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Eritropoetin (EPO) je ¢loveski rastni dejavnik, Ki poleg vloge v hematopoezi
zadnja leta vzbuja pozornost kot potencialni zasé¢itni dejavnik v razliénih tkivih,
med drugimi tudi v Zivénem. Cilj magistrskega dela je bil testirati razlicne metode
proucevanja za$¢itnega ucinka EPO in vitro v celi¢nih linijjah SH-SY5Y in PC12.
Za sprozitev apoptoze smo izbrali stradanje celic z odtegnitvijo seruma iz rastnega
medija. Po dolocitvi primerne ¢asovne tocke smo ucinek razlicnih rezimov
izpostavitve EPO proucevali z apoptotskimi testi. Kot najprimernej$a sta se na
obeh celicnih linijah izkazala specificna apoptotska testa za merjenje
internukleosomske razgradnje DNA in aktiviranih kaspaz, s katerima smo potrdili
statisticno znacilen zasCitni u€inek 12-urne izpostavitve 25 E/ml EPO pred
stradanjem SH-SY5Y in 72-urne hkratne izpostavitve 5, 25 in 50 E/ml EPO in
stradanja celic PC12. Kot neprimerna metoda za dolo¢anje vpliva EPO na
prezivetje celic SH-SYSY se je zaradi premajhne natancnosti izkazal test za
merjenje metaboli¢ne aktivnosti. Za testiranje u¢inka EPO na apoptozo celic PC12
pa ni primerna metoda merjenja izrazanja apoptotskih genov Bax in Bcl-2. Z
metodo prenosa proteinov western smo potrdili, da EPO aktivira signalno pot
AKT (proteinska kinaza B). Razvoj metod za proucevanje u¢inka EPO in vitro je
bil uspeSen: ob primernem rezimu izpostavitve smo zabelezili zaS¢iten ucinek
EPO na celice nevralnega izvora.
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Besides playing an important role in hematopoiesis, human growth factor
erythropoietin  (EPO) is increasingly being recognised for its exerting
tissueprotective effects on various tissues, nervous amongst them. The objective
of this Master's Thesis was to test different methods for measuring the protective
effect of EPO on SH-SY5Y and PC12 cell lines in vitro. As a trigger of apoptosis
we adopted cell starvation induced by total serum deprivation. After determination
of the appropriate time point for measuring the effect of EPO, we used various
tests to measure different treatment designs. The most appropriate on both cell
lines were specific apoptotic tests for measuring DNA fragmentation and
activation of caspases, respectively. On the SH-SY5Y cell line the tests have
confirmed protective effect of a 12-hour pre-treatment with 25 IU/ml EPO,
whereas on the PC12 cell line protective effect was observed in a 72-hour co-
treatment with 5, 25 and 50 1U/ml EPO. Measuring metabolic activity for
evaluating the impact of EPO on survival of the SH-SY5Y cells was inefficient
due to an inadequate precision and also measuring expression of Bax and Bcl-2
genes on the PC12 cell line was shown to be inappropriate. Nonetheless, western
blot analysis confirmed that the AKT (protein kinase B) signaling pathway is
activated by EPO. We successfully developed methods for in vitro studies of
EPO: when treated via appropriate design, EPO exerted tissueprotective effect on
cells of neural origin.
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odstotek neke snovi, dolo¢en kot razmerje mase te snovi in volumna celotne
raztopine

odstotek neke snovi, dolocen kot razmerje volumna te snovi in volumna
celotne raztopine

proteinska kinaza B (angl. protein kinase B)

aktivacijski dejavnik 1 apoptozne proteaze (angl. apoptotic protease
activating factor 1)

gen za pro-apoptotski protein (angl. Bcl-2 antagonist of cell death)
gen za pro-apoptotski protein (angl. Bcl-2-like protein 4)

gen za anti-apoptotski protein (angl. B-cell lymphoma 2)

goveji serumski albumin

najzgodnejSe mati¢ne celice za eritropoeti¢no vrsto (angl. colony forming
unit-erythrocyte)

prazna vrednost pri RT-PCR — cikel, v katerem zaznamo izrazanje
izbranega gena (angl. treshold cycle)

bidestilirana voda

Dulbecco's Modified Eagle medij za gojenje celic

Dulbecco's Modified Eagle/Nutrient F-12 Ham medij za gojenje celic
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eritropoetinski receptor

z zunajceliénimi signali nadzorovana kinaza 2 (angl. extracellular signal-
regulated kinase 2)

fetusni serum goveda (angl. fetal bovine serum)
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transkripcijski dejavnik, ki sprozi hipoksijo (angl. hypoxia inducible factor)
encim hrenova peroksidaza (angl. horseradish peroxidase)

konjski serum (angl. horse serum)

inhibitor jedrnega dejavnika kB
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PBS z dodatkom detergenta Tween
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fosfatidilinozitol 3-kinaza

inhibitor serinskih proteaz (angl. phenylmethylsulfonyl fluoride)
gen za peptidilprolil izomerazo B, protein endoplazemskega retikuluma
polivinil difluorid

relativna fluorescentna enota (angl. relative fluorescent unit)
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1 UVvOD

Hematopoeza je nastajanje krvnih celic iz krvotvornih mati¢nih celic. Te so v kostnem
mozgu in so multipotentne ter samoobnavljajoce. Njihove héerinske celice se diferencirajo
v predniske celice mieloi¢ne in limfaticne vrste, ki se ne morejo ve¢ samoobnavljati
(Rozman in Jez, 2010). Eritropoetin (EPO) je znan hematopoetski dejavnik, ki preprecuje
apoptozo ter pospesuje proliferacijo in diferenciacijo eritroidnih predniskih celic (Carnot in
Deflandre, 1906), ki se nato razvijejo Vv eritrocite (proces se imenuje eritropoeza), celice,
specializirane za prenos kisika. Klju¢no vlogo pa EPO igra tudi v mnogih signalnih poteh,
Ki se aktivirajo pri Stevilnih boleznih in so vkljucene v zaséito tkiv: zaviranje apoptoze,
ponovna vzpostavitev zilne avtoregulacije in zmanjSanje imunskega odziva (Grasso in
sod., 2004). Apoptoza 0z. programirana celicna smrt je normalen pojav pri razvoju in
staranju in deluje kot homeostatski mehanizem za vzdrZzevanje celi¢nih populacij v tkivih.
Je natan¢no uravnavan in od energije odvisen proces, za katerega so znacilne specificne
morfoloske in biokemijske spremembe (Elmore, 2007). Apoptoza ima pomembno viogo v
razvoju zivéevja, poleg tega pa so okvare v njenem delovanju tudi eden izmed vzrokov za

Stevilne nevrodegenerativne bolezni (Pregi in sod., 2009).

Ze skoraj dvajset let je splosno sprejeto dejstvo, da receptorji za eritropoetin (EPOR) niso
prisotni le na celicah hematopoetskih tkiv, temve¢ med drugimi tudi na koznih, endotelnih,
srénih in zivénih celicah (Digicaylioglu in sod., 1995; Morishita in sod., 1997). Zas¢itni
ucinek eksogeno dodanega EPO na ZivCevje so raziskovalci potrdili tako na razli¢nih
modelih in vitro kot na in vivo modelih odraslih in novorojenih misih (Sola in sod., 2005;
Noguchi in sod., 2007). Ve¢ avtorjev poro¢a o zas¢itnem uc¢inku EPO na Ziv¢evje v smislu
preprecevanja umetno sprozene apoptoze (Morishita in sod., 1997; Sakanaka in sod., 1998;
Ehrenreich in sod., 2004; Ghezzi in Brines, 2004). Izkazalo se je, da je za aktivacijo
tkivnozascitnega ucinka potrebna mnogo visja koncentracija EPO kot za hematopoetski
u¢inek. To pomeni, da poviSanje koncentracije EPO sprozi tako tkivnozasCitne kot
hematopoetske uc¢inke, kar pa lahko vodi do nezazelenih stranskih u¢inkov (Wang in sod.,
2011b; Brines in Cerami, 2012). Na tem podrocju sta s staliS¢a farmacevtske industrije
tako zanimiva vsaj dva vidika: razvoj molekule z izni¢eno hematopoetsko in ohranjeno

tkivnozasc¢itno vlogo, ter razvoj metod za proucevanje uéinka teh molekul in vitro.
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1.1 PREGLED OBJAV
1.1.1  Eritropoetin

Cloveski eritropoetin (EPO), prvotno imenovan hemopoetin (Chateauvieux in sod., 2011),
je 30,4 kDa glikoprotein (Mocini in sod., 2007), ki deluje kot hormon, citokin in rastni
dejavnik. Prvi¢ so ga izolirali in ocistili v zelo nizki koncentraciji iz urina bolnikov z
aplasti¢no anemijo (Miyake in sod., 1977). V plazmi se pojavlja v koncentraciji od 4 do 27
mE/ml (Chateauvieux in sod., 2011). Sestavlja ga 165 aminokislinskih ostankov, Ki
oblikujejo 4 a-vijacnice. Po krvnem obtoku krozi v razli¢no glikoziliranih izooblikah, ki se
med seboj razlikujejo po elektricnem naboju in bioloski aktivnosti (Jelkmann, 2011).
Iz¢rpajo in razgradijo ga celice, na katere ucinkuje — tarcne celice (Gross in Lodish, 2006).
Vecina EPO se po rojstvu tvori v peritubularnih celicah v ledvicah (Fisher in sod., 1996),
le 10 % v jetrih, ki so pred rojstvom glavni organ za njegovo sintezo (Stiblar Martingig,
2005). Glede nastajanja EPO v neledvic¢nih tkivih pri odraslem ¢loveku (koza, mozgani) se
kresejo razlicna mnenja, potrjeno pa najdemo zapis za EPO v obliki mRNA tudi v

mozganih, jetrih, vranici, pljucih in testisih (Jelkmann, 2011).

Glavna vloga EPO je uravnavanje eritropoeze preko pospesevanja prezivetja, proliferacije
in diferenciacije eritroidnih prekurzorjev (neposredna rekrutacija zarodnih celic) (Carnot in
Deflandre, 1906) ter sprozanja sinteze hemoglobina (Krantz, 1991). Z vezavo na EPOR
eritroidnih prekurzorjev prepreci apoptozo oz. vzdrzuje viabilnost celic (Koury in

Bondurant, 1988; 1990).

Nastajanje EPO je uravnavano na transkripcijski ravni. Povezanost koncentracije kisika v
Krvi in nastajanja novih rdecih krvni¢k je med potovanjem v perujsko gorovje leta 1890
opazil in prvi¢ opisal francoski anatom Francois Gilbert Viault (Viault, 1890). Kot je
nakazal Ze Viault, sta glavna sprozilca izrazanja EPO hipoksija (padec parcialnega tlaka
kisika) in anemija (stanje zniZzane oksiformne kapacitete krvi kot posledica zmanjSanega
Stevila eritrocitov ali/in zmanjSane koli¢ine hemoglobina). Hipoksija zniza inhibitorni
ucinek transkripcijskih dejavnikov GATA-1 in 2 ter poveca dostopnost heterodimernih
(a/B) transkripcijskih dejavnikov HIF (angl. hypoxia inducible factor), ki spodbujajo

ojacevalec gena EPO. Transkripcijski dejavniki HIF se inaktivirajo v razmerah normalnega
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parcialnega tlaka kisika s hidroksilacijo a-podenot (Jelkmann, 2011). Ko pride do nastanka
EPO, se ta sprosti v krvni obtok in potuje do celic, ki na povrsini izrazajo funkcionalne
EPOR homodimere, ter preko mreze kompleksnih signalov, ki uravnavajo celi¢no
proliferacijo, diferenciacijo in smrt, spodbuja eritropoezo oz. nastajanje novih rdecih
krvnick, eritrocitov (Spivak, 2005). Signalizacija EPO se uravnava preko razli¢nih
dejavnikov, kot so: (i) koncentracija EPO, (ii) gostota EPOR na povrsini celic,
(iii) spodbujevalna aktivnost kinaz, ki sprozijo fosforilacijo tirozinov razli¢nih proteinov,
vkljuéenih v signalno pot EPO in (iv) inhibitorna aktivnost fosfataz, ki zavirajo signal EPO
(Masuda in sod., 1993; Fibach, 2011).

Prekomerno nastajanje EPO vodi v eritrocitozo (povecanje Stevila eritrocitov v krvi),
pomanjkanje EPO pa je glavni razlog za nastanek anemij (Jelkmann, 2011), povezanih z
razli¢nimi kroni¢nimi okvarami, npr. boleznijo jeter in ledvic, revmatoidnim artritisom in
mnogimi drugimi (Wallner in sod., 1977; Murphy in sod., 1994). V sredini 80. let so prvi¢
uspesno klonirali gen EPO in takrat se je razmahnila tehnologija rekombinantne DNA za
visoko zmogljivostno produkcijo modificiranih EPO molekul za spodbujanje eritropoeze.
Razli¢ne oblike EPO z generi¢nimi imeni epoetin alfa, beta in omega so Ze kar nekaj Casa
v ustaljeni rabi za zdravljenje anemij (Henry in Abels, 1994; Murphy in sod., 1994;
Storring in sod., 1998; Bren in sod., 2002).

Afiniteta vezave EPO na EPOR nehematopoetskih celic je nizka, zato lahko tkivnozasc€itni
uc¢inek EPO dosezemo le s precej visjimi odmerki EPO, kot so potrebni za hematopoetski
uc¢inek. Visoki odmerki EPO pa so povezani s stranskimi u¢inki, predvsem z nenormalno
povisano eritropoezo in proliferacijo tumorskih celic (Chateauvieux in sod., 2011).
Omenjenemu v izogib so razvili ve¢ razli¢ic molekule EPO z ohranjeno tkivnoza$¢itno in
izni¢eno eritropoetsko funkcijo. S kemijsko modifikacijo oz. mutiranjem EPO so tako
razvili CEPO, molekulo EPO s karbamiliranimi lizini (Leist in sod., 2004), povrSinski
peptid vijacnica B, ki posnema trodimenzionalno zgradbo EPO (Brines in sod., 2008),
asialoEPO, pri katerem je encimsko odstranjena siali¢na kislina (Chateauvieux in sod.,
2011), S100E, pripravljen z mestno specificno mutagenezo (Leist in sod., 2004) in Se

mnogo drugih razlic¢ic.



Juvan, N. Razvoj metod za in vitro prou¢evanje tkivnozas¢itnih uc¢inkov eritropoetina v celiénem modelu.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo, 2012

Koli¢ino oz. koncentracijo EPO obi¢ajno izrazamo v mednarodnih enotah na volumsko
enoto (E/ml, angl. IU/ml), pri ¢emer ima ena enota na eritropoezo enak ucinek kot 5 pmol

kobaltovega klorida pri glodalcih (Jelkmann, 2007).

1.1.2  Eritropoetinski receptor

Eritropoetinski receptor (EPOR) spada v druzino citokinskih receptorjev. Sestavljajo ga
priblizno 230 aminokislinskih ostankov velika zunajcelicna domena D1 (N-terminalni
konec), transmembranski segment in priblizno 230 aminokislinskih ostankov velika
citosolna domena D2 (C-terminalni konec), ki nima encimske aktivnosti (D'Andrea in sod.,
1989). EPOR se aktivira z vezavo liganda, ki povzro¢i homodimerizacijo receptorja (slika
1) (Watowich in sod., 1994) in zacetek postopnega transdukcijskega procesa (Watowich in
sod., 1999). Vecina peptidnih interakcij se zgodi na t. i. funkcionalnem epitopu, majhni
hidrofobni plos¢ati regiji zunajcelicne domene (Phe 93, Met 150, Phe 205) (slika 2) (De
Vos in sod., 1992), ki dokazano sprozi za EPO specifi¢ne ucinke tako v zivalskih modelih

kakor v celi¢nih kulturah (Wrighton in sod., 1996).

EPObp2 o EPObp]

Oled

Slika 1. Kristalna struktura kompleksa homodimernega EPOR z vezanim EPO [EPObp: EPO vezavni protein
0z. EPOR] (Syed in sod., 1998: 512).
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Slika 2. Povedan izsek funkcionalnega epitopa na homodimeru EPOR z oznafenimi hidrofobnimi
aminokislinami, ki sodelujejo pri vezavi EPO (Middleton in sod., 1999: 14165).

V eritroidnem sistemu se EPOR pretezno izraza v predniskih proeritroblastnih celicah
CFU-E (angl. colony forming unit-erythrocyte) do stopnje bazofilnega eritroblasta (Spivak,
2005), sicer pa se EPOR nahajajo tudi na Stevilnih nehematopoetskih celi¢nih tipih, npr. na
endotelijskih celicah, hepatocitih ter na zivénih in nezivénih celicah Zivénega sistema (Juul

in sod., 1999; Renzi in sod., 2002).

Izrazanje EPOR v hematopoetskih tkivih je med eritropoezo natan¢no uravnavano,
medtem ko podrobni molekulski mehanizmi v drugih tkivih $e niso popolnoma razjasnjeni,
Ceprav je verjetno, da ima EPO tudi na druga tkiva podobne ucinke kot na hematopoetska
(Renzi in sod., 2002). Brines in Cerami (Brines in Cerami, 2005; 2012; Brines in sod.,
2004; 2008) sta glavna zagovornika ideje, da je mehanizem tkivnozas¢itnega delovanja
eritropoetina posredovan preko heterokompleksa receptorja, kjer naj bi poleg homodimera
EPOR sodeloval tudi skupni B-receptor (BcR, angl. f-common receptor), vendar je Um s
svojo skupino (2007) z dokajsnjo gotovostjo dokazal, da za celi¢ni liniji SH-SY5Y in
PC12 to ne velja. Z NMR tehnologijo ter s kristalografijo so dokazali, da na teh celicah ne
pride do soCasnega izrazanja EPOR in hipoteticnega partnerja BcR, ter da je funkcionalen
EPOR prisoten na celi¢ni povrsini tudi v odsotnosti EPO. BcR je sicer skupna podenota
interlevkinov 3 in 5 ter receptorja za granulocitno makrofagni kolonije spodbujevalni
dejavnik (GM-CSF) (Brines in sod., 2004).
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1.1.3  Zas¢itni u¢inek EPO

Zadnjih dvajset let se je s proucCevanjem zasCitnega ucinka EPO ukvarjalo veliko
raziskovalnih skupin. Posledi¢no je v obtoku kopica ¢lankov, v katerih so z razli¢nimi
rezimi, koncentracijami in modelnimi sistemi dokazovali vpliv EPO na obseg umetno
sprozene apoptoze. Nekatere raziskovalne skupine so potrdile zas¢itni u¢inek EPO, vendar

obstaja tudi precej nasprotujocih si dokazov.

Gen EPOR se izraza v razli¢nih tipih mozZganskih celic: v Zivénih progenitorskih celicah,
mikroglialnih celicah, astrocitih, nevronih in oligodendrocitih. V hipoksi¢nih razmerah
mozganske celice izrazajo tudi EPO, in sicer vecinoma astrociti, medtem ko se EPOR
izraza pretezno v nevronih (Juul in sod., 1999). Tkivnozas¢itno vlogo EPO najpogosteje

proucujejo na srénem in na zivénem tkivu.

Raziskave zasc¢itnega uc¢inka EPO na ziv€evje SO najveckrat opravili na misjih in podganjih
modelih (Bernaudin in sod., 1999; Noshita in sod., 2001; Shein in sod., 2008; Fu in sod.,
2011; Kollensperger in sod., 2011; Zhao in Rempe, 2011), od celi¢nih linij pa sta bili med
najpogosteje testiranimi liniji ¢loveskega nevroblastoma (SH-SYS5Y) in podganjega

feokromocitoma (PC12), ki smo ju uporabili tudi mi.

Zasciten uéinek EPO na celice linije SH-SY5Y je raziskovalna skupina iz Argentine
potrdila z 12-urno izpostavitvijo 1, 5, 10 in 25 E/ml EPO pred proZenjem apoptoze, pri
¢emer je zascCitni ucinek EPO s koncentracijo naras¢al, medtem ko naj bi zgolj 6-urna
izpostavitev pred prozenjem apoptoze in soc¢asna izpostavitev EPO ter prozenje apoptoze
ne imela ucinka (Pregi in sod., 2006). Nasprotno pa skupina iz ZDA poro¢a, da so najve¢ji
zaSCitni ucinek dosegli z EPO v koncentraciji le 0,01 E/ml, in sicer z izpostavitvijo pred
prozenjem apoptoze in so¢asno izpostavitvijo EPO ter prozenjem apoptoze (Um in sod.,
2007).

Zas¢itni ucinek na celice linije PC12 so zaznali pri 1-urni izpostavitvi EPO in nadaljnjemu
soCasnemu prozenju apoptoze in izpostavljanju EPO (koncentracije 0,5 do 20 E/ml)
(Tanaka in sod., 2001; Ma in sod., 2009; Zhi-Kun in sod., 2012) ter tudi pri 3 do 7-

dnevnem socasnem diferenciranju in izpostavljanju celic PC12 EPO koncentracij 0,7-70
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E/ml, ¢emur je sledilo proZenje apoptoze ob neprekinjeni izpostavitvi EPO (Tanaka in
sod., 2001).

Rezultati veéine raziskav kazejo, da naj bi ustrezna koncentracija in rezim izpostavitve
EPO popolnoma preprecila umetno sprozeno apoptozo oz. naj bi EPO po zacetnem
povecanju apoptoze obnovil celi¢no viabilnost do ravni, primerljive s kontrolnimi celicami,
gojenimi v polnem rastnem mediju — brez apoptoze (Pregi in sod., 2009; Zhi-Kun in sod.,
2012). Kljub temu pa nekatere druge raziskave kazejo le 50-odstotno povisanje celicne

viabilnosti po uspes$nem rezimu izpostavitve EPO (Um in sod., 2007).

Kot primerne sprozitelje apoptoze na izbranih celi¢nih linijah razli¢ni avtorji najveckrat
navajajo obdelavo s stavrosporinom (Pregi in sod., 2006; Um in sod., 2007; Wenker in
sod., 2010), H,O, (Shi in sod., 2010; Sinclair in sod., 2010), amiloidom  (Li in sod., 2008;
Zhi-Kun in sod., 2012), MPTP (Wu in sod., 2007) in TNF-o (dejavnik tumorske
nekroze a) (Pregi in sod., 2009; Wenker in sod., 2010) ter in vitro sprozanje hipoksije
(Meloni in sod., 2006; Wenker in sod., 2010). Za merjenje vpliva na obseg apoptoze pa
najpogosteje uporabljajo metode obarvanje z barvilom Hoechst (Pregi in sod., 2009) ali
tripansko modrilo (Maroto in Perez-Polo, 1997), proucevanje razgradnje DNA (Pregi in
sod., 2009; Shi in sod., 2010), merjenje kaspazne aktivnosti (Pregi in sod., 2009; Shi in
sod., 2010), merjenje apoptoze preko aneksina V (Um in sod., 2007) in MTT test, ki sicer
meri viabilnost celic, vendar ga raziskovalci zaradi priro¢nosti zelo pogosto uporabljajo
tudi za posredno merjenje relativnega obsega apoptoze (Tanaka in sod., 2001; Ma in sod.,
2009).

Doslej je za proucevanje uéinka EPO na raven apoptoze celic PC12 le ena raziskovalna
skupina uporabila odstranitev seruma iz polnega rastnega medija oz. t. i. stradanje
(Koshimura in sod., 1999), medtem ko na celi¢ni liniji SH-SY5Y podobnega eksperimenta
ni bilo. Sicer pa so kot prozilec apoptoze v druga¢ne namene razli¢ne raziskovalne skupine
uporabile tako stradanje celic linije SH-SY5Y, kjer so apoptozo sprozali 1-3 dni (Macleod
in sod., 2001; Aubry in sod., 2009), kakor tudi celi¢ne linije PC12, kjer naj bi bilo za
sprozitev apoptoze po nekaterih nevedbah potrebnih 12 ur (Ji in Liu, 2001) oz. po drugih
navedbah 3-5 dni (Koshimura in sod., 1999; Tanaka in sod., 1997).
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1.1.4  Mehanizem delovanja EPO

Razliéni dokazi kazejo, da je tkivnozaSciten u€inek EPO na Ziv€evje povezan z
anti-apoptotskim, Zivéno-regenerativnim in protivnetnim delovanjem (Sola in sod., 2005).
Mehanizem, kako celica izbere specifi¢no pot, ki vodi v zas¢itno delovanje, ni natan¢no
znan, zagotovo pa drzi, da pri tem igrajo pomembno vlogo tip celice, njen presnovni status

in razpolozljivost receptorjev na njeni povrsini (van der Kooij in sod., 2008).

Hipoteza o povratni zanki pravi, da pride do zascitnega ucinka EPO zaradi povecanega
Stevila EPOR na celi¢ni membrani. Pove€anje izrazanja gena EPOR so dokazali Pregi in
sodelavci (2006), ki so v celicah linije SH-SY5Y zaznali od koncentracije EPO (1, 5, 10 in

25 E/mL) odvisno povisanje izrazanja EPOR.

Pregi in njegova skupina so leta 2006 dokazali, ob izpostavljanju celic SH-SY5Y EPO ne
pride do dviga izrazanja gena BCL-2 (Pregi in sod., 2006), medtem ko so 4 kasneje
Wenkerjeva in njena skupina dobili rezultat, da se izpostavitev EPO sprozi poveéanje
izrazanja anti-apoptotskih genov BCL-XL in BCL-2 (Wenker in sod., 2010).

Vecina raziskovalnih skupin je soglasnih, da EPO spodbuja funkcionalnost in viabilnost
zivénih celic preko aktivacije kalcijevih kanal¢kov. Nevralni odzivi na aktivacijo Ca®*
kanal¢kov so npr. eksocitoza, aktivacija encimov in fosforilacija proteinov. Po 5-dnevnem
stradanju oz. predhodnem izpostavljanju zelo nizkim koncentracijam EPO, le-ta sprozi
depolarizacijo membrane ter poveca privzem Ca?* in celokupno koncentracijo Ca®* v
celicah (Masuda in sod., 1993; Koshimura in sod., 1999). Poroc¢ajo tudi o povecani
produkeiji NO (dusikovega oksida) v celicah, izpostavljenih EPO, pri ¢emer pa naj EPO ne
bi vplival na nastajanje NO 0z. na NOS (sintazo dusikovega oksida) (Koshimura in sod.,

1999).

Slika 3 prikazuje najpogosteje obravnavane signalne poti, vklju¢ene v mehanizem

zaSCitnega delovanja EPO.
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Slika 3. Znotrajceli¢ne signalne poti, vkljuene v mehanizem zas¢itnega uc¢inka EPO [EPObp: EPO vezavni
protein; PLC: fosfolipaza C; JAK-2: Janusna kinaza 2; NO: dusikov oksid; ERK2: z zunajceli¢nimi signali
nadzorovana kinaza 2; PI3K: fosfatidilinozitol 3-kinaza; STATS5: signalni prenaSalec in aktivator
transkripcije; GSK-3pB: kinaza glikogen-sintaze 3B; AKT: proteinska kinaza B; IxB: inhibitor kB; NF-xB:
jedrni dejavnik «B; BCL-XL: anti-apoptotski protein; BAD: pro-apoptotski protein] (prirejeno po Brines in
Cerami, 2005: 489).

EPO z vezavo na receptorski homodimer (EPObpl in EPObp2) povzroci fosforilacijo
Janusne kinaze 2 (JAK-2) (transfosforilacija). Citoplazemska domena EPOR vsebuje 8
tirozinskih ostankov, ki se ob spodbujanju z EPO prehodno fosforilirajo in se po 30
minutah vrnejo nazaj v zacetno stanje. Fosforilirani tirozini predstavljajo sidriS¢a za
rekrutacijo proteinov, ki vsebujejo SH2 domeno, med njimi PI3K (fosfatidilinozitol 3-
kinaza) in STATS (signalni prenasalec in aktivator transkripcije) (Constantinescu in sod.,

1999; Frank, 2002; Witthuhn in sod., 1993). STAT5 se premesti v jedro, kjer uravnava
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transkripcijo (Wojchowski in sod., 1999). Njegova aktivacija povzroci povisano izraZanje
anti-apoptotskih genov BCL-X,_ in BCL-2 (Wei in sod., 2006) in znizano izraZanje pro-
apoptotskih genov, npr. BAX (Kumral in sod., 2006), aktivacija PI3K pa povzro¢i
aktivacijo AKT (proteinska kinaza B) in ERK2 (z zunajceli¢énimi signali nadzorovana
kinaza 2 (Burgering in Coffer, 1995; Campana in sod., 1998; Bao in sod., 1999;
Koshimura in sod., 1999), kar privede do inhibicije apoptoze oz. prezivetja celice (Brines
in Cerami, 2012).

Glavni dejavnik, ki vodi do inhibicije apoptoze, je verjetno AKT, serinsko-treoninska
proteinska kinaza, ki deluje kot celi¢ni analog virusnega onkogena v-Akt in igra klju¢no
vlogo pri uravnavanju prezivetja in apoptoze (Burgering in Coffer, 1995; Franke in sod.,
1997). Fosforilirana oblika AKT preko inaktivacije razlicnih taré, med drugim pro-
apoptotskega proteina BAD, prepreCuje apoptozo oz. povzro¢i prezivetje celic (Datta in
sod., 1997; del Peso in sod., 1997). Ostale taréne molekule AKT so Se GSK-3, p53,
citokrom ¢ in NF-kp (Datta in sod., 1999; Culmsee in Mattson, 2005). ERK2 je proteinsko
kinazna signalna molekula, ki sodeluje pri uravnavanju mejoze, mitoze in postmitoti¢nega
dogajanja v diferencirani celici. Signalne poti ERK2 lahko sprozijo razli¢ni draZljaji, kot so
rastni dejavniki, citokini, transformirajo¢i dejavniki in karcinogeni, okuzba z virusi itd.
Vc¢asih se kot sinonim za kinazo, ki jo nadzorujejo zunajceli¢ni signali (ERK2), uporablja
izraz MAPK (z mitogenom aktivirani protein-kinaza) (Rozman in Jez, 2010). Aktivacijo
signalnih poti v celi¢ni liniji PC12 ob izpostavitvi EPO je prouceval tudi Meloni s
sodelavci (2006), ki poleg signalne poti ERK in drugih omenjenih navaja tudi spremembe
v signalnih poteh oz. molekulah serinske proteaze p38 in s stresom aktivirane proteinske
kinaze JNK. Nasprotno pa Wu in sodelavci (2007) navajajo, da pri zasciti pred apoptozo v
celicah PC12 ni vkljuena signalna pot ERK, temve¢ da gre zgolj za signalno pot
Akt/GSK-3p/kaspaza-3.

Signalne poti v hematopoetskih tkivih, ki usmerjajo diferenciacijo oz. zorenje eritroidnih
celic, so presezne v smislu da kljub vec€im razli¢nim mutacijam Se vedno lahko pride do
normalnega nastajanja rdecih krvnick, iz ¢esar sledi logi¢en sklep, da najverjetneje vse poti

delujejo v smeri aktivacije anti-apoptotskih proteinov (Constantinescu in sod., 1999).
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1.1.5 Apoptoza

Pri procesu apoptoze gre za kompleksne in prefinjene kaskade molekulskih dogodkov,
odvisnih od energije, ki vodijo v programirano in natan¢no uravnavano celi¢no smrt.
Glavni poti prozenja apoptoze sta ekstrinzi¢na in intrinzi¢na pot, ki sta med seboj povezani
in vplivata ena na drugo. Obstaja Se tretja pot proZenja apoptoze, perforinska/grancimska

pot, ki vkljucuje citotoksi¢ne limfocite T.

Ekstrinzi¢na pot proZenja apoptoze se aktivira kot odziv na $tevilne zunanje drazljaje, ki
jih celica zazna s t. i. smrtnimi receptorji. Domena smrtnega receptorja se preko kaskade
molekulskih dogodkov poveze z iniciatorsko kaspazo 8, ki nato aktivira kaspazo 3 ali cepi
BID, protein druzine BCL-2, kar vodi v nastanek apoptosoma in v aktivacijo kaspaze 9
(Elmore, 2007).

Kaspaze sestavljajo veliko druzino zelo ohranjenih proteinov. Delimo jih na dve vedji
poddruzini: kaspaze, Ki sodelujejo pri vnetju (kaspaze, homologne kaspazi 1), in kaspaze,
povezane z genom CED-3 (angl. cell death abnormal 3), ki so primarno vpletene v
apoptozo (Richardson in Kumar, 2002). So ubikvitarni encimi, ki jih v normalni celici
najdemo v neaktivni obliki — kot cimogene. Aktivacija vkljuCuje cepitev cimogena ob
aspartatu med podenotami in s tem odstranitev prodomene encima. Aktivno mesto je
heteromer iz male in velike podenote, kon¢na aktivna oblika kaspaze pa je proteinski

tetramer, sestavljen iz dveh tak$nih heterodimerov (Pizem in Cor, 2001).

Intrinzi€no pot prozenja apoptoze lahko aktivirajo razli¢ni signali iz okolja, kot so
pomanjkanje rastnih dejavnikov, sevanje, toksini, hipoksija, virusna infekcija itd.
Vklju€uje mrezo razli¢nih drazljajev, ki ne delujejo preko receptorjev, temve¢ neposredno
na taréne proteine in tako vodijo do sprememb notranje membrane mitohondrija, kar
povzro¢i nastanek por in s tem izgubo transmembranskega potenciala mitohondrija in
sprostitev pro-apoptotskih proteinov iz medmembranskega prostora v citosol. Ti proteini
aktivirajo razlicne kaspaze, povzro¢ijo nastanek apoptosoma ter v kasnejSem stadiju
apoptoze tudi razgradnjo DNA in zgostitev kromatina. V uravnavanje omenjenih
mitohondrijskih dogodkov je vpletena druzina proteinov BCL-2, te pa nadzoruje protein

p53, ki zavira rast tumorja. Proteine druzine BCL-2 razdelimo v 3 skupine. Skupina 1
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vkljucuje anti-apoptotske proteine (BCL-2, Bcl-X, BCL-Xs ...), proteini skupin 2 in 3 pa
so proapoptotski (BAX, BAD, BID ..) — vkljuéeni v permeabilizacijo zunanje
mitohondrijske membrane (Elmore, 2007). BAX se v stresnih razmerah premesti na
mitohondrijsko membrano ter povzro¢i nastanek por in izhajanje citokroma c, ki nato
sprozi apoptozo. Drugi nacin pro-apoptotskega delovanja BAX je preko aktivacije kaspaze
3, tretji pa preko vezave na anti-apoptotske proteine, ki jih s svojo vezavo blokira, kar je
prav tako glavni mehanizem delovanja proteina BAD. BCL-2 deluje anti-apoptotsko preko
nadzora prepustnosti mitohondrijske membrane in preko vezave na aktivacijski dejavnik 1
apoptozne proteaze (APAF-1), kar oboje vodi do preprecitve aktivacije kaspaz (Tsujimoto
in Croce, 1986; Oltvai in sod., 1993).

Vse poti prozZenja apoptoze se na koncu zdruzijo v izvr$ilno pot, ki se pricne z aktivacijo
izvrSilne kaspaze 3 in se odrazi v razgradnji DNA, zgostitvi kromatina, razgradnji
citoskeleta in jedrnih proteinov, pre¢nem povezovanju proteinov, nastanku apoptotskih
telesc, izrazanju ligandov za receptorje fagocitotskih celic in nazadnje v fagocitozi.
Znacilni sprozilec za fagocitozo je premik fosfatidilserina na zunanjo membrano (Elmore,
2007).

Ker v celi¢ni kulturi lahko pride so¢asno z apoptozo tudi do nekroze, je pomembno, da ju
znamo lociti. Nekroza je namre¢ toksi¢ni proces, pri katerem je celica pasivna Zrtev, ki
sledi od energije neodvisnemu procesu celiéne smrti. Nekateri procesi so skupni obema
procesoma, najpomembnejse morfoloske razlike, ki razlikujejo apoptozo od nekroze, pa so

prikazane v preglednici 1 (EImore, 2007).

Preglednica 1. Morfoloske razlike med apoptozo in nekrozo (prirejeno po Elmore, 2007: 496).

Apoptoza Nekroza
posamezne celice ali manjsi skupki ved;ji skupki, konfluentne celice
skréenje celice nabrekanje celice
internukleosomska razgradnja DNA nakljuéna in difuzna razgradnja DNA
neposkodovana celi¢na membrana poskodovana celiéna membrana
citoplazma zadrzana v apoptotskih telescih citoplazma sproséena v okoligko tkivo ali medij
ni vnetja, fagocitoza apoptotskih telesc vnetje obiCajno prisotno
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1.1.6  Testi za merjenje apoptoze

V proces apoptoze je vklju¢enih mnogo razlicnih dejavnikov in kompleksnih zaporednih
dogodkov, ki so natan¢no uravnavani v ve¢ toCkah. Te regulacijske toCke nam lahko
sluzijo kot orodje za proucevanje vpletenih proteinov — aktivatorjev, efektorjev in
regulatorjev apoptoze, preko katerih lahko z razli¢énimi apoptotskimi testi zaznavamo ali
Stejemo apoptotske celice. Ker so si dogodki v apoptozi in nekrozi lahko precej podobni, je
kljuénega pomena, da za natancno dolocanje apoptotskih celic uporabimo vsaj dva testa, ki
temeljita na razlicnih principih (Elmore, 2007). V uporabi je Sirok nabor apoptotskih
testov, od katerih ima vsak svoje prednosti in slabosti, ki se jih moramo pri izbiri
najprimernejSega za posamezen primer dobro zavedati (Watanabe in sod., 2002; Otsuki in
sod., 2003). Zato je zelo pomembno poznavanje Kinetike apoptoze v izbranem modelu.
Nekateri proteini, npr. kaspaze, se v procesu apoptoze namre¢ izrazijo le prehodno. Prav
tako se moramo zavedati, da celice, gojene v kulturi, sCasoma zapadejo v sekundarno
nekrozo. To je stanje, ko celice po dolo¢enem casu inkubacije prenehajo S presnovnimi
procesi, izgubijo membransko integriteto in sprostijo citoplazemsko vsebino v okolje.
Zaradi tega lahko dobimo lazen pozitiven rezultat, po drugi strani pa apoptotske celice
hitro izginejo, kar lahko vodi do laZnega negativnega rezultata, ¢e testa ne opravimo ob
primerni ¢asovni tocki. Izbira primernega sprozilca apoptoze, ¢asovne tocke in tipa testa
ima zato velik pomen. Teste za merjenje apoptoze v celi¢nih kulturah lahko glede na to,
katero apoptotsko znacilnost zaznavajo, razdelimo v 5 skupin, opisanih v nadaljevanju
(Elmore, 2007).

i.  Citomorfoloske spremembe

Pod svetlobnim mikroskopom lahko vidimo znacilnosti kasnejse faze apoptoze: kréenje
celice in piknozo. Velikost celic se manjsa, citoplazma postaja gostejsa in organeli bolj
tesno pakirani. Piknoza je najbolj znalilen pojav apoptoze in je posledica zgostitve
kromatina. Po barvanju s hematoksilinom in eozinom predstavljajo apoptotske celice
okrogle ali ovalne mase z intenzivno eozinofilno citoplazmo in gostimi drobci
kromatina. Odmaknjene so od svoje okolice, kar je vidno kot svetel pas, ki jih obdaja
(slika 4A) (Stiblar Martin¢i¢, 1998). Metoda zazna poznejse dogodke v apoptozi, zato

celic v zgodnji fazi apoptoze ne zaznamo in je priporo€ljiva potrditev s katerim od
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drugih apoptotskih testov. Nasprotno pa je transmisijska elektronska mikroskopija
(TEM) uveljavljena kot zlati standard za potrditev apoptoze. Nedvoumno lahko namre¢
potrdimo glavne znadilnosti apoptoze: elektronsko gosto jedro — v zgodnji fazi ostro
lo¢eno od citoplazme, saj se kromatin oblikuje v ostro lo¢eno drobno zrnato maso, ki se
zbira ob robu jedrne ovojnice, jedro je fragmentirano, membrana celice ostaja
neposkodovana tudi v poznem stadiju apoptoze, v celici se pojavijo neorganizirani
organeli ter velike in bistre vakuole, celice se gubajo in na povrsini nastajajo brstici,
celice razpadajo v apoptotska telesca, ki so obdana z dobro ohranjeno notranjo in
zunanjo membrano, in prihaja do fagocitoze apoptotskih telesc (slika 4B). Slabosti
TEM so visoka cena, ¢asovna potratnost in zmoznost testiranja le majhnega odseka
naenkrat (Verhaegen, 1998; Stiblar Martin¢i¢, 1998).

Slika 4. Citomorfoloske spremembe med apoptozo: A) mikrografija mi§jega pankreasa, barvanega s HE,
posneta s svetlobnim mikroskopom (pusCice prikazujejo apoptoticne celice, ki so skréene in imajo
zgosfen0 citoplazmo in fragmentirano jedro); B) transmisijska elektronska mikrografija prizeljca —

limfociti v zgodnji fazi apoptoze z zgos¢enim kromatinom in citoplazmo ter nepravilno obliko celice
(leva pus¢ica prikazuje apoptotsko telesce, desna pa fragment jedra) (EImore, 2007: 497 in 499).

ii.  Internukleosomska razgradnja DNA

Zgostitev kromatina je povezana s cepljenjem jedrne DNA z endonukleazami v
obmocju vrzeli med nukleosomi. Pri tem nastanejo Stevilni fragmenti, dolgi od 180 do
200 baznih parov. Razgradnjo DNA lahko prikazemo z elektroforezo, pretocno
citometrijo ali oznaevanjem z razli¢énimi barvnimi ali fluorescentnimi oznacevalci. Pri
elektroforezi dobimo znacilno sliko lestve DNA v agaroznem gelu, pretocna

citometrija pa nam odkrije z biotiniliranimi nukleotidi oznacene fragmente DNA.
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Metodi sta primerni zaradi enostavnosti in uporabni za tkiva in celicne kulture z
velikim S$tevilom apoptoti¢nih celic. Pri proucevanju apoptoze celic je veckrat
pomembna prepoznava in lokalizacija teh celic v tkivnem vzorcu, Cesar pa zgoraj
omenjeni metodi ne omogocata. Testi za zaznavanje razgradnje DNA v posamezni
celici obi¢ajno temeljijo na oznacevanju koncev nukleosomskih fragmentov, ki jih

zaznamo kolorimetri¢no ali kot fluorescenco (Elmore, 2007).

iii.  Zaznavanje kaspaz o0z. cepljenih kaspaznih substratov, regulatorjev in
inhibitorjev
Zelo dobri tar¢i za merjenje obsega apoptoze sta iniciatorska in efektorska kaspaza. Z
luminiscentnimi in fluorescentnimi substrati zaznamo cepitev razli¢énih cimogenov kot
znacilnost apoptoze. Za dolocCanje aktivne oblike kaspaz lahko uporabljamo tudi
protitelesa in fluorescentno oznafene inhibitorje kaspaz. Iniciatorski kaspazi pri
Cloveku sta 8 in 9. Ti dve lahko s proteolizo aktivirata efektorske kaspaze, med drugimi
tudi kaspazo 3, ki nato cepi taréne proteine in povzro¢i apoptozo. Kaspaze so mocno
uravnavane na transkripcijski ravni in z endogenimi anti-apoptotskimi polipeptidi.
Testi, s katerimi neposredno merimo kaspazno aktivnost, omogoc¢ajo tudi razumevanje

mehanizma celi¢ne smrti (EImore, 2007).

Iv.  Spremembe na celi¢ni membrani

Zdrave evkariontske celice vzdrzujejo znacilno asimetrijo v fosfolipidnem dvosloju,
med celi¢no smrtjo pa se mo¢no poveca vsebnost fosfatidilserina na zunanji membrani
(in zmanjSa na notranji). Celicno smrt tako lahko zaznamo preko proteina, ki se z
visoko afiniteto veze na fosfatidilserin. To je npr. aneksin V, ki ga konjugiramo z
barvilom ali fluorescentno molekulo in tako na specificen na¢in ozna¢imo umirajoce
celice. Na podoben nacin lahko apoptozo zaznavamo tudi s Kkalretikulinom in
trombospondinom-1. Glavna prednost je visoka obcutljivost testa (z uporabo pretocne
citometrije lahko zaznamo posamezne apoptotske celice). S kombinacijo posebnih

barvil lahko razlikujemo med apoptoti¢énimi in nekroti¢nimi celicami (Elmore, 2007).

v.  Mitohondrijske spremembe
Spremembe v metaboli¢ni aktivnosti mitohondrija so znacilne za kasnejSo fazo

apoptoze. Gre za porusitev elektrokemijskega gradienta skozi zunanjo mitohondrijsko
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membrano, do Cesar pride zaradi delovanja proteinov druzine BCL-2, ki povzrocijo
nastanek por v mitohondrijski membrani. Z laserskim presevnim konfokalnim
mikroskopom lahko opazujemo stevilne spremembe na mitohondrijih: nastanek por v
mitohondrijih, depolarizacijo notranje membrane mitohondrija, tok Ca?*, redoks status
mitohondrija in reaktivne kisikove spojine. Z laserskim ali fluorescentnim
mikroskopom pa lahko opazujemo tudi izhajanje citokroma c iz mitohondrijev ter
razli¢éne pro- in anti-apoptotske regulatorne proteine. Pogosto uporabljana metoda za
opazovanje sprememb na zunanji mitohondrijski membrani je barvanje s
fluorescentnim kationskim barvilom, npr. JC-1. V zdravih neapoptoti¢nih celicah se
liofilizirano barvilo akumulira v mitohondriju in ko doseze kriticno koncentracijo, tvori
skupke, ki oddajajo specificno svetlo rdeco fluorescentno svetlobo, v apoptoti¢nih
celicah pa barvilo difundira v citoplazmo, kjer njgove molekule v monomerni obliki

oddajajo fluorescenco drugac¢ne barve, v tem primeru zeleno (Elmore, 2007).

1.2 NAMEN DELA

V zadnjih letih so veé¢ino raziskav delovanja eritropoetina opravili na misjih modelih
(Bernaudin in sod., 1999; Noshita in sod., 2001; Shein in sod., 2008; Fu in sod., 2011;
Kollensperger in sod., 2011; Zhao in Rempe, 2011). Razvoj in vitro metod na celi¢nih

linijah bi v primerjavi z mi$jimi modeli (in vivo) prinesel znatne prednosti: moznost

izvajanja visoko zmogljivostnih analiz, zagotavljanje nespremenjljivih razmer, eti¢no

nesporno raziskovanje ucinka na Zive sisteme ter skladnost s priporo¢ili za zmanjSanje

uporabe poskusnih zivali.

Cilji magistrskega dela so bili:

najti primeren sprozilec apoptoze za proucevanje ucinka eksogeno dodanega EPO,
razviti metodo, ki omogoc¢a merjenje tkivnozas€itnega ucinka eritropoetina in vitro
v celicnem modelu (potencialni tkivnozas¢itni uc¢inek EPO merjen kot ucinek na
raven apoptoze) ter

prouciti tkivnozascitni ué¢inek EPO in vitro na izbranih celi¢nih linijah nevralnega

izvora.
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1.3 HIPOTEZA

Rastni dejavnik eritropoetin poleg svoje osnovne funkcije kot hematopoetski dejavnik
nakazuje tudi zasCitni ucinek na Zzivéevje. Pri¢akujemo, da bomo ob ustreznem rezimu
izpostavitve celic eritropoetinu zaznali zmanjSano raven apoptoze v primerjavi s
kontrolnimi celicami.
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2 MATERIAL IN METODE

2.1 MATERIAL

Izbrana modela za proucevanje uéinka EPO sta bili trajni celi¢ni liniji ¢loveskega
nevroblastoma SH-SY5Y (slika 5) in podganjega feokromocitoma PC12 (slika 6). Poreklo
celicne cinije SH-SY5Y je laboratorij doc. dr. Natase Debeljak, od koder je tudi celi¢na
linija PC12, na kateri so bili narejeni poskusi prenosa proteinov western. Vse ostale

poskuse na celi¢ni liniji PC12 smo opravili na celicah iz laboratorija prof. dr. Janka Kosa.

Obe liniji sta nevralnega izvora in izrazata EPOR (Masuda in sod., 1993).

Slika 6. Slika celic PC12: A) diferencirane celice (gojene 3 dni v mediju DME s 100 ng/ml NGF); B)
nediferencirane celice (gojene v mediju DME z dodatkom 10 % HS in 5 % FBS) (Tanaka in sod., 1997: 4).

Celicni liniji smo gojili v medijih, ki vsebujejo osnovna hranila, ki se vgradijo v delece se
celice (aminokisline, mascobne kisline, sladkorje, ione, elemente v sledeh, vitamine,

kofaktorje in snovi za ohranjanje ustreznega okolja), dopolnjenih s serumom. Za gojenje
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SH-SY5Y smo uporabili medija DME z 10 % FBS in DME/F12 z 10 % FBS (LGC/ATTC,
2012), za PC12 pa medij DME z dodanim 10 % HS in 5 % FBS (Masuda in sod., 1993;
Morishita in sod., 1997; Wu in sod., 2007). Ti mediji so v nadaljevanju magistrskega dela
navedeni kot »polni rastni mediji«. Celice smo za vzdrzevanje linije gojili v gojitvenih
posodah s povr§inami 25, 75 in 150 cm? (posode T25, T75, T150) v nadzorovani vlazni
atmosferi s 5 % CO,, poskuse pa smo izvajali na gojitvenih plos¢ah s 6, 12 in 96
vdolbinicami z manj$imi povrSinami. Celice SH-SY5Y rastejo pritrjene na podlago, zato
smo jih pri dosegu 75% konfluentnosti precepljali s tripsinom (0,25%) v raztopini EDTA
(3,1 ml/T75), celice linije PC12 pa so suspenzijske, zato smo jih precepljali s
centrifugiranjem (1300x g, 5 minut). Celice smo za poskuse uporabljali od dosezene 3. do
17. pasaze. Za nase namene je bilo potrebno celice linije PC12 pred izpostavitvijo EPO
diferencirati 5 dni na plos¢ah (diferenciacija se je izkazala za najuspesnejSo na ploscah s 6
vdolbinicami), prevle¢enih z 10 pg/ml Kkolagena tipa 4 (koncentracijo smo dolo¢ili
eksperimentalno), s 100 ng/ml NGF (ziv¢ni rastni dejavnik) (Greene in Tischler, 1976) v
mediju DME brez dodanega seruma, diferenciacijski medij pa je bilo potrebno menjavati
vsakih 48 ur, da so celice zacele izrazati lastnosti zivénih celic (obsezne fenotipske
spremembe, prenehanje delitev, izrasanje nevritov, pridobitev elektri¢ne vzdraznosti) (Cit.
po Harrill in Mundy, 2011). Kot diferencirane smo smatrali pritrjene celice z vsaj enim
izrastkom (nevritom), dalj§im od premera some celice (Gunning in sod., 1981; Das in sod.,
2004).

V preglednicah 2-4 so navedene vse uporabljene kemikalije in laboratorijski material.

Preglednica 2. Kemikalije, uporabljene pri magistrskem delu.

Kemikalija Proizvajalec Namen uporabe

2-merkaptoetanol Sigma-Aldrich, ZDA prenos western

2-propanol J.T.Baker, Nizozemska izolacija RNA

akrilamid/bis-akrilamid BioRad, ZDA prenos western

amonijev persulfat (APS) Serva, Nem¢ija prenos western

Cell Death Detection ELISA™®  Roche, ZDA komplet za merjenje
internukleosomske razgradnje DNA

d(,“;VI'I')P, dCTP, dTTP, dATP (100 Promega, ZDA sinteza cDNA

m

Se nadaljuje
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Nadaljevanje preglednice 2. Kemikalije, uporabljene pri magistrskem delu.

Kemikalija

Proizvajalec

Namen uporabe

DNase | (DNaza in 10x pufer)

Dulbecco's Modified Eagle (DME)
— high glucose medij

Dulbecco's Modified Eagle /Ham's
F-12 Nutrient Mixture (DME/F12)
medij

eritropoetin (HX575), 2,5 mg/ml

etanol

FBS (fetusni serum goveda)
glikogen, 5 mg/ml
goveji serumski albumin (BSA)

Homogeneous Caspases Assay,
fluorimetric

kloroform

kolagen iz ¢loveske placente
Bornstein in Traub tip IV

konjski serum (HS)
metanol

NasVO,

NaDS

NaF

nakljucni zacetni oligonukleotidi
(heksameri, 500 pg/ml)

natrijev bikarbonat

NGF-B, podganji, 0,5 mg/ml
NP-40

NuPAGE" LDS Sample Buffer
PBS (fosfatni pufer z NaCl)

Pierce® ECL Western Blotting
Substrate

Roche, Nemcija

Sigma-Aldrich, ZDA

Sigma-Aldrich, ZDA

Lek, Slovenija

Kefo, Slovenija

Sigma Chemical, Nemcija
Ambion, ZDA
Sigma-Aldrich, ZDA
Roche, ZDA

Carlo Erba, Spanija
Sigma-Aldrich, ZDA

Gibco, Kanada
Carlo Erba, Spanija
Sigma-Aldrich, ZDA
Carl Roth, Nemcija
Merck, Nemcija

Promega, ZDA

Sigma-Aldrich, ZDA
Sigma-Aldrich, ZDA
Sigma-Aldrich, ZDA
Sigma-Aldrich, ZDA
Sigma-Aldrich, ZDA

Thermo Scientific, ZDA

20

RT-PCR reakcija

medij za gojenje celic (PC12 in
SH-SY5Y)

medij za gojenje celic (SH-SY5Y)

izpostavitev celic

izolacija RNA in dezinfekcija
delovne povrsine

dodatek rastnemu mediju
izolacija RNA
prenos western

komplet za merjenje apoptoze
preko aktivacije kaspaz

izolacija RNA

diferenciacija celic PC12

dodatek rastnemu mediju
prenos western
prenos western
prenos western
prenos western

sinteza cDNA

dodatek rastnemu mediju
diferenciacija celic PC12
prenos western
prenos western

raztapljanje glikogena in kolagena,
spiranje celic, prenos western

prenos western

Se nadaljuje
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Nadaljevanje preglednice 2. Kemikalije, uporabljene pri magistrskem delu.

Kemikalija

Proizvajalec

Namen uporabe

placebo EPO (59 mM Na-fosfat,
150 mM NaCl, pH 7)

PMSF
Pierce™ BCA Protein Assay kit

primarna protitelesa Akt, P-Akt,
Stat, P-Stat, 44/42 MAPK, P-44/42
MAPK

RNAse-free voda

sekundarna protitelesa anti-rabbit-
HRP

Spectra™ Multicolor Broad Range
Protein Ladder

stavrosporin, 2 mg/ml

SuperScript RT 111 (komplet
vsebuje DTT, SSIII RT, 5x First
Strand pufer, 10x inkubacijski
pufer)

SYBR Green | Master (mesanica
FastStart Taq polimeraze, pufra,
mesSanice dNTP, barvila SYBR
Green | in MgCl,)

TEMED

TNF-a, 2,3 mg/ml

TRI reagent

tripsin (0,25%) v raztopini EDTA
Tris

Tween 20

WST-1 (proliferacijski reagent)

Kemijski institut, Slovenija

Sigma-Aldrich, ZDA
Thermo Scientific, ZDA

Cell Signaling Technology, ZDA

Molecular Bioproducts, Mehika

Sigma-Aldrich, ZDA

Fermentas, Kanada

Sigma-Aldrich, ZDA

Invitrogen, Kanada

Roche, Nemcija

Sigma-Aldrich, ZDA
Lek, Slovenija
Sigma-Aldrich, ZDA
Sigma Chemical, Nemcija
Merck, Nemcija
Sigma-Aldrich, ZDA
Roche, ZDA

izpostavitev celic

prenos western
merjenje koncentracije proteinov

prenos western

izolacija RNA

prenos western

prenos western (elektroforeza)

sprozanje apoptoze

sinteza cDNA

RT-PCR reakcija

prenos western

sproZanje apoptoze
izolacija RNA

precepljanje celic SH-SY5Y
prenos western

prenos western

merjenje metaboli¢ne aktivnosti

Preglednica 3. Uporabljena laboratorijska oprema.

Oprema

Proizvajalec

AccuChip Kit — DigitalBio (¢ipi za Stetje celic)

ADAM aparat za Stetje celic

centrifuga

NanoEnTek, Republika Koreja

NanoEnTek, Republika Koreja

Tehtnica, Slovenija
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Nadaljevanje preglednice 3. Uporabljena laboratorijska oprema.

Oprema

Proizvajalec

centrifugi 5415R in 5810R
CO, inkubator

elektroforeza — NaDS poliakrilamidna (banjice,
stekelca, glavnicki, sendvi¢ za mokri prenos
proteinov ...)

Epoch, ¢italnik ELISA

filter papir Whatman

filter za filtracijo gojisca

Imagel 1.42q (racunalniski program za analizo slik)
LAS-4000 (naprava za slikanje PVDF membran)
LightCyCIer® 480 (cikliéni termostat za RT-PCR)

LightCycler® 480 Software (program
kvantifikacijo grafov pri metodi RT-PCR)

za

magnetno meSalo MMS 3000

Multi Gauge (program za analizo slik)
nastavki za multikanalno pipeto

PASW v.18 (program za statisti¢éno analizo)
pH-meter

pipete (5 ml, 10 ml in 25 ml)

pipetor Accu-Jet

plosée in posode za gojenje celic

plosée za gojenje celic s 96 vdolbinicami z ravnim
dnom in ¢érnimi stenami, Kaminform

PVDF membrana

spektrofotometer ND-1000 — NanoDrop
stresalnik

stresalnik

stresalnik OS-10

Synergy H4 (naprava za merjenje fluorescence)
vorteks

0,2 ml PCR mikrocentrifugirke v traku po 8
2720 Thermal Cycler (cikli¢ni termostat za PCR)

Eppendorf, Nemcija
Sanyo, Japonska

BioRad, ZDA

BioTek Instruments, ZDA
Sigma-Aldrich, ZDA

TPP, Svica

National Institutes of Health, ZDA
Fujifilm, Japonska

Roche, ZDA

Roche, ZDA

Biosan, ZDA

Fujifilm

Biohit, Finska

IBM Corporation, ZDA
InoLab, Spanija

TPP, Svica

Brand, Nemcdija

TPP, Svica

Greiner Bio-One, Nem¢ija

Sigma-Aldrich, ZDA

Thermo Scientific, ZDA

Thermo Scientific, ZDA

Kambi¢ laboratorijska oprema, Slovenija
Biosan, ZDA

Biotek Instruments, ZDA

Biosan, ZDA

Star Lab, Francija

Applied Biosystems, ZDA
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Preglednica 4. V laboratoriju pripravljeni geli, pufri in druge zmesi kemikalij za prenos western.

Pripravek

Sestava

10% akrilamidni nanaSalni (resolving) gel (za en gel)

5% akrilamidni lo¢itveni (stacking) gel (za stiri gele)

5% BSA

5x pufer za NaDS-PAGE (Running buffer)
BSA v PBST

fosfatazni inhibitorji (PHI); za 10 ml

proteazni inhibitorji (P1); za 10 ml
PBS z dodatkom 0,1 % Tween 20 (PBST)

pufer za lizo celic (LLB, liver lysis buffer) (za 50 ml)

pufer za mokri prenos proteinov na PVDF membrano

2 ml akrilamid/bis-akrilamid (40%, 37,5:1); 2 ml 1,5
M Tris-HCI, pH 8,8; 3,84 ml ddH,0O; 0,08 ml 10%
(m/v) NaDS; 0,08 ml 10% (m/v) amonijev persulfat
(APS); 3,2 ml TEMED

1,275 ml 40%, 37,5:1 akrilamid/bis-akrilamid; 1,25
ml 1 M Tris-HCI, pH 6; 7,275 ml ddH,O; 0,1 mi
10% (m/v) NaDS; 0,1 ml 10% (m/v) amonijev
persulfat (APS); 10 ul TEMED

BSA, razred¢en z ddH,0 V razmerju 1:20
15,15 g Tris, 72,05 g glicin, 5 g NaDS, 1 1 ddH,0
2,5 g BSA +50 ml PBST

20 ul 1 mM NazVOy; 30,6 g 10 mM glicerol; 21 mg
50 mM NaF

50 pl I mM PMSF; 1 tableta PI/10 ml
1 ml Twen 20 + 5 tablet PBS + 1 1 ddH,0

1 ml 20 mM TRIS, pH 7,5; 1,5 ml 150 mM NacCl; 2,5
ml 20% NP-40; 5 ml 10% glicerol; 500 pl 5 mM
EDTA

15,14 g TRIS; 72,05 g glicin; 1 | metanol; dopolnimo
do 51z ddH,O

Preglednica 5. Zacetni oligonukleotidi, uporabljeni pri metodi RT-PCR [m: misji; h: ¢loveski; r: podganji].

Gen Zaporedje nukleotidov
m18S-Q1 F1: 5' ACCGCAGCTAGGAATAATGGA 3'
R1: 5 GCCTCAGTTCCGAAAACCA 3'
hRPLP0-Q1 F1: 5 TGCATCAGTACCCCATTCTATCA 3’
R1: 5' AAGGTGTAATCCGTCTCCACAGA 3'
rRplp0-Q1 F1: 5 GATGCCCAGGGAAGACAG 3'
R1: 5 GATGGGTTTTACGAAGTAACAC 3'
hPPIB-Q1 F1: 5 GGAGATGGCACAGGAGGAAA 3
R1: 5 CCGTAGTGCTTCAGTTTGAAGTTCT 3
rPpib-Q1 F1: 5' ACGTGGTTTTCGGCAAAGT 3'
R1: 5 CTTGGTGTTCTCCACCTTCC 3'
hEPO-Q1 F1: 5’ TCCCAGACACCAAAGTTAATTTCTA 3
R1: 5" CCCTGCCAGACTTCTACGG 3
rEpo-Q1 F1: 5' AGTCGCGTTCTGGAGAGGTA 3

R1: 5 CCTTCTGCACAGCCCATT 3

Se nadaljuje
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Nadaljevanje preglednice 5. Zacetni oligonukleotidi, uporabljeni pri metodi RT-PCR.

Gen Zaporedje nukleotidov

hEPOR-Q1 F1: 5 TTGGAGGACTTGGTGTGTTTC 3
R1: 5 AGCTTCCATGGCTCATCCT 3'

hEPOR-Q2 F2: 5 TATGGCTGAGCCGAGCTT 3
R2: 5' GATGAGGGGGTCCAGGTC 3'

rEpoR-Q1 F1: 5' CCACATCCGCTACGAGGT 3'
R1: GCCTTCCAGGACCTCCAC 3'

hBAX-Q1 F1: 5 ATGTTTTCTGACGGCAACTTC 3'
R1: 5 ATCATGTCCGGCACCTTG 3

rBax-Q1 F1:5 GTGAGCGGCTGCTTGTCT 3
R1: 5 GTGGGGGTCCCGAAGTAG 3'

hBAD-Q2 F2: 5 GAGTGACGAGTTTGTGGACTCCTT 3
R2: 5" TGTGCCCGCGCTCTTC 3'

rBad-Q1 F1: 5 CAGGCAGCCAATAACAGTCA 3
R1: 5" TACGAACTGTGGCGACTCC 3

hBCL-2-Q2 F2: 5 TCCCTCGCTGCACAAATACTC 3'
R2: 5 ACGACCCGATGGCCATAGA 3

rBcl-2-Q1 F1: 5 GTACCTGAACCGGCATCTG 3'
R1: 5 GGGGCCATATAGTTCCACAA 3

2.2 METODE

Raven apoptoze, umetno sprozene z obdelavo s stavrosporinom ali z odtegnitvijo seruma,
smo merili z razliénimi metodami: merjenje metaboli¢ne aktivnosti z uporabo
proliferacijskega reagenta WST-1, izrazanja pro- in anti-apoptotskih genov,
internukleosomske razgradnje DNA ter aktiviranih kaspaz. Vse poskuse smo naredili v

vsaj treh ponovitvah.

2.2.1  Metode sproZanja apoptoze in reZimi izpostavitve EPO

Za umetno prozenje apoptoze smo testirali 3 razli¢ne sprozilce. Stavrosporin (STR) je znan
kot eden najboljsih sproZilcev apoptoze v razli€nih nevralnih celi¢nih linijjah (Lopez in
Ferrer, 2000; Yuste in sod., 2002; Pregi in sod., 2006). Deluje kot nespecifi¢ni inhibitor

razlicnih proteinskih kinaz, med drugim proteinske kinaze C (PKC), ki igra pomembno
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vlogo pri celi¢ni proliferaciji, diferenciaciji in prezivetju (Spitaler in Cantrell, 2004; Pregi
in sod., 2006). Ustreznost sprozanja apoptoze s STR smo testirali na celi¢ni liniji SH-
SYS5Y po enem dnevu gojenja na ploscah s 96 vdolbinicami (nasajene s koncentracijo 10°
celic/ml, 100 pl/vdolbinico) z razli¢nimi koncentracijami STR (12,5, 25 in 50 nM) in ¢asi
sproZanja apoptoze (3, 6, 9, 12 in 24 ur). Za merjenje u€inka STR na celi¢no viabilnost
smo uporabili testa za merjenje metaboli¢ne aktivnosti in internukleosomske razgradnje
DNA.

Kot potencialni sprozilec apoptoze smo testirali tudi TNF-a, Ki ima na celice lahko zelo
variabilen vpliv, odvisno od tega, na katero signalno pot deluje, saj lahko sprozi tako pro-
kot anti-apoptotski uc¢inek (Aggarwal, 2003; Hehlgans in Pfeffer, 2005). Celice SH-SY5Y
smo s koncentracijo 10° celic/ml nasadili na plos¢e z 12 (1 ml/vdolbinico) ali 96
vdolbinicami (100 pl/vdolbinico) in jim po enem dnevu gojenja dodali 10 in 100 ng/ml
TNF-o za 48 ur. Vpliv TNF-a na apoptozo smo merili s testom merjenja metaboli¢ne

aktivnosti in z merjenjem izrazanja apoptotskih genov BAX in BCL-2.

Kot tretji na¢in smo uporabili fizioloski sprozilec apoptoze, metaboli¢ni stres, ki smo ga
izzvali s popolno odtegnitvijo seruma iz medija (Koshimura in sod., 1999) oziroma s t. i.
stradanjem celic, kot je sprozilec poimenovan v nadaljevanju. Celice obeh linij smo do
dolo¢ene konfluentnosti gojili v polnem rastnem mediju (SH-SY5Y: DME + 10 % FBS ali
DME/F12 + 10 % FBS; PC12: DME + 10 % HS + 5 % FBS) oz. diferenciacijskem mediju
(PC12: DME + 100 ng/ml NGF-B). Stradanje smo sprozili z dvakratnim spiranjem
vdolbinic gojitvenih plos¢ z ogretim (37 °C) medijem (DME ali DME/F12) in nadaljnjo
inkubacijo v mediju brez dodatkov za dolocen €as (30 minut do 3 dni, odvisno od
poskusa), pri cemer smo medij menjavali na 48 ur (Tanaka in sod., 1997; Ji in Liu, 2001,
Macleod in sod., 2001; Aubry in sod., 2009). Stradanje smo kot sprozilec apoptoze
uporabili pri vecini poskusov; vpliv smo merili z vsemi apoptotskimi testi, opisanimi v

nadaljevanju tega poglavja.

Zaradi potenciala, ki ga ima EPO kot tkivnozasé¢itni dejavnik v farmacevtski industriji, je
bilo zanimanje za njegovo ucinkovanje v zadnjih letih zelo veliko. Posledica je mnozica
razli¢nih testiranih rezimov izpostavitve EPO, zato smo sklenili z razli¢nimi metodami

preizkusiti tiste, ki so v literaturi najpogosteje navajani kot zascCitni. Za ugotavljanje
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uc¢inkov razli¢nih koncentracij EPO, dodanega v razli¢nih trenutkih gojenja celic in za
razlicno dolgo casa, sSmo za presejalni test uporabili merjenje celicne metabolicne
aktivnosti. Pregled vseh testiranih rezimov izpostavitve EPO je predstavljen v preglednici
6.

Preglednica 6. Seznam vseh testiranih rezimov izpostavitve EPO.

T Rezim izpostavitve « . Koncentracija EPO
Celi¢na linija EPO Cas stradanja [E/ml]
) 24 h
3h pred stradanjem 1,5, 10, 25, 50, 100
48 h
] 24 h
6 h pred stradanjem 1,5, 10, 25, 50, 100
48 h
> . 24 h 001,01, 1,5, 10, 25,
g 12 h pred stradanjem 18h 50, 100
P
T . 24 h
(7] 24 h pred stradanjem 4,5, 25,50, 100
48 h
12 rlpred stradanjgm in 48 h 15,25 50, 100
socCasno s stradanjem
) 24 h
so¢asno s stradanjem 1,5, 10, 25, 50, 100
48 h
1 h pred stradanjem 24 h 1,5, 25, 50
12 h pred stradanjem 24 h 1,5, 25,50
~ .5 dnvl pred stradanjgm 79 h 50
LH) in socasno s stradanjem
o 24 h
socCasno s stradanjem 48 h 1,5, 25, 50, 100
72h

2.2.2  Test merjenja metaboli¢ne aktivnosti

Vv W

Na trzis¢u obstaja ve¢ razli¢ic kolorimetri¢nih proliferacijskih testov, ki temeljijo na
dolo¢anju viabilnosti celi¢nih populacij glede na sposobnost razgradnje barvila, ki ga
dodamo v rastni medij. Proliferacijski reagent WST-1 (vodotopna tetrazolijeva sol;
kemijsko  2-(4-jodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H-tetrazol-mono-natrijeva
sol) je uporaben za dolocanje proliferacije in viabilnosti celi¢nih populacij, predvsem za

dolo¢anje vpliva razli¢nih dejavnikov (rastnih dejavnikov, citokinov, citotoksi¢nih in
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citostaticnih spojin itd.) na celi¢ne kulture. Uporabljamo ga lahko za merjenje viabilnosti
pritrjenih ali suspenzijskih celicnih kultur. Prednosti uporabe reagenta WST-1 pred bolj
Siroko uporabljanim reagentom MTT so predvsem izvenceli¢na redukcija dodanega
reagenta, zaradi Cesar je zmanjSan toksiCen vpliv na celice, neposredno merjenje signala
(brez dodatnega raztapljanja soli, kot je to potrebno pri MTT testu) in posledi¢no tudi
boljsa kvaliteta signala (Mosmann, 1983). Razgradnja stabilne tetrazolijeve soli WST-1
(slika 7) poteka s kompleksnim celi¢nim mehanizmom in je mo¢no odvisna od glikoliti¢ne
produkcije NAD(P)H, ki poteka le v zivih celicah (Ishiyama in sod., 1997). Koli¢ina
nastalega formazanskega barvila, ki jo kvantificiramo s spektrofotometrom (¢italnik
ELISA, Epoch), zato neposredno odraza Stevilo oz. delez metaboli¢cno aktivnih celic
(Mosmann, 1983). Specificno merjenje apoptoze s tem testom ni mogoce, saj merimo le
»splosno zdravje« celic oz. njihovo metabolicno aktivnost. Ta je odvisna od razli¢nih

dejavnikov, ki jih v¢asih tezko nadzorujemo.

|

|
S04 S04 ,O
BN*N/O/ *N—N
o5 9 N s 9 N
N=N =N

N

Na* NO,

WST-1 WST-1 formazan NO,

Slika 7. Redukcija tetrazolijeve soli WST-1 v topen formazan (prirejeno po Dojindo, 2012).

Celice SH-SY5Y smo testirali nasajene na plos¢ah s 96 vdolbinicami (10° celic/ml, 100
ul/vdolbinico). Po 24 urah gojenja, ko so dosegle 40-60-odstotno konfluentnost, smo zaceli
z izpostavitvijo EPO (razli¢ni rezimi, preglednica 6) in nadaljevali s stradanjem (gojenjem
celic v DME brez dodatkov). Celice linije PC12 smo nasadili v plos¢e s 96 vdolbinicami,
prevlecene s kolagenom, v malo visji koncentraciji (5-105 celic/ml, 100 pl/vdolbinico) in
po 5-dnevnem diferenciranju zaceli z razli¢nimi rezimi izpostavitve EPO (preglednica 6)
o0z. s stradanjem. Kot negativno kontrolo (brez apoptoze) smo uporabili celice, gojene v
polnem rastnem (SH-SY5Y) oz. diferenciacijskem (PC12) mediju, kot pozitivno kontrolo
pa celice, stradane (brez seruma) doloc¢eno Stevilo dni in izpostavljene placebu (59 mM
Na-fosfat, 150 mM NaCl, pH 7). Metaboli¢cno aktivnost smo pomerili 24, 48 ali 72 ur po
zaCetku stradanja s testom za merjenje metaboli¢ne aktivnosti. 10 % (v/v) reagenta smo po

navodilih proizvajalca dodali v rastni medij (torej 11 pl reagenta v 100 ul rastnega medija),
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inkubirali pri 37 °C in pomerili absorbanco s citalnikom ELISA po 2 in 4 urah.
Absorbanco vzorca smo dobili tako, da smo pomerili absorbanco vzorca s svetlobo
valovne dolzine 450 nm in od nje odsteli absorbanco, izmerjeno pri 690 nm. Dobljeno
vrednost smo delili z opticno potjo Zarka skozi medij. Rezultat je izraZzen v odstotkih

metaboli¢ne aktivnosti, preracunanih glede na negativno kontrolo (1).

absorbanca vzorca

Delez metabolne aktivnosti = , (1)
absorbanca negativne kontrole

2.2.3  Obratna transkripcija in veriZna reakcija s polimerazo (RT-PCR)

Izrazanje gena EPOR smo proucevali z metodo RT- PCR (obratna transkripcija in verizna
reakcija s polimerazo). Kot natan¢no in kvantitativno metodo merjenja izrazanja izbranih
genov smo jo uporabili tudi za merjenje spremembe obsega apoptoze preko raunanja
razmerja genov, ki imajo pomembno vliogo v apoptozi (Del Poeta in sod., 2003).
Metodologija RT-PCR namre¢ omogoca zaznavanje obsega izrazanja preko 100 genov,
znacilnih za apoptozo. Gre za gene, ki kodirajo klju¢ne ligande, receptorje, znotrajcelicne
modulatorje in transkripcijske regulatorje, vpletene pri uravnavanju programirane celi¢ne

smrti.

Postopek obratne transkripcije in verizne reakcije s polimerazo, ki je v€asih imenovana
tudi verizna reakcija s polimerazo v realnem casu, se zacne z izolacijo celokupne mRNA iz
vzorca. S ciklicnim termostatom za PCR nato pretvorimo RNA v komplementarno
molekulo DNA (cDNA) in pomnozimo. Metoda je kvantitativna, ker je koli¢ina pomozene
cDNA v neposrednem razmerju z zacetno koncentracijo mRNA (Alberts in sod., 2008).
Pomnozevanju genov lahko sledimo v realnem ¢asu, kar pomeni, da lahko to¢no vidimo,
pri katerem ciklu pomnoZevanja je dolo¢en gen presegel prazno vrednost in iz tega nadalje
izraunamo, kolik$na je stopnja izrazanja tega gena v primerjavi z endogeno kontrolo, za

katero uporabimo dva ali vec¢ t. i. vzdrzevalnih genov.

Celice smo gojili v ploscah s 6 ali 12 vdolbinicami. Celice SH-SY5Y so bile nasajene s
koncentracijo 0,7-10° celic/ml, PC12 pa 1,4-10°, 2 ml/vdolbinico na plos¢ah s 6
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vdolbinicami oz. 1 ml/vdolbinico na plos¢ah z 12 vdolbinicami. Na SH-SY5Y smo
nadaljevali s poskusom en dan po nasajanju, PC12 celice pa smo najprej 5 dni diferencirali
Z NGF-B. Pred nadaljevanjem poskusa je bila konfluentnost pri obeh celi¢nih linijah
priblizno 40 %. Celice smo izpostavili EPO po razli¢nih protokolih (preglednica 6) in po
koncani izpostavitvi odstranili medij ter vzorce pobrali v mikrocentrifugirke z mesanico
TRI-reagenta in glikogena v razmerju 20:1 (200 pl/vdolbinico). Do nadaljnje obdelave smo
jih shranili pri -80 °C. Za izolacijo RNA smo vzorcem dodali 100 ul kloroforma, mo¢no
vorteksirali in inkubirali 2-10 minut pri sobni temperaturi. Sledilo je 15-minutno
centrifugiranje pri 12000x g in 4 °C, nato pa prenos vodne faze v drugo mikrocentrifugirko
z ohlajenim 2-propanolom (250 ul) za obarjanje RNA. Po vorteksiranju in S-minutni
inkubaciji na ledu smo vzorce ponovno centrifugirali (25 minut, 12000x g, 4 °C). Sledilo je
odstranjevanje supernatanta in trikratno spiranje peleta s 75-odstotnim etanolom in
nazadnje raztapljanje peleta (RNA) v 10-15 ul vode. Koncentracijo izolirane RNA smo
pomerili spektrofotometricno (ND-1000 — Nanodrop). RNA smo do nadaljnje obdelave
shranili pri -80 °C. Naslednji korak je bila obdelava vzorcev z DNA-zo, nato pa pretvorba
RNA v cDNA (prvo z Rochevim in drugo z Invitrogenovim kompletom ter cikli¢énim
termostatom za PCR, po navodilih proizvajalca). Reakcijo RT-PCR smo izvedli s
kompletom SybrGreenER® (Roche) na plos¢ah s 384 vdolbinicami z aparatom
LightCycler® 480 (Roche). Grafe smo kvantificirali s priloZenim programom LightCycler®
480 Software (Roche), nato pa dobljene vrednosti normalizirali na endogene kontrole

(mi§ji gen 18S, ¢loveski in podganju RPLPO ter ¢loveski in podganji PPIB).

Geni, katerih izrazanje nas je zanimalo, so bili EPO (za preverjanje, ¢e in koliko se ga
izraza endogeno v celicah), EPOR (pri poskusu merjenja vpliva EPO na izrazanje EPOR v
celi¢ni liniji SH-SY5Y (slika 29), je uporabljen oligonukleotidni zacetnik EPOR-Q?2, sicer
pa so povsod drugje v rabi EPOR-QI1 razli¢ice), pro-apoptotska gena BAX in BAD ter
anti-apoptotski gen BCL-2.

Rezultati so podani v obliki relativnega izraZzanja posameznih genov. Obseg apoptoze je
izraCunan kot razmerje med relativnim izrazanjem pro-apoptotskega gena BAX in

anti-apoptotskega gena BCL-2.
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2.2.4  Test za merjenje internukleosomske razgradnje DNA

V procesu apoptoze pride do aktivacije endonukleaz, ki cepijo genomsko DNA med
nukleosomi. Posledica je ireverzibilna — nastanejo mono in oligonukleosomski fragmenti,
ki jih lahko merimo kot znalilnost apoptoze. Test za merjenje internukleosomske
razgradnje DNA (Cell Death Detection ELISA™"®, Roche) smo uporabili za potrditev
apoptoze pri predhodno pridobljenih rezultatin s testom za merjenje metaboli¢ne
aktivnosti, saj z dokazom, da je prislo do internukleosomske razgradnje DNA, lahko
specificno potrdimo prisotnost apoptoze oziroma ovrzemo moznost lazno pozitivnih
rezultatov zaradi vpliva nekroze.

Princip testa temelji na kvantitativnem »sendvi¢« imunotestu, kjer gre za vezavo misjih
protiteles s histoni H1, H2A, H2B, H3 in H4 ter vezavo anti-DNA protiteles na enojne in
dvojne vijacnice DNA. To omogoca specifi¢no zaznavanje mono in oligonukleosomov v
citoplazemski frakciji celi¢nih lizatov (Roche Product Catalog, 2011).

Celice SH-SY5Y (10° celic/ml, 100 pl/vdolbinico) smo gojili na plod&ah s 96 vdolbinicami
1-2 dni oz. do dosega priblizno 50-60% konfluentnosti, PC12 (10° celic/ml, 100
ul/vdolbinico) pa celoten ¢as diferenciacije, to je 5 dni, ko je bila konfluentnost Ze zelo
nizka, okoli 10-15%. Celice smo nato obdelali po razli¢nih rezimih in stradali 1-48 ur
(pregl. 6). Sledil je protokol po navodilih proizvajalca, in sicer liziranje celic ter prenos
citoplazemske frakcije, ki vsebuje DNA, na plosce, prevlecene s streptavidinom, dodajanje
imunoreagenta, spiranje ter merjenje absorbance pri valovnih dolzinah 405 in 490 nm.
Princip testa je prikazan na sliki 8. Kot negativno kontrolo (brez apoptoze) smo uporabili
celice, gojene v polnem rastnem mediju, pri katerih nismo sprozali apoptoze. Pri raCunanju
absorbance vzorcev smo absorbanco pri referen¢ni valovni dolzini (490 nm) odsteli od
absorbance pri 405 nm in dobljeno razliko delili z dolzino poti opticnega zarka skozi
medij. Rezultati so izrazeni v obliki faktorja obogatitve (angl. enrichment factor), ki odraza

relativni obseg apoptoze (2).
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Slika 8. Shematski prikaz principa delovanja kompleta za merjenje razgradnje DNA (prirejeno po Roche
Product Catalog, 2011).

absorbanca vzorca

Faktor obogatitve =

absorbanca negativne kontrole (2)

2.2.5 Test za merjenje aktivacije kaspaz

Celi¢ne kaspaze sodelujejo pri procesiranju citokinov in igrajo osrednjo vlogo pri
uravnavanju apoptoze (Pizem in Cor, 2001). Kot specifi¢ni test za dolocanje apoptoze smo
uporabili tudi Rochev komplet (Homogeneous Caspases Assay, fluorimetric), ki omogoca
merjenje aktiviranih kaspaz 2, 3, 6, 7, 8, 9 in 10 preko zaznavanja fluorescence. Celice smo
do ustrezne konfluentnosti (60%) oz. diferenciranosti gojili v posebnih plos¢ah s 96
vdolbinicami, ki imajo ravno prozorno dno in ¢rne stene, zaradi Cesar so primerne za
merjenje fluorescence. SH-SY5Y celice so bile nasajene z gostoto 2-10° celic/ml, PC12 pa
10° celic/ml, 100 pl/vdolbinico.

Sledila je 12-urna predhodna izpostavitev celic linije SH-SY5Y 0z. sofasno stradanje in
izpostavitev celic linije PC12 razli¢nim koncentracijam EPO. Testirane koncentracije EPO
na obeh celi¢nih linijah so bile 5, 25 in 50 E/ml, na celi¢ni liniji SH-SY5Y pa dodatno se 1
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in 100 E/ml. Po 0,5 (PC12) do 1 h (SH-SY5Y) stradanja smo celicam dodali kaspazni
substrat (DEVD-rodamin 110) in po 1,5-urni inkubaciji pri 37 °C zaceli z merjenjem
fluorescence spros¢enega barvila rodamin 110 (slika 9). Merjenje s fluorescentnim
¢italnikom pri 37 °C, z ekscitacijsko valovno dolzino 495 nm in emisijsko 521 nm, je
potekalo v 1,5-urnih intervalih, 24 ur. Kot dodatne parametre smo nastavili mesto meritve
signala (od zgoraj in od spodaj) ter stopnjo ojacitve izmerjenega signala (50, 100, 150 in
avtomatsko). Rezultati so podani v obliki relativnih fluorescentnih enot (RFU), ki
neposredno odrazajo obseg apoptoze. Vrednosti so preracunane glede na negativno

kontrolo (brez apoptoze).

Z-DEVD-NH NH-DVED-Z H2N

aktivirane kaspaze

Slika 9. Cepitev kaspaznega substrata, fuziranega z barvilom rodamin 110, v fluorescirajo¢ produkt
(prirejeno po Promega Technical Bulletin, 2009: 3).

2.2.6 Prenos western

Metodo prenosa proteinov western smo uporabili za ugotavljanje vpliva EPO na aktivacijo
znotrajceli¢nih signalnih poti 0z. proteinov AKT, ERK IN STATS5. Merili smo razmerje
med fosforiliranimi in nefosforiliranimi oblikami omenjenih proteinov in primerjali razlike
fosforiliranosti v celicah, izpostavljenih razliénim koncentracijam EPO. Kot negativno
kontrolo smo uporabili celice, izpostavljene placebu po enakem rezimu kot ostale EPO. Za
imunodetekcijo proteinov z metodo western moramo proteine najprej lociti po molekulski
masi z Na-DS poliakrilamidno gelsko elektroforezo. Po velikosti razporejene proteine iz
gela nato prenesemo na PVDF (polivinil difluoridno) membrano, ki jo oznac¢imo s
specificnimi protitelesi in slikamo s posebno kamero, da vidimo, ali je izbrani protein
prisoten v naSem vzorcu (Alberts in sod., 2008). Aktivacija signalne poti AKT pri
izpostavitvi celic EPO je Ze bila potrjena, vendar nismo zasledili tonega rezima obdelave

celic oz. ¢asovne sheme poskusa, ki bi ji lahko sledili (Ma in sod., 2009).
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Celice SH-SY5Y smo s koncentracijo 10° celic/ml nasadili na ploite s 6 vdolbinicami (2
ml/vdolbinico) in jim po enem dnevu gojenja v polnem mediju (DME, dopolnjen z 10 %
FBS ali DME/F12, dopolnjen z 10 % FBS) za 24 ur odstranili serum ter nato izpostavili
EPO (0, 1, 5, 25, 50 in 100 E/ml) 1 in 3 ure. Za poskuse prenosa western so bile
uporabljene celice PC12 drugega porekla (laboratorij doc. dr. NataSe Debeljak) kakor pri
vseh ostalih eksperimentih. Obravnavali smo jih na enak nacin kot PC12 iz laboratorija
prof. dr. Janka Kosa. Najprej smo jih 5 dni diferencirali na plos¢ah, prevlecenih s
kolagenom tipa IV, v diferenciacijskem mediju (DME + 100 ng/ml NGF-B). Po 5 dneh
diferenciacije smo najprej za 24 ur odvzeli serum, nato pa jih izpostavili EPO (0, 1, 5 in
25 E/ml). Po 30 minutah (PC12) oz. 1 in 3 urah (SH-SY5Y) smo medij z EPO odstranili in
plos¢e zamrznili v teko¢em dusiku ter jih nato do nadaljnje obdelave hranili pri -80 °C. 1z
celic smo kasneje izolirali proteine s pufrom za lizo celic (LLB, angl. liver lysis buffer) z
dodanimi proteaznimi in fosfataznimi inhibitorji in centrifugiranjem pri 120000 RPM in
4 °C, 10 minut. Del supernatanta s proteini smo zmeSali z nanasalnim pufrom in
2-merkaptoetanolom ter jih denaturirali z desetminutnim segrevanjem pri 70 °C.
Preostanek supernatanta smo uporabili za spektrofotometricno merjenje (Epoch)
koncentracije proteinov s pomocjo kompleta Pierce BCA Protein Assay kit. Pripravili smo
si gel iz 10% akrilamidnega nanasalnega gela in 5% akrilamidnega loCitvenega gela za
Na-DS poliakrilamidno elektroforezo in nanj nanesli vzorce denaturiranih proteinov,
pozitivno kontrolo (celice linije UT7) in proteinsko lestvico (standard). Locevanje
proteinov je potekalo v elektroforezni banjici, napolnjeni s pufrom, 20 minut pri 50 V in
nadaljnji 2 uri pri 90 V. Gel smo nato dobro sprali v pufru za prenos proteinov in pripravili
sendvi¢ iz nosilcev, gobic, filter papirjev, PVDF membrane in gela. Prenos proteinov je
potekal 90 minut pri 80 V in 4 °C. Membrano s prenesenimi protein smo blokirali s 5-%
raztopino BSA (20 minut), za tem pa pustili ¢ez no¢ stresati pri 4 °C v raztopini primarnih
protiteles (STAT5, P-STATS5 IN AKT v razmerju 1:666; P-AKT 1:500; ERK, P-ERK
1:1000; red¢itve v PBST s 5-% BSA). Naslednji dan smo jih dobro sprali v PBST in
inkubirali s stresanjem Se 1 uro v sekundarnih protitelesih (proti zaj¢jim 1gG, anti-rabbit-
HRP). Membrano smo ponovno dobro sprali s PBST in nazadnje izvrsili zaznavanje
proteinov z meSanico reagentov kompleta Pierce ECL Western Blotting Substrate na
kameri LAS 4000 s kemiluminiscentnim nac¢inom. Posneli smo priblizno 20 slik in jih

najprej obdelali s programom Multi Gauge, nato pa rezultate kvantificirali s programom
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ImageJ in obdelali z raCunanjem razmerja intenzitet lis fosforiliranih oz. aktiviranih in
nefosforiliranin proteinov. Rezultati so prikazani v obliki slikanih PVDF membran in
grafov s preraCunanimi vrednostmi intenzitet lis z membran. Koncentracije naneSenih
proteinov namre¢ niso bile popolnoma enake (slike 33, 34 in 37), zato so za lazje

razumevanje vrednosti prera¢unane in prikazane v obliki grafa (slike 35, 36 in 38).

2.2.7  Statisti¢cna obdelava rezultatov

Dobljeni rezultati so na slikah prikazani kot povpre¢je najmanj 3 vzorcev + standardna
deviacija. Statisticno smo jih obdelali s programom PASW verzije 18, kjer smo za
racunanje statisti¢nih znacilnosti razlik med povprecji vzorcev uporabili Studentov t-test
0z. neparametricni Mann-Whitney-ev test (pri vzorcih z neenakimi variancami). Kot
statisticno znacilne razlike smo oznadili tiste s P vrednostjo manjso od 0,05. Glede na
stopnjo zanesljivosti statisticno znacilne razlike vzorcev v primerjavi s pozitivno kontrolo
(tj. sprozena apoptoza, npr. s stradanjem, brez izpostavitve EPO, oznacena kot »stradanje«

ali »0 E/ml EPO«) smo vzorce oznacili z * (P <0,05), ** (P <0,01) ali *** (P <0,001).

Pri rezultatih poskusov merjenja vpliva EPO na prezivetje celic, ki vkljucujejo tako
negativno (brez apoptoze) kot pozitivno kontrolo (stradane celice, brez izpostavitve EPO;
oznacena kot »0 E/ml EPO«), je statisticno znacilno povecanje apoptoze pri pozitivni
kontroli v primerjavi z negativno kontrolo oznaceno z # (P < 0,05), ## (P < 0,01) ali ### (P
<0,001).
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3 REZULTATI

3.1 DOLOCANJE PRIMERNEGA SPROZILCA APOPTOZE

Za proucevanje ucinka eritropoetina na prezivetje celic smo morali najprej najti ustrezen
nadin sprozanja apoptoze. Preizkusili smo obdelavo z razlicnimi koncentracijami
stavrosporina (STR) in TNF-a ter sprozanje metaboli¢nega stresa s stradanjem celic. Poleg
iskanja primernega sprozilca smo na celi¢nih linijah SH-SY5Y in PC12 ugotavljali tudi

kinetiko apoptoze in doloc¢ali primerno tocko za merjenje ucinka EPO na apoptozo.

Rezultati testa za merjenje internukleosomske razgradnje DNA so pokazali statisti¢no
znacCilen dvig apoptoze pri daljsi obdelavi celic SH-SY5Y z 12,5 nM STR (Pg, = 0,004) oz.
25 NnM STR (Pg, = 0,012; P24, = 0,002). 50 nM STR je zelo o€itno in statisti¢no znacilno
sprozil apoptozo tudi pri 6-urni obdelavi (Pey < 0,000). 3-urna obdelava celic s STR ni

pokazala statisti¢no znacilnih razlik v obsegu apoptoze pri nobeni koncentraciji (slika 10).
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Slika 10. Dolo¢anje rezima sprozanja apoptoze s STR (stavrosporinom) na celi¢ni liniji SH-SY5Y s testom
razgradnje DNA [** P <0,01; *** P <0,001].

Figure 10. Defining a strategy of triggering apoptosis with STR (staurosporine) on the SH-SY5Y cell line
with the DNA fragmentation assay [** P < 0.01; *** P <0.001].

Ucinek izpostavitve 10 in 100 ng/ml TNF-a. smo merili s testom za merjenje metaboli¢ne
aktivnosti in z raCunanjem razmerja izrazanja apoptotskih genov BAX in BCL-2, vendar
nikjer nismo zaznali statisticno znacilnih razlik 0z. je imel TNF-o celo rahlo zasCitni

ucinek (rezultati niso prikazani).

Tretji mozni sprozilec apoptoze, ki smo ga testirali, je bilo stradanje. Na sliki 11 vidimo,

da je stradanje celic SH-SY5Y povzrocilo statisticno znaéilen (P < 0,001) upad
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metaboli¢ne aktivnosti pri vseh merjenih tockah (dan 1, dan 2 in dan 3). Po enem dnevu

stradanja se je metaboli¢na aktivnost znizala za 20 %, po dveh dneh za 60 % in po treh

dneh za 70 %.
3k k%
k k%
I K Kk

brez dan 1 dan 2 dan 3
apoptoze

[N
N
o

o]
o

o

Metaboli¢na aktivnost [%]
I
o

Cas stradanja

Slika 11. Metaboli¢na aktivnost celic SH-SY5Y po 1, 2 in 3 dneh stradanja (merjeno s proliferacijskim
reagentom WST-1, 2 uri po dodatku reagenta) [*** P < 0,001].

Figure 11. Metabolic activity of SH-SY5Y cells after 1, 2, and 3 days of starvation (measured using the
WST-1 proliferation reagent, 2 hours after adding the reagent) [*** P < 0.001].

Na diferenciranih celicah PC12 po enodnevnem stradanju nismo zaznali statisti¢no
znacilnega znizanja metaboli¢ne aktivnosti pri nobeni izmed testiranih ¢asovnih tock (slika
12). Poskus smo zato ponovili po enaki shemi Se z merjenjem po 3 in 5 dneh stradanja
(slika 13) in slednji¢ dobili o€iten padec metabolicne aktivnosti celic (dan 3: 72 %
metaboli¢ne aktivnosti, P = 0,015; dan 5: 30 % metaboli¢ne aktivnosti, P < 0,000).
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Slika 12. Metaboli¢na aktivnost celic PC12 po 3, 6, 9, 12 in 24 urah stradanja (merjeno s proliferacijskim
reagentom WST-1, 2 uri po dodatku reagenta) [* P < 0,05; ** P <0,01].

Figure 12. Metabolic activity of PC12 cells after 3, 6, 9, 12 and 24 hours of starvation (measured using the
WST-1 proliferation reagent, 2 hours after adding the reagent) [* P <0.05; ** P <0.01].
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Slika 13. Metaboli¢na aktivnost celic PC12 po 3 in 5 dneh stradanja (merjeno s proliferacijskim reagentom
WST-1, 4 ure po dodatku reagenta) [* P < 0,05; *** P <0,001].

Figure 13. Metabolic activity of PC12 cells after 3 and 5 days of starvation (measured using the WST-1
proliferation reagent, 4 hours after adding the reagent) [* P < 0.05; *** P < 0.001].

Za potrditev rezultata, ki ga je pokazal test za merjenje metaboli¢ne aktivnosti, da stradanje
celic, povzroc¢eno z inkubacijo v DME brez dodatkov, sprozi apoptozo in ne nekroze, smo

prozenje apoptoze na enak nacin preizkusili tudi s specifi¢énimi testi za merjenje apoptoze.

Obdelava rezultatov testa za merjenje internukleosomske razgradnje DNA je po 48 urah
sradanja celic SH-SY5Y pokazala statisticno znacilno dvakratno povisanje obsega

apoptoze (P = 0,006) v primerjavi z negativno kontrolo brez apoptoze (slika 14).
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Slika 14. Raven apoptoze, merjena s testom za merjenje razgradnje DNA, po 48 urah stradanja celic SH-
SY5Y [** P <0,01].

Figure 14. Level of apoptosis, measured with the DNA fragmentation assay after 48 hours of starvation of
SH-SY5Y cells [** P <0.01].
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Na celicah linije PC12 smo sprozitev apoptoze potrdili tako s testom za merjenje
internukleosomske razgradnje DNA (slika 23) kot tudi s testom aktivacije kaspaz (slika
15). Pri slednjem je iz rezultatov razvidno skoraj dvakratno poviSanje apoptoze po 2-urnem
stradanju (P = 0,05).
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Slika 15. Raven apoptoze, merjena s testom aktivacije kaspaz, po 2 urah stradanja celic PC12 [* P <0,05].

Figure 15. Level of apoptosis, measured with the activated caspase assay after 2 hours of starvation of PC12
cells [* P <0.05].

3.2 UCINEK EPO NA PREZIVETJE CELIC

V nadaljevanju so prikazani le rezultati tistih rezimov izpostavitve EPO, ki so pokazali

ucinek na apoptozo. V preglednici 6 na strani 26 so sicer nasteti vsi preizku$eni rezimi.

3.2.1  Test za merjenje metaboliéne aktivnosti

Za proucevanje ucinka EPO na prezivetje celic smo najprej uporabili test za merjenje
metaboli¢ne aktivnosti. Razli¢ni rezimi izpostavitve EPO odrazajo zelo majhne razlike
med posameznimi vzorci celic SH-SY5Y (slika 16), vendar nam je statisticna obdelava
rezultatov pokazala, da se metaboli¢na aktivnost znatno poveca pri 12-urni predhodni
izpostavitvi 50 E/ml (P = 0,012) in 100 E/ml EPO (P = 0,018), ki ji sledi 24-urno stradanje
celic.
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Slika 16. Vpliv 12-urne predhodne izpostavitve EPO na metaboli¢no aktivnost 24 ur stradanih celic SH-
SY5Y (merjeno s proliferacijskim reagentom WST-1, 2 uri po dodatku reagenta) [* P < 0,05 v primerjavi s
pozitivo kontrolo — 0 E/ml EPO; ## P < 0,01 v primerjavi z negativno kontrolo — brez apoptoze].

Figure 16. Effect of 12-hour EPO pre-treatment followed by 24-hour starvation on metabolic activity of SH-
SY5Y cells (measured using the WST-1 proliferation reagent, 2 hours after adding the reagent) [* P < 0.05
vs. positive control — 0 IU/ml EPO; ## P < 0.01 vs. negative control — no apoptosis].

Diferencirane celice PC12 smo za poskus merjenja uc¢inka EPO na apoptozo s testom za
merjenje metabolicne aktivnosti stradali in socasno izpostavili razlicnim koncentracijam
EPO za 3 in 5 dni. Na sliki 17 so prikazani rezultati, izmerjeni s testom za merjenje
metaboli¢ne aktivnosti po 3 dneh stradanja in so¢asne izpostavitve EPO, iz katerih je
razvidno, da nizke koncentracije EPO (do 5 E/ml) nimajo vpliva na preZivetje celic ob
metaboli¢nem stresu, pride pa do statisticno znacilnega povecanja metabolicne aktivnosti
pri soCasnem stradanju in izpostavitvi 25 E/ml (P = 0,050) in 50 E/ml EPO (P = 0,010).
Rezultati 5-dnevnega stradanja in socasne izpostavitve niso prikazani. Izmerjene razlike
petdnevne izpostavitve EPO so bile primerljive s trodnevno, vendar so bile pri petdnevni

vec¢je napake med ponovitvami znotraj poskusa.
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Slika 17. Vpliv 24-urnega stradanja in socasne izpostavitve EPO na metaboli¢no aktivnost celic PC12
(merjeno s proliferacijskim reagentom WST-1, 4 ure po dodatku reagenta) [* P < 0,05; ** P < 0,01 v
primerjavi s pozitivno kontrolo — 0 E/ml EPO; # P < 0,05 v primerjavi z negativno kontrolo — brez apoptoze].
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Figure 17. Effect of 24-hour starvation and co-treatment with EPO on metabolic activity of PC12 cells
(measured using the WST-1 proliferation reagent, 4 hours after adding the reagent) [* P < 0.05; ** P < 0.01
vs. positive control — 0 IU/ml EPO; # P < 0.05 vs. negative control — no apoptosis].

3.2.2 Razmerje med izraZanjem pro- in anti-apoptotskih genov (BAX/BCL-2)

Vpliv 12-urne predhodne izpostavitve celic SH-SY5Y EPO, ki ji je sledilo 24-urno
stradanje celic, na izraZanje apoptotskih genov BAX in BCL-2 je predstavljen na sliki 18,
Kjer je vidno rahlo zmanjsanje obsega apoptoze pri koncentraciji 5 E/ml (P = 0,143) in 25
E/ml (P = 0,106), vendar razlika ni statisticno znacilna. Kot primer so prikazani tudi
rezultati izpostavitve EPO pred in po zacetku stradanja ter socasno s stradanjem. Izstopa
statisticno znacilno povisanje obsega apoptoze celic (P = 0,008), ki jim 100 E/ml EPO
dodajamo pred in po zacletku stradanja. Ostale koncentracije EPO in razli¢ni nacini
izpostavitev niso pokazali u¢inka. Prav tako EPO ni imel uc¢inka pri enaki zasnovi poskusa

z 48-urnim sprozanjem apoptoze (rezultati niso prikazani).
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Slika 18. Vpliv razli¢nih rezimov izpostavitve in koncentracij EPO na izrazanje apoptotskih genov v celicah
SH-SY5Y (pre-: predhodna izpostavitev celic EPO (12 h); pre- + ko-: kombinacija pred¢asne (12 h) in
so¢asne (24 h) izpostavitve celic EPO; ko-: socasno stradanje in izpostavitev celic EPO (24 h); metoda RT-
PCR) [** P <0,01].

Figure 18. Effect of different EPO treatment designs and concentrations on apoptotic gene expression in SH-
SY5Y cells (pre-: 12-hour pre-treatment with EPO; pre- + ko-: combination of 12-hour pre-treatment and 24-
hour co-treatment design; ko-: 24-hour co-treatment with EPO; RT-PCR method) [** P < 0.01].

Na podoben nacin smo testirali tudi celi¢no linijo PC12. Diferencirane celice smo stradali

24 ur in socasno izpostavili EPO, nato pa vzorce in rezultate obdelali na enak nacin kot pri

40



Juvan, N. Razvoj metod za in vitro prou¢evanje tkivnozas¢itnih uc¢inkov eritropoetina v celiénem modelu.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo, 2012

celi¢ni liniji SH-SYS5Y. Rezultati kaZejo, da po 24 urah soCasnega stradanja in izpostavitve
EPO ne pride do statisti¢cno znacilnih sprememb v izraZanju genov (slika 19), prav tako po
48 urah stradanja ni znacilnih razlik v obsegu apoptoze glede na razmerje izrazanja genov

Bax/Bcl-2 (rezultati niso prikazani).
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Slika 19. Vpliv 24-urnega stradanja in socasne izpostavitve EPO na izraZanje apoptotskih genov v celicah
PC12 (metoda RT-PCR).

Figure 19. Effect of 24-hour starvation and co-treatment with EPO on apoptotic gene expression in PC12
cells (RT-PCR reaction).

Rezultati merjenja obsega apoptoze z racunanjem razmerja Bax/Bcl-2 so razkrili tudi sprva
nepri¢akovano dejstvo, da celice PC12, gojene v polnem diferenciacijskem mediju, ne
izrazajo gena Bcl-2. Nenavadno pa je tudi izrazanje pro-apoptotskih genov Bax in Bad, ki
se po 3-dnevnem stradanju (slika 20), torej sproZanju apoptoze, statisticno znacilno
zmanjSa (P = 0,008) v primerjavi s celicami, gojenimi v polnem diferenciacijskem mediju

(brez apoptoze) (izrazanje Bad ni prikazano, vendar je podobno).
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Slika 20. Znizanje izrazanja gena Bax po 3 dneh stradanja celic PC12 (metoda RT-PCR) [** P < 0,01].

Figure 20. Decreased expression of Bax gene after 3 days of starvation of PC12 cells (RT-PCR method) [**
P <0.01].
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3.2.3  Test za merjenje internukleosomske razgradnje DNA

Celice SH-SY5Y smo po enem dnevu gojenja izpostavili 25 E/ml EPO za 24 ur, nato
dodali 25 nM STR ter u¢inek pomerili po 9 urah s testom za merjenje internukleosomske
razgradnje DNA. Predhodna izpostavitev 25 E/ml EPO za 24 ur, ki ji je sledila 9-urna
obdelava s STR, je vidno znizala izrazito povecan obseg apoptoze, sprozen s STR (0 E/ml
EPO), vendar razlika ni statisti¢no znacilna (P = 0,161) (slika 21).
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Slika 21. U¢inek 24-urne izpostavitve celic SH-SY5Y 25 E/ml EPO pred 9-urnim sprozanjem apoptoze s 25
nM STR (stavrosporinom) na obseg razgrajene DNA.

Figure 21. Effect of 24-hour pre-treatment with 25 IU/ml EPO followed by 9-hour treatment with 25 nM
STR (staurosporine) on the level of fragmented DNA.

Test za merjenje internukleosomske razgrajenosti DNA smo na celiéni liniji SH-SY5Y
uporabili tudi za ugotavljanje vpliva treh razli¢nih rezimov izpostavitve EPO (12 ur pred
stradanjem, 48 ur socasno s stradanjem ter kombinacija obojega) na apoptozo, sprozeno s
stradanjem. Statisti¢no znacilen zasciten ucinek EPO se je izkazal le pri 12-urni predhodni
izpostavitvi 25 E/ml EPO (P = 0,031) pred sprozitvijo stradanja, Ki je trajalo 48 ur (slika

22; rezultati ostalih rezimov niso prikazani).
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Slika 22. Vpliv 12-urne predhodne izpostavitve celic SH-SY5Y razli¢nim koncentracijam EPO na obseg
razgrajene DNA po 48 urah stradanja [* P < 0,05 v primerjavi s pozitivno kontrolo — 0 E/ml EPO; ## P <
0,01 v primerjavi z negativno kontrolo — brez apoptoze].

Figure 22. Effect of 12-hour EPO pre-treatment on the level of fragmented DNA after 48 hours of starvation
of SH-SY5Y cells [* P < 0.05 vs. positive control — 0 1U/ml EPO; ## P < 0.01 vs. negative control — no
apoptosis].

Na celi¢ni liniji PC12 smo naredili podoben poskus, vendar s krajSim inkubacijskim
casom. Diferencirane celice smo stradali in hkrati za 3 ure izpostavili EPO. Dobili smo
podobne rezultate (slika 23). Statisticno znacilen zas¢iten ucinek EPO smo zaznali pri

soCasnem stradanju in izpostavitvi 25 E/ml (P = 0,014) in 50 E/ml (P = 0,016).
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Slika 23. Vpliv 3-urnega stradanja in socasne izpostavitve razliénim koncentracijam EPO na obseg
razgrajene DNA celic PC12 [* P < 0,05 v primerjavi s pozitivno kontrolo — 0 E/ml EPO; ## P < 0,01 v
primerjavi z negativno kontrolo — brez apoptoze].

Figure 23. Effect of 3-hour starvation and co-treatment with different concentrations of EPO on the level of
fragmented DNA of PC12 cells [* P < 0.05 vs. positive control — 0 IU/ml EPO; ## P < 0.01 vs. negative
control — no apoptosis].
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3.2.4  Test za merjenje aktivacije kaspaz

Za potrditev rezultatov, pridobljenih s predhodnimi testi, smo uporabili Rochev test, Ki
meri skupno aktivacijo razlicnih kaspaz v celici. Test smo izvedli po navodilih
proizvajalca, vendar statisticno znacilnih razlik v aktivaciji kaspaz nismo opazili. Kljub
temu lahko vidimo rahel porast apoptoze pri stradanju brez izpostavitve EPO ter pri
izpostavitvi 5 E/ml (P = 0,121) in 50 E/ml EPO (P = 0,493) ter zmanjSan obseg apoptoze
pri izpostavitvi 10 E/ml (P = 0,126) in 25 E/ml EPO (P = 0,148) (slika 24).
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Slika 24. Aktivacija kaspaz po 12-urni predhodni izpostavitvi EPO in 2,5-urnem stradanju celic SH-SY5Y
(mesto merjenja fluorescence: dno; avtomatska ojaditev signala).

Figure 24. Activation of caspases after 12-hour pre-treatment with EPO followed by 2.5-hour starvation of
SH-SY5Y cells (fluorescence detection posistion: bottom; automatic signal gain).

Rezultati podobnega poskusa s 30 minut kraj$o inkubacijo s kaspaznim substratom na
diferenciranih celicah PC12 kaZejo na statisticno znalilen za$Citen ucinek socCasne
izpostavitve EPO koncentracij 5 E/ml (P = 0,001), 25 E/ml (P = 0,017) in 50 E/ml (0,001)
ob stradanju. Izpostavitev 100 E/ml EPO hkrati s stradanjem ne kaze u¢inka na apoptozo
(slika 25).
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Slika 25. Aktivacija kaspaz po 2-urnem stradanju in socasni izpostavitvi celic linije PC12 EPO (mesto
merjenja fluorescence: od zgoraj; avtomatska ojacitev signala) [* P < 0,05; *** P < 0,001 v primerjavi s
pozitivno kontrolo — 0 E/ml EPO; # P < 0,05 v primerjavi z negativno kontrolo — brez apoptoze].

Figure 25. Activation of caspases after 2-hour starvation and co-treatment of PC12 cell line with EPO
(fluorescence detection posistion: top; automatic signal gain) [* P < 0.05; *** P < 0.001 vs. positive control
— 0 1U/ml EPO; # P < 0.05 vs. negative control — no apoptosis].

3.3 IZRAZANJE GENOV EPO IN EPOR V IZBRANIH CELICNIH LINIJAH

Izrazanje gena EPO je v obeh celi¢nih linijah (pri diferenciranih in nediferenciranih PC12
ter pri SH-SY5Y v obeh medijih, DME in DME/F12) v vseh testiranih razmerah pod mejo

zaznave (Ct > 35).

Izrazanje gena EPOR smo z metodo RT-PCR potrdili v obeh celi¢nih linijah, o ¢emer

pricajo sledeci rezultati (slike 26-32).

3.3.1 Vpliv stradanja na izraZanje gena EPOR

Izrazanje gena EPOR smo merili z metodo RT-PCR. Priblizno dvakratno statisti¢no
znacilno povisanje izraZzanja smo zaznali po 24-urnem stradanju celic SH-SY5Y v obeh
preizkuSenih rastnih medijih — DME (P = 0,008; slika 26) in DME/F12 (P < 0,001; slika
27).
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Slika 26. Izrazanje EPOR po 24 urah stradanja celic SH-SY5Y v mediju DME (metoda RT-PCR) [** P <
0,01].

Figure 26. EPOR expression after 24 hours of starvation of SH-SY5Y cells in DME growth medium (RT-
PCR method) [** P <0.01].
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Slika 27. Izrazanje EPOR po 24 urah stradanja celic SH-SY5Y v mediju DME/F12 (metoda RT-PCR) [*** P
<0,001].

Figure 27. EPOR expression after 24-hour starvation of SH-SY5Y cells in DME/F12 growth medium (RT-
PCR method) [*** P <0.001].

1,7-kratno statisti¢no znacilno poviSanje izraZzanja EpoR je vidno tudi v celi¢ni liniji PC12

ze po 24 urah stradanja (P = 0,019; slika 28).
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Slika 28. Tzrazanje EpoR po 24 urah stradanja celic PC12 (metoda RT-PCR) [* P < 0,05].
Figure 28. EpoR expression after 24-hour starvation of PC12 cells (RT-PCR method) [* P < 0.05].
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3.3.2 Vpliv EPO na izrazanje gena EPOR

Z metodo RT-PCR smo testirali vpliv razlicnih koncentracij in rezimov izpostavitve EPO
na izrazanje EPOR. Prikazane so le nekatere koncentracije in rezimi izpostavitev EPO; vsi

ostali preizkuSeni nacini (preglednica 6) niso imeli vpliva na izrazanje EPOR.

Pri 12-urni izpostavitvi EPO in sledeCem 24-urnem stradanju celic linije SH-SY5Y je
predvsem pri koncentraciji 10 E/ml EPO viden rahlo povecan obseg izrazanja EPOR-Q2
(slika 29), vendar rezultat ni statisticno znacilen (P = 0,678). Analiza rezultatov kaze, da
Kljub 24-urnemu stradanju ni prislo do statisticno znacilnega povecanja obsega apoptoze,

kar smo sicer s precejSnjo gotovostjo potrdili s predhodnimi poskusi (slika 26).
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Slika 29. Vpliv 12-urne izpostavitve EPO in sledecega 24-urnega stradanja na izrazanje EPOR-Q2 v celicah
SH-SY5Y (metoda RT-PCR).

Figure 29. Effect of 12-hour EPO pre-treatment followed by 24-hour starvation on EPOR-Q2 expression in
SH-SY5Y cells (RT-PCR method).

Visoka koncentracija EPO (100 E/ml) v celi¢ni liniji PC12 po 24 urah stradanja in soc¢asne
izpostavitve EPO statisti¢no znaéilno (P = 0,013) zniza izrazanje EpoR (slika 30), vendar

tega po 48 (slika 31) ali 72 urah ne moremo ve¢ zaznati.
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Slika 30. Vpliv 24-urnega stradanja in socasne izpostavitve visoki koncentraciji EPO na izrazanje EpoR v
celicah PC12 (metoda RT-PCR) [* P <0,05].

Figure 30. Effect of 24-hour starvation and co-treatment with EPO on EpoR expression in PC12 cells (RT-
PCR method) [* P <0.05].
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Slika 31. Vpliv 48-urnega stradanja in socasne izpostavitve visoki koncentraciji EPO na izrazanje EpoR v
celicah PC12 (metoda RT-PCR).

Figure 31. Effect of 48-hour starvation and co-treatment with high concentration of EPO on EpoR expression
in PC12 cells (RT-PCR method).

Prav tako ni pokazalo razlik v izrazanju EpoR 3-dnevno stradanje celic linije PC12 in

socasna izpostavitev nizjim koncentracijam EPO (slika 32).

48



Juvan, N. Razvoj metod za in vitro prou¢evanje tkivnozas¢itnih uc¢inkov eritropoetina v celiénem modelu.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Oddelek za biologijo, 2012

- T .:
0 . . . . .
25 50

brez 0
apoptoze

N

[N

Relativno izrazanje EpoR

Koncentracija EPO [E/mI]

Slika 32. Vpliv 72-urnega stradanja in so¢asne izpostavitve EPO na izrazanje EpoR v celicah PC12 (metoda
RT-PCR).

Figure 32. Effect of 72-hour starvation and co-treatment with EPO on EpoR expression in PC12 cells (RT-
PCR method).

3.4 AKTIVACIJA SIGNALNIH POTI

Za potrditev aktivacije signalne poti, preko katere predvidoma poteka zas¢itno delovanje
EPO (AKT oz. ERK), smo uporabili metodo prenosa proteinov western. Pri celicah
SH-SY5Y, gojenih v mediju DME/F12, je bilo izrazanje fosforiliranih oblik proteinov
presibko, zato so prikazani le rezultati na celicah, gojienih v mediju DME. Slika 33
prikazuje aktivacijo signalnih poti AKT in ERK po 1 uri izpostavitve EPO, slika 34 pa po
3 urah. IzraZzanje STATS je bilo presibko, da bi ga zaznali.
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Slika 33. Aktivacija signalnih poti AKT in ERK po 1 uri stradanja in so¢asne izpostavitve EPO v celicah SH-
SY5Y (metoda prenosa western).

Figure 33. AKT and ERK signal pathways activation after 1-hour starvation and co-treatment with EPO in
SH-SYS5Y cells (western blot analysis).
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Slika 34. Aktivacija signalnih poti AKT in ERK po 3 urah stradanja in so¢asne izpostavitve EPO v celicah
SH-SY5Y (metoda prenosa western).

Figure 34. AKT and ERK signal pathways activation after 3-hour starvation and co-treatment with EPO in
SH-SYS5Y cells (western blot analysis).

Intenzitete lis na PVDF membranah smo kvantificirali s programom ImageJ. Preracunana
razmerja aktivacije proteinov AKT in ERK po 1 uri izpostavitve EPO so prikazana na sliki
35. AKT se ni aktiviral pri nobeni izmed preizkuSenih koncentracij EPO, vidimo pa

povecano aktivacijo ERK pri koncentracijah 25, 50 in 100 E/ml EPO.
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Slika 35. Grafi¢ni prikaz relativne stopnje aktivacije signalnih poti AKT in ERK po 1 uri stradanja in soasne
izpostavitve EPO v celicah SH-SY5Y (metoda prenosa western, prera¢unano iz razmerja lis na PVDF
membrani).

Figure 35. Graphic display of AKT and ERK signal pathways relative activation after 1-hour starvation and
co-treatment with EPO in SH-SY5Y cells (western blot analysis, calculated from the ratio of bands'
intensities on PVDF membrane).

Nasprotno je po 3 urah vidna aktivacija AKT pri izpostavitvi nizkim koncentracijam EPO
(1 in 5 E/ml) in tudi aktivacija ERK pri izpostavitvi 5 E/ml EPO (slika 36).
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Slika 36. Grafi¢ni prikaz relativne stopnje aktivacije signalnih poti AKT in ERK po 3 urah stradanja in
socasne izpostavitve EPO v celicah SH-SY5Y (metoda prenosa western, preracunano iz razmerja lis na
PVDF membrani).

Figure 36. Graphic display of AKT and ERK signal pathways relative activation after 3-hour starvation and
co-treatment with EPO in SH-SY5Y cells (western blot analysis, calculated from the ratio of bands'
intensities on PVDF membrane).

Slika 37 prikazuje aktivacijo signalne poti AKT v diferenciranih celicah PC12, ki smo jih

24 ur stradali in nato za 30 minut izpostavili EPO, kot je vidna na PVDF membrani.
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Slika 37. Aktivacija signalne poti AKT po 30 minutah stradanja in socasne izpostavitve EPO v celicah PC12
(metoda prenosa western).

Figure 37. AKT signal pathway activation after 30-minute starvation and co-treatment with EPO in PC12
cells (western blot analysis).

Opazimo, da predvsem koncentraciji 5 in 25 E/ml EPO aktivirata signalno pot Akt in Erk,

medtem ko 25 E/ml EPO povzro¢i mo¢no zniZanje signaliziranja preko poti Stat5 (slika
38).

51



Juvan, N. Razvoj metod za in vitro prou¢evanje tkivnozas¢itnih uc¢inkov eritropoetina v celiénem modelu.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Oddelek za biologijo, 2012

. Koncentracija
2 ~ EPO [E/mI]:
5 2

Eg =0

=2 =1

= ®

3 - m5

(5]

14 25

P-Stat5/Stat5 P-Akt/Akt P-Erk/Erk
Protitelo (razmerje aktivirane in neaktivirane oblike)

Slika 38. Grafi¢ni prikaz relativne stopnje aktivacije signalnih poti Stat5, Akt in Erk po 30 minutah stradanja
in socasne izpostavitve EPO v celicah PC12 (metoda prenosa western, prera¢unano iz razmerja lis na PVDF
membrani).

Figure 38. Graphic display of the Stat5, Akt and Erk signal pathways relative activation after 30-minute
starvation and co-treatment with EPO in PC12 cells (western blot analysis, calculated from the ratio of bands'
intensities on PVDF membrane).
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4 RAZPRAVA

Glavni cilj magistrskega dela je bil razvoj primernih in vitro metod za proucevanje
tkivnozas¢itnega uc¢inka EPO v celicah nevralnega izvora. Tak$ne metode bi bile primerne
za visoko zmogljivostno testiranje molekul EPO v farmacevtski industriji, ki bi
tkivnozascCitni ucinek EPO na Ziv€evje lahko uporabila v razli¢cne namene, npr. za
zdravljenje bolnikov z nevrodegenerativnimi boleznimi ali po mozganski kapi. lzpostaviti
velja problem modela celi¢nih linij kot zivega organizma, kar pomeni, da lahko pride do
znatnih odstopanj med rezultati poskusov, saj je znotraj kulture prav tako prisotna naravna
diverziteta, ki pa se med razlicnimi poskusi Se precej poveca zaradi razlicnega Stevila
pasaz, spreminjajo¢e pH vrednosti in drugih dejavnikov, na katere zelo tezko vplivamo.
Poleg tega rezultati, pridobljeni na celi¢nih linijah, niso popolnoma prenosljivi v organske
sisteme, saj celice v klasi¢ni kulturi ne izrazajo vseh biokemijskih in morfoloskih lastnosti
celic tkiva, temvec¢ imajo ohranjene predvsem osnovne lastnosti, ki omogocajo prezivetje v
kulturi. Kljub nastetemu so celi¢ne linije zelo pomemben modelni sistem, predvsem zaradi
omogoc¢anja visoko zmogljivostnih analiz in zagotavljanja nespremenljivih razmer, v
katerih poteka poskus. Rezultati so vefinoma primerljivi z organskimi sistemi oz.

organizmi, prednost pa je tudi eti¢no izogibanje poskusom na zivalih.

Dela smo se lotili z iskanjem primernega sprozilca apoptoze. Najprej smo preizkusili
izpostavitev celic razlicnim koncentracijam stavrosporina (STR), ki je znan kot eden
najboljsih in najpogosteje uporabljanih sprozilcev apoptoze (Lopez in sod., 2000; Yuste in
sod., 2002; Pregi in sod., 2006). S testom za merjenje internukleosomske razgradnje DNA
smo kot primeren rezim za sproZanje apoptoze dolocili 9-urno obdelavo celic s 25 nM STR
(slika 10). Vendar pa nekateri avtorji poro¢ajo o neprimernosti sprozanja apoptoze s STR
na celi¢ni liniji SH-SY5Y (Shi in sod., 2010). Prav tako smo zasledili, da naj bi EPO med
drugim deloval preko proteinske kinaze C (von Lindern in sod., 2010), medtem ko STR
sprozi apoptozo prav preko zaviranja delovanja tega proteina (Pregi in sod., 2006), poleg
tega pa smo nasli zadovoljiv nacin sproZzanja apoptoze na fizioloski nacin (s stradanjem),

zato smo metodo sprozanja apoptoze s STR kasneje opustili.

Ker smo v literaturi nasli nekaj porocil o raziskavah za$¢itnega uc¢inka EPO na celice, pri

katerih so apoptozo sprozili s TNF-o (Pregi in sod., 2009; Wenker in sod., 2010), smo
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metodo preizkusili tudi mi, a se ni izkazala za primerno. Izpostavitev celic SH-SY5Y 10 in
100 ng/ml TNF-a ni povzrocila razlike v obsegu apoptoze v primerjavi z negativno
kontrolo. Proteini druzine TNF namre¢ signalizirajo preko vsaj 29 razli¢nih receptorjev, od
Cesar je odvisen odziv, ki ga doloc¢en protein sprozi v celici. TNF-a tako lahko deluje na
razli¢ne signalne poti, od katerih nekatere vodijo v celicno smrt, druge pa do aktivacije
anti-apoptotskih proteinov, proliferacije in diferenciacije celic (Aggarwal, 2003; Hehlgans
in Pfeffer, 2005, Wang in sod., 2011a).

Kot najprimernej$i sprozilec apoptoze se je pokazalo stradanje celic z odtegnitvijo seruma,
Ki ga sicer dodajamo v rastni medij (SH-SY5Y: 10 % FBS; PC12: 10 % HS in 5 % FBS).
Stradanje v celici sprozi moc¢an metaboli¢ni stres, ki je normalen fizioloski pojav, in vodi v
apoptozo. Ustreznost sprozitve apoptoze z metodo stradanja celic smo potrdili tako s
testom za merjenje metaboli¢ne aktivnosti kakor tudi s specifi¢nimi apoptotskimi testi, Ki
razlikujejo med apoptozo in nekrozo: s testom za merjenje internukleosomske razgradnje
DNA, s testom aktivacije kaspaz in z razmerjem izrazanja genov BAX in BCL-2 (metoda
RT-PCR). S popolno odtegnitvijo seruma celi¢ni liniji SH-SYS5Y uspe$no sprozimo
apoptozo ze po 24 urah stradanja (slika 11), ko metaboli¢na aktivnost pade na 80 %. Po 48
urah se metaboli¢na aktivnost zniza na 40 %, po 72 urah pa na slabih 30 %. Kot primerni
Casovni to¢ki za merjenje obsega apoptoze smo najprej izbrali 24- in 48-urno stradanje in
nadaljevali poskuse z merjenjem na teh dveh tockah. Kasneje se je izkazalo, da je za
opazovanje uc¢inka EPO na celice 0z. na raven prezivetja primernejse 24-urno stradanje, saj
S0 po 48 urah ocitno celice Ze preve¢ poskodovane, da bi bil viden u¢inek EPO. Za
sprozitev apoptoze celic PC12 z enako metodo je potrebno dolgotrajnejSe stradanje.
Preizkusili smo merjenje metaboli¢ne aktivnosti prvih 24 ur na vsake tri ure (slika 12), a na
nobeni tocki nismo zaznali statisti¢no znacilnega znizanja metabolicne aktivnosti, kar je v
nasprotju z rezultati, ki jih navajajo nekateri avtorji (Maroto in sod., 1997; Ji in sod.,
2001). Po 3 in 24 urah stradanja smo zaznali znatno povisanje metaboli¢ne aktivnosti, kar
je obicajen odziv celic preden nastopi apoptoza, pogosto opazen pri obdelavi vzorca z
odmerkom, ki je nizji od sprozitvenega za apoptozo, oz. pri krajSem Casu izpostavitve
dejavnikom, ki sprozajo apoptozo. Drugi avtorji so zacetek apoptoze zaznali tri do pet dni
po zacetku stradanja celic linije PC12 (Tanaka in sod., 1997; Koshimura in sod., 1999) in

na teh to¢kah smo statisticno znacilno znizanje metaboli¢ne aktivnosti zaznali tudi mi
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(slika 13). Po treh dneh stradanja je metaboli¢na aktivnost upadla na 72 %, po petih pa na
30 %. Kot primerno ¢asovno tocko za merjenje u¢inka EPO na prezivetje celic smo izbrali
tretji dan stradanja. Apoptozo smo v izbranih ¢asovnih tockah potrdili tudi s specifi¢nimi

testi za merjenje apoptoze (sliki 14 in 15).

Delo smo nadaljevali z merjenjem ucinka EPO na prezivetje celic v izbranih ¢asovnih
toCkah. Test za merjenje metabolicne aktivnosti smo uporabili predvsem za grobo
doloCanje parametrov testiranja. Izkazalo se je, da so izmed vseh preizkusenih rezimov,
nastetih v preglednici 6 (str. 26), statistino znalilne razlike opazne le kadar celice SH-
SY5Y izpostavljamo EPO 12 ur pred stradanjem in pri soasnem stradanju in izpostavitvi
EPO celic PC12. Zaznali smo povisanje metaboli¢ne aktivnosti celic SH-SY5Y, predhodno
izpostavljenih 50 in 100 E/ml EPO, vendar zasCitnega ucinka 100 E/ml kasneje s
specificnimi apoptotskimi testi nismo potrdili. Dvig metaboli¢ne aktivnosti celic PC12 je
povzrocilo soCasno stradanje in izpostavitev 25 in 50 E/ml EPO. Rezultati posameznih
poskusov, zastavljenih po enaki shemi, so se sicer veckrat precej razlikovali. Glede na
kasneje pridoblje rezultate smo ugotovili, da test za merjenje metaboli¢ne aktivnosti z
reagentom WST-1 ni primeren za natan¢no spremljanje u¢inka EPO na apoptozo na celi¢ni
liniji SH-SYS5Y, ker je uc¢inek EPO na apoptozo man;jsi od variabilnosti, do katere pride

zaradi merjenja splosne celi¢ne metabolicne aktivnosti.

Uporaba RT-PCR in racunanja razmerja pro- in anti-apoptotskih genov (Bax/Bcl-2) se za
celi¢no linijo PC12 ni izkazalo kot primerna metoda. Prvi razlog je odsotnost izrazanja
gena Bcl-2 v celicah, kjer ne sprozimo apoptoze (celice, gojene v mediju DME s 100 ng/ml
NGF-B). Poleg tega pa nam tudi izrazanje pro-apoptotskih genov (Bax in Bad), ki se po
3-dnevnem sprozanju apoptoze zniza (slika 20), pove, da je pri nasi zasnovi poskusa o¢itno
vpleten nek drug mehanizem in ne izbrani geni. PrecejSnja verjetnost je, da lahko
ugotovitev posplosimo za celi¢no linijjo PC12, saj sta do enakih ugotovitev priSla ze
Maroto in Perez-Polo (1997). Prav tako je skladno z nasimi rezultati tudi Renzi s sodelavci
(2002) z metodo mikromrez zaznal poviSanje izrazanja Bax in Bad po 3-urni izpostavitvi
diferenciranih PC12 10 E/ml EPO (brez sprozanja apoptoze), po drugi strani pa je opazil
povecanje izrazanja anti-apoptotskega gena Bcl-XL in zniZanje izrazanja pro-apoptotskega

gena Bak. Prisli so tudi do ugotovitve, da z metodo RT-PCR ucinka EPO prej kot po 24
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urah ne moremo zaznati, vendar pa so v tem primeru merili spremembo izrazanja genov po
izpostavitvi 0,2 E/ml EPO, koncentraciji, ki v nasih poskusih ni pokazala nobenega uc¢inka.
Kljub temu da o€itno lahko spremembe na ravni izrazanja genov opazimo ze po 24 urah
stradanja, so te glede na naSe rezultate vidne tudi $e po 72 urah. Izrazanja genov Bcl-XL in
Bak v nasih poskusih nismo testirali. Pri celi¢ni liniji SH-SY5Y smo izraZanje apoptotskih
genov merili le po 24 in 48 urah stradanja in nismo zaznali nobenih sprememb v izrazanju

apoptotskih genov. Poskus bi bilo morda smiselno ponoviti pri krajsem ¢asu stradanja.

Eden izmed rezultatov, ki smo jih dobili s sprozanjem apoptoze s stavrosporinom, preden
smo ga oznacili kot neprimernega za nase namene, je pri testu za merjenje razgradnje DNA
kazal rahlo zasc¢iten u¢inek po 24-urni predhodni izpostavitvi 25 E/ml EPO, vendar razlika

ni bila statisticno znacilna, rezultata pa v nadaljnjih poskusih nismo ve¢ uspeli ponoviti.

Test za merjenje internukleosomske razgradnje DNA se je sicer na obeh celi¢nih linijah
pokazal kot zelo primeren za merjenje uéinka EPO na prezivetje. Na celi¢ni liniji
SH-SYS5Y smo apoptozo sprozali 48 ur. Glede na rezultate bi bilo morda bolje uporabiti
krajsi Cas, a smo kljub temu opazili statisticno znacilno znizanje obsega apoptoze na
priblizno enako raven kakor pri negativni kontroli (brez apoptoze) pri 12-urni predhodni
izpostavitvi 25 E/ml EPO (slika 22). Na celi¢ni liniji PC12 smo apoptozo sprozali le 3 ure,
zato smo dobili precej Sibke vrednosti absorbanc, vendar se tudi tu vidijo statisti¢no
znacilni zasc¢itni uéinki socasnega stradanja in izpostavitve 25 in 50 E/ml EPO in znizanje
obsega apoptoze na enako stopnjo kakor pri kontroli brez stradanja oz. brez apoptoze (slika
23).

Aktivacijo kaspaz v celicah linije SH-SY5Y smo merili po dveh urah in pol, kar se je
izkazalo za predolgo dobo, saj razlike med posameznimi koncentracijami verjetno zaradi
tega niso bile statisti¢no znacilne. So pa kljub temu vidni odmiki v smeri, ki nakazujejo
zasciten uéinek koncentracij 10 in 25 E/ml EPO, kar se lepo sklada z rezultati, ki jih kaze
test za merjenje internukleosomske razgradnje DNA. Enak test smo zato na celi¢ni liniji
PC12 uporabili za merjenje aktivacije kaspaz 2 uri po zaletku stradanja. Rezultat
nedvoumno kaze na za$Citen ulinek soCasne izpostavitve 5, 25 in 50 E/ml EPO, ki
statisti¢no znacilno znizajo aktivacijo celokupnih kaspaz — v nasprotju s koncentracijo 100

E/ml EPO, za katero smo ze na podlagi prej$njih testov dognali, da nima ucinka na
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apoptozo oz. je celo rahlo toksicna. Celice PC12 po so¢asnem stradanju in izpostavitvi 5 in
50 E/ml EPO kazejo celo na visjo viabilnost kakor pri negativni kontroli, kjer nismo
sprozali apoptoze. Na vsaki celi¢ni liniji smo sicer opravili 16 meritev aktivacije kaspaz s
fluorescentnim ¢italnikom (v 1,5-urnih intervalih, 24 ur), vendar so bili uporabni le prvi
rezultati; kasneje so se precej povecCale napake, verjetno predvsem zaradi zelo hitrega
izhlapevanja medija med merjenjem, vrednosti pa so zelo hitro upadle, kar pomeni, da bi
bilo morda smiselno poskusiti tudi s Se krajsim ¢asom stradanja in krajSo inkubacijo v

kaspaznem substratu.

Zascitnega ucinka predhodne izpostavitve celic SH-SY5Y 1 E/ml in 5 E/ml EPO, ki ga
zagovarjajo Pregi in sod. (2006), nismo potrdili z nobenim testom. Prav tako v nasprotju z
nekaterimi raziskovalci (Tanaka in sod., 2001) zascitnega ucinka nismo zaznali pri

soCasnem stradanju in izpostavitvi celic koncentracijam EPO, nizjim od 5 E/ml.

Pri vec¢ini poskusov je bil zas¢itni ué¢inek EPO na prezivetje celic velik, saj so primerni
rezimi izpostavitve EPO povrnili celi¢éno viabilnost na raven, kakr$na je bila pred
sprozanjem apoptoze (negativha kontrola — brez apoptoze). Rezultat je skladen z
raziskavami Zhi-Kun-ove skupine (2012) in ne popolnoma z dognanji Um-ove skupine
(2007), ki je zaznala le 50-odstotno povisanje viabilnosti v primerjavi z negativno

kontrolo.

Z metodo RT-PCR smo dokazali, da izbrani celi¢ni liniji v nobeni izmed testiranih razmer
endogeno ne izrazata gena EPO. S to ugotovitvijo smo izni¢ili moznost, da bi le-ta vplival
na odziv celic oz. da bi bila dejanska koncentracija EPO v celicah razli¢na od eksogeno
dodane. Prav tako smo za obe celi¢ni liniji potrdili, da se izrazanje EPOR ob sprozanju

apoptoze statisti¢no znacilno poveca (slike 26-28).

Vpliv EPO na izrazanje gena EPOR smo merili, da bi ugotovili, ali je mehanizem
zasCitnega delovanja EPO povezan z izrazanjem EPOR (povratna zanka). Rezultati kazejo,
da se pri 12-urni izpostavitvi 10 E/ml EPO, ki ji sledi 24-urno stradanje celic SH-SY5Y
sicer izrazanje EPOR rahlo povisa, vendar rezultat nima dovolj velike statisti¢ne teze. Pri
tem poskusu nismo uspeli potrditi povecanja izrazanja EPOR ob stradanju, kar smo sicer

potrdili Ze s prejSnjimi testi, zato menimo, da bi bilo potrebno poskus ponoviti. Podobne
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rezultate smo dobili tudi pri socasnem stradanju in izpostavitvi celic PC12 EPO, kjer po 3
dneh za nobeno od koncentracij EPO, ki naj bi imele zas¢itni ucinek, nismo mogli potrditi
spremembe v izrazanju EpOR. Statisticno znadilna razlika je vidna le pri 24-urnem
soCasnem stradanju in izpostavitvi visoki koncentraciji EPO (100 E/ml), ki je za celice
toksi¢na — ta zniza izrazanje EpoR, kar je skladno s hipotezo o povratni zanki. Po 48 urah
soCasnega stradanja in izpostavitve EPO nismo ve¢ zaznali znizanja v izrazanju EPOR, kar
pomeni, da bi morali tudi niZje koncentracije EPO testirati Se pri krajSem casu stradanja in

socasni izpostavitvi EPO (PC12 24 ur, SH-SY5Y pa Se manj, morda 12 ur).

Aktivacijo signalnih poti smo v celi¢ni liniji SH-SY5Y merili po 1 in 3 urah izpostavitve
EPO. Po 1 uri je bila vidna le sibka aktivacija ERK pri izpostavitvi 25, 50 in 100 E/ml
EPO, po 3 urah pa pri 5 E/ml EPO. Sibko aktivacijo AKT smo zaznali le pri 3-urni
izpostavitvi 1 in 5 E/ml EPO. Glede na dobljene rezultate z metodo prenosa western na
celi¢ni liniji PC12 pa lahko potrdimo, da EPO deluje preko signalne poti Akt in Erk.
Posebej lepo so predvidene signalne poti izrazene pri izpostavitvi 25 E/ml EPO, kjer sta
vidni mo¢ni aktivaciji tako Akt kot Erk ter tudi utiSanje signalne poti Stat5, ki naj ne bi bila

vklju€ena v zas€itno delovanje EPO.
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5 SKLEPI

5.1 SPROZILCI APOPTOZE

a) Metabolicni stres, povzrocen s stradanjem, vpliva na izrazanje gena EPOR in je

sprozilec apoptoze v celi¢nih linijah SH-SY5Y in PC12.

b) Primeren ¢as sproZzanja apoptoze s stradanjem, t. j. popolno odtegnitvijo seruma, v
celi¢ni liniji SH-SYSY je 24 ur, v celicni liniji PC12 pa 72 ur.

c) Stavrosporin in TNF-a nista primerna za dolo¢anje vpliva EPO na prezivetje celic
izbranih linij (SH-SY5Y in PC12).

5.2 METODE MERJENJA APOPTOZE

a) Test za merjenje metaboli¢ne aktivnosti z reagentom WST-1 je primeren za grobo
dolo¢anje apoptoze na celi¢nih linijah SH-SY5Y in PC12, ¢e so razlike dovolj
velike, ni pa primeren za natan¢no spremljanje u¢inka EPO na apoptozo celic linije

SH-SY5Y.

b) Test za merjenje sproSCenega encima laktat dehidrogenaza ni primeren za

proucevanje obsega apoptoze na izbranih celi¢nih linijah.

c) Merjenje razmerij izrazanja pro-apoptotskega gena Bax in anti-apoptotskega gena

Bcl-2 ni primerno za dolo¢anje apoptoze celic linije PC12.

d) Testa za merjenje internukleosomske razgradnje DNA in aktiviranih kaspaz sta zelo

primerna za dolo¢anje vpliva EPO na prezivetje celic obeh testiranih linij.
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5.3 UCINEK EPO NA APOPTOZO

a) EPO lahko privede do velikih razlik v obsegu apoptoze — ob primernem rezimu
izpostavitve EPO se celi¢na viabilnost povrne na raven, kakr$na bi bila brez

sprozanja apoptoze.

b) Rezultati kazejo na izstopajo¢o zacitno vlogo 12-urne izpostavitve 25 E/ml EPO
pred stradanjem celi¢ne linije SH-SY5Y ter socasnega stradanja in izpostavitve 50
E/ml EPO celi¢ne linije PC12 in medtem ko bi zas¢itno vlogo lahko pripisali Se
enakemu rezimu izpostavitve EPO koncentracij 10 E/ml na SH-SY5Y ter 5 in 25
E/ml na PC12, poskusi z ostalimi koncentracijami (0,1-100 E/ml) in rezimi
(izpostavitev EPO pred stradanjem, soCasno s stradanjem ter kombinacija obojega)

niso pokazali ucinka oz. je bil ta toksicen.

c) Vpliva EPO na izrazanje EPOR nismo zaznali.

d) EPO v izbranih celi¢nih linijah aktivira signalni poti AKT in ERK.
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6 POVZETEK MAGISTRSKEGA DELA

6.1 POVZETEK

Cloveski eritropoetin (EPO) je citokin, ki preko vezave na eritropoetinski receptor (EPOR)
v celici sprozi razlicne biokemijske poti. Poleg dobro prouc¢enih vlog uravnavanja
proliferacije, diferenciacije in celi¢ne smrti eritroidnih predniskih celic, ki so jih od
odkritja dalje zaradi pomembne vloge v eritropoezi intenzivno proucevali znanstveniki po
vsem svetu, novejSe raziskave nakazujejo tudi tkivnozaséitni ucinek EPO na nekatera
tkiva: kozno, endotelno, sréno, zivéno itd. Mehanizem tkivnozascitnega delovanja na
zivéevje naj bi bil podoben kot v hematopoetskih tkivih, kjer EPO preprecuje vnetje in
celicno apoptozo ter na okoliSko tkivo deluje regenerativno. Izkazalo se je, da je za
tkivnozas€itno delovanje potrebna mnogo visja koncentracija EPO kot za osnovno
eritropoetsko delovanje. Farmacevtska industrija ima glede uporabe EPO dva osnovna
cilja, in sicer razvoj molekule z izni¢eno hematopoetsko in ohranjeno tkivnozasé¢itno vlogo
ter razvoj metod za visoko zmogljivostno proucevanje ucinka teh molekul in vitro. Cilji
magistrskega dela so bili: (i) najti primeren sprozilec apoptoze za merjenje ucinka
eksogeno dodanega EPO, (ii) razviti metodo, ki omogoca merjenje tkivnozascitnega ucinka
eritropoetina in vitro v celiénem modelu, ter (iii) prouciti u¢inek EPO na izbrane celi¢ne
linije nevralnega izvora. Pri¢akovali smo, da bomo ob ustreznem rezimu izpostavitve celic

EPO zaznali zmanj$an obseg apoptoze v primerjavi s kontrolnimi celicami.

Magistrsko delo je bilo narejeno na dveh celicnih linijah: SH-SY5Y (Cloveski
nevroblastom) in PC12 (podganji feokromocitom), ki sta bili ve¢inoma gojeni v mediju
DME, obogatenem s serumom. Testirali smo razli¢ne teste za specifi¢no in nespecificno
merjenje apoptoze, sprozene z razli¢nimi sprozilci, veéinoma pa s stradanjem, t. j.
odstranitvijo seruma iz polnega gojitvenega medija. Za zacetne poskuse smo uporabili test
za merjenje metabolicne aktivnosti z reagentom WST-1, katerega rezultat smo izrazili kot
metaboli¢no aktivnost celic. Uporabljeni specificni testi, ki razlikujejo apoptozo od
nekroze, pa so bili merjenje izrazanja apoptotskih proteinov z metodo RT-PCR (obratna
transkripcija in verizna reakcija s polimerazo) ter kompleta testov za merjenje
internukleosomske razgradnje DNA in aktivacije kaspaz (Roche). Testirali smo razli¢ne

rezime izpostavitve EPO: pred stradanjem, so¢asno s stradanjem in kombinacijo obojega,
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vse to testirano z razlicnimi Casi izpostavitve in koncentracijami EPO (0,1-100 E/ml). Za
preverjanje aktivacije signalnih poti AKT, ERK in STAT5 smo uporabili metodo prenosa

western.

Statisticno znalilno poviSanje obsega apoptoze (P < 0,001) smo pri stradanju celic
SH-SYS5Y zaznali ze po 24 urah, ko se je metaboli¢na aktivnost znizala na 80 %, medtem
ko je bilo na celi¢ni liniji PC12 za statisticno znacilno zniZanje potrebno vsaj 72-urno
stradanje (P = 0,015), ko se je metaboli¢na aktivnost spustila na 72 %. Apoptozo, sprozeno
s stradanjem, smo potrdili tudi s specificnimi apoptotskimi testi. Statisticno znacilen
zaSCitni u¢inek EPO smo zaznali le pri predhodni izpostavitvi celic SH-SY5Y in so¢asnem
stradanju in izpostavitvi celic PC12. Povrnitev celi¢ne viabilnosti na raven, kakrsna je bila
pred stradanjem (negativna kontrola) smo s testom za merjenje razgradnje DNA zaznali pri
12-urni predhodni izpostavitvi celic SH-SY5Y 25 E/ml EPO (P = 0,031) in z merjenjem
aktivacije kaspaz na celicah PC12 pri 72-urnem so¢asnem stradanju in izpostavitvi EPO
koncentracij 5 (P = 0,001), 25 (P = 0,017) in 50 E/ml (P = 0,001). Z metodo RT-PCR smo
dokazali, da se EPO v izbranih celi¢nih linijah ne izraza endogeno, kot tudi da eksogeno
dodan EPO nima vpliva na izraZzanje gena EPOR. S prenosom western smo v obeh celi¢nih
linijah, predvsem pa v PC12, zaznali povisan delez fosforiliranih proteinov AKT in ERK

ob izpostavitvi EPO.

Metaboli¢ni stres, povzrocen s stradanjem, vpliva na izrazanje gena EPOR in je primeren
sprozilec apoptoze v proucevanih celi¢nih linijah. Primeren €as sproZanja apoptoze s
stradanjem v celi¢ni liniji SH-SYSY je 24 ur, v celi¢ni liniji PC12 pa 72 ur. Kot
najprimernejSa testa za dolocanje vpliva EPO na prezivetje celic obeh testiranih linij sta se
izkazala merjenje internukleosomske razgradnje DNA in merjenje aktiviranih kaspaz.
Rezultati kazejo na izstopajoco zacitno vlogo 12-urne predhodne izpostavitve 10 in 25
E/ml EPO na celi¢ni liniji SH-SY5Y ter soCasnega stradanja in izpostavitve 5, 25 in 50
E/ml EPO na celi¢ni liniji PC12. Vpliva EPO na izrazanje EPOR nismo zaznali. EPO v
izbranih celi¢nih linijah aktivira signalni poti AKT in ERK. Razvoj metod za proucevanje
uc¢inka EPO in vitro je bil uspeSen: ob primernem rezimu izpostavitve smo zabelezili

zaSc¢iten ucinek EPO na celice nevralnega izvora.
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6.2 SUMMARY

As a vital cytokine for erythroid development, the effects of erythropoietin (EPO) via the
erythropoietin receptor (EPOR) have been studied extensively on the physiological,
cellular and molecular levels. Besides regulating proliferation, differentiation and death of
erythroid precursor cells, an increasing number of studies demonstrate its role as a
tissueprotective agent. Protective effects have been shown on various non-hematopoietic
tissues: skin, endothelial, myocardial, neural etc. The mechanism of action in neural tissue
is supposed to be similar to the one in hematopoietic: anti-apoptotic, (neuro-)regenerative
and anti-inflammatory. Due to the fact that the concentration of exogenously added EPO
has to be much higher to observe neuroprotective in contrast to erythropoietic effect, two
promising niches arise for pharmaceutical industry: the modification of an EPO molecule
that would have diminished erythropoietic and enhanced neuroprotective role and
development of in vitro methods for high-throughput analyses. Therefore, the objectives of
this Master’s Thesis were (i) to find a suitable apoptotic trigger, (ii) to develop a method
that enables measuring the effect of EPO in vitro, and (iii) to study neuroprotective effect
of EPO in vitro. Our hypothesis was that we will be able to detect decrease in apoptotic

ratio in cells, treated with EPO by appropriate design.

All of the Master’s Thesis work was done on two cell lines: SH-SY5Y (human
neuroblastoma) and PC12 (rat pheochromocytoma), cultured mostly in DME medium and
supplemented with serum. We tested several apoptotic triggers and tests for measuring
apoptosis to find the most appropriate. As an apoptotic trigger in most experiments we
used a serum starvation method (total serum depletion from full growth medium). For
initial experiments we used a non-specific test for apoptosis where we measured metabolic
activity of the cells with the WST-1 reagent. Later we applied more specific apoptotic tests
for measuring the expression of apoptotic proteins (with RT-PCR (reverse transcription
polymerase chain reaction) method), the fragmentation of DNA and the activation of
caspases (for the last two we used Roche's kits). We tested several different treatment
designs: pre-treatment, co-treatment (concomitantly with depletion of serum) and a

combination of both (pre- + co-treatment). In addition, we also applied various different
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treatment time periods and concentrations ranging from 0.1 to 100 IU/ml. We used western
blot analysis to test the activation of the AKT, ERK and STATS5 signaling pathways.

Statistically significant rise in apoptosis (P < 0.001) in serum-starved SH-SY5Y was
already seen after 24 hours of starvation, when metabolic activity decreased to 80 %. By
contrast, no effect on metabolic activity was seen on the PC12 cell line until three days
after the serum depletion, when metabolic activity finally decreased to 72 % (P = 0,015).
We confirmed apoptotic-like cell death with specific apoptotic tests. Only two treatment
designs with EPO have shown to have protective effect, one on each cell line. Restitution
to the apoptotic level as seen in negative control (without triggering the apoptosis) was
detected by a DNA fragmentation test when SH-SY5Y cells were pre-treated for 12 hours
with 25 1IU/ml EPO (P = 0.031), and by a caspase activation test when PC12 cells were co-
treated with 5 (P = 0.001), 25 (P = 0.017) and 50 IU/ml EPO (P = 0.001). . We have
proven that there is no endogenous expression of EPO in our cell lines and also that EPO
has no effect on the level of expressed EPOR gene. Western blot analysis revealed
phosphorylation of AKT and ERK in both cell lines, especially in PC12 when treated with
EPO.

Metabolic stress, induced by serum starvation, influences EPOR gene expression and is a
suitable trigger of apoptosis for further studies of neuroprotective effects of EPO in vitro.
Furthermore, the appropriate period of time for triggering apoptosis has proven to be 24
hours in the SH-SY5Y cell line, and at least 72 hours in PC12. Measuring DNA
fragmentation and activation of homogenous caspases have been verified as the most
appropriate methods for measuring the effect of EPO on both cell lines. EPO showed to be
neuroprotective on SH-SY5Y when pre-treated for 12 hours with 25 IU/ml. Similar effects
on the PC12 cell line were seen when differentiated cells were co-treated with 5, 25 and 50
IU/ml EPO. We perceived no effect of EPO on EPOR gene expression. We confirmed the
involvement of AKT and ERK signaling pathways in cells treated with EPO.To conclude,
we successfully developed methods for in vitro studies of EPO, which enabled us to detect
tissueprotective effects on cells of neural origin, exerted by appropriate treatment design
with EPO.
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