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SAZETAK

Oksidativni stres definira se kao poremec¢aj u ravnotezi oksidacijsko-
redukcijskih procesa u organizmu u kojem prooksidansi nadvladaju antioksidacijski
potencijal. To moze rezultirati nizom patofizioloskih poremecaja pracenih upalom ili
oSteé¢enjem tkiva. Mikroglija stanice, kao rezidualni makrofazi mozga, imaju ulogu
nadziranja zdravlja ziv€anog tkiva. U uvjetima hipoksije, kao $to je mozdani udar,
dolazi do njihove aktivacije, pri Cemu one eksprimiraju razne parametre, pa tako i
enzim iINOS koiji je jedan od indikatora oksidacijskog stresa. Celastrol, ekstrakt biljke
Tripterygium wilfordii, spada u skupinu pentaciklickih triterpena. Zbog svojih
antioksidacijskih i protuupalnih svojstava ucinkovito se upotrebljavao u tradicionalnoj
medicini za lijeCenje autoimunih bolesti, astme, kroni¢nih upala i neurodegenerativnih
bolesti. Cilj ovog istraZivanja bio je ustanoviti da li celastrol, kao potencijalno
antioksidacijsko sredstvo, moze sprijeciti aktivaciju mikroglija stanica te na taj nacin
prevenirati razvoj oksidacijskog stresa u uvjetima hipoksije. Dobiveni rezultati navode
na zakljuCak da celastrol dovodi do smanjenja ekspresije INOS-a, a posljedicno tome

i oksidacijskog stresa stanice.

Klju€ne rijeCi: oksidacijski stres, mikroglija stanice, celastrol, INOS



SUMMARY

Oxidative stress is defined as a non balanced redox condition where
prooxidants overpower the antioxidant potential what can result in series of
pathophysiological disorders followed by an infection or tissue damage. Microglial
cells, as residual macrophages of the brain, have the function to monitor neural
tissue health. They are activated in a case of hypoxia, like a stroke, when they
express different parameters, including iINOS enzyme which is an indicator of
oxidative stress. Celastrol, an extract of the plant Tripterygium wilfordii, is a member
of pentacyclic triterpenes. It has been efficiently used in the traditional medicine to
treat autoimmune diseases, asthma, chronic infections and neurodegenerative
deseases owing to its antioxidative and anti-inflammatory characteristic. The purpose
of this research was to perceive if celastrol, as a potential antioxidative agent, can
prevent microglial cells activation and this way also prevent the oxidative stress
growth in the case of hypoxia. The results indicate the number of microglial cells
treated with celastrol have, in regard to controle group, reduced and there is an after
effect - a reduced induction of the INOS enzymes. We can conclude that celastrol
has revealed it self as a successful inhibitor of microglial cells activaton, which also
contributed oxidative stress reduction, and it can also beused as a potential

antioxidative resort invarious deseases treatments.

Key words: oxidative stress, microglial cells, celastrol, INOS
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1. UVOD | PREGLED PODRUCJA ISPITIVANJA

1.1. OKSIDATIVNI STRES

1.1.1. Formiranje slobodnih radikala i uloga ROS — a u zivom organizmu

Oksidativni stres definira se kao poremecCaj u ravnotezi oksidacijsko-
redukcijskih procesa u organizmu u kojem prooksidansi nadvladaju antioksidacijski
potencijal sto moze rezultirati nizom patofizioloSkih poremecaja.(1) Slobodni radikali
su vrlo reaktivne molekule s nesparenim elektronom koje mogu postojati u
reduciranom i oksidiranom stanju. Nastaju pod utjecajem raznih ¢imbenika kao Sto su
UV ili ionizirajuce zracCenje, upalni procesi, onec€iS¢enje okolisa ili neki drugi okolisni ili
unutarstaniéni procesi.(2) Slobodni radikali i njihovi reaktivni produkti koji se formiraju
tijekom upalnog odgovora generalno se dijele na reaktivne kisikove spojeve (ROS) i
reaktivne dusikove spojeve (RNS).(3) U svim aerobnim organizmima neprestano se
proizvode relativno male koli€ine reaktivnih kisikovih spojeva.(4) ROS se takoder
proizvodi nakon fagocitoze, od strane aktiviranih fagocitnih stanica poput neutrofila,
makrofaga, eozinofila i monocita, kao dio mehanizma uniStavanja
mikroorganizama.(5) Medutim, istrazivanja govore u prilog tome da se ROS najviSe
formiraju u procesima oksidativne fosforilacije tijekom prijenosa elektrona u

mitohondrijima.(2)



POCETAK
BOLESTI

ZDRAVA STANICA STANICA NAPADNUTA STANICA POD OKSIDATIVNIM
SLOBODNIM RADIKALIMA STRESOM

Slika 1: Prikaz utjecaja slobodnih radikala na zdravu stanicu (preuzeto i prilagodeno iz
Tenderich A, 2008)

U normalnim uvjetima koliCine kisika kontroliraju stani¢ni endogeni antioksidansi,
glutation peroksidaze, katalaze i superoksid dismutaze.(7) ROS ima veliku vaznost u
mnogim procesima, kao $to su proliferacija, apoptoza, unutarstani¢na signalizacija ili
imunoloski odgovor.(4) Nekontrolirana produkcija ROS-a pove€ava razinu
oksidacijskog stresa i aktivira kljuéne transkripcijske faktore, kao Sto je nuklearni
faktor NF-kB, koji regulira gensku ekspresiju za proupalne i adhezijske molekule.(8)
Osim toga, ROS moze uzrokovati oStecenje DNA i proteina, lipidnu peroksidaciju, te
oksidirati gotovo svaku organsku molekulu.(9) Oksidativni stres izaziva oStecenje

tkiva, praceno hipoksijom i hiperoksijom, koje vode povecanju razine ROS - a.(10)

ANTIOKSIDANSI

SLOBODNI
RADIKALI

/

OSTECENJE TKIVA ROlS UPALA

LIPIDI, PROTEINI, NUKLEINSKE KISELINE

Slika 2: Poremecaji uvjetovani oksidacijskim stresom (preuzeto i prilagodeno iz Kelly FJ,
2003)
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1.1.2. Reaktivni duSikovi spojevi

Osim reaktivnih kisikovih spojeva, vaznu ulogu imaju i reaktivni dusikovi
spojevi (RNS). Najvazniji spojevi RNS su dusikov (Il) oksid (NO) i dusikov (IV) oksid
(NO>).(12) NO je sveprisutni medustani¢ni glasnik Cija je uloga moduliranje Sirokog
spektra fizioloSkih i patofizioloskih procesa, uklju€ujuci i moduliranje krvnog protoka,
tromboze i neuralne aktivnosti. Sintetizira ga NO sintetaza (NOS) tijekom enzimske
oksidacije gvanino grupe na L-argininu.(13) NO sintetaza moZe biti neuralnog
porijekla (nNOS), endotelnog porijekla (eNOS) ili izolirana iz makrofaga (INOS) koja
se naziva inducibilna jer se vrlo brzo stvara u mnogim tkivima od strane proupalnih
citokina, pa tako i od strane aktiviranih mikroglija stanica. Pove¢ana ekspresija iNOS-
a rezultira povecanim stvaranjem ROS-a i RNS-a, koji u konacnici dovode do
oSteéenja neurona.(14) Kisikovi i duSikovi radikali producirani od stane neutrofila i
monocita, povezuju se sa ostecenjem tkiva u CNS — u koje se dogada u multiploj
sklerozi, virusnom encefalitisu i ostalim neuroupalnim bolestima, sekundarnim
upalama nakon ozljede CNS — a, te brojnim neurodegenerativnim stanjima, sa
upalnim elementima kao Sto su Parkinsonova i Alzheimerova bolest. Dokazano je i
da njihovi citotoksi¢ni ucinci doprinose propustanju krvno mozdane barijere, $to se
povezuje sa invazijom leukocita u osteéeno tkivo kod patolodkih i protektivnih
imunoloskih odgovora CNS -a.(15) U ranoj fazi ishemijskog oStecenja eNOS moze
zastiti mozak povecavanjem krvnog protoka, dok u postishemi¢nom periodu NO
produciran od strane nNOS i INOS moZe doprinijet stani¢noj smrti.(16) Zbog
ograniCenog kapaciteta obnavljanja neurona, produkcija slobodnih radikala u
centralnom Ziv€anom sustavu predstavlja odredeni rizik za razvoj neuropatoloskih

stanja.(17)



1.1.3. Stanice CNS - a koje sudjeluju u stvaranju slobodnih radikala

Tipovi stanica povezanih sa upalama u srediSnjem ziv€éanom sustavu, a koje
pretezno sudjeluju u stvaranju slobodnih radikala su primarno polimorfonuklearni
(PMN) neutrofili i monociti. Ove stanice koje se €esto nazivaju i upalnim stanicama,
eksprimiraju visoke koncentracije triju kljuCnih enzima povezanih sa stvaranjem
slobodnih radikala, a to su: izoforma Nox2, od NADPH oksidaze, koja katalizira
stvaranje superoksida (18), INOS koja je odgovorna za produkciju visokih razina
duSikovog oksida (NO) i MPO (mijeloperoksidaza), enzim koji katalizira stvaranje

hipoklorne kiseline iz vodikovog peroksida.(19)

Analiza ekspresije citokina moze takoder dati uvid u produkciju radikala
tijekom upalnog odgovora. Interferon — gama (IFN — y) je glavni upalni citokin koji
doprinosi indukciji INOS i Nox2 kod monocita i PMN neutrofila u vecini upalnih
odgovora CNS — a. On se u velikoj mjeri producira od aktiviranih CD4 Th1l stanica,
CD8 T stanica i ,natural killer* (NK) stanica.(20) Proupalni citokini IL - 18, TNF —a i IL
— 6 koje produciraju razliCiti tipovi stanica, pa tako i mikroglija stanice, €ine vazan

doprinos u modulaciji ekspresije i aktivhosti spomenutih enzima.(21)

1.1.4. Lipidna peroksidacija

Jedna od glavnih posljedica ozljede mozga posredovana slobodnim radikalima
je lipidna peroksidacija. Peroksidacija viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina
(PUFA), kao i njezini sekundarni produkti, dovode do strukturnog i funkcionalnog
oSte¢enja membrana.(12) Neuralne membrane su bogate viSestruko nezasic¢enim
masnim kiselinama koje su narocito ranjive pod utjecajem slobodnih radikala.(22)
Specijalizirana neuronska provodenja i sinapticki prijenos ovise o funkcionalnoj

uCinkovitosti membrane.(23) Membrane postaju fluidnije, pada im vrijednost



membranskog potencijala, povecava se permeabilnost prema ionima, Sto u
konacnosti moze dovesti do pucanja stanice i otpustanja stani¢nog sadrzaja.(12)
Produkti lipidne peroksidacije mogu takoder doprinijeti oSte¢enju neurona. Jedan od
tih produkata je i 4 — hidroksi — nonenal koji djeluje iskljuCivo citotoksi¢no na neurone,
povecavajuci razinu kalcijevih iona, inaktiviraju transportere glutamata te ostecujuci
proteine.(22) Produkti lipidne peroksidacije su skupina spojeva Siroko prihvacenih

kao indikatori oksidacijskog stresa.

1.2. MIKROGLIJA STANICE

1.2.1. Glija stanice

U srediSnjem ziv€anom sustavu postoje dvije osnovne vrste stanica, a to su
potporne ili glija stanice i neuroni. Glija stanice, za razliku od neurona, nemaju
aksona niti natrijevih naponskih kanala, ali imaju naponske kanale za prolaz kalijevih
iona. Nadalje, glija stanice ne stvaraju akcijske potencijale, a suprotno od neurona,
posjeduju i sposobnost dijeljenja tijekom cijelog zivota, Sto ih Cini sli€énim sa tjelesnim
stanicama. Glija stanice u srediSnjem ziv€anom sustavu se dalje dijele na mikrogliju i

makrogliju koju €ine astrociti i olingodendrociti.(24)

1.2.2. Opéenito o mikroglija stanicama

Mikroglija stanice se Cesto nazivaju i mezoglija, Robertson — Hortegine ili
Hortegine stanice. Mezodermalnog su podrijetla, a ¢ine ih male, tanke jezgre
obavijene citoplazmom s razgranatim izdancima. Formiraju se u krvnim Zilama u
ranom stadiju razvoja, kao dio imunoloSkog sustava, te na taj nacin ulaze u mozak,

Sto predstavlja i njihov glavni izvor, a mogu se naci i u mozdanim ovojnicama i tela



chorioidei.(25,26) Glavna uloga im je nadziranje zdravlja Ziv€anog tkiva pri ¢emu
mogu detektirati i ocistiti patogene i oSteCene stanice putem receptora za
prepoznavanje te fagocitozom.(26) Temeljem njihove aktivhosti mogu se naéi u dva

stanja: ,mirujuca”“ i ,aktivirana“ mikroglija.

1.2.3. Aktiviranje mikroglija stanica

Upalna reakcija, ozljeda mozga ili degenerativna bolest dovode do aktiviranja
»mirujuce“ mikroglije pri ¢emu ona uvlaci nastavke i odlazi prema mjestu lezije.(Slika
3) Migracija mikroglija stanica se dogada ili tijekom spomenutih patoloskih stanja ili
tijekom razvoja kada monocitne stanice dolaze u mozak. Osim promijene samog
oblika stanice, mijenja se i ekspresija gena te ponaSanje stanice. Dodatni elementi
koji se takoder mijenjaju su reorganizacija same povrSine stanica, promjene
intracelularnih  enzima te otpustanje mnogih proupalnih i imunoregulatornih
faktora.(27) Na mijestu lezija i oStecenja, aktivirane mikroglija stanice poprimaju
ameboidan oblik i prelaze u fagocite koji nakon uklanjanja ostataka raspadnutih
stanica, zbog vecéeg broja vakuola u citoplazmi, nalikuju na Stapi¢ ili poprimaju
mrezasti izgled. Ovisno o vrsti lezije, ako dolazi do ostecenja i krvnih Zila, uz
mikrogliju dolaze i druge skupine fagocita, kao $to su periciti i krvni monociti.(24)
Lokalno se mozZe povecati i gusto¢a mikroglija stanica postupkom proliferacije, pri
¢emu veli broj stanica osigurava lakSu zastitu, obranu i obnovu tkivhe

homeostaze.(27)
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Slika 3: Aktivacija mikroglija stanica (preuzeto i prilagodeno iz Monk PN, 2006)

1.2.4. Membranski receptori

Na povrSini mikroglija stanica nalaze se mnogi membranski receptori,
navedeni u Tablici 1. Osim posrednika koji sudjeluju u infekciji, aktivacijski signali
mogu doci i od raznih molekula koje se kre¢u prema mjestu oSteCenja tkiva, tako da i
najmanja ozljeda moze izazvati brzi odgovor mikroglija stanica.(29) Primjerice,
dodatna indukcija intracelularnih proteina, koji u normalnim uvjetima prenose razliCite
fizioloSke poruke, mogu potaknuti aktivaciju mikroglija stanica.(30) U mnostvu raznih
receptora koji se nalaze na membrani, ove stanice mogu osjetiti i odstupanja u
koncentraciji molekula neurotransmitera, pa tako neki neurotransmiteri i ko-

transmiteri mogu indicirati oStecenje ili pretjeranu neuralnu aktivnost Sto mikroglija



stanice percipiraju kao znak ozljeda.(31) Signalne molekule koje takoder mogu
prenositi poruku mikroglija stanicama o patoloSkim dogadajima u mozgu su: ATP,
kanabinoidi, morfin, kemokin CCL21, lizofosfatiCna kiselina te bradikinin.(27) Osim
navedenih molekula vaznu ulogu kod pokretanja migracije imaju i ionski kanali kao
$to su K" i CI” kanali. Ozljeda mozga veZe za sebe masivno otpustanje ATP — a, koji
je u visokim koncentracijama prisutan u citosolu Zivih stanica. In vitro i in vivo
istrazivanja su dokazala da ATP i njegovi analozi izazivaju brzu reakciju mikroglija
stanica, njihovo kretanje prema mjestu ostecenja, te otpustanje citokina i proupalnih

faktora.(32)



Tablica 1: Vrste receptora na povrsini mikroglija stanica (preuzeto i prilagodeno iz Kettenmann
H, 2011)

1. Receptori neurotransmitera

- Purinergi¢ni receptori: Adenozin P1, P2X, P2X,, P2X;, P2Y

- Receptori glutamata:
lonotropni (AMPA, NMDA i kainatski receptori)
Metabotropni

- GABA receptori

- Kolinergicki receptori

- Adrenergicki receptori

- Dopaminski receptori

2. Neurohormonski i neuromodulatorni receptori
- PAF receptori
- Receptori bradikinina
- Histaminski receptori
- Endotelinski receptori
- Kanabinoidni receptori
- Receptori angiotenzina Il
- Somatostatinski receptori
- Glukokortikoidni i mineralokortikoidni receptori
- Opioidni receptori
- Neurokininski receptori
- Receptori za vazoaktivne intestinalne polipeptide
- Neurotropinski receptori

. Citokinski i kemokinski receptori

. Toll — like receptori

. Receptori za kalcij

. Leukotrienski receptori

. Notch receptori

. Komplement receptori

O|oNOO|Ob~|W

. Trombinski receptori

10. M - CSF receptori (Macrophage Colony-Stimulating Factor)

11. Receptori za epidermalni faktor rasta

12. CD200 receptori

13. Receptori za lizofosfati¢nu kiselinu




1.2.5. Istrazivanja mikroglija stanica

Aktivirane mikroglija stanice mogu doprinijeti oCuvanju ili uniStenju neurona
koji se nalaze u blizini. S pozitivhe strane, mogu odstraniti toksicne materijale (npr.
proteinske agregate), luCiti neurotropne faktore (npr. BDNF) i protektivne faktore kao
Sto je to glutation. Medutim, s druge strane njihovo negativho djelovanje moze
rezultirati luCenjem proupalnih citokina, glutamata, slobodnih radikala i duSikovog
oksida.(28) U in vitro istrazivanjima aktivacija mikroglija stanica Cesto se postize
stimulacijom sa LPS — om (lipopolisaharidom), endotoksinom izoliranim sa vanjske
membrane gram negativnih bakterija (33), pri ¢emu se unutar 24 sata od same
stimulacije, stanice aktiviraju i po€inju sa lu¢enjem proupalnih medijatora kao $to su
TNF — q, IL — 6, IL - 1B ili duSikov oksid.(34) U mehanizmima regulacije, prisutnost
mikroglija stanica je neophodna za produkciju proupalnih i neurotropnih faktora
tjekom LPS - inducirane astroglioze. Aktivirana mikroglija producira medu prvima
medijator upale TNF-a, koji je kriticni faktor u aktivaciji astroglioze, abnormalnog
povecanja broja astrocita, koji su kod ozljede neurona jedni od klju¢nih protektivnih
faktora.(26) LuCenje neurotropnih faktora ili citokina, u nekim slu¢ajevima se moze
pokazati korisno, dok u nekim drugim situacijama moze izazvati Stetne efekte.(27)
Dokazano je da mikroglija posreduje u skracivanju sinapsi, modulira ranu postnatalnu
neurogenezu, a takoder sudjeluje i u pravilnom prijenosu signala u mozgu. Novija
istrazivanja ukazuju i da humane mikroglija stanice mogu biti i okida¢ za pojedine
bolesti. U prilog tome govori i Cinjenica da ima sve viSe otkrivenih gena srodnih
mikroglija stanicama, a povezanih sa neuroloSkim i neuropsihijatrijskim
poremecajima. Tu su uklju€eni sljedeci geni: CD33 kod Alzheimerove bolesti, TREM2

kod frontotemporalne demencije ili TNFRSF1A i IRF8 kod multiple skleroze. Iz tog
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razloga, za ocCekivati je da ¢e u bliskoj buducnosti sve vise bolesti centralnog
ziv€anog sustava biti povezano sa defektima na mikroglija stanicama.(35) Aktivirane
mikroglija stanice otpusStanjem citotoksicnih medijatora u razliCitim bolestima
centralnog ziv€anog sustava pokazale su mogucnost uniStavanja stanica neurona
koji se nalaze u blizini. Aktivirana mikroglija moze otpustati INOS, stvarajuci visoke
razine NO, koji u odredenim okolnostima moze unistavati neurone. Cak i niske razine
NO, u prisutnosti aktivirane mikroglije, mogu izazvati mozdanu smrt unutar uvjeta
hipoksije.(36) Dokazano je da oksidativni stres u centralnom Ziv€anom sustavu dolazi
od ROS-a nastalih u mitohondrijima, ali i od aktiviranih mikroglija stanica.(37) U
danasnje vrijeme imamo sve veéi broj istraZivanja novih spojeva, kao Sto je to
celastrol, koji imaju protuupalno i antioksidacijsko djelovanje, te bi mogli potisnuti

aktivaciju mikroglija stanica i sprijeCiti nastajanje ROS - a i RNS — a.(38)
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1.3. CELASTROL

1.3.1. Tripterygium wilfordii

Tripterygium wilfordii Hook., je visegodiSnja, autohtona, puzava biljka iz obitelji
Celastraceae, Cije se staniSte nalazi u juznim dijelovima Kine. Poznatija je pod
nazivima lei gong tenk i Thunder of God Wine, dok se u Hrvatskoj koristi i naziv
»,grom boga vina“. Njezini ekstrakti upotrebljavali su se u tradicionalnoj biljnoj medicini
za lijeCenje stanja kao Sto su vrucica, zimica, bolovi u zglobovima ili edema.(39) Neki
ekstrakti biljke, kao Sto je to triptolid, proc€iS¢eni diterpenoid triepoksid, osim Sto se
moze Koristiti u lijeCenju razli€itih bolesti, takoder moze biti veoma toksi¢an za ljude i
zivotinje. Toksi¢nost bilike ocituje se u listovima, korijenju, cvjetovima i deblu, a
velike koliCine triptolida mogu izazvati oste¢enje miokarda, zatajenje bubrega,

oSteéenje jetra te intestinalnog trakta, $to u konacnici moZze rezultirati i smrcu.(40)

1.3.2. Celastrol kao potencijalni lijek

Jedan od mnogih aktivnih ekstrakta ove biljke je i istrazivani spoj celastrol,
poznatiji i pod nazivom tripterin. Spada u skupinu pentacikliCkih triterpena,
molekularne formule C,9H330,4. Zbog svojih antioksidacijskih i protuupalnih svojstava,
celastrol se ucinkovito upotrebljavao u lije€enju autoimunih bolesti, astme, kroni¢nih
upala i neurodegenerativnih bolesti.(24) Osim navedenih ucinaka, dokazano je da
celastrol u malim dozama, kod Stakora moze poboljSati kapacitet uCenja, pamcenja i

psihomotorne sposobnosti.(42)
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Slika 4: Kemijska struktura celastrola, R; =- OH i R, = - COOH (preuzeto i prilagodeno iz Allison
AC, 2000)

Nadalje, u nekim in vivo istrazivanjima na miSevima dokazana je i ucinkovitost
celastrola kao prirodnog inhibitora proteosoma Sto mu daje veliki potencijal u
prevenciji i tretiranju stanica raka.(24) U istrazivanju na hipertenzivnim Stakorima
dokazano je da celastrol kao antioksidans moze smanijiti stvaranje ROS - a, te
povecati ekspresiju i aktivhost hem oksigenaze-1 (HO -1). U prilog tome govori i
Cinjenica da moZe potisnuti mnoge korake u samom pocetku upale i oksidativhom
stresu, uklju€ujuéi i signalne puteve za heat — shock protein 90 i NF-kB. NF-kB je
oksidacijskog stresa i upale koji mogu voditi do odredenih bolesti. Osim kao
djelotvoran inhibitor transkripcijskin faktora, nedavna istrazivanja su prikazala
celastrol i kao inhibitor upalnih citokina, ukljuujuc¢i IL-1B i TNF-a kod LPS-
stimuliranih stanica RAW264.7. Nadalje, poznato je i da celastrol pobuden ADP-om i
Fe*?, sprije¢ava produkciju iINOS (inducibilna sintetaza dusikovog oksida) i lipidne
peroksidacije u mitohondrijskoj membrani jetre Stakora, $§to govori u prilog njegovim

antioksidacijskim  svojstvima.(43) Prema istrazivanjima, celastrol inhibira
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peroksidaciju unutarnje i vanjske membrane mitohondrija vezivanjem radikala, te
sprjeCava napad radikala na unutrasnju membranu povecanjem negativnog naboja

povrsine.(41)

MIKROGLIJA STANICE

"EIHSIDAHSI (Hy05, O3, L-O0H, itd. )

_ \ STIMULANSI
* OKSIDATIVNI INSULT
{npr. mozdani udar)

* PROUPALHNI CITOKINI
(IL-1B, TNF-)

Slika 5: Osnovni koncept neuralne upale (preuzeto i prilagodeno iz Floyd RA, 1999)

Nakon razli€itih stimulacija dolazi do aktivacije mikroglija stanica, te indukcije
INOS-a i drugih gena (slika 5). Kao rezultat toga, mikroglija stanice produciraju
oksidanse, izmedu ostalog i dusikov oksid i njegove oksidanse, koji su toksi¢ni za
neurone. Smatra se da bi celastrol kao potencijalni lijek mogao inhibirati indukciju
INOS i drugih gena, te produkciju oksidansa koji izazivaju disfunkciju ili smrt

neurona.(44)
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U posljednje vrijeme puno pazZnje usmjereno je na modulaciju heat shock
odgovora kao potencijalnog modela u lije€enju ljudskih bolesti kao Sto su rak, trauma,
ishemija — reperfuzija, transplantacijska kirurgija ili dijabetes.(45) Glavna uloga heat
shock proteina je odrzavanje stani¢ne homeostaze.(46) U normalnim uvjetima
prisutni su u citoplazmi i jezgri stanica u manjim koli€inama (Hsp40, Hsp70, Hsp90),
dok se kod uvjeta iznenadnog povecCanja temperature ili drugog stresa, luCe u
visokim koliCinama. Istrazivanja govore u prilog tome da celastrol djeluje
citoprotektivno zahvaljuju¢i samom mehanizmu djelovanja koje ukljuCuje ekspresiju
heat shock proteina uklju€ujuéi Hsp27, Hsp40 i Hsp70.(33) Smatra se da djelovanje
celastrola izaziva nuklearnu translokaciju transkripcijskog faktora, heat shock faktora
1 (HSF1), Sto dalje rezultira heat shock odgovorom (HSR), vodeci indukciji ekspresije

heat shock proteina (HSP).(47)

1.3.3. Rizici primjene celastrola

Neki od nedostataka koriStenja celastrola kao lijek su njegova toksi¢nost i
slaba topivost u vodi, Sto predstavlja problem u dovodenju lijeka na samo mjesto
djelovanja. Sustavi za dovodenje lijeka na mjesto djelovanja temeljeni na tehnologiji
nanocestica mogu unaprijediti topivost u vodenoj sredini i doprinijeti kontrolnom
otpustanju lijeka na mjestu djelovanja, pritom zadrzavajuci njegova antitumorska ili
protuupalna svojstva. Medutim, negativni ucinci ovakvog nacina uno$enja lijeka se
oCituju u kratkom trajanju ucinka lijeka, znaCajnom propustanju i njegovoj velikoj

akumulacija u jetri.(33)

Provedena su mnoga istrazivanja o dokazivanju protektivnih svojstava
celastrola kao lijeka, ali su istraZivanja vec¢inom bila usmjerena na njegova

terapeutska svojstva kod neurodegenerativnih bolesti, kao Sto su Alzheimerova i
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Parkinsonova bolest. Medutim, istrazivanja ukazuju na to da bi celastrol mogao biti
koristan lijek u terapiji upalom pracenih neurodegenerativnih bolesti, u svrhu

moduliranja upale i imunolo$kog odgovora.(48)
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2. CILJ RADA

Ciljevi ovog rada bili su:

1. Razviti model in vitro hipoksije na BV — 2 mikroglija stani¢noj liniji

2. Pratiti parametre aktivacije mikroglija stanica, pri ¢emu se prati izrazaj proteina

INOS, kao jednog od indikatora oksidacijskog stresa

3. Pratiti ucinak celastrola, koji ima potencijano protuupalno i antioksidacijsko
djelovanje, na potiskivanje aktivacije mikroglija stanica i posljedi€no na ekspresiju

INOS kao biljega oksidacijskog stresa
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3. MATERIJALI | METODE
3.1. Materijali
Laboratorijsko posude:

- Petrijeve zdjelice (Greiner)
- Volumetrijske tikvice i staklene menzure (Carl Roth)

- Posude za Western blot analizu (BioRad)
Kemikalije:

- PBS (fizioloSka otopina piferirana fosfatnim puferom)
- Natrij klorid 140 mM, Kemika

- Kalij klorid 2,7 mM, Kemika

- Natrij hodrogenfosfat-2-hidrat 6,5 mM, Kemika

- Kalij dihidrogenfosfat 1,5 mM, Kemika

- Kalcij klorid 0,7 mM, Kemika

- Magnezij klorid-6-hidrat 0,7 mM, Kemika
Mediji i puferi:
- Medij D-MEM (medij za uzgoj imortaliziranih linija), PAN Biotech
- Medij D-MEM 1,1 L — glutamin 2 mM, Penicilin 1x10° U/I, Streptomicin sulfat
0,1 g/l, Gentamicin sulfat 0,05 g/l, Fetalni govedi serum (FCS) 10%, PAN
Biotech

- Running pufer (Tris base, ROTH + glicin, Fisher chemical + SDS, Fisher

scientific + H,O)
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- Transfer pufer (Tris base, ROTH + glicin, Fisher chemical + metanol, Kemika +

H>0)

Protutijela:

- INOS/NOS2 monoklonsko protutijelo, Santa Cruz

- Celastrol, kristali¢ni, Cayman Chemicals

3.2. Metode

3.2.1. Uzgoj adherentne BV - 2 staniéne linije

BV — 2 stanice dobivaju se od imortaliziranih mi$jih neonatalnih mikroglija.
Uzgojene su u plasti€énim Petrijevim zdjelicama, u prisutnosti D — MEM medija i
uvjetima od 37 °C i 5 % CO,. Nakon Sto stanice prekriju dno Petrijeve zdjelice (3 — 5
dana uzgoja), prebacivanjem u nove zdjelice moze se nastaviti sa njihovim uzgojem
do Zeljene gustoce. Promjenom medija uklanjanju se iz kulture ostalih stanica, zbog

njihove sklonosti prianjanju uz plastiku.

3.2.2. Postizanje hipoksijskih uvjeta u izobariénoj komori

Nakon standardnog uzgoja BV - 2 mikroglija stanica, tim stanicama je
inducirana in vitro hipoksija. Uvjeti hipoksije postizu se u izobari¢noj komori gdje se
postupnim uvodenjem 98% duSika smanjuje razina kisika na < 2%. Ti uvjeti

odrzavaju se tijekom 6 sati.

3.2.3. Mikroskopska analiza

Neposredno nakon provedenih uvjeta hipoksije, te 24 h, 48 h, 72 h, i 168 h
nakon hipoksije, BV — 2 stanice su analizirane svjetlosno fazno-kontrastnim

mikroskopom (Olympus).
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3.2.4. Priprema stani¢nog lizata

Nakon $to se BV — 2 stanice odljepe od podloge, inkubiraju se 10 minuta na
ledu pri ¢emu se resuspendiraju u puferu za lizu (0,3 ml). Talog stanica je
centrifugiran 5 minuta na 14 000 RPM, na temperaturi od 4 °C. Dobiveni supernatant

uzima se kao uzorak za Western blot analizu.

3.2.5. Gel — elektroforeza

Poliakrilamidna gel — elektroforeza (SDS—PAGE) sluZi za razdvajanje proteina
dobivenog iz stani¢nog lizata. Elektroforeza se provodila u trajanju od otprilike sat
vremena na 150 V, a koriSteni su 8, 10 i 12 % gelovi. Nakon Sto su proteini

razdvojeni na gelu, prebaceni su na nitroceluloznu membranu.

3.2.6. Elektroblot proteina s akrilamidnog gela na nitroceluloznu membranu

Nakon provedenog postupka elektroforeze, gel se uranja u renaturirajuci pufer
i inkubira 10 minuta. Transfer pufer (TBS + metanol) sluzi za prijenos proteina s gela
na membranu (blotting). Prijenos se odvija u trajanju od 30 minuta na 25V / 110 mA

u transfer puferu.

3.2.7. Kemiluminiscencija

Membrana na kojoj se nalaze proteini inkubira se sa protutijelima obiljezenim
biotinom i streptavidinom konjugiranim s peroksidazom koja razgraduje supstrat.
Nakon razgradnje supstrata luminol/jodofenol, proteini postaju vidljivi. Nakon
izlaganja membrane na film biljezi se kemiluminiscentni signal. Vrijeme ekspozicije

biljeZi se od nekoliko sekundi do 30 minuta.
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4. REZULTATI

Slika 6: Reprezentativni uzorci blotova mjerenja razine ekspresije parametra oksidacijskog
stresa (INOS) BV - 2 mikroglija stanica tretiranih celastrolom te izlozenih uvjetima hipoksije
tijekom 6 sati

Nakon izlaganja BV — 2 mikroglija stanica tretiranih celastrolom uvjetima
hipoksije tijekom 6 sati, uCinjena je Western blot analiza ekspresije pokazatelja
oksidativnog stresa (INOS). Temeljem rezultata prikazanih na Slici 6, evidentno je da
izlaganje BV — 2 stanica mikroglije tretirane celastrolom dovodi do smanjenja

ekspresije INOS - a, kao pokazatelja izloZzenosti oksidacijskom stresu.
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Slika 7: Mikroskopski prikaz kontrolne skupine BV — 2 mikroglija stanica nakon izlaganja
uvjetima hipoksije u trajanju od 6 sati
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Slika 8: Mikroskopska analiza BV — 2 mikroglija stanica tretiranih celastrolom nakon izlaganja
uvjetima hipoksije u trajanju od 6 sati
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5. RASPRAVA

U posljednje vrijeme kod traZzenja moguénosti lijeCenja neurodegenerativnih
bolesti i oSteCenja postoji tendencija da se pronadu nacini lijeCenja koji bi mogli
kontrolirati patofizioloSke mehanizme koji kao posljedicu imaju razvitak upalnog
odgovora ili oksidacijskog stresa. U tim istrazivanjima svoju ulogu su pronasle i
mikroglija stanice koje u patoloskim stanjima mogu imati dvojaku ulogu. S jedne
strane mogu doprinijeti oCuvanju neurona dok s druge strane mogu postati
neurotoksicne te prouzroCiti nepopravljivu Stetu na ljudskom mozgu. Aktivirane
mikroglija stanice osim proupalnih faktora otpustaju i kisikove slobodne radikale te
dusSikov oksid (NO). Poznato je da je NO ukljuCen u razliCite procese upala u CNS -u,
a klju€ni enzim za njegovu produkciju je INOS. Ovaj enzim se u velikoj mjeri inducira
od mikroglija stanica aktiviranih pod razli¢itim uvjetima kao Sto su virusne infekcije,
stimulacije LPS — om ili uvjeti hipoksije. Iz tog razloga, tvari koje posjeduju
sposobnost inhibiranja ekspresije iINOS se prouCavaju kao potencijalno korisne u
lije€enju stanja u kojima dolazi do visokih produkcija NO, ukljuCujuéi septiCki Sok,

upale i neurodegenerativne bolesti.

U ovom istraZivanju proucavali smo celastrol, prirodni sastojak biljke
Tripterygium wilfordii Hook., kao potencijalni inhibitor aktivacije mikroglija stanica, a
posliedi€no tome i njegova antioksidacijska svojstva. Aktivacija mikroglija stanica
postignuta je uvjetima hipoksije kroz 6 sati. 1z rezultata dobivenih Western blot
analizom, prikazanih na slici 6, vidljivo je da mikroglija stanice koje su bile tretirane
celastrolom prikazuju smanjenu indukciju INOS enzima za razliku od stanica koje

nisu bile tretirane celastrolom. Objasnjenje razultata proizlazi iz mikroskopske analize
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mikroglija stanica prikazanih na slikama 7 i 8. Iz tih rezultata vidljivo je da dolazi do
smanjenja broja, ali i do promjena u morfologiji mikroglija stanica tretiranih

celastrolom, nakon uvjeta hipoksije u odnosu na kontrolnu skupinu.

Dobiveni rezultati smanjenja indukcije INOS enzima pod utjecajem celastrola u
skladu su sa rezultatima dobivenih u istrazivanju Yong i suradnika, koji su za
aktivaciju BV - 2 mikroglija stanica upotrijebili stimulaciju LPS — om. Njihovi rezultati
takoder ukazuju na smanjenje produkcije NO, te smanjenje ekspresije INOS Ssto
ukazuje na to da inhibicijom ekspresije INOS pod utjecajem celastrola posljedi¢no
dolazi i do inhibicije stvaranja NO.(43,48) Reaktivni kisikovi spojevi su male i visoko
reaktivne molekule koje u stanicama imaju vaznu signalnu ulogu ukoliko se nalaze u
umjerenim koncentracijama. Ukoliko se stanice nalaze pod stresom, koncentracije
ROS — a se mogu znacajno povisiti $to posljedicno dovodi do oksidacije lipida ili
proteina rezultiraju¢i stvaranjem oksidativnog stresa. Lei Gu i suradnici su dokazali
da celastrol moze inhibirati oksidirani lipoprotein niske gustoce (oxLDL) koji izaziva
produkciju ROS — a kod makrofaga. Dobiveni rezultati govore u prilog njegovim
antioksidacijskim svojstvima te moguénostima smanjenja oksidacijskog stresa.(43)
Celastrol se pokazao i kao ucinkovit inhibitor puteva djelovanja NF — kB, $to moze
doprinijeti u lijeCenju raznih upalnih bolesti kao Sto je ulcerozni kolitis. Smanjenjem
produkata lipidne peroksidacije (malondialdehida i 4 - hidroksinonenala) te
povecavajuci koncentracije antioksidansa (smanjujuéi glutatione, glutation — S —
transferazu i superoksid dismutazu) celastrol se pokazao kao ucinkovito sredstvo u
sprjeCavanju DSS (natrijev dekstran sulfat) induciranog oksidativnhog stresa.(49) U
prilog tome govori i istrazivanje Zhanga i suradnika koji su istraZivali utjecaj celastrola
na mozdani udar kod Stakora. Dokazali su da ukoliko se celastrol primjeni

intraperitonealno odmah nakon mozdanog udara moze drasticno smanijiti nastajanje
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Stete na neuronima te regulirati ekspresiju parametara p — JNK, p-c-Jun i NF — kB.
Celastrol se pokazao kao potencijalno protektivho sredstvo kod mozdanog udara,

sprjeCavajuci posljedicni upalni odgovor i oksidativni stres.(50)

Nakamichi i suradnici su proucCavali efekte celastrola na morfoloSke i
transkripcijske odgovore kod MG6 linije mikroglija stanica. Dokazano je da prisutnost
celastrola inhibira morfoloske promjene te smanjuje ekspresiju proupalnih citokina i
kemokina. Rezultati govore u prilog tome da celastrol inhibira morfoloske i
transkripcijske odgovore, te na taj nacin posljedicno potiskuje aktivaciju mikroglija

stanica.(51)

Iz svega iznesenog, evidentno je da celastrol na temelju svojih protuupalnih i
antioksidacijskih svojstava moze doprinijeti inhibiranju mnogih stanica i signalnih
puteva u tijelu, pa tako i inhibiciji aktivacije mikroglija stanica, $to u konacnici moze

rezultirati smanjenjem oksidativnog stresa.
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6. ZAKLJUCAK

1. U uvjetima in vitro hipoksije dolazi do promjene morfologije i broja mikroglija

stanica

2. Promjena morfologije i pojaCana ekspresija iINOS-a pokazatelji su oksidacijskog

stresa stanice

3. Celastrol smanjuje ekspresiju INOS-a i oksidacijski stres BV-2 mikroglija stanica.
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8. PRILOZI

8.1. POPIS KRATICA

ROS (eng. Reactive oxygen species) — reaktivni kisikovi spojevi

RNS (eng. Reactive nitrogen species) — reaktivni dusikovi spojevi

NF — kB — nuklearni faktor kapa B

DNA — deoksiribonukleinska kiselina

NOS (eng. Nitric oxide synthase) — sintetaza dusSikovog oksida

NNOS - nuklearna sintetaza dusikovog oksida

eNOS - endotelna sintetaza dusSikovog oksida

INOS - inducibilna sintetaza duSikovog oksida

CNS (eng. Central nervous system) — sredisnji ziv€ani sustav

NO — dusikov (Il) oksid

NO, — dusikov (1V) oksid

PMN — polimorfonuklearne stanice

Nox2 — NADPH oksidaza 2

NADPH — nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

MPO — mijeloperoksidaza

IFN - g - interferon gama
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NK — natural killer stanice

IL — interleukin

TNF — a (eng. Tumor necrosis factor alpha) — faktor nekroze tumora - alfa

PUFA - viSestruko nezasi¢cene masne kiseline

ATP — adenozin trifosfat

LPS — lipopolisaharid

HSP — heat shock protein

HSR — heat shock odgovor

HSF — heat shock faktor
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8.2. POPIS SLIKA
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Slika 6: Reprezentativni uzorci blotova mjerenja razine ekspresije parametra
oksidacijskog stresa (INOS) BV — 2 mikroglija stanica tretiranih celastrolom te
izloZenih uvjetima hipoksije tijekom 6 sati...........ccccccceiiiiiiiiiiii e, 21
Slika 7: Mikroskopski prikaz kontrolne skupine BV — 2 mikroglija stanica nakon
izlaganja uvjetima hipoksije u trajanju 0d 6 Sati............ccccceeiieeeiiiiiii e, 22
Slika 8: Mikroskopska analiza BV — 2 mikroglija stanica tretiranih celastrolom nakon

izlaganja uvjetima hipoksije u trajanju 0d 6 Sati...........c.ccccuveiiieiiiiiiiii e, 23

8.3. POPIS TABLICA
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