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OZET

Eritropoetin (Epo), stroke, Parkinsonizm gibi akut ve kronik mer-
kezi sinir sistemi hastaliklarinin deneysel modellerinde tedavi
edici etkinligi son yillarda gosterilmis bir sitokin-hormondur. Bu
maddenin serum ya da biiyiime faktorii yoksunlugu, kainik asid
ya da glutamat ile indiiklenen norotoksisite, hipoksi gibi in vitro
noron hasari modellerinde néronlart koruyucu etkisi de saptan-
mustir. Bu ¢alismada Epo'in PC12 hiicre hattt kiltiirlerinde ami-
loid-beta peptid ile olusturulan hiicre hasarini 6nleyici etkisinin
olup olmadigmin arastirilmasi amaglanmistir. Deneylerde sican
feokromositoma PCI2 hiicre hatt1 hiicreleri kullanildi. Ekimin er-
tesi giinii kiiltiirlere 0.1-1.0 U/ml arasinda degisen konsantras-
yonlarda rekombinan insan ya da fare Epo eklendi. Bir sonraki
giin ise kiiltiir ortamlarina 1-10 mM aras: konsantrasyonlarda
amiloid-beta peptidin 25-35, 1-40, 40-1 ve 1-42 fragmanlan ko-
nuldu. Amiloid beta peptid fragmanlariyla 48 ya da 72 saat
enkiibasyonun ardindan hiicre canlihigit MTT testiyle, sitotoksisite
LDH testiyle degerlendirildi. Apoptotik hiicre 6liimiinii degerlen-
dirmek amaciyla apostain ve DAPI nukleus boyamasi yapildi. Bu
¢alismanin sonuglar1 Epo'in in vitro kiiltiir ortaminda amiloid beta
peptid fragmanlari ile olusturulan hiicre hasarini doza bagiml
olarak onledigini gosterdi. Apostain boyamast Epo'in apoptotik
hiicre Olimiinii azalttigim1 ortaya koydu. Amiloid-beta peptid
Alzheimer hastaliginin patogenezinde rolii oldugu diisiiniilen
toksik bir ajandir. Bu maddenin PCI2 hiicreleri {izerine toksik
etkisi daha Onceki c¢aligmalarla gosterilmistir. Calismamizin
sonuglar1 Epo'in bu toksik etkiyi apoptotik siireci inhibe ederek
kismen On-leyebildigini goéstermektedir ve bu ajanin kronik
norodejeneratif  siireglerin  tedavisinde  kullanilabilecegini
diisindiirmektedir.  Anahtar Sozciikler: Eritropoetin, Amiloid-
beta peptid, PC12 hiicre hatt1, Apoptoz, Norotoksisite.

ARASTIRMA

* ERITROPOETIN'IN PC12
HUCRE HATTINDA

AMILOID-BETA PEPTID iLE
_ OLUSTURULAN
NOROTOKSISITEYE KARSI

KORUYUCU ETKISI
THE PROTECTIVE EFFECT OF
ERYTHROPOIETIN AGAINST NEU-
ROTOXICITY INDUCED BY
AMYLOID-BETA PEPTIDE IN PC12
CELL LINE

ABSTRACT

Erythropoietin (Epo) is a cytokine-hormone that has been shown
to be therapeutic inexperimental models of acut and chronic
central nervous system disorders such as stroke, Parkinsonism.
The neuroprotective effect of this agent has also been determined
in in vitro neuronal injury models such as serum or growth factor
dep-rivation, kainic acid or glutamate-induced neurotoxicity, and
hypoxia. in this study, it was aimed that whether Epo has inhibi-
tory effect on cell injury induced by amyloid-beta peptide in PC12
cell line cultures. Rat pheocromocytoma PC12 cell line was used
in experiments. The day after seeding recombinant human or
murine Epo was added to cultures at varying concentration of 0.
1-1. 0 U/ml. Next day 25-35, 1-40, 40-1 ve 1-42 fragments of
amyloid-beta peptide was added at a concentration of 1-10 mM.
After 48 or 72 hours incubation cell viability was evaluated by 3-
(4, 5-dimethylthiazol-2yl)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide
(MTT) assay aud cytotoxicity was determined by lactic
dehydrogenase (LDH) test. Apostain and DAPI nucleus staining
was performed evaluate apoptotic cell death. The results of this
study showed that Epo inhibits cell injury induced by amyloid-
beta peptide fragments in vitro in a dose dependent manner.
Apostain staining showed that Epo decreases apoptotic cell death.
Amyloid-beta peptide is a toxic agent that has been implicated in
the pathogenesis of Alzheimer's disease. The in vitro toxic effect
of this agent has been shown in recent studies. The results of our
study shows that Epo partially prevents this toxic effect by
inhibiting apoptotic process and might be used in the treatment of
chronic neurodegenerative processes.
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GIiRiS

Alzheimer Hastaligi (AH), demansin en sik goriilen
big¢imidir ve beyin dokusunda ¢ok sayida néritik plaklarin ve
norofibriler yumaklarin bulunmasiyla karakterize, progressif
bir norodejene-ratif hastaliktir. Noritik plaklar amiloid
prekiirsor proteinin prote-oliz {irlinii olan amiloid-beta
peptidin birikimiyle olusmaktadir.”” Amiloid-beta peptidin 1-
40, 25-35 ve 1-42 arasindaki aminoasid-
lerde n olusan fragmanlarinin ndronlar {izerine toksik etki
gosterdigi in  vitro ve in  vivo caligmalarla
gosterilmistir."'*"*"*** Amiloid-beta peptidin noronal Gliime
yol acma mekanizmalarinin oksidatif stresi arttirmasi,
apoptotik hiicre oliimiinii indiiklemesi ve hiicre i¢i kalsiyum
dengesini destabilize etmesi oldugu diisiiniilmektedir.””
Bugiin i¢in tedavisi heniiz bilinmeyen AH'nin tedavisinde bu
mekanizmalar {izerine etkili ajanlar yarar gosterebilir. Bu tip
deneysel tedavi arastirmalarinda in vitro ndronal hiicrelerde
amiloid-beta peptid ile olusturulan norotoksisite modeli
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu aday tedavi ajanlardan
biri de eritro-poetin (Epo) olabilir.

Epo, sinir sisteminde varligi ve ndroprotektif etkisi son
yillarda gosterilmis olan hemalopoetik bir sitokin-
hormondur."" Epo ve reseptoric hem merkezi, hem de
periferik sinir sisteminde bulunmakta ve hipoksi gibi
uyaranlarla ekspresyonlar1 artmaktadir.*'"'® Degisik in vitro
calismalarda®?” degisik néron gruplarinda nérotrofik etkisi
ve ¢esitli hasar modellerinde in vitro koruyucu etkisi
gosterilmis olan Epo'in, in vivo stroke, néroinflamasyon, be-
yin travmasi, subaraknoid kanama, deneysel epilepsi ve
Parkinsonizm gibi deneysel modellerde de ndronlar
koruyucu etkisi belirlenmistir.>>7'>2 Epo'nun
noroprotektif etkisinin mekanizmalart kesin belli degildir.
Hiicre canliligim arttirict sinyalleri modiile edici**'** anti-
apoptotik,”*”  anti-oksidan®  anti-inflaniatuvar”  ve
kalsiyum”'® ve glutamat metabolizmalari™** iizerine modiile
edici etkileri noroprotektif etkisine aracilik ediyor olabilir.
Fimbria-forniks baglantis1 kesilen eriskin siganlarda Epo'in
septal  kolinerjik  noronlarin  canhiligim  arttirdig:
saptanmistir.’”  Bu  bulgu kolinerjik noron kaybin
bulundugu AH'nin tedavisinde Epo'in yararli olabilecegini
diistindiirmektedir. Fakat bugiine kadar Epo'in in vitro
amiloid-beta peptid ile olusturulan norotoksisiteye karsi
koruyucu etkisinin bulunup bulunmadigi arastirilmamusgtir.
Bu c¢alismada PC12 sican feokromositoma hiicre hatti
kiiltiirlerinde degisik amiloid-beta peptid fragmanlariyla in
vitro olusturulan norotoksisiteye karst Epo'in  koruyucu
etkisinin bulunup bulunmadiginin aragtirtlmasi
amaglanmustir.

GEREC ve

YONTEM

Kimyasallar

Amiloid-beta peptid fragmanlar1 (25-35. 1-40.40-1 ve 1-42), 3-
(4. 5-dimethylthiazol-2y])-2,
(MTT), isopropranolol ve formamid Sigma firmasindan: laktik

5-diphenyltetrazolium  bromide

dehidrogenaz (LDH) sitotoksisite kiti, sican kuyruk kollajeni ve

rekombinan fare Epo Roche firmasindan; insan rekombinan Epo
Cilag firmasidan; Apostain antikoru Alexis firmasindan: flore -san
konjuge anti-fare IgM monoklonal antikoru Caltag firmasindan;
yagsiz siit tozu Nestle firmasindan; DAPI-antifade Oncor fir-
masindan; RPMI 1640 Kkiiltiir ortami. L-glutamin, penisilin ve
streptomisin Biochrom KG firmasindan; kiiltiir kaplar1 Greiner
firmasindan saglandi.

PC12 Hiicre Kiiltiirii

PC12 hiicre hatti Dr. Ying Wu’dan (Fransa) saglandi.
Deneylerde bu hiicre hattinin 10-30 arasindaki pasajlari
kullanildi. Deneylerde kullanilan 6 ve 96 hokkalik kiiltiir
plaklari ve 25 cm'lik kiiltiir flasklar1 hiicrelerin ekiminden
once tutunmay1 arttirmak amactyla sigan kuyruk kollajeni ile
kaplandi. Kollajen % 2'lik asetik asid ile ¢oziildi ve kiiltiir
kaplarina 10 mg/ml konsantrasyonda eklenerek yayildi. Bir
saatlik bir enkiibasyon siiresinin ardindan PC12 hiicreleri
kiiltir kaplarma 1x10° hiicre/ cm® yogunlugunda ekildi.
Kiiltiir ortamu olarak % 10 oraninda 1styla inakti-ve edilmis at
serumu, % 5 oraninda 1siyla inaktive edilmis fetal inek
serumu, % 1 oraninda L-glutamin, 100 U/ml penisilin ve 100
mg/ml streptomisin igeren RPMI 1640 ortami kullamildi.
Ekim sonrasi kiiltiirler % 5 karbondioksidli nemli hava iceren
370C sicaklikta enkiibatore konuldu.

in Vitro Deneyler

Hiicre ekiminden 24 saat sonra kiiltiir ortamlart % 2
oraninda at serumu ve % | oraninda fetal inek serumu igeren
kiiltlir ortamu ile degistirildi ve bazi Kkiiltlirlere rekombinan
insan ya da fare Epo 0. 1-1.0 U/ml konsantrasyonlarda
eklendi. Rekombinan fare Epo kullanim 6ncesi distile su ile
sulandirildi. Epo eklenmesinden 24 saat sonra bazi kiiltiirlere
1. 0-10. 0 m M arasinda degisen konsantrasyonlarda amiloid-
beta peptid fragmanlar1 eklendi. Amiloid-beta peptid 25-35
fragman1 distile su ile sulandirildiktan sonra dogrudan
kullanildi. 1-40. 40-1 ve 1-42 fragmanlar ise literatiirde
6nerilen in vitro yaslandirma protokolii uygulandiktan sonra
kullanildi. Bu amagla peptid fragmanlan distile su ile
sulandirildiktan sonra 3700C sicaklikta 5 giin siireyle enkiibe
edildi. Bu islem peptid fragmanlarinin agregasyonuna yol
acmaktadir ve agregasyon toksik etkilerini arttirmaktadir.
Peptid fragmanlarinin  eklenmesinden sonra  kiiltiirler
karbondioksid enkiibatoriinde 48-72 saat siireyle enkiibe
edildi ve bu siirenin sonunda 6rnekler hiicre canliligi, hiicre
6limii ve apoptotik hiicre 6liimii agisindan degerlendirildi.
Her in vitro deney farkli pasajdan hiicrelerle ve ayni
kosullarda en az ii¢ kez bagimsiz olarak tekrarlandi.

MTT Testi

MTT yontemi ile bir hiicre toplulugundaki canli hiicreler
kolorimetrik ve kantitatif olarak saptanabilmektedir. Bu
yontem saglam mitokondrianin MTT boyasinin tetrazolium
halkasin par-
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calayabilmesi ilkesine dayanmakladir.'100 mg MTT 10 ml ha-
cimde PBS iginde ¢oziilerek % 0. 5'lik stok MTT soliisyonu steril
ve karanlik kosullarda hazirland1 ve 0. 22 mm filtre ile siizildi.
Enkiibasyon siiresinin sonunda 96 hokkalik kiiltiir plagmin her
hokkasina steril ve karanlik kosullarda 50 ml hacimde % 0. 5'lik
MTT soliisyonu eklendi. Kiiltiirler 3700C sicaklikta 4 saat siireyle
tutuldu. Kiiltiir plag:i plak rotoru kullanilarak 1250 rpm hizda 5
dakika siireyle santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi siipernatant atild.
Formazan kristallerini solubilize duruma getirmek i¢in Onceden
hazirlanmis solubilizasyon soliisyonu 100 ml/hokka hacimde
eklendi. Bu soliisyon isopropranolol iginde hazirlanmig 0. 04 N
HCI soliisyonundan olusmaktadir. Kiiltiir plagi ELISA plak
okuyucusuna konularak absorbans degerleri 595 nm dalga boyunda
okutuldu. Referans dalga boyu olarak 655 nm dalga boyu kul-
lanild1. Higbir madde eklenmeyen kontrol kiiltiirlerinden elde edi-
len absorbans degerlerinin ortalamasi almarak bu deger % 100 ka-
bul edildi. Madde eklenmis olan kiiltiirlerden elde edilen absorbans
degerleri kontrol absorbans degerine oranlandi ve onun yiizdesi
olarak gosterildi.

LDH Testi

Bu yontemin ilkesi 6lii hiicrelerden agiga ¢ikan LDH miktarinin
kolorimetrik saptanmasidir." Enkiibasyon siiresinin ardindan kiiltiir
kaplarindan siipernatant'lar toplanarak ELISA plagmna aktarildi.
Her bir siipernatant 6rneginden 100'er ml hacimde o6rnek 96
hokkalik ELISA plagina aktarildi. Her bir hokkaya 100 ml hacimde
LDH reaksiyon karigimi eklendi. ELISA okuyucusuna yerlestirilen
plaktan 492 nm dalga boyunda okutma yapildi. Referans dalga
boyu olarak 620 nm secildi. Her bir hokkaya ait absorbans
degerleri yazdirildi. Bulunan degerlerden background absorbans
degeri ¢ikarilarak her kiiltiir kosuluna ait LDH salinimini gosteren
absorbans degerleri elde edildi. Ornekler alindiktan sonra kiiltiir
plagt santrifiij edildi. Siipernatant alinarak her hokkaya 100 ml
hacimde % 1'lik Triton-X100 soliisyonu eklendi. Bir saat siireyle
oda sicakliginda enkiibasyon sonunda her bir hokkadan alinan
100'er ml hacimde ornek ile LDH testi tekrarland1 ve her kiiltiir
kosuluna ait hiicre i¢ci LDH miktarini gésteren absorbans degerleri
elde edildi. Her bir kiiltiir kosulu igin hiicre 6liimii yiizdesi asa-
gidaki formiil kullanilarak hesaplandi- [LDH salinimina ait absor-
bans degeri / (LDH salmimina ait absorbans degeri + hiicre igi
LDH miktarina ait absorbans degeri)] x 100.

Apostain immiinfloresan Boyamasi

Apoptotik hiicre 6liimiinii saptamak i¢in kullanilan bu yonte-
min ilkesi apoptotik hiicrelerdeki DNA'nin 1siyla denatiirasyona
duyarliliginin artigina dayanmaktadlr.14 Bu yontemde DNA, for-
mamidin varliginda 1siyla denatiire edilmekte ve tek sarmalli
DNA'ya spesifik monoklonal apostain antikoruyla boyanmaktadir.
In vitro deneyler tamamlandiktan sonra 6 hokkalik kiiltiir

plaklarinda bulunan hiicreler pipetleme yontemiyle kiiltiir plakla-
rindan kaldirilarak santrifiij tiiplerine aktarildi ve fosfatli tampon
soliisyonu ile yikandi. Hiicre siispansiyonlar1 oda sicakliginda 5
dakika siireyle ve 1200 rpm hizda santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi
siipernatant atilarak pellet 1 ml soguk fosfatli tampon soliisyonu ile
reslispende edildi. Hiicre siispansiyonlar1 vortekste karistirtlirken
yavasca 6 ml soguk (-2000C sicaklikta) metanol eklendi. Bu 6rnekler
metanol i¢inde 16 saat siireyle ve -2000C sicaklikta tutularak fikse
edildi. Ertesi giin hiicre siispansiyonlart santrifiij edildi ve
siipernatant uzaklastirtlarak pellet 0. 25 ml hacimde ve distile su ile
sulandirilan % 50'lik formamid ile restispende edildi ve 6rnekler oda
sicakliginda 5 dakika tutuldu. Tiipler daha sonra 7500C sicakliga
getirilmis su banyosunda 10 dakika tutuldu. Ardindan formamid
iceren tiiplere 2 ml % 3'lik yag icermeyen ve distile su ile ¢oziilmiis
ve fosfatli tampon soliisyonu ile sulandirilmig yagsiz siit tozu
eklendi. Vortekste karigtirtlan ornekler 15 dakika siireyle oda
sicakhiginda tutuldu. Yagsiz siit tozu non-spesifik boyanmayi
onlemek icin kullamlmaktadir. Ornekler tekrar santrifiije edildikten
sonra siipernatant uzaklastirildi ve pellet 100 ml/6rnek hacimde
apostain antikoruyla resiispende edildi. Negatif kontrol orneklerine
bu antikor eklenmedi. 15 dakika siireyle oda sicakliginda enkiibasyon
yapildi. Antikor soliisyonu hazirlamak i¢in 1 ml hacimde ve 100 mg
antikora PBS ile sulandirilan % I'lik -siit tozu siispansiyonundan 9 ml
eklendi. Enkiibasyon islemi sonunda Orneklere 1 ml fosfatli tampon
solisyonu eklendi. Santrifiij asamasindan sonra siipernatant
uzaklagtirildi ve pellet 100 ml/Ornek hacimde FITC konjuge kegi-
anti fare sekonder antikoruyla resiispende edildi. 15 dakika oda
sicakliginda enkiibasyon yapildi. Sekonder antikor da PBS ile
sulandirilan % 1 'lik siit tozu siispansiyonu ile diliie edilmektedir.
Enkiibasyon islemi sonunda &rneklere 1 ml fosfatli tampon soliisyonu
eklendi. Santrifiij agamasindan sonra siipernatant uzaklastirildi ve
pellet fosfatli tampon soliisyonu ile resiispende edildi. Floresan
mikroskobi incelemesi igin hiicre slispansiyonlar1 cytospin aygitiyla
lam fiizerine yayildi. Ardindan lamlarin iizerine nukleus boyasi
DAPI-anti-fade eklenerek lamel kapatildi. Floresan mikroskobi
incelemesinde FITC florokromu igin yesil FITC filtresi, DAPI
incelemesinde ise UV filtresi kullanildi. Incelenen her lamelin en az
bes ayri bolgesinde en az 100 hiicre 200 x biiyilitmeyle kiiltiir
kosullarina kor bir arastirmaci tarafindan sayilarak ortalama
apoplotik hiicre yiizdesi belirlendi.

Istatistiksel Analiz

Gruplara ait ortalama hiicre canliligi, hiicre 6liimii ve apoptotik
hiicre ylizde degerleri Students' t testi kullanilarak karsilagtirildi.
Istatistiksel analizde SPSS 8.0 istatistik programi kullamldi.
Sonuglar ortalama + ortalamanin standart hatasi bi¢iminde
gosterildi. 0. 05'den kiiglik p degerleri istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi.
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BULGULAR

Bu calismada daha Onceki yaymlarin bulgulariyla uyumlu
olarak amiloid-beta peptidin ¢esitli fragmanlarinin PC12 hiicrelerine
kars1 doza bagimli in vitro toksik etki gosterdigi hiicre canlilig: testi
MTT ile saptandi (Sekil 1-2). Sonuglari Sekil 1 'de verilen 6rnek
deneyde PCI12 hiicreleri 0. 5 U/ml insan Epo ile 24 sam
enkiibasyonun ardindan amiloid-beta peptidin 1-42 fragmaniyla (10
mM) 48 saat enkiibe edilmistir. MTT testi amiloid-beta peptid 1-42
fragmaninin hiicre canliiginda % 50'yi asan bir azalmaya yol
actigim gostermektedir (54. 3 + 11.7). Yalmiz Epo'in PC12 hiicreleri
iizerine anlamli bir proliferatif etkisi goriilmemektedir (1 16. 2 + 1.
9). PCI12 hiicrelerinin dnceden Epo ile enkiibasyonu hiicre liimiini
anlamli olarak azaltmakladir (77. 7 + 2.7; p=0.03).
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Sekil-1: 0. 5 U/ml insan Epc’in PC12 hiicrelerini 10 mM amilo-
id-beta peptid 1-42 fragmant ile indiiklenen hiicre dldmiine Karge

koruytten etkisi (* p= 0. 03).

Toksik etkinin spesifikligini gostermek amaciyla bazi deneylere
ters peptid fragmanlari eklendi ve bu fragmanlarin toksik etki
gostermedigi bulundu (Sekil 2). Sekil 2'de sonuglar1 gosterilen
6rnek deneyde PC12 hiicreleri 0. 5 U/ml insan Epo ile 24 saat en-
kiibiisyonun ardindan amiloid-beta peptidin 1-40 fragmaniyla (1
mM) 72 saat enkiibe edilmistir. MTT testi amiloid-beta peptid 1-40
fragmanmin uygulanan dozda hiicre canlihiginda % 30'a yaklasan
bir azalmaya yol agtigimi gostermektedir (72. 2 + 3. 2). Ters 40-1
peptid fragman ise hiicre 6liimiine yol agmamistir (101. 7 £ 1. 7).
Tek basma Epo uygulamasinin PC12 hiicreleri {izerine anlamli bir
proliferatif etkisi goriilmemektedir (98. 3 £ 4. 0). PC 12 hiicrelerinin
onceden Epo ile enkiibasyonu hiicre Oliimiinii anlamli olarak
azaltmaktadir (83. 3 + 3. 2; p=0. 04).

Epo'in amiloid-beta peptid toksisitesine karsi koruyucu etkisi
doza bagimli bir etki olarak goziikmektedir. Sekil 3'de sonuglari
gosterilen 6rnek deneyde PC1 2 hiicreleri 0. 1,0- 5 ve 1.0 U/ml fa-

re Epo ile 24 saat enkiibasyonun ardindan amiloid-beta peptidin 25-
35 fragmaniyla (10 mM) 72 saat siireyle enkiibe edilmistir. LDH
testi amiloid-beta peptid 25-35 fragmaninin hiicre canliligimda %
70'1 asan bir azalmaya yol actigint gostermektedir (71. 8 + 1. 5).
PC12 hiicrelerinin dnceden Epo ile enkiibasyonu hiicre oliimiinii
anlamli olarak ve doza bagimli bir bigimde azaltmaktadir (0. 1 U/ml
Epoigin 51.4+£2.9.p=0.01: 0. 5 U/ml Epo i¢in48. 5+ 1. 2. p=
0.001; 1.0 U/ml Epo igin 47. 2 £ 2. 2, p = 0.001). Cesitli in vitro
deney sistemlerinde Epo'in anti-apoptotik etkisi daha Onceden
bildirildigi i¢in bu ¢alismada amiloid-bela peptid toksisitesine kars1
koruyucu etkisinin mekanizmalarindan birinin apoptotik siireclerin
baskilanmast olup olmadigin1 arastirmak amaciyla Apostain
immiinfloresan incelemesi yapildi. Bu deneylerin sonuglart amiloid-

beta peptidin PC12 hiicrelerinde apoptotik
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Sekil-2: 0. 5 Usml insan Epo’in PC12 hiicrelerini 1 mM amiloid
beta peptid 1-40 fraginaniyla indiiklenen hiicre 6liimiine karst Ko-

ruyucu etkisi (* p = 0. 04).

hiicre 6liimiini indiikledigini ve Epo'in bu tip hiicre 6liimiine karsi
tam koruma sagladigimi gosterdi. Sekil 4'de sonuglari sunulan 6rnek
deneyde PCI12 hiicreleri 0. 5 U/ml insan Epo ile 24 saat en-
kiibasyonun ardindan amiloid-beta peptidin 1-40 fragmaniyla (1
mM) 72 saat siireyle enkiibe edilmistir. Apostain immiinfloresan
boyama incelemesiyle yapilan nicel degerlendirme kontrol degeriyle
2. 0 £ 0. 4) karsilagtinldiginda amiloid-beta peptid 1-40
fragmaninin apoptotik hiicre Slimiinii anlamh bir diizeyde indiik-
ledigini gostermektedir (34. 3 + 1.7; kontrole gére p = 0. 002). Ters
40-1 peptid fragmani ise anlamli apoptoza yol agmamaktadir (2. 5 +
0. 5). PC12 hiicrelerinin dnceden Epo ile enkiibasyonu tek basina
amiloid-beta peptid grubuyla (34. 3 + L 7) karsilastirildiginda
apoptotik hiicre dlimiinii anlamli bir bigimde azaltmaktadir (3. 0 £
0. 4; p= 0. 003). Ayn1 deneye ait immiinfloresan boyama goriintiisii
Resim 1'de verilmistir.
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Resim-1: Apostain immiinfloresan boyamasi sonrasi yapilan floresan mikroskobi incelemesinde biitiin hiicre ¢ekirdekleri DAPI
boyasiyla mavi goriintii vermektedir. Apostain pozitif boyanan (yesil) hiicreler apoptotiktir. Tek basina amiloid beta peptidin
kullanmildig: kiiltiirdekine (A) oranla Epo on uygulamasinin apostain pozitif boyanan hiicre oramini belirgin azalttigi goriilmektedir (B).
Goriintiiler 200 x biiyiitmeyle elde edilmigtir.

TARTISMA

Bu ¢alismada daha 6nceki yayinlarin bulgulariyla uyumlu ola-
rak amiloid-beta peptidin ¢esitli fragmanlarmm PC12 hiicrelerine
karst in vitro toksik etki gosterdigi MTT ve LDH testleriyle ile
saptanmustir (Sekil 1-3).2° MTT testi sonuglarma gore Epo'in tek
basina uygulanmasi belirgin bir proliferasyona yol agmadigi i¢in
caligmamizda proliferasyona bagli bir relatif hiicre canlilif1 artigt
s6z konusu degildir. Apostain immiinfloresan incelemesi amiloid-
beta peptid fragmanlarinin PC12 hiicrelerinde apoptotik hiicre
oliimiini indiikledigini gostermektedir (Sekil 4, Resim 1 ). Benzeri
etkiye isaret eden daha dnceki yaynlardan® farkl olarak bu alis-
mada apoptoza spesifik bir antikor olan apostain antikoru kullanil-
mustir. Bu yontemin kullanilmasi spesifik olarak yalnizca apoptotik
hiicrelerin boyanmasini saglamakta ve apoptozu nekrozdan kesin
olarak ayirmaktadir."* TUNEL gibi yalmz apoptoza spesifik
olmadif1 gosterilmis olan ydntemlerin kullanimi apoptotik hiicre
Oliimil oraninin yanlis belirlenmesine ve anti-apoptotik ajanlarin
etkinliginin degerlendirilmesinde giigliiklere yol agabilir.’

Epo'in amiloid-beta norotoksisitesine karsi in vitro koruyucu
etkisi ortaya ilk kez bu ¢aligmada ortaya konmustur. Bu etki doza
bagiml bir etkidir ve optimum Epo konsantrasyonu 0. 5-1 U/ml
olarak goziikmektedir. Glutamat gibi bagka toksik ajanlarin kulla-
nildig1 ¢aligmalarda da optimum Epo konsantrasyonu benzerdir ve
daha yiiksek dozlar ile koruyucu etkide bir artis gézlenmemistir.
2224 By bulgu Epo reseptdr down-regiilasyonu ile agiklanmaya
caligtlmistir.™

Amiloid-beta ndrotoksisitesinde apoptotik hiicre dliimii, oksi-
dutif stres. kalsivum dengesinin bozulmasi, nitrik oksid ve gluta-

mat aracih toksisite gibi ¢ogul mekanizmalarin rol oynadigi diisii-

niilmektedir.”’ Epo biitiin bu mekanizmalar tizerine etki gdstererek
amiloid-beta norotoksisitesine karsi koruyucu etki gosteriyor
olabilir. Bu caligmada Epo'in amiloid-beta ile indiiklenen apoptotik
hiicre oliimiinii 6nledigi gosterilmistir (Sekil 4. Resim 1). Fakat
Epo'in diger mekanizmalar tizerinden de etki sdz konusu olabilir ve
bu hipotezi sinayacak ¢aligmalar da yapilmalidir.

Daha onceki bir calismada fimbria-forniks baglantisinin ke-
silmesiyle olusturulan sican modelinde Epo kullaniminin koliner-jik
néronlar iizerine norotrofik etki gosterdigi bildirilmistir."” Bu model
AH'nin birebir in vivo modeli olmamakla birlikte Epo'in in vivo ve
in vitro degisik ndron gruplarinda gosterilmis olan norotrofik etkisi
de amiloid-beta toksisitesine kars1 koruyucu etkisine katkida
bulunabilir. Bu hipotezi sinamak amaciyla diferansiye edilmis PC12
hiicre kiiltiirlerinin -~ kullanildigi  ¢alismamiz ~ siirmektedir. Bu
caligmada kullanilan PC12 hiicreleri ndéronal hiicre ozellikleri
gostermektedir. Fakat bu deneylerin primer ndron kiiltiirlerinde
tekrarlanaca@1 caligmalarin da yapilmas: gereklidir.

Epo uzun yillardir kronik anemi tedavisinde giivenle kullanilan
ve yan etkileri az bir ajandir. Son yillarda degisik norolojik hastalik
modellerinde etkinliginin gdsterilmesinin yanisira yiiksek dozlarinin
gectigi
kanitlanmistir.” Caligmanuzin sonuglari bu ajanmn in vivo deneysel
AH modellerinde ve AH tedavisinde denenebilecegini ve yararl

sistemik  uygulandiginda  kan-beyin  bariyerini  de

sonuglar verebilecegini diislindiirmektedir.
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