanjio nivo MDA u BV-2 ¢elijama

putem smanjenja koncentracije ROS i RNS koji dovode do oSte¢enja membrana.

Mikroglijske ¢elije imaju dobro razvijene unutrasnje antiokisdativne mehanizme.
Kada su izlozene povecanom oksidativnom stresu, ove ¢elije povecavaju ekspresiju
antioksidativnih enzima SOD, CAT, GPx i GR. Pored toga, sadrze vise koncentracije
glutationa od svih drugih ¢elija CNS-a. Antioksidativni enzimi i glutation ¢ine efikasan
odbrambeni sistem koji im omogucava da se bore protiv ROS 1 RNS koje produkuju i

da tako ocuvaju funkcije neophodne za odbranu i oporavak CNS-a (Dringen, 2005).

SOD familija enzima katalizuje reakciju prelaska *O, do H,0O, ¢ime se neutraliSe
prvi u nizu slobodnih radikala. Povecanje ekspresije ovih enzima posredovano je putem
nekoliko signalnih mehanizama, izmedu ostalog i NF-kB transkripcionim faktorom
(Rojo i sar., 2004; Storz i sar., 2005; Morgan i Liu, 2011). U naSem eksperimentalnom
modelu zabelezeno je povecanje genske ekspresije MnSOD posle stimulacije LPS-om.
Takode, pokazan je trend povecanja proteinske ekspresije ovog enzima, koji je, iako
nije zabelezena statistiCki znacajna razlika, pracen znacajnim porastom aktivnosti. Ovi
rezultati su u skladu sa prethodnim studijama u kojima je pokazana povecana ekspresija
MnSOD u mikrogliji posle stimulacije LPS-om (Sugaya i sar., 1997; Kaneko i sar.,
2012), sto je indukovano signalnim molekulima koji aktiviraju NF-xB. Tako je
pokazano da u in vitro uslovima raste ekspresija i aktivnost MnSOD u prisustvu ROS
(Shull 1 sar., 1991), a dovedena je u vezu i sa pove¢anom NO produkcijom u ¢elijama
tretiranim LPS-om (Sugaya i sar., 1997). Pored toga, Cu,ZnSOD transfekovane BV-2
¢elije smanjuju produkciju NO, TNF-a i IL-1B u odgovoru na LPS tretman Sto je
verovatno posledica smanjene koncentracije *O, (Chang i sar., 2001). Tretman BV-2
¢elija permeabilnom SOD smanjuje oslobadanje ROS 1 inhibira gensku i1 proteinsku
ekspresiju COX-2 i iNOS, §to dovodi do smanjene produkcije PGE; i NO (Lee i sar.,
2010c). Vaznu ulogu ovih enzima pokazuju i studije na transgenim miSevima koji ne
eksprimiraju gene za Cu,ZnSOD odnosno MnSOD. Ove Zivotinje zive veoma kratko
usled ozbiljnih oksidativnih oste¢enja (Morgan i Liu, 2011). Na osnovu navedenih
rezulata, ali 1 prethodnih studija moZe da se zaklju¢i da SOD enzimi imaju znacajne
regulatorne funkcije i da njihova aktivnost doprinosi smanjenju produkcije ROS, RNS i

proinflamatornih medijatora u aktiviranoj mikrogliji.
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S obzirom da je MnSOD eksprimirana u mitohondrijama, poveéana genska
ekspresija i1 aktivnost ovog enzima moze biti posledica i povecanog broja ili aktivnosti
mitohondrija u aktiviranoj mikrogliji. Park i sar. su pokazali da ROS poreklom iz
mitohondrija takode imaju vaznu ulogu u pokretanju proinflamatornih signalnih puteva
tokom aktivacije mikroglije (Park i sar., 2013). Mikroglija aktivirana LPS-om ima
povecane energetske potrebe i sintetiSe vece koncentracije ATP-a, pri ¢emu dolazi i do
povecane produkcije *O,. MNSOD neutraliSe nastali Oy, Cija se ekspresija i aktivnost
povecava u uslovima aktivacije (Bordt i Polster, 2014). Rezultati nase studije pokazuju
da vec¢ 4 h posle stimulacije LPS-om dolazi do znac¢ajnog povecanja koncentracije ATP-
a u BV-2 ¢elijama. Nivo ATP-a se zatim smanjuje 24 h posle stimulacije LPS-om, ali i
dalje ostaje poviSen u odnosu na kontrolu. Sa druge strane, benfotiamin povecava
unutaréelijsku koncentraciju ATP-a u aktiviranim ¢elijama 1 h posle tretmana u odnosu
na kontrolne i LPS-om stimulisane ¢elije. Posle 4 h tretmana, nivo ATP-a u grupi
tretiranoj benfotiaminom i dalje raste, dok se 24 h kasnije vraca na kontrolne vrednosti.
Na osnovu ovih rezultata moze da se pretpostavi da LPS i benfotiamin povecavaju
aktivnost i/ili broj mitohondrija. Ipak, uzroci poveéane koncentracije ATP-a u ¢elijama
mogu biti raznoliki, te su potrebni dodatni eksperimenti koji bi rasvetlili mehanizme

koji su osnova ovog fenomena.

Benfotiamin u koncentraciji 250 uM povecava gensku i proteinsku ekspresiju
MnSOD. Ovaj rezultat ide u prilog hipotezi da benfotiamin uti¢e na broj i aktivnost
mitohodrija, s obzirom da promene u ekspresiji nisu pra¢ene promenama u aktivnosti.
Sa druge strane, tretman benfotiaminom povecava aktivnost Cu,ZnSOD u ¢elijama
stimulisanim LPS-om, §to dovodi do smanjene ROS koncentracije u citoplazmi, a
posredno i do smanjenog nivoa proinflamatornih medijatora (Chang i sar., 2001).
Povecana aktivnost Cu,ZnSOD moze biti i posledica povecane ekspresije COX-2 u
aktiviranoj mikrogliji, s obzirom da ovaj enzim dodatno dovodi do produkcije *O, u

citoplazmi (Marnett i sar., 1999).

lako nije slobodan radikal, H,O, nastao u reakciji koju katalizuje SOD je izuzetno
reaktivan molekul koji lako prolazi kroz membrane i1 oSteCuje razliCite celijske
komponente. Pored toga, H,O, aktivira NF-xB $to uzrokuje dalje Sirenje inflamacije

(Morgan i Liu, 2011). CAT je jedan od enzima koji katalizuje redukciju H,O, do vode i
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ima vaznu regulatornu ulogu u inflamaciji i borbi protiv oksidativnog stresa. Ekspresija
I aktivnost ovog enzima raste u inflamatornim uslovima (Kunwar i sar., 2009).
Egzogena CAT smanjuje NO produkciju i oslobadanje proinflamatornih citokina TNF-
a, IL-1B 1 IL-6 u kulturi aktiviranih mikroglijskih ¢elija, verovatno putem inhibicije
MAPK i NF-kB (Pawate i sar., 2004), a sprecava i proliferaciju mikroglije indukovanu
tretmanom citokinima TNF-a i IL-18 (Mander i sar., 2006). U nasem eksperimentalnom
modelu LPS nije uticao na gensku ekspresiju, ali je zato povecao proteinsku ekspresiju
CAT. Benfotaimin je dodatno povec¢ao proteinsku ekspresiju CAT u aktiviranim BV-2
¢elijama. Medutim, aktivnost CAT je bila niza u celijama stimulisanim LPS-om u
odnosu na kontrolu, §to nagovestava da je doSlo do inhibicije ovog enzima. Naime,
pokazano je da je NO inhibitor CAT (Brown, 1995). Benfotiamin smanjuje oslobadanje
NO u aktiviranim ¢elijama na dozno-zavisan nacin, pri ¢emu je ova zavisnost obrnuto
proporcionalna poveéanju CAT aktivnosti posle tretmana benfotiaminom. Stoga moze
da se pretpostavi da je ovo jedan od mehanizama povecanja CAT aktivnosti pod
tretmanom benfotiaminom, pored uticaja koji ostvaruje na CAT ekspresiju. Benfotiamin
na ovaj nacin smanjuje koncentraciju H»O, u mikrogliji, §to posredno uti¢e na
smanjenje aktivacije NF-kB i iNOS ekspresije. Tako benfotiamin dovodi do formiranja
povratne sprege i daljeg smanjenja NO produkcije, a time i smanjene ROS/RNS
produkcije i mikroglijske aktivacije.

Smanjenje parametara oksidativnog stresa kao $to su *O," i MDA posle tretmana
benfotiaminom moze da se dovede u vezu i sa uticajem benfotiamina na glutation,
glavni neenzimski antioksidans u ¢elijama mikroglije. Nedostatak glutationa dovodi do
pokretanja apoptoze u kulturi ¢elija (Li 1 sar., 1997; Wullner i sar., 1999). Poremecaj u
metabolizmu glutationa doveden je u vezu sa razli¢itim patologijama CNS-a kao $to su
MS, PB, AB, ALS i S$izofrenija (Ferreira i sar., 2013; Shulz i sar., 2000). Prikazani
rezultati pokazuju da benfotiamin indukuje znacajno poveéanje ukupnog glutationa u
¢elijama stimulisanim LPS-om, $to je verovatno posledica de novo sinteze. Glavni
transkripcioni faktori ukljuceni u sintezu glutationa su NRF2, AP-1 i NF-xB (Lu, 2009).
S obzirom da benfotiamin smanjuje aktivaciju NF-xB, a mozZe da se pretpostavi da
smanjuje i aktivaciju AP-1 (jer smanjuje aktivaciju MAPK signalnih kaskada koje

aktiviraju ovaj transkripcioni faktor), efekat benfotiamina moze biti posredovan preko

109



NRF2. Imajuéi u vidu da je NRF2 glavni redoks transkripcioni faktor u mikrogliji bilo
bi zanimljivo ispitati da li i kako benfotiamin uti¢e na njegovu aktivaciju, kao deo

buducih istrazivanja antioksidativnih svojstava ovog analoga vitamina B1.

Glavni enzimi ukljuc¢eni u metabolizam glutationa su GPx i GR. GPx katalizuje
reakciju redukcije H,O, do H2O, pri ¢emu koristi GSH kao donor elektrona koji se pri
tome oksiduje do GSSG. Nastali GSSG se redukuje do GSH u reakciji koju katalizuje
GR, sto omogucuje regeneraciju GSH 1 odrzavanje cCelijskog odbrambenog sistema
(Shulz i sar., 2000). lako se pretpostavlja da je GPx glavni enzim u CNS-u ukljucen u
detoksifikaciju H,O,, u BV-2 mikroglijskoj ¢elijskoj liniji koja je ispitivana u ovoj
disertaciji nije zabelezena promena u ekspresiji ili aktivnosti ovog enzima, kako posle
stimulacije LPS-om, tako ni u stimulisanim ¢elijama tretiranim benfotiaminom. Sa
druge strane, zabeleZeno je smanjenje enzimske aktivnosti GR u BV-2 c¢elijama
stimulisanim LPS-om, iako se ekspresija nije menjala pod tretmanima. Ovi rezulatati
nagovestavaju da tokom aktivacije mikroglije dolazi do inhibicije GR, §to je u skladu sa
prethodnim studijama koje pokazuju da je ONOO™ mocan inhibitor GR aktivnosti
(Francescutti i sar., 1996). Koncentracija ONOQO" raste u aktiviranoj mikrogliji, kao
posledica povecane produkcije NO i +O;". Benfotiamin smanjuje produkciju NO i <Oy,
¢ime dolazi i do smanjenja koncentracije ONOO™ u aktiviranoj mikrogliji, $to pak
dovodi do povecanja aktivnosti GR. Povecana GR aktivnost omogucéava regeneraciju

GSH i bolju antioksidativnu odbranu.

Na osnovu navedenih rezultata moZze da se zaklju¢i da benfotiamin smanjuje
oksidativni stres u aktiviranoj mikrogliji. Svoj efekat benfotiamin ostvaruje direktno,
neutralizacijom toksi¢nih vrsta kao Sto su *O, i MDA, ali i posredno, aktivacijom
antioksidativnog sistema u ¢eliji. Tretman benfotiaminom dovodi do povecanja genske 1
proteinske ekspresije SOD2 1 CAT, kao i povecane aktivnosti SOD1, CAT i GR u
aktiviranim BV-2 (¢elijama. Takode, benfotiamin povecava ukupnu unutaréelijsku
koncentraciju glutationa. Signalizacija koja dovodi do promena u antioksidativnhom
sistemu je veoma kompleksna. Benfotiamin utie na viSe razli¢itith u€esnika u ovoj
signalizaciji i dovodi do formiranja povratne sprege u kojoj smanjenje ROS i RNS

doprinosi smanjenju inflamatornog odgovora mikroglije.
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Nakon S$to smo wutvrdili da benfotiamin pokazuje antiinflamatorna i
antioksidativna svojstva, hteli smo da ispitamo da li je njegovo dejstvo posredovano
uticajem na signalne mehanizme u osnovi aktivacije BV-2 ¢elija, te je u sledecem
segmentu studije ispitivan njegov efekat na MAPK i PI3K/Akt signalne kaskade, kao i
NF-kB transkripcioni faktor.

Prethodne studije su ukazale na znacaj aktivacije MAPK signalnih kaskada u
razli¢itim neurodegenerativnim oboljenjima. Signalizacija posredovana ovim kinazama
dovodi do produkcije proinflamatornih medijatora, a dovedena je u vezu i sa
poremecenim redoks statusom aktivirane mikroglije (Pawate i sar., 2004). Stoga je
ispitan direktan efekat benfotiamina na aktivaciju odnosno fosforilaciju tri signalne
kaskade: ERK, JNK i p38.

Tretman LPS-om, AP ili proinflamatornim citokinima indukuje neurotoksi¢ni
fenotip mikroglije putem aktivacije ERK signalne kaskade (Koistinaho i Koistinaho,
2002), dok tretman antiinflamatornim jedinjenjima koja smanjuju ERK aktivaciju
ujedno dovodi i do smanjenja mikroglijske aktivacije (Zhong i sar., 2012; Choi i sar.,
2009; Choi i Park, 2012). ERK aktivacija uti¢e na reorganizaciju aktina i tubulina i tako
dovodi do promene morfologije tokom aktivacije i uvecanja Celijskog tela (Waetzig i
sar., 2005; Houle i sar., 2003; Tong i sar., 2003). Reorganizacija citoskeleleta je dogadaj
koji prethodi i migraciji aktivirane mikroglije (Abd-El-Basset i Fedoroff, 1995). ERK
signalizacija takode indukuje brojne proinflamatorne medijatore kao $to su COX-2
(Choi i sar., 2003), TNF-o. (Pyo i sar., 1998), IL-6 (Leonard i sar., 1999), kao i
antiinflamatorni IL-10 (Saraiva i O'Garra, 2010). Stoga moze da se zaklju¢i da
aktivacija ERK signalne kaskade ima vaznu ulogu u brojnim procesima koji se odvijaju

tokom aktivacije mikroglije.

U ovoj disertaciji pokazano je da LPS dovodi do brze i kratkotrajne aktivacije
ERK-a u BV-2 mikrogliji, §to je ustanovljeno procenom ekspresije fosforilovanih p42 i
p44 subjedinica. Benfotiamin efikasno inhibira ovu signalizaciju u trenutku kada je
ERK na vrhuncu aktivacije. Povoljan efekat inhibicije ERK signalizacije pokazan je u
daljim eksperimentima sa MAPK inhibitorima. Naime, tretman BV-2 ¢elija inhibitorom

ERK signalizacije U0126 doveo je do smanjenja genske ekspresije 1 oslobadanja
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proinflamatornih citokina TNF-a i IL-6, kao i NO produkcije, iako nije uticao na
ekspresiju iINOS-a. Benfotiamin nije pokazao aditivni efekat u ko-tretmanu sa U0126
inhibitorom. Inhibitorni efekat benfotiamina na ERK aktivaciju prethodno je pokazan u
kulturi makrofaga (Shoeb i Ramana, 2012), kao i u ¢elijama mijeloidne leukemije
(Sugimori i sar., 2015). Rezultati koji su dobijeni u ovoj studiji ukazuju na to da se ovaj
uticaj benfotiamina moze dovesti u vezu sa njegovim direktnim efektom na
neutralizaciju ROS, s obzirom da je pokazano da ove toksi¢ne vrste dovode do
aktivacije ERK (Pawate 1 sar., 2004). Medutim, imaju¢i u vidu da proinflamatorni
medijatori u aktiviranoj mikrogliji iniciraju dalju produkciju drugih proinflamatornih
medijatora, moZze da se pretpostavi da benfotiamin ostvaruje svoj uticaj na ERK
signalizaciju i putem drugih mehanizama. Nasi rezultati ukazuju da je smanjenje ERK
aktivacije jedan od mehanizama putem kog benfotiamin menja morfologiju aktiviranih
BV-2 ¢elija i smanjuje produkciju proinflamatornih medijatora NO, COX-2, TNF-a i

IL-6, smanjujuci tako aktivaciju mikroglije.

JNK je jedna od najznacajnijih signalnih kaskada koja se nalazi u osnovi razli¢itih
CNS patologija. Kao i druge kinaze, JNK se aktiviraju fosforilacijom, a potom
fosforilisu Sirok spektar supstrata na nivou citoskeleta, mitohondrija i jedra (Waetzig i
Herdegen, 2004). Aktivacija JNK signalizacije indukuje proinflamatorni fenotip
mikroglije (Waetzig i sar., 2005), dok agensi koji inhibiraju ovu signalnu kaskadu
ostvaruju antiinflamatorni i neuroprotektivni efekat (Maroney i sar., 1998; Bozyczko-
Coyne i sar., 2001). Pored ERK i p38, JNK ucestvuju u reorganizaciji citoskeleta i
uvecanju éelijskog tela tokom aktivacije mikroglije (Waetzig i sar., 2005). Pokazano je i
da je aktivacija JNK povezana sa povecanom ekspresijom enzima i citokina ukljuc¢enih
u inflamaciju, kao $to su INOS (Svensson i sar., 2010; Kacimi i sar., 2011), TNF-a
(Waetzig i sar., 2005), IL-6 (Waetzig i sar., 2005; Jang i sar., 2008; Lin i sar., 2011),
COX-2 i MCP-1 (Waetzig i sar., 2005).

U naSoj studiji, benfotiamin znacajno inhibira aktivaciju p54 JNK subjedinice
izazvanu stimulacijom LPS-om, $§to je u skladu sa rezultatima Yadav i sar., koji su
pokazali da benfotiamin smanjuje aktivaciju JNK u kulturi makrofaga stimulisanih
LPS-om (Yadav i sar., 2010). Sa druge strane, benfotiamin aktivira JNK signalnu

kaskadu u celijama mijeloidne leukemije (Sugimori i sar., 2015). Nasi rezultati
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pokazuju da tretman BV-2 c¢elija inhibitorom JNK signalizacije SP600125 smanjuje
gensku ekspresiju iNOS i oslobadanje NO u medijum, kao i gensku ekspresiju i
oslobadanje TNF-o u c¢elijama stimulisanim LPS-om. Tretman ovim inhibitorom
povecava gensku ekspresiju IL-6, iako smanjuje oslobadanje IL-6 u medijum, Sto
nagovestava da je regulacija ekspresije IL-6 na translacionom nivou. Prethodne studije
pokazuju kontradiktorne rezultate u vezi sa ulogom JNK u regulaciji ekspresije IL-6, s
obzirom da je pokazano da inhibicija JNK kaskade moze indukovati povecanje (Kondo
i sar., 2013), ali i smanjenje genske ekspresije IL-6 (Jang i sar., 2008; Lin i sar., 2011).
U nasim eksperimentima, benfotiamin nije pokazao aditivni efekat u ko-tretmanu sa
SP006125 inhibitorom. S obzirom na to da JNK signalizaciju mogu da aktiviraju
razli¢iti molekuli, potrebni su dodatni eksperimenti da bi se utvrdilo na koji nacin
benfotiamin ostvaruje ovaj efekat. Imajuc¢i u vidu da smo nedvosmisleno pokazali da
benfotiamin inhibira JNK signalnu kaskadu, moze da se pretpostavi je smanjenje
aktivacije mikroglije posle tretmana benfotiaminom posredovano upravo ovom
signalnom kaskadom i da dovodi do morfoloskih promena koje vracaju BV-2 ¢elije u
stanje nalik kontrolnom, kao i do smanjenog oslobadanje NO, TNF-a, IL-6, kao i

smanjene ekspresije COX-2.

Signalizacija preko p38 kinaze, tre¢eg ¢lana MAPK familije, je takode dovedena u
vezu sa aktivacijom mikroglije (Koistinaho i Koistinaho, 2002). lako literaturni podaci
pokazuju da LPS dovodi do aktivacije p38 (Lee i sar., 2000; Li i sar., 2001; Yoshino i
sar., 2011), u naSem eksperimentalnom modelu nije zabeleZzena povecana fosforilacija
p38 posle stimulacije BV-2 ¢elija LPS-om. Promena u aktivaciji nije primecena ni pod
tretmanom benfotiaminom. Ipak, LPS je doveo do povecanja ekspresije IL-6, TNF-a,
COX-2 i INOS koji se nalaze nishodno u p38 signalizaciji, verovatno putem aktivacije
drugih MAPK kaskada. Stoga moze da se zaklju¢i da i1 pored izostanka efekta na
aktivaciju p38 u naSem modelu neuroinflamacije, LPS efikasno aktivira BV-2 ¢elijje.
Dodatni eksperimenti u kojima bi se ispitala aktivnost ushodnih kinaza su potrebni da bi

se utvrdili mehanizmi u osnovi ovog fenomena.

PI3K/Akt signalni put ima plejotropne funkcije i u€estvuje u migraciji, fagocitozi
1 ¢elijskom prezivljavanju (Cantley, 2002). Njegova uloga u inflamatornom odgovoru

zavisi od tipa ¢elija. Tako je pokazano da aktivacija ovog signalnog puta dovodi do
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smanjenja inflamacije u makrofagima aktiviranim LPS-om (Gunzl i sar., 2010), kao i
povecane produkcije IL-10 (Lee i sar., 2009). Sa druge strane, aktivacija Akt kinaze je
dovedena u vezu sa proinflamatornim fenotipom u mikrogliji (Lin i sar., 2010). LPS
dovodi do aktivacije Akt kinaze koja dalje aktivira NF-kB §to dovodi do sinteze brojnih
proinflamatornih medijatora (Saponaro i sar., 2012; Yu i sar., 2015). Takode je
pokazano da je ekspresija iINOS-a i oslobadanje NO u LPS-om stimulisanim ¢éelijama u
vezi sa aktivacijom Akt (Saponaro i sar., 2012). Akt moze da utiCe na MAPK

signalizaciju i ove dve signalne kaskade su blisko povezane (Aksamitiene i sar., 2011).

U naSoj studiji, LPS je doveo do kratkotrajne aktivacije PI3K/Akt signalnog puta
30 min posle tretmana, dok je benfotiamin znacajno smanjio Akt fosforilaciju, $to
pokazuje da je ovaj signalni put jedan od mehanizama smanjenja proinflamatornog
fenotipa mikroglije. Da bi ovo potvrdili uradili smo dodatne eksperimente sa
inhibitorom PI3K, LY?294002. Tretman inhibitorom doveo je do smanjenja genske
ekspresije iNOS 1 NO produkecije, kao 1 smanjenja genske ekspresije 1 oslobadanja TNF-
a 1 IL-6, ¢ime je potvrdeno uceS¢e Akt signalnog puta u produkciji ovih
proinflamatornih medijatora. Imaju¢i u vidu da Akt reguliSe NF-«B aktivaciju,
smanjena ekspresija proinflamatornih medijatora je verovatno posredovana ovim
transkripcionim faktorom. Nasi rezultati ukazuju da su pokazani antiinflamatorni efekti
benfotiamina jednim delom posredovani njegovim dejstvom na PI3K/AKT signalnu
kaskadu.

Uloga NF-xB u CNS-u je veoma kompleksna. Sa jedne strane, aktivacija NF-xB u
neuronima promovise preZivljavanje, dok u mikrogliji indukuje proinflamatorni fenotip
koji doprinosi neurodegeneraciji. Poznato je da NF-kB reguliSe gotovo sve
proinflamatorne medijatore. Naime, aktivacija NF-kB dovodi do ekspresije TNF-a, IL-
1B, IL-6, IL-10, iNOS, COX-2, CD40, NOX, kao i brojnih drugih ucesnika u
inflamatornom odgovoru (Rojo i sar., 2014; Wang i sar., 2002). Sa druge strane, NF-xB
aktivira i antioksidativne enzime kao §to su MnSOD, Cu,ZnSOD, HO-1, GPx i drugi
(Morgan i Liu, 2011). Pretpostavlja se da ROS modulacija NF-kB ima ulogu u
povecanju ekspresije antioksidativnih enzima i glutationa $to dovodi do smanjenja
oksidativnog stresa i prezivljavanja ¢elija. ROS aktiviraju i JNK signalnu kaskadu koja

moze da dovede do apoptoze. Medutim, putem povecanja ekspresije antioksidativnih
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enzima, NF-kB smanjuje produkciju ROS, a time i aktivaciju JNK $to sprec¢ava celijsku
smrt (Perkins, 2007). | pored antioksidativnih i antiapoptotskih efekata koje NF-«xB
ostvaruje, smanjenje NF-kB aktivacije ima povoljnu ulogu u mikrogliji s obzirom da
dovodi do smanjenja produkcije proinflamatornih medijatora i tako sprecava formiranje

zacaranog kruga inflamacije (Wang i sar., 2011; Zhong i sar., 2012; Dang i sar., 2014).

Nasi rezultati su pokazali da benfotiamin efikasno sprecava aktivaciju NF-kB,
odnosno njegovu translokaciju u jedro izazvanu stimulacijom LPS-om. Imajuéi u vidu
pomenutu ulogu NF-kB u indukciji proinflamatornog i prooksidativnog fenotipa, moze
da se zakljuci da je inhibicija NF-kB aktivacije jedan od vaznih signalnih mehanizama
putem kojeg benfotiamin ostvaruje svoj antiinflamatorni i antioksidativni efekat.
Inhibitorni efekat benfotiamina na NF-kB je pokazan prethodno u kulturi makrofaga
(Yadav i sar., 2010; Shoeb i Ramana, 2012), kao i u retinama zivotinja obolelih od
dijabetesa (Hammes i sar., 2003). U ovoj studiji, uticaj benfotiamina na NF-xB
posredovan je delom njegovim direktnim efektom na smanjenje *O2’, a time i ostalih
reaktivnih vrsta. Takode, PI3K/Akt signalizacija je jedan od mehanizama aktivacije NF-
kB (Saponaro i sar., 2012). Pokazano je da TNF-a aktivira NF-kB preko aktivacije Akt-
a koji aktivira IKK i tako omogucuje translokaciju NF-«kB u jedro (Ozes i sar., 1999).
Budu¢i da je u naSim eksperimentima pokazano da benfotiamin smanjuje aktivaciju
Akt-a izazvanu stimulacijom LPS-om, moze da se zakljuci da benfotiamin na ovaj nacin
smanjuje i aktivaciju NF-«kB. Signalizacija putem CD40 receptora takode dovodi do
aktivacije NF-kB (Benveniste i sar., 2004). Imaju¢i u vidu da benfotiamin smanjuje
svega navedenog moze da se zakljuci da benfotiamin smanjuje aktivaciju NF-kB putem
nekoliko razli¢itih mehanizama 1 da tako narusava pozitivhu povratnu spregu koja se
formira tokom aktivacije mikroglije 1 za posledicu ima brojne Stetne efekte po okolno

tkivo.

Generalni zakljucak nakon razmatranja rezultata ove disertacije u celini je da
benfotiamin ostvaruje antiinflamatorni i antioksidativni efekat u aktiviranim
mikroglijskim ¢elijama. Benfotiamin ne uti¢e na vijabilnost BV-2 ¢elija, ali menja
morfologiju mikroglije stimulisane LPS-om, vracajuci ih u stanje nalik kontrolnom.

Benfotiamin smanjuje produkciju glavnih proinflamatornih medijatora kao Sto su NO,
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*O2’, TNF-a i IL-6, dok istovremeno povecava antioksidativni kapacitet aktivirane
mikroglije. Proucavanjem signalnih puteva u osnovi aktivacije mikroglije zakljuceno je
da benfotiamin ostvaruje svoj efekat smanjujuci aktivaciju ERK, JNK i Akt signalne
kaskade, kao i NF-kB transkripcionog faktora. S obzirom da inhibira viSe signalnih
kaskada, benfotiamin onemogucuje kompenzaciju od strane drugih signalnih
mehanizama koji bi doveli do poja¢anog inflamatornog odgovora. Benfotiamin na ovaj
nacin sprecava prekomerni odgovor mikroglije koji u tkivu dovodi do hroni¢ne
inflamacije i oSteCenja tkiva. Stoga, rezultati ove studije pokazuju da je benfotiamin
potencijalni terapeutik za neurodegenerativna oboljenja koja se odlikuju hroni¢nom
inflamacijom i oksidativnim stresom, kao $to su AB, PB, MS i ALS. U prilog ovoj tezi
idu i rezultati klinickih studija u kojima je ispitivan terapeutski potencijal benfotiamina
u leCenju dijabetesa, a koji pokazuju da je benfotiamin bezbedno jedinjenje cija
upotreba ne dovodi do Stetnih sporednih efekata. Ipak, dodatna istrazivanja,
prevashodno u animalnim modelima, su potrebna da bi se dalje proucio terapijski

potencijal benfotiamina u oboljenjima CNS-a.
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VI ZAKLJUCCI



Na osnovu postavljenih ciljeva i analize rezultata dobijenih u okviru ove

doktorske disertacije, mogu da se izvedu slede¢i zakljucci:

1. Benfotiamin u koncentracijama 1-500 uM ne utice na vijabilnost nestimulisanih
i LPS-om stimulisanih BV-2 mikroglijskih ¢elija. Stimulacija LPS-om dovodi

do umerene apoptoze i nekroze BV-2 ¢elija.

2. Benfotiamin ne uti¢e na morfologiju nestimulisanih BV-2 ¢elija koje su
pretezno loptastog oblika sa F-aktinom difuzno rasporedenim uz membranu. Sa
druge strane, BV-2 ¢elije stimulisane LPS-om imaju uveéano ¢elijsko telo i
brojne mikroprojekcije i nastavke sa nagomilanim F-aktinom reorganizovanim
u filamentozne snopove. Benfotiamin spreCava promene u morfologiji
aktiviranih BV-2 éelija. Celije tretirane benfotiaminom pre stimulacije LPS-om

imaju oblik i veli¢inu kao u kontrolnim uslovima.

3. Benfotiamin smanjuje ekspresiju imunoregulatornog receptora CD40 u
aktiviranim BV-2 ¢elijama $to je jedan od pokazatelja njegovog

antiinflamatornog potencijala.

4. Benfotiamin dozno-zavisno smanjuje oslobadanje proinflamatornog medijatora
NO u BV-2 ¢elijama stimulisanim LPS-om. Ovaj efekat benfotiamin ostvaruje
smanjujué¢i gensku 1 proteinsku ekspresiju iINOS, enzima koji dovodi do

povecéane produkcije NO, ¢ija je ekspresija indukovana stimulacijom LPS-om.

5. Benfotiamin smanjuje gensku i proteinsku ekspresiju inducibilnog enzima
COX-2 u aktiviranim BV-2 ¢elijama.

6. Benfotiamin u kontrolnim BV-2 kulturama ne uti¢e na gensku i proteinsku
ekspresiju proinflamatornih citokina TNF-a i IL-6, kao ni antiinflamatornog IL-
10. Sa druge strane, benfotiamin smanjuje gensku ekspresiju i oslobadanje
TNF-o i IL-6 u BV-2 ¢elijama stimulisanim LPS-om. Takode, benfotiamin

povecava oslobadanje IL-10.

7. Benfotiamin smanjuje LPS-om indukovano povecanje nivoa *O, i MDA u BV-

2 ¢elijama.
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8. Benfotiamin povecava ekspresiju MnSOD i CAT, aktivnost Cu,ZnSOD, CAT i
GR, kao 1 koli¢inu ukupnog glutationa, glavnog neenzimskog antioksidansa u
mikrogliji. Uz to, benfotiamin povecava nivo ATP-a u aktiviranim ¢elijama, $to
ukazuje na povecan broj i/ili aktivnost mitohondrija, kao i pobolj$ani energetski

status celija.

9. Sumirajuci efekte benfotiamina na morfoloske i funkcijske karakteristike BV-2
¢elija stimulisanih LPS-om, i njegov uticaj na produkciju proinflamatornih
medijatora i citokina, kao i na ekspresiju i aktivnost enzima antioksidativne
zaStite 1 koncentraciju ukupnog glutationa, moze da se zakljuci da benfotiamin
ispoljava snazan imunosupresivni i antioksidativni potencijal u aktiviranim BV-

2 ¢elijama.

10. Antiinflamatorni i antioksidativni uticaj na aktivirane BV-2 ¢elije benfotiamin
ostvaruje deluju¢i na ERK, JNK i Akt signlane kaskade, ¢ija je aktivacija
odgovorna za LPS-om indukovanu ekspresiju TNF-a, IL-6, iNOS, i produkciju
NO.

11. Benfotiamin smanjuje LPS-om indukovanu translokaciju NF-kB iz citoplazme
u jedro, sto je jedan od glavnih puteva antiinflamatornog i antioksidativnog
dejstva benfotiamina.

Na osnovu svega prethodnog, moze da se izvede opsti zaklju¢ak da benfotiamin
ostvaruje imunosupresivno i antioksidativno delovanje u aktiviranim BV-2
mikroglijskim c¢elijama. To bi mogao biti osnov sprecavanja preterane i hroni¢ne
aktivacije mikroglije, §to je jedna od osnovnih karakteristika neurodegenerativnih
oboljenja. Stoga rezultati ove disertacije upucuju na zakljucak da benfotiamin moze biti
potencijalan agens za leCenje oboljenja CNS-a koja se odlikuju hroni¢nom
neuroinflamacijom, kao §to su MS, AB, PB, ALS i brojna druga.
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Abstract

Microglial cells are resident immune cells of the central nervous system (CNS), recognized
as key elements in the regulation of neural homeostasis and the response to injury and re-
pair. As excessive activation of microglia may lead to neurodegeneration, therapeutic strat-
egies targeting its inhibition were shown to improve treatment of most neurodegenerative
diseases. Benfotiamine is a synthetic vitamin B1 (thiamine) derivate exerting potentially
anti-inflammatory effects. Despite the encouraging results regarding benfotiamine potential
to alleviate diabetic microangiopathy, neuropathy and other oxidative stress-induced patho-
logical conditions, its activities and cellular mechanisms during microglial activation have
yet to be elucidated. In the present study, the anti-inflammatory effects of benfotiamine
were investigated in lipopolysaccharide (LPS)-stimulated murine BV-2 microglia. We deter-
mined that benfotiamine remodels activated microglia to acquire the shape that is character-
istic of non-stimulated BV-2 cells. In addition, benfotiamine significantly decreased
production of pro-inflammatory mediators such as inducible form of nitric oxide synthase
(INOS) and NO; cyclooxygenase-2 (COX-2), heat-shock protein 70 (Hsp70), tumor necrosis
factor alpha a (TNF-a), interleukin-6 (IL-6), whereas it increased anti-inflammatory interleu-
kin-10 (IL-10) production in LPS stimulated BV-2 microglia. Moreover, benfotiamine sup-
pressed the phosphorylation of extracellular signal-regulated kinases 1/2 (ERK1/2), c-Jun
N-terminal kinases (JNK) and protein kinase B Akt/PKB. Treatment with specific inhibitors
revealed that benfotiamine-mediated suppression of NO production was via JNK1/2 and
Akt pathway, while the cytokine suppression includes ERK1/2, JNK1/2 and Akt pathways.
Finally, the potentially protective effect is mediated by the suppression of translocation of
nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (NF-kB) in the nucleus.
Therefore, benfotiamine may have therapeutic potential for neurodegenerative diseases by
inhibiting inflammatory mediators and enhancing anti-inflammatory factor production in
activated microglia.
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Introduction

Microglia are resident immune cells in the central nervous system (CNS), involved in its im-
mune surveillance and continuous scanning for signs of danger [1,2]. These cells play a pivotal
role in the CNS innate immunity and serve as the first line of defense against invading patho-
gens [3]. In a pathological context, activation of microglia involves proliferation, migration to
the site of injury, increased expression of immunomodulators and transformation into phago-
cytes capable of clearing damaged cells and debris [4]. However, excessive inflammation in-
volving microglia activation may lead to a vicious cycle of neuroinflammation that contributes
to neurodegeneration [1]. Upon activation, microglia also undergoes dramatic morphologic
changes, from resting ramified shape into activated amoeboid morphology [5,6,7]. These
changes are concomitant with up-regulation of several transcription factors (e.g. NF-xB) and
release of soluble factors, such as proinflammatory cytokines, chemokines [8] and reactive oxy-
gen species [9]. Together, these processes play a critical role in the neuronal damage in various
neurodegenerative diseases [10]. Therefore, the activation of counter-regulatory mechanisms is
essential in preventing escalation of inflammatory processes [11], thus pointing to the impor-
tance of scrutinizing the molecular mechanisms underlying the microglia activation and de-
activation. Consequently, it is important to investigate the negative regulators of microglial
activation and their underlying molecular mechanisms.

The significance of vitamin B1 (thiamine) in glucose metabolism, neurotransmission and
neurological function in CNS is well known [12,13]. The largest amount of this vitamin in CNS
is found in cell membrane, where it has a role in regeneration of damaged cells [12]. Although
all cell types utilize thiamine, the nervous system is particularly sensitive to thiamine deficiency
pertaining to impaired oxidative metabolism, altered neuron function, blood-brain barrier dis-
ruption, astrocyte dysfunction, excitotoxicity, amyloid deposition and inflammation [14,15].
Thiamine deficiency is associated with Wernicke-Korsakoft syndrome, Alzheimer’s disease,
amyotrophic lateral sclerosis, Parkinson’s disease, multiple sclerosis and diabetes [16,17],
which are treated with effectiveness with thiamine or its derivatives. Furthermore, the relation-
ship between thiamine deficiency and microglial activation has been established in animal
studies [18,19]. Benfotiamine (S-benzoylthiamine O-monophosphate) is a synthetic S-acyl de-
rivative of vitamin B1 with a much higher bioavailability than genuine thiamine
[20,21,22,23,24]. Due to the open thiazole ring, benfotiamine has a high lipid solubility en-
abling it to reach, to a much higher degree than the water-soluble salts, several organs in ani-
mals and humans [25,26]. Originally, benfotiamine was developed in Japan to treat
alcoholic neuropathy and other painful neurological complications [27]. Nowadays benfotia-
mine is largely used for treatment of diabetic neuropathy, nephropathy, retinopathy and
cardiac angiopathy [23,28,29]. During the last few years, there was considerable interest in
the therapeutic potential of benfotiamine and its protective effect was elucidated in
diabetic complications, such as diabetic neuropathy [29] and alcoholic neuropathy [30].

Also, its beneficial effect was shown in the animal model of Alzheimer’s disease. Benfotiamine
significantly reduced the formation of amyloid plaques in APP/PS1 mice [31] and was able

to attenuate the glucose-induced increase in f-amyloid protein synthesis in isolated HEK293
cells [32].

Although the protective role of benfotiamine has been documented, the involvement of ben-
fotiamine potential effects on activated microglia remained elusive. Given the anti-
inflammatory and anti-oxidative potency of benfotiamine [33,34,35], we determined in the
present study the molecular mechanism underlying its protective role in LPS activated BV-2
microglia. Our data demonstrate that benfotiamine inhibited microglial activation through at-
tenuated production of NO and expression of iNOS, Cox-2, Hsp 70 and decreased expression
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and release of TNF-o and IL-6 by blocking ERK1/2, JNK and Akt/PKB signaling pathway and
NF-kB activation induced by LPS in BV-2 cells. Our results indicate a potential role of benfo-

tiamine in neuroprotection via its anti-neuroinflammatory effect. This hypothesis needs to be
validated in an in vivo model in future studies.

Materials and Methods

BV-2 microglial cell line was developed by immortalizing primary mouse microglial cells with
v-raf/v-myc recombinant retrovirus, in the laboratory of Dr Blasi [36] and was a generous gift
from Dr Alba Minelli (University of Perugia, Perugia, Italy). Cells were maintained in

RPMI 1640 medium (GE Healthcare Life Sciences, Freiburg, Germany) supplemented with
10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS, PAA Laboratories GmbH, Pasching, Austria)
and 1% penicillin/streptomycin (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) at 37°C in a humidified incu-
bator under a 95% air/5% CO,. When cells reached approximately 80% confluence, they were
detached with 0.1% trypsin-EDTA (PAA Laboratories GmbH, Pasching, Austria), seeded into
appropriate dishes and incubated overnight. Then BV-2 cells were pre-treated for 30 min
with different concentrations of benfotiamine (Sigma-Aldrich, Munich, Germany; 50, 100 or
250 uM) before stimulation with LPS from Escherichia coli serotype 026:B6 (Sigma-Aldrich,
Munich, Germany; 1pg/ml). Incubation time with LPS varied depending on the purpose of
the experiment.

Cell viability and cell morphology

Cell viability and morphology was evaluated using xCELLigence Real-Time Cell Analyzer Sin-
gle Plate instrument (RTCA SP, ACEA Biosciences, San Diego, CA, USA). This system enables
analysis of the cell status in real-time by impedance measurement through gold microelec-
trodes on the bottom of each well of an E-plate 96 (ACEA Biosciences, San Diego, CA, USA).
The interaction of cells with microelectrodes generates a impedance that is expressed as a Cell
Index value correlating with the number, viability, morphology and adhesion of the cells. Cells
were seeded at 1 x 10* per well, incubated overnight and thereafter pretreated with benfotia-
mine for 30 min prior to stimulation with LPS for 24 hours. Cell Index was recorded every

5 min during the whole experiment. The same medium without a cell culture served as the
background. Results were expressed as Normalized Cell Index calculated as the Cell Index at a
given time point divided by the Cell Index at the time point of LPS administration.

In order to examine whether the differences in Cell Index values between the groups mea-
sured after 24 h of LPS stimulation were caused by the changes in cell viability, we performed
crystal violet assay. BV-2 cells were seeded in 96 well plates (1 x 10* cells/well), pre-treated with
benfotiamine and stimulated with LPS for 24h. Cells were briefly washed with PBS and then
fixed with 4% paraformaldehyde for 20 min, at 4°C. Subsequently, cells were stained with 1%
crystal violet solution (Sigma-Aldrich, Munich, Germany) for 15 min, washed with water and
then dried overnight. The next day, the dye bound to the cells was dissolved with 33% acetic
acid and absorbance was measured at 540 nm with the reference wavelength at 640 nm, using a
microplate reader (LKB 5060-006, Vienna, Austria).

At the same time point, cell morphology was analyzed with phase contrast and fluorescence
imaging of cytoskeleton. BV-2 cells were plated at 8 x 10* on glass cover-slips (@25 mm) in
35 mm dishes (Sarstedt, Newton, NC, USA). After 24h treatment cells were washed with PBS
and phase contrast images were immediately acquired. For immunofluorescence cells were
fixed with 4% paraformaldehyde for 20 min at 4°C, washed with PBS and then permeabilized
with Triton X-100 (0.25%, Sigma-Aldrich, Munich, Germany) for 15 min. Filamentous F-actin
was stained with Alexa Fluor 555 phalloidin (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA, 1:50 dilution in

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0118372 February 19, 2015 3/28



@'PLOS ‘ ONE

Benfotiamine and BV-2 Microglia

PBS, for 30 min). After washing with PBS, nuclear counterstain with Hoechst 33342 (5 pg/ml,
Life Technologies, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) was performed. Cells were cover-slipped
with Mowiol (Calbiochem, Darmstadt, Germany) and images were acquired using Zeiss Axio-
vert fluorescent microscope (Zeiss, Jena, Germany).

Images of cells stained with phalloidin were used to quantify the average cell surface in each
group, using the AxioVisionRel 4.6 software (Zeiss, Jena, Germany). Cells were analyzed in five
areas (138 x 104 um?) per cover-slip, with three cover-slips for each group, in three indepen-
dent sets of experiments.

Immunofluorescent labeling and quantification of fluorescence intensity

For immunofluorescence, cells were pre-treated with various concentrations of benfotiamine
and stimulated with LPS for 30 min (for detection of NF-xB/p65 translocation) and 24h (for de-
tection of iNOS). Afterwards, cells were fixed, washed, permeabilized as stated previously and
blocked with 5% bovine serum albumin (BSA, Sigma-Aldrich, Munich, Germany). Primary anti-
bodies against NF-kB/p65 or iNOS were applied overnight at 4°C (dilutions and specifications
are given in Table 1). The next day cells were incubated with appropriate fluorophore—labeled
secondary antibody (Table 1) for 1 h at room temperature. Cells were rinsed with PBS; nuclei
were counterstained with Hoechst 33342 and after washing cover-slips were mounted with
Mowiol. Negative controls underwent the same procedure without incubation with

primary antibodies.

NF-xB/p65 fluorescence intensity in the nucleus was quantified with Image J software as
previously described [37]. Fluorescence intensity of nuclear NF-xB/p65 was measured in at
least 200 hundred cells per each experimental group and the results were presented in arbitrary
units. The data were binned (5 AU steps) according to fluorescence intensity and represented
as cumulative percentage.

Table 1. List of primary and secondary antibodies used for immunofluorescence (IF) and western
blot (WB).

Antigen Source Dilution Company

iNOS rabbit 1:100 IF; 1:500 WB abcam, ab15323
NFKB/p65 rabbit 1:200 IF; 1:2000 WB Santa Cruz, sc-372
phospho-p44/42 MAPK rabbit 1:2000 WB cell signalling, 4370
p44/42 MAPK rabbit 1:1000 WB cell signalling, 4695
phospho-SAPK/JNK rabbit 1:1000 WB cell signalling, 4668
SAPK/JNK rabbit 1:1000 WB cell signalling, 9258
phospho-p38 rabbit 1:1000 WB cell signalling, 9215
p38 rabbit 1:1000 WB cell signalling, 9212
phospho-Akt rabbit 1:1000 WB cell signalling, 9275
Akt rabbit 1:1000 WB cell signalling, 9272
Cox-2 rabbit 1:1000 WB Santa Cruz, sc-7951
Hsp 70 goat 1:1000 WB Santa Cruz, sc-1060
lamin B goat 1:1000 WB Santa Cruz, sc-6217
B-tubulin goat 1:2000 WB Santa Cruz, sc-9935
B-actin mouse 1:5000 WB Sigma-Aldrich, A2228
anti-goat IgG-HRP donkey 1:5000 WB Santa Cruz, sc-2020
anti-rabbit IgG-HRP donkey 1:5000 WB Santa Cruz, sc-2305

doi:10.1371/journal.pone.0118372.t001
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Measurement of nitric oxide production

Production of NO was determined by measuring nitrite levels as a stable NO product,

using the Griess reagent (1% sulphanilamide, Sigma-Aldrich, Munich, Germany, and 0.1%
N-(naphthyl)-ethylenediaminedihydrochloride, Fluka, Buchs, Switzerland in 2% H;PO,).
BV-2 microglial cells were seeded in 24-well plates (5 x 10* cells/well) and treated with benfo-
tiamine for 30 minutes before application of LPS for 24 hours. Then, the cell culture medium
was collected and mixed in equal volume with Griess reagent. Following 10 min incubation in
the dark the absorbance at 570 nm was measured. Increasing concentrations of sodium nitrite
were used to generate a standard curve from which the nitrite concentration in the medium
was calculated.

Quantitative real-time PCR

BV-2 cells were seeded in 6-well plates at a density of 3 x 10° cells/well, treated with benfotia-
mine and/or LPS and harvested after 6 hours. Total RNA was extracted with TRIzol reagent
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) according to the manufacturer’s protocol. Concentration of
RNA was determined by measuring absorbance at 260 nm and 1 pg of RNA was used for
cDNA synthesis (High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA). Real-time PCR amplifications were performed in triplicate, using a mixture of
SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), cDNA samples
and designate primers (sequences given in Table 2, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).
Reactions were conducted in the ABI Prism 7000 Sequence Detection System (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). Relative gene expression was calculated by comparing Cy
value of the gene of interest to the Cr value of GAPDH, internal control (the 224CT method).
The PCR products were run on 2% agarose gels and visualized under the UV light (data

not shown).

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

For assessment of cytokine production BV-2 cells were seeded in 6 well plates (3 x 10° cells/
well), pre-treated with benfotiamine, and stimulated with LPS for 24 h. Thereafter, the cell cul-
ture medium was collected and concentrations of TNF-o, IL-6 and IL-10 were determined
with ELISA. The production of TNF-o was measured using a pair of capture and detection an-
tibodies (eBioscience, Frankfurt, Germany) according to the manufacturer’s protocol. After in-
cubation with biotinylated detection antibody, avidin-HRP conjugate and subsequently
chromogenic substrate 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine (TMB, eBioscience, Frankfurt, Ger-
many) were added. Color formation was stopped with 1M H;PO, and absorbance was mea-
sured at 450 nm. The concentration of TNF-a in cell culture medium was determined from the

Table 2. List of primers used for Real Time-PCR.

Gene Forward primer Reverse primer bp Annealing T(°C)
TNF-a GCCCACGTCGTAGCAAACCAC GGCTGGCACCACTAGTTGGTTGT 117 64
IL-6 TAGTCCTTCCTACCCCAATTTCC TTGGTCCTTAGCCACTCCTTC 76 60
IL-10 GCTCTTACTGACTGGCATGAG CGCAGCTCTAGGAGCATGTG 105 60
iINOS GGTGTTCTTTGCTTCCATGCTAAT GTCCCTGGCTAGTGCTTCAGA 106 60
PTGS2 TTCAACACACTCTATCACTGGC AGAAGCGTTTGCGGTACTCAT 271 64
GAPDH GTTGTCTCCTGCGACTTCA TGGTCCAGGGTTTCTTACTC 182 60

doi:10.1371/journal.pone.0118372.t002
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standard curve obtained with recombinant murine TNF-o. The production of IL-6 and IL-10
was assessed using Mini ELISA Development Kits (Peprotech, Hamburg, Germany) according
to the manufacturer’s protocol. The protocol was the same as for determination of TNF-q, ex-
cept for using the 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS, Sigma-
Aldrich, Munich, Germany), as a chromogenic substrate. Accordingly, absorbance was mea-
sured at 405 nm with correction set at 650 nm. Appropriate standard curves were constructed
with recombinant murine cytokines to estimate concentration in the samples.

Western blot analysis

BV-2 cells were seeded in 6 well plates (3 x 10> cells/well), pre-treated with benfotiamine and
stimulated with LPS for 30 min for detection of NF-xB/p65. For detection of proteins in
MAPK signaling pathway, LPS incubation lasted for 5, 15, 30 and 60 min. For detection of
COX-2 cells were stimulated for 24h. Cytosolic and nuclear extracts were prepared for detec-
tion of p65/NF-xB, using Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents kit (NE-PER, Thermo
Scientific, Waltham, MA, USA). Proteins in MAPK signaling pathway, as for the COX-2 were
detected after lysing the cells with ice-cold lysis Triton X-100 buffer (50 mM Tris-HCI, pH 7.4,
150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 0.1% sodium dodecylsulphate (SDS)) containing protease
(Roche, Penzberg, Germany) and phosphatase inhibitors (Pierce Biotechnology, Rockford, IL,
USA). Cell lysates were centrifuged at 17900g for 20 min at 4°C, and supernatants were collect-
ed. Protein content was determined using the BCA protein assay kit (Pierce Biotechnology,
Rockford, IL, USA). Equal protein amounts (20 pg) were loaded into the wells of 7.5% poly-
acrylamide gels. Following electrophoresis at 100-120 V, proteins were transferred to a polyvi-
nylidene fluoride (PVDF) membrane (Roche, Penzberg, Germany) for 1 h at 100 V with
cooling. The membranes were blocked with 5% BSA dissolved in Tris-buffered saline Tween-
20 (TBST) (20mMTris, pH 7.6, 136mMNaCl, 0.1% Tween 20) for 1 h at room temperature and
incubated overnight with primary antibodies (Table 1). After washing step with TBST, mem-
branes were incubated with appropriate HRP-conjugated secondary antibodies for 1 h at room
temperature. Protein bands were visualized using chemiluminescence and developed onto the
film (KODAK, Rochester, NY, USA). The relative expression levels of proteins were deter-
mined by densitometry and were normalized by comparing to B-tubulin or B-actin of the same
lane. Data presented in graphs are mean values + standard error of the mean obtained from
four independent immunoblots.

Treatment with inhibitors of ERK1/2, JNK and Akt signaling pathways

BV-2 cells were seeded in 6 well plates (3 x 10> cells/well), treated with specific inhibitors for
ERK1/2 (U0126, Cell signaling, Danvers, MA, USA, #9910, final concentration 50 pM), JNK
(SP600125, Biaffin GmbH & Co KG, Kassel, Germany, final concentration 20 uM) and Akt
(LY294002 Cell signaling, USA, #9901, final concentration 20 uM) for 30 min with subsequent
incubation with benfotiamine (250 uM) for 30 minutes and stimulated with LPS. Total RNA
was extracted 6h after LPS treatment of the cells. For assessment of NO, TNF-o. and IL-6 pro-
duction cell culture medium was collected after 24h of LPS treatment.

Data analysis

Except where stated otherwise, results are expressed as mean values + standard error from
three independent experiments each run in triplicate. The statistical significance of the differ-
ences was evaluated by analysis of variance followed by Bonferroni’s multiple comparison test.
Values of P<0.05 were considered to be statistically significant.
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Results

Benfotiamine alters cell morphology in LPS-stimulated BV-2 cells by
inducing reorganization of F-actin cytoskeleton

The influence of benfotiamine on cell viability and morphology of control and LPS-treated
BV-2 cells was determined using RTCA, which monitors real—time changes in cell impedance
(Fig. 1A; S1A Fig.), reflecting the changes in cell number/viability and morphology. The mea-
surements revealed a time-dependent cell index increase, which was most pronounced in LPS-
stimulated microglia. Benfotiamine in the absence of LPS revealed no significant changes in
cell index of BV-2 cells (S1A Fig.). Pretreatment with benfotiamine alleviated the LPS-induced
cell index increase in all dosages, with 250 uM benfotiamine inducing the cell state comparable
to one in control culture. Since alteration in cell index reflects either significant morphological
changes or decrease in cell viability, phalloidin/Hoechst 33342 double fluorescent staining of
F-actin and the viability assay were performed. BV-2 microglial cells display amoeboid, round
morphology with uniform, punctuated distribution of F-actin in control cells. Benfotiamine
pretreatment had no influence on cell morphology (S1B Fig.). However, benfotiamine induced
striking alterations in cell morphology, from large cells with multiple processes, terminating
with prominent microvilli, as evidenced in LPS group (Fig. 1B), to round or amoeboid,
smooth-surface cells, evidenced in the control (Fig. 1B). Closer examination revealed that ben-
fotiamine reduced dense fasciation of F-actin fibers underneath plasmalemma and stimulated
their discrete relocalization throughout the cytoplasm (Fig. 1B). Since F-actin fibers critically
determine cellular morphology, postulated benfotiamine-induced morphological changes can
be quantitatively expressed as alternations in the cell surface area (Fig. 1C). Indeed, benfotia-
mine induced a decrease in mean cell surface area compared to LPS-treated BV-2 cells. Crystal
violet and trypan blue exclusion viability assay revealed that cell viability of BV-2 cells exposed
with or without LPS was not affected in the presence of benfotiamine, in neither one of the con-
centrations tested (Fig. 1D; S1D and S2 Figs.). Taken together, these data provide evidence that
benfotiamine alleviated LPS-induced morphological changes in LPS-stimulated BV-2 cells by
inducing reorganization of F-actin cytoskeleton.

Benfotiamine decreases LPS-induced production of NO by suppressing
INOS-mRNA and protein level

To evaluate the effect of benfotiamine on extracellular NO production in BV-2 cells in presence
or absence of LPS, the culture medium was collected and concentration of nitrite was deter-
mined by the Griess method. BV-2 cells were pre-treated with benfotiamine (50, 100 and 250
uM) for 30 min in presence or absence of LPS (1 pg/ml) for 24 h. Such prolonged treatment
with LPS was chosen to allow for changes at the NO level which are determined by the gene-
and the protein-expression of iNOS. As shown in S4A Fig., benfotiamine alone did not lead to
any change in NO production, whereas LPS significantly induced the generation of NO in BV2
cells. The results indicated that extracellular NO increased in LPS-treated BV-2 cells compared
to the control group (P <0.001) (Fig. 2A), whereas, pre-treatment with benfotiamine before ex-
posure to LPS suppressed the production of nitrite (by 25%, P <0.001), irrespective of the con-
centration of benfotiamine applied.

NO is generated by catalytic action of iNOS, wherein the expression of iNOS is increased by
inflammatory factors, such as LPS. To explore whether benfotiamine affects NO production by
interfering with expression of iNOS, we determined the mRNA level of iNOS by RT-PCR.
Moreover, the protein level of iNOS was assessed by Western blot analysis and immunofluores-
cent labeling. The cells were pre-treated with benfotiamine (50, 100, 250 uM) for 30 min and
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Fig 1. Functional characterization of benfotiamine effects in LPS-stimulated BV-2 microglia. (A) Real-time monitoring of BV-2 cell viability using
xCELLigence RTCA analyzer. Representative graph showing the rate of proliferation in cells incubated in control medium (red line), medium with 1 pg/ml
LPS (black line), or cells pretreated with benfotiamine, 50 uM (pink line), 100 uM (blue line) or 250 uM (green line) and then treated with LPS for 24 h. (B)
Benfotiamine- induced alterations in cell morphology were analyzed using phase-contrast microscopy (left panels), whereas cell surface area was quantified
by Phalloidin /Hoechst fluorescent staining (red/blue) microscopy (right panels), using AxioVisionRel 4.6 software. Insets: cell surface area was measured in
five areas (138 x 104 ym?) per each cover-slip (n = 3) per experimental group in three independent experiments. (C) Bars present mean surface areas

(+ SEM) obtained from data presented in Fig. 1B. (D) Cell viability was assessed by crystal violet staining and results are displayed as percentage of control +
SEM (n = 3). *P < 0.05 control vs. LPS-induced BV-2 cells, # LPS vs. benfotiamine pretreated LPS activated BV-2 cells. Scale bar: 20 ym.

doi:10.1371/journal.pone.0118372.9001
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Fig 2. Effect of benfotiamine on LPS-induced production of NO. (A) Benfotiamine suppressed LPS-
induced release of NO. (B) Expression of INOS-mRNA in LPS-stimulated BV-2 cells (black bar) and cells
pretreated with benfotiamine (gray bars). The levels of INOS-mRNA are expressed relative to the expression
of GAPDH-mRNA as an internal control. (C) Expression of INOS at the protein level, as determined by
Western blot. Graph shows mean iNOS protein abundance (+ SEM), from n = 3 separate determinations,
expressed relative to the abundance of 3-tubulin in each lane. Representative Western blot of INOS
expression. (D) Immunofluorescence labeling of BV-2 cells against iNOS. Significance inside the graphs: *p
< 0.05 control vs. LPS-induced BV-2 cells, # LPS vs. benfotiamine pretreated LPS activated BV-2 cells.
Scale bar: 20 pm.

doi:10.1371/journal.pone.0118372.9002

then exposed to LPS (1 pug/ml) for 6 h. The expression of iNOS-mRNA induced by LPS was sig-
nificantly reduced (approximately by 42% for 50 uM dose, P<0.05 and 57% for 100 and 250
uM doses, P<0.01) at all applied concentrations of benfotiamine (Fig. 2B). The level of iNOS
protein was determined in cells pre-treated with benfotiamine for 30 min and treated with LPS
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for 24 h. The increased levels of the iNOS protein induced by LPS were reduced by benfotia-
mine pre-treatment only in the presence of 250 uM benfotiamine (Fig. 2C, 2D). Together,
these results are consistent with the hypothesis that benfotiamine down regulates NO produc-
tion by reducing expression of iNOS.

Benfotiamine suppresses LPS-induced PTGS mRNA expression and
COX-2 protein expression in BV2 microglial cells

Since high levels of NO modulate the expression of COX-2, which is another effector molecule
implicated in inflammatory neuropathology, we assessed the influence of benfotiamine on LPS
induced prostaglandin-endoperoxide synthase 2 (PTGS2) mRNA and COX-2 expression

(Fig. 3). The cells were pre-treated with benfotiamine (50, 100, 250 pM) for 30 min and then
exposed to LPS (1 pg/ml) for 6 h. The expression levels of the PTGS mRNA were significantly
increased following LPS treatment. Benfotiamine substantially reversed the LPS-induced upre-
gulation of PTGS mRNA in all examined dosages by 47% (Fig. 3A). The level of COX-2 and
Hsp70 protein was determined in cells pre-treated with benfotiamine for 30 min and incubated
with LPS for 24 h. The increased levels of the COX-2 and Hsp70 protein induced by LPS were
reduced by benfotiamine in the presence of 100 and/or 250 uM doses, respectively (Fig. 3B;
S6A, B Fig.).

Benfotiamine modulates LPS-induced production and release of
cytokines

Production and release of cytokines plays a central role in the microglia-mediated inflammato-
ry action. Hence, the anti-inflammatory potential of benfotiamine was evaluated by assessing
its effect on the expression of several master microglia cytokines. The expression of TNF-a, IL-
6 and IL-10 was analyzed using quantitative real-time PCR and ELISA. Prior studying the im-
pact of benfotiamine on LPS-induced production of proinflammatory cytokines, we examined
its effect on non-stimulated cells in regard to TNF-a and IL-6 gene and protein levels. The re-
sults presented on S3 and S4 Figs. show that benfotiamine alone had no effects on TNF-a- and
IL-6 mRNA (S3A, B Fig.) or TNF-o and IL-6 release (S4B,C Fig.). As shown in Fig. 4, benfotia-
mine decreased LPS-induced TNF-a-mRNA (Fig. 4A) and TNF-o. release (Fig. 4B). The same
holds for IL-6, which was down-regulated at both mRNA (Fig. 4C) and protein levels (Fig. 4D).
Although benfotiamine showed tendency to up regulate mRNA expression of anti-inflammato-
ry cytokine IL-10, when compared to LPS group (Fig. 4E), no statistically significant difference
was observed. However, benfotiamine at 250 pM concentration induced significant stimulation
of IL-10 release (Fig. 4F). Taken together, these data indicate that benfotiamine exerts anti-in-
flammatory properties by suppressing LPS-induced production of proinflammatory TNF-a
and IL-6 and by stimulating the release of anti-inflammatory IL-10.

Benfotiamine alters LPS-induced activation of MAPK and Akt signaling
pathways

A number of studies have demonstrated that MAPKs have important roles in modulating the
expression of pro-inflammatory cytokines and iNOS in LPS-stimulated microglia. To analyze
the molecular mechanism underlying the observed effects of benfotiamine, we further exam-
ined their inhibitory effect on phosphorylation of MAPK and Akt signaling pathways (Fig. 5),
which are upstream signaling molecules in inflammatory responses. The cells were pre-treated
with 250 uM benfotiamine for 30 min and then incubated with LPS (1 ug/ml) for 5-60 min.
Treatment of the cells with LPS for different time periods was conducted to assess the capacity
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Fig 3. The effect of benfotiamine on LPS—induced expression of proinflammatory effector molecules.
(A) Expression of prostaglandin—endoperoxidase synthase 2 (PTGS2) at mRNA level in BV-2 cells.
Expression of PTGS2-mRNA was assessed by RT-PCR, in control culture (white bar), LPS-treated culture
(black bar) and cultures pre-treated with benfotiamine, 6 h following addition of LPS. PTGS2-mRNA
abundance was expressed relative to the abundance of GAPDH-mRNA, as an internal control.

(B) Expression of COX-2 at the protein level, determined by Western blot analysis. Bars show Cox-2/B-actin
expression ratio relative to control (100%) + SEM, from n = 3 separate determinations. Significance levels
shown inside the graphs: *p < 0.05 control vs. LPS-induced BV-2 cells, # LPS vs. benfotiamine pretreated
LPS activated BV-2 cells.

doi:10.1371/journal.pone.0118372.9003
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doi:10.1371/journal.pone.0118372.9004

of benfotiamine to prevent different degrees of microglial activation. Treatment with LPS in-
duced rapid phosphorylation of both 42-kDa and 44-kDa subunits of ERK/MAPK signaling
pathway following a 5 and 15 min stimulation with LPS (Fig. 5A). While the peak ERK/MAPK
expression was reached after 15 min LPS stimulation, the values leveled off to a control like
amount after 30 and 60 min activation times. Notably, pretreatment with benfotiamine
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significantly reduced the level of phosphorylation of both ERK subunits for the 15 minutes
LPS stimulation.

Treatment with LPS transiently activated JNK signaling pathway by inducing the phosphor-
ylation of 46-kDa and 54-kDa subunits that peaked for the 15 min and remained elevated for
the 30 min stimulation (Fig. 5B). In cells pre-treated with benfotiamine, on the other hand,
phosphorylation of 54-kDa was effectively inhibited for the 15 min LPS stimulation. The p38
signaling pathway was not affected by LPS (Fig. 5C). Hence, additional preincubation with
benfotiamine also had no influence on the pp38/p38 level. Treatment with LPS elevated the
pAkt/Akt level after 30 min stimulation. This effect was effectively counteracted through prein-
cubation with benfotiamine (Fig. 5D). Together, these data suggest that benfotiamine potently
inhibits the peak changes in the protein levels of pERK, pJNK and pAkt caused by the
LPS activation.

Benfotiamine alleviates LPS-induced NF-kB translocation to nucleus

To determine whether the effects of benfotiamine in BV-2 cells were mediated via NF-xB sig-
naling pathway, we analyzed nuclear translocation of NF-xB/p65 subunit, which is a critical
step for the activation of this signaling pathway. BV-2 cells were pre-treated with benfotiamine
(50, 100 and 250 pM) for 30 min and then treated with LPS (1 pug/ml) for 30 minutes. Treat-
ment with benfotiamine alone did not alter nuclear p65 fluorescence intensity in all investigat-
ed dosages (S5A, B Fig.). By contrast, treatment with LPS induced a remarkable increase in
nuclear the NF-kB/p65, as evidenced by a significant increase in nuclear p65 fluorescence in-
tensity (Fig. 6A). Notably, the nuclear NF-xB/p65 protein level decreased significantly upon
pre-treatment with benfotiamine in all concentrations tested. Mean nuclear NF-kB/p65 fluo-
rescence intensities, collected from whole images are summarized in Fig. 6B. In BV-2 cells
treated with benfotiamine, nuclear NF-xB/p65 intensities were comparable with the intensity
in control cells, indicating that benfotiamine induced nuclear-to-cytoplasmic distribution of
NF-kB/p65 similar to that in control cells. Distribution of relative nuclear NF-kB/p65 fluores-
cence intensity (arbitrary scale 1-30) in culture populations is presented in Fig. 6B (down). In
control BV-2 cells, majority of cells (over 80%) showed nuclear NF-xB/p65 fluorescence inten-
sity in the range of 1-10 AU, indicating poor nuclear p65 distribution. In cells treated with LPS
over 90% exhibited the fluorescence intensity greater than 1-10 AU, with more than 30% of
cell population exhibiting relative nuclear NF-xB/p65 intensity in the range of 20-30 AU. In
cells pre-treated with benfotiamine at all tested concentrations, the distribution of relative nu-
clear NF-kB/p65 fluorescence was similar to control. Inhibition of NF-«B nuclear translocation
by benfotiamine was additionally confirmed by p65 western blotting in nuclear extracts of
BV-2 cells (Fig. 6C). These results together strongly suggest that benfotiamine alleviates
LPS-induced NF-«B activation by preventing nuclear translocation of NF-xB/p65subunit.
Scale bar: 20 pm.

Benfotiamine inhibits LPS-induced microglial activation through ERK,
JNK and AKT pathways

To confirm the involvement of the ERK1/2, JNK and Akt signaling pathways in the anti-
inflammatory effects of benfotiamine, we examined the effect of their pharmacological inhibi-
tors on microglial activation. Using specific inhibitors for ERK1/2 (U0126), JNK (SP600125)
and Akt (LY294002), we investigated LPS-induced mRNA levels of iNOS, TNF-a and IL-6, as
well as NO, TNF-o and IL-6 production in BV-2 cells. BV-2 cells were pretreated with U0126,
SP600125 and LY294002 for 30 minutes with subsequent incubation with benfotiamine (250
uM) for 30 minutes and stimulated with LPS. As shown in Fig. 7A, SP600125 and LY294002,
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doi:10.1371/journal.pone.0118372.g006

like benfotiamine, significantly suppressed LPS-induced iNOS gene expression by 66 and 61%,
respectively. In contrast, U0126 had no effect on mRNA iNOS expression while benfotiamine
decreased iNOS gene expression. In addition, pretreatment with U0126, SP600125 and
LY294002 significantly suppressed LPS-induced NO production by 54, 58 and 56%,
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respectively (Fig. 7B). Benfotiamine failed to show some additive effect. On the other hand,
U0126, SP600125 and LY294002 reduced LPS-induced cytokine up-regulation. U0126 and
LY294002 pretreatment resulted in a significant reduction of LPS-induced TNF-a (by 40

and 45%) and IL-6 (by 58 and 56%) mRNA expression (P < 0.05). In addition, subsequent in-
cubation with benfotiamine also displayed significant reduction of TNF-o. and IL-6 mRNA ex-
pression (Fig. 7 C, E). SP600125 reduced the elevation of TNF-o gene expression by 35,3%

(P < 0.05), but resulted in increase in IL-6 gene expression. However, all three inhibitors in
presence or absence of benfotiamine resulted in significant decrease of LPS—induced NO,
TNEF-a and IL-6 production (Fig. 7 B, D, F). Thus, these data collectively suggest that ERK1/2,
JNK and AKT play a key role in the anti-inflammatory effects of benfotiamine.

Discussion

Chronic and progressive neurodegeneration is generally associated with neuroinflammatory
reaction mediated by resident glial cells in the brain — microglia and astrocytes. Hence, the
control over the extent and duration of neuroinflammation through the modulation of glial re-
sponse arose as a promising approach for treatment of neurodegenerative diseases. This was
the rationale to explore the potency of benfotiamine to prevent inflammatory response in LPS
activated BV2 microglial cells. The results of our study demonstrated that pretreatment with
benfotiamine prevents the morphological changes evoked by LPS activation, decreases the pro-
duction of NO, expression iNOS, COX-2, Hsp70 and modulates the release of master cytokines
TNF-a and IL-6 by interfering with ERK1/2, JNK and NF-kB signaling pathways.

Reactive phenotypes in cultured microglia can be evoked by diverse inflammatory chal-
lenges, such as LPS-induced toxicity [38,39,40]. Once activated in an inflammatory environ-
ment, microglia acquires the macrophage-like capabilities, including amoeboid cell shape,
migration, production of inflammatory cytokines and phagocytosis. One of the important
markers of microglial morphology is the organization of F-actin fibers [41,42,7]. Our data
showed that benfotiamine induced prominent alterations in the morphology of LPS-activated
BV-2 cells, by a mechanism engaging: (i) the reorganization of the actin cytoskeleton, (ii) re-
duction of dense fasciation of membrane-bound stress fibers and (iii) promoting the stress fi-
bers relocalization throughout the cell. The LPS-activated BV-2 cells exhibited dense network
of F-actin fibers forming numerous membrane ruffling’s at the cell border, whereas pretreat-
ment with benfotiamine transformed the cells to be small and ovoid in shape, with smooth
cell edges. Benfotiamine putatively exerts its protective effects against microglial activation
by suppressing the formation of membrane ruffling’s which are found at the front edge of ac-
tivated microglia and represent the driving force in chemotaxis [43]. In fact, benfotiamine
treated LPS-induced BV-2 cells retained the shape that is characteristic of non-stimulated
microglia. Concomitant with morphological changes, biochemical alternation occurred
as well.

Another hallmark of activated microglia is the production of pro-inflammatory mediators
and cytokines, which trigger an inflammatory cascade and perpetuate inflammatory processes
associated with several neurodegenerative diseases. Our data is consistent with benfotiamine-
induced decrease of NO production and expression of proinflammatory cytokines TNF-o and
IL-6 by LPS-activated BV-2 cells.

NO is an important signaling molecule with diverse regulatory roles in the nervous system
[44,45]. Tt is generated endogenously by catalytic action of iINOS. High levels of NO induce
COX-2 expression, additional effector molecule implicated in inflammatory neuropathology.
COX-2 is an enzyme encoded by the PTGS2 gene and its activation is associated with various
inflammatory diseases [46]. Therefore, a compound capable of downregulating COX-2 could
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potentially possess anti-inflammatory activities. It has been shown that benfotiamine reduces
production of NO and inhibits iNOS protein expression in LPS-stimulated macrophages [34].
Consistent with previous study, we reported that pretreatment with benfotiamine inhibited
NO secretion and suppressed iNOS and COX-2 at both the gene and protein levels in LPS-
stimulated BV-2 cells. In addition, benfotiamine reduced expression and release of TNF-a and
IL-6, which are the cytotoxic mediators linked with the development of chronic inflammatory
and autoimmune diseases [47]. Specifically, TNF-a. signaling recruits different signaling medi-
ators including caspases, NF-xB and MAPK, eventually leading to transcriptional activation of
inflammatory genes [48,49]. The IL-6 modulates phagocytic activity and induces morphologi-
cal alterations in microglia [50]. On the other hand, IL-10 inhibits the LPS-induced increase in
IL-1B and TNF-a [51] and modulates PI3K pathway [52,53,54]. Taken together, we conclude
that benfotiamine shifts BV-2 microglial cells from inflammatory toward more quiescent cell
state, as it reduces iNOS, TNF-o and IL-6 gene and protein expression and slightly increases
IL-10 production in response to LPS.

In microglial cells, NF-kB regulates a number of proinflammatory genes, including iNOS,
PTGS [55], TNF-o and IL-6 [56,57,58]. We found that benfotiamine significantly downregu-
lates the proinflammatory mediators and cytokines in LPS-activated BV-2 cells, through mod-
ulation of multiple signaling pathways. Namely, the importance of ERK1/2 in iNOS and COX-
2 expression [59,45] or microglia activation, migration and production of cytokines, such as
IL-6 is well established [60,61,62]. On the other hand, JNK signaling pathway is involved in
morphological modification, cytokine transcription [63,64,65] and it was proposed to act as a
co-mediator in activation of microglia [66,67,68]. Furthermore, the Akt/PKB signaling path-
way seems to be required for the activation of inflammatory responses in microglial cells [69].
In this study, we were able to demonstrate that benfotiamine significantly reduced the LPS-in-
duced increase in phosphorylated levels of ERK1/2, JNK and Akt/PKB. Further studies with
pharmacological MAPK inhibitors revealed that JNK and Akt specific inhibitor SP600125 and
LY294002 led to significant reduction of LPS-induced iNOS mRNA expression and NO pro-
duction, whereas inhibition of ERK1/2 signaling by U0126 displayed no effect on iNOS
mRNA, suggesting iNOS expression is induced mainly through JNK1/2 and Akt signaling. In-
deed, suppression of iNOS induction and NO production in reactive microglia by JNK1/2 in-
hibitors has been consistently reported [67, 70]. Moreover, inhibition of Akt phosphorylation
is found to be involved in inhibition of iNOS in microglia [71], while the role of ERK seems
controversial, as both, inhibition or no effect by ERK1/2 inhibitors have been reported [67,72].
Benfotiamine in these experiments failed to show some additive effect. In regard to expression
of proinflammatory cytokines, inhibition of ERK1/2, JNK and Akt resulted in a reduction of
the LPS-stimulated TNF-o. and IL-6 release, demonstrating that benfotiamine suppresses LPS-
induced cytokine production collectively via these signaling pathways without exerting any ad-
ditional effect on activated microglia. Several studies have demonstrated that the PI3K/Akt
pathway is the prerequisite for the activation of NF-kB leading to elevation of proinflammatory
mediators in BV2 cells [73, 69]. It is known that activation of NF-«B signaling cascade requires
translocation of NF-kB/p65. Benfotiamine potency to inhibit NF-«B activation was previously
shown in an in vivo model of diabetes [22], as well as in vitro, in LPS-activated macrophages
[34]. Our data demonstrated that benfotiamine reduced the LPS-stimulated intranuclear accu-
mulation of NF-xB/p65 and decreased a fraction of cells with activated NF-«B signaling cas-
cade. Thus, based on these results, we suggest that benfotiamine inhibits translocation of NF-
kB/p65 into the nucleus and consequently alleviate the transcription of
proinflammatory genes.

In conclusion, the present observations identify a potential anti-inflammatory role of benfo-
tiamine in LPS-activated microglia, mainly through the inhibition of ERK1/2, JNK and Akt
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activation, by interference with NFkB activity. Moreover, our results opens the possibility that
benfotiamine might be useful in treatment of pathologies that involve chronic inflammation,
observed in some neurodegenerative diseases, such as Alzheimer’s, Parkinson’s disease or mul-
tiple sclerosis. Although, the neuroprotective actions of benfotiamine need to be explored fur-
ther, these findings suggest that additional in vivo studies will provide a feasible strategy to
modulate an inflammatory response in the CNS.

Supporting Information

S1 Fig. Functional characterization of benfotiamine effects in BV-2. (A) Dynamic monitor-
ing of BV-2 cell activation was analyzed using xCELLigence RTCA analyzer. Real-time imped-
ance measurement demonstrated slow, gradual increase in cell impedance in all examined
groups. (B) The effect of benfotiamine on morphological changes. The cell morphology was
observed with phase-contrast microscopy, followed by Phalloidin /Hoechst staining (red/blue).
(C) The quantification of cell size was performed using Axiovision 4.6 software (n = 3). (D)
Cell viability was evaluated by crystal violet assay. Each value indicates the mean + SEM

(n = 3).Scale bar: 20 um.

(TIF)

S2 Fig. Benfotiamine does not affect cell viability of BV2 microglial cells assessed by trypan
blue exclusion test. The cells were pretreated with benfotiamine at indicated dosages for 30
minutes in presence or absence of LPS for additional 24h. Data are represented as mean + S.E.
M. of five independent experiments performed in triplicate.

(TTF)

S3 Fig. The cells were pretreated with benfotiamine at indicated dosages for 30 minutes
and incubated for additional 6h to analyze mRNA levels by means of real-time PCR. The
gene expression was normalized to the endogenous control GAPDH. Data are represented as
mean + S.E.M. of three independent experiments.

(TTF)

S4 Fig. Effect of benfotiamine on NO, TNF-a and IL6 production in control BV2 cells. BV2
cells were pretreated with benfotiamine for 30 minutes and incubated for additional 24h in ab-
sence of LPS. NO production was assessed by Griess assay. The amounts of TNF-o and IL6 in
cell culture supernatants were obtained using ELISA. Data are represented as mean + S.E.M. of
three independent experiments.

(TTF)

S5 Fig. Effect of benfotiamine on NF-kB/p65 activity. (A) Immunofluorescence images of
cells stained with antibody against p65 subunit of NF-kB (red) and Hoechst (blue). (B) Quanti-
fication of fluorescence intensity of NF-xB/p65 in the nucleus, evaluated with Image] software
(B, top). Mean values of fluorescence intensity + SEM, expressed in arbitrary units (B, down).
Distribution of fluorescence intensity in groups treated with benfotiamine is similar to control
group. The data represent the mean+SEM (n = 4). Scale bar: 20 um.

(TIF)

S6 Fig. Benfotiamine suppressed LPS-induced expression of Hsp70 in BV2 cells. The cells
were pre-treated with the indicated concentration of benfotiamine for 30 minutes, followed by
treatment of LPS (1 pg/mL) for 24 h. A) shows representative image of the western blot B)
show the optical densities of Hsp70 normalized to the loading control B-actin (n = 4). Stimula-
tion of BV-2 cells with LPS leads to a strong increase in the production of Hsp70, while
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benfotiamine (250 pM) treatment decrease the expression of Hsp70. *P<0.05 control vs. LPS-
induced BV-2 cells, # LPS vs. benfotiamine pretreated LPS activated BV-2 cells.

(TIF)
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Chronic microglial activation and resulting sustained neuroinflammatory reaction
are generally associated with neurodegeneration. Activated microglia acquires
proinflammatory cellular profile that generates oxidative burst. Their persistent activation
exacerbates inflammation, which damages healthy neurons via cytotoxic mediators,
such as superoxide radical anion and nitric oxide. In our recent study, we have shown
that benfotiamine (S-benzoylthiamine O-monophosphate) possesses anti-inflammatory
effects. Here, the effects of benfotiamine on the pro-oxidative component of activity
of LPS-stimulated BV-2 cells were investigated. The activation of microglia was
accompanied by upregulation of intracellular antioxidative defense, which was further
promoted in the presence of benfotiamine. Namely, activated microglia exposed to
non-cytotoxic doses of benfotiamine showed increased levels and activities of hydrogen
peroxide- and superoxide-removing enzymes—catalase and glutathione system, and
superoxide dismutase. In addition, benfotiamine showed the capacity to directly
scavenge superoxide radical anion. As a consequence, benfotiamine suppressed the
activation of microglia and provoked a decrease in NO and "O, production and lipid
peroxidation. In conclusion, benfotiamine might silence pro-oxidative activity of microglia
to alleviate/prevent oxidative damage of neighboring CNS cells.

Keywords: benfotiamine, microglia, LPS, oxidative stress, catalase, glutathione

Introduction

Neurons are very susceptible to oxidative stress, as a result of great metabolic rate, large oxygen
consumption, relatively weak antioxidative defense, low regenerative capacity, and specific cellular
geometry (Andersen, 2004; Barnham et al., 2004). Current knowledge of neurological disorders,
from ischemia and brain injury to psychiatric disorders and neurodegenerative diseases, indicates
that pathological mechanisms involve acute or chronic activation of microglia and resulting
overproduction of reactive oxygen (ROS) and nitrogen species (RNS) by the cells (Uttara et al.,
2009; Rojo et al., 2014). These immune cells of the brain are on the constant patrol for invading
pathogens and metabolic, ischemic or traumatic brain damage (Aguzzi et al., 2013; Gertig and
Hanisch, 2014). Upon receiving the pathogen- or danger-associated signals, microglia promptly
activate, acquire amoeboid morphology, migrate toward the site of damage and release an array
of noxious, proinflammatory mediators, such as cytokines, superoxide radical anions (superoxide;
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‘O3 ), hydrogen peroxide (H>O;), and nitric oxide (NO) (Block
et al., 2007). Although microglial activation aims for removal
of potential threats from the damaged tissue, it also harms
surrounding healthy tissue via ROS production and lipid
peroxidation, which affect structural proteins and enzymes,
RNA and DNA, the integrity of membranes, and mitochondrial
membrane potential (Li et al., 2013; Gonzélez et al., 2014). Apart
from this, as proliferation and pro-oxidative activity of microglia
appear to be propagated by ROS (Jekabsone et al., 2006; Mander
et al., 2006), these species potentiate microglial activity in feed-
forward manner and exacerbate inflammation (Min et al., 2004;
Barger et al., 2007; Rojo et al., 2014). Modulation and suppression
of microglia activation has been shown to alleviate symptoms
in various neurological conditions that have been related to
hyper-reactive microglia, such as brain injury (Roth et al,
2014), multiple sclerosis (Giunti et al., 2014), Alzheimer’s disease
(Solito and Sastre, 2012), Parkinson’s disease (Van der Perren
et al,, 2015), and amyotrophic lateral sclerosis (Frakes et al.,
2014). In order to bring under control oxidative burst exerted
by microglia on its surroundings in the CNS, two potential
strategies might be applied: (i) direct scavenging/detoxification
of ROS; (ii) up/down-regulation of endogenous systems for
removal/formation of reactive oxygen species (Kumar et al,
2014; Miljkovic et al., 2015). It is noteworthy that both strategies
already offered some promising results. For instance, intracranial
application of glutathione (GSH) modulates microglia activity
and improves clinical outcomes of brain injury (Roth et al., 2014).
Similarly, a novel drug for treatment of multiple sclerosis—
dimethyl fumarate, affects ROS and RNS production by microglia
via upregulation of intracellular antioxidative system (Wilms
etal., 2010; Lin et al., 2011).

Benfotiamine (S-benzoylthiamine O-monophosphate) is an S-
acyl derivative of thiamine (vitamin B;) (Fujiwara, 1954) and
is easily absorbed with good bioavailability and safety profile
(Bitsch et al., 1991; Balakumar et al., 2010). Favorable effects of
benfotiamine have been already documented in the treatment
of diabetic and alcoholic neuropathies (Hammes et al., 2003;
Balakumar et al., 2010; Manzardo et al., 2013). Mechanisms of
benfotiamine action include antioxidative and anti-inflammatory
effects as documented under both, in vitro and in vivo settings
(Ceylan-Isik et al., 2006; Wu and Ren, 2006; Balakumar et al.,
2008; Schmid et al., 2008; Schupp et al., 2008; Verma et al., 2010;
Harisa, 2013), as well as in patients suffering from diabetes type II
(Stirban et al., 2006). We have recently shown that benfotiamine
attenuates microglial activation by altering cell morphology and
suppressing the production of proinflammatory mediators. These
effects were mediated via nuclear factor kappa-B (NF-kB) and
MAPK signaling, on which benfotiamine exerted direct effects
(Bozic et al., 2015).

Therefore, benfotiamine represents an off-the-shelf agent,
whose potential applications might expand to other conditions
that are related to microglia “outrage”. Here we examined the
effects of benfotiamine on pro-oxidative activity of activated
BV-2 microglia cells. The focus was on the main components
of the endogenous antioxidative system: catalase (CAT),
cytoplasmic and mitochondrial superoxide dismutases (SOD1
and SOD?2, respectively), along with total glutathione and

enzymes involved in its metabolism, GSH peroxidase (GPx) and
reductase (GR).

Materials and Methods

Cell Culture and Treatment

BV-2 cell line was derived from primary microglial cells of
C57BL/6 newborn mice infected with v-raf/v-myc retrovirus
(Blasi et al., 1990). These cells express functional NADPH oxidase
(Henn et al., 2009). They were a kind gift from Dr. Alba
Minelli from the University of Perugia, Italy. BV-2 microglia was
cultured in RPMI 1640 medium (GE Healthcare Life Sciences,
Freiburg, Germany) containing 10% heat-inactivated fetal bovine
serum (FBS, PAA Laboratories GmbH, Pasching, Austria) and 1%
penicillin/streptomycin (Invitrogen Co, Carlsbad, CA, USA) at
37°C in a humidified incubator with 5% CO,. Upon confluence,
cells were collected with 0.1% trypsin-EDTA (PAA Laboratories
GmbH, Pasching, Austria), centrifuged (500 x g for 5min) and
seeded in culture dishes, depending on the experiment. Cell
were exposed to benfotiamine (50, 100, 250 wM; Sigma-Aldrich
Labware, Munich, Germany) 30 min prior to stimulation with
1 pg/ml LPS (Escherichia coli serotype 026:B6; Sigma-Aldrich
Labware, Munich, Germany) for 24 h or as indicated. Treatment
with inhibitor of inducible NO synthase (iNOS), Nw-Nitro-L-
arginine methyl ester hydrochloride (L-NAME) was performed
1 h before BV-2 cells were incubated with LPS for 24 h.

Cell Viability Assay

For MTT test, cells were grown in 96-well plates (1 x 10*
cells/well), exposed to benfotiamine and LPS for 24h,
as previously described (Bozic et al, 2015). The test
based on a reduction of 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) to formazan is an indicator
of total mitochondrial status of viable cells. Cells were incubated
with MTT solution (5 mg/ml) for 30 min at 37°C. Purple crystals
of formazan were dissolved in DMSO and absorbance was
measured at 492 nm with a microplate reader (LKB 5060-006,
Vienna, Austria). The results are expressed as % of mean optical
density (OD 492nm) relative to control & SEM, from three
independent determinations performed in triplicate.

Flow Cytometric Analysis
Cells were seeded in 6-well plates (3 x 10> cells/well)
and treated as described. They were detached with 0.1%
trypsin-EDTA, centrifuged at 750 x g for 3min and washed
twice with phosphate buffered saline (PBS). Subsequently, the
cells were stained with FITC-conjugated anti-mouse CD40
antibody or isotype control (1:200, BD Pharmingen) for
1h at 4°C. BV-2 microglia was spun down, rinsed twice
with PBS and analyzed with CyFlow® Space Partec (Partec
GmbH, Munster, Germany) using PartecFloMax®software
(Partec GmbH, Munster, Germany). Minimum of 10,000 cells
were analyzed and results are presented as % (dot plots) and
number (graph) of cells expressing CD40.

For determination of apoptotic and necrotic cell death, cells
were incubated with annexin V FITC and propidium iodide
(Molecular Probes, Invitrogen, Carlsbad, CA) for 15min in
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the dark at room temperature (RT). Annexin V binds to
phosphatidylserine that is exposed on the outer leaflet of plasma
membrane of apoptotic (and at least in some cases necrotic)
cells. Propidium iodide is a DNA intercalating agent that can
enter only necrotic cells. Thus, cells positive only for annexin
V were identified as apoptotic, whereas cells that were positive
for propidium iodide and annexin V were recognized as necrotic.
The reaction was stopped by centrifuging cells and resuspending
them in Annexin Binding Buffer. Analysis was performed at
CyFlow® Space Partec using PartecFloMax® software.

Radical Generating Systems

Radical-generating systems were prepared as described
previously (Miljkovic et al., 2015). The ability of benfotiamine
to scavenge hydroxyl radical ((OH) was tested using the Fenton
system (Fe’* + H,0, — Fe’* + OH~ + "OH). The Fenton
reaction was performed in PBS (pH = 7.4) by combining
1mM of H,O, (Renal, Budapest, Hungary) and 0.2mM of
FeSO4(Merck, Darmstadt, Germany). Spin trap DEPMPO
(5-diethoxyphosphoryl-5-methyl-1-pyrroline-N-oxide; ~ Enzo
Life Sciences International, Plymouth Meeting, PA, USA; 10 mM
final concentration) was added prior to H,O,. The time period
between the initiation of reaction and EPR measurements was
2 min. Benfotiamine was supplemented before the initiation of
reaction at the final concentration of 1 mM.

Superoxide was generated using ‘O, thermal source SOTS-1
(Cayman Chemicals, Ann Arbor, MI, USA). Immediately prior to
the start of any experiment the SOTS-1 was dissolved in DMSO,
and was further supplemented to PBS solution containing
DEPMPO (10 mM) and DTPA (1 mM; chelating agent, which is
added in order to suppress the redox activity of transition metals
impurities in "OH-generating Haber-Weiss reaction), to a final
concentration of 0.2 mM. This system was incubated for 5 min at
37°C. The time period between the end of incubation and EPR
measurements was 2 min.

EPR Spectroscopy

EPR measurements were performed on X-band (9.57 GHz)
Varian E104-A EPR spectrometer, using EW software (Scientific
Software, Bloomington, IL, US). Settings were: 10mW,
microwave power; 2 G, modulation amplitude; 3410 G, field
center; 200 G, scan range; 4min, scanning time; 100 kHz,
modulation frequency; 32ms, time constant. Samples were
drawn into gas-permeable Teflon tubes (internal diameter
0.6 mm; wall thickness 0.025 mm; Zeus industries, Raritan, NJ,
USA) to maintain constant oxygen level in the sample, Teflon
tubes were placed in quartz capillaries. DEPMPO reacts with
‘OH and "O; producing DEPMPO/OH and DEPMPO/OOH
adducts, respectively. Signal intensities were determined using
spectral simulations, which were conducted using WINEPR
SimFonia computer program (Bruker Analytische Messtechnik
GmbH, Darmstadt, Germany). Simulation parameters were: (i)
DEPMPO/OH adduct: aN = 13.64 G; aH = 12.78 G; aP = 46.7
G; (ii) DEPMPO/OOH adduct: isomer I (50%): aN = 13.4 G,
aHg =119 G, aH, (1H) =0.8 G, aH, (6H) =0.43 G,aP =52.5
G; isomer II (50%): aN = 13.2 G, aHg = 10.3 G, aH, (1H) =
0.9 G, aH,, (6H) = 0.43 G, aP = 48.5 G. Antioxidative activity

(AA) was calculated using the following formula: (Ip - I.)/Io,
where Iy and Iy are the intensities of EPR spectra obtained in
control and samples with benfotiamine. Maximal AA value is 1.
ECsp-value (mM) is the effective concentration at benfotiamine
provoked 50% decrease in DEPMPO/OOH yield, obtained by
interpolation from linear regression analysis. Each experiment
was performed in triplicate. In addition, the rate constant for
benfotiamine reaction with superoxide was calculated using
previously described method and rate constant for the reaction
between DEPMPO and superoxide (approximately 4 M~! s~ 1),

Quantitative Real-time PCR

BV-2 microglia was plated (6-well plates, 3 x 10° cells/well)
and incubated with benfotiamine and LPS. Four hours after
the onset of LPS stimulation, cells were collected for total
RNA isolation in TRIzol reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA). The RNA content was quantified spectrophotometrically
and the purity was evaluated by running RNA samples on
agarose gels. Reverse transcription was conducted with 1pg
of RNA, with High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). ABI Prism 7000
Sequence Detection System (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA) was used for real-time PCR analysis, with SYBR
Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA) and specific primers for CAT, SOD2 and GPx (sequences
and annealing temperatures given in Table 1, Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA). Relative expression of target genes was
evaluated using the 2724CTmethod, with B-actin as internal
control.

Western Blot

Western blot analysis was performed as previously described
(Bozic et al., 2015). Briefly, after treatment cells were lysed,
samples were centrifuged and protein content was determined.
Equal amounts of total cellular proteins were loaded per
lane of 10% (for analysis of SOD2 and GPx) and 7.5% (for
analysis of CAT and GR) polyacrylamide gels. Proteins were
resolved at constant voltage (100-120V) and transferred to
polyvinylidene fluoride (PVDF) support membrane (Roche,
Penzberg, Germany). Support membranes were blocked with
the blocking solution (5% BSA dissolved in TBST (20 mM
Tris, pH 7.6, 136 mM NaCl, 0.1% Tween 20) for 1h at RT to
eliminate unspecific binding. Membranes were incubated
overnight with primary antibodies (Table2), washed 3
times for 10min with TBST and incubated with secondary
antibodies for 1h at RT. Chemiluminescence was used to
visualize antibody binding. Protein bands were analyzed using
ImageQuant 5.2 software, by determining optical density of
the band and normalizing it to the optical density of B-actin
from the same lane. Results are expressed as mean relative
target protein/p-actin abundance + SEM, from three separate
determinations.

Determination of Parameters Involved in Cell
Oxidative State

BV-2 cells were plated (6-well plates, 3 x 10° cells/well) and
stimulated for 24h as described. Cells were rinsed with ice
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TABLE 1 | List of primers used for Real-time PCR.

Target gene Forward primer Reverse primer Size (bp) Annealing T (°C)
CAT AGCGACCAGATGAAGCAGTG TCCGCTCTCTGTCAAAGTGTG 181 64
MnSOD CAGACCTGCCTTACGACTATGG CTCGGTGGCGTTGAGATTGTT 113 64
GPx AGTCCACCGTGTATGCCTTCT GAGACGCGACATTCTCAATGA 105 64
Actin GGGCTATGCTCTCCCTCAC GATGTCACGCACGATTTCC 136 63

TABLE 2 | List of primary antibodies used for flow cytometry (FC) and
western blot (WB).

Antigen Source Dilution Company
CD40 mouse 1:200 (FC) BD Pharmingen
CAT Rabbit 1:5000 (WB) Abcam

GPx Rabbit 1:5000 (WB) Abcam

MnSOD Rabbit 1:5000 (WB) Abcam

GR Rabbit 1:5000 (WB) Abcam

cold PBS and collected with a cell scraper. Cells were lysed
by sonication and centrifuged at 15,000 x g for 5min, at
4°C. Supernatants were collected and used for determination of
‘05, malondialdehyde (MDA) and total glutathione (reduced +
oxidized) and activity of enzymes involved in antioxidative
defense, SOD2, CAT, GPx, and GR. The protein content was
determined by the method of Lowry using bovine serum albumin
as standard (Lowry et al., 1951).

Measurement of NO Production

BV-2 microglia was seeded in 24-well plates (5 x 10* cells/well),
and treated as described. Culture medium was collected,
deproteinized and concentration of NO was evaluated by
measuring nitrite and nitrate concentrations. Griess method was
used to determine the nitrite content. Griess reagent was made
of 1.5% sulfanilamide (Sigma-Aldrich, Munich, Germany) in 1 M
HCl and 0.15% N-(1-naphthyl) ethylendiamine dihydrochloride
(Fluka, Buchs, Switzerland) in distilled water. Nitrates were
first transformed into nitrites by cadmium reduction (Navarro-
Gonzélvez et al., 1998). Concentration of nitrites released in the
medium was determined from the standard curve generated with
known concentrations of sodium nitrite (Mallinckrodt Chemical
Works—St. Louis, MO, USA). Results are expressed as mean
concentration of nitrites (WM) £+ SEM, from three separate
determinations.

Superoxide Anion Radical

Concentration of ‘O, was evaluated with the method based on
the reduction of nitroblue-tetrazolium—NBT (Sigma-Aldrich—
Sr. Louis, USA) to monoformazan by "O; in the alkaline nitrogen
saturated medium. The product of this reaction is yellow and was
measured spectrophotometrically at 550 nm (Auclair and Voisin,
1985). The results are expressed as mean reduced NBT (relative
to control—100%) & SEM, from three separate determinations
performed in duplicate.

Malondialdehyde (MDA)

Spectrophotometric method of Villacara et al. (1989) was used
for determination of MDA concentration. MDA gives a red
product after incubation with thiobarbituric acid (TBA) reagent
(15% trichloroacetic acid and 0.375% TBA, water solution,
Merck—Darmstadt, Germany), at 95°C and pH 3.5. Absorbance
was measured at 532 nm. The results were expressed as mean
MDA concentration (nmol/ml) + SEM, from three separate
determinations, performed in duplicate.

Total Glutathione

DTNB-GSSG reductase recycling assay was wused for
determination of total glutathione content. The rate of formation
of 5-thio-2-nitrobenzoic acid (TNBA), corresponding to
total concentration of glutathione, was measured at 412nm
(Anderson, 1986). The results are expressed as mean
concentration of glutathione (nmol/ml) £+ SEM, from three
separate measurements performed in duplicate.

Superoxide Dismutase Activity

Total SOD activity, which combines the activity of two SOD
isoforms, cytoplasmic SOD1 (Cu,ZnSOD) and mitochondrial
SOD2 (MnSOD), was evaluated by the epinephrine method.
Activity of SOD (EC 1.15.1.1.) was assayed as inhibition of
spontaneous autooxidation of epinephrine (Sigma-Aldrich—St.
Louis, USA), by measuring absorbance at 480 nm. The kinetics
of enzyme activity was followed in a carbonate buffer (50 mM,
pH 10.2, containing 0.1 mM EDTA, Serva, Feinbiochemica—
Heidelberg, New York), after the addition of 10 mM epinephrine
and 5mM KCN for MnSOD isoform (Sun and Zigman, 1978).
The results were expressed as units per milligram of protein. One
unit is defined as an amount of protein (enzyme) required for
50% of auto oxidation of epinephrine.

Catalase Activity

CAT activity was determined by a method based on
spectrophometric determination (405nm) of colored complex
formed between ammonium molibdate and H,O, (Goth, 1991).
Unit of CAT activity is defined as the amount of H,O, reduced
per minute (wmol HyOz/min). Data are expressed as mean
CAT activity (units/mg protein) & SEM; from three separate
determinations performed in duplicate.

Glutathione Peroxidase Activity

Activity of GPx is measured by indirect spectrophotometric
determination of the GPx -mediated NADPH consumption
(340 nm), as previously described (Maral et al., 1977; Djukic et al.,
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2012). The results are expressed as miliunits per milligram of
protein.

Glutathione Reductase Activity

Method for determining the activity of the GR is based
on the ability of GR to catalyze the reduction of GSSG to
GSH by the oxidation of the coenzyme NADPH to NADP*
(Freifelder, 1976). In the reaction as standard we used 100 mmol
NAD™. The unit of enzyme activity is defined as number of
micromols of NADPH oxidized per minute (wmol NADPH).
The results were expressed as mean GR activity (mU/mg
protein) £ SEM, from n separate determinations performed in
duplicate.

Measurement of Intracellular ATP

Intracellular ATP was extracted from BV-2 cells with boiling
water, as described previously (Yang et al., 2002). Medium was
removed and boiling water was added to cells, which were
quickly scraped to obtain cell suspensions. Cell suspensions were
boiled for 10min and centrifuged at 12,000 x g for 5min,
at 4°C. Supernatants were used for immediate determination
of ATP by bioluminescent assay kit (Sigma Aldrich, St. Louis,
USA), according to the manufacturer’s instruction. Samples were
incubated with the assay mix containing luciferin and luciferase
and the luminescence intensity proportional to ATP content was
measured with luminometer (CHAMELEON™YV, Hidex, Turku,

Finland). ATP standard curve was constructed for determination
of ATP concentration in samples. Results are expressed as nmols
of ATP per mg of protein.

Statistical Analysis

Results are expressed as mean values & SEM. To assess statistical
significance in all experiments, experiments were performed in
duplicate or triplicate determinations using three separate cell
preparations. Statistical analysis was completed with GraphPad
Prism software. Data were analyzed using One-Way ANOVA
(except data for ATP, which were analyzed using Two-Way
ANOVA) with Bonferroni post-hoc analysis. Values of p < 0.05
were considered statistically significant.

Results

Benfotiamine Suppresses LPS-induced CD40
Expression in BV-2 Cells

CD40 expression by BV-2 cells was used as an indicator of
microglial activation (Qin et al,, 2005). In control BV-2 cells
constitutive expression of surface CD40 was low, and only about
100 per 10,000 cells analyzed by FACS expressed CD40 receptor
(Figure 1). Treatment with LPS (1 pug/ml) for 24h upregulated
the expression of CD40 by approximately 40% (4000 cells were
positive for CD40). Pretreatment of BV-2 cells with 100 and
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FIGURE 1 | FACS analysis of CD40 expression in BV-2 cells. Expression of immunoregulatory receptor CD40 was analyzed with FACS and
representative dot plots are shown for control (C), group treated with LPS (LPS) for 24h, and groups pretreated with benfotiamine in doses of 50, 100,
and 250pM and then treated with LPS for 24h [LPS + B (60uM), LPS + B (100uM), and LPS + B (250uM)]. Statistical analysis was performed
and mean values from three independent experiments are presented on the graph, for control cultures (white bar), LPS treated cells (black bar) and

groups pretreated with different doses of benfotiamine and then stimulated with LPS (gray bars). ***p < 0.001 compared with control group,
###p < 0.001 compared with LPS treated group.
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FIGURE 2 | Effect of benfotiamine on viability and apoptotic and necrotic cell death of LPS (1 pg/ml) stimulated BV-2 cells. Cell viability was evaluated
with MTT assay, 24 h after treatment with LPS (A). FACS analysis of apoptotic and necrotic cell death was performed with FITC labeled annexin V and propidium
iodide (B). Apoptotic cells were labeled with annexin V, whereas necrotic cells were positive for both annexin V and propidium iodide. Percentage of apoptotic (C) and
necrotic (D) cells was determined from three independent cell preparations. ***p < 0.001 compared with control group. Activation of caspase —3 was assessed with
western blotting for active caspase—3 fragment (E). Representative blot from three independent experiments is shown. Band intensity was analyzed, compared to
B-actin of the same lane and results are expressed in arbitrary units.
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250 uM benfotiamine significantly decreased the number of
CD40 expressing cells to 3000 (p < 0.001). The results indicate
that benfotiamine influence on activated BV-2 cells involves
expression of CD40.

Benfotiamine Does Not Affect Viability of
LPS-activated BV-2 Cells

Effect of benfotiamine pretreatment on BV-2 cells' state was
determined using MTT assay and Annexin V/propidium
iodide FACS analysis after 24h treatment with LPS (1 pg/ml
Benfotiamine did not change total mitochondrial activity of
LPS-stimulated BV-2 cells, as deduced from stable MTT
values (Figure 2A). Annexin V/PI FACS analysis (Figure 2B)
demonstrated, however, that LPS caused modest increase in
the proportion of apoptotic (about 11% of cells, Figures 2B,C)
and necrotic (approximately 10% of cells, Figures 2B,D) cells in
cultures. Importantly, benfotiamine did not significantly affect
the viability of LPS-stimulated cells (Figure 2). The finding was
further substantiated by immunoblot analysis of active fragment
of caspase-3. A slight increase in caspase-3 expression was
observed in LPS stimulated cells, whereas benfotiamine showed
no such effects (Figure 2E). Furthermore, the treatments did not
affect cell proliferation (Figure S2).

Benfotiamine Decreases Production of NO, ‘O3,
and MDA

Production of NO and intracellular content of superoxide
anions ('O,) and MDA were determined as they represent
critical indicators of oxidative stress. LPS stimulation (1 pg/ml,
24 h) resulted in several fold increase of levels of NO, "O;

and MDA (Figures 3A-C). Benfotiamine pretreatment (30 min
prior to LPS) suppressed NO release (Figure3A) in a dose-
dependent manner (p < 0.001). Concentration of O,
was increased 2.5-fold with LPS stimulation (Figure 3B). This
was suppressed by pretreatment with benfotiamine, which, at
250 M dose returned "O, content to control levels (p <
0.001). Furthermore, benfotiamine substantially downgraded
LPS-induced lipid peroxidation (Figure3C) at all examined
doses. In the presence of benfotiamine the yield of DEPMPO/OH
adduct was slightly increased (about 10%) compared to control
system (Figure 3D). This implies a modest pro-oxidative activity
of benfotiamine, probably via Fe3* reduction. On the other
hand, benfotiamine significantly affected generation of O}
(Figure 3E) at concentrations corresponding to those applied
in experiments on microglia (Figure 3F). It was estimated that
the rate constant for the reaction between benfotiamine and
'0; was 68 £ 19 M~! s71. These data together imply that
benfotiamine exhibits significant antioxidative activity in BV-2
cells.

Benfotiamine Modulates Expression of Enzymes
Involved in Antioxidative Defense

To shed more light on possible mechanism of antioxidative
actions of benfotiamine, we further determined gene expression
levels for SOD2, CAT, and GPx by qRT-PCR. These enzymes
constitute essential part of antioxidative cellular defense, since
SOD2 dismutates ‘O, to H;O,, while CAT and GPx convert
H,0, to water. BV-2 cells were pretreated with benfotiamine
and the mRNA content was determined 4 h after LPS stimulation
(Figure 4). SOD2 gene expression was promoted three-fold by
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FIGURE 4 | Effect of benfotiamine on gene expression of antioxidative
enzymes in LPS stimulated BV-2 cells. Expression of MnSOD (A), CAT (B),
and GPx (C) was evaluated with RT PCR and expressed relative to the
expression of B-actin mRNA. BV-2 cells were pretreated with different doses of
benfotiamine (50, 100, and 250 wM) for 30 min, stimulated with LPS for 4 h
and then harvested for mRNA isolation. Three independent experiments were
performed and statistical significance was marked as *p < 0.01 compared
with control group, ##p < 0.01, ###p < 0.001 compared with LPS treated

group.

LPS, while benfotiamine, at its highest concentration, induced
even higher increase (p < 0.01, Figure 4A). On the other
hand, while LPS alone did not affect expression of CAT gene,
250 uM benfotiamine induced 2-fold increase in the CAT-
mRNA abundance compared to LPS group (p < 0.001,
Figure 4B). Finally, no significant effects on GPx-mRNA were
observed (Figure 4C). Taken together, these results suggest that
antioxidative actions of benfotiamine may be partly mediated
via induction of antioxidative enzyme genes, including SOD2
and CAT.

Benfotiamine Upregulates Protein Expression of
Antioxidative Defense Enzymes

Expression of antioxidative enzymes SOD2, CAT, GPx, and GR
was further evaluated at the protein level by Western blot analysis
(Figure 5). Among the antioxidative enzymes tested, LPS affected
only protein expression of CAT (Figure 5B). Benfotiamine,
however, induced significant effects on SOD2 (p < 0.001,
Figure 5A) and CAT protein expression (p < 0.05, Figure 5B).
No changes in the protein expression of GPx and GR were
observed (Figures 5C,D, respectively).

Benfotiamine Enhances the Activity of
Antioxidative Enzymes and Increases Glutathione
Content in BV-2 Cells

Antioxidative potential of benfotiamine in BV-2 cells was
further analyzed in terms of antioxidative enzymes activity
and intracellular content of total glutathione, main non-
enzymatic antioxidant in microglia. The cells were pretreated
with benfotiamine in 50, 100, and 250 uM dose for 30 min
and then stimulated with LPS (1pg/ml) for 24h. Activity
of MnSOD increased upon LPS stimulation, whereas it was
not affected by benfotiamine (Figure 6A). On the contrary,
activity of Cu,ZnSOD was not affected by LPS while it was
doubled by pretreatment with 250 wM benfotiamine (p < 0.01,
Figure 6B). CAT activity (Figure 6C) was substantially inhibited
in cells treated with LPS (from 10 U/mg in control cells to
4 U/mg in LPS treated group, p < 0.001). Benfotiamine
induced dose-dependent increase reaching the control CAT
activity at the highest concentration (approximately 9 U/mg,
p < 0.001). Benfotiamine had no effect on CAT activity
in non-stimulated cells (Figure S1A). The inhibition of iNOS
ameliorated the inhibitory effects of LPS stimulation on CAT
activity (Figure S1B). GPx activity was not affected by LPS
stimulation nor benfotiamine treatment (Figure 6D). Activity
of GR decreased after LPS stimulation and slightly increased
after the benfotiamine pretreatments (Figure 6E). Finally, total
glutathione content was substantially decreased in the microglial
cells stimulated with LPS (Figure 6F). This was annihilated by
benfotiamine which provoked a significant increase compared to
control values.

Benfotiamine Increases Intracellular ATP Content
Intracellular ATP level was measured in BV-2 cells at three time
points (1, 4, and 24 h) after LPS stimulation (Figure 7). In cells
treated with LPS, intracellular ATP content was higher compared
to control levels 4h after the treatment and remained higher
24h later. Pretreatment with 250 uM benfotiamine induced
an increase of ATP content at 1h after the LPS stimulation.
Increased level remained increased 24 h later. The effects of LPS
and benfotiamine peaked at 4 h.

Discussion

Activated microglia undergoes transformation which involves
morphological changes, induction of surface markers, increased
production of various proinflammatory cytokines and
acquisition of cellular profile that generates oxidative burst
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FIGURE 5 | Effect of benfotiamine on protein expression of antioxidative enzymes in LPS treated BV-2 cells. Protein expression of MnSOD (A), CAT (B),
GPx (C), and GR (D) was evaluated with western blotting, 24 h after LPS treatment. Representative blots from three independent experiments are shown. Protein
bands were analyzed with Image Quant 5.2 software, compared to p-actin of the same lane and results in graphs are expressed as percentage of control group.

*P < 0.05 compared with control group, #p < 0.05, ###p < 0.001 compared with LPS treated group.

(Block and Hong, 2005; Bordt and Polster, 2014). Pertinent to
the latter, activated microglia releases ROS and RNS, such as
‘05 and NO (as shown here) via NADPH oxidase activity (on
membrane) and inducible NO synthase—iNOS (intracellular),
respectively (Dringen, 2005). Such setup limits the production
of highly dangerous peroxynitrite (O, + NO — ONOO™)
in the extracellular fluid, thus targeting outer targets (such
as pathogens), but simultaneously protecting microglia from
self-inflicting damage. Self-protection of activated microglia is
also effectuated by significant induction of intrinsic antioxidative
system. Our data confirm increased expression of CAT and SOD2
and increased SOD2 activity in LPS activated microglia which
is in agreement with previously reported data (Dringen, 2005).
Increased expression of CAT contribute to the efficient removal
of H,O,, which permeates cell membrane, after being produced
by extracellular dismutation of ‘O, (Gao et al, 2003). The

observed increase in the level of mRNA and enzymatic activity of
SOD2 is most likely related to increased mitochondrial activity
(and number) in activated microglia (Park et al., 2013). Increased
demands for energy production in LPS activated microglia is met
through enhanced ATP synthesis which requires the acceleration
of electron transfer chain. Under such conditions, electron leak
and O generation in mitochondria are promoted and this is
mitigated through higher activity of SOD2 (Bordt and Polster,
2014). Increased SOD1 activity (this SOD is mainly located in
the cytosol), might be a response to increased cyclooxygenase-2
activity in activated microglia (Siomek, 2012). This enzyme has
‘05 as a by-product (Marnett et al., 1999). Interestingly, CAT
showed increased levels but lower activities in activated microglia
compared to resting cells. This implies inhibition. Pertinent to
this, CAT is reversibly inhibited by NO (Brown, 1995), whereas
GR is inhibited by ONOO™ (Francescutti et al., 1996).
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FIGURE 6 | Effect of benfotiamine on activity of antioxidative enzymes and total glutathione content in LPS treated BV-2 cells. Activity of MnSOD (A),
Cu,ZnSOD (B), CAT (C), GPx (D), GR (E), and total glutathione content (F) was analyzed in BV-2 cells following LPS treatment for 24 h. The results of activity of
antioxidative enzymes are expressed as mean specific activities (U/mg) 4+ SEM from three independent cell preparations. *p < 0.05, **p < 0.001 compared with
control group, #p < 0.06, ##p < 0.01, ###p < 0.001 compared with LPS treated group.

Benfotiamine modulates oxidative activity but does not  activation of NF-kB signaling (Kim et al., 2002; Kraft and
kill microglia, which is a preferred way of action for drugs  Harry, 2011; Morgan and Liu, 2011). CD40 has an important
targeting hyper-active microglia in neurological conditions  role in neuroinflammatory diseases and abnormal expression
(Uttara et al, 2009; Luo et al, 2010; Roth et al, 2014). of CD40 and its ligand CD154 has been shown in Alzheimer’s
Thiamine, a benfotiamine metabolite, enters the CNS, as shown  disease (Calingasan et al., 2002; Giunta et al., 2010), multiple
using high performance liquid chromatography which has  sclerosis (Gerritse et al., 1996), and HIV-1 associated dementia
demonstrated higher thiamine concentration in the brain after ~ (D’Aversa et al., 2002). Considering that activation of CD40
oral administration of benfotiamine in mice. Beneficial effects  receptor in microglia leads to expression of iNOS and production
of benfotiamine on mouse model of Alzheimer’s disease have  of TNF-a (Jana et al., 2001, 2002) and other proinflammatory
been attributed to both benfotiamine and thiamine (Pan et al.,  molecules (Chen et al., 2006), benfotiamine’s ability to suppress
2010). Benfotiamine decreases the expression of CD40, a protein ~ CD40 expression can alleviate inflammation in neurological
that determines antigen presenting ability of microglia and  disorders. Benfotiamine also exhibits strong antioxidative
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abilities and suppresses oxidative burst. It decreased NO and
‘O production and lipid peroxidation of microglial membrane.
The potency of benfotiamine to inhibit lipid peroxidation
and ‘O, overproduction has been observed previously in
murine kidney exposed to cisplatin and endothelium exposed
to nicotine (Balakumar et al., 2008; Harisa, 2013). Benfotiamine
induced fall in NO production is most likely caused by
down-regulation of iNOS expression due to suppressed NF«kB
signaling in benfotiamine-treated microglia (Bozic et al.,, 2015).
The effects on 'O, production might be based upon the
capacity of benfotiamine to directly scavenge this radical,
but also on its inhibitory effects on the activity of NF-
kB, which is involved in the expression of NADPH oxidase
(Morgan and Liu, 2011; Siomek, 2012). However, the most
important finding here is that benfotiamine upregulated the
intracellular antioxidative system, thus increasing the capacity
of activated microglia to buffer the excessive production
of ROS.

Namely, in the presence of benfotiamine, microglial cells
showed increased levels of CAT and SOD2 mRNA, increased
amounts of CAT and SOD2, and increased activity of CAT,
GR, and SOD1. Benfotiamine-provoked increase of CAT activity
showed dose-dependency. The effect is reciprocally proportional
to the level of NO production. Hence, increased CAT activity
can be attributed to benfotiamine-provoked decrease in the
production of NO (CAT inhibitor), as well as to the stimulation
of CAT expression. Of note, in the previous report we have
applied a less sensitive Griess protocol (no NOj reduction)
which allowed for benfotiamine-provoked suppression of NO
to be observed, but dose-dependency was unnoticed (Bozic
et al., 2015). The level of GR was not significantly increased in
benfotiamine-treated cells, but its activity was increased. This
implies that benfotiamine ameliorated the inhibition of GR,
which is provoked by NO derivative—ONOO™. The production
of both, NO and ONOO™ in activated microglia are based
on iNOS activity (Kumar et al., 2014; Bozic et al., 2015). It
is important to point out that NO and ROS production are
intertwined. For example, H,O, activates NF-kB activity and
hence promotes the expression of iNOS (Andrades et al., 2011).
It appears that benfotiamine might initiate a feedback loop
that has the silencing of pro-oxidative activity of activated
microglia as a result. In brief, benfotiamine provokes an increase
in the level of H,O;-removing enzyme—CAT, which should
result in lower NFkB activity and iNOS levels, as we reported
previously (Bozic et al., 2015). This further leads to lower NO
levels, and to de-inhibition of CAT. This is implied by the
fact that iNOS inhibition by L-NAME led to increased CAT
activity in LPS stimulated cells. Of note, peroxynitrite irreversibly
inhibits GR, which most likely accounts for the modest effects of
benfotiamine on this enzyme as compared to the effects on CAT
activity. Finally, this loop might be involved in benfotiamine-
provoked suppression of microglia activation (lower CDA40,
proinflammatory mediators, such as TNF-a and IL-6), since it is
known that ROS can amplify microglia inflammatory response
(Mander et al., 2006).

Increased SOD2 expression and ATP levels imply that
benfotiamine promotes mitochondrial activity/number. One
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FIGURE 7 | Effect of benfotiamine on intracellular ATP content of
LPS stimulated BV-2 cells. Concentration of ATP were determined in
control groups (white bars), cells treated with LPS (black bars) and cells
pre-treated with 250 WM benfotiamine and then stimulated with LPS for 1,
4, and 24h (gray bars). The results are expressed in nmol permg of
protein and represent mean values from three independent experiments +
SEM. The groups not sharing a common letter are significantly different
(o < 0.05).

potential mechanism is that benfotiamine activates some
xenobiotic-like response. The removal of xenobiotics requires
energy, and they have been shown to promote expression of
SOD2 (Curtis et al., 2007). In addition, benfotiamine upregulated
glutathione system. The total glutathione was increased 2- to 3-
fold in activated microglia exposed to benfotiamine. This major
change may only come from de novo synthesis of glutathione (Lu,
2009). Such response is common in handling xenobiotics and
reactive molecules in CNS (Valdovinos-Flores and Gonsebatt,
2012; Zhang et al,, 2013). Benfotiamine actions fall under a
relatively novel strategy in antioxidative therapy which employs
hormesis i.e., exposure to one stressor increases resistance to
another stressor (Gems and Partridge, 2008). Namely, drugs,
such as dimethyl fumarate or ethyl pyruvate (Wilms et al,
2010; Miljkovic et al, 2015), or natural products, such as
polyphenols and other mildly stressful compounds (Talalay et al.,
2003; Moskaug et al., 2005) activate antioxidative system, which
then protects the cell from oxidative stress that is inflicted
by other sources/processes. In the present case, benfotiamine-
mediated stimulation of antioxidative system is more important
for increasing the capacity of microglia to buffer oxidative burst
than for protecting microglia per se. In conditions where no
real threat (such as infection agents) is present, and microglia
enters hyper-reactive state as a side-reaction to some pathological
processes, benfotiamine might silence pro-oxidative activity of
microglia to alleviate/prevent oxidative damage on neighboring
CNS cells.

Our results open the possibility for benfotiamine application
in neurodegenerative conditions which show hyper-reactive
microglia, such as Alzheimer’s, Parkinson’s disease, amyotrophic
lateral sclerosis or multiple sclerosis. Further research on animal
model studies are warrant in order to evaluate benfotiamine
capacity to mitigate the microglial component of pathology of
neurological diseases.
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Mpunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBY

MBa Boxuh
MNMoTnucanu-a

6poj WHaekca B3021/2010

UsjaBrbyjem

a je [OKTOpCKa gucepTtaumja nog HacnoBom

AHTUMH(bNamaTopHa M aHTUOKCuAaTMBHA CBOjcTBa 6eHpoTMaMnHa y akTUBUPaHO)

NNHKUjU MUKPOTAnjCKMX henuja Mmuwa: ynora NnponHgnaMmaTopHmMx CUrHanHux nytesa

e pesynTaT CONCTBEHOr UCTPaXXMBaYKor paaa,

e [la npearioxeHa gucepraumja y LenvHu HX y AenoBuma Huje buna npeanoxeHa
3a pobujakbe 6GuMNoO koje AunnoMe npema CTYAMjCKMM nporpamuma Apyrux
BMCOKOLLIKOJICKMX YCTaHOBA,

e [acy pe3ynTaTi KOPeKTHO HaBEeAEHU U

e [a HWCaM KpluMo/ra ayTopcka npaBa W KOPUCTMO WHTENEKTyarHy CBOjUHY
APYrux nuua.

MoTnuc poktopaHaa

Y Beorpaay,




Mpunor 2.

U3jaBa 0 MICTOBETHOCTU LWUTaMMNaHe U efIeKTPOHCKe
Bep3nje AOKTOPCKOr paaa

MBa Boxuh
Vime n npesume ayTopa
Bpoj nHoekca B3021/2010
Buonoruja

Cryavnjcku nporpam

Hacnos paga AHTuMHdNamaTopHa W aHTUOKCMOATMBHA CBOjcTBa OeHdOTMaMuHa Y
aKTMBMPAHO] NWHU|KM  MUKpornujckux henuja muwa: ynora npounHdiamMaTopHUX
CUrHanHux nyTesa

MeHTop ap WpeHa JlaBpwa u npod Hagexnoa Heperskosuh

MBa Boxxunh
MoTnuncanw/a

U3sjaBrbyjem Oa je wtamnaHa Bep3uja MOr JOKTOPCKOr pajla UCTOBETHA eNeKTPOHCKO)
BEp3nju Kojy cam npepgao/na 3a objaBrbuMBawe Ha noptany [OurutanHor
penosutopujyma YHuBep3uTeTa y beorpagy.

[osBorbaBam ga ce objaBe MOjM NMYHM nojauM Be3aHW 3a Aobujare akagemckor
3Bakba JOKTOpA Hayka, Kao LITO Cy UMe U npe3ume, roguHa n Mecto poherwa 1 gatym
onbpaHe paga.

OBu nuyHM nogaum Mory ce o06jaBUTM Ha MpPEXHUMM CTpaHuuama AaururtanHe
ombnunoTeke, y eneKkTPOHCKOM KaTanory uny nybnukauvjama YHmsepauteta y beorpagy.

MoTnuc pokropaHaa

Y Beorpaay,




Mpwunor 3.

UsjaBa o kopuwhemwy

Oenawhyjem YHuBepauTeTcky 6ubnuoteky ,CeeTtoszap MapkoBuh® ga y OdurntantHm
penosuTopujym YHuBepsuTeTa y beorpagy yHece MoOjy OOKTOPCKY AucepTtauujy nopg
HacrnoBomMm:

AHTUMH(NamaTopHa M aHTUOKCHMAATUBHA CBOjCTBa BeH(OTMaMmHa y akTMBUPAHO]

NUHKjU MUKPOTNKjckMx hennja muwa: ynora nponHgamaTopHUX CUrHanHUx nyteesa

Koja je Moje ayTopcko aeno.

IuncepTaumjy ca cBuM npunosmma npegao/na cam y enekTpoHckom dopmMaTty norogHom
3a TpajHO apxuBMpa-e.

Mojy OOKTOpCKY AncepTtauumjy noxpamweHy y [urutanHu penosvtopujym YHuBepsuTeTa
y Beorpagy mory fa kopucte cBW Koju nowTyjy ogpeabe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeatmeHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oany4duo/na.

1. AyTtopcTBO

2. AyTOpCTBO - HEKOMEpLUMjanHo

3. AyTopcTBO — HEKOMepuujanHo — 6e3 npepaae

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjarHO — AeNUTN NO4 UCTUM yCroBuMa
5. AytopcTtBo — 6e3 npepage

6. AyTopCcTBO — AEnUTM Nog UCTUM yCnoBMMa

(MonMmo ga 3aoKpyXxuTe camo jedHy OA LWecT NoHyheHux nuueHuwu, Kpatak onuc
nUuUeHuM gart je Ha nonehuHun nucra).

MoTnuc pokTopaHpa

Y Beorpagy, L@{ &ﬂmt




1. AytopctBo - [lo3BorbaBaTe yMHOXaBake, OUCTpUbyLMjy M jaBHO caoniiTaBare
Aena, n npepage, ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha HayuH ogpeheH of cTpaHe ayTopa
unu gaesaoua nuueHue, Yak u 'y komepuujanHe cspxe. OBO je HajcnoboaHuja of CBUX
nUeHUMN.

2. AyTopcTBO — HekomepuujanHo. [Jo3BorbaBate YMHOXaBakwe, QUCTPUOyLujy 1 jaBHO
caornwTtaBsawe gena, v npepage, ako ce HaBe[e MMe ayTopa Ha HauuH ogpefeH oa
CTpaHe aytopa wnu gasaoua nuueHue. OBa nuueHLa He 003BOSfbaBa KoMmepuujarnHy
ynoTpeby gena.

3. AyTOpCcTBO - HekomepuujanHo — 6e3 npepage. [o3BorbaBaTte YMHOXaBahE,
ANCTpnbyunjy M jaBHO caonwTaBawe aena, 6e3 npomeHa, npeobnvkoBawa Wnu
ynoTpebe gena y CBOM ferny, ako ce HaBede Mme ayTtopa Ha HadvH ogpeheH of
CcTpaHe aytopa vnu aasaoua nuueHue. OBa nuueHua He 003BOSbaBa KomepuujanHy
ynotpeby Aena. Y ogHOCy Ha cBe ocTane nuueHue, OBOM MULEHLOM ce orpaHuvaBa
Hajsehun o61M npaBa kopuwwhewa gena.

. AyTOpPCTBO - HEKOMepuujanHo — JenuTtu nog uctum ycrnosuma. [o3BorbaBaTe
YMHOXaBake, AMCTpMbyLMjy 1 jaBHO caonwiTaBawe gena, u npepage, ako ce HaBene
nMme aytopa Ha HayuH odpeheH of cTpaHe ayTopa unu gasaoua fNuueHLEe U ako ce
npepaga Aguctpubympa nog MCTOM WM CAMYHOM nuvueHuoM. OBa nuvueHua He
[03BOSbaBa kKoMepuujanHy ynotpeby agena v npepaga.

5. AyTtopctBo — 6e3 npepage. [Jo3BorbaBate yMHOXaBawe, OUCTPUbyLMjy M jaBHO
caonwrTasawe aena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBawa Unu ynotpebe gena y csom aeny,
ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HayuH ogpeheH of cTpaHe ayTtopa wvnu gasaoua
nuueHue. OBa nuueHua Jo3BOSbaBa KoMmepuumjanHy ynotpeby gena.

6. AyTtopcTBO - pgenutu nog wuctum ycnosuma. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBame,
ANCcTpnbyunjy 1 jaBHO caoniwiTaBawe Aena, u npepage, ako ce HaBeje ume aytopa Ha
HauuH oapefeH o4 cTpaHe ayTopa WnvM JaBaoua NuUuUeHue U ako ce npepaga
anctpubympa nog WMCTOM MM CAMYHOM  nuueHuoMm. OBa nuueHua [03BOSbaBa
koMmepuujanHy ynotpeby gena u npepaga. CnuyHa je codpTBEpCKMM nuueHuama,
O[HOCHO NunLeHuamMa OTBOPEeHOr Koaa.



