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1.Tartalmi osszefoglalo

A dithranol (anthralin) a borgydgyaszatban a pikkelysomor kezelésére hasznalt gytiris
szénhidrogén szarmazék, amely a DNS- hez kotddik és gatolja a proliferativ hamsejtek
osztodasat. A szer a szovetekben jelentds mennyiségli szabadgyok felszabadulést okoz,
ami szovetkarosodashoz és a gyulladdsos folyamatok elinditasdhoz vezet. Korabbi
kisérleteinkben in vivo patkdnymodellen kimutattuk, hogy a borfelszin dithranolos
kezelése a trigeminalis ganglionban 1év0 neuronok pusztuldsat, majd a mikroglia
eredetli sejtek felszaporodéasat okozza. Célunk az volt, hogy sejttenyészeteken in vitro
koriilmények kozott gyulladasos folyamatokat modellezziink ¢és kimutassuk, hogy
dithranol kezelés hatasara a neuronok elpusztulnak és megn6 a fagocital6 mikrogliak
szdma. Munkank soran EI8 patkany embriokbol készitett primer kortikalis
sejteket jel6lo Ibal fehérje, valamint az apoptotizald sejteket jelolo kaszpaz-3 molekula
expresszigjat vizsgaltuk immuncitokémiai és kvantitativ. Western analitikai
modszerekkel. Az immuncitokémiai felvételeken latszott, hogy megndtt a kaszpaz-3
pozitiv apoptotizald sejtek szama, mig a Western blot analiziskor kideriilt, hogy az
Ibal-et expresszaldo mikroglia sejtek szama lecsokkent. Kisérleteink alapjan
megallapitottuk, hogy in vitro koriilmények kozott a dithranol nemcsak a neuronokat,

hanem a mikroglia sejteket is elpusztitotta.

Kulcsszavak: dithranol, trigeminalis ganglion, mikroglia, 1bal, kaszpaz-3, western blot,

immuncitokémia



2.Bevezetés

2.1. A Dithranol szerepe

A dithranol (Anthralin) (1. abra) a bérgydgyaszatban a pikkelysomor kezelésében
hasznalt gylirlis szénhidrogén szarmazék, mely a DNS-hez kotddik és gatolja az
idegszalak UCH-L1 (ubiquitin carboxylterminal hidrolas L1 gén) immunreaktivitasat (I.
Orojan és mtsi, 2006), valamint reaktiv szabadgyokok felszabaditasaval apoptdzist
indukal a human keratinocitdkban. A dithranol a keratinocitdk citoplazmajaban
lokalizalodik, kezelés hatasara a mitokondriumok megduzzadnak, gombolyiivé valnak
¢s a sejtmag koré lokalizalodnak, majd csdkken a mitokondriumok membranpotencialja
¢és citokrém c kidramlast okoz. A dithranol interakcidoba 1ép az endogén ubiquitin-
poollal és modulélja az ubisemiquitin anion redox allapotat, minek kovetkezményeként
reaktiv oxigén gyokok keletkeznek (ROS), melyek aktivaljak a pro- apoptotikus Bax
fehérjét, amely gatolja a Bcl-2 és Bcel-xL fehérjéket, melyek a mitokondrium kiilsé
membranjdban taldlhatok és feladatuk, hogy egészséges sejtekben meggatoljak a
citokrém c kidramlasat a citoplazmaba (A. McGill és mtsai, 2005). Am ha ezek gatoltak
a citokrom c kiaramlik és az Apaf-1 (apoptotikus proteaz aktivald faktor-1) fehérjével
apoptoszomat képez, mely aktivalja a kaszpdz 9-et s ezzel beinditja a kaszpaz
kaszkadot. A kaszkad végén a sejt magjdnak kromatin allomdnya kondenzalodik, a
DNS- e fragmentalddik, végiil a sejt apoptotizal.

A dithranol ezen hatasa nemcsak a human keratinocitakban figyelheté meg, ugyanis az
1degszovetben illetve az idegsejtekben is ezt a folyamatot indukélja. Munkank soran ezt

igyekeztlink igazolni.
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1.abra. A dithranol szerkezeti képlete



2.2.Az apoptozis €s a kaszpaz 3

Az apoptdzis a programozott sejthaldl egyik forméja, mely a szervezetben
fiziologias koriilmények kozott megy végbe. Az apoptdzisnak két utvonala ismert: az
intrinsic utvonal, mely a sejt karosoddsa soran megy végbe; az extrinsic Utvonal
valamely kiils6 tényezO, példaul ultraibolya sugarzas, oxidativ stressz vagy sejthalalt
indukalé ligand hatasara jatszodik le (D. Vinatier és mtsai., 1996).

Az apoptozis elsddleges célja, hogy az elpusztult sejt alkotoit minél elébb
apoptoszomakba illetve agregatumokba csomagolja és a mikroglidk/makrofagok
szdmara fagocitalhatova alakitsa. Az agregatumokba csomagolédnak a citoplazma
alkotoelemei, fehérjék, vezikuldk, a fragmentdlt DNS, membran részletek,
sejtszervecskék ¢és  felszinlikon olyan jelmolekuldk talalhatok melyeket a
mikrogliak/makrofagok felismernek. Ezzel megakadalyozzak a sejt elpusztulasakor
felszabadul6 proteolitikus enzimek és reaktiv oxigén metabolitok szivargisat, melyek
helyi gyulladasos folyamatokat indukalnak. Igy a kérnyezé sejtekben nem aktivalodik
az apoptozis folyamata (D. Vinatier és mtsai, 1996).

Az extrinsic utvonal (2. abra) soran a mikroglidk/makrofagok altal termelt TNF
(Tumor Nekrozis Faktor) és a Fas ligand kotddik a célsejt membranjan 1évo
receptorhoz. Mindkét receptor a TNFR receptor csaladba tartozik, a TNF-nek human
sejtekben két formaja 1étezik, a TNF-R1 és a TNF-R2, a Fas receptort CD95- nek
nevezzik.

Miutan a ligandok hozzakotddnek a receptoraikhoz, aktivaljak a kaszpaz 8
molekulat, amely aktivalja a kaszpaz 3- at és az intrinsic Utvonalat is. A kaszpaz 3 a
kaszpaz kaszkad egyik utolsd, ugynevezett végrehajtd molekuldja, amely kiillonb6zo
endonukledzokat aktival, melyek fragmentaljdk a sejt DNS-ét. Tehat, ha egy sejtben
kimutathato a kaszpaz 3 expresszidja azzal igazolhatjuk, hogy az adott sejt éppen
apoptotizal. Kisérleteinkben ezt a jelenséget hasznaltuk fel az apoptotizalod sejtek
kimutatasara kevert tenyészetekben.

Az intrinsic utvonal (2. dbra) sordn a sejt egy belso jel hatdsara apoptotizal. Ebben
az esetben a pro- apoptotikus Bax heterodimer fehérje gatolja a mitokondrium kiilsé
membranjaban 1év6 Bcl- 2 és Bel-xL antiapoptotikus fehérjéket (A sejt miikodése soran

Bcl-2 és Bcel-xL gatoljak a citokrom c kiaramlasat a citoplazmaba.), igy a citokrom c



kidramlik a mitokondriumbol és az Apaf-1-gyel (apoptotikus proteaz aktivalo faktor-1)
apoptoszomat képez. A komplex aktivalja a kaszpaz 9-et ez altal a kaszpaz kaszkadot,
mely aktivalja a zimogén pro-kaszpaz 3-at, amely konformacio valtozast szenved, aktiv
kaszpaz 3-mé alakul és beinditja azt a folyamatot mely sordan olyan molekuldk
(kiilonboz6 endonukledzok) aktivalodnak, amelyek a sejtmag kromatin alloményéat
kondenzaljak, a sejt DNS-ét fragmentaljak. A kaszpaz kaszkad egy Osszetett folyamat,
melyben szdmos kaszpaz aktivalddasa és egyiittmiikodése kell ahhoz, hogy kivaltsa az
apoptozist, a kaszpaz 3 ezen kaszkad egyik utolso, végrehajtdo molekuldja.

Az apoptozis egyik feladata tehat, hogy eltavolitsa a szovetek koziil a nem
kivanatos és potencialisan veszélyes sejteket, mint az onreaktiv-limfocitdk, a virussal
fert6zott sejteket, valamint a tumor sejteket.

A masik feladata az in. morfogenetikus halal, melynek soran részt vesz a szervek
kialakuldsanak folyamatdban. A sziv, nyombél, hasnyalmirigy, az urogenitalis traktus

kialakulasaban és a végtagképzddésben, spermatogenezisben.
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2. éabra. Az apoptézis intrinsic és extrinsic utvonala



2.3. A mikroglia és az Iba 1

sejttipus, amely a kdzponti idegrendszer immunsejtjének tekinthetd. A neuronoktol és a
tobbi gliasejttdl eltérden, amelyek neuroektodermalis eredetliek, a mikroglia sejtek a
monocita/makrofag eredetli sejtvonalbdl szdrmaznak. Feladatuk tobbek kozott a
homeosztazis fenntartasa, az elpusztult szoveti elemek eltlintetése, antigén prezentalas,
sériiléseket kovetden a szoveti regeneracio kialakitasa (Gehrmann €és mtsai, 1995). A
mikroglia sejtek egyik tulajdonsidga a gyors aktivalédas, melynek segitségével az
idegrendszerben lezajlo legkisebb valtozasra is azonnal reagéalnak. Szamos megfigyelés
igazolja, hogy a mikrogliak aktivacidja a tobbi sejt reakcioja eldtt bekovetkezik
(Kreutzberg, 1996). Ez arra utal, hogy ezek a sejtek nemcsak az agy integritasanak
valtozasara reagalnak, hanem a receptorkészletiiknek koszonhetéen mar az agyi
mikrokdrnyezet finom valtozésait is érzékelik, igy példaul az ionikus homeosztazis
felboruldsat. Ennek koszonhetden az idegszovet védelmének egyik {6 elemeivé valnak
és meghataroz6 szerephez jutnak olyan folyamatokkal szemben, mint a fertézések,
gyulladéasok, trauma, ischaemia és neurodegenerativ folyamatok (Kreutzberg, 1996).

A mikrogliadknak a kozponti idegrendszerben kiilonboz6 megjelenési formaja
ismert (3. abra). A nyugalmi/ramifikdlt mikroglia sejtek nem fagocitalnak. A
sziirkeallomany tertiletén kis, kerek sejttest és hosszu eldgazé nyulvanyok jellemzdek
rajuk, mig a fehérallomanyban megnyult sejttestii mikroglidk figyelhetok meg, melyek
nyulvanyai az idegrostok lefutdsat kovetik. Az aktivalt/amdboid mikroglia sejtek
kerekek, gyors fagocitalasra és proliferaciora képesek, illetve citokineket, kemokineket
(példaul az IL-1 o/f, amely gyulladaskelt), citotoxikus anyagokat, f6
hisztokompatibilitdsi komplex (MHC) molekuldkat, TNF-a-4t (amely az MHC
molekuldk expresszidjara hat) vagy a TGF-f—at (ami immunszupressziv hatasu)

termelnek.



3. abra. A mikroglia morfoldgiai valtozasa az aktivaci6 soran. (Kreutzberg, 1996)

crer

A mikroglia aktivacidjanak ¢és proliferacidjanak indukaldasdban szamos
molekuldnak van fontos szerepe. Ezek kozé tartoznak a koloniastimulalo faktorok (M-
CSF, GM-CSF). Vizsgalatokkal igazoltak, hogy a kozponti idegrendszer sériilése soran
a premitotikus aktivalt mikroglia sejtekben megné az M-CSF és GM-CSF receptorok
expresszidja. Aktivaciot serkentd hatdssal rendelkezhetnek a sejttormelékek, egyes
neurotranszmitterek (példaul az acetilkolin) vagy az extracellularis ATP (Kreutzberg,
1996; W. Walz és mtsai, 1993; J.M. Langosch és mtsai, 1994).

Tehat a mikroglidk fontos szerepet jatszanak az idegrendszer védelmében, hiszen
fagocitaljak a korokozokat és az elpusztult sejteket, valamint kiilonb6z6 antigéneket és
citokineket termelnek.

Az Ibal 147 aminosavbdl allo, 2,1 Angstrom, 14,5 KDa molekulastlyt, ionizalt
kalcium kotd adapter molekula, mely két EF-hand motivumot tartalmaz, melyek koziil a
masodikban egy kalcium ion talalhato, az elsé EF-hand motivum viszont nem tartalmaz
kalcium iont (4. bra).

Specifikusan a monocita/makrofag eredetli sejtvonalban expresszalodik, igy a
mikroglidkban és a makrofagokban is kifejezddik. Az Ibal a mikroglia egyik legjobb
marker fehérjéje. Jelentds szerepet jatszik mas molekulakkal egyiitt a mikroglia
aktivacigjaban, mely sejtek aktivacidjuk sordn morfologiai valtozdson mennek
keresztiil. Aktin-keresztkoté képességének koszonhetden (képes az L-fimbrinnel
kotddni) részt vesz a citoszkeleton reorganizacidjaban, mely a mikroglia aktivacigjat
vonja maga utan (Y. Mitsugu ¢és mtsai, 2006).

Kisérleteink soran kevert sejtkultiraban talalhatd mikroglia sejtek azonositasara

hasznaltuk az Ibal marker fehérjét.



4. abra. Az Ibal EF-hand 1-es és 2-es motivuma. (Mitsugu Yamada és mtsai, 2006)

3. Célkituzések

A Tanszéken végzett korabbi kisérletek soran megallapitdst nyert, hogy a
patkanyok orofacialis bérének dithranolos kezelése, a trigeminalis ganglionban idegsejt
pusztulast és monocita/makrofag/mikroglia sejtszdm novekedést eredményezett (A.
Legradi és mtsai, 2012).

Munkank elsédleges célja a kiilonboz6 koncentraciokban in vitro koriilmények
kozott alkalmazott dithranolos kezelés idegsejtekre gyakorolt hatasanak detektalasa.
Ennek érdekében EI18 patkdny embriokbol készitett kevert, primer Kkortikalis
tenyészetben 1évé mikroglia sejtekben megjelend Ibal marker fehérjét, valamint az
apoptédzist indukaldé kaszpaz 3 molekula idegsejtekben torténd expresszidjat
igyekeztlink detektalni in vitro koriilmények kozott.

Kisérleteink sordn 7 napig tenyésztett kevert primer kultardkban fluoreszcens
immuncitokémiai és Western analitikai modszerekkel hataroztuk meg az Ibal marker

fehérjét és a kaszpaz 3 molekula expressziojat.



4. Anyagok és modszerek

Ezen fejezet célja a kisérleteink soran végzett munka ¢és a felhasznalt anyagok pontos

ismertetése.

4.1. Elsédleges kérgi sejtkultara készitése 18 napos patkdny embridk
agykérgébol

Az el6késziiletek utan éterrel elaltattuk a terhes patkanyt. Kioperdltuk a 18 napos
embriodkat a feln6tt patkadny méhébdl és jégen hiitott, steril Petri csészébe tettiik dket.

A steril fiilke alatt kivettiik az embridkat az embridzsakbol és dekapitaltuk oket.

A fejet ezutan steril sziir6papir koronggal ellatott, Petri csésze tetore helyeztiik.

A bort és a koponyat dvatosan hatulrdl a kisagy feldl eldrefelé a frontélis lebeny felé
haladva elvagtuk és széthuztuk. Kiemeltiik a nagyagyat és 2-4 mm-es szekcidkat
csippentettiink mindkét féltekébdl. A darabokat 9 ml DMEM-et (GIBCO, Scotland,
UK) tartalmazo steril Petri csészébe helyeztiik, 1ml (2,5 %-os) tripszint adtunk hozza és
(37 °C-on, 5 % CO2-ben) 10 percig inkubaltuk a sejteket. Ezt kovetéen 1000 G-én
centrifugaltuk a sejteket 10 percig 21 °C-on. A centrifugdlas végén a feliiluszot
leontottiik és a pellettel dolgoztunk tovabb. Majd 10ml (2x5 ml) friss 10 % FBS-t
(fotalis borju szérum, GIBCO) tartalmaz6 DMEM-ben felszuszpendaltuk a sejteket.
Ujbél centrifugaltunk 1000 G-én 10 percig 21°C-on. Ismét a pelletet meghagyva, azt 2
ml friss 10% FBS-t tartalmaz6 DMEM-ben felszuszpendaltuk a sejteket. Sejtszamolas
Biirker- kamraban (a sejtekb6l mintat véve 60 ul-t, azokat megfestettiik 150 ul trypan
kékkel+ 90 ul 0,9 %-os fiziologias sooldattal), a kéken festédé sejtek az elhalt, a
szintelenek (vizbuboréknak latsz0) az €16 sejtek. Ezutan kitettiik a sejteket 3 ml-es, 5 cm
atmérdjii Petri csészébe. Inkubaltuk a sejteket 37 °C-on 5 %-os CO2 mellett. A

médiumot 3 naponta cseréltiik a mintainkon.
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4.2. Sejttenyészet 6sszeszedése Western blotra

Leontottiik a médiumot a sejttenyészetet tartalmazo Petri csészékrél. Ovatosan 3 ml
fiziologias sooldattal kimostuk a médiumot a tenyészetbdl és ledntottiik. Majd 150 pl
precipitald puffert (50 Mm Tris-HCI, 150 Mm NaCl, 2 mM PMSF, 0,1 % nonided P,
0,1 % Kolsav, 2 pg/ml leupeptin, 1 pg/ml pepsztatin, 2 Mm EDTA) mértiink a
csészébe. Osszeszedtilk a sejteket, majd a csésze tartalméat a pufferrel egyiitt bele
pipettaztuk egy 1 ml-es eppendorf csébe. Ezt a folyamatot még egyszer megismételtiik.
Homogenizaltuk, ezt kovetéen 30 percig jégen hiitottiikk a mintainkat. Majd 4 °C-on, 10
percig, 10.000 G-én lecentrifugaltuk. Szétporcidztuk a mintakat 70 pl-enként 0,5 ml-es
eppendorf csovekbe. Végiil lefagyasztottuk a mintakat.

4.3. Lowry-féle fehérje mennyiség meghatarozas

A Western blot analizishez az 0sszegyljtott minta fehérjetartalmanak meghatarozasat

Lowry és mtsai (1951) modszere alapjan végeztiik el.

4.4. Iba- 1 Western blot tenyészetbdl

Els6 1épésként 10 %-0s szeparald gélt (4 ml dH20, 3,34 ml 30 % acrylamid, 2,5
ml 1,5 M pH 8.8 Tris-HCI, 100 ul 10 % SDS, 100 ul 10 % A.P.S., 10 ul TEMED)
ontottiink, a tetejére dH20- t rétegeztiink, majd 30 percet allni hagytuk. Leitattuk a vizet
a 30 perc eltelte utan. Masodik 1épésben 4 %-0s stacking gélt (3,05 ml dH20, 0,65 ml
30 % acrylamid, 1,25 ml 0,5 M pH 6,8 Tris-HCI, 50 ul 10 % SDS, 50 ul 10 % A.P.S., 5
ul TEMED) ontottiink, majd a “féstit"behelyeztiik a gélbe, amellyel a zsebeket
alakitottuk ki, ezutdn 15 percet allni hagytuk. Kivettiik a "féstit” a gélbdl az id6 lejarta
utan. 80V- on, 15 percig eldfuttattuk a gélt 1x elfo pufferben, melyet 10x elfo pufferbdl
higitottunk (30 g bazisos Tris, 144 g glicin és 10 g SDS dH20-val 1000 ml-re higitva)
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¢s kozben kiviilrél jéggel hiitottik az elfo tartdlyt. Mindekdzben kiszamoltuk a
felvivend6 mintdk mennyiségét ugy, hogy a zsebekbe 25 npg fehérje keriiljon és a
minta—mintapuffer (3,6 ml dH20, 1ml 0,5 M Tris-HCI pH 6,8, 1,2 ml glicerol, 1,6 ml
10 % SDS, 0,4 ml 2-mercaptoetanol, 0,2 ml 0,05 % bromfenol kék) 2:1 aranyban legyen
hozzaadva, majd 100 °C-on, 5 percig inaktivaltuk a mintdkat. Bemértiik a zsebekbe a
markert (Dual Color Marker, BioRad, Budapest) és a mintainkat, majd 20 percig 80 V-
on, ezt kovetden 1 oran at 100 V-on futtatuk a mintdkat 1x elfo pufferben, kiviilrdl
jéggel hiitve az elfo tartalyt. Ezt kovetden szétszedtiik az elfo tartalyt, 6sszedllitottuk a
transzfer "szendvicset” (a gélre membrant helyeztiink) és 1x transzfer pufferben (100 ml
10x-es transzfer puffer, 650 ml dH20, 250 ml metanol), melyet 10x-es transzfer
pufferbdl higitottunk (30,3 g bazisos Tris, 144.1 g glicin, 1000 ml dH20), majd 100 V-
on, 1 o6ran at, hitészekrényben (4 °C-on) transzferaltunk nitrocellul6z membranra
(Amersham). Majd szétszedtiik a “szendvicset”, a membrant méretre vagtuk, levagtuk a
markert és 1 oran at 5 % tejes TBS-TW-ben (100 ml 10x TBS, 900 ml dH20, 1 ml
Tween-20) blokkoltunk (Az 1x-es TBS-t 10x-es TBS-bol higitottuk: 60,5 g bazikus
Tris, 87,6 g NaCl, 1000 ml dH20). Hozzamértiik a primer antitestet (poliklonalis anti-
nyul Ibal, Wako, Osaka, Japan), 1/1000 higitasban az 1% tejes TBS-TW-hez. Ezutan 1
X 10 percig mostuk a membrant TBS-TW-ben. Rétettiik a primer antitestet tartalmazo
1% tejes TBS-TW-t a membranra, vizes kamrat készitettiink ¢és egy éjszakan at allni
hagytuk a membrant a kamraban.

Masnap 4 x 5 percig mostuk a membrant TBS-TW-ben. Kdzben belemértiik a
peroxidaz konjugalt anti-nyal IgG, azaz a szekunder antitestet (HRPO-GAR, Sigma
Aldrich), 1/2000 higitasban az el6z6 naprol megmaradt 1 % tejes TBS-TW- be.
Ratettiik a szekunder antitestet a membranra, mellyel megjeloltiik a bekotdédott primer
antitesteket és 1 oran at s6tétben allni hagytuk. Ezutan 4 x 5 percig mostuk a membrant
TBS-TW-ben. Ratettiik a membranra a chemiluminescenst (Supersignal West Pico
Chemiluminescent substrat, Pierce, Rockford) és 5 percig allni hagytuk. Ezek utan
sotétben filmet (ECL autoradiografias film, Amersham, Buckingemshire, UK) vagtunk
a membranra és 20 percig exponaltunk s6tétben. Eléhivtuk (Kodak GBX hivo, Sigma
Aldrich) a filmet, ezutan fixaltuk (Kodak fixir, Sigma Aldrich). Majd 1 x 10 percig
mostuk a membrant TBS-TW-ben. Végiil Ponceau festékbe tettiik a membrant és 15
percig allni hagytuk, az 1d6 elteltével dH20-val kimostuk a felesleges festéket a

membranbdl és hagytuk megszaradni.
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4.5. Sejtek fixalasa fluoreszcens immuncitokémiai vizsgalatokhoz

A feddlemezeken tenyésztett sejtekrdl leontottiik a tapfolyadékot, majd 2 ml 0,05 M-0s
PBS-sel(50 ml 10x-es PBS puffer, 450 ml dH20) ledblitettiik oket, ligyelve arra, hogy
ne mossuk le a sejteket a feddlemezekrdl. Ezt kovetden fixaltuk a sejteket 4%-0S
formaldehid oldatban 20 percig, majd a fed6lemezeket 0,05 M-0s PBS oldattal 3x5
percig mostuk. Ezutan 10-15 percig széritottuk a fedélemezeket steril fiilkében, majd

felhasznalasig Petri csészékben, mélyhiitében taroltuk.

4.6. Immuncitokémia sejttenyészetbdl

A mintakat 5 percig 2 ml 0,05 M-0s PBS- ben mostuk. Permeabilizalas: elkészitettiik a
permeabilizalé oldatot (0,05 % Triton-X 100, 1 % BSA (borju szérum albumin, Sigma
Aldrich), 5 % NGS (normal kecske szérum, Sigma Aldrich), 50 ul 0,05 M PBS), majd
kettéosztottuk. Az egyik feléhez hozzaadtunk Triton-X 100-at és ebbdl a kiszamolt
mennyiséget kivéve hozzaadtuk a primer antiteste(ke)t (anti-nyal 1gG Ibal vagy anti-
nyul 1gG kaszpaz 3, mindkett6t 1/200 higitdsban). Répipettiztuk a mintdkra a
permeabilizald oldatot és 30 percre betettik a 37 °C-os inkubdtor szekrénybe.
Répipettaztuk a mintdkra a primer antitestet. Nedves kamrat készitettiink, majd
belehelyeztiik a mintainkat és lezartuk. Egy éjszakan at 4°C- os hiitdszekrényben allni
hagytuk. Masnap 4 x 10 percig 0,05 M-0s PBS- ben mostuk a mintainkat. Kézben
hozzaadtuk a Triton-X mentes permeabilizald oldathoz a fluoreszcensen jelolt
szekunder antiteste(ke)t (Alexa 488 anti-egér IgG (zold), Alexa 568 anti-nyul IgG
(piros)) 1/1000 higitasban és mikor letelt a mosasi id6 ratettiik a mintainkra és 3 oran at
sOtétben, szobahén allni hagytuk. Ezt kovetdéen 4 x 10 percig PBS- ben mostuk a
mintainkat. Mindezt kovetden Hoechst- festéssel (biszbenzamid: Hoechst festék ,EEC
Nr. 245-690-6, Sigma Aldrich) megfestettik a sejtmagokat (0,5 pl/ ml- is oldatot
készitettiink a festékbdl és PBS — bdl). 10 percig allni hagytuk. Majd 2 x 10 percen at
kimostuk a mintainkbdl a felesleges festéket (polivinil pirrolidin, Sigma Aldrich) PVP/
PBS 1 mg/ml- es oldataval. Az utolso 10 perc letelte el6tt felallitottuk a fedélemezeket
€s megszaritottuk 6ket. Targylemezre Vectashieldet (Vectashiled, Vectar Laboratories
Inc., Burlingame, CA, USA) cseppentettiink ¢s rahelyeztik a mintat tartalmazo
feddlemezt, amit koromlakkal rogzitettiink. Epifluoreszcens (Nikon Microphot FXA)
mikroszkdpon megvizsgaltuk a metszeteket és fotot készitettiink SPOT RT digitalis

kamera segitségével roluk.
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5. Eredmények és értékelésiik

A mikroszképos vizsgdlataink sordn kideriilt, hogy az E18 patkdny primer
kortikalis kevert, 7 napon at tenyésztett, majd 6 oran at 0,5 uM koncentracioji
dithranollal kezelt tenyészetekben nagyszamu elpusztult sejt volt megfigyelheté (1.
abra. A-B: nem kezelt, kontrol tenyészet; C-D: 0,5 uM dithranollal kezelt tenyészet).
Mint az az 1. 4bran is jol lathatd, a sejtek lekerekedtek, sejtmagjuk kondenzalodott és

kis agregatumok jelentek meg benniik.

1. abra. 7 napos E18 patkany embrié primer kortikalis sejttenyészet. A-B: kontrol, ép neuronokat
tartalmazd sejttenyészet. C-D: 6 oOran keresztiil 0,5 puM-os Dithranollal kezelt sejttenyészet. A

felvételeken apoptotizalo sejtek (fekete nyil) lathatok, melyekben kis agregatumok jelentek meg.
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A fluoreszcens immuncitokémiai vizsgalatok soran megfigyeltiik, hogy a
kultaraban 1évo idegsejtekben expresszalodott a kaszpdz 3 molekula, amely arra
engedett kovetkeztetni, hogy ezekben a sejtekben elindult az apoptozis (2. abra). A
koncentracioban 3 oran at dithranollal kezeltiik a kevert kultarakat. A DMSO-val kezelt
kultarakban a sejtek épek maradtak és csak kevés sejtben jelent meg a kaszpaz 3,
melyekrél feltételezhetjiik, hogy nem a DMSO miatt kovetkezett be az apoptozisuk. Am
a dithranollal kezelt sejttenyészetekben jelentdsen megndtt a kaszpaz 3 pozitiv sejtek
szama, a sejtek szétestek, sejtalkotoik kis agregatumokba csomagolodtak.

Munkank soran megfigyeltiik, hogy a kiilonb6z6 kezelések hatasara (dithranol,
DMSO, LPS) a kevert kultirdkban 1évé mikroglia sejtek aktivalodtak, amdboid
morfologiat mutattak és expresszaltak az Ibal marker fehérjét a citoplazmajukban (3.
abra). Azonos 0,5 uM-os koncentraciéban alkalmaztuk a dithranolt, a DMSO-t és az
LPS-t (lipopoliszaharid, bakterialis sejtalkotd, melynek hatasdra a kulturdkban
aktivalodnak a mikrogliak) is. Megfigyeltiik, hogy a dithranolos tenyészetben sokkal
kevesebb mikroglia sejt maradt, mint a DMSO-shan vagy a dithranol+LPS-eshen. Ez
azért lehet igy, mert a dithranol olyan erds gyulladast keltd illetve szovetkarositd

molekula, hogy nemcsak a neuronokat, hanem a mikroglia sejteket is elpusztitja.

hatésara 7 napos E18 patkany primer kortikalis kultardban (Dr. Légradi Adam, Dr. Gulya Kéroly,

2012). A: (kontrol) 0,5 uM DMSO-val kezelt, ép neuronokat tartalmazd tenyészet, B: 0,5 uM
dithranollal kezelt apoptotizalo sejteket tartalmazo tenyészet, a kaszpaz 3 (nyil) pirosan fluoreszkal

a képen, kék szinnel a sejtmagokat, zolddel a sejtek B-tubulinjait 1atjuk. Scale bar: 50 um
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3. abra. Aktivalt/améboid Ibal marker fehérjét expresszald mikroglidk megjelenése E18 patkany primer
kortikalis kevert kultaraban. A-B-C: 0,5 uM koncentracidju dithranollal 6 6ran at kezelt sejtek, A: Ibal
expresszio (nyil) a mikroglidk citoplazmajaban, B: Hoechst festéssel megfestett kék sejtmagok (nyil), C:
Kompozit; D-E-F: 0,5 uM koncentraciéju DMSO-val 6 6ran at kezelt sejtek (kontrol), D: Ibal, E: Mag,
F: Kompozit; G-H-1: 0,5 uM koncentracioju dithranollal+ 100 ng LPS-sel 6 oran at kezelt sejtek, G: Ibal,
H: Mag, I: Kompozit. A dithranollal kezelt kulturdkban jelentésen csokkent az Ibal-et expresszald

mikroglia sejtek szama.
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Az Ibal Western analitikai vizsgélatok soran a vartnak megfeleléen 17 kDa-0s
csikokat detektaltunk (4. abra). Am a dithranollal kezelt mintdkban olyan gyenge volt az
Ibal immunreaktivitasa, hogy ott nem sikeriilt detektalni a csikokat. Ennek oka, hogy
dithranol hatdsara a kultirdkban az Ibal-et expresszalo mikroglia sejtek is

apoptotizaltak.

1 uM DMSO 0,5uM DMSO 1 uM Dithranol 0,5 uM Dithranol

.

4. abra. Ibal immunreaktivitas kevert primer kérgi tenyészetben. Az Ibal immunreaktivitast a vart 17 kDa
molukulatomegnél detektaltuk, azonban a dithranollal kezelt sejttenyészetekben nem jelent meg. Ez arra
utal, hogy a dithranol az aktiv, Ibal-et expresszalo mikroglia sekteket is elpusztitotta.
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6. Megbeszélés

A dithranol a pikkelysomor kezelésében hasznalt gytiriis szénhidrogén szarmazék,
melyet gyulladaskeltd illetve apoptdzis indukdld tulajdonsaga miatt valasztottunk
vizsgalataink  célpontjaul. A  borgyogyaszatban a  keratinocita  plakkok
megsziintetésében, azaz tiineti kezelésként alkalmazzak, ugyanis a DNS- hez kotodik és
gatolja az idegszalak UCH-L1 (ubiquitin carboxylterminal hidrolas L1 gén)
immunreaktivitasat, valamint a proliferativ hamsejtek osztodasat és szabadgyokok
felszabadulasat idézi eld, mellyel szovetkarosodast és gyulladasos folyamatok
elindulésat valtja ki.

Korabbi kisérleteinkben in vivo patkanymodellen kimutattuk, hogy az orofacialis
borfelszin dithranolos kezelése a trigeminus ganglionban 1évé neuronok pusztulasat,
majd a mikroglia eredetli sejtek felszaporodasat okozza €s Ibal expressziot valt ki a
mikroglia sejtekben.

Munkank soran arra voltunk kivancsiak, hogy az idegrendszerben in vitro is ezt a
hatast valtja-e ki a dithranol. Kisérleteink soran (immuncitokémiai vizsgalatok)
igazolodni latszott a feltételezésiink, miszerint a dithranol szabadgyokok képzésével
apoptozist indukal (karositja a sejtek membranjat) a neuronokban és az elhalt sejtek
hatasara aktivalédnak az Ibal kalcium kotd marker fehérjéket expresszaldo mikroglia
sejtek, melyek fagocitaljak az elpusztult neuronokbdl keletkez6 agregatumokat, hogy ne
alakuljon ki helyi gyulladisos folyamat. Am a Western blot analizis ¢és
immuncitokémiai vizsgalatok soran az is kideriilt, hogy a dithranol olyan erds
gyulladaskelto szer, amely a legkisebb altalunk alkalmazott koncentracioban (0,5 puM)
is elpusztitotta a mikroglia sejteket, igy nehezen vagy egyaltalan nem tudtuk az Ibal-et

detektalni a mintainkban.
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