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preţivetje celic SH-SY5Y se je zaradi premajhne natančnosti izkazal test za 

merjenje metabolične aktivnosti. Za testiranje učinka EPO na apoptozo celic PC12 

pa ni primerna metoda merjenja izraţanja 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 proučevanje učinka EPO in vitro je 

bil uspešen: ob primernem reţimu izpostavitve smo zabeleţili zaščiten učinek 

EPO na celice nevralnega izvora. 
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whereas on the PC12 cell line protective effect was observed in a 72-hour co-

treatment with 5, 25 and 50 IU/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 
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1 UVOD 

Hematopoeza je nastajanje krvnih celic iz krvotvornih matičnih celic. Te so v kostnem 

mozgu in so multipotentne ter samoobnavljajoče. Njihove hčerinske celice se diferencirajo 

v predniške celice mieloične in limfatične vrste, ki se ne morejo več samoobnavljati 

(Roţman in Jeţ, 2010). Eritropoetin (EPO) je znan hematopoetski dejavnik, ki preprečuje 

apoptozo ter pospešuje proliferacijo in diferenciacijo eritroidnih predniških celic (Carnot in 

Deflandre, 1906), ki se nato razvijejo v eritrocite (proces se imenuje eritropoeza), celice, 

specializirane za prenos kisika. Ključno vlogo pa EPO igra tudi v mnogih signalnih poteh, 

ki se aktivirajo pri številnih boleznih in so vključene v zaščito tkiv: zaviranje apoptoze, 

ponovna vzpostavitev ţilne avtoregulacije in zmanjšanje imunskega odziva (Grasso in 

sod., 2004). Apoptoza oz. programirana celična smrt je normalen pojav pri razvoju in 

staranju in deluje kot homeostatski mehanizem za vzdrţevanje celičnih populacij v tkivih. 

Je natančno uravnavan in od energije odvisen proces, za katerega so značilne specifične 

morfološke in biokemijske spremembe (Elmore, 2007). Apoptoza ima pomembno vlogo v 

razvoju ţivčevja, poleg tega pa so okvare v njenem delovanju tudi eden izmed vzrokov za 

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

Ţe skoraj dvajset let je splošno sprejeto dejstvo, da receptorji za eritropoetin (EPOR) niso 

prisotni le na celicah hematopoetskih tkiv, temveč med drugimi tudi na koţnih, endotelnih, 

srčnih in ţivčnih celicah (Digicaylioglu in sod., 1995; Morishita in sod., 1997). Zaščitni 

učinek eksogeno dodanega EPO na ţivčevje so raziskovalci potrdili tako na različnih 

modelih in vitro kot na in vivo modelih odraslih in novorojenih miših (Sola in sod., 2005; 

Noguchi in sod., 2007). Več avtorjev poroča o zaščitnem učinku EPO na ţivčevje v smislu 

preprečevanja umetno sproţene apoptoze (Morishita in sod., 1997; Sakanaka in sod., 1998; 

Ehrenreich in sod., 2004; Ghezzi in Brines, 2004). Izkazalo se je, da je za aktivacijo 

tkivnozaščitnega učinka potrebna mnogo višja koncentracija EPO kot za hematopoetski 

učinek. To pomeni, da povišanje koncentracije EPO sproţi tako tkivnozaščitne kot 

hematopoetske učinke, kar pa lahko vodi do nezaţelenih stranskih učinkov (Wang in sod., 

2011b; Brines in Cerami, 2012). Na tem področju sta s stališča farmacevtske industrije 

tako zanimiva vsaj dva vidika: razvoj molekule z izničeno hematopoetsko in ohranjeno 

tkivnozaščitno vlogo, ter razvoj metod za proučevanje učinka teh molekul in vitro. 
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1.1 PREGLED OBJAV 

1.1.1 Eritropoetin 

Človeški 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. Prvič so ga izolirali in očistili v zelo nizki koncentraciji iz urina bolnikov z 

aplastično 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 α-vijačnice. Po krvnem obtoku kroţi v različno glikoziliranih izooblikah, ki se 

med seboj razlikujejo po električnem naboju in biološki aktivnosti (Jelkmann, 2011). 

Izčrpajo in razgradijo ga celice, na katere učinkuje – tarčne celice (Gross in Lodish, 2006). 

Večina 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 (Štiblar Martinčič, 

2005). Glede nastajanja EPO v neledvičnih tkivih pri odraslem človeku (koţa, moţgani) se 

krešejo različna mnenja, potrjeno pa najdemo zapis za EPO v obliki mRNA tudi v 

moţganih, jetrih, vranici, pljučih in testisih (Jelkmann, 2011). 

Glavna vloga EPO je uravnavanje eritropoeze preko pospeševanja preţivetja, proliferacije 

in diferenciacije eritroidnih prekurzorjev (neposredna rekrutacija zarodnih celic) (Carnot in 

Deflandre, 1906) ter sproţanja sinteze hemoglobina (Krantz, 1991). Z vezavo na EPOR 

eritroidnih prekurzorjev prepreči apoptozo oz. vzdrţuje viabilnost celic (Koury in 

Bondurant, 1988; 1990).  

Nastajanje EPO je uravnavano na transkripcijski ravni. Povezanost koncentracije kisika v 

krvi in nastajanja novih rdečih krvničk je med potovanjem v perujsko gorovje leta 1890 

opazil in prvič opisal francoski anatom Francois Gilbert Viault (Viault, 1890). Kot je 

nakazal ţe Viault, sta glavna sproţilca izraţanja EPO hipoksija (padec parcialnega tlaka 

kisika) in anemija (stanje zniţane oksiformne kapacitete krvi kot posledica zmanjšanega 

števila eritrocitov ali/in zmanjšane količine hemoglobina). Hipoksija zniţa inhibitorni 

učinek transkripcijskih dejavnikov GATA-1 in 2 ter poveča dostopnost heterodimernih 

(α/β) transkripcijskih dejavnikov HIF (angl. hypoxia inducible factor), ki spodbujajo 

ojačevalec gena EPO. Transkripcijski dejavniki HIF se inaktivirajo v razmerah normalnega 
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parcialnega tlaka kisika s hidroksilacijo α-podenot (Jelkmann, 2011). Ko pride do nastanka 

EPO, se ta sprosti v krvni obtok in potuje do celic, ki na površini izraţajo funkcionalne 

EPOR homodimere, ter preko mreţe kompleksnih signalov, ki uravnavajo celično 

proliferacijo, diferenciacijo in smrt, spodbuja eritropoezo oz. nastajanje novih rdečih 

krvničk, eritrocitov (Spivak, 2005). Signalizacija EPO se uravnava preko različnih 

dejavnikov, kot so: (i) koncentracija EPO, (ii) gostota EPOR na površini celic,               

(iii) spodbujevalna aktivnost kinaz, ki sproţijo fosforilacijo tirozinov različnih proteinov, 

vključenih 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 (povečanje števila eritrocitov v krvi), 

pomanjkanje EPO pa je glavni razlog za nastanek anemij (Jelkmann, 2011), povezanih z 

različnimi kroničnimi okvarami, npr. boleznijo jeter in ledvic, revmatoidnim artritisom in 

mnogimi drugimi (Wallner in sod., 1977; Murphy in sod., 1994). V sredini 80. let so prvič 

uspešno klonirali gen EPO in takrat se je razmahnila tehnologija rekombinantne DNA za 

visoko zmogljivostno produkcijo modificiranih EPO molekul za spodbujanje eritropoeze. 

Različne oblike EPO z generičnimi imeni epoetin alfa, beta in omega so ţe kar nekaj časa 

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 tkivnozaščitni 

učinek EPO doseţemo le s precej višjimi odmerki EPO, kot so potrebni za hematopoetski 

učinek. Visoki odmerki EPO pa so povezani s stranskimi učinki, predvsem z nenormalno 

povišano eritropoezo in proliferacijo tumorskih celic (Chateauvieux in sod., 2011).  

Omenjenemu v izogib so razvili več različic molekule EPO z ohranjeno tkivnozaščitno in 

izničeno eritropoetsko funkcijo. S kemijsko modifikacijo oz. mutiranjem EPO so tako 

razvili CEPO, molekulo EPO s karbamiliranimi lizini (Leist in sod., 2004), površinski 

peptid vijačnica B, ki posnema trodimenzionalno zgradbo EPO (Brines in sod., 2008), 

asialoEPO, pri katerem je encimsko odstranjena sialična kislina (Chateauvieux in sod., 

2011), S100E, pripravljen z mestno specifično mutagenezo (Leist in sod., 2004) in še 

mnogo drugih različic. 
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Količino oz. koncentracijo EPO običajno izraţamo v mednarodnih enotah na volumsko 

enoto (E/ml, angl. IU/ml), pri čemer ima ena enota na eritropoezo enak učinek kot 5 μmol 

kobaltovega klorida pri glodalcih (Jelkmann, 2007). 

 

1.1.2 Eritropoetinski receptor 

Eritropoetinski receptor (EPOR) spada v druţino citokinskih receptorjev. Sestavljajo ga 

pribliţno 230 aminokislinskih ostankov velika zunajcelična domena D1 (N-terminalni 

konec), transmembranski segment in pribliţno 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 povzroči homodimerizacijo receptorja (slika 

1) (Watowich in sod., 1994) in začetek postopnega transdukcijskega procesa (Watowich in 

sod., 1999). Večina peptidnih interakcij se zgodi na t. i. funkcionalnem epitopu, majhni 

hidrofobni ploščati regiji zunajcelične domene (Phe 93, Met 150, Phe 205) (slika 2) (De 

Vos in sod., 1992), ki dokazano sproţi za EPO specifične učinke tako v ţivalskih modelih 

kakor v celičnih kulturah (Wrighton in sod., 1996).  

 

Slika 1. Kristalna struktura kompleksa homodimernega EPOR z vezanim EPO [EPObp: EPO vezavni protein 

oz. EPOR] (Syed in sod., 1998: 512). 
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Slika 2. Povečan izsek funkcionalnega epitopa na homodimeru EPOR z označenimi hidrofobnimi 

aminokislinami, ki sodelujejo pri vezavi EPO (Middleton in sod., 1999: 14165). 

 

V eritroidnem sistemu se EPOR preteţno izraţa v predniških proeritroblastnih celicah 

CFU-E (angl. colony forming unit-erythrocyte) do stopnje bazofilnega eritroblasta (Spivak, 

2005), sicer pa se EPOR nahajajo tudi na številnih nehematopoetskih celičnih tipih, npr. na 

endotelijskih celicah, hepatocitih ter na ţivčnih in neţivčnih celicah ţivčnega sistema (Juul 

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

Izraţanje EPOR v hematopoetskih tkivih je med eritropoezo natančno uravnavano, 

medtem ko podrobni molekulski mehanizmi v drugih tkivih še niso popolnoma razjasnjeni, 

čeprav je verjetno, da ima EPO tudi na druga tkiva podobne učinke 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 tkivnozaščitnega delovanja 

eritropoetina posredovan preko heterokompleksa receptorja, kjer naj bi poleg homodimera 

EPOR sodeloval tudi skupni β-receptor (βcR, angl. β-common receptor), vendar je Um s 

svojo skupino (2007) z dokajšnjo gotovostjo dokazal, da za celični liniji SH-SY5Y in 

PC12 to ne velja. Z NMR tehnologijo ter s kristalografijo so dokazali, da na teh celicah ne 

pride do sočasnega izraţanja EPOR in hipotetičnega partnerja βcR, ter da je funkcionalen 

EPOR prisoten na celični površini tudi v odsotnosti EPO. βcR 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 Zaščitni učinek EPO 

Zadnjih dvajset let se je s proučevanjem zaščitnega učinka EPO ukvarjalo veliko 

raziskovalnih skupin. Posledično je v obtoku kopica člankov, v katerih so z različnimi 

reţimi, koncentracijami in modelnimi sistemi dokazovali vpliv EPO na obseg umetno 

sproţene apoptoze. Nekatere raziskovalne skupine so potrdile zaščitni učinek EPO, vendar 

obstaja tudi precej nasprotujočih si dokazov. 

Gen EPOR se izraţa v različnih tipih moţganskih celic: v ţivčnih progenitorskih celicah, 

mikroglialnih celicah, astrocitih, nevronih in oligodendrocitih. V hipoksičnih razmerah 

moţganske celice izraţajo tudi EPO, in sicer večinoma astrociti, medtem ko se EPOR 

izraţa preteţno v nevronih (Juul in sod., 1999). Tkivnozaščitno vlogo EPO najpogosteje 

proučujejo na srčnem in na ţivčnem tkivu. 

Raziskave zaščitnega učinka EPO na ţivčevje so največkrat opravili na mišjih in podganjih 

modelih (Bernaudin in sod., 1999; Noshita in sod., 2001; Shein in sod., 2008; Fu in sod., 

2011; Köllensperger in sod., 2011; Zhao in Rempe, 2011), od celičnih linij pa sta bili med 

najpogosteje testiranimi liniji človeškega nevroblastoma (SH-SY5Y) in podganjega 

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

Zaščiten učinek 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 proţenjem apoptoze, pri 

čemer je zaščitni učinek EPO s koncentracijo naraščal, medtem ko naj bi zgolj 6-urna 

izpostavitev pred proţenjem apoptoze in sočasna izpostavitev EPO ter proţenje apoptoze 

ne imela učinka (Pregi in sod., 2006). Nasprotno pa skupina iz ZDA poroča, da so največji 

zaščitni učinek dosegli z EPO v koncentraciji le 0,01 E/ml, in sicer z izpostavitvijo pred 

proţenjem apoptoze in sočasno izpostavitvijo EPO ter proţenjem apoptoze (Um in sod., 

2007). 

Zaščitni učinek na celice linije PC12 so zaznali pri 1-urni izpostavitvi EPO in nadaljnjemu 

sočasnemu proţenju 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 sočasnem diferenciranju in izpostavljanju celic PC12 EPO  koncentracij 0,7-70 
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E/ml, čemur je sledilo proţenje apoptoze ob neprekinjeni izpostavitvi EPO (Tanaka in 

sod., 2001). 

Rezultati večine raziskav kaţejo, da naj bi ustrezna koncentracija in reţim izpostavitve 

EPO popolnoma preprečila umetno sproţeno apoptozo oz. naj bi EPO po začetnem 

povečanju apoptoze obnovil celično 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 kaţejo le 50-odstotno povišanje celične 

viabilnosti po uspešnem reţimu izpostavitve EPO (Um in sod., 2007). 

Kot primerne sproţitelje apoptoze na izbranih celičnih linijah različni avtorji največkrat 

navajajo obdelavo s stavrosporinom (Pregi in sod., 2006; Um in sod., 2007; Wenker in 

sod., 2010), H2O2 (Shi in sod., 2010; Sinclair in sod., 2010), amiloidom β (Li in sod., 2008; 

Zhi-Kun in sod., 2012), MPTP (Wu in sod., 2007) in TNF-α (dejavnik tumorske      

nekroze α) (Pregi in sod., 2009; Wenker in sod., 2010) ter in vitro sproţanje 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), proučevanje 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 priročnosti zelo pogosto uporabljajo 

tudi za posredno merjenje relativnega obsega apoptoze (Tanaka in sod., 2001; Ma in sod., 

2009). 

Doslej je za proučevanje učinka 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 celični liniji SH-SY5Y podobnega eksperimenta 

ni bilo. Sicer pa so kot proţilec apoptoze v drugačne namene različne raziskovalne skupine 

uporabile tako stradanje celic linije SH-SY5Y, kjer so apoptozo sproţali 1–3 dni (Macleod 

in sod., 2001; Aubry in sod., 2009), kakor tudi celične linije PC12, kjer naj bi bilo za 

sproţitev 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 

Različni dokazi kaţejo, da je tkivnozaščiten učinek EPO na ţivčevje povezan z 

anti-apoptotskim, ţivčno-regenerativnim in protivnetnim delovanjem (Sola in sod., 2005). 

Mehanizem, kako celica izbere specifično pot, ki vodi v zaščitno delovanje, ni natančno 

znan, zagotovo pa drţi, da pri tem igrajo pomembno vlogo tip celice, njen presnovni status 

in razpoloţljivost receptorjev na njeni površini (van der Kooij in sod., 2008). 

Hipoteza o povratni zanki pravi, da pride do zaščitnega učinka EPO zaradi povečanega 

števila EPOR na celični membrani. Povečanje izraţanja 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 povišanje izraţanja EPOR. 

Pregi in njegova skupina so leta 2006 dokazali, ob izpostavljanju celic SH-SY5Y EPO ne 

pride do dviga izraţanja gena BCL-2 (Pregi in sod., 2006), medtem ko so 4 kasneje 

Wenkerjeva in njena skupina dobili rezultat, da se izpostavitev EPO sproţi povečanje 

izraţanja anti-apoptotskih genov BCL-XL in BCL-2 (Wenker in sod., 2010). 

Večina raziskovalnih skupin je soglasnih, da EPO spodbuja funkcionalnost in viabilnost 

ţivčnih celic preko aktivacije kalcijevih kanalčkov. Nevralni odzivi na aktivacijo Ca
2+

 

kanalčkov so npr. eksocitoza, aktivacija encimov in fosforilacija proteinov. Po 5-dnevnem 

stradanju oz. predhodnem izpostavljanju zelo nizkim koncentracijam EPO, le-ta sproţi 

depolarizacijo membrane ter poveča privzem Ca
2+

 in celokupno koncentracijo Ca
2+

 v 

celicah (Masuda in sod., 1993; Koshimura in sod., 1999). Poročajo tudi o povečani 

produkciji NO (dušikovega oksida) v celicah, izpostavljenih EPO, pri čemer pa naj EPO ne 

bi vplival na nastajanje NO oz. na NOS (sintazo dušikovega oksida) (Koshimura in sod., 

1999). 

Slika 3 prikazuje najpogosteje obravnavane signalne poti, vključene v mehanizem 

zaščitnega delovanja EPO. 
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Slika 3. Znotrajcelične signalne poti, vključene v mehanizem zaščitnega učinka EPO [EPObp: EPO vezavni 

protein; PLC: fosfolipaza C; JAK-2: Janusna kinaza 2; NO: dušikov oksid; ERK2: z zunajceličnimi signali 

nadzorovana kinaza 2; PI3K: fosfatidilinozitol 3-kinaza; STAT5: signalni prenašalec in aktivator 

transkripcije; GSK-3β: kinaza glikogen-sintaze 3β; AKT: proteinska kinaza B; IκB: inhibitor κB; NF-κB: 

jedrni dejavnik κB; BCL-XL: anti-apoptotski protein; BAD: pro-apoptotski protein] (prirejeno po Brines in 

Cerami, 2005: 489). 

 

EPO z vezavo na receptorski homodimer (EPObp1 in EPObp2) povzroči 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 začetno stanje. Fosforilirani tirozini predstavljajo sidrišča za 

rekrutacijo proteinov, ki vsebujejo SH2 domeno, med njimi PI3K (fosfatidilinozitol 3-

kinaza) in STAT5 (signalni prenašalec 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 povzroči povišano izraţanje 

anti-apoptotskih genov BCL-XL in BCL-2 (Wei in sod., 2006) in zniţano izraţanje pro-

apoptotskih genov, npr. BAX (Kumral in sod., 2006), aktivacija PI3K pa povzroči 

aktivacijo AKT (proteinska kinaza B) in ERK2 (z zunajceličnimi 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. preţivetja celice (Brines 

in Cerami, 2012). 

Glavni dejavnik, ki vodi do inhibicije apoptoze, je verjetno AKT, serinsko-treoninska 

proteinska kinaza, ki deluje kot celični analog virusnega onkogena v-Akt in igra ključno 

vlogo pri uravnavanju preţivetja in apoptoze (Burgering in Coffer, 1995; Franke in sod., 

1997). Fosforilirana oblika AKT preko inaktivacije različnih tarč, med drugim pro-

apoptotskega proteina BAD, preprečuje apoptozo oz. povzroči preţivetje celic (Datta in 

sod., 1997; del Peso in sod., 1997). Ostale tarčne molekule AKT so še GSK-3, p53, 

citokrom c in NF-κβ (Datta in sod., 1999; Culmsee in Mattson, 2005). ERK2 je proteinsko 

kinazna signalna molekula, ki sodeluje pri uravnavanju mejoze, mitoze in postmitotičnega 

dogajanja v diferencirani celici. Signalne poti ERK2 lahko sproţijo različni draţljaji, kot so 

rastni dejavniki, citokini, transformirajoči dejavniki in karcinogeni, okuţba z virusi itd. 

Včasih se kot sinonim za kinazo, ki jo nadzorujejo zunajcelični signali (ERK2), uporablja 

izraz MAPK (z mitogenom aktivirani protein-kinaza) (Roţman in Jeţ, 2010). Aktivacijo 

signalnih poti v celični liniji PC12 ob izpostavitvi EPO je proučeval 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 zaščiti pred apoptozo v 

celicah PC12 ni vključena signalna pot ERK, temveč da gre zgolj za signalno pot 

Akt/GSK-3β/kaspaza-3. 

Signalne poti v hematopoetskih tkivih, ki usmerjajo diferenciacijo oz. zorenje eritroidnih 

celic, so preseţne v smislu da kljub večim različnim mutacijam še vedno lahko pride do 

normalnega nastajanja rdečih krvničk, iz česar sledi logičen 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 natančno uravnavano celično smrt. 

Glavni poti proţenja apoptoze sta ekstrinzična in intrinzična pot, ki sta med seboj povezani 

in vplivata ena na drugo. Obstaja še tretja pot proţenja apoptoze, perforinska/grancimska 

pot, ki vključuje citotoksične limfocite T. 

Ekstrinzična pot proţenja apoptoze se aktivira kot odziv na številne zunanje draţljaje, ki 

jih celica zazna s t. i. smrtnimi receptorji. Domena smrtnega receptorja se preko kaskade 

molekulskih dogodkov poveţe z iniciatorsko kaspazo 8, ki nato aktivira kaspazo 3 ali cepi 

BID, protein druţine BCL-2, kar vodi v nastanek apoptosoma in v aktivacijo kaspaze 9 

(Elmore, 2007). 

Kaspaze sestavljajo veliko druţino zelo ohranjenih proteinov. Delimo jih na dve večji 

poddruţini: 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 vključuje cepitev cimogena ob 

aspartatu med podenotami in s tem odstranitev prodomene encima. Aktivno mesto je 

heteromer iz male in velike podenote, končna aktivna oblika kaspaze pa je proteinski 

tetramer, sestavljen iz dveh takšnih heterodimerov (Piţem in Cör, 2001).  

Intrinzično pot proţenja apoptoze lahko aktivirajo različni signali iz okolja, kot so 

pomanjkanje rastnih dejavnikov, sevanje, toksini, hipoksija, virusna infekcija itd. 

Vključuje mreţo različnih draţljajev, ki ne delujejo preko receptorjev, temveč neposredno 

na tarčne proteine in tako vodijo do sprememb notranje membrane mitohondrija, kar 

povzroči nastanek por in s tem izgubo transmembranskega potenciala mitohondrija in 

sprostitev pro-apoptotskih proteinov iz medmembranskega prostora v citosol. Ti proteini 

aktivirajo različne kaspaze, povzročijo nastanek apoptosoma ter v kasnejšem stadiju 

apoptoze tudi razgradnjo DNA in zgostitev kromatina. V uravnavanje omenjenih 

mitohondrijskih dogodkov je vpletena druţina proteinov BCL-2, te pa nadzoruje protein 

p53, ki zavira rast tumorja. Proteine druţine BCL-2 razdelimo v 3 skupine. Skupina 1 
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vključuje anti-apoptotske proteine (BCL-2, Bcl-XL, BCL-XS ...), proteini skupin 2 in 3 pa 

so proapoptotski (BAX, BAD, BID ...) – vključeni v permeabilizacijo zunanje 

mitohondrijske membrane (Elmore, 2007). BAX se v stresnih razmerah premesti na 

mitohondrijsko membrano ter povzroči nastanek por in izhajanje citokroma c, ki nato 

sproţi apoptozo. Drugi način 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 preprečitve aktivacije kaspaz (Tsujimoto 

in Croce, 1986; Oltvai in sod., 1993). 

Vse poti proţenja apoptoze se na koncu zdruţijo v izvršilno pot, ki se prične z aktivacijo 

izvršilne kaspaze 3 in se odrazi v razgradnji DNA, zgostitvi kromatina, razgradnji 

citoskeleta in jedrnih proteinov, prečnem povezovanju proteinov, nastanku apoptotskih 

telesc, izraţanju ligandov za receptorje fagocitotskih celic in nazadnje v fagocitozi. 

Značilni sproţilec za fagocitozo je premik fosfatidilserina na zunanjo membrano (Elmore, 

2007). 

Ker v celični kulturi lahko pride sočasno z apoptozo tudi do nekroze, je pomembno, da ju 

znamo ločiti. Nekroza je namreč toksični proces, pri katerem je celica pasivna ţrtev, ki 

sledi od energije neodvisnemu procesu celične smrti. Nekateri procesi so skupni obema 

procesoma, najpomembnejše morfološke razlike, ki razlikujejo apoptozo od nekroze, pa so 

prikazane v preglednici 1 (Elmore, 2007). 

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

Apoptoza Nekroza 

posamezne celice ali manjši skupki večji skupki, konfluentne celice 

skrčenje celice nabrekanje celice 

internukleosomska razgradnja DNA naključna in difuzna razgradnja DNA 

nepoškodovana celična membrana poškodovana celična membrana 

citoplazma zadrţana v apoptotskih telescih citoplazma sproščena v okoliško tkivo ali medij 

ni vnetja, fagocitoza apoptotskih telesc vnetje običajno prisotno 

 

http://www.pnas.org/search?author1=Y+Tsujimoto&sortspec=date&submit=Submit
http://www.pnas.org/search?author1=C+M+Croce&sortspec=date&submit=Submit
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1.1.6 Testi za merjenje apoptoze 

V proces apoptoze je vključenih mnogo različnih dejavnikov in kompleksnih zaporednih 

dogodkov, ki so natančno uravnavani v več točkah. Te regulacijske točke nam lahko 

sluţijo kot orodje za proučevanje vpletenih proteinov – aktivatorjev, efektorjev in 

regulatorjev apoptoze, preko katerih lahko z različnimi apoptotskimi testi zaznavamo ali 

štejemo apoptotske celice. Ker so si dogodki v apoptozi in nekrozi lahko precej podobni, je 

ključnega pomena, da za natančno določanje apoptotskih celic uporabimo vsaj dva testa, ki 

temeljita na različnih principih (Elmore, 2007). V uporabi je širok nabor apoptotskih 

testov, od katerih ima vsak svoje prednosti in slabosti, ki se jih moramo pri izbiri 

najprimernejšega 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 namreč izrazijo le prehodno. Prav 

tako se moramo zavedati, da celice, gojene v kulturi, sčasoma zapadejo v sekundarno 

nekrozo. To je stanje, ko celice po določenem času inkubacije prenehajo s presnovnimi 

procesi, izgubijo membransko integriteto in sprostijo citoplazemsko vsebino v okolje. 

Zaradi tega lahko dobimo laţen pozitiven rezultat, po drugi strani pa apoptotske celice 

hitro izginejo, kar lahko vodi do laţnega negativnega rezultata, če testa ne opravimo ob 

primerni časovni točki. Izbira primernega sproţilca apoptoze, časovne točke in tipa testa 

ima zato velik pomen. Teste za merjenje apoptoze v celičnih kulturah lahko glede na to, 

katero apoptotsko značilnost zaznavajo, razdelimo v 5 skupin, opisanih v nadaljevanju 

(Elmore, 2007). 

i. Citomorfološke spremembe 

Pod svetlobnim mikroskopom lahko vidimo značilnosti kasnejše faze apoptoze: krčenje 

celice in piknozo. Velikost celic se manjša, citoplazma postaja gostejša in organeli bolj 

tesno pakirani. Piknoza je najbolj značilen 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) (Štiblar Martinčič, 1998). Metoda zazna poznejše dogodke v apoptozi, zato 

celic v zgodnji fazi apoptoze ne zaznamo in je priporočljiva 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 namreč 

potrdimo glavne značilnosti apoptoze: elektronsko gosto jedro – v zgodnji fazi ostro 

ločeno od citoplazme, saj se kromatin oblikuje v ostro ločeno drobno zrnato maso, ki se 

zbira ob robu jedrne ovojnice, jedro je fragmentirano, membrana celice ostaja 

nepoškodovana tudi v poznem stadiju apoptoze, v celici se pojavijo neorganizirani 

organeli ter velike in bistre vakuole, celice se gubajo in na površini nastajajo brstiči, 

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, časovna potratnost in zmoţnost testiranja le majhnega odseka 

naenkrat (Verhaegen, 1998; Štiblar Martinčič, 1998). 

 

Slika 4. Citomorfološke spremembe med apoptozo: A) mikrografija mišjega pankreasa, barvanega s HE, 

posneta s svetlobnim mikroskopom (puščice prikazujejo apoptotične celice, ki so skrčene in imajo 

zgoščeno citoplazmo in fragmentirano jedro); B) transmisijska elektronska mikrografija priţeljca – 

limfociti v zgodnji fazi apoptoze z zgoščenim kromatinom in citoplazmo ter nepravilno obliko celice 

(leva puščica prikazuje apoptotsko telesce, desna pa fragment jedra) (Elmore, 2007: 497 in 499). 

 

 

ii. Internukleosomska razgradnja DNA 

Zgostitev kromatina je povezana s cepljenjem jedrne DNA z endonukleazami v 

območju vrzeli med nukleosomi. Pri tem nastanejo številni fragmenti, dolgi od 180 do 

200 baznih parov. Razgradnjo DNA lahko prikaţemo z elektroforezo, pretočno 

citometrijo ali označevanjem z različnimi barvnimi ali fluorescentnimi označevalci. Pri 

elektroforezi dobimo značilno sliko lestve DNA v agaroznem gelu, pretočna 

citometrija pa nam odkrije z biotiniliranimi nukleotidi označene fragmente DNA. 
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Metodi sta primerni zaradi enostavnosti in uporabni za tkiva in celične kulture z 

velikim številom apoptotičnih celic. Pri proučevanju apoptoze celic je večkrat 

pomembna prepoznava in lokalizacija teh celic v tkivnem vzorcu, česar pa zgoraj 

omenjeni metodi ne omogočata. Testi za zaznavanje razgradnje DNA v posamezni 

celici običajno temeljijo na označevanju koncev nukleosomskih fragmentov, ki jih 

zaznamo kolorimetrično ali kot fluorescenco (Elmore, 2007). 

iii. Zaznavanje kaspaz oz. cepljenih kaspaznih substratov, regulatorjev in 

inhibitorjev 

Zelo dobri tarči za merjenje obsega apoptoze sta iniciatorska in efektorska kaspaza. Z 

luminiscentnimi in fluorescentnimi substrati zaznamo cepitev različnih cimogenov kot 

značilnost apoptoze. Za določanje aktivne oblike kaspaz lahko uporabljamo tudi 

protitelesa in fluorescentno označene inhibitorje kaspaz. Iniciatorski kaspazi pri 

človeku sta 8 in 9. Ti dve lahko s proteolizo aktivirata efektorske kaspaze, med drugimi 

tudi kaspazo 3, ki nato cepi tarčne proteine in povzroči apoptozo. Kaspaze so močno 

uravnavane na transkripcijski ravni in z endogenimi anti-apoptotskimi polipeptidi. 

Testi, s katerimi neposredno merimo kaspazno aktivnost, omogočajo tudi razumevanje 

mehanizma celične smrti (Elmore, 2007). 

iv. Spremembe na celični membrani 

Zdrave evkariontske celice vzdrţujejo značilno asimetrijo v fosfolipidnem dvosloju, 

med celično smrtjo pa se močno poveča vsebnost fosfatidilserina na zunanji membrani 

(in zmanjša na notranji). Celično smrt tako lahko zaznamo preko proteina, ki se z 

visoko afiniteto veţe na fosfatidilserin. To je npr. aneksin V, ki ga konjugiramo z 

barvilom ali fluorescentno molekulo in tako na specifičen način označimo umirajoče 

celice. Na podoben način lahko apoptozo zaznavamo tudi s kalretikulinom in 

trombospondinom-1. Glavna prednost je visoka občutljivost testa (z uporabo pretočne 

citometrije lahko zaznamo posamezne apoptotske celice). S kombinacijo posebnih 

barvil lahko razlikujemo med apoptotičnimi in nekrotičnimi celicami (Elmore, 2007). 

v. Mitohondrijske spremembe 

Spremembe v metabolični aktivnosti mitohondrija so značilne za kasnejšo fazo 

apoptoze. Gre za porušitev elektrokemijskega gradienta skozi zunanjo mitohondrijsko 
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membrano, do česar pride zaradi delovanja proteinov druţine BCL-2, ki povzročijo 

nastanek por v mitohondrijski membrani. Z laserskim presevnim konfokalnim 

mikroskopom lahko opazujemo številne spremembe na mitohondrijih: nastanek por v 

mitohondrijih, depolarizacijo notranje membrane mitohondrija, tok Ca
2+

, redoks status 

mitohondrija in reaktivne kisikove spojine. Z laserskim ali fluorescentnim 

mikroskopom pa lahko opazujemo tudi izhajanje citokroma c iz mitohondrijev ter 

različne 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 neapoptotičnih celicah se 

liofilizirano barvilo akumulira v mitohondriju in ko doseţe kritično koncentracijo, tvori 

skupke, ki oddajajo specifično svetlo rdečo fluorescentno svetlobo, v apoptotičnih 

celicah pa barvilo difundira v citoplazmo, kjer njgove molekule v monomerni obliki 

oddajajo fluorescenco drugačne barve, v tem primeru zeleno (Elmore, 2007).  

 

1.2 NAMEN DELA 

V zadnjih letih so večino raziskav delovanja eritropoetina opravili na mišjih modelih 

(Bernaudin in sod., 1999; Noshita in sod., 2001; Shein in sod., 2008; Fu in sod., 2011; 

Köllensperger in sod., 2011; Zhao in Rempe, 2011). Razvoj in vitro metod na celičnih 

linijah bi v primerjavi z mišjimi modeli (in vivo) prinesel znatne prednosti: moţnost 

izvajanja visoko zmogljivostnih analiz, zagotavljanje nespremenjljivih razmer, etično 

nesporno raziskovanje učinka na ţive sisteme ter skladnost s priporočili za zmanjšanje 

uporabe poskusnih ţivali. 

Cilji magistrskega dela  so bili: 

i. najti primeren sproţilec apoptoze za proučevanje učinka eksogeno dodanega EPO, 

ii. razviti metodo, ki omogoča merjenje tkivnozaščitnega učinka eritropoetina in vitro 

v celičnem modelu (potencialni tkivnozaščitni učinek EPO merjen kot učinek na 

raven apoptoze) ter 

iii. proučiti tkivnozaščitni učinek EPO in vitro na izbranih celičnih linijah nevralnega 

izvora. 



Juvan, N. Razvoj metod za in vitro proučevanje tkivnozaščitnih učinkov eritropoetina v celičnem modelu. 

   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za biologijo, 2012 

17 

 

1.3 HIPOTEZA 

Rastni dejavnik eritropoetin poleg svoje osnovne funkcije kot hematopoetski dejavnik 

nakazuje tudi zaščitni učinek na ţivčevje. Pričakujemo, da bomo ob ustreznem reţimu 

izpostavitve celic eritropoetinu zaznali zmanjšano raven apoptoze v primerjavi s 

kontrolnimi celicami.  
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2 MATERIAL IN METODE 

2.1 MATERIAL 

Izbrana modela za proučevanje učinka EPO sta bili trajni celični liniji človeškega 

nevroblastoma SH-SY5Y (slika 5) in podganjega feokromocitoma PC12 (slika 6). Poreklo 

celične cinije SH-SY5Y je laboratorij doc. dr. Nataše Debeljak, od koder je tudi celična 

linija PC12, na kateri so bili narejeni poskusi prenosa proteinov western. Vse ostale 

poskuse na celični liniji PC12 smo opravili na celicah iz laboratorija prof. dr. Janka Kosa. 

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

 

 

Slika 5. Slika celic SH-SY5Y (LGC/ATTC, 2012). 

 

 

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). 

 

Celični liniji smo gojili v medijih, ki vsebujejo osnovna hranila, ki se vgradijo v deleče se 

celice (aminokisline, maščobne 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 vzdrţevanje linije gojili v gojitvenih 

posodah s površinami 25, 75 in 150 cm
2
 (posode T25, T75, T150) v nadzorovani vlaţni 

atmosferi s 5 % CO2, poskuse pa smo izvajali na gojitvenih ploščah s 6, 12 in 96 

vdolbinicami z manjšimi površinami. Celice SH-SY5Y rastejo pritrjene na podlago, zato 

smo jih pri dosegu 75% konfluentnosti precepljali s tripsinom (0,25%) v raztopini EDTA 

(1,1 ml/T75), celice linije PC12 pa so suspenzijske, zato smo jih precepljali s 

centrifugiranjem (1300x g, 5 minut). Celice smo za poskuse uporabljali od doseţene 3. do 

17. pasaţe. Za naše namene je bilo potrebno celice linije PC12 pred izpostavitvijo EPO 

diferencirati 5 dni na ploščah (diferenciacija se je izkazala za najuspešnejšo na ploščah s 6 

vdolbinicami), prevlečenih z 10 μg/ml kolagena tipa 4 (koncentracijo smo določili 

eksperimentalno), s 100 ng/ml NGF (ţivčni 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 začele izraţati lastnosti ţivčnih celic (obseţne fenotipske 

spremembe, prenehanje delitev, izraščanje nevritov, pridobitev električne vzdraţnosti) (cit. 

po Harrill in Mundy, 2011). Kot diferencirane smo smatrali pritrjene celice z vsaj enim 

izrastkom (nevritom), daljšim 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, Nemčija prenos western 

Cell Death Detection ELISA
PLUS

 Roche, ZDA komplet za merjenje 

internukleosomske razgradnje DNA 

dGTP, dCTP, dTTP, dATP (100 

mM) 

Promega, ZDA sinteza cDNA 

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

Kemikalija Proizvajalec Namen uporabe 

DNase I (DNaza in 10x pufer) Roche, Nemčija RT-PCR reakcija 

Dulbecco's Modified Eagle (DME) 

– high glucose medij 

Sigma-Aldrich, ZDA medij za gojenje celic (PC12 in 

SH-SY5Y) 

Dulbecco's Modified Eagle /Ham's 

F-12 Nutrient Mixture (DME/F12) 

medij 

Sigma-Aldrich, ZDA medij za gojenje celic (SH-SY5Y) 

eritropoetin (HX575), 2,5 mg/ml Lek, Slovenija izpostavitev celic 

etanol Kefo, Slovenija izolacija RNA in dezinfekcija 

delovne površine 

FBS (fetusni serum goveda) Sigma Chemical, Nemčija dodatek rastnemu mediju 

glikogen, 5 mg/ml Ambion, ZDA izolacija RNA 

goveji serumski albumin (BSA) Sigma-Aldrich, ZDA prenos western 

Homogeneous Caspases Assay, 

fluorimetric 

Roche, ZDA komplet za merjenje apoptoze 

preko aktivacije kaspaz 

kloroform Carlo Erba, Španija izolacija RNA 

kolagen iz človeške placente 

Bornstein in Traub tip IV 

Sigma-Aldrich, ZDA diferenciacija celic PC12 

konjski serum (HS) Gibco, Kanada dodatek rastnemu mediju 

metanol Carlo Erba, Španija prenos western 

Na3VO4  Sigma-Aldrich, ZDA prenos western 

NaDS Carl Roth, Nemčija prenos western 

NaF Merck, Nemčija prenos western 

naključni začetni oligonukleotidi 

(heksameri, 500 µg/ml) 

Promega, ZDA sinteza cDNA 

natrijev bikarbonat Sigma-Aldrich, ZDA dodatek rastnemu mediju 

NGF-β, podganji, 0,5 mg/ml Sigma-Aldrich, ZDA diferenciacija celic PC12 

NP-40 Sigma-Aldrich, ZDA prenos western 

NuPAGE
®
 LDS Sample Buffer  Sigma-Aldrich, ZDA prenos western 

PBS (fosfatni pufer z NaCl) Sigma-Aldrich, ZDA raztapljanje glikogena in kolagena, 

spiranje celic, prenos western 

Pierce
®

 ECL Western Blotting 

Substrate 

Thermo Scientific, ZDA 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) 

Kemijski inštitut, Slovenija izpostavitev celic 

PMSF Sigma-Aldrich, ZDA prenos western 

Pierce
®

 BCA Protein Assay kit Thermo Scientific, ZDA merjenje koncentracije proteinov 

primarna protitelesa Akt, P-Akt, 

Stat, P-Stat, 44/42 MAPK, P-44/42 

MAPK 

Cell Signaling Technology, ZDA prenos western 

RNAse-free voda Molecular Bioproducts, Mehika izolacija RNA 

sekundarna protitelesa anti-rabbit-

HRP 

Sigma-Aldrich, ZDA prenos western 

Spectra™ Multicolor Broad Range 

Protein Ladder 

Fermentas, Kanada prenos western (elektroforeza) 

stavrosporin, 2 mg/ml Sigma-Aldrich, ZDA sproţanje apoptoze 

SuperScript RT III (komplet 

vsebuje DTT, SSIII RT, 5x First 

Strand pufer, 10x inkubacijski 

pufer) 

Invitrogen, Kanada sinteza cDNA 

SYBR Green I Master (mešanica 

FastStart Taq polimeraze, pufra, 

mešanice dNTP, barvila SYBR 

Green I in MgCl2) 

Roche, Nemčija RT-PCR reakcija 

TEMED Sigma-Aldrich, ZDA prenos western 

TNF-α, 2,3 mg/ml Lek, Slovenija sproţanje apoptoze 

TRI reagent Sigma-Aldrich, ZDA izolacija RNA 

tripsin (0,25%) v raztopini EDTA Sigma Chemical, Nemčija precepljanje celic SH-SY5Y 

Tris Merck, Nemčija prenos western 

Tween 20 Sigma-Aldrich, ZDA prenos western 

WST-1 (proliferacijski reagent)  Roche, ZDA merjenje metabolične aktivnosti  

 

Preglednica 3. Uporabljena laboratorijska oprema. 

Oprema Proizvajalec 

AccuChip Kit – DigitalBio (čipi za štetje celic) NanoEnTek, Republika Koreja 

ADAM aparat za štetje celic NanoEnTek, Republika Koreja 

centrifuga Tehtnica, Slovenija 

 Se nadaljuje 
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Nadaljevanje preglednice 3. Uporabljena laboratorijska oprema. 

Oprema Proizvajalec 

centrifugi 5415R in 5810R Eppendorf, Nemčija 

CO2 inkubator Sanyo, Japonska 

elektroforeza – NaDS poliakrilamidna (banjice, 

stekelca, glavnički, sendvič za mokri prenos 

proteinov ...) 

BioRad, ZDA 

Epoch, čitalnik ELISA BioTek Instruments, ZDA 

filter papir Whatman Sigma-Aldrich, ZDA 

filter za filtracijo gojišča TPP, Švica 

ImageJ 1.42q (računalniški program za analizo slik) National Institutes of Health, ZDA 

LAS-4000 (naprava za slikanje PVDF membran) Fujifilm, Japonska 

LightCycler
®

 480 (ciklični termostat za RT-PCR) Roche, ZDA 

LightCycler® 480 Software (program za 

kvantifikacijo grafov pri metodi RT-PCR) 

Roche, ZDA 

magnetno mešalo MMS 3000 Biosan, ZDA 

Multi Gauge (program za analizo slik) Fujifilm 

nastavki za multikanalno pipeto Biohit, Finska 

PASW v.18 (program za statistično analizo) IBM Corporation, ZDA 

pH-meter InoLab, Španija 

pipete (5 ml, 10 ml in 25 ml)  TPP, Švica 

pipetor  Accu-Jet Brand, Nemčija 

plošče in posode za gojenje celic TPP, Švica 

plošče za gojenje celic s 96 vdolbinicami z ravnim 

dnom in črnimi stenami, Kaminform 

Greiner Bio-One, Nemčija 

PVDF membrana Sigma-Aldrich, ZDA 

spektrofotometer ND-1000 – NanoDrop Thermo Scientific, ZDA 

stresalnik  Thermo Scientific, ZDA 

stresalnik Kambič laboratorijska oprema, Slovenija 

stresalnik OS-10 Biosan, ZDA 

Synergy H4 (naprava za merjenje fluorescence) Biotek Instruments, ZDA 

vorteks Biosan, ZDA 

0,2 ml PCR mikrocentrifugirke v traku po 8 Star Lab, Francija 

2720 Thermal Cycler (ciklični termostat za PCR) 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 nanašalni (resolving) gel (za en gel) 2 ml akrilamid/bis-akrilamid (40%, 37,5:1); 2 ml 1,5 

M Tris-HCl, pH 8,8; 3,84 ml ddH2O; 0,08 ml 10% 

(m/v) NaDS; 0,08 ml 10% (m/v) amonijev persulfat 

(APS); 3,2 ml TEMED 

5% akrilamidni ločitveni (stacking) gel (za štiri gele) 1,275 ml 40%, 37,5:1 akrilamid/bis-akrilamid; 1,25 

ml 1 M Tris-HCl, pH 6; 7,275 ml  ddH2O; 0,1 ml 

10% (m/v) NaDS; 0,1 ml 10% (m/v) amonijev 

persulfat (APS); 10 µl TEMED 

5% BSA BSA, razredčen z ddH2O V razmerju 1:20 

5x pufer za NaDS-PAGE (Running buffer) 15,15 g Tris, 72,05 g glicin, 5 g NaDS, 1 l ddH2O 

BSA v PBST  2,5 g BSA + 50 ml PBST 

fosfatazni inhibitorji (PHI); za 10 ml 20 µl 1 mM Na3VO4; 30,6 g 10 mM glicerol; 21 mg 

50 mM NaF 

proteazni inhibitorji (PI); za 10 ml 50 µl 1 mM PMSF; 1 tableta PI/10 ml 

PBS z dodatkom 0,1 % Tween 20 (PBST)  1 ml Twen 20 + 5 tablet PBS + 1 l ddH2O 

pufer za lizo celic (LLB, liver lysis buffer) (za 50 ml) 1 ml 20 mM TRIS, pH 7,5; 1,5 ml 150 mM NaCl; 2,5 

ml 20% NP-40; 5 ml 10% glicerol; 500 µl 5 mM 

EDTA 

pufer za mokri prenos proteinov na PVDF membrano 15,14 g TRIS; 72,05 g glicin; 1 l metanol; dopolnimo 

do 5 l z ddH2O 

 

Preglednica 5. Začetni oligonukleotidi, uporabljeni pri metodi RT-PCR [m: mišji; h: človeški; 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. Začetni 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: 5’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 sproţene z obdelavo s stavrosporinom ali z odtegnitvijo seruma, 

smo merili z različnimi metodami: merjenje metabolične aktivnosti z uporabo 

proliferacijskega reagenta WST-1, izraţanja pro- in anti-apoptotskih genov, 

internukleosomske razgradnje DNA ter aktiviranih kaspaz. Vse poskuse smo naredili v 

vsaj treh ponovitvah. 

 

2.2.1 Metode sprožanja apoptoze in režimi izpostavitve EPO 

Za umetno proţenje apoptoze smo testirali 3 različne sproţilce. Stavrosporin (STR) je znan 

kot eden najboljših sproţilcev apoptoze v različnih nevralnih celičnih linijah (López in 

Ferrer, 2000; Yuste in sod., 2002; Pregi in sod., 2006). Deluje kot nespecifični inhibitor 

različnih proteinskih kinaz, med drugim proteinske kinaze C (PKC), ki igra pomembno 
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vlogo pri celični proliferaciji, diferenciaciji in preţivetju (Spitaler in Cantrell, 2004; Pregi 

in sod., 2006). Ustreznost sproţanja apoptoze s STR smo testirali na celični liniji SH-

SY5Y po enem dnevu gojenja na ploščah s 96 vdolbinicami (nasajene s koncentracijo 10
5
 

celic/ml, 100 μl/vdolbinico) z različnimi koncentracijami STR (12,5, 25 in 50 nM) in časi 

sproţanja apoptoze (3, 6, 9, 12 in 24 ur). Za merjenje učinka STR na celično viabilnost 

smo uporabili testa za merjenje metabolične aktivnosti in internukleosomske razgradnje 

DNA. 

Kot potencialni sproţilec apoptoze smo testirali tudi TNF-α, ki ima na celice lahko zelo 

variabilen vpliv, odvisno od tega, na katero signalno pot deluje, saj lahko sproţi tako pro- 

kot anti-apoptotski učinek (Aggarwal, 2003; Hehlgans in Pfeffer, 2005). Celice SH-SY5Y 

smo s koncentracijo 10
5
 celic/ml nasadili na plošče z 12 (1 ml/vdolbinico) ali 96 

vdolbinicami (100 μl/vdolbinico) in jim po enem dnevu gojenja dodali 10 in 100 ng/ml 

TNF-α za 48 ur. Vpliv TNF-α na apoptozo smo merili s testom merjenja metabolične 

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

Kot tretji način smo uporabili fiziološki sproţilec apoptoze, metabolični stres, ki smo ga 

izzvali s popolno odtegnitvijo seruma iz medija (Koshimura in sod., 1999) oziroma s t. i. 

stradanjem celic, kot je sproţilec poimenovan v nadaljevanju. Celice obeh linij smo do 

določene 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-β). Stradanje smo sproţili z dvakratnim spiranjem 

vdolbinic gojitvenih plošč z ogretim (37 °C) medijem (DME ali DME/F12) in nadaljnjo 

inkubacijo v mediju brez dodatkov za določen čas (30 minut do 3 dni, odvisno od 

poskusa), pri čemer 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 sproţilec apoptoze 

uporabili pri večini poskusov; vpliv smo merili z vsemi apoptotskimi testi, opisanimi v 

nadaljevanju tega poglavja.  

Zaradi potenciala, ki ga ima EPO kot tkivnozaščitni dejavnik v farmacevtski industriji, je 

bilo zanimanje za njegovo učinkovanje v zadnjih letih zelo veliko. Posledica je mnoţica 

različnih testiranih reţimov izpostavitve EPO, zato smo sklenili z različnimi metodami 

preizkusiti tiste, ki so v literaturi najpogosteje navajani kot zaščitni. Za ugotavljanje 
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učinkov različnih koncentracij EPO, dodanega v različnih trenutkih gojenja celic in za 

različno dolgo časa, smo za presejalni test uporabili merjenje celične metabolične 

aktivnosti. Pregled vseh testiranih reţimov izpostavitve EPO je predstavljen v preglednici 

6. 

Preglednica 6. Seznam vseh testiranih reţimov izpostavitve EPO. 

Celična linija 
Reţim izpostavitve 

EPO 
Čas stradanja 

Koncentracija EPO 

[E/ml] 

S
H

-S
Y

5
Y

 

3h pred stradanjem 
24 h 

1, 5, 10, 25, 50, 100 
48 h 

6 h pred stradanjem 
24 h 

1, 5, 10, 25, 50, 100 
48 h 

12 h pred stradanjem 
24 h 0˙01, 0˙1, 1, 5, 10, 25, 

50, 100 48 h 

24 h pred stradanjem 
24 h 

4, 5, 25, 50, 100 
48 h 

12 h pred stradanjem in 

sočasno s stradanjem 
48 h 1, 5, 25, 50, 100 

sočasno s stradanjem 
24 h 

1, 5, 10, 25, 50, 100 
48 h 

P
C

1
2

 

1 h pred stradanjem 24 h 1, 5, 25, 50 

12 h pred stradanjem 24 h 1, 5, 25, 50 

5 dni pred stradanjem 

in sočasno s stradanjem 
72 h 50 

sočasno s stradanjem 

24 h 

1, 5, 25, 50, 100 48 h 

72 h 

 

2.2.2 Test merjenja metabolične aktivnosti 

Na trţišču obstaja več različic kolorimetričnih proliferacijskih testov, ki temeljijo na 

določanju viabilnosti celičnih 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 določanje proliferacije in viabilnosti celičnih populacij, predvsem za 

določanje vpliva različnih dejavnikov (rastnih dejavnikov, citokinov, citotoksičnih in 
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citostatičnih spojin itd.) na celične kulture. Uporabljamo ga lahko za merjenje viabilnosti 

pritrjenih ali suspenzijskih celičnih kultur. Prednosti uporabe reagenta WST-1 pred bolj 

široko uporabljanim reagentom MTT so predvsem izvencelična redukcija dodanega 

reagenta, zaradi česar je zmanjšan toksičen vpliv na celice, neposredno merjenje signala 

(brez dodatnega raztapljanja soli, kot je to potrebno pri MTT testu) in posledično tudi 

boljša kvaliteta signala (Mosmann, 1983). Razgradnja stabilne tetrazolijeve soli WST-1 

(slika 7) poteka s kompleksnim celičnim mehanizmom in je močno odvisna od glikolitične 

produkcije NAD(P)H, ki poteka le v ţivih celicah (Ishiyama in sod., 1997). Količina 

nastalega formazanskega barvila, ki jo kvantificiramo s spektrofotometrom (čitalnik 

ELISA, Epoch), zato neposredno odraţa število oz. deleţ metabolično aktivnih celic 

(Mosmann, 1983). Specifično merjenje apoptoze s tem testom ni mogoče, saj merimo le 

»splošno zdravje« celic oz. njihovo metabolično aktivnost. Ta je odvisna od različnih 

dejavnikov, ki jih včasih teţko nadzorujemo. 

 

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

 

Celice SH-SY5Y smo testirali nasajene na ploščah s 96 vdolbinicami (10
5
 celic/ml, 100 

μl/vdolbinico). Po 24 urah gojenja, ko so dosegle 40-60-odstotno konfluentnost, smo začeli 

z izpostavitvijo EPO (različni reţimi, preglednica 6) in nadaljevali s stradanjem (gojenjem 

celic v DME brez dodatkov). Celice linije PC12 smo nasadili v plošče s 96 vdolbinicami, 

prevlečene s kolagenom, v malo višji koncentraciji (5·10
5
 celic/ml, 100 μl/vdolbinico) in 

po 5-dnevnem diferenciranju začeli z različnimi reţimi izpostavitve EPO (preglednica 6) 

oz. 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) določeno število dni in izpostavljene placebu (59 mM 

Na-fosfat, 150 mM NaCl, pH 7). Metabolično aktivnost smo pomerili 24, 48 ali 72 ur po 

začetku stradanja s testom za merjenje metabolične aktivnosti. 10 % (v/v) reagenta smo po 

navodilih proizvajalca dodali v rastni medij (torej 11 μl reagenta v 100 μl rastnega medija), 
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inkubirali pri 37 °C in pomerili absorbanco s čitalnikom ELISA po 2 in 4 urah. 

Absorbanco vzorca smo dobili tako, da smo pomerili absorbanco vzorca s svetlobo 

valovne dolţine 450 nm in od nje odšteli absorbanco, izmerjeno pri 690 nm. Dobljeno 

vrednost smo delili z optično potjo ţarka skozi medij. Rezultat je izraţen v odstotkih 

metabolične aktivnosti, preračunanih glede na negativno kontrolo (1). 

 

                            
                 

                             
 

 

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

Izraţanje gena EPOR smo proučevali z metodo RT- PCR (obratna transkripcija in veriţna 

reakcija s polimerazo). Kot natančno in kvantitativno metodo merjenja izraţanja izbranih 

genov smo jo uporabili tudi za merjenje spremembe obsega apoptoze preko računanja 

razmerja genov, ki imajo pomembno vlogo v apoptozi (Del Poeta in sod., 2003). 

Metodologija RT-PCR namreč omogoča zaznavanje obsega izraţanja preko 100 genov, 

značilnih za apoptozo. Gre za gene, ki kodirajo ključne ligande, receptorje, znotrajcelične 

modulatorje in transkripcijske regulatorje, vpletene pri uravnavanju programirane celične 

smrti. 

Postopek obratne transkripcije in veriţne reakcije s polimerazo, ki je včasih imenovana 

tudi veriţna reakcija s polimerazo v realnem času, se začne z izolacijo celokupne mRNA iz 

vzorca. S cikličnim termostatom za PCR nato pretvorimo RNA v komplementarno 

molekulo DNA (cDNA) in pomnoţimo. Metoda je kvantitativna, ker je količina pomoţene 

cDNA v neposrednem razmerju z začetno koncentracijo mRNA (Alberts in sod., 2008). 

Pomnoţevanju genov lahko sledimo v realnem času, kar pomeni, da lahko točno vidimo, 

pri katerem ciklu pomnoţevanja je določen gen presegel praţno vrednost in iz tega nadalje 

izračunamo, kolikšna je stopnja izraţanja tega gena v primerjavi z endogeno kontrolo, za 

katero uporabimo dva ali več t. i. vzdrţevalnih genov. 

Celice smo gojili v ploščah s 6 ali 12 vdolbinicami. Celice SH-SY5Y so bile nasajene s 

koncentracijo 0,7·10
5
 celic/ml, PC12 pa 1,4·10

5
, 2 ml/vdolbinico na ploščah s 6 

... (1) 
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vdolbinicami oz. 1 ml/vdolbinico na ploščah z 12 vdolbinicami. Na SH-SY5Y smo 

nadaljevali s poskusom en dan po nasajanju, PC12 celice pa smo najprej 5 dni diferencirali 

z NGF-β. Pred nadaljevanjem poskusa je bila konfluentnost pri obeh celičnih linijah 

pribliţno 40 %. Celice smo izpostavili EPO po različnih protokolih (preglednica 6) in po 

končani izpostavitvi odstranili medij ter vzorce pobrali v mikrocentrifugirke z mešanico 

TRI-reagenta in glikogena v razmerju 20:1 (200 μl/vdolbinico). Do nadaljnje obdelave smo 

jih shranili pri -80 °C. Za izolacijo RNA smo vzorcem dodali 100 μl kloroforma, močno 

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 μl) za obarjanje RNA. Po vorteksiranju in 5-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 μl vode. Koncentracijo izolirane RNA smo 

pomerili spektrofotometrično (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 cikličnim 

termostatom za PCR, po navodilih proizvajalca). Reakcijo RT-PCR smo izvedli s 

kompletom SybrGreenER
®
 (Roche) na ploščah s 384 vdolbinicami z aparatom 

LightCycler
®

 480 (Roche). Grafe smo kvantificirali s priloţenim programom LightCycler
®
 

480 Software (Roche), nato pa dobljene vrednosti normalizirali na endogene kontrole 

(mišji gen 18S, človeški in podganju RPLP0 ter človeški in podganji PPIB). 

Geni, katerih izraţanje nas je zanimalo, so bili EPO (za preverjanje, če in koliko se ga 

izraţa endogeno v celicah), EPOR (pri poskusu merjenja vpliva EPO na izraţanje EPOR v 

celični liniji SH-SY5Y (slika 29), je uporabljen oligonukleotidni začetnik EPOR-Q2, sicer 

pa so povsod drugje v rabi EPOR-Q1 različice), pro-apoptotska gena BAX in BAD ter 

anti-apoptotski gen BCL-2. 

Rezultati so podani v obliki relativnega izraţanja posameznih genov. Obseg apoptoze je 

izračunan kot razmerje med relativnim izraţanjem 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 značilnost apoptoze. Test za merjenje internukleosomske 

razgradnje DNA (Cell Death Detection ELISA
PLUS

, Roche) smo uporabili za potrditev 

apoptoze pri predhodno pridobljenih rezultatih s testom za merjenje metabolične 

aktivnosti, saj z dokazom, da je prišlo do internukleosomske razgradnje DNA, lahko 

specifično potrdimo prisotnost apoptoze oziroma ovrţemo moţnost laţno pozitivnih 

rezultatov zaradi vpliva nekroze. 

Princip testa temelji na kvantitativnem »sendvič« imunotestu, kjer gre za vezavo mišjih 

protiteles s histoni H1, H2A, H2B, H3 in H4 ter vezavo anti-DNA protiteles na enojne in 

dvojne vijačnice DNA. To omogoča specifično zaznavanje mono in oligonukleosomov v 

citoplazemski frakciji celičnih lizatov (Roche Product Catalog, 2011). 

Celice SH-SY5Y (10
5
 celic/ml, 100 μl/vdolbinico) smo gojili na ploščah s 96 vdolbinicami 

1-2 dni oz. do dosega pribliţno 50-60% konfluentnosti, PC12 (10
6
 celic/ml, 100 

μl/vdolbinico) pa celoten čas diferenciacije, to je 5 dni, ko je bila konfluentnost ţe zelo 

nizka, okoli 10-15%. Celice smo nato obdelali po različnih reţimih 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 plošče, prevlečene s streptavidinom, dodajanje 

imunoreagenta, spiranje ter merjenje absorbance pri valovnih dolţinah 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 sproţali apoptoze. Pri računanju 

absorbance vzorcev smo absorbanco pri referenčni valovni dolţini (490 nm) odšteli od 

absorbance pri 405 nm in dobljeno razliko delili z dolţino poti optičnega ţarka skozi 

medij. Rezultati so izraţeni v obliki faktorja obogatitve (angl. enrichment factor), ki odraţa 

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). 

 

                   
                 

                              
 

 

2.2.5 Test za merjenje aktivacije kaspaz 

Celične kaspaze sodelujejo pri procesiranju citokinov in igrajo osrednjo vlogo pri 

uravnavanju apoptoze (Piţem in Cör, 2001). Kot specifični test za določanje apoptoze smo 

uporabili tudi Rochev komplet (Homogeneous Caspases Assay, fluorimetric), ki omogoča 

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 ploščah s 96 

vdolbinicami, ki imajo ravno prozorno dno in črne stene, zaradi česar so primerne za 

merjenje fluorescence. SH-SY5Y celice so bile nasajene z gostoto 2·10
5
 celic/ml, PC12 pa 

10
6
 celic/ml, 100 μl/vdolbinico. 

Sledila je 12-urna predhodna izpostavitev celic linije SH-SY5Y oz. sočasno stradanje in 

izpostavitev celic linije PC12 različnim koncentracijam EPO. Testirane koncentracije EPO 

na obeh celičnih linijah so bile 5, 25 in 50 E/ml, na celični liniji SH-SY5Y pa dodatno še 1 

... (2) 
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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 začeli z merjenjem 

fluorescence sproščenega barvila rodamin 110 (slika 9). Merjenje s fluorescentnim 

čitalnikom pri 37 °C, z ekscitacijsko valovno dolţino 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 ojačitve izmerjenega signala (50, 100, 150 in 

avtomatsko). Rezultati so podani v obliki relativnih fluorescentnih enot (RFU), ki 

neposredno odraţajo obseg apoptoze. Vrednosti so preračunane glede na negativno 

kontrolo (brez apoptoze). 

 

Slika 9. Cepitev kaspaznega substrata, fuziranega z barvilom rodamin 110, v fluorescirajoč 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 

znotrajceličnih signalnih poti oz. proteinov AKT, ERK IN STAT5. Merili smo razmerje 

med fosforiliranimi in nefosforiliranimi oblikami omenjenih proteinov in primerjali razlike 

fosforiliranosti v celicah, izpostavljenih različnim koncentracijam EPO. Kot negativno 

kontrolo smo uporabili celice, izpostavljene placebu po enakem reţimu kot ostale EPO. Za 

imunodetekcijo proteinov z metodo western moramo proteine najprej ločiti po molekulski 

masi z Na-DS poliakrilamidno gelsko elektroforezo. Po velikosti razporejene proteine iz 

gela nato prenesemo na PVDF (polivinil difluoridno) membrano, ki jo označimo s 

specifičnimi protitelesi in slikamo s posebno kamero, da vidimo, ali je izbrani protein 

prisoten v našem vzorcu (Alberts in sod., 2008). Aktivacija signalne poti AKT pri 

izpostavitvi celic EPO je ţe bila potrjena, vendar nismo zasledili točnega reţima obdelave 

celic oz. časovne sheme poskusa, ki bi ji lahko sledili (Ma in sod., 2009). 
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Celice SH-SY5Y smo s koncentracijo 10
5
 celic/ml nasadili na plošče 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. Nataše Debeljak) kakor pri 

vseh ostalih eksperimentih. Obravnavali smo jih na enak način kot PC12 iz laboratorija 

prof. dr. Janka Kosa. Najprej smo jih 5 dni diferencirali na ploščah, prevlečenih s 

kolagenom tipa IV, v diferenciacijskem mediju (DME + 100 ng/ml NGF-β). 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 

plošče zamrznili v tekočem dušiku ter jih nato do nadaljnje obdelave hranili pri -80 °C. Iz 

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 zmešali z nanašalnim pufrom in 

2-merkaptoetanolom ter jih denaturirali z desetminutnim segrevanjem pri 70 °C. 

Preostanek supernatanta smo uporabili za spektrofotometrično merjenje (Epoch) 

koncentracije proteinov s pomočjo kompleta Pierce BCA Protein Assay kit. Pripravili smo 

si gel iz 10% akrilamidnega nanašalnega gela in 5% akrilamidnega ločitvenega gela za 

Na-DS poliakrilamidno elektroforezo in nanj nanesli vzorce denaturiranih proteinov, 

pozitivno kontrolo (celice linije UT7) in proteinsko lestvico (standard). Ločevanje 

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 

sendvič iz nosilcev, gobic, filter papirjev, PVDF membrane in gela. Prenos proteinov je 

potekal 90 minut pri 80 V in 4 °C. Membrano s prenešenimi protein smo blokirali s 5-% 

raztopino BSA (20 minut), za tem pa pustili čez noč stresati pri 4 °C v raztopini primarnih 

protiteles (STAT5, P-STAT5 IN AKT v razmerju 1:666; P-AKT 1:500; ERK, P-ERK 

1:1000; redčitve v PBST s 5-% BSA). Naslednji dan smo jih dobro sprali v PBST in 

inkubirali s stresanjem še 1 uro v sekundarnih protitelesih (proti zajčjim IgG, anti-rabbit-

HRP). Membrano smo ponovno dobro sprali s PBST in nazadnje izvršili zaznavanje 

proteinov z mešanico reagentov kompleta Pierce ECL Western Blotting Substrate na 

kameri LAS 4000 s kemiluminiscentnim načinom. Posneli smo pribliţno 20 slik in jih 

najprej obdelali s programom Multi Gauge, nato pa rezultate kvantificirali s programom 
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ImageJ in obdelali z računanjem razmerja intenzitet lis fosforiliranih oz. aktiviranih in 

nefosforiliranih proteinov. Rezultati so prikazani v obliki slikanih PVDF membran in 

grafov s preračunanimi vrednostmi intenzitet lis z membran. Koncentracije nanešenih 

proteinov namreč niso bile popolnoma enake (slike 33, 34 in 37), zato so za laţje 

razumevanje vrednosti preračunane in prikazane v obliki grafa (slike 35, 36 in 38). 

 

2.2.7 Statistična obdelava rezultatov 

Dobljeni rezultati so na slikah prikazani kot povprečje najmanj 3 vzorcev ± standardna 

deviacija. Statistično smo jih obdelali s programom PASW verzije 18, kjer smo za 

računanje statističnih značilnosti razlik med povprečji vzorcev uporabili Studentov t-test 

oz. neparametrični Mann-Whitney-ev test (pri vzorcih z neenakimi variancami). Kot 

statistično značilne razlike smo označili tiste s P vrednostjo manjšo od 0,05. Glede na 

stopnjo zanesljivosti statistično značilne razlike vzorcev v primerjavi s pozitivno kontrolo 

(tj. sproţena apoptoza, npr. s stradanjem, brez izpostavitve EPO, označena kot »stradanje« 

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

Pri rezultatih poskusov merjenja vpliva EPO na preţivetje celic, ki vključujejo tako 

negativno (brez apoptoze) kot pozitivno kontrolo (stradane celice, brez izpostavitve EPO; 

označena kot »0 E/ml EPO«), je statistično značilno povečanje apoptoze pri pozitivni 

kontroli v primerjavi z negativno kontrolo označeno z # (P ≤ 0,05), ## (P ≤ 0,01) ali ### (P 

≤ 0,001). 
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3 REZULTATI 

3.1 DOLOČANJE PRIMERNEGA SPROŢILCA APOPTOZE 

Za proučevanje učinka eritropoetina na preţivetje celic smo morali najprej najti ustrezen 

način sproţanja apoptoze. Preizkusili smo obdelavo z različnimi koncentracijami 

stavrosporina (STR) in TNF-α ter sproţanje metaboličnega stresa s stradanjem celic. Poleg 

iskanja primernega sproţilca smo na celičnih linijah SH-SY5Y in PC12 ugotavljali tudi 

kinetiko apoptoze in določali primerno točko za merjenje učinka EPO na apoptozo. 

Rezultati testa za merjenje internukleosomske razgradnje DNA so pokazali statistično 

značilen dvig apoptoze pri daljši obdelavi celic SH-SY5Y z 12,5 nM STR (P9h = 0,004) oz. 

25 nM STR (P9h = 0,012; P24h = 0,002). 50 nM STR je zelo očitno in statistično značilno 

sproţil apoptozo tudi pri 6-urni obdelavi (P6h < 0,000). 3-urna obdelava celic s STR ni 

pokazala statistično značilnih razlik v obsegu apoptoze pri nobeni koncentraciji (slika 10). 

 

Slika 10. Določanje reţima sproţanja apoptoze s STR (stavrosporinom) na celični 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]. 

 

Učinek izpostavitve 10 in 100 ng/ml TNF-α smo merili s testom za merjenje metabolične 

aktivnosti in z računanjem razmerja izraţanja apoptotskih genov BAX in BCL-2, vendar 

nikjer nismo zaznali statistično značilnih razlik oz. je imel TNF-α celo rahlo zaščitni 

učinek (rezultati niso prikazani). 

Tretji moţni sproţilec apoptoze, ki smo ga testirali, je bilo stradanje. Na sliki 11 vidimo, 

da je stradanje celic SH-SY5Y povzročilo statistično značilen (P < 0,001) upad 
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metabolične aktivnosti pri vseh merjenih točkah (dan 1, dan 2 in dan 3). Po enem dnevu 

stradanja se je metabolična aktivnost zniţala za 20 %, po dveh dneh za 60 % in po treh 

dneh za 70 %. 

  

Slika 11. Metabolična 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 statistično 

značilnega zniţanja metabolične aktivnosti pri nobeni izmed testiranih časovnih točk (slika 

12). Poskus smo zato ponovili po enaki shemi še z merjenjem po 3 in 5 dneh stradanja 

(slika 13) in slednjič dobili očiten padec metabolične aktivnosti celic (dan 3: 72 % 

metabolične aktivnosti, P = 0,015; dan 5: 30 % metabolične aktivnosti, P < 0,000). 

 

 
Slika 12. Metabolična 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. Metabolična 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 metabolične aktivnosti, da stradanje 

celic, povzročeno z inkubacijo v DME brez dodatkov, sproţi apoptozo in ne nekroze, smo 

proţenje apoptoze na enak način preizkusili tudi s specifičnimi testi za merjenje apoptoze. 

Obdelava rezultatov testa za merjenje internukleosomske razgradnje DNA je po 48 urah 

sradanja celic SH-SY5Y pokazala statistično značilno dvakratno povišanje obsega 

apoptoze (P = 0,006) v primerjavi z negativno kontrolo brez apoptoze (slika 14). 

 

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 sproţitev 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 povišanje apoptoze po 2-urnem 

stradanju (P = 0,05). 

 
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 UČINEK EPO NA PREŢIVETJE CELIC 

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

učinek na apoptozo. V preglednici 6 na strani 26 so sicer našteti vsi preizkušeni reţimi. 

 

3.2.1 Test za merjenje metabolične aktivnosti 

Za proučevanje učinka EPO na preţivetje celic smo najprej uporabili test za merjenje 

metabolične aktivnosti. Različni reţimi izpostavitve EPO odraţajo zelo majhne razlike 

med posameznimi vzorci celic SH-SY5Y (slika 16), vendar nam je statistična obdelava 

rezultatov pokazala, da se metabolična aktivnost znatno poveča 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 metabolično 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 učinka EPO na apoptozo s testom za 

merjenje metabolične aktivnosti stradali in sočasno izpostavili različnim koncentracijam 

EPO za 3 in 5 dni. Na sliki 17 so prikazani rezultati, izmerjeni s testom za merjenje 

metabolične aktivnosti po 3 dneh stradanja in sočasne izpostavitve EPO, iz katerih je 

razvidno, da nizke koncentracije EPO (do 5 E/ml) nimajo vpliva na preţivetje celic ob 

metaboličnem stresu, pride pa do statistično značilnega povečanja metabolične aktivnosti 

pri sočasnem stradanju in izpostavitvi 25 E/ml (P = 0,050) in 50 E/ml EPO (P = 0,010). 

Rezultati 5-dnevnega stradanja in sočasne izpostavitve niso prikazani. Izmerjene razlike 

petdnevne izpostavitve EPO so bile primerljive s trodnevno, vendar so bile pri petdnevni 

večje napake med ponovitvami znotraj poskusa. 

 

Slika 17. Vpliv 24-urnega stradanja in sočasne izpostavitve EPO na metabolično 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 izražanjem 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 izraţanje apoptotskih genov BAX in BCL-2 je predstavljen na sliki 18, 

kjer je vidno rahlo zmanjšanje obsega apoptoze pri koncentraciji 5 E/ml (P = 0,143) in 25 

E/ml (P = 0,106), vendar razlika ni statistično značilna. Kot primer so prikazani tudi 

rezultati izpostavitve EPO pred in po začetku stradanja ter sočasno s stradanjem. Izstopa 

statistično značilno povišanje obsega apoptoze celic (P = 0,008), ki jim 100 E/ml EPO 

dodajamo pred in po začetku stradanja. Ostale koncentracije EPO in različni načini 

izpostavitev niso pokazali učinka. Prav tako EPO ni imel učinka pri enaki zasnovi poskusa 

z 48-urnim sproţanjem apoptoze (rezultati niso prikazani). 

 

Slika 18. Vpliv različnih reţimov izpostavitve in koncentracij EPO na izraţanje apoptotskih genov v celicah 

SH-SY5Y (pre-: predhodna izpostavitev celic EPO (12 h); pre- + ko-: kombinacija predčasne (12 h) in 

sočasne (24 h) izpostavitve celic EPO; ko-: sočasno 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 način smo testirali tudi celično linijo PC12. Diferencirane celice smo stradali 

24 ur in sočasno izpostavili EPO, nato pa vzorce in rezultate obdelali na enak način kot pri 
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celični liniji SH-SY5Y. Rezultati kaţejo, da po 24 urah sočasnega stradanja in izpostavitve 

EPO ne pride do statistično značilnih sprememb v izraţanju genov (slika 19), prav tako po 

48 urah stradanja ni značilnih razlik v obsegu apoptoze glede na razmerje izraţanja genov 

Bax/Bcl-2 (rezultati niso prikazani).  

 

Slika 19. Vpliv 24-urnega stradanja in sočasne izpostavitve EPO na izraţanje 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 računanjem razmerja Bax/Bcl-2 so razkrili tudi sprva 

nepričakovano dejstvo, da celice PC12, gojene v polnem diferenciacijskem mediju, ne 

izraţajo gena Bcl-2. Nenavadno pa je tudi izraţanje pro-apoptotskih genov Bax in Bad, ki 

se po 3-dnevnem stradanju (slika 20), torej sproţanju apoptoze, statistično značilno 

zmanjša (P = 0,008) v primerjavi s celicami, gojenimi v polnem diferenciacijskem mediju 

(brez apoptoze) (izraţanje Bad ni prikazano, vendar je podobno). 

 

Slika 20. Zniţanje izraţanja 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 učinek 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 zniţala izrazito povečan obseg apoptoze, sproţen s STR (0 E/ml 

EPO), vendar razlika ni statistično značilna (P = 0,161) (slika 21). 

 
Slika 21. Učinek 24-urne izpostavitve celic SH-SY5Y 25 E/ml EPO pred 9-urnim sproţanjem 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 celični liniji SH-SY5Y 

uporabili tudi za ugotavljanje vpliva treh različnih reţimov izpostavitve EPO (12 ur pred 

stradanjem, 48 ur sočasno s stradanjem ter kombinacija obojega) na apoptozo, sproţeno s 

stradanjem. Statistično značilen zaščiten učinek EPO se je izkazal le pri 12-urni predhodni 

izpostavitvi 25 E/ml EPO (P = 0,031) pred sproţitvijo stradanja, ki je trajalo 48 ur (slika 

22; rezultati ostalih reţimov niso prikazani). 
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Slika 22. Vpliv 12-urne predhodne izpostavitve celic SH-SY5Y različnim 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 IU/ml EPO; ## P ≤ 0.01 vs. negative control – no 

apoptosis]. 

 

Na celični liniji PC12 smo naredili podoben poskus, vendar s krajšim inkubacijskim 

časom. Diferencirane celice smo stradali in hkrati za 3 ure izpostavili EPO. Dobili smo 

podobne rezultate (slika 23). Statistično značilen zaščiten učinek EPO smo zaznali pri 

sočasnem stradanju in izpostavitvi 25  E/ml (P = 0,014) in 50 E/ml (P = 0,016). 

 
Slika 23. Vpliv 3-urnega stradanja in sočasne izpostavitve različnim 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 različnih kaspaz v celici. Test smo izvedli po navodilih 

proizvajalca, vendar statistično značilnih 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 zmanjšan obseg apoptoze 

pri izpostavitvi 10 E/ml (P = 0,126) in 25 E/ml EPO (P = 0,148) (slika 24). 

 

Slika 24. Aktivacija kaspaz po 12-urni predhodni izpostavitvi EPO in 2,5-urnem stradanju celic SH-SY5Y 

(mesto merjenja fluorescence: dno; avtomatska ojačitev 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 krajšo inkubacijo s kaspaznim substratom na 

diferenciranih celicah PC12 kaţejo na statistično značilen zaščiten učinek sočasne 

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 kaţe učinka na apoptozo 

(slika 25). 
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Slika 25. Aktivacija kaspaz po 2-urnem stradanju in sočasni izpostavitvi celic linije PC12 EPO (mesto 

merjenja fluorescence: od zgoraj; avtomatska ojačitev 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 IU/ml EPO; # P ≤ 0.05 vs. negative control – no apoptosis]. 

 

3.3 IZRAŢANJE GENOV EPO IN EPOR V IZBRANIH CELIČNIH LINIJAH 

Izraţanje gena EPO je v obeh celičnih 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). 

Izraţanje gena EPOR smo z metodo RT-PCR potrdili v obeh celičnih linijah, o čemer 

pričajo sledeči rezultati (slike 26-32). 

 

3.3.1 Vpliv stradanja na izražanje gena EPOR 

Izraţanje gena EPOR smo merili z metodo RT-PCR. Pribliţno dvakratno statistično 

značilno povišanje izraţanja smo zaznali po 24-urnem stradanju celic SH-SY5Y v obeh 

preizkušenih rastnih medijih – DME (P = 0,008; slika 26) in DME/F12 (P < 0,001; slika 

27). 
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Slika 26. Izraţanje 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]. 

 

 
Slika 27. Izraţanje 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 statistično značilno povišanje izraţanja EpoR je vidno tudi v celični liniji PC12 

ţe po 24 urah stradanja (P = 0,019; slika 28). 

 

Slika 28. Izraţanje 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 izražanje gena EPOR 

Z metodo RT-PCR smo testirali vpliv različnih koncentracij in reţimov izpostavitve EPO 

na izraţanje EPOR. Prikazane so le nekatere koncentracije in reţimi izpostavitev EPO; vsi 

ostali preizkušeni načini (preglednica 6) niso imeli vpliva na izraţanje EPOR. 

Pri 12-urni izpostavitvi EPO in sledečem 24-urnem stradanju celic linije SH-SY5Y je 

predvsem pri koncentraciji 10 E/ml EPO viden rahlo povečan obseg izraţanja EPOR-Q2 

(slika 29), vendar rezultat ni statistično značilen (P = 0,678). Analiza rezultatov kaţe, da 

kljub 24-urnemu stradanju ni prišlo do statistično značilnega povečanja obsega apoptoze, 

kar smo sicer s precejšnjo gotovostjo potrdili s predhodnimi poskusi (slika 26). 

 
Slika 29. Vpliv 12-urne izpostavitve EPO in sledečega 24-urnega stradanja na izraţanje 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 celični liniji PC12 po 24 urah stradanja in sočasne 

izpostavitve EPO statistično značilno (P = 0,013) zniţa izraţanje EpoR (slika 30), vendar 

tega po 48 (slika 31) ali 72 urah ne moremo več zaznati. 
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Slika 30. Vpliv 24-urnega stradanja in sočasne izpostavitve visoki koncentraciji EPO na izraţanje 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]. 

 

 

Slika 31. Vpliv 48-urnega stradanja in sočasne izpostavitve visoki koncentraciji EPO na izraţanje 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 izraţanju EpoR 3-dnevno stradanje celic linije PC12 in 

sočasna izpostavitev niţjim koncentracijam EPO (slika 32). 
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Slika 32. Vpliv 72-urnega stradanja in sočasne izpostavitve EPO na izraţanje 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 zaščitno delovanje 

EPO (AKT oz. ERK), smo uporabili metodo prenosa proteinov western. Pri celicah 

SH-SY5Y, gojenih v mediju DME/F12, je bilo izraţanje fosforiliranih oblik proteinov 

prešibko, 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. Izraţanje STAT5 je bilo prešibko, da bi ga zaznali. 

 

Slika 33. Aktivacija signalnih poti AKT in ERK po 1 uri stradanja in sočasne 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-SY5Y cells (western blot analysis). 
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Slika 34. Aktivacija signalnih poti AKT in ERK po 3 urah stradanja in sočasne 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-SY5Y cells (western blot analysis). 

 

Intenzitete lis na PVDF membranah smo kvantificirali s programom ImageJ. Preračunana 

razmerja aktivacije proteinov AKT in ERK po 1 uri izpostavitve EPO so prikazana na sliki 

35. AKT se ni aktiviral pri nobeni izmed preizkušenih koncentracij EPO, vidimo pa 

povečano aktivacijo ERK pri koncentracijah 25, 50 in 100 E/ml EPO. 

 

Slika 35. Grafični prikaz relativne stopnje aktivacije signalnih poti AKT in ERK po 1 uri stradanja in sočasne 

izpostavitve EPO v celicah SH-SY5Y (metoda prenosa western, preračunano 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. Grafični prikaz relativne stopnje aktivacije signalnih poti AKT in ERK po 3 urah stradanja in 

sočasne izpostavitve EPO v celicah SH-SY5Y (metoda prenosa western, preračunano 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. 

 

Slika 37. Aktivacija signalne poti AKT po 30 minutah stradanja in sočasne 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 povzroči močno zniţanje signaliziranja preko poti Stat5 (slika 

38). 
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Slika 38. Grafični prikaz relativne stopnje aktivacije signalnih poti Stat5, Akt in Erk po 30 minutah stradanja 

in sočasne izpostavitve EPO v celicah PC12 (metoda prenosa western, preračunano 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 proučevanje 

tkivnozaščitnega učinka EPO v celicah nevralnega izvora. Takšne metode bi bile primerne 

za visoko zmogljivostno testiranje molekul EPO v farmacevtski industriji, ki bi 

tkivnozaščitni učinek EPO na ţivčevje lahko uporabila v različne namene, npr. za 

zdravljenje bolnikov z nevrodegenerativnimi boleznimi ali po moţganski kapi. Izpostaviti 

velja problem modela celičnih linij kot ţivega 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 različnimi poskusi še precej poveča zaradi različnega števila 

pasaţ, spreminjajoče pH vrednosti in drugih dejavnikov, na katere zelo teţko vplivamo. 

Poleg tega rezultati, pridobljeni na celičnih linijah, niso popolnoma prenosljivi v organske 

sisteme, saj celice v klasični kulturi ne izraţajo vseh biokemijskih in morfoloških lastnosti 

celic tkiva, temveč imajo ohranjene predvsem osnovne lastnosti, ki omogočajo preţivetje v 

kulturi. Kljub naštetemu so celične linije zelo pomemben modelni sistem, predvsem zaradi 

omogočanja visoko zmogljivostnih analiz in zagotavljanja nespremenljivih razmer, v 

katerih poteka poskus. Rezultati so večinoma primerljivi z organskimi sistemi oz. 

organizmi, prednost pa je tudi etično izogibanje poskusom na ţivalih. 

Dela smo se lotili z iskanjem primernega sproţilca apoptoze. Najprej smo preizkusili 

izpostavitev celic različnim koncentracijam stavrosporina (STR), ki je znan kot eden 

najboljših in najpogosteje uporabljanih sproţilcev apoptoze (López in sod., 2000; Yuste in 

sod., 2002; Pregi in sod., 2006). S testom za merjenje internukleosomske razgradnje DNA 

smo kot primeren reţim za sproţanje apoptoze določili 9-urno obdelavo celic s 25 nM STR 

(slika 10). Vendar pa nekateri avtorji poročajo o neprimernosti sproţanja apoptoze s STR 

na celični 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 

sproţi apoptozo prav preko zaviranja delovanja tega proteina (Pregi in sod., 2006), poleg 

tega pa smo našli zadovoljiv način sproţanja apoptoze na fiziološki način (s stradanjem), 

zato smo metodo sproţanja apoptoze s STR kasneje opustili. 

Ker smo v literaturi našli nekaj poročil o raziskavah zaščitnega učinka EPO na celice, pri 

katerih so apoptozo sproţili s TNF-α (Pregi in sod., 2009; Wenker in sod., 2010), smo 



Juvan, N. Razvoj metod za in vitro proučevanje tkivnozaščitnih učinkov eritropoetina v celičnem modelu. 

   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za biologijo, 2012 

54 

 

metodo preizkusili tudi mi, a se ni izkazala za primerno. Izpostavitev celic SH-SY5Y 10 in 

100 ng/ml TNF-α ni povzročila razlike v obsegu apoptoze v primerjavi z negativno 

kontrolo. Proteini druţine TNF namreč signalizirajo preko vsaj 29 različnih receptorjev, od 

česar je odvisen odziv, ki ga določen protein sproţi v celici. TNF-α tako lahko deluje na 

različne signalne poti, od katerih nekatere vodijo v celično smrt, druge pa do aktivacije 

anti-apoptotskih proteinov, proliferacije in diferenciacije celic (Aggarwal, 2003; Hehlgans 

in Pfeffer, 2005, Wang in sod., 2011a). 

Kot najprimernejši sproţilec 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 sproţi močan metabolični stres, ki je normalen fiziološki pojav, in vodi v 

apoptozo. Ustreznost sproţitve apoptoze z metodo stradanja celic smo potrdili tako s 

testom za merjenje metabolične aktivnosti kakor tudi s specifičnimi apoptotskimi testi, ki 

razlikujejo med apoptozo in nekrozo: s testom za merjenje internukleosomske razgradnje 

DNA, s testom aktivacije kaspaz in z razmerjem izraţanja genov BAX in BCL-2 (metoda 

RT-PCR). S popolno odtegnitvijo seruma celični liniji SH-SY5Y uspešno sproţimo 

apoptozo ţe po 24 urah stradanja (slika 11), ko metabolična aktivnost pade na 80 %. Po 48 

urah se metabolična aktivnost zniţa na 40 %, po 72 urah pa na slabih 30 %. Kot primerni 

časovni točki za merjenje obsega apoptoze smo najprej izbrali 24- in 48-urno stradanje in 

nadaljevali poskuse z merjenjem na teh dveh točkah. Kasneje se je izkazalo, da je za 

opazovanje učinka EPO na celice oz. na raven preţivetja primernejše 24-urno stradanje, saj 

so po 48 urah očitno celice ţe preveč poškodovane, da bi bil viden učinek EPO. Za 

sproţitev apoptoze celic PC12 z enako metodo je potrebno dolgotrajnejše stradanje. 

Preizkusili smo merjenje metabolične aktivnosti prvih 24 ur na vsake tri ure (slika 12), a na 

nobeni točki nismo zaznali statistično značilnega zniţanja metabolične 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 povišanje metabolične aktivnosti, kar 

je običajen odziv celic preden nastopi apoptoza, pogosto opaţen pri obdelavi vzorca z 

odmerkom, ki je niţji od sproţitvenega za apoptozo, oz. pri krajšem času izpostavitve 

dejavnikom, ki sproţajo apoptozo. Drugi avtorji so začetek apoptoze zaznali tri do pet dni 

po začetku stradanja celic linije PC12 (Tanaka in sod., 1997; Koshimura in sod., 1999) in 

na teh točkah smo statistično značilno zniţanje metabolične aktivnosti zaznali tudi mi 
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(slika 13). Po treh dneh stradanja je metabolična aktivnost upadla na 72 %, po petih pa na 

30 %. Kot primerno časovno točko za merjenje učinka EPO na preţivetje celic smo izbrali 

tretji dan stradanja. Apoptozo smo v izbranih časovnih točkah potrdili tudi s specifičnimi 

testi za merjenje apoptoze (sliki 14 in 15). 

Delo smo nadaljevali z merjenjem učinka EPO na preţivetje celic v izbranih časovnih 

točkah. Test za merjenje metabolične aktivnosti smo uporabili predvsem za grobo 

določanje parametrov testiranja. Izkazalo se je, da so izmed vseh preizkušenih reţimov, 

naštetih v preglednici 6 (str. 26), statistično značilne razlike opazne le kadar celice SH-

SY5Y izpostavljamo EPO 12 ur pred stradanjem in pri sočasnem stradanju in izpostavitvi 

EPO celic PC12. Zaznali smo povišanje metabolične aktivnosti celic SH-SY5Y, predhodno 

izpostavljenih 50 in 100 E/ml EPO, vendar zaščitnega učinka 100 E/ml kasneje s 

specifičnimi apoptotskimi testi nismo potrdili. Dvig metabolične aktivnosti celic PC12 je 

povzročilo sočasno stradanje in izpostavitev 25 in 50 E/ml EPO. Rezultati posameznih 

poskusov, zastavljenih po enaki shemi, so se sicer večkrat precej razlikovali. Glede na 

kasneje pridoblje rezultate smo ugotovili, da test za merjenje metabolične aktivnosti z 

reagentom WST-1 ni primeren za natančno spremljanje učinka EPO na apoptozo na celični 

liniji SH-SY5Y, ker je učinek EPO na apoptozo manjši od variabilnosti, do katere pride 

zaradi merjenja splošne celične metabolične aktivnosti. 

Uporaba RT-PCR in računanja razmerja pro- in anti-apoptotskih genov (Bax/Bcl-2) se za 

celično linijo PC12 ni izkazalo kot primerna metoda. Prvi razlog je odsotnost izraţanja 

gena Bcl-2 v celicah, kjer ne sproţimo apoptoze (celice, gojene v mediju DME s 100 ng/ml 

NGF-β). Poleg tega pa nam tudi izraţanje pro-apoptotskih genov (Bax in Bad), ki se po 

3-dnevnem sproţanju apoptoze zniţa (slika 20), pove, da je pri naši zasnovi poskusa očitno 

vpleten nek drug mehanizem in ne izbrani geni. Precejšnja verjetnost je, da lahko 

ugotovitev posplošimo za celično linijo PC12, saj sta do enakih ugotovitev prišla ţe 

Maroto in Perez-Polo (1997). Prav tako je skladno z našimi rezultati tudi Renzi s sodelavci 

(2002) z metodo mikromreţ zaznal povišanje izraţanja Bax in Bad po 3-urni izpostavitvi 

diferenciranih PC12 10 E/ml EPO (brez sproţanja apoptoze), po drugi strani pa je opazil 

povečanje izraţanja anti-apoptotskega gena Bcl-XL
 
in zniţanje izraţanja pro-apoptotskega 

gena Bak. Prišli so tudi do ugotovitve, da z metodo RT-PCR učinka EPO prej kot po 24 
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urah ne moremo zaznati, vendar pa so v tem primeru merili spremembo izraţanja genov po 

izpostavitvi 0,2 E/ml EPO, koncentraciji, ki v naših poskusih ni pokazala nobenega učinka. 

Kljub temu da očitno lahko spremembe na ravni izraţanja genov opazimo ţe po 24 urah 

stradanja, so te glede na naše rezultate vidne tudi še po 72 urah. Izraţanja genov Bcl-XL in 

Bak v naših poskusih nismo testirali. Pri celični liniji SH-SY5Y smo izraţanje apoptotskih 

genov merili le po 24 in 48 urah stradanja in nismo zaznali nobenih sprememb v izraţanju 

apoptotskih genov. Poskus bi bilo morda smiselno ponoviti pri krajšem času stradanja. 

Eden izmed rezultatov, ki smo jih dobili s sproţanjem apoptoze s stavrosporinom, preden 

smo ga označili kot neprimernega za naše namene, je pri testu za merjenje razgradnje DNA 

kazal rahlo zaščiten učinek po 24-urni predhodni izpostavitvi 25 E/ml EPO, vendar razlika 

ni bila statistično značilna, rezultata pa v nadaljnjih poskusih nismo več uspeli ponoviti. 

Test za merjenje internukleosomske razgradnje DNA se je sicer na obeh celičnih linijah 

pokazal kot zelo primeren za merjenje učinka EPO na preţivetje. Na celični liniji 

SH-SY5Y smo apoptozo sproţali 48 ur. Glede na rezultate bi bilo morda bolje uporabiti 

krajši čas, a smo kljub temu opazili statistično značilno zniţanje obsega apoptoze na 

pribliţno enako raven kakor pri negativni kontroli (brez apoptoze) pri 12-urni predhodni 

izpostavitvi 25 E/ml EPO (slika 22). Na celični liniji PC12 smo apoptozo sproţali le 3 ure, 

zato smo dobili precej šibke vrednosti absorbanc, vendar se tudi tu vidijo statistično 

značilni zaščitni učinki sočasnega stradanja in izpostavitve 25 in 50 E/ml EPO in zniţanje 

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 statistično značilne. So pa kljub temu vidni odmiki v smeri, ki nakazujejo 

zaščiten učinek koncentracij 10 in 25 E/ml EPO, kar se lepo sklada z rezultati, ki jih kaţe 

test za merjenje internukleosomske razgradnje DNA. Enak test smo zato na celični liniji 

PC12 uporabili za merjenje aktivacije kaspaz 2 uri po začetku stradanja. Rezultat 

nedvoumno kaţe na zaščiten učinek sočasne izpostavitve 5, 25 in 50 E/ml EPO, ki 

statistično značilno zniţajo aktivacijo celokupnih kaspaz – v nasprotju s koncentracijo 100 

E/ml EPO, za katero smo ţe na podlagi prejšnjih testov dognali, da nima učinka na 
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apoptozo oz. je celo rahlo toksična. Celice PC12 po sočasnem stradanju in izpostavitvi 5 in 

50 E/ml EPO kaţejo celo na višjo viabilnost kakor pri negativni kontroli, kjer nismo 

sproţali apoptoze. Na vsaki celični liniji smo sicer opravili 16 meritev aktivacije kaspaz s 

fluorescentnim čitalnikom (v 1,5-urnih intervalih, 24 ur), vendar so bili uporabni le prvi 

rezultati; kasneje so se precej povečale 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 še krajšim časom stradanja in krajšo inkubacijo v 

kaspaznem substratu. 

Zaščitnega učinka 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) zaščitnega učinka nismo zaznali pri 

sočasnem stradanju in izpostavitvi celic koncentracijam EPO, niţjim od 5 E/ml. 

Pri večini poskusov je bil zaščitni učinek EPO na preţivetje celic velik, saj so primerni 

reţimi izpostavitve EPO povrnili celično viabilnost na raven, kakršna je bila pred 

sproţanjem apoptoze (negativna 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 povišanje viabilnosti v primerjavi z negativno 

kontrolo. 

Z metodo RT-PCR smo dokazali, da izbrani celični liniji v nobeni izmed testiranih razmer 

endogeno ne izraţata gena EPO. S to ugotovitvijo smo izničili moţnost, da bi le-ta vplival 

na odziv celic oz. da bi bila dejanska koncentracija EPO v celicah različna od eksogeno 

dodane. Prav tako smo za obe celični liniji  potrdili, da se izraţanje EPOR ob sproţanju 

apoptoze statistično značilno poveča (slike 26-28). 

Vpliv EPO na izraţanje gena EPOR smo merili, da bi ugotovili, ali je mehanizem 

zaščitnega delovanja EPO povezan z izraţanjem EPOR (povratna zanka). Rezultati kaţejo, 

da se pri 12-urni izpostavitvi 10 E/ml EPO, ki ji sledi 24-urno stradanje celic SH-SY5Y 

sicer izraţanje EPOR rahlo poviša, vendar rezultat nima dovolj velike statistične teţe. Pri 

tem poskusu nismo uspeli potrditi povečanja izraţanja EPOR ob stradanju, kar smo sicer 

potrdili ţe s prejšnjimi testi, zato menimo, da bi bilo potrebno poskus ponoviti. Podobne 
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rezultate smo dobili tudi pri sočasnem stradanju in izpostavitvi celic PC12 EPO, kjer po 3 

dneh za nobeno od koncentracij EPO, ki naj bi imele zaščitni učinek, nismo mogli potrditi 

spremembe v izraţanju EpoR. Statistično značilna razlika je vidna le pri 24-urnem 

sočasnem stradanju in izpostavitvi visoki koncentraciji EPO (100 E/ml), ki je za celice 

toksična – ta zniţa izraţanje EpoR, kar je skladno s hipotezo o povratni zanki. Po 48 urah 

sočasnega stradanja in izpostavitve EPO nismo več zaznali zniţanja v izraţanju EPOR, kar 

pomeni, da bi morali tudi niţje koncentracije EPO testirati še pri krajšem času stradanja in 

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

Aktivacijo signalnih poti smo v celični liniji SH-SY5Y merili po 1 in 3 urah izpostavitve 

EPO. Po 1 uri je bila vidna le šibka aktivacija ERK pri izpostavitvi 25, 50 in 100 E/ml 

EPO, po 3 urah pa pri 5 E/ml EPO. Šibko aktivacijo AKT smo zaznali le pri 3-urni 

izpostavitvi 1 in 5 E/ml EPO. Glede na dobljene rezultate z metodo prenosa western na 

celični liniji PC12 pa lahko potrdimo, da EPO deluje preko signalne poti Akt in Erk. 

Posebej lepo so predvidene signalne poti izraţene pri izpostavitvi 25 E/ml EPO, kjer sta 

vidni močni aktivaciji tako Akt kot Erk ter tudi utišanje signalne poti Stat5, ki naj ne bi bila 

vključena v zaščitno delovanje EPO.  

 

  



Juvan, N. Razvoj metod za in vitro proučevanje tkivnozaščitnih učinkov eritropoetina v celičnem modelu. 

   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za biologijo, 2012 

59 

 

5 SKLEPI 

5.1 SPROŢILCI APOPTOZE 

a) Metabolični stres, povzročen s stradanjem, vpliva na izraţanje gena EPOR in je 

sproţilec apoptoze v celičnih linijah SH-SY5Y in PC12. 

 

b) Primeren čas sproţanja apoptoze s stradanjem, t. j. popolno odtegnitvijo seruma, v 

celični liniji SH-SY5Y je 24 ur, v celični liniji PC12 pa 72 ur. 

 

c) Stavrosporin in TNF-α nista primerna za določanje vpliva EPO na preţivetje celic 

izbranih linij (SH-SY5Y in PC12). 

 

5.2 METODE MERJENJA APOPTOZE 

a) Test za merjenje metabolične aktivnosti z reagentom WST-1 je primeren za grobo 

določanje apoptoze na celičnih linijah SH-SY5Y in PC12, če so razlike dovolj 

velike, ni pa primeren za natančno spremljanje učinka EPO na apoptozo celic linije 

SH-SY5Y. 

 

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

proučevanje obsega apoptoze na izbranih celičnih linijah. 

 

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

Bcl-2 ni primerno za določanje apoptoze celic linije PC12. 

 

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

primerna za določanje vpliva EPO na preţivetje celic obeh testiranih linij. 
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5.3 UČINEK EPO NA APOPTOZO 

a) EPO lahko privede do velikih razlik v obsegu apoptoze – ob primernem reţimu 

izpostavitve EPO se celična viabilnost povrne na raven, kakršna bi bila brez 

sproţanja apoptoze. 

 

b) Rezultati kaţejo na izstopajočo začitno vlogo 12-urne izpostavitve 25 E/ml EPO 

pred stradanjem celične linije SH-SY5Y ter sočasnega stradanja in izpostavitve 50 

E/ml EPO celične linije PC12 in medtem ko bi zaščitno vlogo lahko pripisali še 

enakemu reţimu 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 reţimi 

(izpostavitev EPO pred stradanjem, sočasno s stradanjem ter kombinacija obojega) 

niso pokazali učinka oz. je bil ta toksičen. 

 

c) Vpliva EPO na izraţanje EPOR nismo zaznali. 

 

d) EPO v izbranih celičnih linijah aktivira signalni poti AKT in ERK. 

 

  



Juvan, N. Razvoj metod za in vitro proučevanje tkivnozaščitnih učinkov eritropoetina v celičnem modelu. 

   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za biologijo, 2012 

61 

 

6 POVZETEK MAGISTRSKEGA DELA 

6.1 POVZETEK 

Človeški eritropoetin (EPO) je citokin, ki preko vezave na eritropoetinski receptor (EPOR) 

v celici sproţi različne biokemijske poti. Poleg dobro proučenih vlog uravnavanja 

proliferacije, diferenciacije in celične smrti eritroidnih predniških celic, ki so jih od 

odkritja dalje zaradi pomembne vloge v eritropoezi intenzivno proučevali znanstveniki po 

vsem svetu, novejše raziskave nakazujejo tudi tkivnozaščitni učinek EPO na nekatera 

tkiva: koţno, endotelno, srčno, ţivčno itd. Mehanizem tkivnozaščitnega delovanja na 

ţivčevje naj bi bil podoben kot v hematopoetskih tkivih, kjer EPO preprečuje vnetje in 

celično apoptozo ter na okoliško tkivo deluje regenerativno. Izkazalo se je, da je za 

tkivnozaščitno delovanje potrebna mnogo višja koncentracija EPO kot za osnovno 

eritropoetsko delovanje. Farmacevtska industrija ima glede uporabe EPO dva osnovna 

cilja, in sicer razvoj molekule z izničeno hematopoetsko in ohranjeno tkivnozaščitno vlogo 

ter razvoj metod za visoko zmogljivostno proučevanje učinka teh molekul in vitro. Cilji 

magistrskega dela so bili: (i) najti primeren sproţilec apoptoze za merjenje učinka 

eksogeno dodanega EPO, (ii) razviti metodo, ki omogoča merjenje tkivnozaščitnega učinka 

eritropoetina in vitro v celičnem modelu, ter (iii) proučiti učinek EPO na izbrane celične 

linije nevralnega izvora. Pričakovali smo, da bomo ob ustreznem reţimu izpostavitve celic 

EPO zaznali zmanjšan obseg apoptoze v primerjavi s kontrolnimi celicami. 

Magistrsko delo je bilo narejeno na dveh celičnih linijah: SH-SY5Y (človeški 

nevroblastom) in PC12 (podganji feokromocitom), ki sta bili  večinoma gojeni v mediju 

DME, obogatenem s serumom. Testirali smo različne teste za specifično in nespecifično 

merjenje apoptoze, sproţene z različnimi sproţilci, večinoma pa s stradanjem, t. j. 

odstranitvijo seruma iz polnega gojitvenega medija. Za začetne poskuse smo uporabili test 

za merjenje metabolične aktivnosti z reagentom WST-1, katerega rezultat smo izrazili kot 

metabolično aktivnost celic. Uporabljeni specifični testi, ki razlikujejo apoptozo od 

nekroze, pa so bili merjenje izraţanja apoptotskih proteinov z metodo RT-PCR (obratna 

transkripcija in veriţna reakcija s polimerazo) ter kompleta testov za merjenje 

internukleosomske razgradnje DNA in aktivacije kaspaz (Roche). Testirali smo različne 

reţime izpostavitve EPO: pred stradanjem, sočasno s stradanjem in kombinacijo obojega, 
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vse to testirano z različnimi časi izpostavitve in koncentracijami EPO (0,1-100 E/ml). Za 

preverjanje aktivacije signalnih poti AKT, ERK in STAT5 smo uporabili metodo prenosa 

western. 

Statistično značilno povišanje obsega apoptoze (P < 0,001) smo pri stradanju celic 

SH-SY5Y zaznali ţe po 24 urah, ko se je metabolična aktivnost zniţala na 80 %, medtem 

ko je bilo na celični liniji PC12 za statistično značilno zniţanje potrebno vsaj 72-urno 

stradanje (P = 0,015), ko se je metabolična aktivnost spustila na 72 %. Apoptozo, sproţeno 

s stradanjem, smo potrdili tudi s specifičnimi apoptotskimi testi. Statistično značilen 

zaščitni učinek EPO smo zaznali le pri predhodni izpostavitvi celic SH-SY5Y in sočasnem 

stradanju in izpostavitvi celic PC12. Povrnitev celične viabilnosti na raven, kakršna 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 sočasnem 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 celičnih linijah ne izraţa endogeno, kot tudi da eksogeno 

dodan EPO nima vpliva na izraţanje gena EPOR. S prenosom western smo v obeh celičnih 

linijah, predvsem pa v PC12, zaznali povišan deleţ fosforiliranih proteinov AKT in ERK 

ob izpostavitvi EPO. 

Metabolični stres, povzročen s stradanjem, vpliva na izraţanje gena EPOR in je primeren 

sproţilec apoptoze v proučevanih celičnih linijah. Primeren čas sproţanja apoptoze s 

stradanjem v celični liniji SH-SY5Y je 24 ur, v celični liniji PC12 pa 72 ur. Kot 

najprimernejša testa za določanje vpliva EPO na preţivetje celic obeh testiranih linij sta se 

izkazala merjenje internukleosomske razgradnje DNA in merjenje aktiviranih kaspaz. 

Rezultati kaţejo na izstopajočo začitno vlogo 12-urne predhodne izpostavitve 10 in 25 

E/ml EPO na celični liniji SH-SY5Y ter sočasnega stradanja in izpostavitve 5, 25 in 50 

E/ml EPO na celični liniji PC12. Vpliva EPO na izraţanje EPOR nismo zaznali. EPO v 

izbranih celičnih linijah aktivira signalni poti AKT in ERK. Razvoj metod za proučevanje 

učinka EPO in vitro je bil uspešen: ob primernem reţimu izpostavitve smo zabeleţili 

zaščiten učinek 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 STAT5 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 IU/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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