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Antiinflamatorna i antioksidativna svojstva benfotiamina u 

signalnih puteva 

REZIME 

(CNS), od traumatskih povreda i ishemije, preko neurodegenerativnih oboljenja, do 

-a koje 

odgovoru na promene u homeostazi CNS-

funkcionalne karakteristike. U aktiviranoj mikrogliji dolazi do reorganizacije citoskeleta 

otpada, kao i 

migraciju do mesta infekcije ili 

odbrani CNS-

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-

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 

-

koja je bila stimulisana in 

vitro model aktivacije mikroglije. 

promene izazvane stimulacijom BV- -om. Benfotiamin efikasno smanjuje 



stimulacijom LPS-om. 

benfotiamin smanjenjem produkcije proinflamatornih medijatora ostvaruje 

antiinflamatorno dejstvo u aktiviranoj mikrogliji

azot-

sintaze u aktiviranoj BV-

ekspresiju ciklooksigenaze-2 i proinflamatornih citokina TNF- -6, dok sa druge 

-10. Povrh toga, benfotiamin 

smanjuje ekspresi

aktivacije proinflamatornih signalnih puteva. Osim antiinflamatornih, benfotiamin 

pokazuje i antioksidativna svojstva. Benfotiamin smanjuje koncentraciju superoksid-

anjona i malondialdehida, ind  

stimulacije BV- -om. Pored direktnog antioksidativnog dejstva, benfotiamin 

-

i proteinsku ekspresiju antioksidativnih enzima mangan 

superoksid dismutaze i katalaze, kao i aktivnost bakar cink superoksid dismutaze, 

glutationa, glavnog neenzimskog antioksidansa u aktiviranim BV-

- transkripcionog faktora iz citoplazme 

u jedro.  

BV-  

benfotiamin pokazuje antiinflamatorna i antioksidativna svojstva u aktiviranim BV-2 

-a koja se 

 

 mikroglija, inflamacija, oksidativni stres, benfoti

kultura 

 Biologija 

 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- -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/Akt signaling cascades, in conjunction with inhibiting translocation of NF-

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) 
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- - super-oksid anjon 

AB - Alchajmerova bolest 

ALS -  

AP-1  protein aktivator 

ARG1 - arginaza 1 

ATF2 - aktivacioni transkripcioni factor 2 

ATP - adenozin trifosfat 

 - 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  

EAE - eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis 

eNOS - endotelska azot-monoksid sintaza 

ERK (engl. extracellular signal-regulated kinase) - 

v  

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-  - interferon gama 

IKK -  



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  

-  

JAK  janus kinaze 

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

KMB - krvno-mo  

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-  (engl. nuclear factor- - jedarni faktor-  

nNOS - neuronalna azot-monoksid sintaza 

NO  azot-monoksid 

NOS - azot-monoksid sintaza 

NOX - nikotinamid adenin dinukleotid fosfat oksidaze 

NRF2 - nuklearni respiratorni faktor 2 

ONOO- - 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  

PGE2 - prostaglandin E2 

PI3K - fosfatidilinozitol 3-kinaza 

PIP3 - 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) - r  

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-  (engl. transforming growth factor- - faktor transformacije rasta beta  

TLR (engl. Toll-like receptors) - -u 

TNFR  receptor faktora nekroze tumora-  

TNF-  - faktor nekroze tumora-  

TPM - traumatska povreda mozga 
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I UVOD 
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1. Neuroinflamacija 

je nepravilno 

o inflamatorni 

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

Neuroinflamac je 

 

privilegovanim tkivom u organizmu, u kome do 

aju direktne infekcije patogenima ili nakon avanja 

integriteta krvno-

-

CNS- ijalizovane imunokompetentne 

odgovaraju na homeostaze CNS-a aktivacijom, procesom tokom kojeg 

 u cilju eliminisanja nastale pretnje 

 CNS- , 

zajedno sa mikroglijom produkuju proinflamatorne citokine, hemokine, reaktivne 

engl. reactive oxygen species, ROS) i azotne vrste (engl. reactive nitrogen 

kako tokom 

 e aktivacije mikroglije (Gonzalez i sar., 2014). Tako 



2 

 

je stepena aktivacije mikroglije i progresije 

-a mikroglija je poslednjih godina predmet brojnih 

  su osnovni mehanizmi aktivacije mikroglije, s obzirom na to da je u 

pitanju veoma  proces  se ispituje sposobnost 

brojnih prirodn  jedinjenja u smislu sposobnosti 

modulacije mikroglijske reakcije, 

patologije CNS-a (Block i sar., 2007). 

2. Mikroglija   

Pio del Rio- -u 

-12% populacije s

Iako su prisutne u svim regionima CNS-a, njihova zastupljenost pokazuje regionalne 

 (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 

-u, dugo je 

gestacionog perioda 

Gomez 

mozak  i brzo prol

1 (engl. colony stimulating factor 1), interleukin-34 i faktor transformacije rasta-beta 

(engl. transforming growth factor- - su regulatori diferencijacije 

mikroglije tokom embrio

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 

-

stanjima. Tokom aktivacije mikroglije dolazi do intenzivne 
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eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis (EAE), animalni model multiple skleroze 

(Neumann i Wekerele, 2013). Ipak, monociti ne doprinose populaciji mikroglijskih 

primiraju 

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

Kada migriraju u CNS 

i brojnim tankim nastavcima 

koji 

konstantnom 

-

proizvoda (Nimmerjahn i sar., 2005).  

signaliziraju mikrogliji da je sve u redu i da aktivacija nije potrebna. U tom smislu 

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 sm

modela  povrede mozga, Parkinsonove bolesti i e lateralne skleroze (ALS) 

(Cardona i sar., 2006). Signalizacija posredstvom CD47, CD200 i CD22 koji se nalaze 

inhibira aktivaciju mikroglije (Saijo i Glass, 2011). Pretpostavlja se da TGF-

antiinflamatorni citokin prisutan u visokim koncentracijama u zdravom CNS-u
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predstavlja inhibitorni signal za aktivaciju mikroglije (Kim i sar., 2004). Osim toga, 

mikroglija ispoljava brojne receptore za neurotransmitere, neuropeptide i 

t neurona 

(Kettenmann i sar., 2013). 

Osim nadzorne uloge, mikroglija ima i druge funkcije u zdravom tkivu CNS-a, 

 

Eksperimenti in vitro pokazali su da 

(engl. insulin-like growth factor 1), neurotrofni faktor poreklom iz mozga (engl.brain-

derived neurotrophic factor), TGF- engl. nerve growth factor) 

(Saijo i Glass, 2011). S obzirom na to neurogenezu, 

aciji i diferencijaciji neuronalnih 

eliminaciji nepotrebnih sinapsi . Osim u razvoju, ona ovu funkciju obavlja 

nefunkcionalne sinapse (Kettenmann i sar., 

2013, Wake i sar., 2013). 

3.  Aktivacija mikroglije 

homeostazi CNS-a, odgo

parenhimu CNS-a , i koji 

Stoga se mikroglija aktivira tokom 

infekcije, ishemije, povrede i u neurodegenerativnim bolestima, (Hanisch i Kettenmann, 

2007; Kreutzberg, 1996) tivaciji 

 (Frick i sar., 2013).  

Mikroglija detektuje prisustvo patogena posredstvom membranskih receptora koji 

prepoznaju molekulske motive. Molekulski motivi patogena (engl. pathogen-
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associated molecular patterns, PAMP) su mali molekuli ili delovi molekula

ugljeni hidrati, nukleinske kiseline i peptidi , ali ne i 

. Receptori namenjeni prepoznavanju PAMP konstitutivno su 

eksprimirani na membrani mikroglij , a njihova ekspresija se u nakon 

aktivacije (Aloisi, 2001). 

postoji bogata kolekcija receptora koji su namenjeni prepoznavanju molekulskih motiva 

koji se j - engl. danger-

associated molecular patterns, DAMP). Receptori namenjeni prepoznavanju svih 

 zbirno se nazivaju receptori molekulskih motiva (engl. 

pattern recognition receptors, PRR) ili receptori primitivnih molekulskih motiva (eng. 

p

prethodi razvijanju adaptivne imunosti. Receptori PRR porodice se u zavisnosti od 

lokalizacije dele na membranske i endocitske PRR. U membranske PRR ubrajaju se 

engl. Toll-like receptors, TLR) i C-tip lektinski receptori, dok su 

endocitski PRR -u (engl. nucleotide-binding oligomerization 

domain), 

-u 1, kao i pojedini 

ogu u odgovoru na 

patogene 

lipopolisaharid bakterijskog zida 

gram negativnih bakterija  i drugi moleku

sar., 2011; Hanisch i Kettenmann, 2007). 

aktivaciju mikroglije je i odsustvo liganada koje konstitutivno eksprimiraju neuroni 

(Hanisch, 2013). 

Slika 1). Nakon 

aktivacije, o

 uslovima telo mikroglije ne menja mesto, jer mikroglija ispoljava takozvanu 

M , kada  
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molekul posredstvom PRR receptora vezuje signal, postaje 

pokretljiva i mest  ili izvora infekcije (Nimmerjahn 

o

 ekspresijom i preraspodelom 

membranskih 

 dolazi do aktivacije 

proinflamatornih i imunoregulatornih molekula. U zavisnosti od prirode i obima 

-

  

adaptivni imunski odgovor, usled svoje sposbnosti 

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

 

Slika 1. 

sar., 1996. 

gama u 

povezani 

sa odgovorom TH , -

alfa (TNF- povezan sa ovom 

povezanih sa odgovorom TH

TGF-  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).  

na infekciju, povredu, ili prisustvo LPS-a, mikrogliija se aktivira i st

M1 fenotipa, 

citokina, sposobnost fagocitoze i ekspresija molekularnih markera CD86 i inducibilne 

azot-monoksid sintaze (iNOS). Sa druge strane, u odgovoru na antiinflamatorne 

citokine, interleukin-4 (IL-4) i IL-10, mikroglija zadobija karakteristike M2 fenotipa, 

koji odlikuje tanki i nastavci, prisustvo molekularnih markera 

CD206 i arginaze-1. Aktivacija M1 mikroglije povoljna je 

otpada

ekontrolisanu aktivaciju 

inflamatornih medijatora, - -6 (IL-6), interleukin-1 (IL-1), 

azot-

nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADPH) oksidaza (NOX) koji produkuju 

superoksid- 2
-), koji potom dovodi do stvaranja H2O2 i drugih 

reaktivnih vrsta, koje, , 

da su odgovori mikroglije daleko heterogeniji i kompleksniji

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 g 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 

zavisi od brojnih faktora, -

IL- drugi parakrini, 

autokrini i endokrini signalni molekuli (Block i sar., 2007). Signalizacija preko 
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dovesti 

do smanjenja aktivacije mikroglije (Saijo i sar., 2013). Premda po morfologiji mogu 

 efikasniji odgovor -a, 

2011). 

 

Slika 2. Aktivacija mikroglije.  

-
fagocitozom i produkcijom neurotrofnih faktora, proteaza, IL-4, arginaze 1 (ARG1) i enzima koji 

 insulin (engl. insulin- -

i sar., 2014. 
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4. Uloga mikroglije u neurodegeneraciji 

Neurodegeneracija, odnosno progresivni gubitak strukture i funkcije neurona, u 

osnovi je brojnih patologija CNS-

lateralna skleroza (ALS), ishemija, 

posredstvom dva mehanizma (Slika 3). U prvom 

nje neurona koje pak dovodi do njene 

dovodi do masovne neurodegeneracije. Proinflamatorni medijatori koje mikroglija 

Heneka i sar., 2014.). Signalni molekuli koji dovode do aktivacije mikroglije se 

-

vezuje za TLR4 receptor na mikrogliji i dovodi do njene aktivacije. U PB, 

dopaminski 

-sinuklein i neuromelanin, koji dovode do aktivacije mikroglije. S druge 

strane, u MS-u 

bivaju aktivirani mikroglijom (Strachan-Whaley i sar., 2014). 
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Slika 3. Mikroglija u neurodegeneraciji. 
putem dva mehanizma. Preuzeto iz Block i sar., 2007. 

4.1. Citokini 

Citokini predstavljaju funkcijski povezanu grupu malih polipeptida koji autokrino 

plas

citokin

 veoma kratkom vremenskom periodu. Uloga citokina je da u 

akutnim pato iniciranjem, propagacijom 

da postanu izuzetno 

mogu podeliti 

i jednu i drugu ulogu u zavisnosti od stanja u kome se tkivo nalazi. Citokini mogu 

PB pacijenata (Blum-Degen i sar., 1995; Mogi i sar., 1994), kao i u serumu, likvoru i 

 

da proinflamatorni citokini doprinose razvoju MS-
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u neurodegen

proinflamatornim citokinima TNF- - -6, IFN- -

-

produkuju i astrociti, oligod

2012). 

4.1.1. Faktor nekroze tumora-  

TNF-

-

kao 

homeostatskim uslovima TNF- 

vode (Plata-Sa -

a

koncentracija TNF- -

AB, PB, encefalopatije izazvane humanim virusom imunodeficijencije (HIV), 

 

TNF-

va receptora  receptor 1 

(TNFR1) i receptor 2 za TNF-

domen za koji se vezuju adapterski proteini koji aktiviraju kaspaze 8 i 10, a ovi enzimi 

aktivira i jedarni 

faktor-kB (engl. nuclear factor-kB, NF- 

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 

ostvaruju i antiapoptotski efekat, pa se pretpostavlja da TNF- ati i 

da se napomene da aktivacija navedenih signalnih puteva dovodi 

do ekspresije brojnih citokina, hemokina i drugih proinflamatornih molekula koji 
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membranska forma TNF-

do kraja , ali je poznato da dolazi do aktivacije NF- kB i protein kinaze B 

(PKB/Akt) (Fischer i sar., 2015). 

-  

-  svi navedeni signalni 

putevi (Bozic i sar., 2015a; Shi i sar., 2015). U inflamaciji, aktivirana mikroglija 

- izaziva 

i TNF- se za receptore na mikrogliji i aktivacijom proinflamatornih 

-

gova koncentracija u 

2+ i proizvodnje ROS.  

- pozitivna petlja 

inflamaciju i smrt neurona. TNF-

da je ovaj mehanizam dejstva TNF- -a u kojima je 

- Llado, 2014). Nivo TNF-

razvojem bolesti kod MS pacijenata (Merrill i Benvensite, 1996), a porast TNF-

- r

pokazano je 

- - -

-u i da potpuna inhibicija 

njegove signalizacije n i nivoi TNF-

i 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 fakt

proizvode antitela (Hirano i sar., 1985). U proteklih trideset godina otkrivene su brojne 

funkcije ovog citokina u organizmu. Iako se prevashodno posmatra kao proinflamatorni 

citokin, IL-6 u CNS-u ima i druge -

U CNS-u IL-6 proizvode mikroglijske i endotelsk

- -a koje se odlikuju 

ncentracija IL-

TPM pacijenata (Kossmann i sar., 1995), pacijenata obolelih od sistemskog eritemskog 

lupusa (Hirohata i Miyamoto, 1990), HIV-

je 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 , ne i studije u kojima je pokazano da se 

koncentracija IL-

2002). kspresijom IL-6, kao i sa 

IL-6 , kako u kontrolnim uslovima, 

tako i nakon stimulacije LPS-om (Sierra i sar., 2007). Kod AB pacijenata IL-6 se 

-6  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-

membranskoj ili solubilnoj formi (sIL-6R).  da IL-

sIL-6R -u (Jones i sar., 2001). 

Nakon vezivanja IL-6 za receptor, regrutuje se dimerizovani glikoprotein 130 (gp130), 

koji . 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-
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interferonima (Arulampalam i sar., 2011; Lin i Lin, 2010), dok STAT3 aktivira gene 

sar., 2000). IL- engl. mitogen-activated 

 na stres, kao i 

fosfatidilinozitol 3-kinazni (PI3K)/Akt signalni put koji je nedovoljno okarakterisan u 

kontekstu efekata koje IL-6 proizvodi (Spooren i sar., 2011).  

Pored proinflamatorne uloge, IL-

antiinflamatorna svojstva (Eskes i sar., 2002). Uloga IL-6 u CNS-u je  i zavisi od 

nalazi, prisustva IL-6R i sIL-6R, faze neuroinflamacije, koncentracije IL-6 i regiona 

CNS-  

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),  IL-2, IL-3, TNF, IFN-

 faktor kolonije granulocita-makrofaga (Fiorentino i sar., 1989). Pokazano je 

da IL-10 inhibira produkciju i drugih -

-6, IL-8 i IL-  

antagonista za IL-1 receptor i solubilnog receptora za TNF- -10 inhibira 

prezentaciju antigena na monocitima/makrofagima, 

glavnog kompleksa tkivne podudarnosti II klase (engl. major histocompatibility 

complex, MHC) i kostimulatornih i adhezionih molekula (Sabat i sar., 2010). Na 

periferiji IL- munski odgovor, dok 

su u CNS-  

Neki od -10 su TLR4, CD209 i dektin-

1 (Kwilasz i sar., 2014). Nekoliko signalnih puteva  transkripciju IL-10 gena, 

 MAPK (ERK i p38) i NF- , 

proinflamatornih citokina (Saraiva i O'Garra, 2010). IL-10 ostvaruje efekte 

za heterotetramerni receptor sastavljen od dve IL-10R1 i dve IL-10R2 subjedinice, koji 
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aktivira JAK1 i tirozin kinaze 2, -

aktivaciju NF-  

proinflamatornih citokina. Neki od proteina koji se aktiviraju su A20-

NF- -

supresori citokinske signalizacije 1 i 3 (engl. suppressor of cytokine signaling, SOCS) 

koji dovode do degradacije p65 subjedinice NF-

-10 preko aktivacije p38 indukuje ekspresiju hem 

oksigenaze-1 (HO-

-monoksida (CO). Inhibicija sinteze 

HO-1 suzbija antiinflamatorni efekat IL-

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

Neuroprotektivno delovanje IL-10 demonstrirano je u  

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- u 

-10 smanjuje inflamatorni odgovor 

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

4.2. Azot-monoksid 

NO je signalni molekul koji  u organizmu. S 

obzirom na to da je NO mali i nepolarni molekul, on lako prolazi kroz 

membranu i ostvaruje brz i neposredan efekat u U CNS-u NO ima 

 ulog  u transmisiji, dugotrajnoj potencijaciji i 

dok u visokim 

 

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 endotelsk

krvnih sudova, inducibilna NOS (iNOS) se eksprimira u mikrogliji i astrocitima u 



16 

 

odgovoru na inflamatorne stimuluse i endotelna NOS (eNOS), lokalizovana u 

Neuronalna NOS i 

endotelna NOS konstitutivno se eksprimiraju i njihova aktivnost zavisi od koncentracije  

Ca2+ i njena aktivnost ne zavisi od Ca2+ (Yuste i sar., 

2015). Ekspresija i  pod uticajem brojnih faktora. Primera radi, glijske 

-a u odgovoru na LPS i druge bakterijske i virusne 

produkte, proinflamatorne citokine (IL- - -

-metil-4-fenil-1,2,3,6  

U ekspresiju iNOS-a 

 su brojni -

sar., 2010). Nakon aktivacije NF-

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

Tokom neuroinflamacije, aktivacija iNOS-

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 

 

2
- i formira peroksinitrit (ONOO-

veoma opasan molekul u im sistemima. Destruktivan efekat RNS na 

komponente naziva se nitrozativni stres (Doherty i sar., 2011). Azot monoksid u 

 na 

to onemog ava glikolizu nitrozilacijom gliceraldehid-3-

fosfat dehidrogenaze (GAPDH) -a i time 

do nekroze. Azot monoksid da pokrene apoptozu aktivacijom proapoptotskih 

proteina, aktivacij

 i -

metil-D-aspartat (NMDA) receptora i  ulaska Ca2+ u neurone. S obzirom na to 

je Ca2+, ovaj sled 
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2001) i ALS (Boll i sar., 2003). 

4.3. Ciklooksigenaza 2  

COX je enzim koji katalizuje konverziju arahidonske kiseline u prostanoide, 

oslobode u velikim koncentracijama 

proizvode 

2 (PGE2 -6 u 

astrocitima. Osim prostaglandina, tokom aktivacije COX-a dolazi i do formiranja 

 

Pored konsitutivne izoforme (COX-1),  

proinflamatornih molekula eksprimira i inducibilna forma (COX-

ulogu u inflamaciji (Minghetti, 2004). COX- a 

za homeostatsku produkciju prostaglandina. COX- prisutna 

u nivou korteksa, hipokampusa, hipotalamusa i 

amigdala  (Phillis i sar., 

2006) -

intravenske aplikacije 

LPS-a pacovima (Elmquist i sar., 1997), kao i posle tretmana LPS-om mikroglijskih 

Levi, 1995). Ekspresija COX-2 je regulisana na 

transkripcionom i post-transkripcionom nivou (Minghetti i sar., 2004). Brojni 

transkripcioni faktori aktiviraju COX-

- moto i sar., 1995). Smatra se da je 

ekspresija iNOS i COX-2 blisko povezana,  da isti transkripcioni faktori 

aktiviraju transkripciju gena za oba enzima. Pored toga, NO i peroksinitrit aktiviraju 

COX- -transkripcionom ili 
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translacionom nivou, kako -2 

transkripcije COX-2 (Mollace i sar., 2005). Pored toga, pokazano je da je NO 

neophodan za dugotrajnu ekspresiju COX-

zakl -2 enzima blisko povezana i da je 

 

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 

 i 

i po okolno tkivo. Neuroni su 

posebno osetljivi, 

 

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). 

2
-

2O2 (Kallapura i sar., 2014). 

familije NOX enzima. Ovi enzimi katalizuju transfer elektrona sa NADPH do 

2
- koji dovodi do produkcije drugih 

reaktivnih vrsta. Kod sisara je opisano sedam izoformi 

anu (Nayernia i sar., 2014). 



19 

 

indukcija ekspresije u inflamatornim uslovima (Wu i sar., 2006; Fischer i sar., 2012). 

2O2, koji nasta 2
- 

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

2
- i H2O2 

o 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 iNOS-a u 

aktiviranoj mikrogliji (Min i sar., 2004; Pawate i sar., 2004; Cordle i Landreth, 2005). 

2
- formiraju ONOO-, molekul koji pokazuje daleko 

-

- cije 

kompleksu II/III, citohrom oksidazi (kompleks IV), ATP sintazi, akonitazi, SOD, 

kreatin kinazi i drugim proteinima,   (Brown, 1999). 

Posle redukcije ONOO- brzo disosuje na azot-dioksid (N2

jaka oksidaciona sredstva. S obzirom da ometaju respiraciju u mitohondrijama, NO i 

ONOO- 2
- i H2O2. Osim toga, RNS mogu da inhibiraju 

katalazu i glutation peroksidazu, enzime koji katalizuju razlaganje vodonik peroksida do 

reaktivnih vrsta (Brown i Borutaite, 2002). 

Svi slobodni radikali dovode do peroksidacije lipida , pri 

-

aldehidi. Ovi aldehidi su relativno stabilni, mogu da difunduju sa mesta gde su nastali i 

proizvoda lipidne 

je u 

neurodegenerativnim oboljenjima  

obolelih od MS-  
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, 

aktiviraju kinaz

2014). Pored toga, ROS i RNS mogu uticati i na transkripcione faktore. Tokom 

-

nuklearni respiratorni faktor 2 (NRF2). Pretpostavlja se da ROS aktiviraju IkB kinaze 

-

ks homeostazu (Nayernia i sar., 2014). 

Enzimi 

koji detoksifikuju slobodne radikale  SOD, enzim koji katalizuje 

2
- do H2O2, katalaza (CAT) koja katalizuje pre  H2O2 u H2O, kao i 

 glutation reduktaza (GR) i glutation 

peroksidaza (GPx) (Uttara i sar., 2009). 

S obzirom na to 2
-, porodica SOD enzima predstavlja prvu liniju 

ksidativnog stresa. R  

se u citoplazmi, 

(Johnson i Giulivi, 2005). Mutacije u 

SOD1 i SOD2 

dovedene su u vezu sa brojnim neurodegenerativnim oboljenjima. Tako je kod 

2 

plaka (Li i sar., 2004), dok su p oligomerizacija 

pokazani i 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 

NO 

ekspresija SOD2 i SOD1 u LPS-

oksidativ

Regulatorni delovi gena za SOD pod kontrolom su nekoliko transkripcionih faktora, od 

kojih je NF- za transkripicju SOD1 i SOD2 (Rojo i sar., 2004; Storz i sar., 
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2005; Morgan i Liu, 2011), dok je NRF2 za transkripciju SOD3 (Rojo i sar., 

2014, Gan i Johnson, 2014). Iako aktivacija NF-

i da indukuje ekspresiju antioksidativnih 

enzima. Pretpo

antioksidanasa (Rojo i sar., 2014). 

Vodonik-

e u normalnim uslovima, s obzirom na to  sa nokautiranim 

genom za CAT normalno razvijaju. K je ipak, a smanjena 

efikasnost mitohondrijske respiracije u uslovima oksidativnog stresa, pa 

(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-

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

Glutation je glavni neenzimski antioksidans u mozgu 

-glutamil-cistein 

sintetaza i glutation sintetaza, -a (Dringen i sar., 2000). 

 koncentracije glutationa od astrocita i neurona, 

ukazuje na postojanje sopstvenog mehanizma odbrane od ROS i RNS (Hirrlinger i sar., 

2000). Postoji nekoliko  koji glutation obavlja svoje funkcije (Slika 4). 

2
-, NO, ONOO- i druge reaktivne vrste i donor je 

elektrona u reakciji redukcije H2O2 i drugih peroksida koju katalizuje GPx. U mozgu je 

da je ovo glavni put detoksifikacije H2O2  voda. Uz to, redukovani 

oblik glutationa (GSH) oksiduje se do glutation disulfida (GSSG), GSH se obnavlja u 

reakciji koju katalizuje GR, je NADPH davalac elektrona
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 disulfidne mostove olnih grupa proteina, 

 . On deluje kao kofaktor u reakcijama izomerizacije, predstavlja 

i kao neuromodulator 

itoplazmi, mitohondrijama, 

 

odnosu na GSSG (100:1), ali ovaj odnos se 

stresa ili apoptoze (Circu i Aw, 2010). 

 

Slika 4. Glutation kao antioksidans. 

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

se 

od indukovanog oksidativnog i nitrozativnog stresa (Chatterjee i sar., 2000; Moss i 

GSH dovodi do oksidativnog stresa 

i inflamatornog odgovora (Lee i sar., 2010a), dok je indukcija sinteze GSH povezana sa 

oboljenja. 
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5. Signalni putevi u aktivaciji mikroglije 

Tokom aktivacije mikroglije dolazi do aktivacije nekoliko signalnih kaskada i 

signalne kaskade i NF-  

5.1. MAPK signalne kaskade 

tivnosti MAPK je dovedena u vezu sa brojnim 

ERK5 (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)) 

(Pearson i sar., 2001). To dovodi do aktivacije transkripcionih faktora, ko-aktivatora i 

nukleozomskih 

aktiviraju MAPK su geni ranog odgovora, 

translacija i u direktnoj su vezi sa , 

njihovu brzu aktivaciju (Hazzalin i Mahadevan, 2002). 

5.1.1. ERK signalna kaskada 

Signalna kaskada ERK  aktivira se u odgovoru na mitogene i faktore rasta i u vezi 

. Sa druge strane, ERK se aktiviraju i 

odgovoru i inflamaciji (Kyriakis i Avruch, 2012).  



24 

 

U mozgu oko rasprostranjene dve izoforme ERK-a: p44 MAPK (ERK1) i 

 - GTP-

, koji potom aktivira Raf kinazu koja pripada MAPKKK familiji. Raf 

ja), 

(Kyriakis i Avruch, 2001). Aktivirane ERK1 i ERK2 potom 

u citoplazmi i jedru. Glavni transkripcioni faktori koje ERK aktiviraju su Elk1 koji 

aktivira c-Fos, zatim c-Myc, c-Jun, aktivacioni transkripcioni factor 2 (ATF2) i CREB 

(Koistinaho i Koistinaho, 2002). 

U neurodegenerativnim bol

ERK- (Koistinaho i 

Koistinaho, 2002). Ta timulacija mikroglije u kulturi LPS-om 

dovodi do aktivacije ERK kaskade koja NO i TNF-

sar., 1998; Bhat i sar., 1998). K aktivacija 

ERK-a 

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. JNK signalna kaskada 

Signalna kaskada je , 

aktivacije 

signalnih puteva koji se aktiviraju (Butterfield i sar., 1999). JNK signalnu kaskadu 

radikali, ishemija, nedo

Herdegen, 2000). 

Porodicu 

aktiviraju ushodne kinaze ASK1 (pripada MAPKKK porodici) i MKK4 i MKK7 

(pripadaju MAPKK porodici). Kada se aktivira, JNK mo  e citoskeletne 

proteine (neurofilamente, tau protein, proteine povezane sa mikrotubulama), 
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na njegovu 

kinaze bitne za izrastanje neurit

aktivacije (Gelderblom i sar., 2004). JNK2 i JNK3 brzo prelaze iz citoplazme i 

aktiviraju nekoliko transk  c-Jun, ATF2 i Elk-1 (Waetzig i 

Herdegen, 2004). 

Aktivacija JNK-a u CNS-u dovedena je 

Morishima i sar., 2001)  i indukovane kainatom 

(Yang i sar., 1997). Smatra se d aktivacije JNK-a u vezi sa njihovim 

dejstvom na ciljni protein, jer uglavnom  

procese 

do apoptoze, dok sa druge strane inhibiraju antiapoptotsku familiju proteina Bcl-2. 

-Jun dovodi do 

degenerativnih efekata u CNS-  je pokazano je da 

JNK igraju ulogu u aktivaciji mikroglije. JNK se brzo aktiviraju u mikroglijskim 

isanim LPS-om, TNF-  

tela i transkripciji proinflamatornih gena koji dovode do sinteze COX-2, TNF-

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 

 

5.1.3. Signalna kaskada p38 MAPK 

Signalna kaskada p38 MAPK aktivira se u odgovoru na brojne proinflamatorne 

2002). 

sa oznakama - . Geni koji kodiraju za 

izoforme aktivni su 
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izoforma 

aktivira TGF- a koje pripadaju MAPKKK porodici. Ove kinaze 

fosfor ) koje potom aktiviraju p38 MAPK 

aktiviraju ATF2, MEF2A/C (engl. myocyte enhancer factor 2A/C) i stresom aktivirani 

protein 1a (SAP1a), -1 

(Koistinaho i Koistinaho 2002; Kyriakis i Avruch, 2001). Pokazano je da aktivacija p38 

L-1, IL-6, TNF- -

Ridley i sar., 1997). 

Kao i ERK i JNK, p38 MAPK signalna kaskada je dovedena u vezu sa 

tih patologija CNS-a. Aktivacija p38 MAPK u 

-

je da p38 MAPK igra ulogu u 

-

proinflamatornih medijatora, - -2 i NO (Svensson i sar., 2011; 

Yoshino i sar., 2011; Matsui i sar., 2010).  

5.2. PI3K/Akt signalni put 

i proliferaciji. Akt (PKB) je serin/treonin protein k

-

terminalnog plekstrin homolognog (PH) domena, cent

domena i malog regulatornog domena na C-terminusu (Liu i sar., 2009). 
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povezanih sa proteinima 

 membranski lipid, fosfatidilinozitol (4,5)-bifosfat (PIP2)  

sekundarni glasnik fosfatidilinozitol (3,4,5)-trifosfat (PIP3). PIP3 

 

(Jha i sar., 2015) koji su neophodni za punu aktivaciju (Alessi i sar., 1996). Akt zatim 

3 glikogen sintaze , NF- 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 

NF-  

5.3. NF-  

NF-  

gena (Sen i Baltimore, 1986). Danas se zna da je NF-

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

NF- -Rel, p50, p52. Ovi 

proteini formiraju homodimere ili heterodimere, vezuju se za ciljne sekvence i mogu da 

ostvare pozitivan ili negativan uticaj - porodice 

imaju Rel homologni domen na N-

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 
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NF- jedinicom 

prot - -

drugih i dovodi do aktivacije NF-   

Alterna  CD40, limfotoksin B 

i aktivacioni faktor B limfocita  

(Oeckinghaus i sar., 2011). 

NF-  u CNS-u

-

u jedru neurona konstitutivno aktivan. Pretpostavlja se da je ova bazalna aktivnost u 

-

Kaltschmidt, 1997). Smatra se da NF- a koje 

neuroni primaju preko 

- -

, 

-

-

proinflamatorne prirode (proinflamatorni citokini, iNOS, COX-2), ali ima i onih koji 

ostvaruju protektivno dejstvo u CNS-u (SOD2, IL-10). Aktivacija NF-

-

inflamatorno stanje. Tako aktivacija NF-

neurona (Mattson i Camandola, 2001).  

NF- ima dvojnu ulogu u neurodegenerativnim oboljenjima. Sa jedne strane, 

NF- -apoptotskih gena u neuronima i tako p  njihovo 

, jer indukuje sintezu 
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-

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-

kulturi 

 koristan model sistem za 

, s obzirom na to da se mnogi parametri aktivacije ne mogu 

odrediti u in vivo sistemu. In vitro je procvat kao 

ker, 1986) uspostavili 

otrajan proces koji zahteva 

U upotrebi su BV- elijske linije 

BV-

si i 

sar., 1990). S obzirom na to 

utika (Henn 

i sar., 2009). 

-

dolazi do aktivacije signalnih puteva MAPK i NF-

citokina i slobodnih radikala. Stoga se stimulacija LPS-om koristi za aktivaciju 
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mikroglije u in vitro uslovima (Block i sar., 2007; Hanisch, 2002; Kloss i sar., 2001). 

-om su prikazani na 

Slici 5. 

 

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

7. Terapijski potencijal benfotiamina 

Kao 

stanja. 

mikroglijsku aktivaciju, u cilju smanjenja neuroinflamacije. 

Benfotiamin (S-benzoiltiamin O- -acil derivat vitamina 

lika 6, Balakumar i sar., 2010). S obzirom na to 
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  zamena u 

stanjima koje se odlikuju nedostatkom vitamina B1 (Hammes i sar., 2003; Wu i Ren, 

rouzrokovana 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). 

 

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

aminokiselina, tiamin ima i druge funkcije u CNS-u (Ba, 2008). Nedostatak tiamina u 

CNS- -

barijere, disfunkcije astrocita i inflamacije (Ke i sar., 2003). Nedostatak tiamina je 

-Korsakovljev sindrom, AB, MS, ALS i PB (Jhalla i Hazell, 2011). 

kazano da nedostatak tiamina u CNS-u prati aktivacija mikroglije (Wang i 

Hazell, 2010). 

Posle oralne administracije, ekto-alkalne fosfataze u digestivnom traktu 

-benzoiltiamina koji potom prolazi kroz membrane 

lija 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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Pretpostavlja se da jetra 

u plazmi posle oralne primene benfotiamina u odnosu na ekvivalentne doze tiamina 

(Balakumar i sar., 2010). O

kojima je analizirana koncentracija tiamina i njegovih derivata u CNS-u posle oralne 

administracije benfotiamina 

dana duge) primene benfotiamina (Volvert i sar., 2008). Sa druge strane, Pan i sar. su 

 koncent

ispitivala efekat tretmana benfotiaminom u periodu od 6 meseci pokazano je dra  

difosfata u mozgu pacova (Netzel i sar., 2000). Iz 

 

patija i 

retinopatija izazvanih dijabetesom (Hammes i sar., 2003; Stracke i sar., 2001; Stirban i 

sar., 2006

hiperglikemije: put heksozamina, stvaranje krajnjih metabolita neenzimske glikozilacije 

i signalni put koji aktiviraju diacilglicerol i protein kinaza C. Pretpostavlja se da ovaj 

prevodi gliceraldehid 

3-fosfat i fruktozu 6-fosfat u pentoza 5-

smanjuje aktivaciju NF-

sa izazvana dijabetesom 

-Isik i 

sar., 2006). 

Prethodne studije su pokazale da benfotiamin 

-a. Pored povoljnog dejstva koje ima u tretmanu 
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neuropatija izazvanih dijabetesom

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., 

 

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-

razvoj LPS-om indukovanog uveitisa kod pacova (Yadav i sar., 2009). Ist koja 

su pokazala da benfotiamin smanjuje aktivaciju makrofaga in vitro,  

aktivaciju NF- , kao i produkciju proinflamatornih 

medijatora (Yadav i sa  

njegovog dejstva u CNS-  S obzirom na povoljan efekat 

 



 

 

II CILJEVI
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postoji od efikasna terapija. Kako 

-a. Benfotiamin je bezbedan i efikasan analog vitamina B1 koji 

pokazuje antiinflamator in vivo i in vitro 

, 

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 

. Efekti benfotiamina 

ispitivani su na BV- -

jedan od validnih modela mikrogli

neposredni ciljevi: 

1. Ispitati efekat benfotiamina na vijabilnost nestimulisanih i LPS-om stimulisanih 

BV-  

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

stimulisanih BV-  

3. Utvrditi antiiflamatorni potencijal benfotiamina analizom proinflamatornih i 

antiinflamatornih medijatora aktivirane BV-2 mikroglije.  

4. Ispitati antioksidativni potencijal benfotiamina u aktiviranim BV-2 

mikroglijskim   

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-  

 



 

 

III MATERIJAL I 
METODE
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1. Materijal 

K nabavljeni su od ukoliko 

 

Tabela 1. Rastvori i puferi 

Naziv  

0,2 M Fosfatni pufer 

0,2 M NaH2  

0,2 M Na2  

pH 7.4 

PBS (engl. phosphate 
buffer saline) 

 

50 ml 0,2 M fosfatnog pufera 

 

dopuniti sa Mili-Q H2O do 1000 ml 

4% paraformaldehid 
(PFA) 

40 g paraformaldehida 

500 ml dH2O 

500 ml 0,2 M fosfatnog pufera 

1 M NaOH 

pH 7.4 

Pufer za vezivanje 
aneksina 

10 mM HEPES 

140 mM NaCl 

2,5 mM CaCl2 

pH 7.4 

Grisov reagens 

0,1% N-(naftil)-etilenediamin-
(A) 

1% sulfanilamid u 2% H3  

 

Rastvor moviola 
9,6 g moviola (Calbiochem, EMD Millipore, SAD) 

 

Pufer za liziranje 

50 mM Tris-HCl 

150 mM NaCl 

1% Triton X-100 

0,1% natrijum dodecilsulfat (SDS) 

10% glicerol 

pH 7.4 
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Rastvor luminola 

Za 100 ml radnog rastvora: 

1 ml luminola 

0,44 ml p-kumarinske kiseline u DMSO 

10 ml 1M Tris-HCl, pH 8.5 

88,6 ml Mili-Q H2O 

Gelovi za elektroforezu 

Gel za razdvajanje: 

5-10% akrilamid / bisakrilamid (29:1) 

1,5 M Tris pH 8.8 

10% SDS 

10% amonijum persulfat 

1% tetrametiletilendiamin 

 

Gel za koncentrisanje: 

4% akrilamid / bisakrilamid (29:1) 

0,5 M Tris-HCl, pH 6.8 

10% SDS 

10% amonijum persulfat 

1% tetrametiletilen diamin 

Pufer za uzorke  

(2  Lemli pufer) 

Pred upotrebu dodati 3% beta-merkaptoetanol 

(Bio-Rad, SAD) 

Pufer za elektoroforezu 

192 mM glicin 

25 mM Tris pH 8.3 

0,1% SDS 

Pufer za transfer proteina 

20% metanol 

192 mM glicin 

25 mM Tris pH 8.3 

TBST pufer 

 

50 mM Tris 

150 mM NaCl 

0,5% Tween 

pH 7.4 

Ponceau S boja 

Radni rastvor: 

1% Ponceau S boja 
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Tabela 2  

Naziv Sastav i  

10  PBS Dulbecco-ov PBS bez Ca2+ i Mg2+ (PAA Laboratories, Austrija) 

1  PBS 
900 ml sterilne vode 

100 ml sterilnog 10  PBS bez Ca2+ i Mg2+ 

penicilin/streptomicin 
ina i streptomicina, 10000 U/ml 

(Invitrogen, SAD) 

FBS 

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

inaktiviran zagrevanjem na 44  53  

RPMI 1640 medijum za 
 

RPMI 1640 medijum sa 25 mM HEPES-om i 2 mM  
L-glutaminom (Invitrogen, SAD) 

10% FBS 

1% penicilin/streptomicin 

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

 

Tabela 3  

Naziv   

Aneksin V  Santa Cruz 

Propidijum jodid  Santa Cruz 

Hoechst 0,025  Invitrogen 

Faloidin 1:50 Invitrogen 
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Tabela 4. Sterilni rastvori za izolaciju RNK i analizu genske ekspresije 

Naziv  

DEPC tretirana voda 
dodati 1 ml 0,1% dietil-pirokarbonata (DEPC) u 1000 ml dH2O, 

 

voda bez DNKaze i 
RNKaze 

upH2O (Invitrogen, SAD) 

Reagensi za izolaciju 
RNK 

 

hloroform, (Zorka, Srbija); 

izopropanol (J.T. Baker, SAD); 

75% etanol napravljen u DEPC tretiranoj vodi 

TBE pufer (1 ) 

Tris-Borat-EDTA pufer (5 ) 

54 g Tris-a 

27,5 g borne kiseline 

20 ml 0,5 M EDTA 

dopuniti do 1 L sterilnom dejonizovanom vodom 

pH 8 

Gel za razdvajanje RNK 1% agaroza (Bioline, Velika Britanija) u TBE puferu 

Etidijum-bromid 
Rastvor etidijum- -Rad, 
SAD) 

Komplet za DNKazni 
tretman 

10  reakcioni pufer sa MgCl2 

DNKaza I/bez RNKaze 

25 mM EDTA 

(Fermentas, Litvanija) 

Komplet za sintezu 
cDNK 

10  pufer za reverznu transkripciju 

10   

25  dNTP Miks (100 mM) 

 

(Applied Biosystems, SAD) 

SYBR Green 
engl. PCR Master Mix gene expression assay (Applied 
Biosystems, UK) 
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Tabela 5 engl. 
 

 Poreklo   

iNOS zec, poliklonsko 
1:100 IF 

1:500 WB 
Abcam 

NF-  zec, poliklonsko 
1:200 IF 

1:2000 WB 
Santa Cruz 

fosfo-p44/42 MAPK 
(pERK) 

zec, monoklonsko 1:2000 WB Cell Signalling 

p44/42 MAPK (ERK) zec, monoklonsko 1:1000 WB Cell Signalling 

fosfo-SAPK/JNK zec, monoklonsko 1:1000 WB Cell Signalling 

SAPK/JNK zec, monoklonsko 1:1000 WB Cell Signalling 

fosfo-p38 zec, monoklonsko 1:1000 WB Cell Signalling 

p38 zec, poliklonsko 1:1000 WB Cell Signalling 

fosfo-Akt zec, poliklonsko 1:1000 WB Cell Signalling 

Akt zec, poliklonsko 1:1000 WB Cell Signalling 

lamin B koza, poliklonsko 1:1000 WB Santa Cruz 

-tubulin koza, poliklonsko 1:2000 WB Santa Cruz 

-aktin  1:5000 WB Sigma 

kaspaza 3 zec, poliklonsko 1:1500 WB Abcam 

CD40  1:200 FACS BD Pharmingen 

COX-2 zec, poliklonsko 1:1000 WB Santa Cruz 

MnSOD zec, poliklonsko 1:5000 WB Abcam 

katalaza zec, poliklonsko 1:5000 WB Abcam 

GPx zec, poliklonsko 1:5000 WB Abcam 

GR zec, poliklonsko 1:5000 WB Abcam 

 

Tabela 6 imunofluorescencu (IF) i vestern blot 
(WB) 

Usmereno Konjugovano sa Poreklo   

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 

 peroksidazom rena (HRP)  1:3000 WB Dako 
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Tabela 7  

Ciljni gen Sekvenca prajmera 
(bp) 

Temperatura 
vezivanja (  

TNF-  
f GCCCACGTCGTAGCAAACCAC 

r GGCTGGCACCACTAGTTGGTTGT 
117 64 

IL-6 
f TAGTCCTTCCTACCCCAATTTCC 

r TTGGTCCTTAGCCACTCCTTC 
76 60 

IL-10 
f GCTCTTACTGACTGGCATGAG 

r CGCAGCTCTAGGAGCATGTG 
105 60 

iNOS 
f GGTGTTCTTTGCTTCCATGCTAAT 

r GTCCCTGGCTAGTGCTTCAGA 
106 60 

PTGS2 
f TTCAACACACTCTATCACTGGC 

r AGAAGCGTTTGCGGTACTCAT 
271 64 

CAT 
f AGCGACCAGATGAAGCAGTG 

r TCCGCTCTCTGTCAAAGTGTG 
181 64 

SOD2 
f CAGACCTGCCTTACGACTATGG 

r CTCGGTGGCGTTGAGATTGTT 
113 64 

GPx 
f AGTCCACCGTGTATGCCTTCT 

r GAGACGCGACATTCTCAATGA 
105 64 

GAPDH 
f GTTGTCTCCTGCGACTTCA 

r TGGTCCAGGGTTTCTTACTC 
182 60 

ACTB 
f GGGCTATGCTCTCCCTCAC 

r GATGTCACGCACGATTTCC 
136 63 

 

Tabela 8
(engl. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, ELISA) 

 Poreklo   

TNF-   1:1000 eBioscience 

TNF-  zec, poliklonsko 1:1000 eBioscience 

IL-6 (primarno) zec, poliklonsko 1:100 PeproTech 

IL-6 (sekundarno) zec, poliklonsko 1:200 PeproTech 

IL-10 (primarno) zec, poliklonsko 1:100 PeproTech 

IL-10 (sekundarno) zec, poliklonsko 1:200 PeproTech 
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2. Metode 

2.1.  

, jer je za 

voj disertacij -2 

 (Blasi i sar., 

-raf i v-myc onkogene. BV-

 i 

sar., 1990, Henn i sar dobijena je od dr Albe Mineli sa 

 

BV- su u sterilnim flaskovima u RPMI 1640 medijumu e 

(T 2, na temperaturi od 37  

Medijum je menjan na svaka 2 dana, a konfluentnost je proveravana pod mikroskopom. 

Po dostizanju 70%-

ran jer su 

 

2.1.1. T  

adheriraju na podlogu, pa 

enzima koji raskidaju veze koje formiraju sa podlogom i . U ove svrhe 

PBS-om da bi se 

 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 (T

, 

0 ml i centrifugirana 5 minuta na 1000  
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1:1 i sipan u Neu

auer komorica ima 2 regiona sa po 9 ugraviranih kvadrata koji 

iz

 104  faktor . Jedan deo 

daljim eksperimentima dok je drugi deo zasejan  

2.1.2. Sejanje  

- -dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil 

sejane sa 96 

  104 

vijabilnosti i morfologije BV-

xCELLigence Real-Time Cell Analyzer Single Plate 

posejane 

 104 medijuma. Za merenje koncentracije nitrita i 

koncentracije citokina enzimskim imunotestom ELISA, posejano je 5  104 

 zasejano je po 3  105 

fluorimetrijom, izolaciju RNK, izolaciju proteina 

koncentracije ATP-a. Za imunocitohemi  je 8  104 

le sejanja sledila je inkubacija  

tretirane benfotiaminom i 

stimulisane LPS- Escherichia coli serotipa 

026:B6.  
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U zavisnosti od tretmana uspostavljene su  

 kontrolna, netretirana grupa 

 grupe tretirane benfotiaminom u koncentracijama  

 grupa stimulisana LPS-om u koncentraciji  

 grupe pretretirane benfotiaminom u koncentracijama 

periodu od 30 min, a potom stimulisane LPS-om u koncentraciji  

min, a zatim tretirane benfotiaminom i stimulisane LPS-  

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 

-

eks je direktno proporcionalan 

elijski indeks  

e  koju  li 

u  (Limame i sar., 2012). Ovom metodom 

vremenu. 

BV-2  u E-  tretirane 

benfotiaminom i stimulisane LPS-
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elija. U rezultatima 

 se 

 u datom trenutku podeli sa m indeksom u trenutku LPS 

stimulacije.  

2.3. MTT test vijabilnosti 

o se koristi MTT test koji se zasniva na 

 

 -

formazana -a (5 

-sulfoksida (DMS

 

2.4. Kristal violet esej  

Kristal violet (KV) je 

negativno naelektrisanih proteina, polisaharida i 

nukleinskih kiselina u vijabilnim adherentnim  

mera broja   -om, a zatim 

fiksirane sa 4% PFA 

om da bi se 

eta kao 
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2.5.  

et fluorescence. 

fluoroforom, 

ristikama. Ova 

U 

registruje 

populaciju BV-  

2.5.1.  

i kao posledica 

toga fosfatidil

  

 

su se odlepile od podloge). PBS-

pufera za vezivanje aneksina (T Tabela 3

fluorescein izotiocijanat fluoroforom (engl

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 

aneksin V pozitivne, a propidijum jodid negativne smatraju , dok se 

smatraju 

bile negativne i na aneksin V i na propidijum jodid. Min

analizirano, a rezultati su prikazani kao procenat   

2.5.2. Detekcija ekspresije CD40 kostimulatornog proteina 

BV- e su tretirane benfotiaminom i stimulisane LPS-om u periodu od 24 h, a 

potom pokupljene i isprane PBS- -

abela 5) pravljeno je u 10% FCS-u u PBS-

ta isprane PBS-

eksprimiraju CD40.  

2.6. Analiza morfologije BV-  

 

- -

obe

- -om i fazno 

kontrastne slike su odmah napravljene. Za bojenje F-

24 h, fiksirane k

-

-100, tokom 15 minuta. Ovaj 

-aktin je detektovan 

Tabela 3
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inkubirane sa faloidinom u periodu od 3

ispiranja PBS-om u trajanju od 5 minuta, i poslednjim ispiranjem u destilovanoj vodi, 

 (Tabela 3). 

noj vodi i pokrivene moviolom (Tabela 1), a 

  

 

ve  

2.7.  

iju reakcije na fluorescentnom mikroskopu. 

-

stimulisane LPS-om i tretirane benfotiaminom u trajanju od 24 

h, dok su za detekciju p65/NF- tretirane 30 min i potom analizirane, s obzirom 

da se translokacija NF-

signal za aktivaciju.  

Posle tretmana BV- -om, a zatim fiksirane sa 4% 

to je opisano u prethodnom 

ponovo isprane PBS-
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za NF- -

-

0,25% rastvorom Tritona X-100, 15 minuta, radi permeabilizacije membrane. Posle 

engl. bovine serum albumine, BSA) u PBS-u, 30 

minuta na sobnoj temperaturi. BV-

jem primarnog antitela (Tabela 5

usledilo ispiranje nevezanog antitela PBS-om, 5 puta u trajanju od 3 minuta. Potom su 

telom (Tabela 6), 1 h 

PBS-u (5  nom bojom. 

bez inkubacije sa primarnim antitelom bile su kontrola bojenja. Kod takvi

 

-

-

intenzitet fluorescence. U svakoj eksperimentalnoj grupi analizirano je minimum 200 

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.  

oji reaguje sa molekularnim 

kiseonikom i superoksidnim anjonom i formira peroksinitrit, nitrite (NO2
-) i nitrate 

(NO3
-
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ilnog NO produkta. 

-

(naftil)-etilenediamin dihidrohlorid sa ovim solima daje roze boju. S obzirom da Grisov 

reagens reaguje samo sa nitritima, nitrati se prvo redukuju do ni

metalnog kadmijuma.  

Posle 24 h tretmana pokupljeni su supernatanti BV-

supernatante su stavljene granule kadmijuma radi efikasne redukcije nitrata do nitrita. 

risovog reagensa (Tabela 1) 

razvijanja boje. Standardna kriva je konstruisana na osnovu poznatih koncentracija 

natrijum nitrita (NaNO2 od 570 nm, na 

 (SE)  

2.9. Izolacija RNK 

Prvi korak u analizi ekspresije gena od interesa jeste izolacija RNK. BV-

su poseja

bolje homogenizacije, a zatim 

 bela, a zatim su 

ostavljene na sobnoj temperaturi 3 minuta. Radi efikasnog razdvajanja faza, uzorci su 

 g. Posle 

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 

-  

 g. 

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

brzini od 7500  g, etanol je odliven, a epruvete su ostavljene na sobnoj temperaturi 15 

- da bi se 

2O (Tabela 4

apsorbance na 260 nm (Eppendorf BioPhotometer Spectrophotometer UV/VIS, 

Austrija). 

2.10. DNKazni tretman i reakcija reverzne transkripcije 

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 

 U DNKaze I (Tabela 4

trajanju od 30 minuta, a potom je DNKaza inaktivirana 

transkripcije. 

komercijalno dostupan komplet (Tabela 4) koji je 

ksiribonukleotide, 

 

reverzne transkriptaze i upH2O (Tabela 4

  

2.11.  

engl. polymerase chain reaction, PCR) je 

kciji 
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osnovu izolovane RNK. DNK polimeraza u PCR reakciji amplifikuje samo DNK od 

Mi smo koristili tehniku kvantitativnog PCR-a u realnom vremenu (engl. quantitative 

real-

 

r, miks dNTP i termostabilnu DNK 

polimerazu (Tabela 4

 Tabela 7) 

i up H2O. Reakcija se odvijala u specijalnoj sterilnoj 

Tabeli 7.  

Rezultati su analizirani u programu 7500 System software (Applied Biosystems, 

SAD). Nivo ekspresije gena od interesa (Tabela 7) 

od eksperimentalne procedure. Ovakvi geni se nazivaju endogene ili interne kontrole. U 

GAPDH -aktin (ACTB). Komparativni Ct 

engl. 

ciklus u toku amplifikacije kada fluorescentni signal prelazi prag detekcije. Ct vrednost 

vrednosti -
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2.12.  

ELISA antigen u 

koncentracija citokina TNF- -6 i IL-10 u supernatantu BV- kultura. 

- ra 

jem primarnog antitela (Tabela 8

isprane puferom za ispiranje (0,05% Tween u PBS-u) 4 puta, a potom je usledilo 

blokir -a za TNF-

IL-6 i IL-

dostupnih ci

sobnoj temperaturi. P

perksidazom iz rena. Avidin ima veliki afinitet za vezivanje biotina. Ovako se formira 

 antigen  sekundarno 

 avidin sa perkosidazom iz rena. Posle ispiranja 

rena. Za detekciju TNF- -tetrametilbenzidin 

(TMB). Posle inkubacije u mraku u trajanju od 15 minuta razvijena je plava boja. 

Reakcija je prekinuta dodavanjem 1M H3PO4 

a detekciju IL-6 i IL-

je 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) (ABTS) kao supstrat. Po 

dodatku ABTS-

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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 pg /ml.  

2.13.  

BV-

analize ekspresije proteina imunoblot metodom. Tretmani su trajali 5, 15, 30 i 60 

minuta, kao i 24 h, u zavisnosti od dinamike promene ekspresije posmatranih proteina. 

-om i 

lizirane puferom za liziranje (Tabela 1), kome je dodat miks proteaznih (Roche, 

osfataznih inhibitora 

(Pierce, SAD). Posle inkubacije na ledu u trajanju od 15 minuta, lizat je 

centrifugiran na 12 000  otpada. 

-  

2.14. Priprema citosolne i jedarne frakcije proteina 

dostupnog NE-PER Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents kompleta (Thermo 

Scientific, SAD), radi analize ekspresije i translokacije NF-

BV- -

psinizacijom i isprane 

PBS-om. Posle centrifugiranja od 3 minuta, na brzini od 500  

engl. 

Cytoplasmic Extraction Reagent I, CER I) kome je dodat miks proteaznih i fosfataznih 

engl. Cytoplasmic 

o vorteksovane, 

inkubirane na ledu 1 minut, a potom ponovo vorteksovane i centrifugirane 5 minuta na 

maksimalnoj brzini (16 000  

- . Jedarni talog je 

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  g. Dobijeni 

-  

2.15.  

zasnovanom na svojstvu bicinhoninske kiseline da detektuje Cu1+ koji se formira 

redukcijom Cu2+ 

dostupan komplet  (Pierce Biotechnology, SAD), prema 

 

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 

-dodecilsulfatom (engl. sodium 

dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-

% poliakrilamida (Tabela 1). Uzorci su pripremani sa puferom 

za uzorke (T

je komercijalno dos

mini aparaturi za elektroforezu (Mini-PROTEAN III 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, PV

za transfer (Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell, Bio-

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 (T

proveravano da li je prenos bio dobro obavljen. Membrane su potom isprane 

 

Posle prenosa proteina, membrane su inkubirane u 5% BSA u TBST puferu 

(T

vezivanja antitela. Usledila je inkubacija sa primarnim antitelom (Tabela 5

ne u TBST puferu 3 puta u trajanju od 10 minuta, 

ugovanim sa peroksidazom rena (Tabela 6), 

1h na sobnoj temperaturi. Posle ispiranja (3  10 minuta), membrane su inkubirane u 

rastvoru luminola (T

ni vezanog antitela. Program ImageQuant 5.2 je 

za analizirane proteine 

- -tubulina 

se ekspresija ne menja pod dejstvom tretmana. Tako dobijene vrednosti su prikazane u 

arbitrarnim jedinicama (za iNOS, 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- . R

. 
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2.18. 

 

U cilju analize parametara oksidativnog stresa i antioksidativne -2 

2
-, MDA i ukupnog glutationa, a analizirane su i 

-om i pokupljene 

. BV-

uzorak centrifugiran na brzini od 15 000  

skladi -  

2.18.1. Merenje koncentracije superoksid anjona 

2
-, 

metode koja se zasniva na redukciji nitro plavo tetrazolijuma (engl. nitro blue 

tetrazolium, NBT) do monoforma

-a je sat 

bi se smanjio napon kiseonika u medijumu. 

-a u odnosu na kontrolnu 

a NBT-a. 

2.18.2.  

Pokazatelj nivoa oksidativnog stresa je i s MDA, koji oslikava nivo lipidne 

peroksidacije i  se 

tiobarbituratne kiseline i MDA  i sar., 

minut pri brzini od 3000  

su prikazani u nmol MDA/ml. 
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2.18.3.  

Glutation je glavni neenzimski antioksidans u mi

Koncentracija 

-ditio-bis-2-

nitrobenzoevu kiselinu (DTNB) i GR. DTNB oksiduje 

-tio-2-

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 

 10-6 g NADH u 

dodavanjem 

 

2.18.4.  

Kao mer

SOD. Superoksid anjon, supstrat SOD

koja se odvija pod dejstvom molekularnog kiseonika u baznoj sredini. Tokom 

oksidacije epinefrina formira se proizvod roze boje. SOD reaguje sa superoksid 

sastojala iz 10 mM epinefrina, uzorka i 50 mM natrijum bikarbonatnog pufera pH 10,2, 

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 (CuZnSOD) je inhibirana dodatkom 5 mM KCN u reak

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 

CAT) u reak

2O2 u fosfatnom puferu, pH 7,2. 

Negativna kontrola je bila epruveta sa fosfatnim puferom umesto uzorka. Reakcija je 

zaustavljena dodavanj

2O2  

2.18.6. Analiza aktivnosti glutation peroksidaze 

na 340 nm. GPx katalizuje redukciju lipidnih hidroperoksida do alkohola i vode pri 

Potom se nastali GSSG reciklira ponovo do GSH uz 

kataliti ko dejstvo enzima GR i oksidaciju koenzima NADPH. Oksidacija NADPH do 

NADP+ 

meru aktivnosti GPx. Redukcija jednog mola GSSG zahteva jedan mol NADPH. 

Jedinica aktivnosti GPx defini

 

2.18.7.  

katalizuje redukciju GSSG u GSH uz oksidaciju koenzima NADPH do NADP+. 

dodati  0,1 M HCl i 6 M NAOH, a u kontrolu 4 mM GSSG. Apsorbanca je merena na 

- -460 nm. NAD i NADP imaju plavu fluorescencu u 

redukovanom obliku, ali ne fluoresciraju u oksidovanom obliku, pa se gubitak 

etljivu metodu. Kao 

+ 
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minuti, a rezultati su predstavljeni u jedinicama aktivnosti po mg proteina.  

2.19. -a 

Promene u e koncentracije ATP-a u BV-

benfotiaminom izmerene su primenom bioluminiscentnog kompleta (ATP 

Bioluminescent Assay Kit  

vrelom vodom, po opisanom protokolu (Yang i sar., 2002). Ukratko, BV-

tretirane benfotiaminom 30 min, a zatim stimulisane LPS-om u trajanju od 1h, 4h i 24h, 

ene 

tubice i potom kuvana 10 minuta, a zatim centrifugirana 5 minuta na 12 000  g, na 

 

od -

Konstruisana je ATP s -

a u uzorcima. Koncentracija ATP-a  u nmol ATP/mg proteina. Rezultati 

3 nezavisna eksperimenata 

ponovljena u triplikatu. 

2.20. Sta  

SE iz najmanje tri nezavisna 

 varijanse (ANOVA), 

p < 0,05 

 



 

 

IV REZULTATI
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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- in vitro modelu neuroinflamacije. 

Efekat benfotiamina  provere dejstva 

 

1. Efekat benfotiamina na i morfologiju BV-2 

 u kulturi 

1.1. Benfotiamin ne uti -  

Uticaj benfotiamina na vijabilnost BV-  

od 1 do 500 M. BV- ama tretiranim benfotiaminom u 

trajanju od 24 h ili pretretiranim benfotiaminom i stimulisanim LPS-om tokom 24 h. 

Benfotiamin nije uticao na vijabilnost nestimulisanih BV-

stimulisane LPS-om, ni u jednoj od navedenih koncentracija (Slika 7). U daljim 

koncentracijama  

 

Slika 7. Uticaj tretmana benfotiaminom i stimulacije LPS-om na vijabilnost BV-2 mikroglijskih 
 BV- stimulisane LPS-om u trajanju od 24 h i njihova 

odnosu na 
kontrolne, netretirane kulture Simboli na grafiku predstavljaju srednje 
vrednosti tri nezavisno izvedena eksperimenta ( SE). 



61 

 

1.2. Benfotiamin menja morfologiju BV-  

stimulisanih LPS-om 

Funkcijski status BV-2 u realnom vremenu analiziran je RTCA aparatom. 

Merenjem 

morfologiji i adheziji ispitivanih 

Slike 8 i 9). Tretman 

benfotiaminom u navedenim koncentracijama nije uticao na ski indeks (Slika 8).  

 

Slika 8. Status benfotiaminom tretiranih BV-  BV-
om. Na grafiku je prikazan normalizovan 

je tretirane benfotiaminom u 
koncentracijama  

-

indeksa u odnosu na kontrolnu grupu (Slika 9). Pretretman benfotiaminom doveo 

 stimulisanih LPS-om, a ovaj efekat je bio 

koncentraciji ski indeks vratila na kontrolni nivo. Da 

ksa posle tretmana posledica promena u 
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Slika 9. Uticaj benfotiamina na status LPS-stimulisanih BV-  
indeks BV- om. Na grafiku su prikazane normalizovane vrednosti og 
indeksa u kontrolnoj grupi grupi stimulisanoj LPS-om (LPS, crna linija) i 

ama stimulisanim LPS-om i pretretiranim benfotiaminom 
 

-kontrastnim mikroskopiranjem i bojenjem 

citoskeleta fluorescentno im faloidinom (Slike 10 i 11). U kontrolnim 

uslovima, BV- imale su okruglasti oblik, dok su mikrofilamenti difuzno 

Slika 10

stimulacija LPS-om dovela je 

morfologiji (Slika 11). stimulisanih LPS-om  g 

tela i brojnih nastavaka  i 

reorganizaciju mikrofilamenata 

mikroprojekcijama. Tretman benfotiaminom pre stimulacije LPS-om je 

- u koncentraciji 

su izgledale kao u kontrolnoj grupi.  o je da 

-   

(Slika 12).  

 da benfotiamin BV-2 

Slika 13) stimulisanih LPS-om, tako i u grupi nestimulisanih 
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g indeksa posledica 

promena morfologije BV- izazvanih reorganizacijom mikrofilamenata. S 

obzirom na to da promene morfologije prethode aktivaciji mikroglije ovi rezultati 

ukazuju da benfotiamin  

 

Slika 10. Morfologija BV-  BV- su pod faznim 
kontrastom i bojene faloidinom (crveno) i Hoechst-om (plavo) u kontrolnim uslovima (K) i posle 
tretmana koncentracijama 

: 20 
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Slika 11. Efekat benfotiamina na morfologiju LPS-stimulisanih BV-  Morfologija BV-
je analizirana fazno-kontrastnim mikroskopiranjem i bojenjem faloidinom (crveno). Posmatrane su 

stimulisane LPS- pretret koncentracijama 
benfotiamina pre LPS stimulacije 
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Slika 12. Uticaj benfotiamina na BV-  stimulisanih LPS-om. 
BV- , analizom u AxioVisionRel 4.6 programu. Merenja su 

 
SE

grupa: *p < 0,05 u odnosu na kontrolu, #p < 0,05 u odnosu na grupu stimulisanu LPS-om. 

 

Slika 13. Uticaj tretmana benfotiaminom na vijabilnost BV- stimulisanih LPS-om. BV-2 
su tretirane benfotiaminom i stimulisane LPS-

Vijabilnost tretiranih , (100%). 
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1.3.  u kulturi BV-  

Kolorimetrij

 tipu  apoptoze i nekroze. S obzirom 

na to 

 

i propidijum jodidom, kako bi se utvrdilo 

tokom stimulacije LPS-om i pretretmana benfotiaminom. Aneksin V se vezuje za 

fosfatidilserin, koji j  

membrane, dok propidijum 

 12,98%, Slika 14A i 14B) i 

8,05%, Slika 14A i 14C) u odnosu na h (0,51 %) 

(2,39 %) kontroli. Pretretman benfotiaminom nije doveo do 

promena  u 

forme kaspaze 3 kod LPS-om stimulisanih BV- Slika 14D). Ekspresija ovog 

enzima koji se aktivira u apoptozi nije se promenila pod tretmanom benfotiaminom. 

ze, 

ove procese.  
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Slika 14. Efekat pretretmana benfotiaminom na apoptozu i nekrozu u LPS-om stimulisanoj kulturi 
BV-  BV-

analizirane 
a aneksin V i propidijum jodid. Prikazan je reprezentativni od tri nezavisna eksperimenta 

(A), kao i srednje vrednosti (%) SE za (B) i (C) iz svih eksperimenata. 
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  LPS-om 

indukovanih proinflamatornih i antiinflamatornih faktora u 

BV-2 mikroglijskim ma 

inflamatornih medijatora, u ovom delu disertacije ispitan je efekat benfotiamina na 

LPS-om 

antiinflamacijskih molekula (NO, i citokina TNF- -6, IL-10), ekspresiju enzima 

-2), kao i 

mikroglije. 

2.1. Benfotiamin suprimira ekspresiju receptora CD40   

odgovoru mikroglije. S obzirom na to da LPS indukuje ekspresiju CD40 (Qin i sar., 

2005), 

aktivacija dovodi do produkcije proinflamatornih molekula (Chen i sar., 2006). 

oko eksprimiralo ovaj receptor na 

membrani (Slika 15). , stimulacija LPS-om u trajanju od 24 h je dovela do 

ekspresije CD40 (oko 46%  bilo je pozitivno na CD40). 

Pretretman benfotiaminom u koncentracijama 

oko 33%. Ovi rezultati ukazuju na 

proinflamatorne medijatore koje proizvodi aktivirana mikroglija.  
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Slika 15. Efekat benfotiamina na ekspresiju CD40 receptora kod LPS-om stimulisanih BV-  
Ekspresija CD40 analizirana je , grupi stimulisanoj 
LPS- koncentracijama benfotiamina i potom stimulisanim 
LPS-
vrednosti nezavisna eksperimenta ( SE)

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, 2
- Grisovom 

metodom, u supernatantima BV-2 mikroglijskih kultura. S obzirom na to da je NO 

nestabilan molekul, . Stoga se meri 

koncentracija njegovih metabolita NO2
- i NO3

-
3
- prvo redukuje do NO2

- 

stimulisanim LPS-

om je produkcije NO u  sa kontrolom (Slika 16A). 

Sa druge strane, pretretman benfotiaminom je na dozno-

akumulaciju n koncentraciji.  

 -a, u 

narednom eksperimentu ispitana je ekspresija iNOS-a na genskom i proteinskom nivou. 

BV- 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 

-om dovela je do  

i

iNOS iRNK, u svim primenjenim koncentracijama (Slika 16B). Benfotiamin je u 

koncentraciji  suprimirao i proteinsku ekspresiju ovog enzima (Slika 16C, 

16

smanjuje produkciju toksi
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Slika 16. Uticaj benfotiamina na produkciju NO i ekspresiju iNOS-a na genskom i proteinskom 
nivou kod LPS-  

 - metode i 
iRNK u istom uzorku, a zatim su 

 (B). 
Ekspresija iNOS proteina je analizirana imunoblot metodom i prikazan je reprezentativni blot. 

 v
-tubulin i rezultati iz tri nezavisna eksperimenta su prikazani 

u AU (C). -
p < 0,05 u odnosu na kontrolu, #p < 0,05 u odnosu na grupu stimulisanu LPS-

om. kale:  
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2.3. Benfotiamin inhibira ekspresiju COX-2 

COX-

vidu njegovu ulogu u nastanku proinflamatornog medijatora PGE2

eksperimentu analizirana je ekspresija gena PTGS2 i COX-2 proteina u BV-

stimulisanim LPS-om. Ekspresija PTGS2 gena porasla je -om 

stimulisani lika 17A). Sa druge strane, pretretman 

benfotiaminom smanjio je ovaj efekat LPS stimulacije, na 

koncentracijama. -2 

proteina u koncentracijama Slika 17B). 
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Slika 17. Ekspresija PTGS2 gena i COX-2 proteina. 
- metode. Nivo ekspresije PTGS2 u odnosu 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 

-aktin, a potom normalizovane u odnosu na kontrolu (100%) 
(B). Na graficima su predstavljene srednje vrednosti ekspresije SE. Nivo 

grupu 
stimulisanu LPS-om. 



74 

 

2.4. Benfotiamin   

inflamatornog stanja povezanog sa aktivacijom mikroglije, ispitan je efekat 

benfotiamina na sintezu i produkciju proinflamatornih citokina TNF- -6, kao i 

antiinflmatornog citokina IL-

etmana. Da bi utvrdili da li tretman 

prisutna, efekat benfotiamina je procenjen prvo u nestimulisanim kulturama, a zatim i u 

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- lika 18A), IL-6 

(Slika 18B) i IL-10 (Slika 18 stimulisanim LPS-

 gena svih analiziranih citokina. Sa druge strane, 

- 

(u koncentracijama 100 i 2 ) i IL-6 (u koncentracijama) u 

stimulisanim LPS-

transkripta za IL- stimulisanom LPS-

razlika nije registrovana. O e proinflamatornih citokina TNF-

IL-6 (Slika 19B) je u kontrolnim uslovima bilo na bazalnom nivou, dok je produkcija 

IL-10 bila ispod granice detekcije (Slika 19 stimulisanim 

LPS-

-om je bio u skladu sa 

produkciju TNF- (u koncentraciji  kao i produkciju IL-6 (u koncentracijama 

). U kontrolnim kulturama i kulturama tretiranim benfotiaminom nije 

- -om produkovale IL-10. 

Iako nije pokazao s -10, benfotiamin 

u koncentraciji 

-om.  
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Slika 18. Uticaj benfotiamina na ekspresiju citokina na niovu iRNK. Efekat benfotiamina na 
ekspresiju iRNK za TNF- -6 (B) i IL- -PCR metodom, u nestimulisanoj 
kulturi i kulturi stimulisanoj LPS-om. u odnosu na nivo 
GAPDH iRNK u istom uzorku, a zatim normalizovan u odnosu na kontrolu (1)

SE p < 0,05 
u odnosu na kontrolu, #p < 0,05 u odnosu na grupu stimulisanu LPS-om. 
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Slika 19.  Koncentracije TNF- -6 (B) i IL-10 (C) 
-om stimulisanih BV-2 kultura. 

Rezultati su prikazani SE
p < 0,05 u odnosu na kontrolu, #p < 0,05 u odnosu na grupu stimulisanu LPS-

om. 
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iamin ostvaruje 

-

proinflamatornih citokina TNF- -6, dok istovremeno  produkciju 

antiinflamatornog citokina IL-10. 

3. Ispitivanje efekta benfotiamina na antioksidativni sistem LPS-

om stimulisanih BV-  

nivo oksidativnog stresa u BV- stimulisanim LPS-om. Kao indikacija 

reaktivnih vrsta ( 2
- i MDA), ekspresija enzima 

MnSOD, CAT, GPx i GR), aktivnost enzima antioksidativne 

GR) 

glutationa u BV-  stimulisanim LPS-om. 

3.1. Benfotiamin smanjuje produkciju reaktivnih vrsta 

LPS je indukovao oksidativni stres u BV-

2
- ,5 puta u odnosu na kontrolu (Slika 20A). Pretretman 

benfotiaminom je na dozno-zavisan  2
-

koncentracija LPS-indukovanu produkciju 2
- na kontrolni nivo. Osim 

toga, u aktiviranim dvostruko nje koncentracije MDA 

(Slika 20B), 

nivo 

stimulisanim LPS-om, u svim primenjenim koncentracijama 

Dobijeni rezultati ukazuju na sn

ispoljavaju direktnom detoksifikacijom reaktivnih vrsta. 



78 

 

 

Slika 20. Efekat benfotiamina na nivo 2
- i MDA u BV- -om. (A) 

2
- . 

NBT u odnosu na kontrolu (100%). (B) Nivo MDA (nmol/ml) . 
.  SE

p < 0,05 u odnosu na kontrolu, #p < 0,05 u odnosu na LPS grupu. 

3.2. Benfotiamin  ekspresiju enzima antioksidativn   

U daljoj analizi antioksidativnih svojstava benfotiamina ispitivan je njegov uticaj 

na gensku ekspresiju enzima neophodnih u odbrani protiv oksidativnog stresa, MnSOD, 

2
-, pri 

2O2 koji se dalje detoksifikuje u vodu pod dejstvom CAT i GPx. 

-om.  

Stimulacija LPS-om je dovela esije gena za MnSOD 

(Slika 2

odbranu. Tretman benfotiaminom u koncentracijama izazvao  

promene, dok je koncentracija pta 

se promenila pod stimulacijom LPS-om 

(Slika 21 pretretirane benfotiaminom u koncentracijama 50 i 

koncentraciji 
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stimulisanu LPS-om. Primenjeni tretmani nisu uticali na ekspresiju gena za GPx (Slika 

21 svojstva 

benfotiamina delom posredovana indukcijom ekspresije antioksidativnih enzima, 

MnSOD i CAT.  

je imunoblot metodom. Svi enzimi su detektovani na bazalnom nivou u kontrolnoj grupi 

). LPS siju proteina za MnSOD (Slika 

22A). Nasuprot tome, pretretman benfotiaminom u koncentraciji 

indukovao ekspresiju MnSOD, 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 

stimulacije BV- -om (Slika 22B). 

Benfotiamin je dodatno pove primenjenim koncentracijama. 

Sa druge strane, primenjeni tretmani nisu uticali na proteinsku ekspresiju enzima 

olizam glutationa, GPx (Slika 22C) i GR (Slika 22D).   
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Slika 21. Efekat benfotiamina na ekspresiju antioksidativnih enzima na nivou iRNK 
stimulisanim LPS-om. 
metodom. - metode i ekspresija iRNK za enzime 
odnosu na ekspresiju -aktina u istom uzorku
kontrolnu grupu (100%). ( SE). 

u grupa: *p < 0,05 u odnosu na kontrolu, #p < 0,05 u odnosu na grupu 
stimulisanu LPS-om. 
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Slika 22. Efekat benfotiamina na proteinsku ekspresiju antioksidativnih enzima u BV-
stimulisanim LPS-om. Ekspresija proteina za Mn
imunoblot metodom. Relativne vrednosti dobijene denzitometrijskom analizom traka za ciljni protein su 

-  i prikazane u AU. Prikazani su 
reprez SE iz tri nezavisna 

p < 0,05 u odnosu na kontrolu, #p < 0,05 u 
odnosu na grupu stimulisanu LPS-om. 
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3.3. Benfotiamin 

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 

stimulacije LPS-

36,1 U/mg (Slika 23A). Iako je pokazano da 

enzima, izostaje njegov uticaj na aktivnost MnSOD. Nasuprot tome, benfotiamin u 

koncentraciji  (Slika 23B). 

Zanimljivo je da stimulacija LPS-om ne ostvaruje efekat na 

aktivnost ovog enzima. B upola 

smanjena pod uticajem LPS-a  U/mg, Slika 23C), dok benfotiamin dozno-

ovu aktivnost, i u koncentraciji 

Aktivnost GPx, se ne menja ni u jednom od primenjenih  tretmana, 

sli  genskoj i proteinskoj ekspresiji (Slika 23

na ekspresiju GR proteina, LPS i benfotiamin ubedljivo menjaju aktivnost ovog enzima 

(Slika 23

stim pretretman benfotiaminom u svim 

primenjenim koncentracijama 

 

Koncentracija ukupnog glutationa, glavnog antioksidansa u mikroglijskim 

je Slika 23F). LPS je 

smanjio , dok je 

koncentraciju glutationa u aktiviranim primenjenim koncentracijama, 
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Slika 23. 
BV- stimulisanim LPS-om. Aktivnosti MnSOD (A), Cu,ZnSOD (B), CAT (C), GPx (D), GR 

e su u BV- nicama aktivnosti enzima 
je u nmol/ml (F). Rezultati prikazani 

SE iz tri nezavisna eksperimenta izvedena u duplikatu. Nivo 
 grupa: *p < 0,05 u odnosu na kontrolu, #p < 0,05 u odnosu na grupu 

stimulisanu LPS-om. 
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3.4. -a u BV-  

-

i da promene u nivou ATP-a mogu signalizirati promene u broju i aktivnosti 

-a u BV-2 

-om i pretretmana benfotiaminom. Koncentracija ATP-a 

u BV- sle stimulacije LPS-om (Slika 24). Nivo 

ATP- stimulacije LPS-  u odnosu na 16,8 

 u kontroli  u 

odnosu na  u kontroli). Iako LPS nije imao efekat 1 h posle 

stimulacije, pretretman benfotiaminom u koncentraciji je 

u koncentraciju ATP-a  u 

odnosu na  u kontroli). Ovaj trend 

 24 h kasnije kada je 

-a u nivou grupe stimulisane LPS-

-a pod primenjenim tretmanima 

BV-  

i 

ok -  
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Slika 24. Nivo ATP-a u BV- posle stimulacije LPS-om i pretretmana benfotiaminom. 
Koncentracija ATP- primenom bioluminiscentnog eseja, 1 h, 4 h i 24 h posle stimulacije 
LPS-
(K), u - koncentraciji 250 

-
koncentracije ATP (nmol/mg proteina) iz tri nezavisna eksperimenta ( SE) izvedena u duplikatu. Nivo 

dele isto slovo (p < 0,05). 

4. Ispitivanje signalnih puteva delovanja benfotiamina u BV-2 

 

Naredni eksperimenti imali su za cilj ispitivanje signalnih puteva u ispoljavanju 

antiinflamatornog i antioksidativnog efekta benfotiamina. Analiziran je uticaj 

nflamatornih citokina i iNOS enzima. 

-

 

  



86 

 

4.1. Benfotiamin  LPS-indukovanu aktivaciju MAPK i Akt 

signalnih puteva  

BV- pretretirane benfotiaminom i stimulisane LPS-om 5, 15, 30 i 60 

minuta,  fosforilacija ERK, JNK, p38 i Akt kinaze je 

analizirana imunoblot metodom (Slika 25). Ovaj vremenski interval izabran je s 

obzirom na to da su i, inicirani neposredno nakon 

delovanja LPS- izabrano je sa ciljem da se analizira potencijal 

aktivaciju posmatranih kaskada. LPS o aktivira obe ERK 

subjedinice (Slika 25A).  obe kinaze 

o je 5 i 15 minuta nakon stimulacije LPS-om, dok se u kasnijim vremenima stepen 

Benfotiamin efikasno smanjuje LPS-indukovanu 

fosforilaciju 15 minuta -a. U 

mikrogliji stimulisanoj LPS-om 

fosforilacije JNK-a (Slika 25B), a maksimalan efekat postignut je 15 minuta nakon 

stimulacije, kada se nivo p46 i p54 subjedinica va na 440%, odnosno, 840% od 

kontrole. Fosforilacija JNK  je i 30 minuta nakon stimulacije LPS-om, posle 

U 

stepen fosforilacije p54 subjedinice je gotovo upola manji (440%) 

stimulisane LPS-om, dok se stepen fosforilacije p46 subjedinice nije promenio. U BV-2 

 LPS ne menja nivo aktivacije p38 kinaze u posmatranom vremenskom 

intervalu,pa o pretretman benfotiaminom ostaje bez efekta (Slika 25C). Kada 

30 minuta nakon stimulacije LPS-om (200% u 

odnosu na kontrolu  aktivacija Akt 

kinaza potpuno izostala (Slika 25D).  

 da benfotiamin smanjuje 

stepen aktivacije ERK, JNK i Akt kina -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 -

, a zatim su dobijene vrednosti normalizovane u odnosu na kontrolu (100%). Prikazani su 
reprezentativni imunoblotovi, a  na graficima predstavljaju srednje vrednosti 
( SE) p < 0,05 u odnosu na kontrolu, #p < 0,05 u odnosu na grupu 
stimulisanu LPS-om. 



88 

 

4.2. Antiinflamatorni efekat benfotiamina je posredovan ERK, JNK i 

Akt signalnim putevima  

JNK i Akt signalnih kaskada, u cilju definisanja njihove uloge u antiinflamatornom 

dejstvu benfotiamina. BV-

(SP600125) i Akt (LY294002) signalizaciju, a potom i benfotiaminom i LPS-om i posle 

- -

TNF- -6, 24 h posle stimulacije LPS-om.  

Inhibitori JNK i Akt signalizacije su samostalno, kao i u kombinaciji sa 

-om pov lika 

26

za iNOS, mada je trend smanjenja. Inhibitorni efekat na produkciju NO izazvanu 

LPS-  svim upotrebljenim tretmanima (Slika 26

- Slika 26C). 

-

ostvario naj  

nivoa detekcije (Slika 26D). Benfotiamin nije pokazao aditivan 

efekat. U0126 i  LY294002 su smanjili gensku ekspresiju za IL-6, dok je SP600125 

skripta (Slika 26E). Ipak, svi upotrebljeni tretmani su 

inhibir -6 citokina (Slika 26F).   

S obzirom na to da su svi inhibitori, samostalno i u kombinaciji sa 

benfotiaminom, znatno smanjili produkciju NO, TNF- -

aktiviranoj mikrogliji.  
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Slika 26. h inhibitora aktivacije ERK, JNK i Akt kinaza. Ekspresija iRNK za 
iNOS (A), TNF- -6 (E) je analizirana qPCR metodom. -

metode i ekspresija iRNK za enzime iRNK GAPDH u istom uzorku, a 
  NO (B) o o je u 

supernatantima kultura Grisovom metodom, a produkcija TNF- -6 (F) ELISA metodom. 
SE

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-

BV-  

NF-

odnosno translokacija p65 subjedinice u jedro. Translokacija je posmatrana 30 minuta 

posle stimulacije LPS-om. Analizirane su mikrografije BV-  nakon 

imunofluorescentnog bojenja p65/NF- g bojenja jedara Hoechst 

. Intenzitet p65/NF-

gde su bila prisutna oba fluorescentna signala i izra

 

U kontrolnim uslovima p65/NF-

umerenim prisustvom u jedru (Slika 27, Slika 28 Stimulacija LPS-om 

izaziva masovnu translokaciju p65/NF-  u jedro

intenziteta Pretretman benfotiaminom dovodi do 

pri svim primenjenim koncentracijama, pri 

koncentracija 25

-

Slika 28

u kontrolnoj kulturi intenzitet fluorescence u rasponu 1-

jedarne lokalizacije -om intenzitet 

-30 AU. U 

grupama pretretiranim benfotiaminom raspodela intenziteta fluorescence je bila kao u 

koncentracija naj  efekat, sa 80% 

-10 AU. U cilju dalje potvrde uticaja benfotiamina na NF-

Slika 29A) i citosolnoj (Slika 

29 stimulacije LPS-

ekspresija p65/NF-  

tiiflamatorna 

svojstva benfotiamina posredovana direktnim efektom koji ostvaruje na NF-

transkripcioni faktor. 
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Slika 27. Uticaj benfotiamina na translokaciju NF-  Prikazane su mikrografije BV-
imunofluorescentno h antitelom na p65/NF- 
se vezuje za DNK (plavo).  
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Slika 28. Kvantifikacija intenziteta fluorescence NF-  Intenzitet p65/NF-

su prikazani u arbitrarnim jedinicama. Predstavljene SE iz 
tri nezavisna eksperimenta (A). Rezultati su svsrtani u intervale od po 5 AU i prikazana je raspodela 

grupa: *p < 0,05 u odnosu na kontrolu, #p < 0,05 u odnosu na grupu stimulisanu LPS-om. 

 

Slika 29. Imunoblot analiza ekspresije NF-  Ekspresija NF-
(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 -tubulin (u citosolu) u 

NF- /laminin B, odnosno, NF-  u netretiranim 
srednje vrednosti 

SE
 na kontrolu, #p < 0,05 u odnosu na grupu stimulisanu LPS-

om. Slike A i B predstavljaju reprezentativne imunoblotove. 



 

 

V DISKUSIJA
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Rezultati prikazani u ovoj disertaciji pokazuju antiinflamatornu i antioksidativnu 

ulogu benfotiamina u in vitro modelu neuroinflamacije. Tretman benfotiaminom 

2
-, TNF- -

antioksidativni kapacitet aktivirane mikroglije. Ovaj efekat benfotiamin ostvaruje 

-  

M  CNS-a 

predstavlja potencijalnu terapijsku metu (Lucas i sar., 2006). I

in vivo sistemima. In vitro 

koji su u osnovi aktivacije 

mikroglije, njene pokretljivosti, ulogu pojedinih proinflamatornih i antiinflamatornih 

in vivo 

p in vitro 

aktivaciju, kao i molekularnih mehanizama koji se nalaze u osnovi njihovog dejstva. 

m, in vitro in 

vivo eksperimentima, zbog odsustva 

 

Primarna kultura mikro

studijama (Giulian i Baker, 1986). Priprema primarne mikroglijske kulture zahteva 

ispitivanje signalnih mehanizama u osnov  
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BV-2 

i sar., 1992; Furtner i sar., 2007), u elektrofizi

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-

-

karakteristike sa primarnom 

- -6, ali da se razlikuju u ekspresiji IL- MCP-

1 i pERK (Horvath i sar., 2008). Detaljnija analiza transkriptoma je pokazala da BV-2 

ukovanih LPS-

-

-

inflamacije (Henn i sar., 2009). 

-

su odabrane kao model sistem u ovoj studiji. 

BV- stimulisali LPS-om, endotoksinom koji izaziva brz inflamatorni 

eva 

 

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 

Meyer-Luehmann i Prinz, 2015), 

EAE (Ding i sar., 2014) i traumatska ili ishemijska povreda CNS-a (Hailer, 2008). 

-
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sar., 2006). 

Benfotiamin je analog vitamina B1 koji pokazuje antiinflamatorna i 

antioksidativna svojstva (Balakumar i sar., 2008; Yadav i sar., 2010; Shoeb i Ramana, 

2012) terapijski potencijal nije ispitan na mikrogliji. Pokazano je da benfotiamin 

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). ktivacije 

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

U prvom delu studije  -2 

 , u ispitanom opsegu koncentracija. Ovaj rezultat je u 

an efekat (Beltramo i sar., 2004; Marchetti i sar., 

2006; Yadav i sar., 2010; Fraser i sar., 2012; Shoeb i Ramana, 2012). Zanimljivo je 

benfotiamina (Sugimori i sar., 2015). 

modelu 

elije tretirane 

- -

-  njihove aktivacije. S 

-a ne remeti funkciju 

mikroglije, benfotiamin je dobar kandidat za ispitivanje antiinflamatornog i 

antioksidativnog efekta u aktiviranoj mikrogliji. da smo utvrdili 
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jstva, 

se sve odvija u delikatnoj sredini CNS-a. 

U cilju procene aktivacije BV-

otpada (Boche i sar., 2013). U in vitro sistemu mikroglija se 

metamorfozni kapacitet mikroglije (Abd-El-Basset, 2000). Poznato je da su BV-2 

okruglastog oblika kada se gaje u punom medijumu sa FBS-om 

(Laurenzi i sar., 2001), dok stimulacija LPS-

glije i pojave lamelipodija 

(Abd-El-Basset i Fedoroff, 1995; Manivannan i sar., 2013). Reorganizacija F-aktina je u 

-El-

ar., 2014). 

BV- je koje smo stimulisali LPS-om 

promene: imale su i formirale su brojne nastavke u vidu lamelipodija i 

filopodija sa aktinskim mikrofilamentima organizovanim u filamentozne snopove. 

Pretretman benfotiaminom je alik onoj u kontrolnim 

uslovima,  oblikom i manjom , bez 

-

benfotiamin smanjuje formiranje membranskih nabora za koje je pokazano da su 

studijom Muller-  na reorganizaciju 

nim visokim koncentracijama glukoze (Muller-Krebs i sar., 

signalni put, s obzirom da 

reorganizaciju citoskeleta tokom aktivacije mikroglije (Waetzig i sar., 2005). Pokazano 

je da a
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aciju. JNK katalizuje fosforilaciju citoskeletnih elemenata 

(Chang i sar., 2003; Waetzig i sar., 2005) i indukuje ekspresiju aktina putem aktivacije 

c-

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 , 

2001b; Liu i sar., 2001; Taylor i sar., 2003). U skladu sa tim, i u ovoj studiji je 

LPS izaziva umerenu apoptozu i nekrozu BV-

u ovim procesima. 

stimulacije mikroglije  je i u drugim model sistemima aktivacije (Kingham i 

-

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 

 je 

pokazala da posle stimulacije LPS-  aktivirane 

kaspaze 3, ali i to da ekspresiju.  

 Tako u 

jer dovodi do oslabljene odbrane CNS-

regulatorni 

-a, strategija u terapiji neurodegenerativnih 

oboljenja j

eliminaciji (Nakagawa i Chiba, 2015; Michell-Robinson i sar., 2015; Saijo i sar., 2013). 

antiinflamatornih citokina je terapijski pristup za koji se pretpostavlja da ima daleko 

povoljnije dejstvo.  
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eksperimenata analizirali smo njegov regulatorni/modulatorni kapacitet preko efekta na 

proinflamatorne i antiiflamatorne medijatore u aktiviranoj mikrogliji. 

inflamatornom odgovoru CNS-a. CD40 pripada TNF-

transmembranski protein koji pripada TNF familiji, a eksprimira se na CD4+ 

2006). Vezivanje CD40L za receptor aktivira nek

receptora u mikrogliji dovodi do aktivacije NF-

- -12, NO, matriksna metaloproteinaza 

9 (MMP-9), MCP-1 i CXCL10 (Benveniste i sar., 2004; Jana i sar., 2001; Jana i sar., 

oglije u antigen 

 

Promene ekspresije 

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 

proinflamatornih - -  

-

CD40 pod tretmanom IFN- -

CD40 ekspresiju indukovanu IFN-

gensku i proteinsku ekspresiju CD40 putem aktivacije NF-

promotor CD40 u jedru i dovodi do transkripcije ovog gena. LPS posredno aktivira i 

0 gena (Qin i sar., 2005). Rezultati 

pokazuju 

stimulacije LPS-om (Qin i sar., 2005; Qin i 

sar., 2006; Kim i sar., 2002). Sa druge strane, benfotiamin smanjuje indukovanu 
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oboljenjima CNS-a. Postoji nekoliko  

ovakvo dejstvo. U ovoj studiji, ali i u drugim sistemima pokazano je da benfotiamin ima 

direktan efekat na aktivaciju NF-

sar., 2009; Yadav i sar., 2010; Shoeb i Ramana, 2012). S obzirom da benfotiamin 

smanjuje translokaciju NF- a transkripcije 

gena koje NF-

- -4 i IL-10 inhibiraju ekspresiju CD40 na 

i u obzir da 

-

dodatno posredovan i ovim molekulom. 

njegovog uticaja na sintezu i produkciju proinflamatornih citokina TNF- -6 i 

antiinflamatornog citokina IL-

ju, dovode do 

neurodegenerati  

analiziranih 

proinflamatornih 

medijum. Ovaj rezultat je u skladu sa prethodnim studijama u kojima je pokazano da 

iju TNF- ; 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- -6, IL-

makrofaga aktiviranih LPS-om (Yadav i sar., 

- - - -4 i MCP-1 indukovano uveitisom kod pacova 

(Yadav i sar., 2009).  pokazuju da benfotiamin smanjuje nivo 

proinflamatornih citokina TNF- -6 u aktiviranoj mikrogliji. Treba napomenuti da 
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su - kori mozga  

 

TNF-

odgovora citokina, aktivaciju i ekspresiju 

adhezionih molekula i stimulaciju rasta (Hehlgans i Pfeffer, 2005). Vezivanje TNF-

receptore dovodi do aktivacije nekoliko signalnih puteva koji mogu rezultirati 

etpostavlja se da TNF-

uglavnom ne izaziva apoptozu, ako ne postoji drugi apoptotski signal. TNF-

NF-

proinflamatornih medijatora (Park i Bowers, 2010). Transkripciju gena za TNF-

-

sar., 2014; Wang i sar., 2002). benfotiamin direktno 

smanjuje aktivaciju NF- stoga putem inhibicije NF-

benfotiamin -

-  

rezultati ove, ali i prethodnih studija (Pyo i sar., 1998; Bhat i sar., 1998; Waetzig i sar., 

2005).  

Pored TNF- -

aktiviranoj mikrogliji. Nivo IL-6 raste u svakom neuroinflamatornom stanju CNS-a, 

ekspresija IL-6 dovodi do mikroglioze, dok se mikroglioza indukovana tretmanom LPS-

-6 (Spooren i sar., 2011). IL-

proliferaciju mikroglije in vitro 

-6 ima 

ekspre

(Erta i sar., 2012). 

transkripcioni faktor koji dovodi do transkripcije IL-6 je NF-

Wan puteva preko kog benfotiamin dovodi do smanjenja 

IL-
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ekspresije IL-6 (Leonard i sar., 1999; Turner i sar., 2007; Olsnes i sar., 2011). U skladu 

sa p

-6. Benfotiamin 

nije pokazao aditivni efekat u tretmanu sa inhbitorima ERK, JNK i PI3K/Akt signalnih 

kaskada.  

Stimulacija LPS-

citokina IL-10 u modelu Ledeboer i 

sar., 2002; Seo i sar., 2004 ). B a gensku 

ekspresiju IL-10, ali -10 smanjuje 

produkciju TNF- - - 2
-  i drugih proinflamatornih medijatora, kao i 

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 

-10 pod 

utica

kojoj proi  

Pretpostavlja se da signalizacija preko ERK, p38 i NF-

genske ekspresije IL-10. Inhibicija ERK i p38 dovodi do smanjenja, ali ne i do potpune 

inhibicije ekspresije IL-1 pomenuti signalni putevi 

- -

2010). S obzirom na to da NF- , ERK i p38 prvenstveno indukuju produkciju 

proinflamatornih medijatora, pretpostavlja se da njihova uloga u ekspresiji IL-10 

n efekat benfotiamina na p38 pokazano je da 

benfotiamin smanjuje ERK fosforilaciju i translokaciju NF-

-10. 

-10 nisu na 
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posredovanoj aktiviranom mikroglijom, u ovoj studiji je ispitivan uticaj benfotiamina na 

Arora, 1992; Merri

2
- 

sar., 2007). P

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 iNOS-a u makrofagima stimulisanim LPS-om (Yadav i sar., 

2010). Smanjena ekspresija iNOS-

prethodnim studijam -zavisno smanjuje 

produkciju NO u BV- stimulisanim LPS-

proteinsku ekspresiju iNOS-a. Glavni mehanizam regulacije iNOS aktivnosti je na 

nivou regulacije ekspresije. Brojni t -a, 

- -

pokazuju da benfotiamin smanjuje translokaciju NF-

signalnih kaskada koje aktiviraju AP-1. 

stres, s obzirom da ROS i H2O2 -

pozitivnu petlju u kojoj dolazi do sinteze iNOS-a i produkcije NO (Rojo i sar., 2014). 

Rezultati prikazani u ovoj disertaciji pokazuju da b

- -a. Pored 

suprimiranju ekspresije iNOS-a (Jana i sar., 2001)

deluje antiinflamatorno posredstvom smanjenja NO produkcije i da ovaj efekat 
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petlji koje dovode do 

-a. 

U cilju dalje analize antiinflamatorne uloge benfotiamina, ispitivan je njegov 

efekat na gensku i proteinsku ekspresiju COX-2, inducibilnog enzima koji se u 

COX-2 i koncentracije PGE2 z -a. 

ekspresija COX-  demijelinizacionim lezijama u MS-u, i to u mikrogliji i 

makrofagima, kao i u -

1 i COX-2, nesteroidni antiinf -a 

(Palumbo i Bosetti, 2013), dok je na animalnom modelu  pokazano da 

-

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.  

-2 u mikrogliji. Benfotiamin 

je efikasno koncentracija 

-2 posle tretmana 

ih LPS-om (Yadav i 

-om (Yadav i sar., 2009). 

Primarni mehanizam dejstva benfotiamina je verovatno putem inhibicije translokacije 

NF-  povezanost iNOS i 

COX- -2 u in vivo 

(Marnett i sar. 2000) i in vitro sistemima (Salvemini i sar., 1995). Pretpostavlja se da 

iNOS i COX- atornih 

-a, dok COX-2 

2
- 

ekscito

-2. Osim toga, 
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benfotiamin smanjuje -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 

reaktivnim molekulima. Pored toga, neuroni imaju nizak regenerativni kapacitet i 

neenzimskog antioksidan

glavni izvor ROS i RNS u oboljenjima CNS-a predstavljaju 

ROS i RNS aktiviraju dva transkripciona faktora u mikrogliji NF-

2014). nu ulogu koju ROS imaju u neurodegenerativnim oboljenjima, 

upotreba 

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 

m  LPS-

RNS u kulturi BV-2 m

bilo je ispitivanje uticaja benfotiamina na antioksidativni sistem BV-  

2
- i MDA. Aktivirana mikroglija pr 2

-  

2
- povezane su sa 
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2
- dovodi do stvaranja drugih reaktivnih 

-
2O2 (Kraft i Harry, 2011). Familija NOX enzima 

2
-
 

stimulisanoj LPS- sti i genske ekspresije proinflamatornih 

medijatora (Qin i sar., 2004). BV-

 glavna izoforma koja dovodi do 

2
-. Osim stimulacijom LPS-

proinflamatornim citokinima TNF- -

eksperimentalnom 

modelu  nivo 2
- posle LPS stimulacije u odnosu 

na kontrolu. Sa druge strane, tretman benfotiaminom je dozno-zavisno smanjio 

2
-  koncentracija 2

- na 

kontr 2
- 

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 

2
- i posredno, putem uticaja na transkripcione 

2
-

2
- 

( -

phox, (Anrather i sar., 

da pretpostavimo 

ekspresije NOX. Pored toga, benfotiamin smanjuje ekspresiju COX-2, enzima koji 

2
- u aktiviranoj mikrogliji (Marnett i sar., 1999). Sa 

2
- zavisi i od aktivnosti SOD, enzima koji 

2
- do H2O2 2

- 

izoforme SOD koja je prisutna u citoplazmi. N

2
-  

2
-

povoljne efekte na aktivaciju mikroglije. Aktivacija NOX i iNOS enzima dovodi do 
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-

2
- i ONOO- - 

a u kulturi (Li i sar., 

2005). ONOO- direktno oksiduje proteine, lipide i DNK, a pored toga dovodi do 

da inaktivira enzime 

(Wilkinson i Landreth, 2006). Produkcija ONOO- se dovodi u vezu sa patogenezom 

2
- (Brown i Borutaite, 2002), a NOX 

va enzima blisko 

povezana i tokom njihove aktivacije dolazi do formiranja pozitivne povratne sprege 

koja dovodi do produkcije velikih koncentracija ROS i RNS.     

mikroglije. Ta

- 1

-

2
- doprinosi 

 

ROS i RNS dovode do lip

oboljenjima (Rojo i sar., 2014).  

-

tretman benfotiaminom smanjio koncentraciju MDA u aktiviranoj mikrogliji u svim 

upotrebljenim koncentracijama. Sposobnost benfotiamina da spr

peroksidaciju prethodno je pokazana u sistemu renalne disfunkcije izazvane tretmanom 

cisplatinom (Harisa, 2013) i endotel
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- elijama 

 

antioksidati

-

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

2
- do H2O2 

nekoliko signalnih mehani -

eksperimentalnom 

modelu stimulacije LPS-om. 

proteinske ekspresije ovog enzima, koji je, iako 

  aktivnosti. Ovi 

MnSOD u mikrogliji posle stimulacije LPS-om (Sugaya i sar., 1997; Kaneko i sar., 

-  Tako je 

pokazano da u in vitro uslovima raste ekspresija i aktivnost MnSOD u prisustvu ROS 

tretiranim LPS-om (Sugaya i sar., 1997). Pored toga, Cu,ZnSOD transfekovane BV-2 

 TNF- -

2
- (Chang i sar., 2001). Tretman BV-2 

ekspresiju COX- ne produkcije PGE2 i NO (Lee i sar., 

2010c). 

 Na osnovu navedenih 

regulatorne funkcije i da njihova aktivnost doprinosi smanjenju produkcije ROS, RNS i 

proinflamatornih medijatora u aktiviranoj mikrogliji. 
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S obzirom d

mitohondrija u aktiviranoj mikrogliji. Park i sar. su pokazali da ROS poreklom iz 

tokom aktivacije mikroglije (Park i sar., 2013). Mikroglija aktivirana LPS-om ima 

-

2
-. MnSO 2

-, 

 

stimulacije LPS-om -

a u BV- P-a se zatim smanjuje 24 h posle stimulacije LPS-om, ali i 

-

na kontrolne i LPS-om stimulisane -a u grupi 

aktivnost i/ili broj mitohondrija. -

mogu biti raznoliki, te su potrebni dodatni eksperimenti koji bi rasvetlili mehanizme 

koji su osnova ovog fenomena. 

Benfotiamin u koncentraciji 

MnSOD. Ovaj 

stimulisanim LPS- to dovodi do smanjene ROS koncentracije u citoplazmi, a 

posredno i do smanjenog nivoa proinflamatornih medijatora (Chang i sar., 2001). 

-2 u 

aktiviranoj mikrogliji, s obzirom da ovaj 2
- u 

citoplazmi (Marnett i sar., 1999).  

Iako nije slobodan radikal, H2O2 nastao u reakciji koju katalizuje SOD je izuzetno 

komponente. Pored toga, H2O2 aktivira NF-

(Morgan i Liu, 2011). CAT je jedan od enzima koji katalizuje redukciju H2O2 do vode i 
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i aktivnost ovog enzima raste u inflamatornim uslovima (Kunwar i sar., 2009). 

-

- -

MAPK i NF-

tretmanom citokinima TNF- - eksperimentalnom 

modelu 

CAT. Benfotaimin je dodat -2 

stimulisanim LPS-om u 

pokazano je da je NO inhibitor CAT (Bro

-

da se pretpostavi da je ovo jedan od mehanizama 

tretmanom benfotiaminom, pored uticaja koji ostvaruje na CAT ekspresiju. Benfotiamin 

2O2 

smanjenje aktivacije NF- dovodi do formiranja 

povratne sprege i daljeg smanjenja NO produkcije, a time i smanjene ROS/RNS 

produkcije i mikroglijske aktivacije. 

2
- i MDA posle tretmana 

 uticajem benfotiamina na glutation, 

metabolizmu glutationa doveden je u vezu sa -

Prikazani 

rezultati pokazuju da benfotiamin indukuje 

stimulisanim LPS- de novo sinteze. Glavni 

-1 i NF-

S obzirom da benfotiamin smanjuje aktivaciju NF-

smanjuje i aktivaciju AP-1 (jer smanjuje aktivaciju MAPK signalnih kaskada koje 
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bi zanimljivo ispitati da li i 

 

reakciju redukcije H2O2 do H2 H kao donor elektrona koji se pri 

tome oksiduje do GSSG. Nastali GSSG se redukuje do GSH u reakciji koju katalizuje 

(Shulz i sar., 2000). Iako se pretpostavlja da je GPx glavni enzim u CNS-

detoksifikaciju H2O2, u BV-

disertaciji vnosti ovog enzima, kako posle 

stimulacije LPS-om, tako ni u stimulisanim anim benfotiaminom. Sa 

enzimske aktivnosti GR u BV-

stimulisanim LPS-om, iako se ekspresija nije menjala pod tretmanima. Ovi rezulatati 

o je u skladu sa 

prethodnim studijama koje pokazuju da je ONOO- 

(Francescutti i sar., 1996). Koncentracija ONOO- raste u aktiviranoj mikrogliji, kao 

 
2

-. Benfotiamin smanjuje produkciju NO i  
2

-, 

- u aktiviranoj mikrog

 

GSH i bolju antioksidativnu odbranu. 

 da benfotiamin smanjuje 

oksidativni stres u aktiviranoj mikrogliji. Svoj efekat benfotiamin ostvaruje direktno, 

2
- i MDA, ali i posredno, aktivacijom 

aktiviranim BV-

koncentraciju glutationa. Signalizacija koja dovodi do promena u antioksidativnom 

signalizaciji i dovodi do formiranja povratne sprege u kojoj smanjenje ROS i RNS 

doprinosi smanjenju inflamatornog odgovora mikroglije. 
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tiamin pokazuje antiinflamatorna i 

antioksidativna svojstva, hteli smo da ispitamo da li je njegovo dejstvo posredovano 

uticajem na signalne mehanizme u osnovi aktivacije BV- a

segmentu studije ispitivan njegov efekat na MAPK i PI3K/Akt signalne kaskade, kao i 

NF-  

dovodi do produkcije proinflamatornih medijatora, a dovedena je u vezu i sa 

ispitan direktan efekat benfotiamina na aktivaciju odnosno fosforilaciju tri signalne 

kaskade: ERK, JNK i p38. 

Tretman LPS-

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., 

sar., 2005; Houle i sar., 2003; Tong i s

koji prethodi i migraciji aktivirane mikroglije (Abd-El-Basset i Fedoroff, 1995). ERK 

-2 

(Choi i sar., 2003), TNF- ., 1998), IL-6 (Leonard i sar., 1999), kao i 

antiinflamatorni IL-

tokom aktivacije mikroglije. 

U ovoj disertaciji pokazano je da LPS dovodi do brze i kratkotrajne aktivacije 

ERK-a u BV- 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-
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proinflamatornih citokina TNF- L-6, kao i NO produkcije, iako nije uticao na 

ekspresiju iNOS-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), 

(Sugimori i sar., 2015). Rezultati koji su dobijeni u ovoj studiji ukazuju na to da se ovaj 

uticaj benfotiamina 

neutralizaciju ROS, s obzirom da je pokazano da ove 

medijatori u aktiviranoj mikrogliji iniciraju dalju produkciju drugih proinflamatornih 

j uticaj na ERK 

signalizaciju i putem drugih mehanizama. Na  smanjenje ERK 

aktivacije jedan od mehanizama putem kog benfotiamin menja morfologiju aktiviranih 

BV- -2, TNF-

IL-  

signalnih kaskada koja se nalazi 

CNS patologija. Kao i druge kinaze, JNK se aktiviraju fosforilacijom, a potom 

 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 reorganizaciji citoskeleta i 

Pokazano je i 

da je aktivacija JNK povezana m ekspresijom 

 iNOS (Svensson i sar., 2010; Kacimi i sar., 2011), TNF-

(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 

izazvanu stimulacijom LPS-

pokazali da benfotiamin smanjuje aktivaciju JNK u kulturi makrofaga stimulisanih 

LPS-om (Yadav i sar., 2010). Sa druge strane, benfotiamin aktivira JNK signalnu 

(Sugimori i sar., 2015)
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pokazuju da tretman BV-

anje NO u medijum, kao i gensku ekspresiju i 

- stimulisanim LPS-om. Tretman ovim inhibitorom 

- -

-6 na translacionom nivou. Prethodne studije 

pokazuju kontradiktorne rezultate u vezi sa ulogom JNK u regulaciji ekspresije IL-6, s 

i sar., 2013), ali i smanjenje genske ekspresije IL-6 (Jang i sar., 2008; Lin i sar., 2011). 

enfotiamin nije pokazao aditivni efekat u ko-tretmanu sa 

SP006125 inhibitorom. S obzirom na to da JNK signalizaciju mogu da aktiviraju 

potrebni su dodatni eksperimenti da bi s

benfotiamin ostvaruje ovaj efekat. 

aktivacije mikroglije posle tretmana benfotiaminom posredovano upravo ovom 

signalnom kaskadom i da -

- -6, kao i 

smanjene ekspresije COX-2. 

vezu sa aktivacijom mikroglije (Koistinaho i Koistinaho, 2002). Iako literaturni podaci 

pokazuju da LPS dovodi do aktivacije p38 (Lee i sar., 2000; Li i sar., 2001; Yoshino i 

eksperimentalnom modelu 

p38 posle stimulacije BV- -

-6, TNF-

COX-2 i iNOS koji se nalaze nishodno u p38 signalizaciji, verovatno putem aktivacije 

-

Dodatni eksperimenti u kojima bi se ispitala aktivnost ushodnih kinaza su potrebni da bi 

se utvrdili mehanizmi u osnovi ovog fenomena. 

azano da aktivacija ovog signalnog puta dovodi do 
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smanjenja inflamacije u makrofagima aktiviranim LPS-om (Gunzl i sar., 2010), kao i 

-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-

pokazano da je ekspresija iNOS-a i oslob -om stimulisanim 

vezi sa aktivacijom Akt (Saponaro i sar., 2012). Akt mo MAPK 

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

LPS je doveo do kratkotrajne aktivacije PI3K/Akt signalnog puta 

pokazuje da je ovaj signalni put jedan od mehanizama smanjenja proinflamatornog 

fenotipa mikroglije. Da bi ovo potvrdili uradili smo dodatne eksperimente sa 

inhibitorom PI3K, LY294002. Tretman inhibitorom doveo je do smanjenja genske 

-

-6, 

proinflamatornih medijatora -

smanjena ekspresija proinflamatornih medijatora je verovatno posredovana ovim 

transkripcionim faktorom. pokazani antiinflamatorni efekti 

benfotiamina jednim delom posredovani njegovim dejstvom na PI3K/AKT signalnu 

kaskadu. 

Uloga NF- -u je veoma kompleksna. Sa jedne strane, aktivacija NF-

koji doprinosi neurodegeneraciji. Poznato je da NF-

proinflamatorne medijatore. Naime, aktivacija NF- - -

-6, IL-10, iNOS, COX-

inflamatornom odgovoru (Rojo i sar., 2014; Wang i sar., 2002). Sa druge strane, NF-

-1, GPx i drugi 

(Morgan i Liu, 2011). Pretpostavlja se da ROS modulacija NF-

i do smanjenja 
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enzima, NF-

smrt (Perkins, 2007). I pored antioksidativnih i antiapoptotskih efekata koje NF-

ostvaruje, smanjenje NF-

ormiranje 

 

-

odnosno njegovu translokaciju u jedro izazvanu stimulacijom LPS- du 

pomenutu ulogu NF-

-

putem kojeg benfotiamin ostvaruje svoj antiinflamatorni i antioksidativni efekat. 

Inhibitorni efekat benfotiamina na NF-

dijabetesa (Hammes i sar., 2003). U ovoj studiji, uticaj benfotiamina na NF-  

posredovan je delom 2
-, a time i ostalih 

-

- - -

a koji aktivira -

benfotiamin smanjuje aktivaciju 

Akt-a izazvanu stimulacijom LPS-

smanjuje i aktivaciju NF-

aktivacije NF-

- a osnovu 

 da se zak  da benfotiamin smanjuje aktivaciju NF-

tkivo.  

 razmatranja rezultata ove disertacije u celini je da 

benfotiamin ostvaruje antiinflamatorni i antioksidativni efekat u aktiviranim 

-

morfologiju mikroglije stimulisane LPS-om
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2
-, TNF- -6, dok 

mikroglije

kaskade, kao i NF-

ane drugih signalnih 

benfotiamin 

al benfotiamina 

terapijski 

potencijal benfotiamina u oboljenjima CNS-a. 
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Na osnovu postavljenih ciljeva i analize rezultata dobijenih u okviru ove 

doktorske disertacije, mogu da se  

1. Benfotiamin u koncentracijama 1-  

i LPS-om stimulisanih BV- Stimulacija LPS-om dovodi 

do umerene apoptoze i nekroze BV-  

2. -

-

druge strane, BV- stimulisane LPS-

brojne mikroprojekcije i nastavke sa nagomilanim F-aktinom reorganizovanim 

aktiviranih BV- stimulacije LPS-om 

 

3. Benfotiamin smanjuje ekspresiju imunoregulatornog receptora CD40 u 

aktiviranim BV-

antiinflamatornog potencijala. 

4. Benfotiamin dozno-

NO u BV- -om. Ovaj efekat benfotiamin ostvaruje 

 NO stimulacijom LPS-om. 

5. Benfotiamin smanjuje gensku i proteinsku ekspresiju inducibilnog enzima 

COX-2 u aktiviranim BV-  

6. Benfotiamin u kontrolnim BV-

ekspresiju proinflamatornih citokina TNF- -6, kao ni antiinflamatornog IL-

10. Sa druge strane, b

TNF- -6 u BV- -

 -10.  

7. Benfotiamin smanjuje LPS-om  2
- i MDA u BV-

2 .  



118 

 

8. B ekspresiju MnSOD i CAT, aktivnost Cu,ZnSOD, CAT i 

GR  ukupnog glutationa, glavnog neenzimskog antioksidansa u 

mikrogliji. Uz to nivo ATP-

/ili 

 

9. Sumira -2 

-om, i njegov uticaj na produkciju proinflamatornih 

medijatora i citokina, kao i na ekspresiju i aktivnost enzima antioksidativne 

 i koncentraciju ukupnog glutationa  da benfotiamin 

-

 

10. Antiinflamatorni i antioksidativni uticaj na aktivirane BV-

signlane kaskad

odgovorna za LPS-om indukovanu ekspresiju TNF- -6, iNOS, i produkciju 

NO. 

11. Benfotiamin smanjuje LPS-om indukovanu translokaciju NF-

u jedro jedan od glavnih puteva antiinflamatornog i antioksidativnog 

dejstva benfotiamina. 

da se izvede benfotiamin 

ostvaruje imunosupresivno i antioksidativno delovanje u aktiviranim BV-2 

. To bi mogao biti osnov nja preterane 

aktivacije je jedna od osnovnih karakteristika neurodegenerativnih 

oboljenja. Stoga rezultati  ove disertacije u da benfotiamin 

potencijalan agens za e oboljenja CNS-a om 

neuroinflamacijom,  
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