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Uticaj purinskih nukleozidnih analoga, ribavirina i tiazofurina, na 

aktivaciju mikroglije u uslovima inflamacije 

 

 

REZIME: 

 

 Aktivacija mikroglije jedno je od glavnih obeležja eksperimentalnog 

autoimunskog encefalomijelitisa (EAE) i drugih neuroloških poreme�aja koje 

odlikuje hroni�na inflamacija. Cilj ove studije bio je da se proceni sposobnost dva 

analoga purinskih nukleozida, ribavirina (RBV) i tiazofurina (TR), da modulišu 

inflamatorni odgovor aktivirane mikroglije, in vivo i in vitro. 

 U in vivo studiji, koja je izvedena na EAE modelu indukovanom 

ubrzgavanjem encefalitogene emulzije u šapu Dark Agouti pacova, pokazano je da 

tretman životinja kombinacijom oba analoga, po�ev od pojave prvih simptoma pa 

tokom slede�ih 15 dana, dovodi do smanjenja težine bolesti, a na histološkom planu 

do smanjenja  broja i stepena aktivacije mikroglije. Budu�i da kombinovani 

tretman RBV i TR dovodi do supresije simptoma EAE i do redukcije reaktivne 

mikroglioze, formulisana je hipoteza da ovaj tretman, pored ranije opisanih 

sistemskih efekata u imunskom i vaskularnom sistemu, ostvaruju centralni efekat i 

to deluju�i prvenstveno na �elije mikroglije.  

 Uticaj RBV i TR, kao i kombinovane primene oba analoga detaljnije je 

ispitan u primarnoj kulturi mikroglijskih �elija. Aktivacija mikroglije, indukovana  

lipopolisaharidom bakterijskog zida gram negativnih bakterija, (LPS), izazvala je 

tipi�an odgovor reaktivne mikroglioze. Antiinflamatorni potencijal RBV, TR i 

RBV+TR ispitan je u pogledu citotoksi�nosti, indukcije morfoloških promena, 

produkcije azot monoksida (NO), osloba�anja proinflamatornih citokina i 

nuklearne translokacije NF-�B. Ispitan je citototoksi�ni potencijal RBV (1 – 20 

�M), TR (1 – 20 �M) i kombinovanog tretmana (10 μM RBV + 5 μM TR) i odre�ene 

su EC50 doze pri kojima se postiže polovina maksimalnog citotoksi�nog efekta. 

RBV, TR i kombinovani tretman smanjuju ukupnu produkciju NO u kulturi 



stimulisanoj LPS-om, a taj efekat se pripisuje smanjenju ukupnog broja �elija u 

kulturi.  RBV, TR i RBV+TR menjaju ameboidnu morfologiju aktivirane mikroglije, 

tako što smanjuju prose�nu površinu �elija u kulturi. Tretman RBV, TR i RBV+TR 

smanjuju translokaciju NF-�B/p65 u jedro. Primenjeni tretmani smanjuju ukupno 

osloba�anje TNF-� i IL-6, što je verovatno posledica smanjenja ukupnog broja 

aktiviranih �elija, a RBV i kombinovani tretman pove�avaju ekspresiju IL-1�. U 

primarnoj kulturi mikroglijskih �elija potvr�ena je genska i proteinska ekspresija 

uravnotežuju�ih nukleozidnih transportera 1 i 2 (ENT1, 2), koji u�estvuju u 

transportu RBV i TR u �elije.   

 Ukupno gledano, rezultati dobijeni ovom studijom ukazuju da RBV i TR, 

pojedina�no ili u kombinaciji, deluju citotoksi�no na aktiviranu mikrogliju i 

menjaju njenu morfologiju, a ispoljavaju i imunomodulatorno dejstvo tako što 

snižavaju produkciju NO, smanjuju signalizaciju posredovanu NF-�B/p65 i 

redukuju produkciju proinflamatornih citokina. 

 

KLJU�NE RE�I: centralni nervni sistem, inflamacija, mikroglija, 

eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis, �elijska kultura 
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The effect of purine nucleoside analogues, ribavirin and tiazofurin, on 

microglial activation under inflammatory conditions 

 

 

RESUME: 

 

 Activation of microglia is the hallmark of experimental autoimmune 

encephalomyelitis (EAE) and other neurodegenerative disorders associated with 

chronic neuroinflammation. The present study addressed the potency of purine 

nucleoside analogues ribavirin (RBV) and tiazofurin (TR) to modulate the 

microglial inflammatory response in vivo and in vitro.  

 In this study, we induced animal model of multiple sclerosis – experimental 

autoimmune encephalomyelitis (EAE) by subcutaneous injection of 

encephalitogenic emulsion in the hind paw of Dark Agouti rats and showed that 

therapeutic treatment of EAE animals with combination of these two nucleoside 

analogues reduced disease severity. In addition, histological analysis indicated that 

RBV and TR also decreased the number and activation status of microglial cells.  

Since the combined treatment with RBV and TR leads to suppression of EAE 

symptoms and reduction of reactive microgliosis, we proposed hypothesis that this 

treatment, in addition to previously described effects in immune and vascular 

system, may act in central nervous system targeting primarily microglial cells. 

 Therefore, in further experiments we examined effect of RBV, TR and their 

combination (RBV+TR) on primary microglial cell culture. Activation of microglial 

cells with bacterial lipopolysaccharide (LPS) triggers typical microglial responses to 

inflammation. Anti-inflammatory potential of RBV, TR and RBV+TR was tested in 

terms of influencing microglial morphological changes, NO production, nuclear 

factor-�B translocation and proinflammatory cytokines release, after LPS 

stimulation. The cytotoxic effects of RBV (1 – 20 �M), TR (1 – 20 �M) and their 

combination (10 μM RBV + 5 μM TR) are determined, as well as the dosages that 

achieved half-maximal inhibitory effect (EC50). RBV, TR and combination 



treatment lowered NO levels in LPS stimulated cultures as a result of decreased cell 

number. RBV, TR and RBV+TR induced shrinkage of average cell surface of LPS 

activated amoeboid microglial cells. Treatment with RBV, TR and RBV+TR of 

activated microglia strongly reduced the nuclear translocation of NF-�B/p65 and 

suppressed proinflammatory immune response genes. Applied treatments also 

exerted suppression of TNF-� and IL-6 release in activated microglia manly by 

reduction of cell number. At the same time, RBV and RBV + TR treatment 

additionally increased LPS-induced IL-1� gene expression and release. In primary 

microglial cell culture, gained results confirmed gene and protein expression of 

equilibrative nucleoside transporters (ENTs), proteins that are responsible for the 

putative entry of RBV and TR into cells.  

 Results obtained in this study indicate that RBV and TR, alone or in a 

combination, attenuate neuroinflammatory response, probably by exerting 

cytotoxicity on activated microglial cells, reduction of NO levels, attenuation NF-�B 

signaling and decrease of proinflammatory cytokine release. 

 
KEY WORDS: central nervous system, inflammation, microglia, experimental 

autoimmune encephalomyelitis, cell culture  
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SKRA�ENICE 

AB - Alchajmerova bolest 

ALS - amiotrofi�na lateralna skleroza 

AP-1 - protein aktivacije-1  

BDNF (eng. Brain-Derived Neurotrophic Factor) – neurotrofni faktor mozga 

CNS - centralni nervni sistem 

CNT (eng. Concentrative nucleoside transporters) - koncentrativni nukleozidni 

transporteri  

CO - ugljen monoksid  

DA  - Dark Agouti 

EAE - eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis  

EGFP (eng. Enhanced Green Fluorescence Protein) – poboljšani zeleni 

fluorescentni protein 

ENT (eng. Equilibrative nucleoside transporters) - uravnotežuju�i nukleozidni 

transporteri 

GM-CSF (eng. Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor) - faktor 

stimulacije kolonije granulocita/makrofaga 

GTP - guanozin-5’-trifosfat 

HO-1 - hem oksigenaza-1  

IFN - interferon 

IGF-1 (eng. Insulin-like growth factor-1) – faktor rasta-1 nalik insulinu  

IL-1 - interleukin-1  

IL-10 - interleukin-10   

IL-6 – interleukin-6  

IMP – inozin monofosfat 

IMPDH - inozin 5’-monofosfat dehidrogenaze  

JAK  – janus kinaza 

JNK (eng. c-Jun N-terminal kinases) – c-Jun kinaze sa N-krajem 

KMB - krvno-moždana barijera 

LPS – lipopolisaharid 



MAPK  - mitogenom-aktivirane proteinske kinaze 

M-CSF (eng. Macrophage Colony-Stimulating Factor) - faktor stimulacije 

kolonije makrofaga 

MS - multipla skleroza  

NAD - nikotinamid adenin dinukleotid 

NF�B (eng. Nuclear Factor Kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) – 

jedarni transkripcioni faktor �B 

NK �elije (eng. natural killer) – �elije prirodne ubice 

NMDA – N-metil-D- aspartat 

NO – azot monoksid 

NT3 - neurotrofin 3 

PB – Parkinsonova bolest 

PI3K – fosfatidilinozitol 3-kinaza 

RBV - ribavirin  

RDP - ribavirin-difosfat  

RMP - ribavirin-monofosfat  

RTP - ribavirin-trifosfat  

STAT– signalni transduktor i aktivator transkripcije 

TAD - tiazol-4-karboksiamid adenin dinukleotid 

TGF-� ( eng. Transforming Growth factor) - faktor transformacije rasta beta  

Th �elije (eng. T helper) - pomo�ne T �elije  

TLR (eng. Toll-like Receptors) – receptori nalik Toll-u 

TNFR – receptor faktora nekroze tumora-� 

TNF-� - faktor nekroze tumora-�  

TR -  tiazofurin 

TWEAK (eng. TNF like Weak inducer of apoptosis) – slabi induktor apoptoze 

sli�an TNF 

VCAM-1 (eng. Vascular Cell Adhesion Molecule 1) – adhezioni molekul-1 

vaskularnih �elija 

XMP – ksantozin monofosfat 
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1. UVOD 

 

1.1.�OSNOVNE�KARAKTERISTIKE�MIKROGLIJE�

Mikrogliju je prvi put opisao Pio del Rio-Hortega (1932), koji je istovremeno 

postavio i vizionarske postulate o ovim �elijama (Kettenmann i sar., 2011): 

1. �elije-prethodnice mikroglije ulaze u mozak tokom ranog embrionalnog 

razvi�a; 

2. te �elije su mezodermalnog porekla i imaju ameboidnu morfologiju;  

3. prilikom migracije koriste krvne sudove i puteve bele mase kako bi dospele u 

sve regione mozga; 

4. u adultnom mozgu transformišu se u granati tj. ramifikovani fenotip (poznat 

kao miruju�a mikroglija); 

5. ravnomerno su distribuirane u adultom centralnom nervnom sistemu 

(CNS); 

6. svaka �elija zauzima ta�no definisanu teritoriju; 

7. nakon patoloških doga�aja, �elije se transformišu i 

8. prelaze u ameboidnu formu sli�nu onoj koja se zapaža tokom ranog 

embrionalnog razvi�a; 

9. transformisane �elije imaju sposobnost migracije, proliferacije i fagocitoze.  

Del Rio-Hortega formulisao je ove, i danas važe�e postulate, na osnovu 

ispitivanja preseka moždanog tkiva impregniranih srebro-karbonatom (SL. 1).  

Mikroglijske �elije �ine 5 do 20 % svih �elija mozga i oko 20 % populacije 

glijskih �elija (Polazzi i Monti, 2010; Lawson i sar., 1990), pri �emu je njihova 

gustina region-specifi�na.  

Kada je re� o poreklu mikroglije, opšte je prihva�eno stanovište da ove �elije 

poti�u od prethodnika koji dolaze sa periferije i da su 

mezodermalnog/mezenhimalnog porekla (Chan i sar., 2007). Kod glodara ove 

�elije poti�u iz koštane srži i migriraju iz krvnog sistema kao monocitne �elije do 

1
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desetog dana postnatalnog razvi�a, dok je kod adultnih životinja razmena izme�u 

krvi i parenhima mozga u fiziološkom stanju minimalna (Ajami i sar., 2007). Kad 

nasele parenhim CNS, mikroglijske �elije se transformišu u ramifikovani fenotip. 

 

SLIKA 1. Morfološka evolucija mikroglije tokom njene fagocitne 
aktivnosti (mikrografija preuzeta iz del Rio-Hortega, 1932). A: �elija sa debelim i 
trnolikim nastavcima; B: �elija sa kratkim nastavcima i uve�anim telom; C: 
hipertrofi�na �elija sa pseudopodijama; D i E: ameboidne i pseudopodi�ne forme; 
F: �elija sa fagocitiranim leukocitom; G: �elija sa brojnim fagocitiranim 
eritrocitima; H: debela-granularna �elija; I: �elija u mitoti�koj deobi.   
  

 Danas se mnogo više zna o �iniocima koji kontrolišu aktivaciju mikroglije, 

nego o �iniocima koji je preobra�aju u ramifikovani fenotip. Istraživanja na 

�elijskoj kulturi dala su o tome neke nagoveštaje, pa je tako ustanovljeno, da se kod 

monocita gajenih u kondicioniranom medijumu astrocita, pove�ava stepen 

ramifikacije (Sievers i sar., 1994), a  dodavanje ATP ili adenozina medijumu izaziva 

još izraženije grananje (Wollmer i sar., 2001). Ostali kandidati su citokini koje 
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osloba�aju astrociti: TGF-� (faktor transformacije rasta beta), M-CSF (faktor 

stimulacije kolonije makrofaga) i GM-CSF (faktor stimulacije kolonije 

granulocita/makrofaga) (Schilling i sar., 2001). Tako�e, pokazano je da je za 

ramifikaciju mikroglije potrebna aktivnost kanala za transport hlora (Cl-) (Eder i 

sar., 1998).  

1.1.1. Aktivaciona stanja mikroglije 

U zdravom adultnom CNS-u mikroglija ima malo �elijsko telo sa finim 

dugim nastavcima, koji se na krajevima granaju. Ovakav izgled mikroglije �esto se 

naziva miruju�e stanje. Infekcija, trauma (Cho i sar., 2006; Ladeby i sar., 2005), 

ishemija (Rupalla i sar., 1998), neurodegenerativne bolesti (Ponomarev i sar., 

2006) i izmenjena neuronska aktivnost, tj. bilo kakvo narušavanje ili gubitak 

homeostaze koje ukazuje na realnu ili potencijalnu opasnost po CNS, izaziva 

temeljne promene oblika mikroglije, genske ekspresije i funkcije, što definiše stanje 

koje se naziva aktivirana mikroglija (Kettenmann i sar., 2011). Tokom ovog procesa 

mikroglija iz ramifikovanog, prelazi u ameboidni oblik, što podrazumeva 

povla�enje nastavaka. Formiraju se pseudopodije, mikroglija postaje pokretljiva i 

kre�e se ka leziji ili izvoru patogena. Lokalna gustina mikroglije može se pove�ati i 

proliferacijom, kako bi se obezbedilo više �elija za odbranu i uspostavljanje tkivne 

homeostaze. Tokom aktivacije dolazi i do indukcije i preure�ivanja površinskih 

molekula za interakciju sa drugim �elijama i komponentama van�elijskog matriksa. 

Tako�e, dolazi i do promene u aktivnosti unutar�elijskih enzima i otpuštanja 

mnogobrojnih faktora sa proinflamatornim i imunomodulatornim efektima. U 

slede�oj fazi aktivacije, mikroglija ispoljava fagocitnu aktivnost kojom se uklanjaju 

ostaci ošte�enog tkiva i �elija i neutrališu patogeni. Fagocitna forma mikroglije 

osloba�a i hemokine koji privla�e imunske �elije u CNS. Aktivirana mikroglija ima 

ulogu i antigen-prezentuju�ih �elija, te tako pomaže ste�enom imunskom sistemu u 

borbi protiv virusnih i bakterijskih patogena. U ovaj širok opseg mikroglijske 

aktivnosti spada i produkcija neurotrofnih faktora, kao i fizi�ka povezanost sa 

ugroženim neuronima. Ne treba zaboraviti da se mikroglijske �elije nalaze u 

parenhimu mozga koji je „imuno-privilegovano“ mesto, što zna�i da poseduje 
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mehanizme zaštite od potencijalno štetnih posledica imunske reakcije (Galea i sar., 

2007), pa je aktivacija mikroglije strogo regulisan proces.  

Mikroglija je u zdravom adultnom CNS-u ramifikovana i vrlo malo ili uopšte 

ne eksprimira markere aktivacije (Kreutzberg, 1996), pa se smatra da je ona 

funkcionalno uspavana, a  termin ramifikovana mikroglija se skoro uvek 

izjedna�ava sa terminom „miruju�a“ mikroglija, naglašavaju�i tesnu vezu izme�u 

morfologije i funkcije (Streit i sar., 1999). Me�utim, ove „miruju�e“ �elije u stvari, 

neprekidno proveravaju sopstveno okruženje. Svojim pokretljivim nastavcima 

mikroglija konstantno „nadgleda“ van�elijski prostor i susedne �elije, integriše i 

interpretira znake koje dobija od okruženja, kako bi bila spremna da se 

transformiše u aktivnu formu, a da pri tome ne naruši osetljivu neuronsku mrežu. 

Ti fini i konstantni pokreti �elijskih nastavaka pokazani su u in vivo studijama 

oslikavanja mozga EGFP (eng. Enhanced Green Fluorescence Protein) obeleženom 

mikroglijom (Davalos i sar., 2005; Nimmerjahn i sar., 2005).  

Pored konstantnog nadgledanja, mikroglija ima ulogu „ku�epazitelja“, o 

kojoj se malo zna i verovatno dobrim delom prolazi neopaženo (Hanisch i 

Kettenmann, 2007). Primera radi, mikroglija �ak i u slu�aju malog vaskularnog 

deficita ili prilikom izolovanog neuronskog ošte�enja, deluje trenutno kako bi 

pružila zaštitu i trofi�ku podršku. Ona može i da redukuje aktiviraju�i sinapti�ki 

ulazni signal procesom koji se naziva sinapti�ko ogoljavanje (eng. – sinaptic 

stripping) (Wake i sar., 2009; Trapp i sar., 2007). Stoga se može zaklju�iti da 

prelazak mikroglije iz režima nadgledanja u aktivno stanje pre predstavlja promenu 

stanja, nego aktivaciju po sebi, što zna�i da zapravo, nema perioda inaktiviranosti 

mikroglije (Kettenman i sar., 2011). Postoji sve više dokaza da aktivacija mikroglije 

nije proces sve-ili-ništa, niti stereotipni put sa unapred poznatim ishodom, ve�, na 

protiv, da se sastoji od prelaza iz jednog u drugo funkcionalno stanje (Colton, 

2009; Hanisch i Kettenmann, 2007). Na primer, aktivacija mikroglije može 

zapo�eti kao rani odgovor u vidu ispoljavanja odbrambenih funkcija, kako bi se 

pobedila infekcija ili ograni�ila dalja ošte�enja nakon povrede. Ta aktivirana 

mikroglija koja je inicijalno odabrala odbrambeni program može se preobratiti u 
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mikrogliju koja je orijentisana ka popravci i obnavljanju tkiva (Kettenmann i sar., 

2011) .    

Šta se dešava sa post-aktiviranom mikroglijom nakon okon�anja 

mikroglijskog odgovora? Pretpostavlja se da svaka aktivacija mikroglije, �ak i ona 

minimalnog intenziteta i trajanja, ostavlja tragove u vidu suptilnih funkcijskih 

promena. Naime, na morfološkom nivou post-aktivirana mikroglija može da 

izgleda prividno isto kao „miruju�a“ �elija, a da ipak nosi neka dugotrajna obeležja 

prethodne aktivacije. Postojanje lokalne populacije mikroglije koja je ve� iskusila 

aktivaciju, može da omogu�i bržu i efikasniju reakciju pri ponovnom izazovu. Sa 

druge strane, pove�ava se verovatno�a nastanka nekog oblika disfunkcije sa 

staroš�u, koji može da ima ulogu u nastanku neurodegenerativnih procesa (Block i 

sar., 2007; Conde i Streit, 2006).  

Jedan od faktora koji uti�e na profil ekspresije i osobine mikroglije je i 

osnovna arhitektura CNS-a. Naime, mikroglija bele i sive mase se razlikuje u nivou 

ekspresije imunoregulatornog receptora Tim-3 (Anderson i sar., 2007). Ova razlika 

može da uti�e na osetljivost prema inflamaciji (Hristova i sar., 2010). Interesantno 

je da je ova heterogenost mikroglije u korelaciji sa heterogenoš�u 

oligodendroglijskih populacija u sivoj i beloj masi (Kitada i Rowitch, 2006). 

Morfologija nije uvek pouzdani pokazatelj funkcijskog stanja mikroglije. 

Pokazano je da indukcija odre�enih gena ili aktivacija može da se desi i u odsustvu 

o�igledne morfološke promene (Eskes i sar., 2003), pa je zaklju�eno da gubitak 

ramifikovane i sticanje više amebodne forme ne mora uvek da bude odraz 

aktuelnog reaktivnog fenotipa (Markovic i sar., 2009). 

1.1.2. Mikroglija in vitro 

Uprkos �injenici da je in vitro kultura mikroglijskih �elija opisana još 1930-

ih godina od strane Costera, njeno uvo�enje kao eksperimentalnog modela za 

izu�avanje osobina i funkcija mikroglije desilo se skoro pola veka kasnije, nakon 

razvijanja metoda za dobijanje velikog broja ovih �elija iz postnatalnog mozga 

glodara (Giulian i Baker, 1986). Naime, Giulian i Baker su utvrdili da u mešovitoj 

glijskoj kulturi postoji mikroglija ameboidnog oblika, koja se nalazi na sloju 
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astrocita i ima sli�ne osobine kao makrofagi, uklju�uju�i sposobnost da proliferiše, 

vrši fagocitozu, lu�i citokine i reaktivne kiseoni�ne vrste. Tako�e, identifikovali su i 

populaciju mikroglijskih �elija sa ramifikovanim fenotipom, koja ima smanjenu 

sbosobnost fagocitoze i proliferacije, a nalazi se unutar ili ispod sloja astrocita. Sa 

vremenom, u mešovitoj kulturi se pove�ava broj ramifikovane forme jer se 

mikroglija sve više integriše u sloj astrocita (Kalla et al, 2003; Tanaka et al., 1999). 

Budu�i da je ameboidna mikroglija slabo vezana za sloj koji formiraju astrociti, 

izolacija ovih �elija iz mešovitih glijskih kultura postao je pouzdan, ponovljiv i 

dobro okarakterisan in vitro model za izu�avanje mikroglijskih �elija. Ipak, 

izolovane mikroglijske �elije prepoznaju sredinu �elijske kulture kao stranu, pa 

stoga in vitro studije ne oslikavaju verno osobine mikroglije u fiziološkom stanju 

mozga.  

   

   

SLIKA 2. Mikroglijske �elije u kulturi (slike preuzete od Abd-El-Basset, 
2000). 1, 2: Fazno-kontrastne mikrografije mikroglije u kulturi. Pre LPS tretmana, 
(1) �elije imaju ameboidni oblik sa mnogo kratkih nastavaka, koji se na krajevima 
šire i formiraju lamelipodije (crne strelice). Neke mikroglijske �elije su male i 
okrugle (crni vrh strelice). Mikroglija  tretirana pet dana sa 5 μg/ml LPS (2), ve�ina 
�elija postaje ve�a, pljosnata i okrugla (crne strelice). 3, 4: Fluorescentne 
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mikrografije mikroglije obeležene rodaminom. 	elije pre LPS tretmana (3), imaju 
mrežu F-aktina koja je više granularna, nego filamentozna. Mikroglija tretirane pet 
dana sa 5 μg/ml LPS (4), poseduje debela klupka F-aktina u mikronastavcima koji 
nalikuju bodljama na velikim, pljosnatim i okruglim �elijama. 5, 7: Mikrografije sa 
elektronskog mikroskopa. Mikroglija pre LPS tretmana (5) ima brojne nastavke 
koji se šire u lamelipodije (bele strelice), dok površina �elije ima nekoliko velikih 
membranskih nabora i mehura (beli vrh strelice).  	elije tretirane pet dana sa 5 
μg/ml LPS (7) imaju pljosnat i okrugao oblik sa mikronastavcima koji nalikuju 
bodljama (bele strelice), bez membranskih nabora, dok se u centru �elije nalaze 
mnogi mali membranski mehuri. 

 

Mikroglijske �elije in vitro obi�no nemaju ramifikovanu strukturu koja se 

vi�a u normalnom CNS ili �ak u mešovitoj glijskoj kulturi. Javljaju se u raznim 

oblicima, od vretenastih i cilindri�nih ili ameboidnih verzija sa kratkim, debelim 

nastavcima, koji se šire u vidu lamelipodija, do potpuno okruglih �elija (SL. 2, Abd-

el-Basset, 2000). Tako se gajenjem u kondicioniranom medijumu astrocita 

pove�ava ramifikacija ovih �elija (Wollmer i sar., 2001; Sievers i sar., 1994), dok 

lipopolisaharid (LPS) poreklom iz �elijskog zida gram-negativnih bakterija 

uzrokuje brojne �elijske odovore koji igraju klju�nu ulogu u patogenezi 

inflamatornih odgovora. Zbog toga se LPS koristi za izazivanje proinflamatorne i 

neurotoksi�ne aktivacije mikroglije (SL. 2) (Kaneko i sar., 2009; Qin i sar., 2007; 

Hanisch, 2002; Abd-El-Basset, 2000). 

 U raznim eksperimentalnim postavkama, kao validna zamena za primarnu 

mikroglijsku kulturu, �esto se upotrebljava imortalizovana mikroglijska �elijska 

linija BV-2, dobijena iz miša. 

1.1.3. Identifikacija mikroglije 

Mikroglija se identifikuje na presecima mozga �oveka i eksperimentalnih 

životinja, kao i u kulturi �elija, zahvaljuju�i specifi�nim membranskim i 

unutar�elijskim markerima.  Neki od tipi�nih markera mikroglije su:  

� Griffonia simplicifolia izolectin B4 (ILB4) ili lektin iz paradajza (Boya i sar., 

1991; Streit i Kreutzberg, 1987), koji prepoznaju funkcionalne grupe glikana 
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eksprimiranih na površini mikroglije. ILB4 tako�e intenzivno boji i krvne 

sudove, ali se oni jasno morfološki razlikuju od mikroglije; 

� �M�2 integrin (CD11b/CD18, komplement receptor 3, CR3, MAC1), koji 

vezuje komplement C3b, zatim proteine plazme i van�elijskog matriksa i ima 

ulogu u fagocitozi opsonizovanog i neopsonizovanog materijala (Ma i sar., 

2003); 

� antitela specifi�na za Iba1, protein za koji se pretpostavlja da ima ulogu u 

održanju stalne koncentracije kalcijuma (Imai i Kohsaka, 2002); veoma je 

pogodan za detaljnu vizualizaciju nastavaka mikroglije; 

� u neuropatologiji i eksperimentalnim istraživanjima slede�i molekuli su 

korisni za identifikaciju makrofaga/mikroglije sa manje ili više izraženim 

preklapanjem: imunoglobulinski receptori (CD16/32/64, Fc RIII/II/I); 

CD45 (ili LCA- eng., leukocyte common antigen), CD68 (makrosialin, 

glikoprotein koji se veže za proteine niske gustine), CD163 (receptor M130, 

ED2), CD169 (sijaloadhezin, siglec-1), CD204 (MSR), F4/80 antigen, �-

glukozni receptor dektin-1, ili manozni receptor (CD206).  

Nivo ekspresije mnogih od ovih molekula, kao što je npr. Iba1, pove�ava se 

sa aktivacijom mikroglije (Ito i sar., 2001). Neke klase molekula eksprimira samo 

aktivirana mikroglija, kao što su molekuli MHC kalase II, uklju�uju�i i pomo�ne 

molekule za prezentaciju antigena (B7.1 ili B7.2 tj. CD80/86). Bitni su i markeri 

koji jasno razlikuju aktiviranu mikrogliju od infiltriraju�ih monocita. Jedan od 

molekula koji ima takvu sposobnost, barem u tkivu �oveka, je glukozni transporter 

5 (GLUT5) (Vannucci i sar., 1997; Maher i sar., 1994). Što se ti�e pacova za tu svrhu 

pogodna su antitela specifi�na za keratin sulfatni epitop 5D4 (Bertolotto i sar., 

1998). 

1.2.�MIKROGLIJA�U�NEURODEGENERACIJI�

Moderno doba izu�avanja mikroglije po�elo je u kasnim 1960-im sa 

Blinzingerom i  Kreutzbergom i njihovim modelom lezije facijalnog nerva, koji je 

pomogao da se uspostavi koncept uloge mikroglijskih �elija, kako u degeneraciji 
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tako i u regeneraciji mozga. Disregulacija u funkcionisanju aktivirane mikroglije 

može doprineti patološkim doga�ajima u Parkinsonovoj bolesti (PB), 

Alchajmerovoj bolesti (AB), multiploj sklerozi, amiotrofi�noj lateralnoj sklerozi 

(ALS), kao i demenciji izazvanoj HIV-om (Saijo i Glass, 2011; Glass i sar., 2010). 

1.2.1. Multipla skleroza 

Multipla skleroza (MS) je heterogeno i složeno autoimunsko oboljenje CNS-

a koje odlikuje inflamacija, demijelinizacija i degeneracija aksona. Kod ovog 

oboljenja �elije imunskog sistema napadaju komponente mijelinskog omota�a, što 

dovodi do ošte�enja i samih neurona. Oboljenje se manifestuje gubitkom funkcija 

motornog, autonomnog i vizuelnog sistema, kao i kognitivnim deficitima. Bolest se 

uglavnom javlja izme�u  20. i 30. godine života i to 2-3 puta �eš�e kod osoba 

ženskog pola. U ranoj fazi MS, oko 87 % pacijenata ima relapsno-remitentni oblik 

bolesti (Weiner, 2008). Me�utim, vremenom se akumulira sve više ošte�enja, pa 

dolazi do ireverzibilne progresije bolesti, tj. razvija se sekundarno-progresivna 

forma MS (Runmarker and Andersen, 1993). Oko 10 % pacijenata oboli od teškog 

oblika MS, koji se odlikuje odsustvom remisija i konstantnom progresijom 

neuroloških deficita (Goverman, 2009; Sospedra i Martin, 2005). Za sada je 

nepoznato koji bi to faktor mogao da bude inicijator bolesti, ali se smatra da je za 

razvoj MS neophodna kombinacija sredinskih i genetskih faktora koji vode ka 

autoimunskom odgovoru usmerenom ka mijelinskom omota�u.  

Veoma dobar i uobi�ajeni animalni model za izu�avanje patoloških doga�aja 

u MS je eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis (EAE). EAE se indukuje kod 

osetljivih sojeva glodara, a može biti indukovan i kod nekih primata. Kada su 

pacovi u pitanju, osetljivi sojevi su Lewis i Dark Agouti (DA) (Stoši�-Gruji�i� i sar., 

2004; Happ i sar., 1988), a rezistentni Albino Oxford (AO) (Miljkovi� i sar., 2006) i 

Brown Norwey (BN) (Staykova i sar., 2005; Happ i sar., 1988), dok je Wistar soj 

relativno rezistentan (Dimitrijevi� i sar., 1995). EAE se uglavnom ne pojavljuje 

spontano, ve� je za njegovu indukciju, pored geneti�ki osetljivog soja životinja, 

neophodna aktivna imunizacija životinja, antigenima koji poti�u iz mijelina, ili 
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pasivni transfer aktiviranih T limfocita koji prepoznaju epitope mijelina (za detalje 

videti: Pender, 1995). 

Jedno od glavnih obeležja i MS i EAE jeste pojava lezija, uglavnom u beloj 

masi CNS-a. MS lezija predstavlja oblast gubitka mijelina (demijelinizacija), kojoj 

prethodi infiltracija limfocita u perivaskularne prostore i belu masu ki�mene 

moždine, kao i aktivacija mikroglije i astrocita (Lassmann i sar., 2001). Oko 

demijelinizacionih lezija uo�eno je i nagomilavanje antitela (Frohman i sar., 2006). 

Kada je inflamatorni odgovor prolazan, remijelinizacija aksona se odvija tokom 

oporavka, me�utim kada je, kao kod MS, prisutna hroni�na inflamacija, proces 

remijelinizacije je narušen, pa bolest vodi ka progresivnoj degeneraciji aksona i 

smrti neurona (Trapp i Nave, 2008).  

Za razliku od PB, AB i ALS, u kojima su neadekvatni proteinski agregati 

glavni patološki faktori nastanka bolesti, inflamatorna priroda bolesti i sli�nost sa 

animalnim modelima autoimunske demijelinizacije, ukazuju da se kod MS 

primarni deficit dešava u regulaciji ste�enog imunskog odgovora (Graeber i sar., 

2011; Weiner, 2009; Lassmann i Ransohoff, 2004). Preovladava stanovište da 

sistemska aktivacija autoreaktivnih T �elija dovodi do ekspanzije i migracije 

mijelin-reaktivnih �elija sa periferije u parenhim mozga i ki�mene moždine, što 

izaziva inflamaciju i demijelinizaciju. Dugo se smatralo da pomo�ne T �elije tipa 1 

(Th1) igraju klju�nu ulogu u patogenezi bolesti, me�utim karakterizacija specifi�nih 

funkcija IL-12 i IL-23 otkrila je da veoma bitnu ulogu u patogenezi MS igra 

podgrupa T pomo�nih �elija, koje se nazivaju Th-17 �elije (Cua i sar., 2003).  

1.2.2. Uloga mikroglije u multiploj sklerozi  

Kad su u pitanju inicijacija i progresija MS, osim deficita u regulaciji 

ste�enog imunskog odgovora, suštinski doprinos ima i uro�eni imunski odgovor od 

strane rezidentnih imunskih �elija CNS-a (Sriram, 2011). 

Aktivacija mikroglije može doprineti po�etku MS i EAE, prezentovanjem 

antigena i sekrecijom proinflamatornih citokina (Benveniste, 1997). Mikroglija 

osloba�a citokine, kao što su IL-6, IL-23, IL-1� i TGF�, koji su neophodni za 

diferencijaciju i aktivaciju Th-17 �elija (Saijo i Glass, 2011). U relapsno-
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remitentnom obliku EAE zabeležena je produžena aktivacija mikroglije, koja je u 

korelaciji sa gubitkom sinapsi (Rasmussen i sar., 2007). Preterana aktivacija 

mikroglije, povezana sa inflamacijom bele mase, javlja se i kod MS pacijenata i to 

�eš�e kod onih sa sekundarno-progresivnim tipom bolesti (Kutzelnigg i sar., 2005). 

Uloga mikroglije kao antigen-prezentuju�ih �elija zasniva se na ekspresiji molekula 

MHC klase II, markera zrelih denditri�nih �elija CD83 i ko-stimulatornog molekula 

CD40, koji su neophodni za interakciju sa efektorskim T i B �elijama (Raivich and 

Banati, 2004). Uz to, mikroglija eksprimira sve poznate TLR receptore (eng. Toll-

like receptors), koji igraju klju�nu ulogu u uro�enom imunskom odgovoru CNS-a 

(Aravalli i sar., 2007; Jack i sar., 2007). Ekspresija ovih receptora je pove�ana u 

demijelinizacionim lezijama i u EAE i MS (Andersson i sar., 2008; Bsibsi i sar., 

2002). Mikroglija u�estvuje u procesima demijelinizacije i fagocitozi degradovanog 

mijelina (Bauer i sar., 1994), što dovodi do ekspresije mijeloperoksidaze (Gray i 

sar., 2008), koja u interakciji sa reaktivnim kiseoni�nim vrstama uzrokuje 

ošte�enje neurona (Raivich and Banati, 2004; Benveniste, 1997). Mikroglija može 

da lu�i i TWEAK (eng. TNF like weak inducer of apoptosis), inflamatorni citokin 

koji pokre�e brojne procese uklju�uju�i proliferaciju, angiogenezu, inflamaciju i 

indukciju �elijske smrti. Ekspresija ovog molekula je pove�ana u MS lezijama 

(Serafini i sar., 2008). Mikroglija koja eksprimira TWEAK uklju�ena je u gubitak 

mijelina, ošte�enje neurona i vaskularne izmene u kortikalnim lezijama (Gandhi i 

sar., 2010). Neke mikroglijske �elije u EAE eksprimiraju IL-17 i njegov receptor, 

koji autokrinim delovanjem pove�avaju produkciju IL-6, NO, adhezivnih i 

inflamatornih proteina i tako dovede do pogoršanja bolesti (Kawanokuchi i sar., 

2008).  

Me�utim, osim doprinosa u razvoju bolesti, postoje dokazi o pozitivnim 

ulogama ovih �elija u MS i EAE. Mikroglija, zavisno od citokinskog miljea koji je 

okružuje, produkuje i anti-inflamatorne citokine, IL-10 i TGF-�, kao i neurotrofne 

faktore, BDNF (eng. brain-derived neurotrophic factor), IGF-1 (eng. insulin-like 

growth factor-1) i NT3 (neurotrofin 3) (Napoli i Neumann, 2009; Napoli i 

Neumann, 2010). Stoga se danas smatra da mikroglija, zavisno od faze bolesti i 
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kontrole regulacije, ima dvojnu prirodu, odnosno, da ostvaruje neurodestruktivno i 

neuroprotektivno dejstvo (Napoli i Neumann, 2010; Aravalli i sar., 2007). 

1.2.3. Citokini u neurodegeneraciji 

 Jedan od najvažnijih aspekata aktivacije mikroglije je produkcija 

proinflamatornih citokina, kao što su TNF�, IL-1� i IL-6. Primarna uloga ovih 

citokina je zaštita CNS-a od daljeg ošte�enja prilikom narušavanja njegovog 

integriteta bilo povredom, ishemijom ili infekcijom. Me�utim, isti citokini mogu, 

pod odre�enim uslovima, biti i toksi�ni za neurone i druge glijske �elije (SL. 3, 

Smith i sar., 2012). To se naro�ito dešava u uslovima hroni�ne aktivacije mikroglije, 

kada ona doprinosi razvoju i daljoj progresiji neurodegenerativnih oboljenja (Block 

i sar., 2007). Efekti proinflamatornih citokina, kako u neuroprotekciji, tako i u 

neurodegeneraciji, otežavaju procenu uloge mikroglije u ovim oboljenjima. Stvar 

dodatno komplikuju astrociti, koji nakon ošte�enja CNS-a i sami zapo�inju 

produkciju proinflamatornih medijatora, uklju�uju�i i citokine, pa na taj na�in 

doprinose poja�avanju inflamacije (Lu i sar., 2011). Potom i sama interakcija 

aktivirane mikroglije i astrocita može da poja�a inflamatorni odgovor i da 

doprinese produkciji neurotoksi�nih faktora. Na primer, u LPS stimulisanoj ko-

kulturi mikroglije i astrocita, svaki tip ovih �elija proizvodi zna�ajno ve�u koli�inu 

neurotoksi�nih faktora, nego iste �elije u monokulturi (Saijo i sar., 2009). To 

ukazuje na postojanje pozitivne povratne sprege izme�u astrocita i mikroglije u 

produkciji proinflamatornih faktora (Saijo i Glass, 2011). Interakciju mikroglije i 

astrocita još je teže definisati u in vivo sistemu. 

1.2.3.1. Faktor nekroze tumora-� (TNF-�) 

TNF-�  je mali polipeptid koji se može na�i u dve forme: kao membranski 

protein od 26 kDa ili kao solubilna forma od 17 kDa. Iako je mikroglija glavni izvor 

ovog proinflamatornog citokina, TNF-� osloba�aju i neuroni i astrociti (Breder i 

sar., 1994, Lee i sar., 1993). TNF-� deluje preko dva receptora: TNFR1 i TNFR2. 

Interakcija TNF-� sa receptorom 1 pokre�e signalizaciju posredstvom kompleksa I 

ili kompleksa II. Usled interakcije komponenti kompleksa I, aktivira se I�B kinaza 
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(IKK), koja fosforiliše I�B, što omogu�ava translokaciju NF�B u jedro i 

transkripciju gena koji su pod njegovom kontrolom, uklju�uju�i antiapoptotske 

proteine (npr. IAP, Bcl-2, Bcl-xL) kao i proinflamatorne faktore (npr. citokine, 

hemokine, COX-2) (Ahn i Aggarwal, 2005). Kompleks I može da aktivira i JNK i 

p38 kinaze i tako inicira transkripciju proinflamatornih molekula i enzima 

(Guicciardi i Gores, 2003; Wajant i Scheurich, 2001). Sve ovo ukazuje da 

formiranje kompleksa I po aktivaciji TNFR1 igra važnu ulogu i u inflamaciji i u 

�elijskom preživljavanju. TNFR1 može da pokrene signalizaciju i preko 

alternativnog kompleksa II (Bender i sar., 2005), �ije komponente onda stupaju u 

interakciju sa sli�nim domenima na proformama kaspaze-8 i kaspaze-10, što vodi 

njihovoj aktivaciji (Sheikh i Huang, 2003; Chinnaiyan i sar., 1995). Ove kaspaze 

potom iniciraju apoptozu direktno, cepanjem kaspaze-3 ili indirektno preko 

aktivacije Bax što se završava osloba�anjem citohroma c iz mitohondrija (Zhao i 

sar., 2001). Me�utim, ostaje nepoznato šta pokre�e anti- ili pro-apoptotsku 

signalizaciju preko kompleksa I, ili kompleksa II.  

 Što se ti�e signalizacije preko TNFR2, ovaj receptor prevashodno odgovara 

na memebranski TNF-� (Grell i sar., 1995). Kod TNFR2 postoji sli�na signalana 

kaskada kao kod TNFR1, pa tako vezivanje TNF-� za TNFR2 vodi ka aktivaciji NF-

�B i JNK/p38 kinaza (Rothe i sar., 1995). Na membrani neurona, TNFR2 je 

sposoban da aktivacijom fosfatidilinozitol-3-kinaze (PI3K)/Akt signalnog puta 

poja�a transkripciju posredovanu faktorom NF-�B (Gustin i sar., 2004) i na taj 

na�in, barem delom, u�estvuje u protektivnim i regulatornim efektima ovog 

citokina u CNS-u. 

Pra�enje uloge ovog citokina u MS i EAE ukazalo je da se ekspresija TNF-� 

pove�ava sa pogoršanjem simptoma bolesti, kako kod životinja kod kojih je 

indukovan EAE, tako i kod MS pacijenata (Issazadeh i sar., 1996, 1995; Merrill i 

Benveniste, 1996). Tako�e, pokazano je da TNF-� ispoljava citotoksi�ni efekat na 

oligodendrocite in vitro i in vivo, kao i na njihove progenitore (Arnett i sar., 2001; 

Akassoglou i sar., 1998; Selmaj i Raine, 1988). U skladu sa ovim rezultatima, 

aplikacija antitela specifi�nih za TNF-� dovela je do potpune redukcije simptoma 

13



������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������UVOD 

�

EAE-a kod jednog soja miševa, uz izostanak inflamacije i demijelinizacije (Selmaj i 

sar., 1991).  

 

SLIKA 3. Važe�i mehanizam neurodegenerativne kaskade izazvane 
aktivacijom mikroglije i osloba�anjem proinflamatornih citokina  (slika 
preuzeta iz Smith i sar., 2012). � - porast; 
 – promena. 

 
Ovaj efekat je bio još izraženiji kada se sa blokadom zapo�elo u ranoj fazi 

inflamatornog procesa pre prvih simptoma bolesti (Körner i sar., 1997). Sa druge 
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strane, kod TNF-� nokaut miševa razvija se težak oblik EAE pra�en jakom 

infiltracijom i demijelinizacijom, a egzogena aplikacija TNF-� kod ovih miševa 

dovodi do redukcije klini�kih manifestacija bolesti (Liu i sar., 1998). Treba 

napomenuti i da tretman MS pacijenata antitelom specifi�nim za TNF-� dovodi do 

zna�ajnog pogoršanja bolesti (Titelbaum i sar., 2005). 

1.2.3.2. Interleukin-1 (IL-1) 

 U IL-1 familiju citokina spadaju IL-1�, IL-1� i endogeni antagonist IL-1 

receptora (IL-1RA). IL-1� je vezan za membranu, dok je IL-1� solubilan, a oba se 

sintetišu u vidu pro-formi koje se transformišu u aktivnu zrelu formu dejstvom 

proteaza (npr. kaspaza-1 za IL-1�) (Netea i sar., 2010). Oba navedena citokina 

deluju na tip I IL-1 receptora (IL-1RI). Nakon vezivanja liganda dolazi do 

konformacione promene IL-1RI i on vezuje pomo�ni protein IL-1 receptora (IL-

1RAcP). Ovaj kompleks pokre�e brojne adapterske proteine, što vodi aktivaciji 

brojnih kinaza uklju�uju�i:  kinaze 1 i 4 vezane za IL-1 receptor (IRAK1 i IRAK4), 

kinazu koja aktivira faktor transformacije rasta � (TAK), kao i �lanove kaskade 

protein kinaza aktiviranih mitogenima (p38, JNK i ERK1/2) (za detalje videti 

Smith i sar., 2012). Ove kinaze aktiviraju NF-�B i protein aktivacije-1 (AP-1) 

(Weber i sar., 2010), koji potom omogu�avaju transkripciju selektivnih gena. IL-1R 

podsti�e hidrolizu sfingomijelina i produkciju ceramida u neuronalnoj membrani 

(Hofmeister i sar., 1997). Akumulacija ceramida u �eliji može da aktivira 

apoptotske puteve Src kinaza i da dovede do promene elektrofizioloških 

karakteristika neurona (Davis i sar., 2006; Chik i sar., 1999; Brugg i sar., 1996). 

U EAE-u aktivirani makrofagi/mikroglija poja�ano izlu�uju IL-1� (Bauer i 

sar., 1993). Interleukin 1� stimuliše astrogliozu in vivo, u traumi i EAE-u (Giulian i 

sar., 1988),  dok in vitro izaziva smrt oligodendrocita u ko-kulturi sa astrocitima i 

mikroglijom, ali ne i u monokulturi oligodenrocita (Takahashi i sar., 2003). Tako�e 

je pokazano da IL-1 za indukciju apoptoze neurona zahteva prisustvo dodatnih 

citokina kao što su TNF-� ili IFN-� (Hu i sar., 1997; Chao i sar., 1995). 

Pretpostavlja se da IL-1�, sam ili u kombinaciji sa drugom faktorima, može imati 
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ulogu u ošte�enju aksona i neurona u MS-u i EAE-u. Sa druge strane, miševi 

deficijentni za IL-1� nemaju kapacitet za pravilnu remijelinizaciju (Mason i sar., 

2001). Istovremeno, kod ovih miševa je registrovan nedostatak IGF-1, koga 

produkuju mikroglija i makrofagi, usled �ega dolazi do odlaganja diferencijacije 

prekursora oligodendrocita u zrele �elije (Mason i sar., 2001). Tako�e je pokazano 

da IL-1� pospešuje produkciju faktora rasta neurona (NGF) in vitro (Carlson i sar., 

1999), što ukazuje da ovaj citokin može imati i neuroprotektivno dejstvo.  

1.2.3.3. Interleukin-6 (IL-6) 

 IL-6 je glikoprotein od 26 kDa koji aktivira receptor sastavljen od tri 

subjedinice: membranski vezana � subjedinica (IL-6R) i dve gp130 subjedinice koje 

su odgovorne za signalnu transdukciju (Manning i Cantley, 2007; Skiniotis i sar., 

2005). Kada se IL-6 veže za ovaj proteinski kompleks, dolazi do homodimerizacije 

gp130 subjedinica, što omogu�ava aktivaciju Janus kinaza, kao što su JAK1, JAK2 i 

TYK2. Ove kinaze potom fosforilišu signalne transduktore i aktivatore 

transkripcije, tzv. STAT proteine, naro�ito STAT1 i STAT3 (Jenab i Quinones-

Jenab, 2002; Bellido i sar., 1997). Smatra se da je STAT1 važan regulator 

signalizacije interferonima (IFN) koji su uklju�eni u uro�eni imunski odgovor 

(Arulampalam i sar., 2011; Lin i Lin, 2010). Nasuprot tome, STAT3 posreduje u 

�elijskom preživljavanju, proliferaciji i supresiji apoptoze (Aggarwal i sar., 2006; 

Hirano i sar., 2000). Aktivirani IL-6R–gp130 receptor kompleks može da inicira 

signalizaciju kojom se aktiviraju brojni �lanovi MAPK familije uklju�eni i u �elijsko 

preživljavanje i u odgovore na stres (Cunnick i sar., 2002; Takahashi-Tezuka i sar., 

1998; Schiemann i sar., 1997). IL-6 može tako�e da indukuje PI3K/Akt 

signalizaciju (LoPiccolo i sar., 2008; Manning i Cantley, 2007; Brunet i sar., 2001) i 

tako podstakne  preživljavanje �elija. 

 Podaci iz literature pokazuju da primena antitela specifi�nih za IL-6 

smanjuje incidencu i težinu simptoma EAE kod SJL soja miševa (Gijbels i sar., 

1995). Nokaut miševi na IL-6 su otporni na indukciju EAE posredstvom mijelin-

oligodendrocitnog glikoproteina, MOG (Eugster i sar., 1998; Mendel i sar., 1998; 

Samoilova i sar., 1998). Za razliku od divljeg soja miševa kod kojih indukcija EAE 
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izaziva zna�ajnu ushodnu regulaciju VCAM-1, kod EAE IL-6 nokauta detektuju se 

veoma nizak nivo ekspresije VCAM-1 (Eugster i sar., 1998). Ovi podaci ukazuju na 

klju�nu ulogu IL-6 u regulaciji interakcija izme�u limfocita i endotelnih �elija 

tokom autoimunskih procesa u CNS-u. Uz to, Carlson i sar. (1999), pokazali su da 

IL-6 ima neuroprotektivno dejstvo nakon ekscitotoksi�nog dejstva NMDA. 

 Opisani signalni putevi predstavljaju samo deo složene mreže preko koje 

nabrojani proinflamatorni citokini ostvaruju svoje dejstvo. Jedan isti citokin može 

�eliju usmeriti u razli�itim pravcima, od preživljavanja do apoptoze. Stoga, ne �udi 

što postoje kontradiktorni podaci o ulozi proinflamatornih citokina u 

neurodegeneraciji. Pa ipak, sve ve�i broj eksperimentalnih i klini�kih studija 

ukazuju na to da inhibicija jednog ili više proinflamatornih citokina predstavlja 

dobru opciju u tretmanu neurodegenerativnih oboljenja (za detalje videti Smith i 

sar., 2012). Mora se, naime, imati u vidu da inflamacija ima pre svega protektivnu 

ulogu u CNS-u, tako da terapija usmerena samo na inflamatornu komponentu 

neurodegenerativne bolesti može biti kratkoro�na, pa �ak i nepovoljna. 

1.2.3.4. Interleukin-10 (IL-10) 

Zbog svih navedenih razloga, predmet brojnih istraživanja je rasvetljavanje 

regulatornih mehanizama koji kontrolišu prelazak mikroglije iz aktiviranog stanja 

indukovanog akutnom inflamacijom, u fenotipska stanja koja su povezana sa 

oporavkom tkiva i sa održavanjem homeostaze CNS-a. Veliki broj faktora doprinosi 

smirivanju aktivacije mikroglije i njenom povratku u „miruju�u“ formu, a jedan od 

njih je IL-10 (Sawada i sar., 1999).  

IL-10 je dobro poznati Th2 citokin sa anti-inflamatornim delovanjem, kao i 

potencijalni terapeutik za tretman organ-specifi�nih autoimunskih oboljenja (Cua i 

sar, 2001). IL-10 deluje imunosupresivno na monocite i makrofage, te snažno 

suprimira produkciju proinflamatornih citokina (TNF-�, IL-6 i IL-1) od strane ovih 

�elija (de Waal Malefyt et al., 1991; Fiorentino et al., 1991). Receptor za IL-10 spada 

u klasu receptora koji aktiviraju signalizaciju preko JAK/STAT puta, nakon �ega 

sledi transkripcija selektivnih gena, �iji produkti podsti�u proliferaciju ili imaju 

antiapoptotsko delovanje (Donnelly i sar., 1999). Tako�e je pokazano da je IL-10 
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aktivator PI3K signalnog puta, pa može na taj na�in da podstakne preživljavanje 

mikroglije i astrocita (Strle i sar., 2002). Me�utim, za anti-inflamatorno delovanje 

IL-10 potrebna je aktivacija p38/MAPK signalnog puta nakon �ega sledi 

transkripcija gena za enzim Hem oksigenazu-1 (HO-1) (Lee i Chau, 2002). HO-1 je 

uklju�ena u biosintezu hema i katališe reakciju u kojoj nastaju ugljen monoksid 

(CO), slobodno gvož�e i hem prekursor biliverdin. Antiinflamatorno delovanje HO-

1 je izgleda zavisno od signalizacije preko CO koga ovaj enzim produkuje, budu�i da 

uklanjanje CO blokira anti-inflamatorno delovanje IL-10. U terapijske svrhe može 

da se primenjuje direktno IL-10 ili  može da  se moduliše aktivnost HO-1.  

Na ulogu IL-10 u CNS-u, ukazale su studije na animalnim modelima i 

�elijskoj kulturi. Pokazano je da IL-10 deluje neuroprotektivno nakon povrede 

neurona izazvane hipoksijom (Grilli i sar., 2000; Dietrich i sar., 1999), kao i nakon 

neurotoksi�nog dejstva glutamata (Bachis i sar., 2001). Pored toga, u kulturi 

oligodendroglijskih �elija tretiranih LPS-om ili interferonima, IL-10 spre�ava smrt 

ovih �elija (Molina-Holgado i sar., 2001). Tako�e, IL-10 zna�ajno redukuje 

inflamatorni odgovor u LPS-stimulisanim mikroglijskim �elijama (Kremlev i 

Palmer, 2005).  

1.3.�PRIMENA�RIBAVIRINA�I�TIAZOFURINA�U�NEUROPATOLOŠKIM�

STANJIMA�

 Ribavirin (1-�-D-ribofuranozil-1,2,4-triazol-3-karboksamid; VIRAZOL) je 

sintetski nukleozid, analog guanozina, sa dejstvom protiv velikog broja DNK i RNK 

virusa (Crotty i sar., 2000), u koje spada i nekoliko RNK virusa odgovornih za 

neurološka ošte�enja kod ljudi i životinja (Colombo i sar., 2011; Hosoya i sar., 

2004; Solbrig i sar., 2002). Ribavirin (RBV) je ve� u klini�koj upotrebi kod 

pacijenata obolelih od hepatitisa C (Feld i Hoofnagle, 2005), kao i kod pacijenata 

obolelih od hepatitisa C ko-inficiranih HIV virusom (Soriano i sar., 2007). 

Tiazofurin (TR, 2-�-D-ribofuranozil-tiazol-4-karboksiamid) je sintetski 

nukleozid sa potentnom antitumorskom aktivnoš�u pokazanom in vitro i in vivo 

(Tímár i sar., 1996; Tóvári i sar., 1996; Weber i sar., 1996a; Carney i sar., 1985). 
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Tiazofurin (TR) je dospeo u klini�ka ispitivanja kao lek izbora za tretman 

pacijenata sa hroni�nom mijeloidnom leukemijom u blast krizama, ali se pokazao 

previše toksi�nim u drugim malignitetima, pa nema izveštaja o klini�koj primeni 

TR od 2002. godine (Chen i Pankiewicz, 2007). 

 RBV i TR su pro-lekovi što zna�i da svoje delovanje ispoljavaju tek nakon 

enzimske konverzije u aktivni metabolit. RBV se tako u �elijama fosforiliše u 

ribavirin-trifosfat (RTP), ribavirin-difosfat (RDP) i ribavirin-monofosfat (RMP). 

TR se konvertuje u tiazofurin-monofosfat (TMP) koji delovanjem NAD-fosforilaze 

prelazi u aktivni metabolit TAD (tiazol-4-karboksiamid adenin dinukleotid). RBV je 

kompetativni, a TR nekompetativni inhibitor enzima inozin 5’-monofosfat 

dehidrogenaze (IMPDH), koja ima klju�nu ulogu u de novo sintezi guanozin-5’-

trifosfata (GTP) (Weber i sar., 1996). Aktivni metabolit tiazofurina, TAD, inhibira 

enzim IMPDH na NAD/NADH mestu, dok aktivni metabolit ribavirina, RMP, 

inhibira enzim na IMP/XMP mestu. To omogu�ava kombinovanu primenu ovih 

lekova, pa je registrovano sinergisti�ko antitumorsko i antivirusno dejstvo RBV i 

TR (Franchetti i sar., 1996; Huggins i sar., 1984). Inhibicija IMPDH snižava 

koncentraciju GTP-a u �eliji, što predstavlja osnovu za antivirusne, antitumorske i 

imunosupresivne efekte nukleozidnih analoga (Tam i sar., 2001; Pankiewicz, 1999; 

Maisch i sar., 1995).  

 Postoje dve tetramerne izoforme enzima IMPDH, koje kodiraju razli�iti geni 

(Franchetti i sar., 1996). Upotrebom specifi�nih cDNK proba za tip I i tip II 

IMPDH, pokazano je da je iRNK za tip I dominantno eksprimirana u leukocitima i 

limfocitima �oveka, dok tip II predominira u �elijama tumora jajnika �oveka, 

leukemi�nim �elijskim linijama K562 i HL-60 i leukemi�nim �elijama pacijenata 

obolelih od razli�itih tipova leukemija (Franchetti i sar., 1996; Nagai i sar., 1992). 

Oba tipa IMPDH su polipeptidi od 514 aminokiselina sa 84 % homologije u 

strukturi i sa sli�nim afinitetom za supstrate. Pokazano je da rast i diferencijacija 

leukocita �oveka zavisi od de novo puta sinteze purinskih nukleotida (Colby i sar., 

1999; Laliberté i sar., 1998). Uloga IMPDH II u regulaciji �elijske proliferacije i 

19



������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������UVOD 

�

diferencijacije (Colby i sar., 1999) ukazuje na mogu�nost primene inhibitora 

IMPDH II kao hemioterapeutskih agenasa u imunosupresivnoj terapiji.  

U poslednjih deset godina ura�ene su studije u kojima je pokazano povoljno 

dejstvo ova dva purinska analoga u smanjenju težine simptoma EAE. Prvo je 

demonstriran protektivni efekat TR u EAE, zasnovan na smanjenju propustljivosti 

krvno-moždane barijere usled smanjenja ekstravazacije T limfocita kroz krvne 

sudove mozga, što je uslov neophodan za progresiju autoimunskih procesa 

usmerenih ka CNS-u (Stosic-Grujicic i sar., 2002). Povoljni efekat RBV u 

snižavanju težine simptoma i poboljšanju histopatološke slike EAE indukovanog 

kod DA pacova pokazan je prvi put od strane naše grupe (Milicevic i sar., 2003). 

Potom je utvr�eno da RBV redukuje produkciju proinflamatornih citokina 

oslobo�enih iz �elija dreniraju�eg limfnog �vora, što za posledicu ima smanjenje 

inflamatornih odgovora u CNS-u (Lavrnja i sar., 2008). Tako�e smo pokazali da 

primena kombinovanacije ova dva nukleozidna analoga u terapiji EAE ima snažniji 

efekat u supresiji bolesti nego njihova pojedina�na primena (Stojkov i sar., 2008, 

2006; Lavrnja i sar., 2005).  

Sve ove studije ukazale su da su povoljna dejstva RBV i TR uglavnom 

posledica njihovog delovanja na perifernu inflamatornu komponentu bolesti, a da 

je bolja o�uvanost tkiva ki�mene moždine tretiranih EAE životinja zapravo 

posledica smanjenog ulaska imunskih �elija u CNS. Me�utim, imaju�i u vidu da obe 

supstance prolaze kroz krvno-moždanu barijeru (Colombo i sar., 2011; Janac i sar, 

2004; Gilbert i Wade, 1988), naro�ito kad je ona narušena u patološkim stanjima 

kao što je EAE, ne može se isklju�iti i centralni efekat RBV i TR. Stoga su potrebna 

ispitavanja delovanja ovih supstanci na sve �elije CNS-a, kako bi se pravilno 

procenio njihov potencijalni terapijski efekat u EAE. S’ obzirom da su mikroglijske 

�elije rezidentni makrofagi CNS-a i da imaju veoma zna�ajnu ulogu u nastanku i 

razvoju MS, one su prvi kandidati za ispitivanje delovanja RBV i TR.  

1.3.1. Transport nukleozidnih analoga u �elije 

Nukleozidni analozi transportuju se u �elije posredstvom dve klase 

nukleozidnih transportera: uravnotežuju�ih i koncentrativnih.  
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Uravnotežuju�i nukleozidni transporteri (eng. Equilibrative Nucleoside 

Transporter - ENT) obavljaju olakšanu difuziju nukleozida niz gradijent njihove 

koncentracije (Kong i sar., 2004). Glavni predstavnici ove klase transportera, ENT1 

i ENT2, ispoljavaju široku supstratnu specifi�nost. 

Koncentrativni nukleozidni transporteri (eng. Concentrative Nucleoside 

Transporters - CNT) obavljaju sekundarno aktivni Na+-zavisni ko-transport 

nukleozida (Kong i sar., 2004). Nekoliko studija koje su se bavile ovom 

problematikom pokazalo je da se RBV u �elije transportuje posredstvom ENT1, 

ENT2, CNT2 i CNT3 ali ne i CNT1, (Fukuchi i sar., 2010; Endres i sar, 2009; 

Yamamoto i sar., 2007), dok se TR transportuje posredstvom svih �lanova ENT i 

CNT klase (Damaraju i sar. 2005). Do sada je poznato da mikroglija ispoljava ENT1 

(Liou i sar., 2008), pa postoji mogu�nost da RBV i TR upravo preko ovih 

transportera ulaze u �eliju i potom ostvaruju svoja dejstva. 

 

 



                                                                                                                                                                       CILJEVI ISTRAŽIVANJA 

2. CILJEVI ISTRAŽIVANJA 

 

  
Do sada opisani povoljni efekti ribavirina i tiazofurina u animalnom modelu 

multiple skleroze (MS) - eksperimentalnom autoimunskom encefalomijelitisu 

(EAE), zasnivaju se na perifernom dejstvu ovih analoga, odnosno njihovom uticaju 

na �elije i procese van centralnog nervnog sistema. Imaju�i u vidu da ovi 

nukleozidni analozi prolaze kroz krvno-moždanu barijeru, osnovni cilj ove 

doktorske disertacije bio je da se ispita uticaj ribavirina i tiazofurina na funkcije 

�elija mikroglije, koje, zbog svoje uloge u razvoju i progresiji MS, predstavljaju 

centralnu metu delovanja potencijalnih terapeutika i klini�kih tretmana. U skladu 

sa postavljenim ciljem ove doktorske teze formulisani su slede�i eksperimentalni 

zadaci:   

In vivo: 

� ispitati uticaj ribavirina i tiazofurina na težinu EAE, pojavu demijelinizacije, 

infiltraciju T-limfocita i makrofaga, morfologiju i brojnost mikroglijskih 

�elija u ki�menoj moždini EAE životinja; 

 In vitro: 

� ispitati potencijalno citotoksi�ne efekte ribavirina i tiazofurina u primarnoj 

kulturi nestimulisanih i LPS stimulisanih mikroglijskih �elija;  

� ispitati uticaj ribavirina i tiazofurina na morfologiju nestimulisanih i LPS 

stimulisanih mikroglijskih �elija; 

� ispitati antiinflamatorno delovanje ribavirina i tiazofurina u modelu LPS 

stimulisane mikroglije, procenom njihovog dejstva na: 

� produkciju azot monoksida  

� aktivaciju NF-�B signalnog puta 

� gensku ekspresiju i osloba�anje citokina; 

� ispitati gensku i proteinsku ekspresiju uravnotežuju�ih nukleozidnih 

transportera (ENT1 i ENT2). 
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3. MATERIJAL I METODE 

 

3.1.�MATERIJAL�

3.1.1. Eksperimentalne životinje 

U in vivo eksperimentima su koriš�eni mužjaci pacova genetski 

visokosrodnog soja Dark Agouti (DA) starosti 12 nedelja i prose�ne težine 200 – 

250 g. Tokom eksperimenta  životinje su bile smeštene u kavezima ( 3 – 5/kavezu), 

pri standardnim uslovima u prostoriji (temperatura: 23 ± 2 °C; relativna vlažnost 

vazduha: 60 – 70 %), sa slobodnim pristupom vodi i briketiranoj hrani, pri 

svetlosnom režimu 12 �asova dan/12 �asova no�. Tokom perioda paralize, životinje 

su dobijale vodu i hranu iz ruke. 

Za in vitro eksperimente tj. pripremu primarnih mikroglijskih �elijskih 

kultura koriš�eni su pacovi Wistar soja starih do 3 dana. 

Životinje su uzgajane i dobijene iz odgajališta Instituta za Biološka 

istraživanja „Siniša Stankovi�“ u Beogradu. Svi eksperimenti su bili odobreni od 

strane Eti�kog komiteta Instituta za Biološka istraživanja „Siniša Stankovi�“ 

(rešenje broj 55/10). 

3.1.2. Reagensi, rastvori i medijumi 

Tabela 1. Reagensi 

Naziv Proizvo�a� 
BSA eng. Bovine Serum Albumin, Gove�i serum 

albumin, (Sigma, Nema�ka) 
EDTA Etilendiaminotetra-sir�etna kiselina-

dinatrijumova so, dihidrat, (Kemika, Hrvatska) 
Fluorescentne boja za 
jedra 

DAPI (4, 6-diamidino-2-fenilindol, Invitrogen, 
USA) 
 HOECHST 33342 (Sigma, Nema�ka) 

HEPES 2-Hidroksietil piperazin-N'-2-etan sulfonska 
kiselina, (SERVA Electrophoresis, Nema�ka) 
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Li-karbonat Litijum karbonat (Kemika, Hrvatska) 
LPS - lipopolisaharid Lipopolisaharid zida Escherichia coli 026:B6, 

(Sigma, Nema�ka) 
NaNO2 Natrijum-nitrit, (Merck, Nema�ka) 
NaOH Natrijum hidroksid, (Merck, Nema�ka) 
RBV Ribavirin, 1-�-D-ribofuranozil-1,2,4-triazol-3-

karboksiamid, (MP Biomedicals, LLC, Francuska) 
Saharoza (Sigma, Nema�ka) 
Sulforodamin B (SRB, Sigma, Nema�ka) 
TR Tiazofurin, 2-�-D-ribofuranoziltiazol-4-

karboksamid, (ICN Pharmaceuticals, SAD) 
Tris Tris (hidroksimetil) amino-metan ( SERVA 

Electrophoresis, Nema�ka) 

Tabela 2. Rastvori za nesterilni rad  

Naziv Sastav i proizvodja� 
0,01 M PBS Rastvor Na-fosfatnog pufera: 

50 ml 0,2 M PB 
8,7 g NaCl (Merck, Nema�ka) 
do 1000 ml mqH2O 

0,2 M PB (eng. 
Phosphate buffer) 

0,2 M Fosfatni pufer:  
0,2 M NaH2PO4 (Merck, Nema�ka) 
0,2 M Na2HPO4 (Merck, Nema�ka) 
mqH2O 
pH 7,4 

2-metil butan (Sigma, Nema�ka) 
 

4 % PFA, pH 7,4 40 g paraformaldehid (Sigma, Nema�ka) 
500 ml dH2O 
1M NaOH 
500 ml 0,2 M PB 

Etanol 100 %, 96 %, 70 %, (Moss Hemos, Srbija) 
DAB (3,3-diaminobenzedine, DAKO, SAD) 
DPX (Fluka, Švajcarska) 
Encefalitogena emulzija 
za imunizacijzu 

dobija se mešanjem jednakih zapremina KFA i 
HKM: 
HKM -  Homogenat 1 g ki�mene moždine pacova 
soja Dark Agouti u 1 ml PBS 
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KFA -  Kompletni Frojndov adjuvans koji sadrži 1 
mg/ml Micobacterium tuberculosis (Sigma, 
Nema�ka) 

Eozin rastvor 1 g Eozina (SERVA, Nema�ka) 
20 ml dH2O 
80 ml 95 % alkohola 

Fiziološki rastvor 0,9 % NaCl, (Hemofarm, Srbija) 
Grisov reagens 1% sulfanilamid (Sigma, Nema�ka) i  

0,1% N-(naftil)-etilenediamin dihidrohlorid 
(Fluka, Švajcarska) u 2% H3PO4 (Merck, 
Nema�ka) 

H2O2  33 % (Centrohem, Beograd) 
Hematoksilin Hematoksilin, Mayer-ov rastvor spreman za 

upotrebu (J.T. Baker, SAD) 
Kisser-ov gel  
za montiraje 

10 g želatina (Sigma, Nema�ka) 
35 ml dH2O 
30 ml glicerola (Lach Ner, �eška) 

Krezil-ljubi�asto, rastvor 0,1 % rastvor Krezil-ljubi�astog (Sigma, Nema�ka) 
u 1 % sir�etnoj kiselini 

Kristal-ljubi�asto rastvor 0,5 % vodeni rastvor kristal-ljubi�astog 
(Sigma,Nema�ka) 

LFB rastvor 0,1 g Luxol Fast Blue – MBS (Sigma, Nema�ka) 
100 ml 95 % alkohola 
0,5 ml sir�etne kiseline 

Moviol 9,6 g Mowiol-a (Calbiochem, EMD Millipore, 
SAD) 
24 ml glicerola (Lach Ner, �eška) 

sir�etna kiselina min. 99,5 %, (Kemika, Hrvatska) 
 

TCA  eng. trichloroacetic acid, trihlor-sir�etna kiselina, 
(Kemika, Hrvatska) 

Tripan plavo 0.4 % 
rastvor 

eng. Trypan Blue solution, 0.4%, te�an, sterilan, 
pogodan za �elijsku kulturu (Sigma, Nema�ka) 

Tabela 3. Sterilni rastvori za PCR u realnom vremenu  

Naziv Sastav i proizva�a� 
DEPC 
 

dietil-pirokarbonat, potentni inhibitor RNKaze, 
(Sigma, Nema�ka) 
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DEPC tretirana voda dodati  1ml 0,1% dietil-pirokarbonata u 1000 ml 
dH2O, promešati, autoklavirati 

Komplet za DNazni 
tretman 

(Fermentas, Litvanija) 
10x reakcioni pufer pufer sa MgCl2  
DNaza I/bez RNaze 
25 mM EDTA  

Komplet za sintezu 
cDNK 

High Capacity cDNA reverse Transcription Kit, 
(Applied Biosystems, SAD): 
10� RT pufer 

10� RT nasumi�ni prajmeri 

25� dNTP Mix  
MultiScribe™ Reverzna Transkriptaza 

Rastvori za izolaciju RNK PeqGold, (Peqlab, Biotechnologie, Nema�ka); 
hloroform, (Zorka, Srbija); 
izopropanol (J.T. Baker, SAD); 
70 % etanol napravljen u DEPC 

SYBR Green eng. PCR Master Mix gene expression assay 
(Applied Biosystems, UK) 

Ultra �ista destilovana 
voda bez DNaze i RNaze   

upH2O,  eng. UltraPureTM DNase /RNase Free 
Distilled Water (InvitrogenTM/GIBCO, USA) 

Tabela 4. Medijumi i reagensi za kulturu 

Naziv Sastav  i proizvo�a� 
10X PBS, sterilni Dulbecco-ov bez Ca2+ i Mg2+, (PAA Laboratories, 

Austrija) 
1X PBS, sterilni 900 ml streilne vode 

100 ml 10X PBS sterilnog bez Ca2+ i Mg2+ 

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, (Gibco, 
InvitrogenCo, SAD) 

DNaza I bez RNaze (Sigma, Nema�ka) 
FCS eng. Fetal Calf serum, Fetalni tele�i serum, (PAA 

Laboratories, Austrija),  
inaktiviran od 44°C - 53°C u periodu od 10 min 

kDMEM (medijum za 
primarnu mešovitu 
glijsku kulturu) 

DMEM 
10 % FCS 
1 % streptomicin/penicilin 

Kondicionirani medijum 
za mikroglijsku kulturu 

100 % (v/v) kDMEM skupljen nakon izolacije 
mikroglijskih �elija posle inkubacije sa mešovitom 
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– KM glijskom kulturom 
Rastvor za disocijaciju za 6 životinja: 

10 ml DMEM; 0,024 g HEPES; 0,002 g EDTA; 
0,020 g tripsina 

Sterilna voda (PAA Laboratories, Austrija) 
strep/pen smeša antibiotika streptomicina i penicilina, 100X, 

(PAA Laboratories, Austrija) 
Tripsin tip XI, iz gove�eg pankreasa (Sigma, Nema�ka) 

3.1.3. Antitela 

Tabela 5. Primarna antitela: 

Specifi�no 
za 

poreklo reaktivnost 
na vrste 

Proizvo�a� Razblaženje 

ED1 miš 
monoklonsko 

pacov Serotec 1:100 (in 
vivo); 1:400 
(in vitro) 

ENT1 zec 
poliklonsko 

pacov dobijeno od 
Lauri Alanko 

1:500 

ENT2 zec 
poliklonsko 

pacov dobijeno od 
Lauri Alanko 

1:500 

GFAP zec 
poliklonsko 
 

miš, pacov, 
ma�ka, pas, 
ovca, krava, 
�ovek 

Dako 1:700 

Iba1 koza 
poliklonsko 
 

pacov, morsko 
prase, svinja, 
�ovek  

Abcam 1:700 

NF-kB/ p65 zec 
poliklonsko 

miš, pacov, 
�ovek 

Santa Cruz 1:200 

Tabela 6. Komplet za ELISA (eng. - Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay – 

enzim-vezani imunosorbent test, R&D Systems, SAD): 

Imunotest na primarno antitelo: Sekundarno antitelo 
E. colli eksprimirano  rekombinantno 
monoklonsko anti-TNF-�/TNFSF1A 
specifi�no za pacova  
 
E. colli eksprimirano  rekombinantno  
poliklonsko anti-IL-1�/IL-1F2 

poliklonsko anti-pacovsko TNF-� 
konjugovano sa peroksidazom rena 
 
 
poliklonsko anti-pacovsko IL-1� 
konjugovano sa peroksidazom rena 
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specifi�no za pacova 
E. colli eksprimirano  rekombinantno 
monoklonsko anti-IL-6 specifi�no za 
pacova 
 
E. colli eksprimirano  rekombinantno 
monoklonsko anti-IL-10 specifi�no za 
pacova 

 
poliklonsko anti-pacovsko IL-6 
konjugovano sa peroksidazom rena 
 
 
poliklonsko anti-pacovsko IL-10 
konjugovano sa peroksidazom rena 
 

Tabela 7. Sekundarna antitela 

specifi�no
st za vrstu 

Konjugovano sa Porekl
o 

Proizvo�a
� 

razblažen
je 

anti-mišje HRP (peroksidaza rena) koza Santa Cruz 1:200 
anti-kozje HRP (peroksidaza rena) magarac Dako 1:200 
anti-ze�je Alexa Flour 488  magarac Invitrogen 1:200 
anti-ze�je Alexa Fluor 555  magarac Invitrogen 1:200 
anti-mišje Alexa Fluor 488 magarac Invitrogen 1:200 
anti-mišje Alexa Fluor 555 magarac Invitrogen 1:200 
TSATM 
Komplet 

eng. - Tyramide signal amplification KIT (Invitrogen, USA), 
tiramid signalni amplifikuju�i komplet, sadrži: 
Alexa Fluor 488 tiramid (komponenta A),  
Dimetilsulfoksid (DMSO; komponenta B) 
anti-ze�je HRP konjugovano sekundarno antitelo IgG iz koze 
(komponenta C)  
Blokiraju�i reagens (komponenta D) 
Pufer za amplifikaciju (komponenta E;  sadrži  0.02% 
timerosal)  
Vodonik- peroksid (30% H2O2; komponenta F), stabilan 
rastvor 

�
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3.2.�METODE�

3.2.1. In vivo eksperiment 

3.2.1.1. Aktivna indukcija i evaluacija EAE 

EAE je indukovan podkožnim injeciranjem 100 μl encefalitogene emulzije za 

imunizaciju u zadnju desnu šapu životinje. 

Kod imunizovanih životinja svakodnevno je pra�ena pojava simptoma 

bolesti. EAE se manifestuje atonijom repa, parezom i paralizom zadnjih 

ekstremiteta, kao i inkontinencijom fecesa i urina. Težina bolesti izražena je na 

osnovu subjektivne procene evaluatora (slepi test�, eng. single-blind experiment), 

po arbitrarnoj skali od 0 do 5: 0 – odsustvo klini�kih manifestacija bolesti; 1 – 

parcijalna ili kompletna atonija repa; 2 – pareza zadnjih ekstremiteta; 3 – paraliza 

zadnjih ekstremiteta; 4 – potpuna paraliza zadnje polovine tela (moribundno 

stanje); 5 – smrt životinje.  
� Evaluator nije bio upoznat sa podacima o tretmanu grupa. 

3.2.1.2. Eksperimentalne grupe i tretman životinja 

Eksperimentalne životinje kod kojih je izazvan EAE aktivnom imunizacijom 

podeljene su u dve grupe: 

1. EAE grupa - intraperitonealno (i.p.) je injecirano po 0,2 ml/kg telesne 

težine (t.t.) fiziološkog rastvora svakog dana od pojave prvog simtoma 

bolesti (atonija repa), slede�ih 15 dana. 

2. RBV+TR-tretirana grupa - tretirana kombinacijom RBV i TR (Tab. 1, 

rastvoreni u fiziološkom rastvoru, neposredno pred upotrebu). RBV je davan  

i.p. u dozi od 30 mg/kg t.t. svakog dana, a TR u dozi od 10 mg/kg t.t. svakog 

drugog dana od pojave prvog simptoma bolesti. Period tretiranja trajao je 15 

dana. 

Potrebno je naglasiti da smo u ranijim eksperimentima primetili vremensko 

variranje u pojavi prvog simptoma bolesti, pa smo u ovom eksperimentu tretman 

zapo�injali nakon pojave atonije kod svake jedinke individualno (od 7. do 11. dana 
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nakon imunizacije), kako bismo bili sigurni da ispitivane supstance nisu bile u 

interakciji sa efektorskom fazom EAE. Životinje su žrtvovane pod dubokom 

etarskom anestezijom 15 dana nakon po�etka tretmana tj. od 21 – 25. dana nakon 

imunizacije u zavisnosti od po�etka bolesti. 

3.2.1.3. Parametri bolesti 

 U cilju detaljnije analize EAE, pra�eni su slede�i parametri bolesti:  

�    Srednja dnevna vrednost težine bolesti – suma težine simptoma 

bolesti za sve pacove unutar grupe po danu podeljena sa brojem pacova 

(16) u grupi.  

�    Srednja vrednost težine bolesti u toku perioda tretiranja – zbir 

srednjih dnevnih vrednosti  težine bolesti podeljen sa brojem dana 

tretiranja (15 dana).  

�    Maksimalna težina bolesti – zbir maksimalnih stepena bolesti koju je 

dostigla svaka životinja unutar grupe u periodu tretiranja (15 dana) 

podeljena sa brojem životinja (16 pacova po grupi);  

�    Trajanje paralize – zbir broja dana kada je svaka životinja unutar grupe 

imala paralizu u periodu tretiranja (15 dana) podeljena sa brojem 

životinja.  

3.2.1.4. Priprema životinjskog tkiva 

Ki�mena moždina je izolovana iz pacova nakon petnaestodnevnog tretiranja 

fiziološkim rastvorom ili kombinacijom RBV+TR. Lumbalni delovi ki�menih 

moždina su 12 �asova fiksirani u 4 % PFA, nakon �ega su radi kriozaštite stavljani u 

rastu�e koncentracije rastvora saharoze (10 %, 20 % i 30 %) u 0.2 M fosfatnom 

puferu (pH 7,4) na 4 °C. Tkivo je zatim zamrznuto u 2-metil butanu na – 80 °C, 

uvijeno u parafilm i skladišteno na – 80 °C do se�enja na kriotomu.  
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3.2.1.5. Histohemija i imunohistohemija 

Radi ispitivanja patološke slike histohemijskim i imunohistohemijskim 

metodama, na kritomu su se�eni popre�ni preseci lumbalnog dela ki�mene 

moždine debljine 16 μm. 

Kluveer & Burrera metoda za bojenje mijelina i infiltrata – Luxol fast blue 

(LFB)/krezil ljubi�asto:  

� Lumbalni kriopreseci ki�mene moždine su prvo isprani u 95 % alkoholu. 

� Zatim su  inkubiranii 2 sata u LFB-rastvoru  na + 60 °C. 

� Preseci su ponovo ispirani u 95 % alkoholu, pa u dH2O. 

� Nakon toga je izvršeno odbojavanje u vodenom rastvoru 0,05 % Li-

karbonata. 

� Poslednja tri koraka se ponavljana do trenutka kada se siva masa jasno 

razlikovala od bele, što se proveravalo na mikroskopu. U ovom stadijumu 

nukleusi su bili bezbojni, a mijelin tirkizan na veoma bledoj sivo-plavoj 

podlozi. 

� Preseci su potom tretirani 10 min u rastvoru krezil-ljubi�astog. 

� Potom su plo�ice sa presecima isprane u dH2O, pa su preseci odbojavani u 

70 % alkoholu dok se nukleusi i Nislova supstanca nisu obojili ljubi�asto, a 

mijelin plavo. 

� Preseci su kratko isprani u 100 % alkoholu, držani 10 min u ksilolu i 

montirani DPX. 

Imunohistohemijsko obeležavanje lumbalnih kriopreseka ki�mene moždine 

sa ED1 markerom za mikroglijske �elije/makrofage. 

 Za vizualizaciju reakcije antigen-antitelo na kojoj se zasniva 

imunohistohemijsko obeležavanje, koriš�eno je imunoperoksidazno bojenje, gde je 

primarno antitelo neobeleženo, a sekundarno je konjugovano sa peroksidazom 

rena, koja pokre�e bojenu reakciju. Kao hromogen za ovakav tip reakcije koriš�en 

je DAB, koji nakon razlaganja enzimom peroksidaza rena razvija specifi�nu braon 

boju. 
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� Plo�ice sa kriopresecima su prvo isprane u 0,01 M PBS-u. 

� Nakon toga kriopreseci su inkubirani 20 min u 0,3 % H2O2 u metanolu, kako 

bi se blokirala endogena peroksidaza. 

� Kriopreseci su posle ispiranja u 0,01 M PBS-u, 30 min inkubirani sa 5 % 

kozjim serumom, �ime su blokirana sva mesta za koje antitelo može 

nespecifi�no da se veže. 

� Potom su kriopreseci preko no�i inkubirani sa primarnim anti-ED1 

antitelom iz miša, na 4 °C. 

� Sutradan su antitela koja se nisu vezala za odgovaraju�i antigen uklonjena 

dužim ispiranjem u 0,01 M PBS-u, nakon �ega su kriopreseci inkubirani 2 

sata na sobnoj temperaturi sa anti-mišjim sekundarnim antitelom poreklom 

iz koze i konjugovanim sa peroksidazom rena. 

� Za vizualizaciju kompleksa, kao supstrat peroksidazi rena ponu�en je DAB  

� Reakcija je nakon nekoliko min prekinuta u �esmenskoj vodi, nakon �ega su 

preseci dehidratisani serijom alkohola rastu�ih koncentracija (70 %, 96 % i 

100 %), prosvetljeni u ksilolu i montirani DPX. 

Imunoreaktivnost mikroglijskih �elija je kvantifikovana po slede�oj skali: 0  

nema imunoreaktivnosti, + minimalna, ++ umerena, i +++ jaka imunoreaktivnost. 

Rezultati su bazirani na subjektivnoj proceni evaluatora (slepi test�, eng. single-

blind experiment) lumbalnih regiona ki�mene moždine 3 do 4 životinje po 

ispitivanoj grupi. 
� Evaluator nije bio upoznat sa podacima o tretmanu grupa. 

3.2.2. In vitro eksperiment 

3.2.2.1. Priprema �elijske kulture 

Primarna �elijska kultura mikroglije dobijena je iz mozgova pacova starih do 

tri dana. Mozak je izolovan i uklonjene su moždane ovojnice, a hemisfere su 

isprane tri puta u hladnom i sterilnom PBS-u. Tkivo je zatim mehani�ki 

homogenizovano u 35-mm Petri posudama (3 do 4 hemisfere u 2 ml PBS-a). 
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Homogenat je preba�en u 15 ml-epruvete, tkivo je staloženo gravitacionom 

sedimentacijom, nakon �ega je držano u rastvoru za disocijaciju 30 min u 

inkubatoru (37 °C / 5 % CO2). Po uklanjanju rastvora za disocijaciju, u homogenat 

je dodato 2 ml kDMEM zagrejanog na 37 °C uz dodatak DNaze I. Dalja mehani�ka 

homogenizacija izvršena je provla�enjem tkiva kroz staklene Pasterove pipete, �ime 

je homogenat disociran do nivoa �elije. Ovako pripremljeni �elijski homogenati  

preba�eni su u flaskove za kulturu i dodato je 10 ml kDMEM (37°C). 	elije su 

gajene u inkubatoru, na 37 °C u vlažnoj atmosferi sa 5 % sadržaja CO2, a medijum 

je menjan svaka dva do tri dana. Ovako pripremljena kultura je mešovita kultura 

mikroglije i astrocita. Deset do �etrnaest dana nakon izolovanja, mikroglijske �elije 

odvajane su od astrocita trešenjem flaska, nakon �ega mikroglija pluta u medijumu, 

dok astrociti ostaju zalepljeni za podlogu. Medijum sa mikroglijom se odliva iz 

flaska u 50 ml epruvete  i centrifugira na 3000 rpm 5 min kako bi se �elije staložile.  

Supernatant je zatim odlivan i �uvan kao kondicionirani medijum (KM), a 

broj �elija je odre�en bojenjem u 0,4 % rastvoru tripan-plavog u Neubauer 

komorici za brojanje na invertnom mikroskopu. Tripan-plavo je boja koja prodire 

kroz �elije koje su izgubile membranski integritet tj. mrtve �elije. Na taj na�in, se 

vijabilne �elije razlikuju od mrtvih �elija u toku brojanja. Mikroglijske �elije 

resuspendovane u KM pomešane su sa 0,4 % rastvorom tripan plavog u odnosu 1:1 

(faktor dilucije = 2, razblaženje �elija u odnosu na boju). Po 10 μl obojene �elijske 

suspenzije ubrizgano je u obe izbrazdane Neubauer komorice i �elije su prebrojane 

tokom perioda od tri do pet minuta. Svaka komorica ima 9 kvadrata, a površina 

svakog kvadrata je 1 mm2. 	elije su izbrojane u po �etiri kvadrata obe komorice, na 

osnovu �ega je dobijen prose�an broj �elija po mm2. Zapremina koju �elije 

zauzimaju preko jednog kvadrata je 1 μl. Broj vijabilnih �elija/ml medijuma 

prera�unat je prema slede�oj formuli: 

 

Za imunocitohemijske, imunofluorescentne i morfološke analize, �elije su 

zasejane u gustini od 4 x 104 na okruglim 14-mm stakalcima u 35-mm petri 
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posudama u 2 ml KM. Za test citotoksi�nosti sulforodaminom B (SRB), test 

vijabilnosti kristal-ljubi�astim, Griess test merenja produkcije nitrita i ELISA test, 

�elije su zasejane u gustini od  8 x 104 po bunari�u, u mikrotitar plo�ama sa 96-

otvora, u 200 μl KM. Za dobijanje RNK ekstrakata, 8x105 �elija je zasejavano po 

otvoru u mikrotitar plo�ama sa 6-otvora u 2 ml KM. 

3.2.2.2. Tretman mikroglijskih �elijskih kultura 

 Mikroglijske �elije su izolovane i zasa�ene u odgovaraju�im posudama i 

odgovaraju�em broju, kao što je navedeno u prethodnom odeljku, a potom su 

inkubirane u CO2 inkubatoru na 37 °C, i tretirane na slede�i na�in: 

� intaktne nestimulisane �elije; 

� mikroglijske �elije stimulisane LPS-om u dozi od 25 ng/ml; 

� nestimulisane �elije tretirane RBV-om (u dozama od 1, 5, 10 i 20 μM); TR-

om (u dozama od 1, 5, 10 i 20 μM) i kombinacijom RBV+TR (u dozama od: 

10 + 5 μM); 

� LPS stimulisane �elije, tretirane RBV-om (u dozama od 1, 5, 10 i 20 μM); 

TR-om (u dozama od 1, 5, 10 i 20 μM) i kombinacijom RBV+TR (u dozama 

od: 10 + 5 μM) . 

Stimulacija i tretmani bili su simultani i trajali su 48 h. 

3.2.2.3. Imunocitohemija i morfometrijska analiza 

Za morfometrijske analize, mikroglijske �elije su nakon fiksacije 20 min u 4 

% PFA na 4 °C, bojene nespecifi�no hematoksilin/eozinom (H/E), po standardnoj 

proceduri. Hematoksilin je bazna boja (katjonska), nosi pozitivno naelektrisanje i 

vezuje se za negativno naelektrisane elemente jedra, koja nakon bojenja dobijaju 

plavo-ljubi�astu boju. 	elije su inkubirane sa hematoksilinom 5 min, zatim su 

isprane u �esmenskoj vodi, pa dH2O. Potom su 5 min bojene eozinom, kiselom 

bojom (anjonska) koja boji citoplazmu u svetlo-narandžasto. Pokrovna stakalca sa 

�elijama su potom kratko isprana u dH2O i montirana Kisser gelom. Površine �elija 

kvantifikovane su u AxioVision Rel. 4.6 programskom paketu. Merene su �elije u 
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pet kvadrata (500 x 500 μm2) po plo�ici, na tri plo�ice po  individualnoj 

mikroglijskoj kulturi u tri nezavisna eksperimenta (n=15 po jednom eksperimentu). 

Rezultati dobijeni nespecifi�nim bojenjem H/E provereni su 

imunocitohemijskim obeležavanjem mikroglijskih �elija Iba1 markerom. 	elije su 

prvo fiksirane 20 min u 4 % PFA na 4 °C, a potom je neutralisana endogena 

peroksidaza sa 0,3 % H2O2 u metanolu, 20 min na sobnoj temperaturi. Nakon 

ispiranja u PBS-u, blokirano je mogu�e nespecifi�no vezivanje primarnog antitela 

inkubacijom u 5 % BSA, 30 min. 	elije su inkubirane preko no�i na 4 °C sa kozjim 

anti-Iba1 antitelom, a potom su dobro isprane PBS-om i inkubirane 2 sata na 

sobnoj temperaturi sa anti-kozjim sekundarnim antitelom poreklom iz magarca,  

konjugovanim sa peroksidazom rena. Obeležavanje peroksidazom je vizualizovano 

inkubacijom sa 0,05 % DAB. Reakcija je prekinuta ispiranjem u �esmenskoj vodi, 

nakon �ega su �elije pokrivene Kisser gelom. 

Za dvojno obeležavanje mikroglijskih �elija koriš�ena su sekundarna antitela 

obeležena fluorescentnim bojama, a protokol je bio slede�i: 

� mikroglijske �elije su prvo prošle proces fiksascije kao i za svetlosnu 

mikroskopiju, nakon �ega su kratko isprane u PBS-u.  

� Potom su �elije permeabilisane u 0,25 % Triton X – 100, 10 min, pa isprane 

u PBS-u. 

� 	elije su nakon toga inkubirane 30 min u 5 % BSA, radi blokiranja 

nespecifi�nih mesta vezivanja. 

� Mikroglijske �elije su potom duplo obeležene slede�im kombinacijama 

primarnih antitela: 

ze�jim anti-GFAP/mišjim anti-ED1 – radi proveravanja �isto�e mikroglijske 

kulture, tj. nivoa kontaminacije astrocitima. Ova primarna antitela 

konjugovana su sa odgovaraju�im sekundarnim antitelima obeleženim 

fluorescentnim bojama: 

anti-ze�je obeleženo sa Alexa-488 iz magarca (za GFAP)/anti-mišje 

obeleženo sa Alexa-555 iz magarca (za ED1); 
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� Mikroglijske �elije su prvo inkubirane sa ze�jim anti-GFAP preko no�i na 4 

°C. 

� Sutradan po ispiranju u PBS-u, �elije su inkubirane 2 sata na sobnoj 

temperaturi sa odgovaraju�im sekundarnim antitelom (anti-ze�je obeleženo 

sa Alexa-488 iz magarca). 

� Nakon ispiranja u PBS-u, �elije su ponovo inkubirane 30 min sa 5 % BSA. 

� Zatim su �elije obeležene drugim primarnim antitelom, mišjim anti-ED1 i to 

inkubacijom preko no�i na 4 °C. 

� Sutradan po ispiranju u PBS-u, �elije su inkubirane 2 sata na sobnoj 

temperaturi sa odgovaraju�im sekundarnim antitelom (anti-mišje obeleženo 

sa Alexa-555 iz magarca). 

� Nakon dužeg ispiranja u PBS-u, jedra �elija su obeležena fluorescentnom 

DAPI bojom koja boji nukleuse. 

� Posle ispiranja u PBS-u, �elije su pokrivene moviolom. 

Tako�e, radi provere ekspresije ENT1 i ENT2, mikroglijske �elije su 

inkubirane sa primarnim antitelima na ove transportere, a imunoreakcija je 

vizualizovana pomo�u TSA kompleta (po uputstvima proizvo�a�a), koji se bazira na 

fluorescenciji. 	elije su istovremeno obeležene i ED1 markerom za mikrogliju 

(vizualizovan sa anti-mišjim sekundarnim Alexa-555 iz magarca), kao i 

fluorescentnom bojom za jedra HOECHST.  

Kontrole za imunocitohemiju i imunoflurescenciju su prošle kroz istu 

proceduru kao i sve �elije osim sto je izostavljen korak sa primarnim antitelom. 

Kod takvih kontrola nije bilo imunopozitivne reakcije. 	elije su slikane Zeiss 

Axiovert mikroskopom. Ko-lokalizacija na fluorescentnim slikama odre�ena je 

upotrebom AxioVision Rel. 4.6 programa, koji ide uz Zeiss Axiovert mikroskop. 

3.2.2.4. Imunofluorescentni esej 

 Efekat RBV, TR i RBV+TR na nuklearnu translokaciju p65 subjedinice NF-

�B ispitan je imunofluorescentnim esejem kao što je opisano u Hwang i sar. 

(2008). Za detekciju intracelularne lokacije p65 subjedinice NF-�B, mikroglijske 
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�elije (4x104 �elija/14 mm stakalcu) tretirane su 48 sati sa LPS, RBV, TR i njihovom 

kombinacijom. Nakon ovog vremenskog perioda �elije su kratko isprane u PBS-u i 

fiksirane 20 min sa hladnim 4 % PFA na 4 °C. Nakon fiksiranja �elije su isprane 

3x3 min u PBS-u. Potom su �elije permeabilizovane u 0,5 % triton X-100 u PBS-u, 

jedan sat na sobnoj temperaturi, a onda isprane sa 0,05 % Tween-20 u PBS-u, 10 

min i 0.05 % Tween-20/1 % BSA u PBS-u, 5 min. Permeabilisane �elije su potom 

jedan sat inkubirane sa ze�jim anti-NF-kB p65 na sobnoj temperaturi, nakon �ega 

su isprane sa 0,05 % Tween-20/1 % BSA u PBS-u, 5 min. 	elije su potom dva sata 

inkubirane sa sekundarnim antitelom (anti-ze�je obeleženo sa Alexa-555 iz 

magarca), na sobnoj temperaturi. Nakon 5 min ispiranja sa 0,05 % Tween-20 u 

PBS-u, i potom 5 min samo u PBS-u, mikroglija je inkubirana 30 min u 5 % BSA. 

Nakon toga �elije su inkubirane sa monoklonskim mišijim anti-ED1 preko no�i na 4 

°C. Nakon inkubacije sa primarnim antitelom, �elije su isprane u PBS-u i 

inkubirane 2 sata na sobnoj temperaturi sa odgovaraju�im sekundarnim antitelom 

(anti-mišje obeleženo sa Alexa-488 iz magarca). Nakon dužeg ispiranja u PBS-u, 

jedra �elija obeležena su fluorescentnom DAPI bojom koja boji nukleuse. Posle 

ispiranja u PBS-u, �elije su pokrivene moviolom. Broj �elija sa NF-kB p65 

translokacijom u jedro (ko-lokalizacija NF-kB p65 i DAPI) odre�ivan je pomo�u 

fluorescentnog mikroskopa. 	elije su brojane na 3 pokrovna stakalca po grupi po 

individualnoj mikroglijskoj kulturi u 3 nezavisna eksperimenta. 

3.2.2.5. Test citotoksi�nosti 

 Pojedina�an uticaj ribavirina, tiazofurina kao i kombinacije ove dve 

supstance na vijabilnost mikroglijskih �elija ispitan je primenom sulforodamin B 

(SRB) testa. SRB je negativno naelektrisana supstanca koja nosi dve sulfonske 

grupe kojima se elektrostati�ki vezuje za bazne ostatke aminokiselina, boje�i time 

proteine, prethodno fiksiranih �elija, ruži�astom bojom. Test je izveden prema 

proceduri opisanoj od strane Skehan i sar., (1990) i uklju�ivao je slede�e korake: 

1. 	elije gajene u mikrotitar plo�ama sa 96 otvora su najpre fiksirane sa 50 % 

TCA (50 μl/otvoru), jedan sat na 4°C. 

2. Plo�e su ispirane �etiri do pet puta �esmenskom vodom. 
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3. 	elije u mikrotitar plo�ama su inkubirane 30 min sa 100 μl/otvoru 0,4 % 

SRB na sobnoj temperaturi. Rastvor SRB je napravljen u 1 % sir�etnoj 

kiselini. 

4. 	elije su isprane nekoliko puta u 1 % sir�etnoj kiselini, kako bi se uklonio 

višak nevezanog SRB, nakon �ega su plo�e sušene sat i po na 45 °C. 

5. SRB vezan za proteine je rastvoren u 10 mM Tris-u (200 μl po bunari�u). 

6. O�itana je apsorbanca na ELISA �ita�u, na talasnoj dužini od 540 nm, sa 

korekcijom na 670 nm. 

Rezultati su predstavljeni relativno, kao procenat u odnosu na vrednost 

dobijenu kod nestimulisane/netretirane mikroglije, koja je arbitrarno definisana 

kao 100%. Testovi citotoksi�nosti izvedeni su u triplikatu i ponovljeni su najmanje 

dva puta. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost proba ± standardna greška. 

 Na osnovu procene citotoksi�nog dejstva RBV i TR na nestimulisane ili LPS-

stimulisane mikroglijske �elije, konstruisana je dozno-zavisna kriva iz koje je 

odre�ena vrednost EC50 . Parametar EC50 predstavlja dozu pri kojoj se postiže 

polovina maksimalnog efekta. EC50 vrednosti su izra�unate pomo�u programskog 

paketa Origin 7.0.  

3.2.2.6. Odre�ivanje koncentracije nitrita 

 Stvaranje azot-monoksida (NO) odre�eno je merenjem koncentracije nitrita, 

kao krajnjeg proizvoda oksidacije ovog gasa, u medijumu,  primenom modifikovane 

Griess-ove metode:  

1. 50 μl supernatanta iz odgovraju�ih mikroglijskih kultura je pomešano sa 50 

μl Griess-ovog reagensa i 10 min inkubirano u mraku na sobnoj temperaturi.  

2. Potom je merena absorbanca na 570 nm. 

Za konstruisanje standardne krive koriš�ene su poznate koncentracije 

natrijum-nitrita (NaNO2). Dobijene vrednosti su korigovane oduzimanjem 

vrednosti koja je dobijena za kondicionirani medijum. Rezultati predstavljaju 

srednje vrednosti ± standardna greška dobijene iz tri nezavisna eksperimenata 

ura�ena u triplikatu, a vrednosti produkcije nitrita izražene su u μM. 
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3.2.2.6.1. Normalizacija produkcije nitrita na �elijsku gustinu 

 Nakon uklanjanja medijuma u kojem je odre�ena koncentracija nitrita, u 

svakom pojedina�nom bunari�u odre�ena je gustina �elija kolorimetrijskim testom 

sa kristal-ljubi�astim. Intenzitet boje kristal-ljubi�asto direktno je proporcionalan 

broju adheriranih �elija. Osim ukupne produkcije nitrita, podatak o gustini �elija, 

omogu�io je normalizaciju produkcije nitrita na broj �elija (Barton i sar., 1995). 

Kolorimetrijski test sa kristal-ljubi�astim sastoji se u slede�em: 

1. Ispiranje �elija u PBS-u. 

2. Fiksiranje u hladnom 4 % PFA na 4 °C, 15 min. 

3. Inkubacija sa 0,5 % rastvora kristal-ljubi�astog (100 μl/bunari�u) tokom 30 

min na sobnoj temperaturi. 

4. Ispiranje u �esmenskoj vodi kako bi se otklonio višak boje i sušenje plo�e 

preko no�i. 

5. Ekstrakcija kristal-ljubi�astog primenom 50 μl 33 % sir�etne kiseline po 

bunari�u. 

6. O�itavanje apsorbance na 570 nm. 

Produkcija nitrita po broju �elija prikazana je kao odnos ukupne produkcije 

nitrita i inteziteta kristal ljubi�astog. Rezultati su predstavljeni kao srednje 

vrednosti ± standardna greška, dobijene iz tri nezavisna eksperimenata ura�ena u 

triplikatu. 

3.2.2.7. RT-PCR 

 PCR (eng. polymerase chain reaction) je postupak umnožavanja ciljne 

sekvence DNK ili RNK, koji se zasniva na lan�anoj reakciji polimeraze. Za ovu 

reakciju je potrebna DNK matrica ili iRNK (kada se uklju�uje korak reverzne 

transkripsije kako bi se dobila cDNK, a takav PCR se naziva RT-PCR), amplimeri, 

dezoksiribonukleotidi, pufer i enzim DNK zavisna DNK polimeraza koji katalizuje 

ugradnju nukleotida u novi lanac DNK.    

U ovom eksperimentu ura�ena je analiza promena na nivou iRNK metodom 

semikvantitativnog RT-PCR u realnom vremenu (eng. quantitative real time 
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polymerase chain reaction, Q-PCR/qRT-PCR). Metoda najpre obuhvata korak 

reverzne trnskripcije u kome se ukupna iRNK prevodi u cDNK, i potom korak 

umnožavanja dela cDNK od interesa. Proces umnožavanja se izvodi u seriji 

cikli�nih izmena temperatura �ime se obezbe�uje denaturacija molekula DNK, 

hibridizacija amplimera sa matricom i njegova elongacija. Kod PCR-a u realnom 

vremenu u svakom ciklusu PCR-a se prati zastupljenost sintetisanog produkta, što 

omogu�ava pouzdanu kvantifikaciju nivoa ekspresije ispitivanog gena. 

3.2.2.7.1. Izolacija RNK 

Ukupna RNK izolovana je iz 8 x 105 �elija po eksperimentalnoj grupi, 

primenom peqGold reagensa i fenol/hloroform ekstrakcije. Specifikacija rastvora 

koriš�enih za izolaciju RNK data je u tabeli 3. Postupak izolacije se sastojao iz 

nekoliko koraka: 

1. Homogenizacija - �elije su lizirane dodavanjem 800 μl peqGold-a i 

homogenizovane provla�enjem lizata kroz pipetu nekoliko puta. Ovako 

lizirani i homogenizovani uzorci se mogu �uvati do mesec dana na - 70 °C. 

2. Razdvajanje faza - homogenizovani uzorci su inkubirani 5 min na sobnoj 

temperaturi, da bi nukleoproteinski kompleksi u potpunosti disosovali, a 

potom je dodato 160 μl hloroforma na 800 μl peqGold-a. Tube su 

vorteksovane dok rastvor nije postao beo, a potom je usledila 

desetominutna inkubacija na ledu. Uzorci su potom centrifugirani 5 min na 

12000 g, na 4 °C. Smeša se na taj na�in razdvaja na žutu fenol-

hloroformsku fazu, interfazu i gornju bezbojnu vodenu fazu u kojoj se 

nalaze RNK molekuli. Gornja faza iznosi oko 50% volumena peqGold-a 

koriš�enog za homogenizaciju. 

3. Precipitacija RNK – gornja faza je preneta u nove tubice u koje je dodato 

400 μl izopropanola, a potom su tubice snažno izvorteksovane. Uzorci su 

inkubirani 15 min na ledu, a onda centrifugirani  5 min na 12000 g, na 4 °C. 

RNK se na ovaj na�in staložila na dnu tubica u vidu beli�astog taloga. 

4. Ispiranje RNK – iz tubica je uklonjen supernatant. Talog RNK je ispran sa 

800 μl hladnog 70 % etanola (napravljen u 0,1 % DEPC), nakon �ega je 

40



������������������������������������������������������������������������������������������������������������������MATERIJAL I METODE 

usledilo centrifugiranje 5 min na 12000 g, na 4 °C. Ispiranje u etanolu je 

ponovljeno još jedanput. Na ovom koraku procedura može da se prekine i 

RNK u 70 % etanolu može da se �uva na -20°C i do godinu dana. 

5. Rastvaranje RNK – etanol je odliven, a tubice su ostavljene do 30 min, da 

se talog osuši. Talog ne sme da se presuši, jer se time smanjuje njegova 

rastvorljivost. Nakon sušenja, RNK je rastvorena u 12 μl upH2O, 

provla�enjem kroz pipetu nekoliko puta. Tubice su potom držane 30 min na 

55 °C u termomikseru na 1200 rpm, nakon �ega je usledilo kratko 

centrifugiranje i na kraju skladištenje na -20°C. 

Pre skladištenja koncentracija RNK u uzorcima odre�ena je 

spektrofotometrijski. 

3.2.2.7.2. DNazni tretman i reakcija reverzne transkripcije 

 Pre reakcije reverzne transkripcije (RT), izlovana ukupna RNK tretirana je 

DNazom I kako bi se uklonila sva eventualno zaostala DNK, koja pri PCR reakciji 

može da da lažan rezultat u pogledu genske ekspresije. Tretman DNazom I je 

izveden po protokolu proizvo�a�a, tako što je 1 μg ukupne RNK inkubiran sa 1U 

DNaze I tokom 30 min na 37 °C. DNaza I je inaktivirana dodavanjem 25 mM EDTA 

i inkubacijom 10 min na 65 °C. Kona�na zapremina po uzorku, posle DNaznog 

tretmana, je 10 μl u kojoj se nalazi 1 μg RNK (tj. 0,1 μg RNK/ μl uzorka). Nakon ove 

reakcije može se zapo�eti RT reakcija, bez dodatnih pre�iš�avanja. 

Reverzna transkripcija je reakcija u kojoj se na osnovu RNK molekula kao 

matrice, sintetiše komplementarni lanac molekula DNK (cDNK). Za reakciju 

sinteze cDNK neophodan je enzim reverzna transkriptaza (RNK zavisna DNK 

polimeraza), dezoksiribonukleotidi, inhibitor enzima RNaze i prajmer za po�etak 

sinteze molekula cDNK. Kao prajmeri mogu poslužiti nasumi�ni (eng. random) 

heksameri, 3' prajmeri i oligo-dT niz od 12 – 18 dTTP nukleotida. Za RT koriš�en je 

komplet za sintezu cDNK sa nasumi�nim heksamerima. Reakciona smeša u 

zapremini od 20 μl je sadržavala: 2 μl 10x RT pufera, 0,8 μl 25x dNTP Mix-a (100 

mM), 2 μl 10x nasumi�nih RT prajmera, 1 μl MultiScribe reverzne transkriptaze, 
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4,2 μl DEPC-om tretirane vode i 10 μl uzorka koji sadrži 1 μg RNK. Potom je 

reakciona smeša prošla kroz 4 termalna ciklusa za sintezu cDNK: 

1. 10 min/25 °C 

2. 120 min/37 °C 

3. 5 min/85 °C 

4. Skladištenje na 4 °C, gde može da stoji neograni�en vremenski period 

3.2.2.7.3. PCR u realnom vremenu (qRT-PCR) 

qRT-PCR-om je odre�ivan nivo ekspresije gena od interesa  u odnosu na 

nivo ekspresije nekog kontrolnog gena koji se paralelno umnožava. Ovaj kontrolni 

gen se još naziva endogena ili interna kontrola i predstavlja gen koji ima 

konstitutivan nivo ekspresije u jednom tipu �elija ili tkivu, nezavisno od sredinskih 

faktora, stanja u kome se �elija nalazi ili eksperimentalne procedure kojoj je 

podvrgnuta. Primena endogene kontrole neutrališe tehni�ke greške u proceni 

ekspresije gena od interesa.  

Za pra�enje DNK sinteze koristili smo fluorescentnu boju SYBR green, koja 

se vezuje za dvolan�anu, ali ne i jednolan�anu DNK. Reakciona smeša za 

amplifikaciju ciljnih gena i endogene kontrole (�-aktin) je sadržala:  SYBR Green, 

cDNK (tj 10 ng iRNK prevedene u cDNK), i prajmere za transktipte prikazane u 

tabeli 8. Za reakcije lan�ane polimerizacije je koriš�en aparat  ABI Prism 7000 i 

slede�i program amplifikacije: 

� 2 min na 50 °C 

� 10 min na 95 °C  

� 40 ciklusa po 15 sekundi na 95 °C 

� 1 minut na 60 °C 

Potom je odre�ena vrednost eksperimentalnog praga reakcije (eng. 

threshold), a na osnovu nje Ct vrednost (eng. cycle at threshold). Rezultati su 

prikazani kao razlika u broju ciklusa kojim se dostiže vrednost eksperimentalnog 

praga reakcije za ispitivane gene u odnosu na nivo ekspresije �-aktina (endogeni 

referentni standard): (
Ct = Ctciljni gen -  Ct�-actin). Kvantifikacija je ura�ena 2-

Ct 
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metodom (Livak i Schmittgen, 2001). Rezultati su izraženi kao stepen promene u 

odnosu na kontrolnu grupu koju je predstavljala nestimulisana/netretirana 

mikroglija. Kontrolnoj grupi je dodeljena vrednost od 100 % (srednja vrednost ± 

standardna greška). 

Tabela 8. Prajmeri za transktipte 

Geni Sekvence prajmera 

TNF-� Forward - CTCCCAGAAAAGCAAGCAAC  
Reverse -  CGAGCAGGAATGAGAAGAGG 

IL-1� Forward - CACCTCTCAAGCAGAGCACAG 
Reverse -  GGGTTCCATGGTGAAGTCAAC 

IL-6  
 
IL-10 
 
ENT1 
 
ENT2 

Forward - ACAGTGCATCATCGCTGTTC   
Reverse -  CCGGAGAGGAGACTTCACAG 
Forward - GCTCAGCACTGCTATGTTGC 
Reverse -   GTCTGGCTGACTGGGAAGTG 
Forward - CACTTCCTTCGCTGTTAGGG 
Reverse -  TGTCCCCCTACCACTCTGAC 
Forward - CCCTCATGACCTTCTTCCTG 
Reverse -  CCAAGAGACCCGGTATAGCA 

�-actin Forward - AGATTACTGCCCTGGCTCCT  
Reverse -  ACATCTGCTGGAAGGTGGAC 

 

3.2.2.8. Enzimski imunotest - ELISA (eng. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) 

 Koncentracija proinflamatornih citokina (TNF-�, IL1-� i IL-6) i 

antiinflamatorog citokina (IL-10) u supernatantima mikroglijskih kultura odre�ena 

je ELISA testom primenom komercijalnog kompleta. 

 Prag osetljivosti primenjenog kompleta je 5 pg/ml (za TNF- � i IL-1�), 21 

pg/ml (za IL-6) i u koncentraciji od 10 pg/ml (za IL-10). 50 �l supernatanta �elijske 

kulture dodato je na mikrotitar plo�e sa 96 bunari�a, �ije je dno obloženo 

primarnim antitelom (tab. 6). Citokini prisutni u supernatantu vezuju se za 

specifi�no antitelo. Posle ispiranja nevezanih antitela, dodaje se odgovaraju�e 

sekundarno antitelo konjugovano sa peroksidazom rena. Nakon ispiranja 

nevezanih antitela i enzimskog reagensa, dodat je rastvor supstrata za enzim. 

43



������������������������������������������������������������������������������������������������������������������MATERIJAL I METODE 

44

Proizvod enzimske reakcije je plavo obojeni solubilni proizvod, �ija je koncentracija 

i intenzitet plave boje, direktno proporcionalan  koncentraciji vezanih citokina. 

Nakon prekidanja reakcije boja rastvora postaje žuta, a kvantifikcija rezultata 

obavljena je kolorimetrijski, o�itavanjem apsorbance na 450 nm sa korekcijom na 

540 nm na ELISA �ita�u. Koncentracije citokina o�itane su sa standardne krive 

dobijene primenom serije razblaženja poznate koncentracije ispitivanih citokina i 

izražene su u pg citokina/ml. Rezultati predstavljaju srednje vrednosti ± 

standardna greška dobijene iz tri nezavisna eksperimenata ponovljenih u triplikatu. 

Test sulforodaminom B za odre�ivanje �elijske gustine (Skehan i sar., 1990)  

zasniva se na merenju koli�ine �elijskih proteina. Budu�i da su vrednosti dobijene   

SRB testom direktno proporcionalne broju �elija, i koli�ini �elijskih proteina, ova 

metoda primenjena je za normalizaciju produkcije citokina prema koli�ini proteina 

u odgovaraju�im �elijskim kulturama dobijenu SRB testom.  

3.2.2.9. Statisti�ka analiza podataka 

 Statisti�ka zna�ajnost u srednjoj dnevnoj vrednosti težine EAE i 

parametrima bolesti izme�u kontrolne EAE-grupe i RBV+TR-tretirane grupe 

procenjivana je analizom varijansi (ANOVA). Za vrednosti p < 0,05, razlike su 

smatrane statisti�ki zna�ajnim, a za p < 0,001 visoko zna�ajnim.   

Rezultati za in vitro eksperimente su dobijeni iz 3 nezavisna eksperimenta, 

od kojih je svaki izveden u triplikatu i vrednosti su prikazane kao: srednja vrednost 

± standardna greška. Zna�ajnosti u razlikama izme�u testiranih i kontrolnih grupa 

procenjivane su testom ANOVA i korigovane Tukey metodom. Za vrednosti p < 

0,05, razlike su smatrane statisti�ki zna�ajnim, a za p < 0,001 visoko zna�ajnim.   
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4. REZULTATI 

 

Dejstvo ribavirina i tiazofurina na procese inflamacije ispitivano je in vivo i 

in vitro.  

4.1.�IN�VIVO��

U eksperimentima in vivo ispitivan je efekat ova dva nukleozidna analoga na 

težinu bolesti, pojavu demijelinizacije, infiltraciju T-limfocita i makrofaga, kao i na 

morfologiju i brojnost mikroglijskih �elija u ki�menoj moždini EAE životinja. 

4.1.1. Efekat kombinovanog tretmana ribavirinom i tiazofurinom na 

težinu simptoma EAE 

 U cilju ispitivanja dejstva RBV i TR na EAE i njihovog efekta na mikroglijske 

�elije, eksperimentalne životinje su imunizovane kao što je opisano u poglavlju 

Materijal i metode (odeljak 3.2.1.1). Kod svih imunizovanih životinja se razvila 

bolest, a primena RBV+TR zapo�injala je sa pojavom prvog simptoma EAE (atonija 

repa) kod svake životinje individualno i trajala je narednih 15 dana. RBV je davan 

i.p. u dozi od 30 mg/kg telesne težine (t.t.) svakog dana, a TR u dozi od 10 mg/kg 

t.t. svakog drugog dana od pojave prvog simptoma bolesti. RBV+TR-tretirani 

pacovi su razvili zna�ajno blažu formu bolesti (SL. 4A), što je potvr�eno i analizom 

parametara težine bolesti (tab. 9). 

Tabela 9. Efekat  RBV+TR treatma na parametre težine bolesti. 
Parametri težine bolesti su procenjeni kao što je opisano u odeljku 3.2.1.3. 
Materijala i metoda. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost ± standardna 
greška. Zvezdice ozna�avaju nivo zna�ajnosti u razlikama izme�u RBV+TR-
tretirane grupe i EAE-grupe životinja (**p < 0,001 – statisti�ki visoka zna�ajnost; 
zna�ajnost je analizirana ANOVA testom). 

 EAE RBV+TR 

Broj životinja 16 16 
Srednja vrednost težine bolesti 1,68 ± 0,12 0,93 ± 0,17** 

Maksimalna težina bolesti 2,88 ± 0,10 2,13 ± 0,18** 
Trajanje paralize 2,50 ± 0,43 0,50 ±0,22** 
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U RBV+TR-tretiranoj grupi samo 5 od 16 životinja je imalo paralizu, dok je u 

EAE-grupi ovaj težak simptom imalo 14 od 16 životinja. Na kraju tretmana 15 od 16 

pacova iz RBV+TR-tretirane grupe se potpuno oporavilo, a jedna životinja je još 

uvek bila u parezi. U EAE-grupi, po završetku ispitivanog perioda (15 dana), samo 

su se 3 od 16 pacova potpuno oporavili, dok je njih 11 imalo atoniju repa, a 2 su bila 

u parezi. Smrtnost nije registrovana u bilo kojoj od ove dve ispitivane grupe.  

4.1.2. Efekat kombinovanog tretmana ribavirinom i tiazofurinom na 

histopatološku sliku EAE 

Luxol Fast Blue/krezil ljubi�asto bojenje preseka lumbalnog dela ki�mene 

moždine EAE-grupe potvrdilo je rasprostranjenu demijelinizaciju u beloj masi i 

masivnu infiltraciju �elija koja je zahvatala �ak i sivu masu (SL. 4B, strelice). Kod 

RBV+TR-tretirane grupe, demijelinizacione plake nisu detektovane, a bela i siva 

masa ovih životinja je bila lišena �elijskih infiltrata (SL. 4C).  

4.1.3. Efekat kombinovanog tretmana ribavirinom i tiazofurinom na 

aktivaciju mikroglije u EAE 

Reaktivnost mikroglije u EAE-grupi i RBV+TR-tretiranoj grupi životinja 

procenjena je na osnovu morfoloških kriterijuma, primenom ED1 markera. Kod 

EAE pacova ED1+ �elije ispoljavale su ameboidni oblik koji morfološki nalikuje 

makrofagima i bile su široko rasprostranjene u beloj masi (SL. 4D i f). Kod 

RBV+TR-tretirane grupe životinja ED1+ �elije imale su žbunast oblik sa kratkim i 

debelim nastavcima (SL. 4E i g), tipi�an za mikrogliju nižeg aktivacionog statusa. 

Procena reaktivnosti mikroglijskih �elija na osnovu morfoloških parametara 

prikazana je u tab. 10.  
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SLIKA 4. Težina simptoma i histopatološke karakteristike u EAE i 
RBV+TR-tretiranoj grupi životinja. (A) Srednja dnevna vrednost težine 
bolesti u EAE i RBV+TR-tretiranoj grupi. Rezultati su predstavljeni kao srednja 
dnevna vrednost grupe ± standardna greška. Zvezdice ozna�avaju nivo zna�ajnosti 
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razlika izme�u RBV+TR-tretirane grupe i EAE grupe pacova (*p < 0,05 – statisti�ki 
zna�ajno; **p < 0,001 – statisti�ki visoko zna�ajno). Preseci lumbalnog dela 
ki�mene moždine EAE (B) i RBV+TR-tretirane grupe životinja (C), obojeni Luxol 
Fast Blue/krezil ljubišastim. Strelice ozna�avaju mesta demijelinizacije i 
inflitracije. Preseci lumbalnog dela ki�mene moždine EAE grupe (D, f) i RBV+TR-
tretirane grupe (E,g) imunohstohemijski obeleženi antitelom na ED1. Siva masa 
(sm) i bela masa (bm). Skala: B - E: 400 μm; f, g: 100 μm.  
 

Tabela 10. Stepen imunoreaktivnosti mikroglijskih �elija obeleženih 
ED1 markerom. (0 = nema imunoreaktivnosti, + minimalna, ++ umerena, i +++ 
jaka imunoreaktivnost). Rezultati su bazirani na subjektivnoj proceni evaluatora 
kao što je opisano u odeljku 3.2.1.5. Materijala i metoda. 

Lumbalni region ki�mene 
moždine 

Grupe ED1 

bela masa 
EAE  +++ 
RBV+TR + 

siva masa 
EAE  ++ 
RBV+TR 0 

�

4.2.�IN�VITRO��

In vitro efekat ribavirina i tiazofurina na procese inflamacije ispitivan je u 

primarnoj kulturi nestimulisane i LPS stimulisane mikroglije izolovane iz kore 

prednjeg mozga neonatalnih pacova. 

4.2.1. Karakterizacija nestimulisane i LPS stimulisane mikroglijske 

�elijske kulture 

 U primarnoj �elijskoj kulturi mikroglije ispitivana je sposobnost RBV i TR 

da umanje morfološke i funkcijske znake aktivacije mikroglije. Aktivacija mikroglije 

izazvana je LPS-om (25 ng/ml, 48 sati), što je široko prihva�eni in vitro model 

neuroinflamacije. Kultura mikroglije pokazivala je 97 % homogenosti, što je 

potvr�eno dvojnim obeležavanjem Iba1 (marker za mikrogliju) i GFAP (marker za 

astrocite).  

Morfologija �elija procenjena je slikanjem na fazno-kontrastnom 

mikroskopu (SL. 5A, B), a potom  i bojenjem hematoksilin/eozinom (H/E) (SL. 5C, 

D) i imuno-obeležavanjem na Iba1 (SL. 5E, F). 	elije u nestimulisanoj kulturi 
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ve�inom su ispoljavale bipolaran ili cilindri�an oblik �elijskog tela, sa brojnim 

kratkim nastavcima koji se završavaju filopodijama (SL. 5E, vrh strelice). U kulturi 

stimulisanoj LPS-om, �elije su ispoljavale aktvirani fenotip, koji odlikuje krupno 

okruglo �elijsko telo sa manje izraženim nastavcima (SL. 5F, vrh strelice). 

 

SLIKA 5. Morfologija mikroglijskih �elija u nestimulisanoj kulturi i 
kulturi stimulisanoj LPS-om. Fazno-kontrastne mikrografije �elija 
nestimulisane kulture (A) i kulture stimulisane LPS-om (B). Histohemijsko 
bojenje hematoksilin/eozin �elija u nestimulisanoj kulturi (C) i kulturi 
stimulisanoj LPS-om (D). Imunocitohemijsko obeležavanje na Iba1, �elija u 
nestimulisanoj kulturi (E) i kulturi stimulisanoj LPS-om (F). Skala na 
mikrografijama: 50 μm. 

  

4.2.2. Uticaj ribavirina i tiazofurina na vijabilnost mikroglijskih �elija 

 Citotoksi�ni potencijal RBV i TR ispitivan je primenom SRB testa u 

prisustvu RBV ili TR u koncentracijama od 1, 5, 10, 20 �M ili u kombinovanom 

tretmanu, 10 �M RBV + 5 �M TR, u kulturi nestimulusanih �elija i �elija 

stimulisanih LPS-om.   

 U nestimulisanoj kulturi, RBV indukuje dvofazni efekat; pri najnižoj 

testiranoj koncentraciji od 1 μM, RBV pove�ava vijabilnost mikroglije, u dozi od 5 

�M ne uti�e na vijabilnost �elija, dok se umereni citotoksi�ni efekat zapaža pri 

dozama od 10 �M i 20 �M (tab. 11; SL. 6A). U kulturi stimulisanoj LPS-om, broj 

mikroglijskih �elija je zna�ajno ve�i u odnosu na broj �elija u nestimulisanoj kulturi 
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(tab. 11; SL. 6A). RBV ispoljava zna�ajan citotoksi�ni efekat na LPS stimulisanu 

mikrogliju u svim primenjenim dozama (tab. 11; SL. 6A). 

Tabela 11. Efekat RBV i TR na vijabilnost mikroglijskih �elija. Nivo 
zna�ajnosti u razlikama izme�u grupa ozna�en je zvezdicama (u odnosu na 
nestimulisanu mikrogliju) ili tarabama (u odnosu na LPS stimulisanu mikrogliju), 
pri �emu je * ili # za p < 0,05, a ** ili ##  su za p < 0,001. LPS stimulisana mikroglija 
je predstavljena i kao procenat nestimulisane mikroglije i arbitrarno na 100 % kako 
bi se procenili efekti tretmana stimulisane mikroglije nukleozidnim analozima. 

SRB test: vijabilnost �elija (%) 
 tretman RBV (μM) 

1 5 10 20 
nestimulisana 

mikroglija 
99,4±2,2 129,1±5,4** 110,2±8,8 87,3±5,0* 80,4±8,0* 

LPS 
stimulisana 
mikroglija 

140,3±3,2** 
    

100,0±2,2 89,2±3,3# 76,2±1,6## 69,0±1,6## 65,7±2,6## 

 
tretman TR (μM) 

1 5 10 20 
nestimulisana 

mikroglija 
100,3±2,4 96,1±7,6 82,2±3,0** 67,4±2,5** 62,2±2,8** 

LPS 
stimulisana 
mikroglija 

155,0±4,4** 
    

100±2,9 95,2±2,9 80,0±3,5## 73,6±3,4## 69,3±3,8## 

 
tretman  

RBV (μM) 
tretman  
TR (μM) 

tretman 
RBV+TR (μM) 

10 5 10 + 5 
nestimulisana 

mikroglija 
100,0±3,5 87,4±4,4* 78,7±4,0** 65,8±2,8** 

LPS 
stimulisana 
mikroglija 

145,6±4,0** 
   

99,7±2,8 75,7±2,4## 83,8±2,5# 75,7±2,0## 

 Na osnovu podataka dobijenih SRB testom izra�unati su kvantitativni 

parametri nivoa citotoksi�nog delovanja RBV i EC50 (SL. 6B). U nestimulisanoj 

kulturi, RBV izaziva  maksimalno smanjenje vijabilnosti �elija od  19,6 ± 8,0 % pri 

dozi od 20 �M, sa EC50 = 5,9 ± 2,2 �M. U kulturi stimulisanoj LPS-om, RBV 
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izaziva maksimum citotoksi�nosti od 34,3 ± 2,6 % pri dozi od  20 �M, sa EC50 = 

4,5 ± 0,7 �M.   

 

SLIKA 6. Uticaj RBV, TR i RBV+TR na vijabilnost �elija. Uticaj RBV (A), 
TR (C) i RBV+TR (E) na vijabilnost �elija mikroglije u nestimulisanoj kulturi i 
kulturi stimulisanoj LPS-om, procenjen je sulforodamin B testom (SRB). Svi efekti 
predstavljeni su kao procenat kontrole (100%), koja je definisana kao 
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kolorimetrijsko o�itavanje u kulturi nestimulisanih i netretiranih �elija. Stubi�i 
predstavljaju srednje vrednosti iz n = 3 eksperimenta izvedena u triplikatu ± 
standardna greška.  (B, D) Krive dozne zavisnosti vijabilnosti �elija od 
koncentracije RBV (B) i TR (D). Uticaj pojedina�nih doza RBV i TR odre�en 
primenom SRB testa obra�en je softverskim paketom Origin 7.0 i odre�ene su 
EC50 vrednosti. Nivo zna�ajnosti u razlikama izme�u grupa ozna�en je zvezdicama 
(u odnosu na nestimulisanu mikrogliju) ili tarabama (u odnosu na LPS stimulisanu 
mikrogliju), pri �emu je * ili # za p < 0,05, a ** ili ##  su za p < 0,001. Crvene 
zvezdice ili tarabe predstavljaju nivo zna�ajnosti u razlikama izme�u 
kombinovanog u odnosu na pojedina�ne tretmane u nestimulisanoj i LPS 
stimulisanoj mikrogliji.   
 

 U nestimulisanoj kulturi, TR u dozi od 1 �M ne ispoljava efekat, dok u dozi 

od 5 �M pokazuje umerenu citotoksi�nost (tab. 11; SL. 6C). Zna�ajno ve�i  

citotoksi�ni efekat izazivaju doze od 10 �M i 20 �M (tab. 11; SL. 6C). Stimulacija 

LPS-om izaziva zna�ajno pove�anje broja �elija u odnosu na nestimulisanu kulturu 

(tab. 11; SL. 6C). Doza TR od 1 μM nema efekta, dok sve ostale testirane doze 

zna�ajno smanjuju broj �elija u LPS stimulisanim kulturama (tab. 11; SL. 6C). 

U kulturi nestimulisanih �elija, maksimalan efekat na vijabilnost �elija od 

37,8 ± 2,8 %, TR ispoljava u dozi od 20 μM, sa EC50 = 5,8 ± 0,9 μM (SL. 6D). U 

kulturi stimulisanoj LPS-om, maksimum smanjenja vijabilnosti �elija, od 30,7 ± 

3,8 %,  postignut je istom dozom TR, sa EC50 = 3,7 ± 0,7 μM (SL. 6D).  

Kombinovani tretman 10 �M RBV+ 5 �M TR ispoljava znatno snažniji 

citotoksi�ni efekat na �elije u nestimulisanoj kulturi od pojedina�nih tretmana (tab. 

11; SL. 6E). U kulturi stimulisanoj LPS-om, kombinovani tretman izaziva efekat 

koji je isti kao i efekat koji izaziva sam RBV, a statisti�ki je zna�ajno ja�i od efekta 

samog TR (tab. 11; SL. 6E).  

4.2.3. Uticaj ribavirina i tiazofurina na produkciju azot monoksida u 

kulturi mikroglijskih �elija 

Nivo azot monoksida (NO) procenjen je merenjem koncentracije nitrita u 

medijumu, primenom Griess-ove metode. Bazalni nivo osloba�anja nitrita u kulturi 

nestimulisanih �elija bio je 3,3 ± 0,2 �M (tab. 12; SL. 7A, C, E), dok je u kulturi 
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stimulisanoj LPS-om bazalna produkcija bila gotovo tri puta ve�a i iznosila je 10.3 

± 1.3 �M (tab. 12; SL. 7A, C, E). 

U nestimulisanoj kulturi �elija, RBV smanjuje produkciju nitrita samo pri 

koncentraciji od 20 μM (tab. 12; SL. 7A). U kulturi stimulisanoj LPS-om, RBV 

znacajno smanjuje produkciju nitrita u odnosu na LPS stimulaciju na dozno-

zavisan na�in (tab. 11; SL. 7A). 

TR, sli�no RBV, u nestimulisanoj kulturi, smanjuje nivo nitrita samo pri 

najvišoj koncentraciji od 20 μM (tab. 12; SL. 7C). U kulturi stimulisanoj LPS-om, 

TR ostvaruje zna�ajan efekat u smanjenju produkcije nitrita u odnosu na LPS 

stimulaciju pri koncentracijama od 10 μM  i 20 μM (tab. 12; SL. 7C).  

Tabela 12. Efekat RBV i TR na prodikciju NO2- u kulturi mikroglijskih 
�elija. Nivo zna�ajnosti u razlikama izme�u grupa ozna�en je zvezdicama (u 
odnosu na nestimulisanu mikrogliju) ili tarabama (u odnosu na LPS stimulisanu 
mikrogliju), pri �emu je * ili # za p < 0,05, a ** ili ##  su za p < 0,001. 

produkcija NO2- (μM) 
 tretman RBV (μM) 

1 5 10 20 
nestimulisana 

mikroglija 
3,3±0,2 3,7±0,2 2,8±0,2 3,0±0,4 2,1±0,2* 

LPS 
stimulisana 
mikroglija 

10,3±1,3** 7,4±1,3 5,8±1,2# 4,9±1.0# 4,3±1,0# 

 
tretman TR (μM) 

1 5 10 20 
nestimulisana 

mikroglija 
3,3±0,2 4,1±0,3 3,0±0,3 2,8±0,2 2,1±0,2* 

LPS 
stimulisana 
mikroglija 

10,3±1,3** 10,7±1,2 6,91±0,9 4,4±0,7# 4,3±0,6#   

 tretman 10 μM RBV + 5 μM TR 
nestimulisana 

mikroglija 
3,3±0,2 3,3±0,2 

LPS 
stimulisana 
mikroglija 

10,3±1,3** 5,0±0,9#  

 

53



����������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������REZULTATI 

 

SLIKA 7. Uticaj RBV, TR i RBV+TR na produkciju nitrita. Uticaj RBV(A), 
TR (C)  i kombinovanog tretmana RBV+TR (E) u nestimulisanoj kulturi i kulturi 
stimulisanoj LPS-om na produkciju nitrita odre�enu metodom po Griess-u. Nivo 
nitrita normalizovan  na broj �elija u kulturi tretiranih RBV (B), TR (D) i RBV+TR 
(F). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± standardna greška, iz n = 3 
nezavisna eksperimenta izvedena u triplikatu. Nivo zna�ajnosti u razlikama izme�u 
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grupa ozna�en je zvezdicama (u odnosu na nestimulisanu mikrogliju) ili tarabama 
(u odnosu na LPS stimulisanu mikrogliju), pri �emu * ili # predstavlja p < 0,05, a ** 
ili ##  predstavljaju p < 0,001. Crvene zvezdice ili tarabe predstavljaju nivo 
zna�ajnosti u razlikama izme�u kombinovanog u odnosu na pojedina�ne tretmane 
u nestimulisanoj i LPS stimulisanoj mikrogliji.  

 

Kombinovana terapija 10 μM RBV + 5 μM TR nije ostvarila uticaj na 

produkciju nitrita u nestimulisanoj kulturi, kao ni pojedina�ne doze ove 

kombinacije (tab. 12; SL. 7E). U kulturi stimulisanoj LPS-om, kombinovani 

tretman smanjuje produkciju nitrita na gotovo upola manju vrednost u odnosu na 

LPS stimulaciju, , ali ne ostvaruje bolji efekat u odnosu na pojedina�ne doze (tab. 

12; SL. 7E).  

Produkcija nitrita izražena je i u odnosu na broj mikroglijskih �elija, odre�en 

kristal ljubi�astim bojenjem �elija. Produkcija nitrita po �eliji u odnosu na 

nestimulisane �elije, ne menja se nakon stimulacije LPS-om (SL. 7B, D, F), 

tretmana RBV-om (SL. 7B) i tretmana TR-om (SL. 7D). Jedini efekat uo�ava se u 

kombinovanom tretmanu kako nestimulisane, tako i LPS-stimulisane kulture (SL. 

7F), koji statisti�ki zna�ajno pove�ava produkciju nitrita. 

Na osnovu prethodnih rezultata dobijenih merenjem citotoksi�nosti SRB 

testom i izra�unatih EC50 vrednosti u daljim eksperimentima je odabrano da se 

radi sa 10 μM RBV, 5 μM TR kao i njihovom kombinacijom. 

4.2.4. Uticaj ribavirina i tiazofurina na morfometrijske karakteristike 

mikroglijskih �elija  u kulturi  

 Budu�i da je morfologija mikroglije u direktnoj korelaciji sa njenim 

funkcionalanim statusom, ispitan je uticaj  RBV, TR i RBV + TR na morfologiju 

�elija  kulturi. 	elije su vizualizovane bojenjem u hematoksilin/eozinu (H/E), a 

potom su morfometrijski analizirane, merenjem ukupne površine �elijskog tela u 

programu AxioVision Rel. 4.6. Validnost H/E bojenja u obeležavanju �elija  

potvr�ena je imunocitohemijskim bojenjem mikroglije Iba1 markerom (SL. 8A). 

Budu�i da su oba obeležavanja dala uporedive rezultate, za potrebe 

morfometrijskih analiza �elije su bojene znatno ekonomi�nijim H/E postupkom.  
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U nestimulisanoj kulturi mikroglije, tretman RBV nije uticao na prose�nu 

površinu �elija, dok se zna�ajno smanjenje prose�ne površine �elija u 

nestimulisanoj kulturi zapaža nakon tretmana TR (83,1 ± 4,1 %, p < 0,001) i 

kombinacijom RBV + TR (82,9 ± 8,9 %, p < 0,001) (SL. 8B). U kulturi stimulisanoj 

LPS-om, prose�na površina �elija o�ekivano se uve�ala za dva puta (209,2 ± 4,7 %, 

p < 0,001; SL. 8B) u odnosu na �elije u nestimulisanoj kulturi. U istoj kulturi, sva 

tri tretmana su statisti�ki zna�ajno smanjili prose�nu površinu �elija u odnosu na 

LPS stimulaciju (RBV na: 60,6 ± 2,0 % , p < 0,001; TR na: 71,6 ± 2,0 %, p < 0,001; 

RBV + TR na: 53,0 ± 2,1 %, p < 0,001; SL. 8B), pri �emu je efekat kombinovanog 

tretmana bio ja�i od pojedina�nih.  

 

SLIKA 8. Uticaj RBV i TR na morfometrijske parametre mikroglijskih 
�elija u kulturi. (A) Mikrografije �elija mikroglije obeleženih imunocitohemijski 
sa Iba1 antitelom, koriš�ene za (B) izra�unavanje površina �elija u programskom 
paketu  AxioVision Rel. 4.6. Merenja površine izvršena su kao što je opisano u 
odeljku 3.2.2.3. Materijala i metoda. Rezultati su izraženi kao procenat vrednosti 
dobijene za nestimulisanu kulturu ± standardna reška (n = 15). Oznake na slikama: 
nestimulisana - nestimulisana kultura; LPS – kultura stimulisana LPS-om; RBV – 
tretman sa 10 �M RBV; TR – tretman sa 5 �M TR; RBV+TR – kombinovani 
tretman sa 10 �M RBV+5 �M TR. Nivo zna�ajnosti u razlikama izme�u grupa 
ozna�en je zvezdicama (u odnosu na nestimulisanu mikrogliju) ili tarabama (u 
odnosu na LPS stimulisanu mikrogliju), pri �emu * ili # predstavlja p < 0,05, a ** ili 
##  predstavljaju p < 0,001. Crvene tarabe predstavljaju nivo zna�ajnosti u 
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razlikama izme�u kombinovanog u odnosu na pojedina�ne tretmane u LPS 
stimulisanoj mikrogliji.  
  

4.2.5. Uticaj ribavirina i tiazofurina na aktivaciju NF-�B signalnog puta  

Imaju�i u vidu da je signalni put NF-�B klju�an u indukciji inflamatornog 

odgovora mikroglije, u narednom setu eksperimenata pra�ena je  aktivacija ovog 

puta pra�enjem translokacije NF-�B/p65 subjedinice u jedro. Translokacija NF-

�B/p65 pra�ena je u nestimulisanoj kulturi (SL. 9A-P) i kulturi stimulisanoj LPS-

om (SL. 10A-P), imunofluorescentnim bojenjem p65 i fluoresentnim bojenjem 

markera jedara DAPI, a kvantitavna procena translokacije dobijena je brojanjem 

�elija kod kojih je zabeležena ko-lokalizacija oba fluorescentna signala u odnosu na 

ukupan broj �elija (SL. 11). 

U nestimulisanoj kulturi mikroglije analiza lokalizacije NF-�B/p65 u 

�elijskim odeljcima (SL. 9A-D) pokazala je da tek petina ukupnog broja �elija 

pokazuje jedarnu lokalizaciju ove subjedinice (19,6 ± 1,8 %; SL.11). Svi tretmani 

izazivaju pove�anje translokacije NF-�B/p65 u jedro (SL. 11) od RBV (na 35,1 ± 3,2 

%, p < 0,001), TR (na 31,9 ± 4,9 %, p < 0,05) i RBV + TR (na 29,0 ± 2,1 %, p < 

0,05). U kulturi stimulisanoj LPS-om (SL. 10A-D) �ak 93 ± 2 % (p < 0,001, SL. 11)  

pokazuje jedarnu lokalizaciju NF-�B/p65, a svi tretmani smanjuju stepen jedarne 

lokalizacije p65 subjedinice i to RBV (na 40,7 ± 5,9 %, p < 0,001; SL. 11), TR (na 

40,5 ± 2,2 %, p < 0,001; SL. 11) i RBV + TR (na 44,1 ± 3,5 %, p < 0,001; SL. 11).  

4.2.6. Uticaj ribavirina i tiazofurina na ekspresiju citokinskih iRNK u 

kulturi mikroglijskih �elija 

 Budu�i da je funkcionalni status mikroglije u direktnoj korelaciji sa setom 

citokina koje �elija eksprimira, ispitan je uticaj RBV i TR na ekspresiju iRNK za  

izabrane proinflamatorne (TNF-�, IL-1�, IL-6) i antiinflamatornog citokina (IL-10) 

u nestimulisanoj kulturi i kulturi stimulisanoj LPS-om (SL.12).  
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SLIKA 9. Lokalizacija p65 subjedinice NF-	B kompleksa u 
nestimulisanoj kulturi mikroglije. Lokalizacija NF-�B u �elijskim odeljcima 
pra�ena je imunocitohemijskim fluorescentnim bojenjem na p65 (crvena 

58



����������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������REZULTATI 

fluorescencija) i fluorescentnim markerom jedara, DAPI (plava fluorescencija). 
	elije su tako�e obeležene i fluorescencijom na mikroglijski marker ED1(zelena 
fluorescencija). (A-D) Nestimulisana kultura mikroglije; (E-H) Tretman RBV; (I-
L) Tretman TR;  (M-P) Kombinovani tretman RBV + TR. Preklopljene slike (D, 
H, L, P) pokazuju kolokalizaciju NF-�B/p65 subjedinice i jedara (DAPI). Oznake 
na slici: nestimulisana kultura mikroglije; RBV – tretman sa 10 �M RBV; TR – 
tretman sa 5 �M TR; RBV+TR – kombinovani tretman sa 10 �M RBV+5 �M TR. 
Skala na mikrografijama: 50 μm. 
 

U nestimulisanoj kulturi mikroglije detektovan je bazalni nivo ekspresije 

iRNK za TNF-� (SL. 12A), IL-1� (SL. 12B) i IL-10 (SL. 12D), koji se nije zna�ajno 

menjao pod uticajem primenjenih tretmana. Transkript za IL-6 nije detektovan u 

nestimulisanoj kulturi mikroglije, �ak ni nakon tretmana sa RBV, TR i njihovom 

kombinacijom (SL. 12C).  

U odnosu na nestimulisanu kulturu, u kulturi stimulisanoj LPS-om, 

ekspresija sva �etiri ispitana transkripta  dramati�no se pove�ava (TNF-�: 329,0 ± 

9,7 %, p < 0,001; IL-1�: 1680,2 ± 129,4 %, p < 0,001; IL-6: 100,0 ± 6,8 %; IL10: 

3020,9 ± 149,0 %, p < 0,001; SL. 12). Tretman RBV-om (61,0 ± 0,9 %), TR-om 

(58,1 ± 2,4 %) i njihovom kombinacijom (74,6 ± 2,8 %) zna�ajno smanjuje 

ekspresiju iRNK za TNF-� uzrokovanu LPS-om (SL.12A). Ekspresije iRNK za IL-1� 

(SL.12B) dodatno se pove�ava pod uticajem RBV (245,8 ± 42,5 %, p < 0,05) i 

kombinovanog  tretmana RBV + TR (370,5 ± 43,1%, p < 0,001) u odnosu na LPS 

stimulaciju, dok TR ne ostvaruje uticaj na ekspresiju ovog citokina. Ekspresija 

iRNK za IL-6 (SL. 12C), smanjuje se pod uticajem sva tri tretmana RBV (63,5 ± 5,0 

%, p < 0,05), TR (74,7 ± 7,2 %, p < 0,05) i RBV + TR (58,5 ± 11,3 %, p < 0,05).  

Ekspresije iRNK za IL-10 (SL. 12D) zna�ajno se smanjuje nakon tretmana  RBV 

(81,5 ± 3,5 %, p < 0,05) i TR (76,9 ± 7,8 %, p < 0,05), dok se nakon kombinovanog 

tretmana zna�ajno pove�ava (156,5 ± 10,0%, p < 0,001). 
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SLIKA 10. Lokalizacija p65 subjedinice NF-	B kompleksa u LPS 
stimulisanoj kulturi mikroglije. Lokalizacija NF-�B u �elijskim odeljcima 
pra�ena je imunocitohemijskim fluorescentnim bojenjem na p65 (crvena 
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fluorescencija) i fluorescentnim markerom jedara, DAPI (plava fluorescencija). 
	elije su obeležene fluorescencijom na mikroglijski marker ED1 (zelena 
fluorescencija). (A-D) Kultura stimulisana LPS-om; (E-H) Tretman RBV-om; (I-
L) Tretman TR-om;  (M-P) Kombinovani tretman RBV + TR. Preklopljene slike 
(D, H, L, P) pokazuju kolokalizaciju NF-�B/p65 subjedinice i jedra (DAPI). 
Oznake na slici: LPS – kultura stimulisana LPS-om; RBV – tretman sa 10 �M RBV; 
TR – tretman sa 5 �M TR; RBV+TR – kombinovani tretman sa 10 �M RBV+5 �M 
TR. Skala na mikrografijama: 50 μm. 
 
 

� nestimulisana mikroglija � LPS stimulisana mikroglija 

 

SLIKA 11. Kvantitativan prikaz ko-lokalizacije p65/DAPI fluorescencije 
u kulturi mikroglije nakon tretmana RBV-om, TR-om i njihovom 
kombinacijom RBV+TR. Stepen translokacije NF-�B u jedru odre�en je 
fluorescentnom mikroskopijom, brojanjem �elija sa ko-lokalizovanom p65/DAPI 
fluorescencijom. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost procenta �elija koje 
pokazuju jedarnu ko-lokalizaciju fluorescencije od ukupnog broja �elija, dobijeni 
brojanjem �elija na 3 pokrovna stakalca (4x104 �elija) u n = 3 nezavisna 
eksperimenta ± standardna greška. Nivo zna�ajnosti u razlikama izme�u grupa 
ozna�en je zvezdicama (u odnosu na nestimulisanu mikrogliju) ili tarabama (u 
odnosu na LPS stimulisanu mikrogliju), pri �emu * ili # predstavlja p < 0,05, a ** ili 
##  predstavljaju p < 0,001.  
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� nestimulisana mikroglija � LPS stimulisana mikroglija 

 

SLIKA 12. Uticaj RBV i TR na ekspresiju iRNK za citokine. Ekspresija 
iRNK za (A) TNF-�,  (B) IL-1� (C) IL-6 i (D) IL-10 pra�ena je u nestimulisanoj 
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kulturi i u kulturi stimulisanoj LPS-om, pomo�u RT-PCR koriš�enjem SYBR green. 
�-actin je koriš�en kao interna kontrola. Rezultati predstavljaju srednje vrednosti iz 
n = 3 nezavisna eksperimenta izvedena u triplikatu ± standardna greška. Nivo 
zna�ajnosti u razlikama izme�u grupa ozna�en je zvezdicama (u odnosu na 
nestimulisanu mikrogliju) ili tarabama (u odnosu na LPS stimulisanu mikrogliju), 
pri �emu * ili # predstavlja p < 0,05, a ** ili ##  predstavljaju p < 0,001. Crvene 
zvezdice ili tarabe predstavljaju nivo zna�ajnosti u razlikama izme�u 
kombinovanog u odnosu na pojedina�ne tretmane u nestimulisanoj i LPS 
stimulisanoj mikrogliji. 
 

4.2.7. Uticaj ribavirina i tiazofurina na osloba�anje citokina u kulturi 

mikroglijskih �elija 

Osloba�anje izabrane grupe citokina pra�eno je primenom ELISA  testa u 

supernatantu �elijskih kultura (SL. 13). Budu�i da je prethodnim eksperimentima 

utvr�eno da RBV i TR ispoljavaju umereno citotoksi�an efekat na �elije mikroglije 

u kulturi, koncentracija oslobo�enih citokina u medijumu izražena je na dva 

na�ina; kao apsolutna vrednost koncentracije citokina (pg/ml medijuma) (SL. 13A, 

C, E i G), ili je prera�unata po koli�ini proteina koju sadrži adekvatna �elijska 

kultura (SL. 13B, D, F i H).  

U nestimulisanoj kulturi bazalni nivo osloba�anja TNF-� iznosi 39,2 ± 0,9 

pg/ml (SL. 13A). Osloba�anje ovog citokina zna�ajno se smanjuje nakon tretmana  

RBV-om (20,4 ± 0,8 pg/ml, p < 0,001), TR-om (24,6 ± 0,1 pg/ml, p < 0,001) i 

njihovom kombinacijom (27,6 ± 0,6 pg/ml, p < 0,001). Kada se nivo osloba�anja 

TNF-� predstavi u odnosu na koli�inu proteina u uzorku, dobijaju se isti odnosi i 

nakon tretmana sa RBV, TR i RBV+TR (SL. 13B). U kulturi stimulisanoj LPS-om, 

koncetracija TNF-� je �ak 30 puta ve�a nego u nestimulisanoj kulturi (1202,0 ± 

10,9 pg/ml, p < 0,001; SL. 13A). Tretman  RBV-om (959,7 ± 10,7 pg/ml, p < 

0,001), TR-om (882,3 ± 6,1 pg/ml, p < 0,001) i RBV + TR (1055,2 ± 14,6 pg/ml, p 

< 0,001) izaziva zna�ajno smanjenje osloba�anja TNF-� u odnosu na netretirane 

LPS stimulisane �elije. Me�utim, kada se nivo TNF-� predstavi u odnosu na 

koli�inu proteina u uzorku (SL. 13B), uo�ava se da se taj nivo, u stvari, pove�ava 

pod tretmanom RBV-om i RBV+TR, a da je zna�ajno manji nakon tretmana TR-

om. Ovakav prikaz rezultata ukazuje da je inhibitorni uticaj RBV i RBV + TR na 
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smanjenje ekspresije iRNK (SL. 12A) i osloba�anja TNF-� (Sl. 13A) verovatno 

uslovljen smanjenjem ukupnog broja �elija u kulturi, dok je inhibitorni uticaj TR na 

smanjanje osloba�anja TNF-� verovatno uslovljen smanjenjem ekspresije gena za 

TNF-� (SL. 12A).    

U nestimulisanoj kulturi mikroglije, bazalni nivo osloba�anja IL-1� iznosi 

120,9 ± 8,3 pg/ml, a tretman sa RBV, TR i RBV + TR ne uti�e na nivo osloba�anja 

ovog citokina (SL. 13C). Kada se nivo IL-1� predstavi u odnosu koli�inu proteina u 

uzorku, uo�ava se da se samo nakon tretmana kombinacijom RBV+TR pove�ava 

ekspresiju ovog citokina u odnosu na netretirane �elije (SL. 13D). U kulturi 

stimulisanoj LPS (SL. 13C), nivo IL-1� 3,5 puta je ve�i nego u nestimulisanoj 

kulturi (423,5 ± 20,2 pg/ml, p < 0,001), a tretman RBV-om (780,2 ± 13,1 pg/ml, p  

< 0,001) i RBV + TR (1015,1 ± 11,3 pg/ml, p < 0,001) dodatno pove�avaju 

osloba�anje ovog citokina u odnosu na LPS stimulaciju. TR ne ostvaruje bitan 

uticaj na osloba�anje IL-1� (447,9 ± 8,8 pg/ml) u odnosu na kulturu stimulisanu 

LPS. S druge strane, kada se nivo IL-1� predstavi u odnosu na koli�inu proteina u  

uzorku (SL. 13D), uo�ava se da sva tri tretmana ostvaruju imunomodulatorno 

dejstvo na ekspresiju ovog proinflamatorni citokina.  

Iako je analiza ekspresije pokazala da nestimulisana mikroglija ne 

eksprimira transkript za IL-6 (SL. 12C), u nestimulisanoj kulturi mikroglije 

registrovan je bazalni nivo osoba�anja ovog citokina od 302,4 ± 4,6 pg/ml , koja se 

ne menja pod uticajem  tretmana sa RBV, TR i RBV + TR. U kulturi stimulisanoj 

LPS-om, nivo osloba�anja IL-6 sedam puta je ve�i od onog u nestimulisanoj kulturi 

(2139,2 ± 252,3 pg/ml, p < 0,001), a tretmani RBV-om (1394,0 ± 140,8 pg/ml, p < 

0,05), TR-om (1538,9 ±  78,3 pg/ml, p < 0,05) i RBV + TR (1213,8 ± 74,4 pg/ml, p 

< 0,05) zna�ajno umanjuju nivo osloba�anja IL-6 (SL. 13E). Kada se nivo IL-6 

predstavi po koli�ini proteina u uzorku, (SL. 13F) uo�ava se da tretmani nemaju 

statisti�ki zna�ajan uticaj na nivo osloba�anje citokina po �eliji, što ukazuje da je 

inhibitorni uticaj analoga na smanjenje ekspresije iRNK za IL-6 (SL. 12C) i 

osloba�anje IL-6 u kulturi stimulisanoj LPS-om (SL. 13E), refleksija njihovog 

uticaja na smanjenje ukupnog broja �elija.   
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�� nestimulisana mikroglija �� LPS stimulisana mikroglija 

 

SLIKA 13. Uticaj RBV i TR na osloba�anje citokina. Nivo citokina odre�en 
je u medijumu �elijskih kultura primenom ELISA testa. Vrednosti koncentracija 
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citokina predstavljene su pg/ml medijuma (A, C, G, E) ili po koli�ini proteina u 
uzorku (B, D, F, H). (A, B) Nivo TNF-�, (C, D) IL-1�, (E, F) IL-6  i (G, H) IL-
10, u nestimulisanoj kulturi i kulturi stimulisanoj LPS-om. Rezultati su prikazani 
kao srednja vrednost n = 3 tri nezavisna eksperimenta izvedena u duplikatu ± 
standardna greška. Nivo zna�ajnosti u razlikama izme�u grupa ozna�en je 
zvezdicama (u odnosu na nestimulisanu mikrogliju) ili tarabama (u odnosu na LPS 
stimulisanu mikrogliju), pri �emu * ili # predstavlja p < 0,05, a ** ili ##  

predstavljaju p < 0,001. Crvene zvezdice ili tarabe predstavljaju nivo zna�ajnosti u 
razlikama izme�u kombinovanog u odnosu na pojedina�ne tretmane u 
nestimulisanoj i LPS stimulisanoj mikrogliji. 
 

Bazalni nivo osloba�anja IL-10 u nestimulisanoj kulturi mikroglije iznosi 

81,7 ± 9,4 pg/ml i ne menja se bitno pod tretmanima RBV, TR i RBV + TR (SL. 

13G). U kulturi stimulisanoj LPS, ekspresija IL-10 uve�ala se gotovo dva puta 

(145,2 ± 2,3 pg/ml, p < 0,001) u odnosu na nestimulisanu mikrogliju, a tretmani 

RBV-om (126,1 ±  4,3 pg/ml, p < 0,05), TR-om (131,4 ± 3,6 pg/ml, p < 0,05) i RBV  

+ TR (119,3 ± 3,6 pg/ml, p < 0,05) zna�ajno smanjuju osloba�anje IL-10 u odnosu 

na mikrogliju stimulisanu LPS-om (SL. 13G). Me�utim, kada se nivo IL-10 

predstavi u odnosu na koli�inu proteina u uzorku, uo�ava se da svi primenjeni 

tretmani �ak i pove�avaju osloba�anje IL-10 (SL. 13H), što ukazuje da je efekat 

smanjenja ukupnog IL-10 u kulturi posledica smanjenja broja �elija.  

4.2.8. Uticaj ribavirina i tiazofurina na gensku i proteinsku ekspresiju 

nukleozidnih transportera ENT1 i ENT2 u kulturi mikroglijskih �elija  

Uticaj RBV i TR na ekspresiju ENT1 i ENT2 ispitan je na genskom i 

proteinskom nivou.  

U nestimulisanoj kulturi mikroglije, oba primenjena analoga pojedina�no 

pove�ala su ekspresiju iRNK za ENT1 za oko 2 puta (RBV: 190,6 ± 6,4 %, p < 0,05; 

TR: 189,7 ± 0,2 %, p < 0,05  SL. 14A), dok njihova kombinacija izaziva pove�anje 

od 6 puta  (639,4 ± 61,9 %, p < 0,001, SL. 14A). U kulturi stimulisanoj LPS-om 

ekspresija iRNK za ENT1 smanjila se na 40,1 ± 4,5 % u odnosu na nestimulisanu 

kulturu (p < 0,05, SL. 14A). U istoj kulturi, RBV i TR nisu ispoljili zna�ajan uticaj 

na ekspresiju iRNK za ENT1, ali je kombinovani tretman RBV + TR izazvao 
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dvostruko ve�e pove�anje ekspresije u odnosu na LPS stimulisane �elije (174,4 ± 

22,0 % p < 0,05, SL. 14A).  

 

SLIKA 14. Uticaj RBV i TR na gensku i proteinsku ekspresiju ENT1 u 
mikroglijskoj kulturi. (A) Ekspresija ENT1 iRNK pra�ena je u nestimulisanoj 
kulturi i u kulturi stimulisanoj LPS-om, pod uticajem RBV, TR ili njihove 
kombinacije. Ekspresija iRNK analizirana je RT-PCR metodom sa fluorescentnom 
bojom SYBR green, dok je �-aktin koriš�en kao interna kontrola. Rezultati 
predstavljaju srednje vrednosti iz n = 3 nezavisna eksperimenta izvedenih u 
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triplikatu ± standardna greška. Nivo zna�ajnosti u razlikama izme�u grupa 
ozna�en je zvezdicama (u odnosu na nestimulisanu mikrogliju) ili tarabama (u 
odnosu na LPS stimulisanu mikrogliju), pri �emu * ili # predstavlja p < 0,05, a ** ili 
##  predstavljaju p < 0,001. Crvene zvezdice ili tarabe predstavljaju nivo zna�ajnosti 
u razlikama izme�u kombinovanog u odnosu na pojedina�ne tretmane u 
nestimulisanoj i LPS stimulisanoj mikrogliji. (B – I) Imunofluorescentno 
obeležavanje ENT1 na �elijama mikroglije u kulturi.  	elije su obeležene 
primenom fluorescentnog antitela na ENT1 (zelena fluorescencija), na ED1 (crvena 
fluorescencija) i HOECHST bojom koja markira jedra (plava fluorescencija). Sa 
strane mikrografije data je oznaka tretmana: RBV – tretman 10 �M RBV; TR – 
tretman 5 �M TR; RBV+TR – kombinovani tretman 10 �M RBV + 5 �M TR. Skala 
na mikrografijama: 50 μm. 

 

Primenjeni analozi, ni pojedina�no, ni u kombinaciji, nisu uticali na 

ekspresiju iRNK za ENT2 u nestimulisanoj kulturi mikroglije (SL 15A). Kao što je 

pokazano i za ENT1, stimulacija LPS-om smanjuje nivo ekspresije iRNK za ENT2 

na polovinu (54,4 ± 8,3 %) u odnosu na nestimulusanu kulturu (p < 0,05, SL. 15A ), 

a primenjeni tretmani ne menjaju statisti�ki zna�ajno ekspresiju iRNK za ENT2 

(SL. 15A). 

Ekspresija ENT1 i ENT2 na �elijama u kulturi pra�ena je dvojnim 

imunocitohemijskim obeležavanjem �elija na ENT1 (SL. 14B-I, zelena 

fluorescencija), odnosno, ENT2 (SL. 15B-I, zelena fluorescencija) i na ED1, kao 

marker mikrogije (crvena fluorescencija), uz primenu Hoechst fluorescentne boje 

koja markira jedra �elija (plava fluorescencija). Imunocitohemijska analiza 

pokazuje da se ENT1 i ENT2 u visokom stepenu eksprimiraju na �elijama 

mikroglije, kako u nestimulisanim kulturama, tako i u kulturama stimulisanim 

LPS-om i tretiranim RBV-om, TR-om ili njihovom kombinacijom. Budu�i da nije 

ura�ena kvantitfikacija imunofluorescentnih signala, ovaj eksperiment poslužio je 

samo kao potvrda da ENT1 i ENT2 mogu biti potencijalni transporteri RBV i TR u 

oba tipa mikroglije.  
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SLIKA 15. Efekat RBV i TR na gensku i proteinsku ekspresijuENT2 u 
mikroglijskoj kulturi. (A) Ekspresija iRNK ENT2 pra�ena je u nestimulisanoj 
kulturi i u kulturi stimulisanoj LPS-om, pod uticajem RBV, TR ili njihove 
kombinacije. Ekspresija iRNK analizirana je RT-PCR metodom sa fluorescentnom 
bojom SYBR green, dok je �-aktin  je koriš�en kao interna kontrola. Rezultati 
predstavljaju srednje vrednosti iz n = 3 nezavisnih eksperimenta izvedenih u 
triplikatu ± standardna greška. Nivo zna�ajnosti u razlikama izme�u grupa 
ozna�en je zvezdicama (u odnosu na nestimulisanu mikrogliju) ili tarabama (u 
odnosu na LPS stimulisanu mikrogliju), pri �emu * ili # predstavlja p < 0,05, a ** ili 
##  predstavljaju p < 0,001. Crvene zvezdice ili tarabe predstavljaju nivo zna�ajnosti 
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u razlikama izme�u kombinovanog u odnosu na pojedina�ne tretmane u 
nestimulisanoj i LPS stimulisanoj mikrogliji. (B – I) Imunofluorescentno 
obeležavanje ENT2 na �elijama mikroglije u kulturi. 	elije su obeležene 
primenom fluorescentnog antitela na ENT2 (zelena fluorescencija), na ED1 (crvena 
fluorescencija) i HOECHST bojom koja markira jedra (plava fluorescencija). Sa 
strane mikrografije data je oznaka tretmana: RBV – tretman 10 �M RBV; TR – 
tretman 5 �M TR; RBV+TR – kombinovani tretman 10 �M RBV + 5 �M TR. Skala 
na mikrografijama: 50 μm. 
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5.  DISKUSIJA 

 
Nukleozidni analozi ribavirin i tiazofurin ispoljavaju pozitivan terapijski 

efekat u animalnom modelu multiple skleroze (Lavrnja i sar, 2012, 2008, 2005; 

Milicevic i sar, 2003; Stosic-Grujicic i sar. 2002). Primenjeni pojedina�no ili u 

kombinaciji (Stojkov i sar., 2008, 2006), ovi analozi odlažu po�etak, smanjuju 

težinu simptoma i skra�uju trajanje efektorske faze bolesti. Do sada opisani 

povoljni efekti RBV i TR u EAE-u zasnivaju se na njihovom sistemskom, 

perifernom delovanju. Tako na primer, TR smanjuje adheziju imunskih �elija za 

vaskularne endotelne �elije, i na taj na�in oja�ava neprohodnost krvno-moždane 

barijere (KMB) za �elije imunskog sistema (Stosic-Grujicic i sar. 2002). Sa druge 

strane, RBV menja profil ekspresije proinflamatornih citokina u EAE-u (Lavrnja i 

sar. 2008), tako što spre�ava prodor aktiviranih T-limfocita kroz KMB, a ispoljava i 

antiproliferativno dejstvo na �elije dreniraju�eg limfnog �vora. Me�utim, 

sposobnost oba nukleozidna analoga da pro�u kroz krvno-moždanu barijeru 

(Colombo i sar, 2011; Janac i sar., 2004; Gilbert i Wyde., 1988) otvorila je 

mogu�nost da se deo njihovog dejstva u spre�avanju razvoja bolesti, kao i u 

ublažavnju ispoljavanja simptoma EAE zasniva na njihovom delovanju na �elije 

CNS-a. Budu�i da mikroglija ima klju�nu ulogu u svim neuropatološkim stanjima, a 

posebno u patološkim procesima vezanim za EAE i MS (Benveniste, 1997), u ovoj 

doktorskoj tezi ispitivan je efekat RBV i TR na morfološke i funkcionalne 

karakteristike mikroglijskih �elija in vivo i in vitro.  

5.1.�UTICAJ�RIBAVIRINA�I�TIAZOFURINA�NA�ODGOVOR�MIKROGLIJE�U�

IN�VIVO�MODELU�NEUROINFLAMACIJE�

Prvi, in vivo, deo studije ispitivanja dejstva RBV i TR na odgovor mikroglije 

u uslovima neuroinflamacije ura�en je u modelu EAE-a, koji se zasniva na indukciji 

neuroinflamatornog odgovora kod DA pacova, koji su potom individualno tretirani 

kombinacijom RBV+TR, 15 dana od pojave prvog simptoma. Funkcionalni status 
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mikroglije procenjivan je na osnovu njenih morfoloških karakteristika, koji su 

naj�eš�e u me�usobnoj korelaciji sa stepenom aktivacije (Kettenman i sar., 2011). 

U pore�enju sa ameboidnim oblikom mikroglije kod EAE pacova, koja ukazuje na 

njenu intenzivnu makrofagnu funkciju, prisustvo razgranatih �elija kod životinja 

tretiranih RBV+TR, ukazuje na miruju�e ili manje aktivirano stanje mikroglije. 

Osim miruju�e morfologije, kod tretiranih životinja zabeleženo je i smanjenje 

ukupnog broja mikroglijskih �elija. Pretpostavili smo da su niži stepen aktivacije i 

manja gustina mikroglijskih �elija u korelaciji sa smanjenom infiltracijom 

mononuklearnih �elija, te da su oba odgovorna za ve� opisane pozitivne efekte 

kombinovanog tretmana RBV i TR (Savi� i sar., 2012; Stojkov i sar., 2008, 2006; 

Lavrnja i sar., 2005), koji obuhvataju odsustvo demijelinizacije, brži oporavak i 

blažu klini�ku sliku. Ovaj rezultat tako�e je potvrdio nalaze drugih studija (Gijbels i 

sar., 1995; Selmaj i sar., 1991), da smanjenje stepena aktivacije mikroglije u 

efektorskoj fazi bolesti ima povoljno dejstvo u spre�avanju razvoja EAE. Me�utim, 

za ukupnu procenu efekta ovog i drugih tretmana mora se imati u vidu „dvojna 

priroda“ mikroglije, koja u EAE i MS može imati presudno važnu protektivnu ulogu 

(Napoli i Neumann, 2010; Aravalli i sar., 2007).  

5.2.�UTICAJ�RIBAVIRINA�I�TIAZOFURINA�NA�ODGOVOR�MIKROGLIJE�U�

IN�VITRO�MODELU�NEUROINFLAMACIJE�

Na osnovu rezultata in vivo studije, kojom je pokazano da RBV i TR menjaju 

morfološke karakteristike mikroglije, formulisana je hipoteza da ovi analozi uti�u i 

na funkcionalni status mikroglije, odnosno na stepen njene aktivacije. Ovakva 

hipoteza mogla se pouzdano proveriti samo u izolovanom sistemu monokulture 

mikroglije. Zato je u drugom delu ove teze za testiranje dejstva ova dva purinska 

analoga koriš�en in vitro model primarne kulture mikroglije i LPS-indukovani 

model neuroinflamacije. Ovaj in vitro model neuroinflamacije zasniva se na 

stimulaciji mikroglijskih �elija lipopolisaharidom (LPS) koji je sastavna 

komponenta bakterijskog zida gram negativnih bakterija. Uticaj RBV i TR 

analiziran je u pogledu stepena njihove citotoksi�nosti, kao i u pogledu uticaja na 

72



�������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������DISKUSIJA�

morfološke i funkcionalne karakteristike mikroglije u kulturi. Citotoksi�ni efekat 

primenjenih analoga pra�en je klasi�inim testovima vijabilnosti �elija, dok je uticaj 

na morfološke karakteristike mikroglije analiziran  primenom morfometrijske 

analize �elija. Uticaj RBV i TR na funkcionalne karakteristike mikroglije analiziran 

je preko pra�enja njihovog efekta na produkciju NO, aktivaciju NF-�B signalnog 

puta i osloba�anje citokina. S obzirom na to da se RBV i TR transportuju u �elije 

posredstvom uravnotežuju�ih nukleozidnih transportera, ENT1 i ENT2 (Fukuchi i 

sar., 2010; Endres i sar., 2009; Yamamoto i sar., 2007; Damaraju i sar. 2005), 

analizirana je ekspresija ovih transportera u nestimulisanoj i LPS stimulisanoj 

mikrogliji, kao i u kulturama tretiranim RBV i TR.   

5.2.1. Citotoksi�nost ribavirina i tiazofurina 

Analiza citotoksi�nog efekta RBV i TR, ukazuje da efekat oba analoga zavisi 

od prethodnog stanja aktivacije mikroglije. Naime, u nestimulisanoj kulturi, RBV 

izaziva umereni citotoksi�ni efekat tek u dozama ve�im 10 μM. Mikroglijske �elije 

stimulisane LPS-om, me�utim, pokazuju ve�u osetljivost na RBV, jer sve 

primenjene doze izazivaju dozno-zavisno smanjenje vijabilnosti. Tiazofurin 

ispoljava ukupno ja�i citotoski�ni efekat od RBV, jer i u nestimulisanoj i u LPS-

stimulisanoj kulturi izaziva uporedivo dozno-zavisno smanjenje vijabilnosti u 

dozama ve�im od 5 μM. Na isti zaklju�ak upu�uje i pore�enje kineti�kog parametra 

inhibicije EC50. U slu�aju oba analoga, vrednost EC50 zna�ajno je manja u 

stimulisanoj kulturi (4,5 μM za RBV i 3,7  μM za TR) nego u nestimulisanoj (5,9 μM 

za RBV i 5,8 μM za TR), što upu�uje na zaklju�ak da su stimulisane �elije znatno 

osetljivije na citotoksi�no dejstvo ovih  analoga od nestimulisanih �elija.    

Rezultati ispitivanja citotoksi�nog potencijala RBV i TR nisu predstavljali 

iznena�enje. Poznato je, naime da RBV i TR zaustavljaju �elijski ciklus (Vallée i 

sar., 2000; Jayaram i sar., 1982) i indukuju diferencijaciju i apoptozu �elija. Oba 

analoga tako�e, ispoljavaju onkoliti�ko delovanje u razli�itim mišjim i humanim 

sistemima (Weber, 2003; Olah i sar., 1990). Citotoksi�ni potencijal ovih analoga, 

iskazan u vidu parametra inhibicije, IC50, široko varira zavisno od  tipa �elije. 

Primera radi, vrednosti IC50 za TR dobijene na razli�itim tumorskim �elijama 
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�oveka variraju od vrednosti 50 - 150 μM na leukemi�nim progenitorskim �elijama 

koštane srži pacijenata sa hroni�nom, odnosno, akutnom mijeloidnom leukemijom 

(Colovic i sar., 2003), do 4,2 μM na �elijama neuroblastoma (Pillwein i sar, 1993). 

Sli�no tome, citotoksi�ni potencijal RBV na NK �elijama iznosi oko 160 μM 

(Ogbomo i sar., 2010), dok na �elijskoj liniji karcinoma jajnika iznosi 23 μM 

(Weber, 2005). Poznato je da RBV i TR inhibiraju aktivnost IMPDH, klju�nog 

enzima u de novo sintezi guanozinskih nukleotida, što dovodi do smanjenja 

koncentracije guanilata u �eliji (Yamada i sar., 1988). Budu�i da je ovaj put sinteze 

bitan, kako u normalnim, tako i mitogenim funkcijama svih �elija, može se 

pretpostaviti da je inhibicija IMPDH osnovni mehanizam citotoksi�nog delovanja 

RBV i TR u aktiviranoj mikrogliji.  

Kakav uticaj na razvoj i rezoluciju bolesti u EAE i MS, može imati uo�eno 

citotoksi�no dejstvo ribavirina i tiazofurina na mikroglijske �elije? Na ovo pitanje 

može se odgovoriti analizom efekta mitoksantrona, koji se primenjuje kod 

pacijenata sa relapsno-remitentnom formom MS, kao i kod pacijenata sa 

sekundarno progresivnom i progresivno-relapsnom formom bolesti (Neuhaus i 

sar., 2006; Jain, 2000). Dve nedavne studije pokazale su da je jedan od 

mehanizama terapijskog delovanja mitoksantrona, upravo citotoksi�ni uticaj na 

aktivirane �elije mikroglije (LI i sar., 2012; Piao i sar., 2007). U kontekstu ovih 

nalaza, naši rezultati o smanjuju stepena aktivacije i brojnosti mikroglije pod 

uticajem RBV i TR in vivo (Savic i sar., 2012), kao i citotosi�ni efekat ovih supstanci 

na aktiviranu mikrogliju in vitro, ukazuju na potencijalne terapijske u�inke ovih 

analoga u EAE-u.  

Ve� je pomenuto da i RBV i TR inhibiraju aktivnost istog enzima - IMPDH. 

Detaljne biohemijske studije ukazale su, me�utim, da RBV i TR inhibiraju IMPDH 

vezuju�i se za dva razli�ita mesta na molekulu enzima (Franchetti i sar., 1996). 

Imaju�i u vidu da RBV i TR ispoljavaju citotoksi�an efekat, kako na aktivirane, tako 

i na normalne, neizmenjene �elije organizma, ovi nalazi naveli su nas na ideju da bi 

istovremena primena RBV i TR, koji ispoljavaju potencijalno sinergisti�ko ili 

aditivno dejstvo na IMPDH (Huggins i sar., 1984), mogla da izazove adekvatan 
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stepen inhibicije IMPDH, u prisustvu pojedina�no nižih i neškodljivih doza ovih 

analoga. U našem in vitro modelu, kombinovani tretman od 10 μM RBV + 5 μM TR 

ispoljio je citotoksi�an efekat, kako za nestimulisanu kulturu, tako i na kulturu 

stimulisanu LPS-om, Me�utim, aditivni  efekat kombinovane primene uo�en je 

samo na nestimulisanoj kulturi, dok je u kulturi stimulisanoj LPS-om, 

kombinovana primena RBV i TR izavala efekat koji se može porediti sa efektom 

pojedina�ne doze RBV. Dobijeni rezultati ukazali su na to da je za postizanje 

sinergisti�kog ili aditivnog efekta kombinovane primene RBV i TR pri njihovim 

pojedina�no nižim koncentracijama, potrebno veoma pažljivo „titriranje“ doza i 

šema primene kojom bi se izbegla istovremena aplikacija (Jayaram i sar., 1992).   

5.2.2. Uticaj ribavirina i tiazofurina na produkciju NO 

Jedan od glavnih mehanizama citotoksi�nog dejsta mikroglije na druge 

�elije u okruženju je produkcija slobodnog radikala, azot monoksida (NO). 

Oslobo�en iz mikroglije, NO izaziva oksidativna ošte�enja neurona i 

oligodendrocita (Merrill i sar., 1993; Boje i Arora, 1992). Postoje podaci da je 

preterana produkcija NO jedan od uzro�nika MS i EAE (Smith i sar., 1999; 

Parkinson i sar., 1997), a sa tim u skladu je i podatak da inhibicija iNOS, enzima 

koji sintetiše NO, ostvaruje pozitivan u�inak u EAE-u (Ding i sar., 1998; Hooper i 

sar., 1997). Mora se, me�utim, navesti da postoje nedoumice u vezi sa ulogom NO u 

MS. Naime, neke studije isti�u njegovo protektivno dejstvo (Willenborg i sar., 

1999).  

Imaju�i u vidu da je produkcija NO jedno od glavnih obeležja aktivirane 

mikroglije, u ovoj studiji ispitivan je uticaj RBV, TR i njihove kombinacije na 

produkciju NO u mikroglijskim �elijama u kulturi. Iz literature je poznato da LPS 

snažno indukuje produkciju NO u mikrogliji (Lieb i sar., 2003). S druge strane, 

neki podaci ukazuju na to da RBV spre�ava produkciju NO, tako što smanjuje 

dostupnost tetrahidrobiopterina koji deluje kao kofaktor iNOS (Michaelis i sar., 

2007; Kast, 2003), dok TR, u nekim tipovima �elija smanjuje produkciju NO, 

putem negativne regulacije ekspresije iRNK za iNOS (Samardzic i sar., 2001). U 

našem sistemu, stimulacija kulture mikroglije LPS (25 ng/ml, 48 h) izazvala je 
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o�ekivano pove�anje, dok su tretmani RBV, TR i RBV+ TR izazvali dozno-zavisno 

smanjenje produkcije NO. Poznato je, me�utim, da LPS produžava životni vek 

mikroglijskih �elija (ova studija; Kaneko i sar., 2009), kao i da RBV i TR deluju 

citotoksi�no (rezultati ove studije). Stoga je ukupan nivo NO normalizovan na broj 

�elija u kulturi. Ovakav prikaz rezultata pokazao je da je pove�anje koncentracije 

NO u kulturi mikroglije stimulisane LPS-om, kao i smanjenje produkcije NO nakon 

tretmana RBV, TR i RBV+TR, zapravo posledica promenjenog broja �elija u 

kulturi, odnosno, da se efekat RBV i TR bazira na njihovoj citotoksi�nosti. Treba 

napomenuti da RBV i TR ne uti�u na bazalnu produkciju NO u nestimulisanoj 

mikrogliji, osim u koncentraciji od 20 μM, što je tako�e rezultat njihove 

citotoksi�nosti.  

Na osnovu normalizovanih rezultata koji se odnose na produkcije NO 

uo�ava se da je produkcija NO pove�ana samo u kombinovanim tretmanima 

nestimulisane i LPS stimulisane mikroglije, pa smo mogli da zaklju�imo da je NO u 

ovim slu�ajevima mogao da u�estvuje u izazvanom citotoksi�nom efektu. U ostalim 

tretmanima ovaj slobodno-radikalski gas nije imao bilo kakvu ulogu u izazvanoj 

citotoksi�nosti. 

5.2.3. Uticaj ribavirina i tiazofurina na morfologiju aktivirane 

mikroglije 

Jedna od važnih odrednica aktivacije mikroglije in vivo i in vitro jeste 

dramati�na promena njihove morfologije, koja izme�u ostalog podrazumeva  

hipertrofiju �elije i povla�enje nastavaka. Suprotan proces, proces morfološke i 

funkcionalne deaktivacije mikroglije nakon rezolucije inflamacije, predstavlja jedan 

od još nerazjašnjenih fenomena u fiziologiji mikroglijskih �elija. Vrlo je verovatno 

da se deaktivacija mikroglije in vivo ne dešava na isti na�in kao deaktivacija 

mikroglije u in vitro uslovima, u kojima �elije sti�u odlike replikativne starosti i 

umiru procesom apoptoze. Stoga je u ovoj studiji ispitan uticaj ribavirina i 

tiazofurina na morfološke promene aktivirane mikroglije. 

 Poznato je da LPS, kao potentni inflamatorni agens, uzrokuje aktivaciju 

mikroglije i prate�e pove�anje �elijskog tela, promenu oblika i reorganizaciju 
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citoskeleta (Abd-El-Basset i Fedoroff, 1995; Suzumura i sar., 1991). Gusta mreža 

mikrotubula nestimulisane mikroglije, nakon tretmana LPS-om postaje manje 

gusta i ima tendenciju da se širi po citoplazmi velike okrugle �elije (Abd-El-Basset i 

sar., 2004). U ovoj studiji pokazano je da tretman RBV-om, TR-om i njihovom 

kombinacijom zna�ajno smanjuje prose�nu površinu �elijskog tela aktivirane 

mikroglije. Jedno od mogu�ih objašnjenja ovog efekta je da primenjeni tretmani, 

deluju�i na nivo guaninskih nukleotida u �eliji, ostvaruju posredan uticaj na neki 

konvergiraju�i proces od kojeg zavisi morfologija i veli�ina �elije. Naime, pokazano 

je da je za održavanje stabilnosti mikrotubularne mreže, kao i za transport 

posredovan ovim elementima citoskeleta, neophodan GTP (Drechsel i Kirschner, 

1994). Budu�i da RBV i TR inhibiraju aktivnost IMPDH i posledi�no smanjuju nivo 

GTP-a u �eliji, to je jedan od mogu�ih mehanizam delovanja RBV i TR na 

reorganizaciju citoskeleta i smanjenje �elijskog tela. Potporu ovoj tvrdnji pruža i 

studija Vallée i sar. (2000) koja je pokazala da RBV izaziva depolimerizaciju 

mikrotubula i perinuklearnu kondenzaciju u humanim melanoma �elijama. Tako�e 

je mogu�e da je smanjenje površine �elije i povla�enje nastavaka nakon tretmana 

analozima, posledica njihovog citotoksi�nog delovanja i usmeravanja �elije prema 

apoptotskom ishodu, �ija je prva morfološka karakteristika upravo smanjenje 

�elije. Bitno je napomenuti da TR i kombinovani tretman RBV-om i TR-om 

smanjuju površinu �elijskog tela nestimulisane mikroglije, kao i da u 

kombinovanom tretmanu stimulisane mikroglije RBV i TR ispoljavaju aditivan 

efekat na smanjenje �elija. 

5.2.4. Uticaj ribavirina i tiazofurina na signalizaciju preko NF-�B  

Aktivacija mikroglije, izme�u ostalog i LPS-om, vezana je za aktivaciju 

signalnog puta koji se odvija preko NF-�B i dovodi do indukcije ekspresije nekoliko 

ranih gena (Baeuerle, 1991), kao i gena za citokine koji su uklju�eni u 

neuroinflamatorni odgovor (Wang i sar., 2011). NF-�B je transkripcioni faktor, koji 

se u citoplazmi nalazi kao kompleks heterodimera p50/p65 i inhibitorne 

komponente I�B. Nakon inflamatornog stimulusa, u mikrogliji se aktivira ovaj 
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signalni put (Lim i sar., 2010), što podrazumeva fosforilaciju i degradaciju I�B, sa 

istovremenim oslobo�anjem heterodimera p50/p65 i njegovom translokacijom u 

jedro (Moynagh, 2005). Pokazano je da se LPS-om indukovano pove�anje 

ekspresije NO, TNF-� i IL-1� u mikroglijskim �elijama smanjuje nakon inhibicije 

NF-�B i MAPK signalnih puteva (Wang i sar., 2011). Rezultati dobijeni u ovoj 

studiji su pokazali da je LPS-om indukovana aktivacija NF-�B puta snažno 

inhibirana RBV-om, TR-om i njihovom kombinacijom, tako što je spre�ena 

translokacija p65 subjedinice u jedro. Upravo ovakva interferencija nukleozidnih 

analoga sa NF-�B signalnim putem može biti odgovorna za nishodnu regulaciju 

ekspresije iRNK za TNF-� i IL-6. Spre�avanje translokacije p65 subjedinice NF-�B 

u jedro od strane RBV i TR u aktiviranoj mikrogliji, može biti od klini�ke važnosti, 

budu�i da je pokazano da blokada disocijacije I�B od heterodimera p50/p65 

ublažava težinu simptoma EAE (Hwang i sar., 2011). Postoji više na�ina da se 

inhibira NF-�B, a kako to ta�no rade RBV i TR ostaje da se utvrdi. Kako RBV i TR 

smanjuju pul GTP-a u �eliji jedan od mogu�ih odgovora jeste inhibicija ushodnih 

medijatora, kao što su male Rho GTP-aze koje uti�u na NF-�B aktivaciju i 

produkciju citokina (Perona i sar., 1997). Interesantno je da su rezultati dobijeni na 

nestimulisanoj mikrogliji, a odnose se na signalizaciju preko NF-�B puta potpuno 

suprotni onima u LPS stimulisanim kulturama. Naime, RBV i TR potenciraju 

translokaciju p65 subjedinice u nukleus i time podsti�u aktivaciju NF-�B signalnog 

puta. Istovremeno, kod nestimulisane mikroglije oni ne pove�avaju �elijsko telo 

mikroglije i ne pove�avaju produkciju proinflamatornih citokina, tako da ostaje da 

se utvrdi zna�aj aktivacije NF-�B signalnog puta RBV i TR u nestimulisanoj 

mikrogliji. Razlog za razli�ite, pa �ak i suprotne efekte RBV i TR u nestimulisanoj i 

LPS stimulisanoj mikrogliji možda leži u sposobnosti ovih nukleozidnih analoga da 

ciljano deluju na IMPDH II izoformu enzima. Ova izoforma je predominantno 

eksprimirana u brzo proliferišu�im i neoplasti�nim �elijama i važan je regulator 

�elijske proliferacije (Zimmermann i sar., 1998; Jackson i sar., 1975). 
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Ako se u daljim istraživanjima potvrdi razlika u aktivnosti IMPDH enzima u 

nestimulisanoj i LPS stimulisanoj mikrogliji, to bi u budu�nosti  u�inilo RBV i TR 

veoma atraktivnim agensima za mogu�u primenu u terapiji neuroloških 

poreme�aja �ija je patologija povezana sa preteranom i hroni�nom mikroglijskom 

aktivacijom.   

5.2.5. Uticaj ribavirina i tiazofurina na ekspresiju i osloba�anje 

citokina 

Sve je više dokaza da je mikroglija glavni izvor prekomerene i hroni�ne 

produkcije proinflamatornih citokina koji doprinose razvoju hroni�nih neuroloških 

poreme�aja (Smith i sar., 2012; Block i sar., 2007). Kako su ve� pokazana 

imunosupresivna dejstva RBV (Lavrnja i sar., 2008) i TR (Stosic-Grujicic i sar., 

2002), kao i da RBV može da uti�e na promene u citokinskoj mreži (Tam i sar., 

2001), postavili smo hipotezu da RBV i TR smanjuju štetna dejstva aktivirane 

mikroglije tako što suprimiraju produkciju proinflamatornih citokina i na taj na�in 

usporavaju progresiju neuroinflamacije.  

Prvo je pra�en proinflamatorni potencijal LPS-a u dozi od 25 ng/ml na 

genskom i proteinskom nivou. Ovaj endotoksin je indukovao zna�ajno pove�anje 

ekspresije iRNK i produkcije TNF-�, IL-1� i IL-6 u pore�enju sa nestimulisanom 

mikroglijom.   

Kvantitativnim PCR-om potvr�eno je da se smanjenje ekspresije 

proinflamatornih citokina TNF-� i IL-6 pod uticajem RBV i TR dešava na nivou 

iRNK, što je bilo pra�eno adekvatnom promenom produkcije ovih citokina. 

Me�utim, kako su primenjene doze RBV i TR pokazale citotoksi�an efekat, izvršena 

je provera povezanosti genske supresije sa osloba�anjem ovih proinflamatornih 

citokina normalizacijom na ukupnu koli�inu proteina koju je sadržavala testirana 

kultura. Na osnovu ovih rezultata je zaklju�eno da je smanjena produkcija TNF-� i 

IL-6 uglavnom posledica smanjenog broja �elija, tj. citotoksi�nog dejstva RBV i TR. 

Zaprvo, samo je TR pokazao da uz citotoksi�no ima i antiinflamatorno dejstvo u 

kontekstu smanjenja produkcije TNF-�. Pokazano je da blokada osloba�anja TNF-

� od strane mikroglije prigušuje inflamaciju i spre�ava demijelinizaciju u EAE 
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(Klinkert i sar., 1997), pa postoji mogu�nost da je redukcija TNF-� postignta TR-

om ili citotoksi�nim dejstvom RBV u CNS-u, jedan od mehanizama kojim oni 

ispoljavaju svoje terapijsko dejstvo u EAE. Utvr�eno je da su visoke koncentracije 

IL-6 povezane sa razli�itim autimunskim oboljenjima (Ishihara i Hirano, 2002), 

kao i da u EAE-u ovaj citokin verovatno ima klju�nu ulogu u induktivnoj fazi bolesti 

(Okuda i sar, 1999), stoga eliminacija aktivirane mikroglije koja preterano 

proizvodi ovaj citokin od strane RBV i TR možda ima ulogu u odlaganju po�etka 

EAE koji se postiže ovim supstancama (Stojkov i sar., 2006; Lavrnja i sar., 2005; 

Milicevic i sar., 2003; Stosic-Grujicic i sar., 2002). Kada se posmatra efekat 

kombinovanog tretmana u odnosu na pojedina�ne, može se zaklju�iti da je u 

redukciji TNF-� i na genskom i na proteinskom nivou efekat kombinacije zna�ajno 

slabiji nego individualni tretmani, što upu�uje na antagonisti�ko delovanje RBV i 

TR. Što se ti�e efekta kombinovanog tretmana na supresiju IL-6, ona je bila u nivou 

pojedina�nih tretmana.   

 U ovoj studiji tako�e je pokazano da RBV i kombinovani tretman RBV i TR 

zna�ajno pove�avaju gensku i proteinsku ekspresiju IL-1� u LPS stimulisanoj 

mikrogliji, dok TR ne uti�e na LPS-indukovanu produkciju IL-1�. Efekat 

kombinovanog tretmana zna�ajno prevazilazi efekte pojedina�nih aplikacija, 

ukazuju�i na komplementarno/aditivno delovanje RBV i TR na produkciju IL-1�. 

Po nekim podacima iz literature RBV ne uti�e na ekspresiju iRNK za IL-1� u LPS 

stimulisanim makrofagima (Ning i sar., 1998). Me�utim, rezultati dobijeni u ovoj 

studiji ukazuju na to da RBV istovremeno pove�ava osloba�anje IL-1� iz mikroglije 

i redukuje broj ovih �elija. Ovi rezultati su u korelaciji sa in vivo studijom Solbrig-a 

i sar. (2002), koji su u kori prednjeg mozga miševa sa encefalomijelitisom koji su 

bili tretirani RBV-om, zabeležili pove�anje genske ekspresije za IL-1� i smanjeni 

broj mikroglijskih �elija u ovom regionu. Tako�e, Lavrnja i sar. (2008) su zabeležili 

zna�ajno ve�u produkciju IL-1� u �elijama iz dreniraju�eg limfnog �vora EAE 

životinja tretiranih RBV u pore�enju sa neteretiranim EAE životinjama. Postavlja 

se pitanje šta bi moglo da predstavlja ovo dodatno pove�anje IL-1� u LPS 

stimulisanoj mikrogliji pod uticajem RBV u in vivo sistemu? S obzirom da postoje 
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brojne studije koje ukazuju na štetnu ulogu ovog citokina kada se prekomerno lu�i 

u mnogim patološkim stanjima nervnog sistema (Swardfager i sar., 2010; Hensley i 

sar., 2002; Bauer i sar., 1993), prvi odgovor koji se name�e jeste da bi ovaj efekat 

RBV u MS-u ili EAE-u bio povezan sa nekim neželjenim dejstvima u CNS-u, kao što 

je ošte�enje oligodendrocita, aksona i neurona, a samim tim i pogoršanjem bolesti. 

Pokazano je da IL-1� stimuliše astrogliozu u EAE-u (Giulian i sar., 1988), kao i da u 

ko-kulturi mikroglije i astrocita stimulisanih LPS-om postoji pozitivna povratna 

sprega u produkciji proinflamatornih faktora (Saijo i Glass, 2011). U skladu sa ovim 

�injenicama o�ekivali smo poja�anu astrogliozu kod EAE životinja tretiranih RBV-

om. Me�utim, naše dve skorašnje studije pokazale su da se kod EAE životinja 

tretiranih RBV-om beleži supresija reaktivne astroglioze kako u sivoj tako i beloj 

masi ki�mene mozdine (Lavrnaj i sar., 2012; Savic i sar., 2012), što ukazuje na 

kompleksnost odnosa izme�u glijskih �elija in vivo, kao i da postoji mogu�nost da 

pove�anje produkcije IL-1� pod uticajem RBV od strane aktivirane mikroglije 

možda može da ima i pozitivni efekat. Isto tako je pokazano da IL-1 za indukciju 

apoptoze neurona zahteva prisustvo dodatnih citokina kao što su TNF-� ili IFN-� 

(Hu i sar., 1997; Chao i sar., 1995), a RBV u našem in vitro modelu 

neuroinflamacije istovremeno smanjuje produkciju TNF-�, te je mogu�e da nema 

povoljne citokinske sredine da bi IL-1� ostvario svoje štetno dejstvo. Tako�e, kod 

EAE životinja tretiranih RBV-om zabeleženo je odsustvo demijelinizacije (Milicevic 

i sar., 2003) i zaštita aksona (Stojkov i sar., 2008), kao i poboljšanje klini�ke slike 

bolesti (Stojkov i sar., 2008, 2006; Milicevic i sar., 2003). Treba napomenuti da 

iako se IL-1� svrstava u grupu „klasi�nih“ proinflamatornih citokina, pri�a o 

njegovim efektima nije crno-bela. Tako, IL-1�-nokaut miševi nemaju kapacitet za 

pravilnu remijelinizaciju (Mason i sar., 2001), a pokazano je da IL-1� može da 

deluje i neuroprotektivno (Carlson i sar., 1999). Da bi se stekao pravi utisak o 

zna�aju ovog RBV-om indukovanog pove�anog osloba�anja IL-1� od strane 

mikroglije, potrebno je uraditi dodatna istraživanja, kako in vitro u ko-kulturi 

mikroglije sa drugim glijskim �elijama, tako i na neuronima, a zatim odrediti nivo 
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ovog citokina u CNS-u EAE životinja tretiranih i netretiranih RBV-om u razli�itim 

vremenskim ta�kama bolesti.  

Pored ispitivanja dejstva RBV i TR na pro-inflamatorne citokine, analiziran 

je i efekat RBV i TR na gensku i proteinsku ekspresiju IL-10, koji je dobro poznati 

antiinflamatorni citokin, za koga se zna da zna�ajno redukuje inflamatorni odgovor 

u LPS-stimulisanim mikroglijskim �elijama (Kremlev i Palmer, 2005). Tako�e, 

pokazano je da IL-10 inhibira aktivaciju mikroglije (Sawada i sar., 1999) i 

potencijalni je terapeutik za organ-specifi�ne autoimunske bolesti (Cua i sar., 

2001). Kombinovana terapija RBV-om i TR-om indukovala je zna�ajno pove�anje 

nivoa ekspresije iRNK za IL-10 u LPS stimulisanoj kulturi, kako u odnosu na 

netretiranu, tako i u odnosu na pojedina�ne tretmane. Uprkos tome, produkcija 

ovog citokina bila je niža u svim tretmanima LPS stimulisane mikroglije u odnosu 

na netretiranu aktiviranu mikrogliju. Ova niža produkcija IL-10 je posledica 

citotoksi�nosti RBV i TR, kao i u slu�aju TNF-� i IL-6.  

5.2.6. Uticaj ribavirina i tiazofurina na ekspresiju uravnotežuju�ih 

nukleozidnih transportera ENT1 i ENT2 

Uticaj ribavirina i tiazofurina na ekspresiju uravnotežuju�ih nukleozidnih 

transportera, ENT1 i ENT2, ispitan je iz dva razloga. Prvo, s obzirom na to da su 

RBV i TR analozi nukleozida, oni se kao kompetitivni ligandi transportuju u �elije 

posredstvom ENT1 i ENT2 (Fukuchi i sar., 2010; Endres i sar., 2009; Yamamoto i 

sar., 2007; Damaraju i sar. 2005). Stoga se može pretpostaviti da nivo ekspresije 

ENT1 i ENT2 presudno uti�e na osetljivost �elija na RBV i TR. S druge strane, 

imaju�i u vidu izuzetno snažne antiinflamatorne efekte adenozina, RBV i TR kao 

kompetitivni ligandi ENT1 i ENT2, mogu da smanje transport adenozina u �eliju ili 

van nje i tako posredno ostvare imunomodulatorni efekat. Na ovome se bazira 

nedavno dokumentovano antiinflamatorno dejstvo kanabidola na mikroglijske 

�elije mrežnja�e stimulisane LPS-om (Liou i sar., 2008).  S obzirom na to da uti�u 

na ulazak RBV i TR u �elije i da odre�uju nivo adenozina u van�elijskoj sredini, 

podatak o ekspresiji ENT-ova mogao bi da bude zna�ajan za procenu efekata i 

mehanizma delovanja RBV i TR. 
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SL. 16. Shema predstavlja hipotezu o dejstvima RBV i TR u EAE-u kako 
na periferiji tako i u CNS-u. Prethodne studije su potvrdile njihovo dejstvo na 
periferiji (na slici su ta dešavanja prikazana u krvnom sudu) gde spadaju inhibicija 
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adhezivnih reakcija izme�u imunskih i endotelnih �elija, kao i citotoksi�no dejstvo 
na aktivirane T-limfocite. U samom CNS-u, RBV i TR bi smanjivali inflamaciju 
citotoksi�nim dejstvom na prodrle infiltrate i aktiviranu mikrogliju. Još uvek je 
nepoznanica kakav bi efekat imalo in vivo pove�anje IL-1� na okolne glijske �elije 
kao i na neurone.  

 

Iz literature je poznato da mikroglija ispoljava ENT1 (Liou i sar., 2008; 

Carrier i sar., 2006), a u ovoj studiji prvi put je pokazano da mikroglija u kulturi 

pored ENT1  eksprimira i transkript za ENT2. Potom je utvr�eno da uticaj RBV i 

TR zavisi od aktivacionog statusa �elija. U nestimulisanoj kulturi svi tretmani 

pove�avaju ekspresiju iRNK za ENT1, dok se ekspresija iRNK za ENT2 ne menja. 

Stimulacija mikroglije LPS-om, drasti�no smanjuje ekspresiju oba transkripta, a 

primenjeni tretmani ostaju bez efekta na ekspresiju ENT1 i ENT2, sa izuzetkom 

kombinovanog tretmana koji uve�ava ekspresiju iRNK za ENT1. Na osnovu 

dobijenih rezultata zaklju�uje se da aktivacija mikroglije dovodi do smanjenja 

ekspresije oba transportera, što je u skladu sa rezultatima regulacije ENT1 u 

makrofagima koštane srži miša stimulisanih LPS-om (Soler i sar., 2001).  Tako�e 

se zaklju�uje da RBV i TR ostvaruju snažan uticaj na ekspresiju ENT1 u miruju�im 

�elijama, a da ne uti�u na ekspresiju ENT-ova u stimulisanim �elijama. Ekspresija 

ENT1 i ENT2 potvr�ena je imunocitohemijskim obeležavanjem �elija u kulturi,  no 

za potpuno razumevanje uloge ENT1 i ENT2 u aktivaciji mikroglije, kao i uticaja 

RBV i TR na njihovu ekspresiju, potrebno je sakupiti podatke o stepenu 

funkcionalne aktivnosti ovih transportera. 

 Sumiraju�i rezultate dobijene u okviru ove doktorske disertacije može se 

zaklju�iti da oni u dobroj meri potkrepljuju polaznu hipotezu o efektima RBV i TR 

kao �inioca morfološke i funkcionalne deaktivacije mikroglije in vitro. Na SL. 16 

prikazana je uproš�ena šema koja predstavlja hipotezu delovanja RBV i TR u CNS-

u tokom EAE, na osnovu in vivo i in vitro rezultata prezentovanih u ovoj tezi. 

Citotoksi�ni uticaj RBV i TR na aktiviranu mikrogliju in vitro i indukcija promene 

njenog fenotipa u smislu smanjenja �elijskog tela, dodatno doprinose 

antiinfalamtornim efektima RBV i TR, koji se ogledaju u smanjenju produkcije NO, 

kao i supresiji signalizacije posredovane NF-�B, kju�nim signalnim putem u 
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indukciji inflamatornog odgovora mikroglije. RBV i TR, tako�e, smanjuju 

produkciju proinflamatornih citokina TNF-� i IL-6.  S druge strane, rezultati ove 

studije ukazali su da testirani nukleozidni analozi mogu da indukuju i neke aspekte 

mikroglije koji se, u kontekstu današnjih znanja o funkciji mikroglije, smatraju 

proinflamatornim.  

Rezultati prikazani u ovoj tezi doprinose da se dobije potpuniji uvid u efekte 

i mehanizme delovanja ribavirina i tiazofurina, sa posebnim osvrtom na njihovo 

dejstvo na morfo-funkcijske karakteristike mikroglije u uslovima inflamacije, �ime 

se otvara mogu�nost njihove potencijalne primene u klini�koj praksi, u terapiji 

neuroloških poreme�aja �ija je patologija povezana sa prekomerenom i hroni�nom 

mikroglijskom aktivacijom.   
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6. ZAKLJU�CI 

 
 U skladu sa postavljenim ciljevima ove doktorske teze i dobijenim 

rezultatima izvedeni su slede�i zaklju�ci: 

 Tretman purinskim nukleozidnim analozima, ribavirinom i tiazofurinom, u 

in vivo uslovima inflamacije dovodi do: 

1. smanjenja broja mikroglijskih �elija u lumbalnom regionu ki�mene moždine 

i promene morfologije ovih �elija iz ameboidne u žbunastu formu,   

2. smanjenja težine bolesti, smanjena broja inflamatornih infiltrata i 

spre�avanja pojave demijelinizacije. 

 U in vitro uslovima inflamacije: 

3. LPS, u odnosu na nestimulisanu mikrogliju, pove�ava vijabilnost 

mikroglijskih �elija i indukuje pove�anu produkciju NO, kao i zna�ajnu 

proinflamatornu aktivaciju mikroglije, što se ogleda u promeni morfologije 

ovih �elija, aktivaciji NF-�B signalnog puta, kao i u promeni genske 

ekspresije i osloba�anja proinflamatornih citokina (TNF-�, IL-1� i IL-6). 

4. Tretman RBV i TR u in vitro uslovima inflamacije deluje citotoksi�no i na 

nestimulisanu i na LPS stimulisanu mikrogliju zavisno od doze. Odre�ivanje 

kineti�kog parametra inhibicije EC50 za oba analoga pokazalo je da je on 

zna�ajno manji u stimulisanoj kulturi nego u nestimulisanoj, što ukazuje da 

su stimulisane �elije znatno osetljivije na citotoksi�no dejstvo ovih  analoga 

od nestimulisanih �elija. Kombinovani tretman RBV+TR tako�e ispoljava 

citotoksi�no dejstvo, pri �emu je u nestimulisanoj kulturi efekat 

kombinovanog tretmana ja�i od efekta pojedina�nih, dok je u LPS 

stimulisanoj kulturi bolji od efekta TR, a u nivou efekta RBV.  

5. U nestimulisanoj kulturi �elija, RBV i TR smanjuju bazalnu produkciju 

nitrita samo pri najve�oj apliciranoj koncentraciji, dok u kulturi stimulisanoj 

86



                                                                                                                                ZAKLJU�CI 

LPS-om, RBV zna�ajno smanjuje produkciju nitrita na dozno-zavisan na�in, 

a TR samo pri dve najviše aplicirane doze. Kombinacija RBV+TR izaziva 

snižavanje nivoa nitrata u LPS stimulisanoj mikrogliji, koje je istog inteziteta 

kao i kod pojedina�nih tretmana. Ovi efekti RBV i TR su  rezultat njihovog 

citotoksi�nog dejstva, tj. smanjenog broja �elija. 

6. Tretmani RBV, TR i RBV + TR uti�u na morfologiju aktivirane mikroglije, 

tako što zna�ajno smanjuju površinu �elijskog tela, pri �emu kombinovani 

tretman ima ja�i efekat od pojedina�nih tretmana. Prema tome, RBV i TR 

uti�u na tranziciju mikroglije iz aktiviranog u manje aktivirano stanje što je 

u korelaciji sa rezultatima in vivo studije. Tretmani TR i RBV + TR uti�u i na 

morfologiju nestimulisane mikroglije, tako�e zna�ajno smanjuju�i površinu 

�elijskog tela. 

7. RBV, TR i RBV + TR snažno inhibiraju translokaciju aktivne p65 subjedinice 

NF-�B u jedro kod LPS aktivirane mikroglije, što je u pozitivnoj korelaciji sa 

smanjenom ekspresijom iRNK za TNF-� i IL-6. U nestimulisanoj mikrogliji 

nukleozidni analozi imaju suprotan efekat: potenciraju translokaciju p65 

subjedinice u jedro, koja, me�utim, nije pra�ena porastom bilo kojeg 

merenog parametra aktivacije ovih �elija. Efekat kombinovanog tretmana je 

u nivou pojedina�nih tretmana kako kod nestimulisane, tako i kod LPS 

stimulisane mikroglije. 

8. Redukcija osloba�anja TNF-� u LPS stimulisanoj mikrogliji je posledica 

citotoksi�nog dejstva RBV i RBV + TR, dok je delovanje TR na smanjenje 

osloba�anja ovog citokina verovatno posledica i genske supresije i 

citotoksi�nosti. Redukcija osloba�anja IL-6 u svim tretmanima LPS 

stimulisane mikroglije, je posledica citotoksi�nosti RBV, TR i njihove 

kombinacije, što je uzrok i smanjenja produkcije antiinflamatornog citokina, 

IL-10. U pogledu redukcije osloba�anja ova tri citokina kombinovani 

tretman RBV+TR nije postizao bolji efekat od pojedina�nih tretmana. 
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9.  RBV i kombinovani tretman RBV + TR dodatno pove�avaju kako gensku 

tako i proteinsku ekspresiju IL-1� u LPS stimulisanoj mikrogliji, dok TR 

nema bitan uticaj. 

10. Aktivacija mikroglije LPS-om dovodi do zna�ajnog smanjenja genske 

ekspresije ENT1 i ENT2. RBV i TR kao i njihova kombinacija zna�ajno 

pove�avaju gensku ekspresiju ENT1, ali ne uti�u na nivoe iRNK za ENT2 u 

nestimulisanoj mikrogliji. U LPS stimulisanoj mikrogliji samo kombinovani 

tretman indukuje zna�ajno pove�anje ekspresije gena za ENT1, dok ostali 

tretmani nisu imali efekta, bilo da je u pitanju genska ekspresija ENT1 ili 

ENT2. Nestimulisana i LPS-stimulisana mikroglija tako�e eksprimiraju 

ENT1 i ENT2 na proteinskom nivou. 

11. U LPS aktiviranoj mikrogliji efekti pojedina�nih tretmana od 10 μM RBV i 5 

μM TR, kao i efekat njihove kombinacije su sli�ni, što govori da simultani 

kombinovani tretman u primenjenim dozama nema prednost u odnosu na 

pojedina�ne tretmane.  

Opšti zaklju�ak ove disertacije je da RBV i TR smanjuju neuroinflamaciju 

uglavnom zahvaljuju�i svom citotoksi�nom dejstvu na aktiviranu mikrogliju, ali 

tako�e uti�u i na promenu morfologije ovih �elija u smislu vra�anja ka manje 

aktiviranom stanju i inhibiraju jedan od klju�nih proinflamatornih puteva koji se 

odvija preko NF-�B. Dobijeni rezultati doprinose sticanju potpunijeg uvida u efekte 

i mehanizme delovanja RBV i TR unutar CNS-a u uslovima inflamacije, �ime se 

otvara mogu�nost njihove primene kao potencijalnih terapeutika u tretmanu 

multiple skleroze i drugih neuroloških poreme�aja �ija je patologija povezana sa 

prekomerenom i hroni�nom aktivacijom mikroglije. 
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