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Efekat hlorogenske
kiseline na Celijske linije
mikroglije BV-2 1
neuroblastoma SH-SYS5Y
tretirane toksi¢nim
koncentracijama kofeina

Kofein i hlorogenska kiselina su jedinjenja ve-
oma zastupljena u biljnim napicima i smatraju
se aktivnim supstancama sa Sirokim spektrom
dejstva. U ranijim istraZivanjima pokazano je
dozno-zavisno citoprotektivno, ali i citotoksicno
dejstvo ovih jedinjenja. Cilj ovog istraZivanja
bio je ispitivanje efekta hlorogenske kiseline na
Celijske linije tretirane toksicnim dozama kofe-
ina. Za istraZivanje su odabrane Celijske linije
mikroglije BV-2 i neuroblastoma SH-SY5Y kao
modeli centralnog nervnog sistema. Citotoksic-
nost je ispitivana kroz merenje mitohondrijske
aktivnosti MTT testom i vijabilnosti Celija kristal
violet testom. Kofein je ispoljio citotoksican
efekat na obe Celijske linije. Hlorogenska kise-
lina nije pokazala znacajan efekat na Celijsku
liniju SH-SYS5Y. Na Celije mikroglije hloro-
genska kiselina nije imala direktan efekat u
smislu smanjenja citotoksicnosti uzrokovane ko-
feinom. Medutim, pri srednjim primenjenim kon-
centracijama kofeina (0.5 mM i 1 mM) znacajno
Jje povecavala aktivnost mitohondrijskih enzima.

Uvod

Kofein je alkaloid i predstavlja jednu od naj-
¢eSée konzumiranih psihoaktivnih supstanci.
(Filament et al. 1968; Jang et al. 2002). Kod
¢oveka, kofein, kao antagonist adenozinskog
receptora, stimuliSe rad centralnog nervnog si-
stema, ubrzava src¢anu frekvenciju i frekvenciju
disanja i deluje kao diuretik (Shlonsky et al.
2003; Mini¢ 2013). Konzumacija kofeina pove-

210 « PETNICKE SVESKE 74

zana je sa poviSenom koncentracijom holesterola
u krvi, poveéanom incidencom dijabetesa tipa 2,
koronarnih bolesti i karcinoma (Farah et al.
2006). U ranijim istraZivanjima pokazano je da
kofein ima citotoksi¢no dejstvo na nervne Celije,
kroz pokretanje apoptoze, aktivaciju mehanizma
autofagije i zaustavljanje Celijskog ciklusa (Saiki
et al. 2011; Bavari et al. 2015). Kofein je blago
citotoksican pri koncentraciji od 0.5 mM, dok sa
poveéanjem koncentracije citotoksi¢nost kofeina
raste (Jang et al. 2004). Pri koncentraciji od
1 mM kofein znac¢ajno smanjuje membranski po-
tencijal mitohondrija, dok sa povecanjem kon-
centracije preko 5 mM, dolazi do dezintegracije
membrana mitohondrija (Saiki ez al. 2011).
Poremecaji u radu mitohondrijskih membrana
mogu dovesti do smanjene mitohondrijske aktiv-
nosti, a zatim i smrti ¢elija (Bavari et al. 2015).

Hlorogenska kiselina je estar kafei¢ne kise-
line i (-)-hininske kiseline i predstavlja vazan bi-
osintetski intermedijer lignina. Zajedno sa
kofeinom, hlorogenska kiselina je u velikoj meri
zastupljena u biljnim napicima, poput ¢aja i kafe.
(Clifford 2000; Boerjan et al. 2003). IstraZivanja
su pokazala da hlorogenska kiselina ima antio-
ksidativno, antitumorsko i antimutageno dejstvo,
kao i da smanjuje rizik od oboljevanja od dija-
betesa tipa 2, Parkinsonove i Alchajmerove bo-
lesti (Yi-Fang 2012; Zheng et al. 2014).

Prema Miyamae et al. (2012) citoprotektivno
dejstvo hlorogenske kiseline je dozno-zavisno i
manifestuje se pri koncentracijama manjim od
100 uM. Pri koncentracijama ve¢im od 100 uM,
efekat hlorogenske kiseline je citotoksican.

U velikom broju istraZivanja je testirano ci-
totoksi¢no i citoprotektivno dejstvo kofeina i
hlorogenske kiseline pojedinac¢no. Medutim,
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kombinovani efekat ovih supstanci nije bio ispi-
tivan.

Cilj ovog istrazivanja bio je da se ispita efekat
hlorogene kiseline na aktivnost i proliferaciju ¢e-
lijskih linija mikroglije BV-2 i neuroblastoma
SH-SYSY tretiranih toksi¢nim koncentracijama
kofeina.

Materijal 1 metode

Gajenje i tretman celija. Kao model nerv-
nog sistema, koriS¢ene su Celijske linije neuro-
blastoma SH-SY5Y i mikroglije BV-2. Celijska
liniija neuroblastoma dobijena je sa Instituta za
biohemiju Medicinskog fakulteta Univerziteta u
Beogradu, a ¢elijska linija mikroglije dobijena je
sa Instituta za bioloSka istrazivanja ,,SiniSa Stan-
kovi¢”.

Celije su gajene na temperaturi od 37°C pri
vlaznosti vazduha od 95% i koncentraciji CO, od
5%. Koriséen je RPMI medijum (Biowest, Ne-
macka) sa dodatkom 1% Penicilin-Streptomicin
smeSe (Biowest, Nemacka) i 10% fetalnog go-
vedeg seruma (Biotest, Nemacka).

Kofein je rastvaran u destilovanoj vodi, a hlo-
rogenska kiselina u dimetil sulfoksidu (DMSO).
Prema Jang i saradnicima (2004), odabrane su
koncentracije kofeina koje se krec¢u od blago tok-
si¢ne prema veoma toksi¢noj (0.5 mM, 1 mM i
10 mM). Hlorogenska kiselina se u dosadasnjim
ispitivanjima pokazala kao citoprotektivna u
koncentracijama do 100 uM pa su testirane sle-
dece koncentracije: 1 uM, 10 uM i 100 uM (Mi-
yamae et al. 2012).

Celije su gajene u T75 flaskovima (Nunc,
Thermo Fisher Scientific, SAD). Za postavljanje
eksperimenta koriS¢ene su mikrotitarske ploce sa
96 bunaric¢a (Brand, Nemacka). Eksperiment je
postavljen u duplikatu. Zasejavano je po 10 000
éelija po bunaricu.

Nakon izlaganja éelija tretmanu u trajanju od
24 h, uradeni su MTT 1 Kristal violet test.

MTT test. Odliven je medijum sa tretma-
nom. Celije su isprane PBS-om nakon ¢ega je u
bunarice dodato po 100 pL rastvora MTT (3-
-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolium
bromide) koncentracije 0.5 mg/mL. Nakon in-
kubacije od 120 minuta na 37°C, boja je odli-
vena, a u svaki bunari¢ dodato je po 200 pL
DMSO-a. Ocitane su apsorbance na talasnoj du-
zini od 540 nm (Thermo Multiskan Ex, Ne-
macka).
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Kristal violet test. Nakon fiksacije meta-
nolom od 20 minuta, metanol je odliven, a u bu-
narice je dodato po 100 pL 0.4% rastvora kristal
violet boje. Nakon inkubacije od 30 minuta na
37°C, boja je odlivena, a u svaki bunari¢ je do-
dato po 200 pL 33% siréetne kiseline. Apsor-
bance su o€itane na talasnoj duzini od 540 nm
(Thermo Multiskan Ex, Nemacka).

Rezultati 1 diskusija

Kofein je u svim testiranim koncentracijama
pokazao toksican efekat koji se ogledao u sma-
njenju broja éelija kod Celijske linije SH-SYS5Y
(slika 1) i BV-2, kao i u smanjenju mitohon-
drijske aktivnosti kod obe ¢elijske linije (rezul-
tati nisu prikazani).

Prema Bavari i saradnicima (2015) kofein
indukuje apoptozu povecanjem produkcije
slobodnih radikala, smanjenjem nivoa glutationa
(GSH) i povecanjem aktivnosti kaspaze-3.

Direktan efekat, u smislu smanjenja cito-
toksi¢nosti kofeina, hlorogenska kiselina nije
pokazala ni u jednoj testiranoj koncentraciji, ni
na jednoj od ispitivanih éelijskih linija (rezultati
nisu prikazani).

Na ¢elijskoj liniji mikroglije BV-2, pri tret-
manu srednjim testiranim koncentracijama ko-
feina (0.5 mM i 1 mM) hlorogenska kiselina je
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Slika 1. Vijabilitet celijske linije neuroblastoma
SH-SYSY pri tretmanu kofeinom

Figure 1. Effects of caffeine on viability of
SH-SYS5Y cell line
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Slika 2. Mitohondrijska aktivnost celijske linije mikroglije BV-2

Figure 2. Mitochondrial activity of microglia BV-2 cell line

znacajno povecavala aktivnost mitohondrijskih
enzima (slika 2). Ranijim istraZivanjima poka-
zano je da hlorogenska kiselina smanjuje smrt-
nost nervnih éelija tako $to povecava ekspresiju
Bcl-2 i Bel-xL, proteinskih regulatora koji sma-
njuju aktivaciju kaspaze-3 (Kim i Lee 2011). Ce-
lije tretirane 1 uM i 10 pM koncentracijama
hlorogenske kiseline u kombinaciji sa 0.5 mM
kofeinom ispoljile su vecu aktivnost nego Celije u
kontrolnoj grupi (slika 2B). Ova pojava se moZe
objasniti time $to hlorogenska kiselina indukuje
povecanu aktivnost 5' adenozin monofosfat-ak-
tivirane proteinske kinaze (AMPK). AMPK je
enzim koji povecava energetsku aktivnost éelija,
tako Sto inhibira anabolicke procese, a stimulise
katabolic¢ke procese u éeliji, poput B-oksidacije
masnih kiselina, glikolize i povedanog unosa
glukoze (Zheng et al. 2014). Pored toga, moZe se
pretpostaviti da Bcl-2 proteinski regulator intere-
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aguje sa IP3Rs (intracelularni otpustajuci kanali
za kalcijum) i sprecava smanjenje membranskog
potencijala mitohondrija izazvano kofeinom (Ri-
zzuto 2009).

Pri najvecoj testiranoj koncentraciji kofeina
(10 mM), hlorogenska kiselina nije dovela do po-
vecanja aktivnosti mitohondrijskih enzima (slika
2D).

Tretman hlorogenskom kiselinom nije doveo
do znacajnih promena u aktivnosti mitohond-
rijskih enzima, osim pri najviSoj koncentraciji
(100 uM), koja se pokazala kao inhibitorna (slika
2A).

Zakljucak

Hlorogenska kiselina nije ispoljila direktan
efekat u smislu smanjenja citotoksi¢nosti iza-
zvane kofeinom, ali je dovela do poviSene akti-
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vnosti mitohondrijskih enzima kod Celijske linije
mikroglije BV-2. PoviSena aktivnost mitohon-
drijskih enzima ukazuje na to da éelija ima vecu
potrebu za energijom, Sto je karakteristi¢no za
stanje stresa. Pretpostavlja se da bi produZi-
vanjem ekspozicije u kombinaciji sa kofeinom
hlorogenska kiselina doprinela citotoksi¢nom
efektu. Potrebno je dodatno ispitati efekte ko-
feina u koncentracijama 0.5 mM i 1 mM i hlo-
rogenske kiseline u koncentracijama 1 pM,
10 uM, 100 uM, produziti ekspoziciju i dalje is-
pitati koje mehanizme i metabolicke puteve ve-
zane za mitohondrijsku aktivnost pokrecu ove
dve supstance u smesi.
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Aleksa Mici¢

Effect of Chlorogenic Acid on
Microglial BV-2 and Neuroblastoma
SH-SYS5Y Cell Lines Treated with
Toxic Caffeine Concentrations

Caffeine and chlorogenic acid are com-
pounds commonly present in herbal tonics. They
are active substances with various effects. Previ-
ous studies showed both cytoprotective and
cytotoxic dose-dependent effects of these mole-
cules. The aim of this study was to examine the
effect of chlorogenic acid on cell lines treated
with toxic caffeine doses. For this purpose,
microglial BV-2 and neuroblastoma SH-SYS5Y
cell lines were used, as a model for the central
nervous system. Cytotoxicity was analyzed
through the MTT test of mitochondrial activity
and crystal violet essay of cell viability. The
main effect of caffeine was toxic and shown in
the decrease of cell number and mitochondrial
activity in both cell lines. Chlorogenic acid had
no effect on the neuroblastoma cell line. In the
microglial cell line, the effect of chlorogenic acid
was not shown through the reduction of caffeine
cytotoxicity. However, when applied with mid-
dle-range concentrations of caffeine (0.5 mM
and 1 mM)), it significantly increased activity of
mitochondrial enzymes. ()
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