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Osszefoglalas

A kalmodulin (CaM) fehérje rendkiviil 0sszetett szerepet jatszik a sejtek citoplazmikus
folyamatainak szabalyozéasaban és — az idegsejtek szignalizacids folyamataiban betoltott
fontos szerepe miatt — az idegrendszer egészének miikodésében. Mig az idegszovetben
altalaban kozepes vagy nagy koncentracioban van jelen a CaM fehérje, egyes kozponti
idegrendszeri tertiletek (gerincveld, retina) az atlagosnal joval alacsonyabb mennyiségben
tartalmazzak, siit a harom CaM gén transzkriptumainak mennyisége is kisebb. A
gerincveld és a retina killonbozd neuron- és gliasejttipusaiban torténé CaM génexpresszid
jellemzGirdl — a bennuik talalhat6 viszonylag kis mennyiségi CaM mRNS tartalom miatt —
kevés informacioval rendelkeziink. Vizsgalataink elsé szakaszaban ezért egy olyan,
enyhén alkalikus pH-t alkalmaz6, digoxigenin (DIG)-jelolt riboprobakat felhasznal6 in
situ hibridizacios eljarast fejlesztettiink ki, amelynek alkalmazéasa lehet6vé tette a
szovetben alacsony kopiaszamban jelenlévé mRNS tartalom kimutatasat. Modszeruinket a
CaM gének mRNS populacioinak detektalasaval teszteltuk két olyan kozponti
idegrendszeri régidban, amelyekben a CaM mRNS-ek szokatlanul alacsony
koncentracioban vannak jelen: a gerincvel&ben és a retinaban. A CaM mRNS-ek
lokalizalasat a gerincvel&ben alacsony koncentracidjuk mellett a szovet igen magas
lipidtartalma is neheziti; modszeriinket itt is sikerrel alkalmaztuk.

A gerincvel6ben morfoldgiajuk alapjan két kalmodulint expresszald sejttipust
detektaltunk. A kozepes méretd, asztrocita tipusi sejtek, amelyek zommel a gerincvel$
dorzalis oszlopaban helyezkednek el, differencialt CaM génexpresszidot mutattak: ezekben
a sejtekben a CaM I mRNS tartalom volt a legnagyobb, ezt kovette a CaM 111, majd a
CaM II mRNS populacidok mennyisége. Az oligodendrocitak CaM génexpresszidja — a
dorzalis és a lateralis oszlopokban egyarant — kevésbé kullonbozott egymastol, bar a CaM
I mRNS kissé erdsebb jelolodést mutatott. A kapott eredmények azt mutatjak, hogy 1) a
CaM génexpresszid a gerincveldben gazdagabb és sokkal dsszetettebb, mint azt korabban
a hagyomanyos radioaktiv in situ hibridizacios technikakkal sejteni lehetett, 2) érzékeny
modszert hasznalva tobb CaM mRNS-t tartalmazo sejttipus mutathatd ki, igy a gliasejtek
is, annak ellenére, hogy ezek a sejtek lipidgazdag kornyezetben helyezkednek el, és e
sejtek CaM mRNS tartalma mas sejtekénél joval alacsonyabb.

A neurélis retina alacsony lipidtartalmi idegszovet, amelyben a korabbi, viszonylag

alacsony szenzitivitasi in situ hibridizacids modszerek nem mutattak ki CaM expresszalod



sejteket, annak ellenére, hogy immuncitokémiai modszerekkel a CaM protein jelenlétét
szamosan bizonyitottak. Erzékeny in situ hibridizacids modszeruinkkel kimutattuk a
kulonbozé CaM mRNS populaciok jelenlétét a felnétt patkany retindban, s
megallapitottuk, hogy az egyes CaM gének expresszioja kozel azonos. Ez a megfigyelés
azért érdemel figyelmet, mert tudomasunk szerint igy a retina az egyetlen olyan kdzponti
idegrendszeri tertilet, amelyben a CaM génexpresszio nem differencialt. Noha az egyes
CaM gének rétegspecifikus megoszlasa nagyon hasonld, a CaM génexpresszid az egyes
rétegek kozott jelentdsen valtozik. A legerGsebb jelolddés a ganglionsejtek rétegében és a
bels6 nuklearis rétegben (itt a belsd szublaminaban) volt. Kozepes erdsségli szignal
intenzitasok voltak megfigyelhetdk a kiilsé €s a belsé plexiform rétegekben, a kulsé
hatarold hartya kozelében és a retinalis pigment epitéliumban. Nagyon alacsony jel volt
jellemz6 a kiilsé nuklearis és a fotoreceptor belsé szegmens rétegekre. Nem volt
detektalhatd specifikus jel a fotoreceptor kiils6é szegmensében.

Osszefoglalva, szenzitiv in situ hibridizacios modszeriink alkalmas volt a kozponti
idegrendszer két teriiletén — a gerincveld fehérallomanyaban és a retindban, egy magas és
egy alacsony lipidtartalma teruileten — az alacsony koncentracioban jelenlévé CaM mRNS
populéciok kimutatasara. Eredményeink varhatoan hozzajarulnak a CaM fehérje, illetve a

CaM génexpresszio funkcionalis jelentdségének megértéséhez ezekben a régiokban.



Bevezetés, irodalmi el6zmények

In situ hibridizdcio

Az elmult negyedszazadban a nukleinsav-duplexképzddésen alapuld hibridizacids
modszerek egyre inkabb elterjedtek nem csupan a biomedikalis alap- és alkalmazott
kutatasokban, de a klinikai gyakorlatban is. A radioaktiv nukleotidokkal vagy mas modon
(kromofor, antitest stb.) jelolt ribo- vagy dezoxiriboprobaknak a szoveti (vagy szovetbol
kivont) nukleinsav-tartalommal torténd hibridizacidja a sejt sajat vagy exogén eredeti
nukleinsav-populacioit detektalja nagy érzékenységgel és sejtszintii vagy intracellularis
lokalizacioval (Durrant és mtsai, 1995; Palfi és mtsai, 1998; Roberts-Lewis és mtsai,
1990; Senatorov és Trudeau, 1997). Mig az oligonukleotid probak specifikusak és
konnyen szintetizalhatok, hasznalatuk leginkabb a szovetben nagy mennyiségben
jelenlévé mRNS tartalom detektalasara alkalmas (példaul viralis transzkriptumok)
paraffinba agyazott metszetekben, vagy kozepes mennyiségben jelenlevd mRNS-ek
kimutatasara fagyasztott vagy utofixalt metszetekben. A riboprobak nagyfoka
specificitasuk, a célszekvenciak széles koncentracidtartomanyaban valo
felhasznalhatosaguk és konny( kvantitalhatosaguk miatt az utdbbi években szinte teljesen
kiszoritottak a gyakorlatbol az oligoprobakat (Vizi és mtsai, 2001).

A szoveti mRNS tartalom riboprobakkal torténd lokalizacidjat szamos tényezo
befolyasolhatja. Igy a gerincvel§ fehérallomanyaban példaul a szovet magas lipidtartalma
és/vagy a nagy mennyiségben jelenlevé mielinizalt struktirak nehezithetik a proba
penetracidjat és a szoveti mRNS populéaciok detektalasat, de a nagyon alacsony mRNS
tartalom vagy a proba szamara nem megfelel6 konformécidban levs szoveti mRNS is
nehezitheti a hibridizaciot. Bar a proba penetracidjanak javitasara kidolgozott modszerek
— a szovet lipidtartalmanak csokkentése (Hrabovszky és Petersen, 2002), a szovet
részleges enzimatikus emésztése (Relf €s mtsai, 2002) vagy a szovet hkezelése
(Eastwood és Harrison, 1999; Mitchell és mtsai, 2001) — altalanosan elterjedtek, nem
minden szovetben vagy protokoll esetében hasznalhatok (Lan és mtsai, 1996; Norton és
mtsai, 1994; Oliver és mtsai, 1999). A fentiekhez hasonldan az elmult években szamos
modszert dolgoztak ki a szovetben alacsony koncentracidban jelenlevd mRNS tartalom
detektalasara is, igy példaul a tiramid szignal amplifikacion (Bobrow és mtsai, 1991,
1992; Yang és mtsai, 1999; Zaidi és mtsai, 2000), a szoveti mRNS tartalom

hozzaférhetové tételét elosegité mikrohullamt melegitésen (Mitchell és mtsai, 2001),



autoklavozason (Eastwood és Harrison, 1999), vagy az alkalikus pH tartomanyban végzett
fixalason (Basyuk és mtsai, 2000) alapul6 technikakat. Munkank soran olyan, nagy
szenzitivitasu in situ hibridizacids modszert kivantunk kifejleszteni, amelyik alkalmas az
alacsony koncentraciojo CaM mRNS populéacidk detektalasara mind lipidszegény (retina),

mind lipidgazdag (gerincvel$ fehérallomanya) kozponti idegrendszeri teriileten.

A CaM és célfeherjéi, szerepiik a neurondlis szignalizdcioban
A CaM fehérje egy sokfunkcios intracelluléris kalcium (Ca*)-receptor protein, amely
minden eukariota sejttipusban megtalalhatd, és részt vesz szamos, a sejt életében alapvetd
folyamat szabalyozasaban (Clapham, 1995; Means és mtsai, 1982). M(ikodési helyét
tekintve intracellularis receptor (Cheung, 1980; Ghosh és Greenberg, 1995; Hoskins és
mtsai, 1986; Means és mtsai, 1991), bar Gijabb vizsgalatok extracellularis funkciot is
kapcsolnak hozza (Crocker és mtsai, 1988; Goberdhan és mtsai, 1993; MacNeil és mtsai,
1988; Remgard és mtsai, 1995). Fontossagara jellemz3, hogy egy atlagos allati sejtben a
teljes fehérjetartalom 1%-at is kiteheti. A CaM kis méretti, a gerincesekben 148
aminosavbol allo fehérje (Watterson és mtsai, 1980), molekulatomege 16.7 kDa. A
protein két doménbdl 4ll, amelyek mindegyikén 2-2 Ca**-kotShely talalhato (Lin és mtsai,
1974). A Ca® megkotése okozza azt a konformaciovaltozast, amely a killonbozs
célmolekulakkal torténé interakciokhoz szilkséges. A fehérje kullonosen nagy
mennyiségben van jelen az idegszovetben, ahol f6ként a neuronok perikarionjaban (Berry
és Brown, 1995; Caceres és mtsai, 1983; Ikeshima és mtsai, 1993; Palfi és mtsai, 1999;
Seto-Oshima és mtsai, 1983, 1984, 1987; Sola és mtsai, 1996; Zhou és mtsai, 1985),
sejtmagjaban (Bachs és mtsai, 1992, 1994) és dendritjeiben fordul el6 (Berry és Brown,
1996), ez utdbbiban gyakran jellegzetes granularis eloszlasban (Kortvely és mtsai, 2003).
Bar a CaM talan egyik legfontosabb, tobbnyire célfehérjéin at érvényre juttatott
szerepe a neurotranszmitterek szintézisében (DeLorenzo, 1982; Fujisawa és mtsai, 1984;
Griffith és Schulman, 1988; Kuhn és Lovenberg, 1982) és felszabaditasaban van
(DeLorenzo, 1980; DeLLorenzo és mtsai, 1979; Nichols és mtsai, 1990), a fehérje emellett
tobb neuronalis funkcid szabalyozasaért felelds, igy példaul eldsegiti az idegsejtek
nyalvanyainak novekedését, részt vesz az LTP és az LTD kialakitasaban, valamint
szabalyozza a mikrotubulusok 0sszeépuilését és szétbomlasat is (Toutenhoofd és Strehler,
2000). A CaM fehérje szerepe alapvet a sejt Ca**-homeosztazisanak fenntartisaban és a

kulonbozé Ca**-aramok kialakitasaban (Lisman, 1994; Malenka és mtsai, 1989; Nicoll és



mtsai, 1988). A Ca’*/CaM komplex enzimaktivitissal nem rendelkezik, ismert viszont
tobb mint hiisz olyan enzim, amely altala aktivalodik. Ilyenek a ciklikus (3°,5”)-nukleotid
foszfodiészterazok (Kakiuchi és Yamazaki, 1970; Kakiuchi és mtsai, 1975), az adenilil-
ciklazok (Brostom és mtsai, 1975), a nitrit oxid szintazok (Oh, 1995) és a protein kinazok
(Kennedy, 1989; Kennedy és Greengard, 1981). A Ca**/CaM egyik legfontosabb
célenzime azonban a széles szubsztratspektrummal rendelkezé CaM kinaz 11 (Kennedy,
1989; Ouimet és mtsai, 1984), amelyik legnagyobb mennyiségben a posztszinaptikus
denzitasban fordul el6 (Kelly és mtsai, 1984; Kennedy és mtsai, 1983), ahol a lokalis
fehérjetartalom 25-50%-at is kiteheti (Miller és Kennedy, 1985). E fehérje szubsztratjai
kozott szerepelnek Ca**-csatornak, Ca**-ATPazok, glutamat receptorok (Kitamura és
mtsai, 1993; McGlade-McCulloh és mtsai, 1993), a tubulin, a MAP2 (Kuhn és
Lovenberg, 1982) és kullonbozd transzkripcids faktorok (Schulman és Hyman, 1999). A
CaM-KII a posztszinaptikus szignalizacio kulcsfaktora, egyben a memoria és tanulas
elemi folyamatainak egyik kozponti eleme (Lisman, 1994). Az idegrendszerben a CaM
masik legfontosabb célfehérjéje az egyetlen ismert CaM-aktivalt protein foszfataz, a
kalcineurin (Manalan és mtsai, 1984; Price és Mumby, 1999). Kozvetlen szubsztratjainak
szama nagyon alacsony, de ezeken keresztul kozvetve szamos olyan célfehérje
defoszforilalasaban vesz részt, mint amilyenek az L-tipust Ca**-csatornak (Armstrong,
1989), a pre- és posztszinaptikus ligandfuggé ioncsatornak (Lieberman és Mody, 1994;
Swope és mtsai, 1999; Tong és mtsai, 1995; Victor és mtsai, 1995), illetve befolyasolja az
LTP (Lu és mtsai, 1996; Wang és Stelzer, 1994), valamint az LTD (Mulkey és mtsai,
1994) kialakulasat is.

A kalmodulin egyéb CaM kinazokon keresztul a sejtmagban zajlo folyamatokat is
befolyasolja: transzkripcids faktorok és kullonbozd RNS-kotd fehérjék kozvetitésével
(Agell és mtsai, 1998; Means és mtsai, 1991; Vendrell és mtsai, 1991) fontos szerepet
jatszik a sejtciklus (Lu és Means, 1993), a sejtosztodas és a génexpresszio
szabalyozasaban (Corneliussen és mtsai, 1994; Dash és mtsai, 1991; Enslen és Soderling,
1994; Kapiloff és mtsai, 1991; Lerea é&s McNamara, 1993; Matthews €s mtsai, 1994;
Rasmussen és mtsai, 1989; Sheng és mtsai, 1991), és igy kozvetve hatassal van a
neuronok differencialodasara és az ezzel kapcsolatos nytalvanynovekedésre is (Liu és
Storm, 1990).

A CaM-—célfehérje kolcsonhatasok sejtszintli szabalyozasat szamos mechanizmus

biztositja. A sejt mikrodomének forméajaban hasznélja a kalmodulint, melyek Osszetett



szabalyozasi események 0sszehangolt miikodései eredményeképpen jonnek 1étre; ilyenek
a gyorsan lecsengd, maldo Ca**-szignalok, a CaM reverzibilis tarolasa (membranhoz vagy
tarold fehérjékhez vald kotddéssel), a katalitikus domén elfedése (foszforilacidval), a
CaM készleteinek atrendezése kullonbozo intracellularis helyekre, a de novo CaM

szintézis, vagy a célmolekulak elérhetdségének szabalyozasa (Palfi és mtsai, 2002).

A CaM gének és expressziojuk a kozponti idegrendszerben

Patkanyban 3 m(ikod6 és 4 nem miikodd, tgynevezett pszeudogén ismert (Nojima, 1989;
Nojima és mtsai, 1987; Nojima és Sokabe, 1986; Sherbany és mtsai, 1987). A harom
kulonbozd CaM gén (CaM I, 11, III) alternativ poliadenilacidval legalabb hét killonboz6
mRNS-t kodol (Gannon és McEwen, 1994; Ikeshima és mtsai, 1993; Nojima, 1989; Palfi
és mtsai, 2002). A harom CaM gén kodolo régidja nukleotid szinten ugyan kullonbozik
egymastdl, ezek a killonbségek azonban aminosav szinten nem nyilvanulnak meg, és a
fehérje aminosavsorrendje mindharom gén esetében azonos. A CaM I transzkriptumai 4.0,
1.7 és 0.8 kb, a CaM II egyetlen transzkriptuma 1.4 kb, a CaM III transzkriptumai pedig
2.3, 1.9 és 0.9 kb hosszasagtak.

A kddold régiokat hatarold 5°-, illetve 3’-nemtranszlalodod régiok szekvenciai
azonban nem konzervaloddtak, és ebben a tekintetben az egyes CaM gének kozott jelentds
kulonbségek vannak. Ezekben a szekvencidkban szdmos szabalyozo elemet sikeriilt
feltérképezni, amelyek kullonbozd kombinacidokban és killonboz6 szamban talalhatok meg
az egyes transzkriptumokban (b&vebben lasd Palfi és mtsai, 2002). Ezek a rovid
szekvenciak a felel6sei annak, hogy a harom CaM gén jellegzetes, egyéni szabalyozas
alatt all: nemcsak eltér6 mennyiségben expresszalodnak az egyedfejlédés soran vagy a
kulonbozd szovetekben, de transzkriptumaik killonb6z6 mennyisége talalhatdo meg az
egyes sejtkompartmentekben is. A CaM génexpresszid szabalyozasaban a 3°-
nemtranszlalodo régio feltételezett elemei mellett valoszintleg az 5°-régid elemei is részt
vesznek (Decker és Parker, 1995; Gao, 1998; Toutenhoofd és mtsai, 1998a, b). Mind a
CaM I, mind a CaM 1II gén tartalmaz poliadenilacios helyeket (Ni és mtsai, 1992; Palfi és
mtsai, 2002; Senterre-Lesenfants és mtsai, 1995; Sherbany és mtsai, 1987), amelyek kozul
némelyik nem fordul el6 altalanosan, jelenléte csak par egyéb génben ismert (Beaudoing
és mtsai, 2000; Tsai és mtsai, 1991; Tsui és mtsai, 1996).

A harom rokon gén kodolt fehérjéjének tokéletes egyezése csak arra utalhat, hogy

evolucids igény volt egy atlagosnal precizebb, nem a fehérje szintjén megvaldsulod



szabalyozasra (Palfi és mtsai, 2002), s ez a CaM protein fontossagat figyelembe véve,
érthetd is. Egyrészt mint haztartasi fehérjének, allandd, magas szinten kell
expresszalodnia, masrészt a kalmodulin egymassal sokszor éppen ellentétes sejtvalaszokat
idéz eld, htisznal is tobb célenzimet miikodtetve egyazon sejtben; azért, hogy ez
kivitelezhet6 legyen, a sejtnek maximalizalnia kell a szabalyozasi pontok szamat,
beiktatva és er6sen tamaszkodva a génexpresszid szintjén torténd szabalyozasra is.

A fejlédé (Cimino és mtsai, 1990; Kortvely és mtsai, 2002; MacManus és mtsai,
1989) és felnétt patkany kozponti idegrendszerében (Palfi €s mtsai, 1999, 2002; Sola és
mtsai, 1996) a CaM széleskor( expresszidja figyelhetd meg. Laboratoriumunk elvégezte a
feln6tt patkany agyara jellemzd CaM génexpressziod részletes vizsgalatat (Palfi és mtsai,
1999). Jelentds CaM génexpresszio figyelhetd meg a kérgi és hippocampélis piramis
sejtekben, a hipotalamusz magnocellularis neuroszekrécios sejtjeiben, a Purkinje
sejtekben, a kisagyi mélymagvak neuronjaiban, a gerincveld mellsé szarvanak
motoneuronjaiban, a szaglogumo mitralis sejtjeiben, valamint 0sszességében a kéreg, a
kozépagy, a bazalis magvak és a gerincvel6 minden nagyobb neuronjaban (Palfi és mtsai,
1999). A harom CaM gén expresszidja joval alacsonyabb a kis méret(i interneuronokban,
és gyakran kimutathatatlan a legtobb gliasejtben. A kullonbozé CaM génekrdl atirodo
mRNS-ek mennyisége joval kisebb azokon a teruileteken, ahol kevés az idegsejttest: ilyen
teruilet a hippocampus molekularis rétege, illetve a nagyagy- és kisagykéreg molekularis
rétegei, és egészen minimalis példaul a corpus callosum teriiletén. Jellegzetesen alacsony
CaM mRNS koncentraciok figyelhet6k meg a gerincveld fehérallomanyaban és a
retinaban is: ezeken az agyteruileteken a CaM mRNS tartalom konvencionélis in situ
hibridizacids technikakkal nem vagy alig detektalhato.

Laboratoriumunk korabbi kutatasai nemcsak a CaM mRNS-ek széleskor és
differencialt eloszlasat igazoltak a patkany agyban normal (€lettani) feltételek mellett, de
vizsgaltak a CaM génexpresszio jellegzetességeit bizonyos kisérleti koriilmények kozott
(Palfi és mtsai, 1999, 2001, 2002; Palfi és Gulya, 1999; Vizi és mtsai, 2000), az
ontogenetikus fejlédés soran (Kortvely és mtsai, 2002), illetve in vitro rendszerekben is
(Palfi és mtsai, 2000, Kortvely és mtsai, 2002).

Kutatocsoportunk korabbi vizsgalatai Gijabb adatokat szolgaltattak arra vonatkozoan
is, hogy a CaM mRNS-ek nemcsak régio- és idegsejttipus-specifikus eloszlast mutatnak a
felndtt patkany agyaban, hanem az idegsejtek killonbozd intracellularis kompartmentjeibe

is eltérd mennyiségli CaM mRNS szallitodik (Palfi és mtsai, 1999). Primer hippocampalis
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neuronalis kultGraban végzett vizsgalataink szerint a CaM mRNS tartalom granulumok
formajaban transzportalodik a dendritekben (Kortvely és mtsai, 2002), hasonl6an mas,
szintén dendritikus transzporttal szallitdodo ribonukleinsavhoz (Eberwine és mtsai, 2001;
Gao, 1998; Gardiol, 1999; Kislauskis és mtsai, 1994; Knowles és mtsai, 1996; Martone és
mtsai, 1996; Mohr, 1999; Mori és mtsai, 2000; Racca és mtsai, 1997; Rao és Steward,
1991, 1993; Steward, 1995; Steward és Worley, 2001; Tian és mtsai, 1999). A neuronok
kulonboz§ intracellularis kompartmentjeibe iranyitott transzporttal szallitott mRNS-ek a
lokalis fehérjeszintézisben vehetnek részt (Palfi és mtsai, 2002; Tian és mtsai, 1999).
Mivel a dendritek rendelkeznek a fehérjeszintetizald apparatus minden komponensével
(Eberwine és mtsai, 2001; Steward, 1995; Steward és Levy, 1982), a dendritekben
megtalalhatd CaM mRNS populacidk a dendritmikodéssel kapcsolatos fehérjék lokalis
szabalyozasahoz szitkséges CaM proteinek — igény szerinti — de novo szintézisével

jarulhatnak hozza a szinaptikus miikodés fenntartasahoz.

CaM génexpresszio a gliasejtekben

A kdzelmaltban szadmos, gliaban expresszalodo transzkriptumot izolaltak (Ainger és
mtsai, 1993; Barbarese és mtsai, 1995; Brophy és mtsai, 1993; Landry és mtsai, 1994;
Medrano és mtsai, 2001; Sarthy és mtsai, 1989). Mivel a kozponti idegrendszerben a
kalmodulint expresszalo sejtek zome idegsejt (Matsuoka és mtsai, 1992; Ni és mtsai,
1992; Seto-Ohsima és mtsai, 1983), e fehérjét a glialis funkcidkkal kapcsolatban ezidaig
csak ritkan emlitették (Sola és mtsai, 1999). A CaM jelenlétére és a fehérje szerepére a
kulonbozé gliatipusokban — a mikrogliatol eltekintve (Casal és mtsai, 2001; Sola és mtsai,
1997) — pusztan feluletes utalasok engednek kovetkeztetni. Caceres és mtsai (1983)
példaul a hippocampalis asztrocitakban mutattak ki a CaM immunoreaktivitast, Scolding
és mtsai (1992) pedig a CaM-nak az oligodendrocitak sériilléseiben és javitasaban torténd
szerepét igazoltdk. A CaM jelenléte a gliasejtekben érthetd, hiszen szamos, a gliasejtekre
is jellemzd, CaM altal szabalyozott sejtfunkcio 1étezik. Igy példaul a gliasejtek killonbozd
stimulusokra intracellularis Ca**-tartalmuk megemelésével valaszolnak, és a Ca*-
bearamlast a fesziltségfiiggd Ca**-csatornak néhany tipusa, a receptor-kapcsolt Ca**-
csatornak, egy Ca**-pumpa és a Na*/Ca”* kicserélé pumpa szabalyozza (Verkhratsky és
mtsai, 1998). Mig a gliasejtekben a CaM szint altalaban alacsony, ismertek bizonyos
patofiziologias, illetve kisérleti korilmények, amelyekben a protein mennyisége

megnovekszik (Gebicke-Haerter és mtsai, 1996). Kainsavval kezelt egér
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hippocampusaban példaul a kezelésre érzékeny mikrogliasejtek nagy mennyiségti CaM
proteint tartalmaztak, ami egyrészt igazolja, hogy a citoszolikus Ca**-koncentricio
emelkedés megvaltoztathatja a gliasejt funkcioit, illetve génexpresszids mintazatat,
masrészt viszont felhivja a figyelmet arra, hogy a glialis kalcium homeosztazisaban
tortént valtozasok részt vehetnek bizonyos patofiziologias folyamatok kialakitasaban is
(Sola és mtsai, 1997).

Az a megfigyelés, hogy ezekben a sejtekben a CaM mRNS élettani korilmények
kozott is valoban jelen van kimutathatd mennyiségben, két dolog miatt nem volt
nyilvanvald: 1) a gliasejtekben a CaM génexpresszio altalaban alacsony, 2) a jelenlegi in
situ hibridizacios modszerek az alacsony szoveti mRNS szint kimutatasara nem eléggé
érzékenyek, kullonosen ott, ahol magas a szovet lipidtartalma (példaul a gerincveld
fehérallomanyaban), vagy esetleg mas, a proba penetraciojat nehezitd faktor (példaul

jelent6s mennyiségli kotészovet) van jelen.

CaM génexpresszio a retindban

Bar a kalmodulin fehérje jelenlétét a gerinces retindban biokémiai (Kohnken és mtsai,
1981; Nagao és mtsai, 1987) és immunhisztokémiai modszerekkel egyarant bizonyitottak,
a retina egyes rétegei nagyon eltér6 mennyiségben tartalmaznak immunhisztokémiai
modszerekkel kimutathatdo CaM fehérjét (Pochet é€s mtsai, 1991; Seto-Oshima és mtsai,
1987). Valtozd6 mennyiségli CaM immunoreaktivitas figyelhetd meg a feln6tt patkany
retindjanak ganglion, amakrin, horizontalis és bipolaris sejtjeiben, valamint a ganglion és
amakrin sejtekbdl eredd rostokban a belsé plexiform rétegben (Pochet és mtsai, 1991).
Radioimmunoesszé-alapt vizsgalatok szerint a palcikasejtek nagyon alacsony CaM
tartalommal rendelkeznek a gerincesekben (Kohnken és mtsai, 1981; Nagao €s mtsai,
1987), mig immuncitologiai vizsgalatok azt bizonyitottak, hogy a CaM fehérje hianyzik a
ragcsalok fotoreceptor sejtjeibdl (Pochet és mtsai, 1991) és csak kis mennyiségben van
jelen a macska fotoreceptoraiban (Wakakura és Yamamoto, 1987). Kulonos, hogy nem all
rendelkezéstinkre olyan in situ hibridizacids vizsgalat, amely a CaM mRNS populaciok
megoszlasara vagy ezen gének szabalyozasara utalna. Mivel a CaM olyan
kulcsfontossagi fehérje, amely szamos, a szignalizacios folyamatokban résztvevg
célfehérjét szabalyoz (Palfi és mtsai, 2002; Toutenhoofd és Strehler, 2000), meglepd,
hogy szerepe nem vilagos a vizualis szignalizacids folyamatokban, kiillondsen annak

fényében, hogy milyen sok adat 4ll rendelkezésre a tobbi Ca**-kots fehérjére (Polans és
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mtsai, 1996), vagy szamos CaM-fiiggs proteinre vonatkozoan, igy példaul a Ca>*/CaM-
fuggd adenilil-ciklaz (Willardson és mtsai, 1996), a cGMP-kapuzott kationcsatorna (Chen
és mtsai, 1994), a Ca>*/CaM fuggd protein kinaz I (Tsumura és mtsai, 1999), II (Liu és
mtsai, 2000) és IV (Sakagami és Kondo, 1996), illetve a G-protein kapcsolt receptor
kindzok (Chuang és mtsai, 1996) esetében.

A Ca**-kot6 fehérjék hagyomanyos in situ hibridizacios modszerekkel nyert adatai
irodalméanak attekintése soran arra a megallapitasra jutottunk, hogy a retina CaM
génexpresszidjara vonatkozd adatok hianya elsdsorban a szovet alacsony mRNS
tartalmara, illetve a leggyakrabban hasznalt in situ hibridizacios modszerek viszonylagos
érzéketlenségére vezethets vissza. A CaM génexpresszio felnétt retinaban torténd
vizsgalatat ezért az altalunk kifejlesztett nagy érzékenység( in situ hibridizacios
modszerrel végeztik el, amelynek soran a DIG-jelolt, a kulonbozd CaM génekre
specifikus riboprobainkat alacsony pH (pH 8.0) tartomanyban hibridizaltuk paraffinba

agyazott metszeteken.
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Célkitiizések

Vizsgalataink célja egyrészt az volt, hogy kidolgozzunk egy, az alacsony kopiaszami
CaM mRNS populéciok detektalasara is alkalmas in situ hibridizacids modszert, masrészt,
hogy a kozponti idegrendszer CaM mRNS-ben szegény régidiban (gerincveld, retina)
nagy térbeli feloldasi, szines in situ hibridizacids modszerrel lokalizaljuk ezen gének

PO

eltér6 mRNS populécioit. Célkitlizéseink az alabbiak voltak:

1) A rendelkezésre all6 és széleskortien hasznalt in situ hibridizacids modszereket
érzékenységuk alapjan 0sszehasonlitsuk egy alacsony CaM mRNS tartalma, de
magas lipidtartalmi szovetben,;

2) Optimalizaljuk az altalunk kifejlesztett, enyhén alkalikus pH tartomanyban (pH 8.0)
végzett hibridizaciot felhasznald modszeriinket az alacsony CaM mRNS tartalom
detektalasara;

3) Ezzel a modszerrel lokalizaljuk és elkulonitsuik a harom CaM génrdl atirddott mRNS-
ek populécioit a feln6tt patkany lumbaris gerincveld fehérallomanyban;

4) Modszerunkkel demonstraljuk a killonboz6 CaM gének transzkriptumainak jelenlétét

a felnétt patkany retinajaban.
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Anyagok és modszerek

Kisérleti dllatok és szoveti eldkészités

Az allatkisérletek mind az Eurdpai Kozosség (86/609/EEC), mind a Magyar Koztarsasag
(XXVIII/1998 és 243/1998) altal hozott, a laboratdriumi allatok védelmére és kisérleti
felhasznalasara vonatkozd jogszabalyainak megfelelden zajlottak a Szegedi
Tudomanyegyetem allatkisérleteket ellendrz$ bizottsaga engedélyének (1-74-16/2002.
MAB) beszerzése utan. Feln6tt (200-220 g-os) him Sprague-Dawley patkanyokat standard
allathazi korulmények kozott tartottunk. Az allatokat dekapitaltuk és szemiiket, illetve
lumbaéris gerincveldjiket a szoveti mRNS degradacidjanak megakadalyozasa miatt a
lehetd leggyorsabban kiemeltuk.

A kriosztatos metszetek készitésekor a szoveteket Cryomatrixba (Shandon
Scientific, Pittsburgh, PA, USA) agyazva azonnal -70 °C-ra lefagyasztottuk. A beagyazott
szovetbdl kriosztattal koronasik(i, 15 wm vastagsag sorozatmetszeteket készitettiink,
amelyeket 3-aminopropil-trietoxi-szilannal bevont steril targylemezekre vettuk fel. A
pormentes helyen targylemezre szaritott metszeteket a tovabbi felhasznalasig (rendszerint
4-6 napig) -70 °C-on taroltuk.

A paraffinos metszetek készitésekor a kivett szemek szaruhartyéjat, lencséjét, illetve
uvegtestjét eltavolitottuk és a szemgolydk megmaradt, kaudalis felét 4%-os pufferelt
formalinban (pH 7.4) 4 6ran keresztul 4 °C-on fixaltuk. Egyéjszakas 0.1 M-os steril
foszfat pufferelt sboldatban (pH 7.4) tortén6é mosas utan a szemkelyhek viztartalmat
felszallo alkoholsor segitségével kivontuk, a szoveteket abszolat alkoholbdl xilolba vittik
at, majd alacsony olvadasponti paraffinba (Sigma, St. Louis, MO, USA) agyaztuk be. A
beagyazott szovetbdl mikrotdmmal horizontalis siki, 7 wum vastagsag sorozatmetszeteket
készitettunk, ezeket langyos, steril viz feluletén kiteritettik, steril korulmények kozott
szilanozott targylemezekre hiztuk, végul 50 °C-on egy éjszakan at a targylemezekre
szaritottuk. A targylemezeket a tovabbi felhasznalasig (rendszerint 1-3 napig)
szobahdmérsékleten, pormentes dobozban taroltuk. Kozvetlenul az in situ hibridizacios
felhasznalas el6tt a metszeteket tobbszor valtott xilolban deparaffinaltuk, majd leszalld

alkoholsorban rehidraltuk.

cRNS probdk
A [S]-jelolt cRNS probak készitése Palfi és mtsai (1998) modszere alapjan tortént. A
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CaM I, II, IIT mRNS-ek 3’ nemtranszlalodo régidinak genomikus szekvenciait polimeraz
lancreakcidval (PCR) amplifikaltuk. A szekvenciak 0sszehasonlitasat a BLASTN 2.0.6.
program segitségével végeztik el (Zhang és mtsai, 1997). A PCR-t EcoR1 és BamH1
restrikcids enzim hasitohelyekkel kiegészitett primerekkel végeztuk. A patkany
genomikus szekvencidknak megfelel6 primer szekvencidk a kovetkezSk voltak: a CaM I
esetében 5’-AGACCTACTTTCAACTACT, ami megfelel a 6. exon 30-48 bp
szekvenciajanak, és 5’-TGTAAAACTCATGTAGGGG, ami megfelel a 6. exon 236-255
bp szekvenciajanak (Nojima és Sokabe, 1987) a CaM II esetében, 5°-
ATTAGGACTCCATTCCTCC, ami megfelel az 5. exon 1929-1947 bp szekvenciajanak,
€s 5’-CACAACTCCACACTTCAACAGC, ami megfelel az 5. exon 2138-2159 bp
szekvenciajanak (Nojima, 1989); és a CaM III esetében 5°-
ATGATGACTGCGAAGTGAAG, ami megfelel a 6. exon 7058-7077 bp
szekvenciajanak, és 5’-CAGGAGGAAGGAGAAAGAGC, ami megfelel a 6. exon 7228-
7247 bp szekvenciijanak (Nojima, 1989).

A PCR reakcidkat az MJ Research (Watertown, MA, USA) PTC-100-as tipusi
készilékén végeztuk el. A standard PCR reakcio (1.5 mM MgCl,, 30 mM dNTP keverék,
400 ng genomikus DNS és 20 pmol also és fels6 primer) tipikusan 35 ciklusbol allt
(denaturalas: 94 °C, 40 mp; “annealing”: 55 °C, 30 mp és “extenzid”: 72 °C, 30 mp) (Palfi
és mtsai, 1998). A PCR termékeket pcDNA3 vektorba szubklonoztuk (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA), majd szekvenaltuk (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).
Az antiszensz (a mRNS-sel komplementer) és szensz (a mRNS-sel azonos) cRNS
probakat a linearizalt és tisztitott vektorokrol in vitro RNS szintézissel készitettuk. A
komplementer, antiszensz probak hossza 225 bp (CaM 1), 231 bp (CaM 1I) és 157 bp
(CaM III) volt. A radioaktiv jelolés céljabol [°STUTPaS-t (1100 mCi/nmol; Izotop
Intézet, Budapest) épitettiink a cRNS probakba. Az in vitro transzkripcidhoz a Riboprobe
System-T7 és a Riboprobe System-SP6 rendszereket a gyartd cég leirasa szerint
hasznaltuk (Promega, Madison, WI, USA). A jelolt probakat a nem beépiilt radioaktiv
nukleotidoktol Sephadex G-50 oszlopon (Pharmacia Biotech, Uppsala, Svédorszag)
gélsziiréssel valasztottuk el; a radioaktiv probak specifikus aktivitasa 3.5-6.5x10° cpm/mg
kozott volt.

A digoxigenin (DIG)-jelolt, az egyes CaM génekre specifikus cRNS probak
készitéséhez tisztitott és linearizalt vektorokrol in vitro transzkripcioval DIG RNS jelold

kitet hasznalva antiszensz €s szensz cRNS-t szintetizaltunk (Kovacs és Gulya, 2001, 2002,
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2003) a gyarto cég protokollja szerint (Boehringer Mannheim, Mannheim, Németorszag).
A nemspecifikus jel detektalasara az antiszensz probaéval megegyez6 koncentracioja

szensz probat hasznaltunk.

Radioaktiv in situ hibridizdcio

A patkany gerincvel6 koronasiki kriosztat metszeteit szobahdmérsékleten 5 percig 4%
formaldehidet tartalmaz6 2 x SSC oldatban (0.3 M NaCl és 0.03 M Na-citrat, pH 7.0)
fixaltuk, 2 x 1 percig 2 x SSC-ben mostuk, majd 0.1 M trietanolamint tartalmazo, 0.25%-
os ecetsavanhidrid oldatban szobahdmérsékleten 5 percig prehibridizaltuk (Palfi és mtsai,
1999, Vizi és mtsai, 2000). A mintakat dehidraltuk, levegén megszaritottuk, majd 50 ml
hibridizacids oldatban (50% formamid, 6 x SSPE, 0.9 M NaCl, 60 mM Na,HPO, és 6 mM
EDTA, pH 7.4, 5 x Denhardt-féle reagens, 10% dextran szulfat, 0.1% SDS, 100 mM
DTT, 100 ug/ml hering spermium DNS és 100 ug/ml éleszt6 tRNS) 2.5x10° cpm cRNS
probat adtunk hozzajuk. A mintakat parafilm fed6lemezekkel lattuk el, majd parasitott
dobozokban 50 °C-on 20 6ran keresztul a fenti hibridizacios oldatban hibridizaltuk.

A poszthibridizacid soran a mintakat 2 x SSC/50% formamid oldatban
szobahdmérsékleten 5 percig, majd kétszer 2 x SSC/50% formamid oldatban 50 °C-on 10
percig, végil 2 x SSC-ben szobahdmérsékleten 5 percig mostuk. A metszeteket ezutan 1 x
TE (0.01 M Tris és 0.001 M EDTA, pH 8.0) pufferben, 0.5 M NaCl és 16 ug/ml RNaz A
(Promega) jelenlétében 37 °C-on 30 percig inkubaltuk, majd kétszer 2 x SSC/50%
formamid oldatban 50 °C-on 10 percig és 2 x SSC oldatban 50 °C-on 10 percig mostuk,
végiil a mintakat dehidraltuk és levegén megszaritottuk. Ezt kovetden a hibridizalt
szoveteket 3-sugarzasra érzékenyitett Hypercoat emulzioval (Amersham, Arlington
Heights, IL, USA) vontuk be és 4 °C-on 10-30 napig exponaltuk. Az emulzioval bevont
mintékat az expozicid végén 19 °C-on rendre 3.5 és 5 percig Kodak D19 hivoban
(Eastman Kodak, Rochester, NY, USA) hivtuk, majd szintén 19 °C-on 10 percig Kodak

fixaloban fixaltuk.

Nemradioaktiv (szines) in situ hibridizdcio

A paraffinba agyazott metszeteket rehidralas utan a kriosztatos metszetekkel megegyez6
modon kezeltuk. A metszeteket az el6bbiekben leirt modon fixaltuk és prehibridizaltuk.
Az alacsony mRNS populaciok kimutatasara elvégzett, a hibridizacio érzékenyebbé tételét

célzd kisérleteinkben a metszeteket harom protokoll szerint kezeltik. Az els6 protokoll
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esetében a metszeteket a fixalas el6tt 0.01 M Na-citratos oldatban mikrohullammal 5 + 4
+ 4 percig (megszakitasokkal, a felforras megakadalyozasara) melegitettilk, majd a
prehibridizacio (lasd korabban) utan 1.0% tritont tartalmazd 2 x SSC oldatban 3 percig
mostuk. A masodik protokoll szerint a mikrohullam@ melegités utan a metszeteket 5
percig kloroformmal mostuk, fixaltuk, majd a prehibridizacio utan 0.1% triton X-100/2 x
SSC oldatban 3 percig kezeltik. A metszeteket az els§ és masodik protokollban pH 7.4-re
vagy a harmadik protokollban — ahol sem mikrohullamot, sem tritont nem alkalmaztunk —
pH 8.0-ra allitott hibridizacids oldatban hibridizaltuk. A hibridiz4cios oldat mintegy 200
ng/ml DIG-jelolt cRNS probat tartalmazott. A metszeteket parafilmmel fedtik le és
parasitott dobozokban 55 °C-on, 24 6ran keresztil inkubaltuk (Kovacs és Gulya, 2001,
2002).

A poszthibridizaci6 utan (lasd fent) a metszeteket B1 pufferben (100 mM Tris-HCI
pH 7.5, 150 mM NacCl) 5 percig mostuk, majd a reakcidt hdinaktivalt B1-ben oldott
birkaszérummal blokkoltuk két 6ran at. Ezutan a metszeteket anti-DIG-alkalikus foszfataz
konjugatummal inkubaltuk B1 pufferben oldott 5% birkaszérummal 4 °C-on 24 6ran at. A
metszeteket B1 pufferrel 3x5 percig, majd B2 pufferrel 10 percig (100 mM Tris-HCl pH
9.5, 100 mM NacCl, 50 mM MgCl,) mostuk, majd 340 ug/ml NBT (nitro blue tetrazolium)
és 180 ug/ml BCIP (5-bromo-4-kloro-3-indoil-foszfat) tartalma B2 pufferrel fedtuk le
Oket sotétben, 24 orara. A szinreakciot Ggy allitottuk le, hogy a metszeteket
szobahdmérsékletli 10 mM Tris-HCI (pH 8.0) és 1 mM EDTA tartalmi oldatba meritettuk

5 percre. A metszeteket rovid idejd szaritas utan glicerin/zselatin keverékével lefedtik.

Képanalizis
A hibridizalt retina metszeteket Leica DM LB fénymikroszkoppal (Leica Mikroskopie
und Systeme GmbH; Wetzlar, Germany), ates6 fényben vizsgaltuk. A képeket Power
Macintosh (Apple Computer, Cupertino, CA, USA) szamitogéphez kapcsolt Polaroid
DMC I digitalis mikroszkdp kameraval (Polaroid, Cambridge, MA, USA) 1600 x 1200
képpontos feloldasban és 8 sziirke szinarnyalatban készitettik el. A reprezentativ,
hibridizalt metszetekrdl késziilt képeket a NIH Image 1.59 (W. Rasband; NIH, NIMH,
Bethesda, MD, USA) szamitogépes képanalizald programmal elemeztuk.

A szamitasokhoz mindharom CaM gén esetében legalabb 3 allatbol preparalt 6
szembdl készitett metszeteket hasznaltunk fel. A retina rétegeinek mindegyikébdl, minden

metszeten legalabb 3 mérést végeztink el. Az egyes régidkat a képerny6n korulrajzoltuk,
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és a terlletek szignal intenzitasait megmértuk (sziirke szinértékek: 0 a legvilagosabb, 255
a legsotétebb). A specifikus hibridizacios jel sziirke szinarnyalati értékét tgy kaptuk, hogy
az antiszensz probaval hibridizalt metszetek megfelel6 régioi sziirke szinarnyalatainak
atlagabol levontuk a szensz probaval hibridizalt metszetek azonos régidi sziirke
szinarnyalatainak atlagat. Az egyes retinalis rétegek vizualizalasa érdekében néhany
metszetet toluidinkékkel vagy safraninnal festettink felul. A képeket Photoshop 6.0
(Adobe Systems Inc., San Jose, CA, USA) szamitdogépes képszerkesztd programmal

jeloltuk fel. A szignifikancia analizist Student-féle kétmintas #-probaval végeztuk el.
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Eredmények

In situ hibridizdcios modszerek osszehasonlitdsa az alacsony CaM mRNS tartalmii
gerincveldi fehérdllomdnyban

Az in situ hibridizaci6 érzékenyebbé tétele érdekében elvégzett kisérleteinkben a CaM 1
gén transzkriptumaira specifikus DIG-jelolt riboprobakat hasznaltunk. A mikrohullam
besugarzassal kapcsolt tritonos kezelések koziil a kisebb triton X-100 koncentracid (0.1%)
és a kloroform kezelés bizonyult hatasosabbnak (méasodik protokoll). Ennél a
koncentracional a gerincvelbi metszeteken detektalhatd hattér joval alacsonyabb volt,
mint az 1.0% tritontartalmi oldat esetében (1., 2. abrak, A-F). Bar mindkét alkalmazott
tritonkoncentraci6 alkalmas volt a gerincvel§ mellsé szarvaban 1€vé motoneuronok CaM
expressziOjanak kimutatasara, a jelolt interneuronok szama a kisebb tritonkoncentracional
volt magasabb (1. abra, C, D). A tritonos kezelés és a mikrohullam( melegités altalunk
vizsgalt kombinacidi a gerincveld fehérallomanyaban nem mutattak ki jelolt sejteket. Az
enyhén alkalikus pH mellett elvégzett in situ hibridizacio (pH 8.0) eredményezte a
legalacsonyabb hattér mellett a legtobb jelolt sejt detektalasat (1., 2. abrak, E, F): a
gerincveld szurkeallomanyaban mindenutt jol lathatok a CaM mRNS-t tartalmazo sejtek.
Az alkalikus pH mellett elvégzett in situ hibridizé4cio a fehérallomanyban altalaban (1.
abra, E), a dorzalis oszlopban pedig killondsen nagyszamu, kisebb-nagyobb jelolt sejtet
mutatott ki (2. dbra, E). E mddszer rendelkezett a legjobb szoveti megtartassal is, igy
tovabbi vizsgalatainkban az enyhén alkalikus pH-ra allitott (pH 8.0) hibridizacios oldattal
végeztuk kisérleteinket. Modszeruinkkel mind a magas lipidtartalma (gerincveld
fehérallomanya), mind az alacsony lipidtartalma (retina) szovetekben sikeresen

lokalizaltuk a killonbozé CaM gének transzkriptumait.

CaM mRNS tartalmu sejtek lokalizdldsa a gerincveloben

Neutralis pH-n a génspecifikus riboprobak egyetlen olyan sejtet sem detektaltak a
lumbaris gerincveld fehérallomanyaban, amely CaM II mRNS-t expresszalt volna. Csak a
szurkeallomanyban volt erds jelol6dés: a motoneuronok a ventralis szarvban, illetve az
interneuronok a dorzalis szarvban tartalmaznak szamottevé mennyiségli CaM II-

specifikus mRNS-t (3. abra).
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1. abra. DIG-jelolt CaM II-specifikus antiszensz (A, C, E) és szensz (B, D, F) riboprobak
hibridizacidja feln6tt patkany gerincvel6 lumbaris szakaszanak kriosztat metszetein. A szovet a
prehibridizacid soran a kovetkezo kezeléseket kapta (a részletes protokollt 1asd az Anyagok és
modszerek fejezetben): 1) a fixalas el6tt 5 + 4 + 4 perces mikrohullama kezelés, majd a fixalast
kovetden 3 perces 0.1% tritonos kezelés (A, B); 2) a fixalas el6tt 5 + 4 + 4 perces mikrohullam
kezelés, majd 5 perces kloroformos kezelés, a fixalast koveten pedig 3 perces 0.1% tritonos
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Abban az esetben azonban, amikor a DIG-jelolt riboprobat tartalmazo, enyhén
alkalikus pH-ja hibridizacios oldatban (pH 8.0) végeztuk el a hibridizaciot, a kulonbozd
CaM mRNS populaciokat expresszald sejtek a lumbaris gerincveld egész
fehérallomanyaban lathatova valtak. Jol demonstralja ezt a 4. abra, ahol az A panelen
neutralis, mig a B panelen enyhén alkalikus pH (8.0) mellett detektaltuk a citoplazmatikus
CaM II mRNS populéacidkat (4. abra, A, B). A neutralis pH alkalmazéasakor a
szurkeallomany sejtjeiben jol lathatok a CaM II mRNS-t expresszaldo motoneuronok és
interneuronok, de a fehérallomanyban CaM II pozitiv sejtek nem figyelhetGk meg.
Enyhén alkalikus pH mellett mind a sziirkeallomanyban, mind a fehérallomanyban jol
lathatok a CaM II expressziot mutatd sejtek; a fehérallomany egyes CaM Il pozitiv sejtjeit
nyilak mutatjak (4., 5. abrak). Erdekes, hogy az enyhén alkalikus pH mellett végzett
hibridizacio a szurkeallomany neuropiljaban is jelentGsebb mennyiségli CaM II mRNS-t
detektal (4. abra, B).

A fénymikroszkopos in situ hibridizacids vizsgalatok alapjan két sejttipust lehetett
megkullonboztetni, amelyeknek CaM expresszidja egymastol killonbozott. Az elsé tipus
féleg a fehérallomany dorzalis oszlopaban volt jelen, s jellegzetes differencialt CaM
génexpresszidt mutatott. Itt kozepes méretd, szomaméretiikben és nytilvanyaik
morfologijaban az asztrocitahoz hasonlo sejtek szomai jelolddtek erdsen (6. abra),
mikozben e sejtek kornyezetének, a neuropilnak a jelolédése is figyelemre mélto volt. A
dorzalis oszlopban a CaM I mRNS tartalom volt a legnagyobb (6. abra, A), ezt kovette a
CaM 1III (6. abra, C), majd a CaM II mRNS tartalom mennyisége (6. abra, B). Mig a CaM
I és CaM III mRNS tartalom élesen kijelolte a sejteket, néha f6 nytlvanyaikkal egyiitt, a
CaM II mRNS csak a sejttestben volt jelen (6. abra, B).

kezelés (C, D); 3) alkalikus pH mellett (pH 8.0) elvégzett in situ hibridizacio6 (E, F).
MegfigyelhetS, hogy az 1) kezelési protokoll magas hatteret eredményezett mind a sziirke-, mind
a fehérallomanyban, sl@aM expresszalo sejtek csak a sziirkeallomanyban vizualizalhatok (A). A
neuropil diffaz, sejtes elemekhez nem rendelhet$ erds hattérjelet mutat. A szensz probaval tortént
hibridizacio (B) magas hatteret eredményezett. A 2) kezelési protokoll jobb szoveti megtartast és
alacsonyabb hétteret adott, a sziirkeallomany sejtjei — esetenként nyalvanyaikkal — erdsen jelzettek
(C). A gerincvel6 fehérallomanyaban nem lathatok jelolt sejtek. A 3) kezelési protokoll jo szoveti
megtartas mellett nagyon alacsony hatteret eredményezett (E), ahol a szensz probaval tortént
hibridizacio (F) hattérjelet alig adott. E protokollal a szurkeallomany jelolt sejtjei részleteiben is
jol vizualizalhatok. Az erGsen jelzett motoneuronok a mellsd, a kevésbé intenziven jelzett
interneuronok az intermedier és a hatsé szarvban jol latszanak. A fehérallomanyban nagyszama
CaM expresszald sejt figyelheté meg. Skala: 500 um.
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2. abra. DIG-jelolt CaM II-specifikus antiszensz (A, C, E) és szensz (B, D, F) riboprobak
hibridizacioja feln6tt patkany gerincvelS lumbéris szakaszanak kriosztat metszetein. A képek a
dorzalis oszlop teruiletérol készultek. A szovet a prehibridizacid soran a kovetkez6 kezeléseket
kapta (részletesen 1asd az Anyagok és modszerek fejezetben): 1) a fixalas elott 5 + 2x4 perces
mikrohullam@ kezelés, majd a fixalast kovetden 3 perces 0.1% tritonos kezelés (A, B); 2) a fixalas
el6tt 5 + 2x4 perces mikrohullam kezelés, majd 5 perces kloroformos kezelés, a fixalast kovetSen
pedig 3 perces 0.1% tritonos kezelés (C, D); 3) alkalikus pH mellett (pH 8.0) elvégzett in situ
hibridizacio (E, F). A szensz probak mindharom kezelési protokoll soran alacsony hattérjelet
adtak (B, D, F). Az 1) kezelési protokoll a fehérallomanyban alig mutatott ki CaM expresszalod
sejteket (A), a jelolddés itt a szensz probaéhoz volt hasonld (B). Megfigyelhetd, hogy a
fehérallomany dorzalis oszlopaban a 3) kezelési protokoll eredményezte a legtobb CaM
expresszalo sejt megjelenését (E). A jelolt sejtek, esetenként nyQlvanyaikkal, jol vizualizalhatok.
Az A, C és E képek also sarkaiban a szurkeallomany egy részlete 1athatd. Skala: 200 wm.
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3. abra. [°S]-jelolt CaM II mRNS-re
specifikus antiszensz riboproba in situ
hibridizacioja a patkany gerincvel6 lumbaris

Vi b ; szakaszabol készult kriosztat metszeten. A
O RN metszeteket fotoemulzidval lefedtik, majd 10-
ol ey Ic 30 napos (tipikusan 19-21 napos) expozicid
Dhiny i AN utan elShivtuk. A szurkeallomany CaM 11
SAN WL WY Iy mRNS-t expresszald sejtjei jol megfigyelhetdk:
R f"_ T ’:.t,‘ nagyszam, erdsen jelol6dott motoneuron van
w! : Wi v ‘;., a mells§ szarv teruilletén; a kissé gyengébben

jelolédott interneuronok is jol 1athatok. A
fehérallomanyban jelolt sejtek nem lathatok.
————  dc: dorzalis oszlop, Ic: lateralis oszlop, vc:
ventralis oszlop. Skala: 1 mm.
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4, abra. DIG-jelolt CaM I-specifikus antiszensz riboprobak hibridizacioja felnétt patkany
gerincvel$ lumbaris szakaszanak kriosztat metszetein neutralis pH (pH 7.4) és enyhén alkalikus
pH (pH 8.0) mellett. J6l 1athato, hogy neutralis pH mellett csak a sziirkeallomany CaM
expresszalo sejtjei jelolddnek, a fehérallomanyban jelolt sejtek nem lathatdk (A). Enyhén
alkalikus pH (pH 8.0) mellett végzett hibridizacio (B) a sziirkeallomany jelolt sejtjei mellett a
fehérallomanyban is nagyszamd, kis- és kozepes méretli CaM I mRNS-t expresszalo sejt jelenlétét
mutatja ki. A nyilak a fehérallomanyban mindeniutt megfigyelhetd kisméret( sejtek szomaira
mutatnak, a nyilhegy pedig az 50-100 um tavolsagra futd nytlvanyok egyikét jelzi. Alkalikus pH
mellett végzett in situ hibridizaci6 esetében a neuropil erdsebb festédése is szembeotls. Skala: 200
um.
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5. abra. DIG-jelolt CaM I-specifikus antiszensz riboproba hibridizacioja felntt patkany
gerincvel$ lumbaris szakaszanak kriosztat metszetén enyhén alkalikus pH-ra (pH 8.0) beallitott
hibridizacios oldatot hasznalva. CaM I mRNS-t expresszalo sejtek nagy szama figyelhet6 meg a
felnétt patkany gerincvel$ lumbaris szakasza fehérallomanyanak lateralis oszlopaban. A kozepes
méretl, asztrocitadkra emlékeztets sejtek (nyilak), valamint a kisebb méretd, oligodendrocita-szerd
sejtek (also nyilhegy) nagy szamban jelolédnek. A képen néhany nagyobb glianyGlvany is jol
megfigyelhet6 (fels6 nyilhegy). Skala: 100 um.

Kisebb, kerekded sejtek, valoszinlileg oligodendrocitak, a fehérallomany egész
teruletén lathatok, ezek alkotjak a sejtek masik tipusat: tipikusan 10-20 um, esetenként
50-100 wm hossza, radialisan futd nytlvanyaik is el6tlintek. Ezen sejttipus szintén
expresszal CaM mRNS-t (7. abra, A, B, C): a CaM II és CaM III géneknek kissé
alacsonyabb a kifejez6dése (7. abra, B, C), mint a CaM I génnek (7. abra A). A DIG-jelolt
szensz riboprobak jelolddése a hattérrel volt dsszevethetd (7. abra D). A CaM 1 és CaM
III génspecifikus probakra jol lathatoan jelolddott a motoneuronok axonjai koriil az
oligodendrocitak nytlvanyai altal képzett mielinhuively is (8. abra, A, B). A gerincvel$
fehérallomanyaban megfigyelheté CaM génexpressziot a laboratoriumunk munkatarsai
altal a kozelmaltban megjelentetett dsszefoglaloban is kozoltuk (Palfi és mtsai, 2002;

2832. oldal és 2. kép).
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6. abra. In situ hibridizacios hisztokémia DIG-jelolt CaM I, CaM II és CaM IllI-ra specifikus
riboprobakkal a feln6tt patkany lumbaris gerincveld fehérallomanyanak dorzalis oszlopaban
enyhén alkalikus pH mellett. A) A CaM I mRNS erésen expresszalodik a kozepes méretd
asztrocita tipusi sejtekben (nyilak) és sokkal kevésbé az oligodendrocita tipusii sejtekben (a
csillag koruil). Az asztrocitdk nagyobb nytlvanyainak némelyike szintén lathatd. Az ezeket a
sejteket koruilvevd neuropil a CaM I-et nagy b&ségben tartalmazza. B) A CaM II mRNS
mérsékelten expresszalodik a dorzalis oszlopban, ahol ezen sejteknek csak a szoméja jelolt és a
neuropil csaknem mentes a CaM II mRNS-t61. C) Mérsékelt CaM III expresszid figyelhet6 meg a
szomakban a dorzalis oszlopban. Bar a jel eloszlasa a CaM I-€hez hasonld, a jelolt sejtek
nyalvanyai nem lathatoak és a neuropil is vilagosabb mint az A) esetben. D) A CaM II-specifikus
szensz proba nem jeloli a sejtes elemeket, a jelolddés mértéke Osszevethetd a hattérrel. Skala: 100

um.

Kovetkez oldalon, felsé kép:

7. abra. In situ hibridizacios hisztokémia a DIG-jelolt CaM 1, 1I és 11T génekre specifikus
riboprobakkal a lumbaris gerincveld fehérallomanyanak lateralis funiculusaban enyhén lagos pH
mellett. A CaM I génexpresszio viszonylag magas (A), mig a CaM II (B) és CaM III (C)
génexpresszio mérsékelt vagy alacsony. Kis sejttestek, valoszinidleg oligodendrocitak szomai és
néha kevés, 10-20 um-es nyQlvany (nyil az A, B képben) lathatd szerte a lateralis funiculusban
(D). A CaM III szensz jelol6dés alacsony a fehérallomanyban. Skala: 100 wm.
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7. abra.

8. abra. In situ hibridizéacios hisztokémia DIG-jelolt, CaM I (A) és CaM III (B) génekre
specifikus riboprobakkal a gerincveld lateralis oszlopaban, enyhén alkalikus pH (8.0) mellett. A
fehérallomanyban szamos gliasejt, zomiikben oligodendrocita szomaja lathato (A). A mells6
szarvi motoneuronok axonjainak mielinhuivelye (amelyet az oligodendrocitak formalnak)
kihangstlyozott, gyakran hosszan nyomon kovethet6 (B). Skala: 100 wm.
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A CaM génexpresszio feltérképezése a felndtt retindban

Neutralis pH-n torténd hibridizacioval a retinaban specifikusan jelolt CaM mRNS
tartalm( sejtes elem nem volt detektalhatd. Ha azonban a hibridizacios oldat pH-jat
enyhén ltigossa (pH 8.0) tettuk, a retina bizonyos rétegeiben nagy erdsségii CaM jelol6dés
volt megfigyelhetd. A retinalis CaM mRNS-ek jellegzetes eloszlasa a 9. abran lathato,
amelyet a CaM 11 példajan illusztralunk. A kozponti idegrendszer szamos teriiletétol
eltér6en a retindban mindharom CaM gén egyforman alacsony szinten expresszalodott és

azonos rétegbeli eloszlast mutatott (1. tablazat).

mm——— e )

9. abra. A CaM génexpresszid jellegzetes megoszlasa a feln6tt patkany retindjaban a CaM II
génre specifikus, DIG-jelolt riboprobak reprezentativ jelolési mintazata alapjan. A DIG-jelolt
antiszensz (A) és szensz (B) CaM II génre specifikus cRNS probakat paraffinba dgyazott
metszetekre hibridizaltuk. A legerGsebb hibridizacios szignalt a ganglionsejtek rétegében, a belsd
nukleéris rétegben és annak legbelsé szublaminajaban ( » ) figyeltuk meg. Kozepesen erés
hibridizacios szignal volt lathato a kuilsé és belsd plexiform rétegben, a kiilsé hatarolomembran
koruli zonaban (M) és a pigment epitéliumban. Alacsony jelolédés volt jellemzé a kiils6 nuklearis
rétegre €s a fotoreceptorok bels6 szegmenseibdl allo rétegre. GCL: ganglionsejtek rétege, IPL:
belso plexiform réteg, INL: bels6 nuklearis réteg, OPL: kiilsé plexiform réteg, ONL: kiils6
nuklearis réteg, 10: a fotoreceporok kilsé és belsd szegmensei, RPE: retina pigment epitélium, » :
a bels6 nuklearis réteg bels6 szublaminaja, »: kiills§ hatarolomembran. Skala: 100 um.
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1. tablazat. A CaM mRNS populacidok megoszlasa a patkany retina killonboz6 rétegeiben
(szemikvantitativ analizis)

CaM 1 CaM 11 CaM III
Analizalt Specifikus Analizalt Specifikus Analizalt Specifikus
teritlet (um?) sziirkeszin teritlet (um?) sziirkeszin teritlet (um?) sziirkeszin
érték érték érték
AS S AS S AS S

Ganglion sejt 6635 | 5264 |44.63+2.79| 5970 | 5540 |41.23+1.99| 6549 | 6065 |[46.43 =2.34
réteg
Belsé 15903 | 15792 |17.67 = 1.61 | 17029 | 15765 |16.01 = 1.87 | 15567 | 16090 | 18.18 = 0.94
plexiform réteg
Bels6 nuklearis | 16791 | 15044 |42.51 £ 0.46 | 16501 | 15554 |38.39 + 1.09 | 15600 | 16590 |43.21 +2.32
réteg, teljes
Belso6 6036 | 5559 [56.06+0.50| 6542 | 5760 |53.13+1.98| 5987 | 5398 |57.87 +1.78
szublamina,
belsé nuklearis
réteg
Kiulsé 4941 | 5771 |29.59+1.27| 5482 | 6712 [28.27 +1.33| 4573 | 4980 |30.99 = 1.07

lexiform réteg
Kuls6 nuklearis| 26902 | 23766 | 2.11 £0.22 | 24562 | 24345 | 1.97 £ 0.50 | 22983 | 24507 | 2.44 +£0.32
réteg
KulsG hatarolo-| 3616 | 3158 |20.87 £2.93| 3440 | 2997 |20.54 +1.11| 3450 | 3429 |21.55+1.65
membran
Fotoreceptor 3620 | 3423 | 391193 | 3562 | 3398 | 3.98+0.91 | 3892 | 3983 | 3.99 + 1.56
belsd

szegmens réteg
Fotoreceptor 2890 | 3810 N.D. 1560 | 1342 N.D. 2821 | 2760 N.D.
kulsé szegmens
réteg

Retinalis 2393 | 3183 |13.60 +0.97 | 2306 | 3187 |11.76 £1.32| 1980 | 2275 |14.13 +1.03
pigment

epithelium

réteg

1. tablazat. Az egyes CaM gének expressziojanak megfeleltetett szuirkeszin-értékek a felnott
patkany retinijanak egyes rétegeiben (szemikvantitativ analizis). Az értékeket a NIH Image 1.59
szamitogépes képanalizald program felhasznalasaval szarmaztattuk. A vizsgéalni kivant retinalis

rétegeket a képernydn korulhataroltuk, majd a specifikus szurkeszin-értékeket a szensz értékeknek
az antiszensz értékekbdl valo levonasaval képeztuk. A nemspecifikus (szensz) értékek 37 és 42
kozé estek minden réteg esetében; O: legvilagosabb, 255: legsotétebb érték). Egy-egy réteg
4tlagosan analizalt teriiletét um?-ben adtuk meg. A kiilsé hatarolomembran koriili sotétebb zonat (a
9. abran: M) egyben analizaltuk, noha e tertilet valdszintileg a fotoreceptorok mind a belsd, mind a
kuls6 szegmensébdl, illetve a kiils§ hataroldmembran teruiletérdl is tartalmaz szoveti elemeket. A
specifikus szuirkeszin-értékeket legalabb 3 fuggetlen hibridizacios kisérletbsl szamoltuk + S.D. Az
egyes CaM gének expresszidja kozott nem volt szignifikans eltérés. AS: antiszensz, S: szensz
probaval végzett hibridizacid, ND: nem detektalhato.
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A ganglionsejt réteg mindegyik CaM gén esetében hasoml6an nagy mennyiségben
tartalmazott mRNS-eket. A jel zome a ganglionsejtek perinuklearis régidjaban volt
megfigyelhetd, bar az Sket korillvevd neuropilnak is volt egy bizonyos foku, diffaz
jelolédése. Hasonldan nagy mennyiségi CaM mRNS volt jelen a bels6 nuklearis
rétegben, ahol a horizontalis, bipolaris, amakrin és Milller sejtek helyezkednek el. A belsd
nuklearis rétegen belill annak belsé szublaminajaban volt a leger&sebb a jelolodés (9.
abra, A; 1. tablazat), ahova tobbnyire az amakrin sejtek sejttestjei lokalizalhatok. A felnGtt
patkany retinaban ez a szublamina tartalmazza a CaM mRNS-ek legnagyobb
mennyiségeit, mind a hairom CaM génre nézve. A jelolddés itt is f6ként a perikarionokra
volt jellemz6, mig a belsd nuklearis réteg tobbi részén a jel difftz, nem korulhatarolhatd
volt, sejttestek csak ritkan voltak detektalhatok. Kozepes erdsségli, homogén eloszlasa
szignal volt megfigyelhetd a tobbnyire neuropilbdl allo kuilso és bels6 plexiform
rétegekben. A neuropil 0sszetevdi a belsd plexiform réteg esetében a bipolaris €s amakrin
sejtek axonjai, a ganglion sejtek dendritjei, illetve a Miiller sejtek els6dleges nytlvanyai,
mig a kiilsé plexiform réteg csapok és palcikak axonjaibol, horizontalis és bipolaris sejtek
dendritjeibdl, valamint ugyancsak a Muller sejtek primer nytlvanyaibdl all. Szintén
kozepes jelolddés jellemezte a retina pigment epitéliumat és az tGn. kuls6
hatarolomembran kornyékét is, valoszintsithetéen azért, mert ezen utdbbi teriileten a
Muller sejtek €s a fotoreceptorok nytlvanyai alkotnak kontaktust. Jellemz6en nagyon
gyenge jelolddést mutatott a csapok és palcikak sejtmagjait tartalmazo kiilsé nuklearis
réteg, mindharom CaM gén esetében. Erdekes, hogy a fotoreceptorok belsé szegmensének
rétege hasonldé moddon rendkiviill gyenge jelet adott, a kills6 szegmensek rétegében pedig
specifikus jel egyaltalan nem is volt detektalhato (1. tablazat).

Szensz probaval csak egy rendkivill halvany, az egyes retinalis rétegeket csak
sejtetd nemspecifikus mintazat rajzolodott ki a metszeteken, amely azonban semmiféle
felismerhets sejtes szerkezethez nem volt kapcsolhatd (9. abra, B). Osszefoglalva tehat
mindhdrom CaM génre egymashoz rendkivul hasonlo, differencialt, rétegspecifikus

mRNS eloszlasi mintazat volt jellemz6 a feln6tt patkany retinaban.
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Megbeszélés

A mikrohullam( kezelés els6 kozlése ota (Mayers, 1970) szamos hisztologiai modszert
fejlesztettek ki, amelyek a szovet felmelegitésével akar az immuncitokémiai, akar az in situ
hibridizaciods jel erdsitését céloztak (Mitchell és mtsai, 2001; Oliver és mtsai, 1997a, b).
Elterjedtek olyan modszerek is, amelyekben az in situ hibridizacios érzékenység
fokozasanak érdekében a mikrohullami besugarzassal torténd szoveti melegitést
zsiroldoszerek alkalmazasaval kapcsoltak 0ssze (Breininger és Baskin, 2000).

Sajnalatos modon a szoveti melegités — akar mikrohullami technikaval, akar
autoklavozassal torténik — vagy az erds zsirelvond szerek alkalmazasa (kloroform, triton
X-100) a szoveti szerkezet kisebb-nagyobb foki roncsolasahoz vezet, amely sok esetben
megneheziti, s6t gyakran lehetetlenné teszi, az immuncitoldgiai vagy in situ hibridizacios
jel sejtszintli vagy intracellularis lokalizalasat (Norton és mtsai, 1994; Oliver és mtsai,
1999). Mig az autoklavozas paraffinba agyazott szovetben valoban novelheti a szovetben
hibridizacidval detektalhatd mRNS tartalmat, mas szovetpreparalasi modszerek esetében
(pl. fagyasztott metszetek) ez nem figyelhet6 meg. Egy kvantitativ in situ hibridizacios
vizsgalat bizonyitotta, hogy formalinban fixalt és paraffinba agyazott metszetek
autoklavozasa 35-50%-kal megnovekedett szignal intenzitast (nCi/g szovetekvivalens
ért€kben) eredményezett a fagyasztott szovetekben mért hibridizacidhoz viszonyitva
(Eastwood és Harrison, 1999). Bar ezek a modszerek — korlatok kozott — kétségtelentil
alkalmasak a szignal/zaj arany javitasara, ezt elsGsorban a proba penetraciojanak
fokozasaval érik el. Az altalunk kifejlesztett, enyhén alkalikus pH mellett torténd in situ
hibridizacid nem a proba szovetbe hatolasanak eldsegitésével éri el az érzékenység
megnovekedését, hanem a szoveti mRNS molekulak konforméacidjanak kedvez6bbé
tételével (Basyuk és mtsai, 2000; Kovacs és Gulya, 2001, 2002; Szigeti és mtsai, 2003).

Basyuk és mtsai (2000) nemrég kidolgoztak egy in situ hibridizacios technikét,
amelyben a modszer érzékenységének javitasa érdekében alkalikus pH-t alkalmaztak a
fixaloban (pH 9.5). Az altalunk hasznalt protokoll hasonl6 volt ehhez, de mi méar nem a
fixaloban, hanem a hibridizacios pufferben alkalmaztunk valamivel alacsonyabb alkalikus
pH-t a CaM génekre specifikus DIG-jelolt riboprobaink kimutatasara (Kovacs és Gulya,
2001, 2002). Ennek eredményeképpen olyan sejtek CaM mRNS tartalmat is sikerult
detektalnunk, amelyekét korabban a nem eléggé érzékeny moddszerek nem tudtak kimutatni

(Ikeshima és mtsai, 1993). Az alkalikus pH-n torténd fixalas onmagaban nem noveli a
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mRNS-ek megkotését az in situ hibridizacid alatt, viszont megnoveli azok
hozzaférhet6ségét a DIG-jelolt cRNS proba szamara (Basyuk és mtsai, 2000). Az alkalikus
pH-n torténd hibridizacid tehat dont6 fontossagh az érzékenység novelésében.
Valoszintileg barmely in situ hibridizacids modszer alkalmas lehet az alacsony mRNS
tartalom detektalasara, amely alkalikus pH mellett végzi a hibridizaciot. A modszer —
példaink szerint — jol hasznalhatd azokban a szovetekben is, ahol a mRNS tartalom
hozzaférhetsége korlatozott, igy példaul a magas lipidtartalm( szovetekben, mint a
gerincveld fehérallomanya.

A radioaktiv in situ hibridizacids technika rontgenfilm alkalmazasaval elfogadhato
térbeli felbontast ad. Az emulzids autoradiografiaval kombinalt in situ hibridizacio (Palfi
és mtsai, 1999, 2000) esetében a felbontoképesség novekszik, s korilményessége ellenére
ez a modszer még mindig alkalmas a mRNS-ek mennyiségi analizisére is. A DIG-jelolt
riboprobakkal azonban kit(in lehetdség nyilik az in situ hibridizacios hisztokémiara, ha a
cél a nagy felbontoképesség, €s nincs szitkség a szoveti mRNS tartalom kvantitativ
mérésére, illetve megelégsziink szemikvantitativ analizissel.

Két killonboz6 sejttipust mutattunk ki a fehérallomany lumbaris részén, amelyek a
CaM géneket expresszaljak (Kovacs €s Gulya, 2002). Els6sorban a dorzalis oszlopban
talalhatOk nagy szamban a kdzepes méret(, asztrocitahoz hasonlo sejtek, mig a kisebb,
oligodendrocitahoz hasonld sejtek a dorzalis és lateralis oszlopokban egyarant
megtalalhatok. A két sejttipus differencialt CaM génexpresszidt mutat.

Az asztrocita tipusi sejtek f6 nytilvanyai néha jol lathatdak a dorzalis oszlopban,
ahol a kornyez6 neuropil is er6sebben jeloldik: itt a CaM I mRNS tartalom magasabb, a
CaM III mRNS tartalom alacsonyabb szinten detektalhat6. A fehérallomany CaM mRNS-t
expresszalo sejtjeinek zome valoszintleg oligodendrocita. Eloszlasuk egyenletessége,
nytlvanyaik forméja is erre utal: ezek a sejtek a lateralis funiculusban kis szomaval
rendelkeznek, néha a fehérallomanyban radialisan futd vékony, primer nyalvanyaik is
megfigyelhet6k. Az oligodendrocitak egységesebb jelolddést mutatnak a killonbozé CaM
mRNS-ekre, mint a f6leg a dorzalis oszlopban lathatd nagyobb asztrocitak. A CaM 11 és
CaM 1III gének hasonloan alacsony szinten expresszaldodnak, mig a CaM I mRNS
mennyisége valamivel nagyobb ezekben a sejtekben, és tobbé-kevésbé a szomara
lokalizalodik. Ellentétben az oligodendrocitakkal, amelyeknek az mRNS tartalma
perinuklearis régidiban és proximalis nyalvanyaiban oszlik el (Breitschof és mtsai, 1992;

Carson és mtsai, 1998; Landry és mtsai, 1994), az asztrocitik mRNS eloszlasa egyenlétlen,
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hiszen az els6dlegesen a sejttestre lokalizalodik és csak ritkan a nyalvanyokra (Landry és
mtsai, 1994).

A kozelmiltban az agy és a gerincvel6 fehérallomanyanak néhany régidjaban
idegsejttesteket talaltak. Basbaum és mtsai (Abaddie és mtsai, 1999) példaul
neuronspecifikus markerekkel kimutattak, hogy a fehérallomany dorzalis oszlopaban olyan
idegsejtek fordulnak eld, amelyek a szomatoszenzoros rendszerhez tartoznak.
Hangstlyoztak, hogy ezek a neuronok nem azonosak a dorzalis oszlop ventralis részén
talalhato spinocerebellaris koteg neuronjaival (Rivero-Melian és Grant, 1990), s
kulonboznek a joval korabban Waldeyer (1888), kés6bb pedig Scheibel és Scheibel (1968)
altal leirt neuronoktol is. Poziciojuk, alakjuk és méretilk alapjan nem zarhatjuk ki, hogy a
dorzalis oszlopban a CaM mRNS-t expresszald nagyobb sejtek némelyike az Abaddie és
mtsai (1999) altal leirt neurontipus. A CaM II-nél szignifikansan magasabb CaM I és CaM
III génexpresszid az agy molekularis rétegeiben (példaul a szaglogumodban, a
hippocampusban és a kisagyban) azt sugallja, hogy ezeknek a mRNS populacioknak az
intracellularis transzportja differencialtan torténik (Palfi és mtsai, 1999). A harom CaM
mRNS esetében hasonloképpen jelolt neuropil a dorzalis oszlopban a neuronok jelenlétére
és a dendritikusan transzportalt mRNS-eikre utalhat, hiszen a fehéralloméany ezen a
teruileten erésebb jelolddést mutat, mint a lateralis oszlopban.

A kiillonbozé funkciokkal rendelkezé Ca**-kotd fehérjék lokalizalaséara a gerinces
retindban évek oOta folynak kutatasok: a kalmodulin (Pochet és mtsai, 1991), a parvalbumin
(PV), a calbindin D28K (Hamano és mtsai, 1990; Sanna és mtsai, 1990,1993), a calretinin
(Pasteels és mtsai, 1990), a caldendrin (Menger és mtsai, 1999), és a guanilil-ciklaz
aktivalo proteinek (Braunewell és Gundelfinger, 1999; Polans és mtsai, 1996) retinalis
megoszlasa jol ismert. Néhanyan ezek koziil, mint a PV, a calbindin D28K é&s a calretinin,
bizonyos sejttipusokat specifikusabban jelolnek mint masokat, s igy ezeknek a sejteknek
részletesebb jellemzését teszik lehetdvé. A flleg palcikéakat tartalmazo patkany retindban a
parvalbumin példaul kimagasld mértékben az All-amakrin sejteket jeloli, amelyek a
palcikakbdl induld szignalizacid legfontosabb amakrinjai, mig a tobbi amakrin sejtben és a
ganglion sejtekben csak elhanyagolhatd mennyiségben van jelen (Wassle és mtsai, 1993).
A calbindin D28K nagyobbrészt az axonnal rendelkezd B-tipust horizontalis sejtekben
(Peichl és Gonzalez-Soriano, 1994), kis amakrinokban, és a ganglionsejtek egy
szubpopulaciojaban (Bastianelli és mtsai, 1995; Hamano és mtsai, 1990; Pasteels és mtsai,

1990) fordul eld. A calretinin szamos amakrin és ganglion sejtet jelol (Pasteels és mtsai,
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1990), a caldendrin pedig az amakrin, bipolaris és ganglion sejteknek csak egy részében
fejez6dik ki (Menger és mtsai, 1999). Erdekes, hogy a killonbozd Ca**-kots fehérjék
kifejez6dési mintazata fajok kozott még homolog sejtféleségek esetében is jelentss
eltéréseket mutat (Pochet és mtsai, 1991), s meglepd az is, hogy a calbindin D28K és a PV
lokalizaciojanak kullonbozo fajok kozotti valtozatossaga attol is fugg, hogy mi az uralkodd
fotoreceptor a retindban (Hamano és mtsai, 1990; Pasteels és mtsai, 1990), hiszen a
palcikat tartalmazo retindkban (tehat a patkany retinaban is) a kis méreti amakrin sejtek
dominansan, mig a horizontalis &s ganglion sejtek csak kis szamban jelolddtek (Sanna és
mtsai, 1990; Wissle és mtsai, 1993). Immuncitokémiai modszerekkel nemrég kimutattak,
hogy egy Gjonnan felfedezett, a kalmodulinnal sok kozos vonassal rendelkezd Ca*-kots
fehérje alcsalad tagjai differencialisan fejez6dnek ki amakrin, palcika és csap bipolaris
sejtekben (Haeseleer és mtsai, 2000). A CaM és néhany neuralis Ca**-kotd fehérje esetében
(De Raad és mtsai, 1995; Pochet és mtsai, 1991) azonban a fajok kozotti kiillonbségek
sokkal kevésbé kifejezettek, hiszen példaul a CaM fehérje retinalis eloszlasa hat killonbozo
fajt 0sszevetve is magasan konzervalt: jelen van a horizontalis, ganglion, amakrin és
bipolaris sejtekben, mig a fotoreceptor sejtekbdl vagy teljesen hianyzik, vagy ezeknek csak
jol definialhato részein talalhatd meg (Pochet és mtsai, 1991).

A gerinces retina CaM tartalm sejtjeinek 1étét korabban csak immuncitologiai
vizsgalatok bizonyitottak. Ezek szerint CaM tartalma sejtek talalhatok hat allatfa;j
horizontalis, a ganglion, az amakrin és a bipolaris sejtjeiben (Pochet és mtsai, 1991), de a
fehérje vagy teljesen hianyzik a fotoreceptor sejtekbdl (Pochet és mtsai, 1991), vagy
jelenléte e sejtekben jol korulhatarolhat6. Az egyik korabbi, elektronmikroszkdpos
immunogold technikaval kivitelezett vizsgalatban példaul azt talaltak, hogy a CaM
el6fordulasa a macskaban a palcikak kuls6 szegmensének disztalis régiojara (Wakakura és
Yamamoro, 1987), mig mas vizsgalatok azt mutattak ki, hogy a CaM jelenléte a kulsé és
bels6 szegmens kozotti ciliaris kiterjedésre korlatozodott (Chaitin és Bok, 1984; Roof és
Applebury, 1984). Valoszintleg a viszonylag kis mennyiségli CaM mRNS tartalomnak,
illetve az eddigi hibridizacids technikak alacsony érzékenységének tulajdonithato, hogy
nincs in situ hibridizacios bizonyiték a kérdés eldontésére. Az altalunk kifejlesztett
érzékeny ISH modszer azonban, amely a DIG-jelolt, CaM génekre specifikus cRNS
probakat enyhén alkalikus pH-ja hibridizacids oldatban alkalmazza (Kovacs és Gulya,
2001, 2002), a feln6tt patkany retina killonboz6 rétegeiben széleskord CaM mRNS

eloszlast tart fel. A differencialis, CaM génekre specifikus, normal (Kortvely és mtsai,
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2002; Kovacs és Gulya, 2002; Palfi és mtsai, 1999) és kisérletes koriilmények melletti
(Palfi és Gulya, 1999; Palfi és mtsai, 2001; Vizi és Gulya, 2000) kozponti idegrendszeri
mRNS megoszlassal ellentétben, ahol a 3 CaM transzkriptum egymastol eltér6é
mennyiségben oszlik el a killonboz6 agyteruleteken, a retinaban ezek 1ényegében azonos
mennyiségben és nagyon hasonlo rétegspecifikus megoszlasban lokalizalodtak. A
kulonbozd CaM gének transzkriptumainak egymashoz ennyire hasonld eloszlasa a
kozponti idegrendszer mas teriiletein nem ismert.

A kulonbozé CaM génekrol atirddo mRNS-ek eloszlasat a fehérje eloszlasaval
osszehasonlitva megallapithatjuk, hogy azok a patkany retiniban nagymértékben
megegyeznek. Mi azonban nemcsak a nuklearis és plexiform rétegekben detektaltunk CaM
transzkriptumokat, amelyek egérben a CaM fehérje lokalizacios teruiletei (Pochet és mtsai,
1991), vagyis a ganglionsejt réteg, a kiilsé €s belsd plexiform és a bels6 nuklearis réteg
teruletén, hanem a retina mas rétegeiben is. Nem kaptunk viszont specifikus hibridizacios
szignalt a fotoreceptorok kiils6 szegmensének rétegében. Ez a megfigyelés egyezik egy
korabbi immunhisztokémiai eredménnyel (Pochet és mtsai, 1991), szemben all viszont egy
masik kozlemény megallapitasaval, amelyben a macska retinat vizsgaltak (Wakakura és
Yamamoto, 1987). A perikarionalis jelol6dés egyértelmi volt a ganglion sejtekben és a
belsd nuklearis réteg bels6é szublaminajaban megfigyelhets (valdszinisithetGen) amakrin
tipust sejtekben. A kiils6 hatarolomembran zonija is kozepes mennyiségli CaM mRNS-t
tartalmazott. Mivel ez a teriilet f6ként a Muller glidnak a fotoreceptorokkal, a csapsejtek
szomaival és palcikak bels6 szegmenseinek mioid részével képzett kapcsolatait
tartalmazza, az itt kimutathatd mRNS populécid valoszintileg kevert eredet(i, azaz egyarant
tartalmaz glialis és neuronalis (fotoreceptor) eredetli mRNS-eket. A palcikak mioid része
és a csapok perikarionja nemcsak mitokondriumokat, hanem Golgi-komplexumot és
endoplazmatikus retikulumot, a fehérjeszintézis és poszttranszlacios modositas elsédleges
helyszineit is tartalmazza (Hargrave, 1986; Olive, 1980).

Erdekes, hogy a Miiller sejteknek szerepet tulajdonitanak a latas Ca**-
szignalizaciojaban is (Bringmann és mtsai, 2000; Newman, 1985, 1996). Meg kell azonban
jegyezniink, hogy a csak fénymikroszkopos vizsgalatra alkalmas, alacsony felbontast
képet ado in situ hibridizacids modszerrel nem tudtuk pontosan jellemezni a szignal
eloszlasat a retinanak ezen a részén. A fotoreceptorok kiilsé szegmenseinek rétegébdl
teljesen hianyzott a specifikus hibridizacids szignal, ami nem meglepd, tekintve, hogy a

kuls6 szegmensek jol rendezett membranokkal vannak kitoltve, és ezen a tertileten sem
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mitokondriumok, sem pedig fehérjeszintézisben résztveve sejtorganellumok nem
talalhatok (Olive, 1980).

Vizsgalatunk indirekt bizonyitékot szolgaltatott a retinaban a perikarionbol a
nyalvanyok felé torténd intracellularis CaM mRNS transzportra: mindharom CaM gén
transzkriptumai intermedier szignal intenzitastiak azokban a rétegekben, amelyek
elsddlegesen neuropilbol (kiilsé és belsd plexiform rétegek) allnak, a csapok és palcikak, a
bipolaris és amakrin sejtek axonjait, a ganglion, horizontalis és bipolaris sejtek dendritjeit,
valamint a Muller-féle gliasejtek proximalis nytlvanyait tartalmazzak. Tobb, kozelmultban
megjelent tanulméany eredményeivel 0sszhangban korabban munkacsoportunk is felhivta a
figyelmet a dendritikusan transzportalt CaM mRNS-ek neuronalis szignalizacios
folyamatokban betoltott fontossagara (Palfi és mtsai, 1999; 2002), illetve a lokalis
proteinszintézis lehetGségére a patkany agyban (Palfi és mtsai, 1999) és primer
hippocampélis szovettenyészetben (Kortvely és mtsai, 2003). Ennek megfeleléen a CaM
mRNS-ek szerepe a kiils6 hatarolomembranban az lehet, hogy biztositsa a nagyszama
CaM-fuggé célproteinek szamara a CaM fehérjét a lokalis sziikségleteknek megfelelden:
ilyenek a csapok rezidens fehérjéi, tobbek kozott a G-protein kapcsolt receptor kinazok
(Chuang és mtsai, 1996; Pronin és mtsai, 1997) és a cGMP-kapuzott fotoreceptor csatornak
(Chen és mtsai, 1994; Haynes és Stotz, 1997; Schwarzer és mtsai, 2000).

Egy masik indirekt bizonyiték is arra utal, hogy a CaM elsddleges szerepe a lokalis
Ca’*-szignalizacioban elsGsorban a célenzimek szabalyozéasan, nem pedig az intracelluléris
Ca’*-koncentréaci6 szabalyozaséan keresztiil valosul meg. A Ca**/CaM fuggd protein kinaz I
immunhisztokémiai lokalizacidja a retindban példaul bizonyitotta ennek jelenlétét a
ganglionsejtekben és a belsd nuklearis réteg néhany mas sejtjében is (Tsumura €s mtsai
1999). Ezzel ellentétben, a Ca**/CaM fuggd protein kindz IV immuncitokémiai vizsgalata
azt bizonyitotta, hogy ez az enzim alacsony mennyiségben talalhatdo meg a
ganglionsejtekben, de nagy mennyiségben figyelhetd meg a belsd nuklearis réteg belsé
szublaminajaban (Sakagami és Kondo, 1996). Igy mindkét Ca**/CaM fiiggd protein kinaz
jelen van azokban a retina rétegekben, ahol a CaM génexpresszi0 a legkifejezettebb.
Erdekes, hogy egy masik CaM célfehérijét, a Ca>*/CaM fuggd protein kinaz I1-t, a kolinerg
marker enzimmel, a kolin acetiltranszferazzal kolokalizaltak az amakrin sejtek
perikarionjaban €s a belsd plexiform réteg ganglionsejtjeinek szomaiban (Ochiishi és
mtsai, 1994; Terashima és mtsai, 1994). Mivel ezek a retinalis rétegek szamottevd

mennyiségben tartalmaznak CaM mRNS populéciokat, illetve a Ca**/CaM protein kinaz I1
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lényegesen eltérd lokalizacidos mintazatot mutatott a Ca**/CaM kinaz I és IV-hez
viszonyitva, felvetédhet annak a lehetSsége, hogy ezek a Ca**/CaM kinazok a vizualis
szignalizacios folyamatok eltérd funkcidit szabalyozzak. A killonbozd retinalis sejttipusok
CaM génexpressziojanak tovabbi vizsgalata elengedhetetlentil fontos ezen kinaz gének
szignalizacioban betoltott szerepeinek tisztazasahoz.

A patkany gerincvel6 fehérallomanyaban és a retinaban elvégzett in situ
hibridizacios vizsgalataink els6ként deritették ki a CaM transzkriptumok szoveti eloszlasat
ezeken a teruileteken. A CaM expresszald sejtek tipusainak pontos meghatarozasa egyrészt
a laboratoriumunkban korabban kifejlesztett elektronmikroszkopos in situ hibridizacios
modszerrel, masrészt az in situ hibridizaciot glialis és/vagy neuronalis markereket

felhasznal6 immunhisztologiaval kombinal6 modszerekkel lehetséges.
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Osszegzés

Vizsgalataink soran az alabbi megallapitasokat tettuk:

1)

2)

3)

4)

A kulonboz6 in situ hibridizacids modszerek egyes paramétereit 0sszehasonlitva (a
szovet mikrohullam roncsolasa, zsirtartalmanak eltavolitasa, a hibridizacios oldat pH-
janak valtoztatasa) megallapitottuk, hogy az enyhén alkalikus pH mellett torténé
hibridizacio (pH 8.0) olyan szovetben is nagy érzékenységgel mutatja ki a CaM
mRNS-ek kullonboz§ populaciodit, ahol azok nagyon alacsony koncentracioban vannak
jelen, vagy a szovet magas zsirtartalmi (Kovacs, 2003; Szigeti s mtsai, 2003).
Enyhén alkalikus pH mellett torténd szines in situ hibridizacios technikankat az
alacsony kopiaszamt CaM transzkriptumok detektalasara optimalizaltuk a feln6tt
patkany gerincvel$ fehérallomanyaban (Kovacs és Gulya, 2001, 2002) és a retinaban
(Kovacs és Gulya, 2003).

Erzékeny, szines in situ hibridizacios modszeriinket hasznalva két olyan gliasejttipust
(valdszinileg asztrocitakat és oligodendrocitakat) térképeztunk fel, amelyek a patkany
lumbaéris gerincveldjének fehérallomanyaban differencialisan expresszaljak a CaM
géneket (Kovacs és Gulya, 2001, 2002; Palfi és mtsai, 2002; 2832. oldal, 2. kép). Ezen
sejtek pontos azonositasa a tovabbi kisérletek soran egy elektronmikroszkopos in situ
hibridizacids modszer feladata lesz. Eredményeink arra hivjak fel a figyelmet, hogy a
feln6tt patkany gerincvel CaM expresszidja sokkal gazdagabb és sokrétlibb, mint azt
eddig gondoltuk. A fehérallomany CaM pozitiv sejtjeinek — az asztrocitaknak és az
oligodendrocitaknak — tovabbi, els6sorban funkcionalis génexpresszids vizsgalatai
felderithetik e fehérjének a glia-neuron interakcioban, a szignalizacidban és a
mielinizacidban betoltott esetleges szerepét is.

A felnétt patkany retindjaban a CaM gének transzkriptumainak mennyisége alacsony.
Erzékeny in situ hibridizacids modszeriink segitségével leirtuk ezen mRNS populaciok
megoszlasat feln6tt allatban élettani korilmények kozott (Kovacs és Gulya, 2003). A
CaM mRNS-ek egymashoz meglepden hasonld, de jellegzetesen rétegspecifikus
megoszlasat figyeltuk meg. A kullonbozo retina rétegekben megfigyelt eltérd
intenzitast CaM génexpresszio e fehérjének kozvetlen szerepét bizonyitja a vizualis
szignalizacios folyamatokban. Bar a kullonboz6 CaM géneknek a latasi folyamatokban

betoltott szerepére nagyon kevés a kozvetlen adatunk, kisérleteinkben megteremtettitk
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azt az anatdmiai alapot, amelyre timaszkodva ezen géneknek expresszids mintazatat
és funkcidinak analizisét a neuralis retina €lettani és korélettani korilményei mellett

vizsgalni lehet.
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A disszertacié magyar nyelvii 6sszefoglaloja

Osszefoglalas

A kalmodulin (CaM) fehérje rendkiviil 0sszetett szerepet jatszik a sejtek citoplazmikus
folyamatainak szabalyozéasaban és — az idegsejtek szignalizacids folyamataiban betoltott
fontos szerepe miatt — az idegrendszer egészének miikodésében. Mig az idegszovetben
altalaban kozepes vagy nagy koncentracidoban van jelen a CaM fehérje, egyes kozponti
idegrendszeri teruiletek (gerincveld, retina) az atlagosnal joval alacsonyabb mennyiségben
tartalmazzak, st a harom CaM gén transzkriptumainak mennyisége is kisebb. A
gerincveld és a retina killonbozd neuron- és gliasejttipusaiban torténé CaM génexpresszid
jellemz@Girdl — a bennuik talalhat6 viszonylag kis mennyiségi CaM mRNS tartalom miatt —
kevés informacioval rendelkeziink. Vizsgalataink elsd szakaszaban ezért egy olyan, enyhén
alkalikus pH-t alkalmazd, digoxigenin (DIG)-jelolt riboprobakat felhasznal6 in situ
hibridizacios eljarast fejlesztettiunk ki, amelynek alkalmazasa lehetdvé tette a szovetben
alacsony kopiaszamban jelenlévé mRNS tartalom kimutatasat. Modszertinket a CaM gének
mRNS populacidinak detektalasaval teszteltuik két olyan kozponti idegrendszeri régidban,
amelyekben a CaM mRNS-ek szokatlanul alacsony koncentracioban vannak jelen: a
gerincvelGben €s a retinaban. A CaM mRNS-ek lokalizalasat a gerincvel6ben alacsony
koncentraciojuk mellett a szovet igen magas lipidtartalma is neheziti; modszeruinket itt is
sikerrel alkalmaztuk.

Vizsgalataink célja egyrészt az volt, hogy kidolgozzunk egy, az alacsony kopiaszami

CaM mRNS populéciok detektalasara is alkalmas in situ hibridizacios modszert, masrészt,

hogy a kozponti idegrendszer CaM mRNS-ben szegény régidiban (gerincveld, retina) nagy

térbeli feloldas, szines in situ hibridizacids modszerrel lokalizaljuk ezen gének eltérd
mRNS populécioit.
Célkitlizéseink az alabbiak voltak:

1) A rendelkezésre all6 és sz€leskorlien hasznalt in situ hibridizacioés modszereket
érzékenységuk alapjan 0sszehasonlitsuk egy alacsony CaM mRNS tartalma, de
magas lipidtartalmi szovetben,;

2)  Optimalizaljuk az altalunk kifejlesztett, enyhén alkalikus pH tartomanyban (pH 8.0)
végzett hibridizaciot felhasznald modszeriinket az alacsony CaM mRNS tartalom

detektalasara;
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3)  Ezzel a modszerrel lokalizaljuk és elkulonitsiik a harom CaM génrdl atirddott
mRNS-ek populacioit a felnétt patkany lumbaris gerincveld fehérallomanyban;
4)  Modszeriinkkel demonstraljuk a killonbozd CaM gének transzkriptumainak jelenlétét

a felnGtt patkany retinajaban.

Az allatkisérletek mind az Eurdpai Kozosség (86/609/EEC), mind a Magyar
Koztarsasag (XX VIII/1998 és 243/1998) altal hozott, a laboratdriumi allatok védelmére és
kisérleti felhasznalasara vonatkozo6 jogszabalyainak megfelel6en zajlottak a Szegedi
Tudomanyegyetem allatkisérleteket ellendrzd bizottsaga engedélyének birtokaban.
Kisérleteinkhez felnétt him Sprague-Dawley patkanyok szemének és lumbaris
gerincvel§jének paraffinos és kriosztatos metszeteit hasznaltuk. Az in situ hibridizaciot
[°S]- vagy digoxigenin (DIG)-jelolt, az egyes CaM génekre specifikus antiszensz
riboprobakkal végeztik el; a nemspecifikus hibridizaciot minden esetben szensz cRNS
probakkal mértuk.

Az in situ hibridizacio érzékenységének fokozasara — killonos tekintettel a magas
lipidtartalm@ szovetek alacsony CaM mRNS tartalmanak kimutatasara — kidolgoztunk egy
szenzitiv, DIG-jelolt cRNS alapt modszert is, amelyben a hibridizaciot enyhén alkalikus
pH (pH 8.0) mellett végezzuk el (Kovacs, 2003; Kovacs és Gulya, 2001). E munka soran
elvégeztik a rendelkezésre allo hagyomanyos in situ hibridizacids technikak
osszehasonlitasat is (Szigeti és mtsai, 2003). Modszerinkkel sikeresen mutattuk ki
nemcsak a patkany gerincvel6 fehérallomanya CaM expresszalo sejtjeit (Kovacs és Gulya,
2002; Palfi és mtsai, 2002), de a felnétt patkany retinajanak kiillonboz6 CaM mRNS
populéciokat tartalmazo sejteit is (Kovacs €s Gulya, 2003). A retina CaM expresszidjat
szamitogépes képanalizis felhasznalasaval szemikvantitativ modon analizaltuk.

A patkany gerincveld fehérallomanyaban morfoldgiajuk alapjan két CaM
expresszalo sejttipust detektaltunk. A kozepes méretd, asztrocita tipusi sejtek, amelyek
zommel a gerincvel§ dorzalis oszlopaban helyezkednek el, differencialt CaM
génexpressziot mutattak: ezekben a sejtekben a CaM I mRNS tartalom volt a legnagyobb,
ezt kovette a CaM III, majd a CaM II mRNS populaciok mennyisége. Az oligodendrocitak
CaM génexpresszidja — a dorzalis és a lateralis oszlopokban egyarant — kevésbé
kulonbozott egymastol, bar a CaM I mRNS tartalom kissé magasabb volt. A kapott
eredmények azt mutatjak, hogy 1) a CaM génexpresszio a gerincveldben gazdagabb és
sokkal osszetettebb, mint azt korabban a hagyomanyos radioaktiv in situ hibridizacios

technikakkal sejteni lehetett, 2) érzékeny modszert hasznalva tobb CaM mRNS-t
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tartalmazo sejttipus mutathat6 ki, igy a gliasejtek is, annak ellenére, hogy ezek a sejtek

lipidgazdag kornyezetben helyezkednek el, és e sejtek CaM mRNS tartalma mas sejtekénél

joval alacsonyabb.

A neurélis retina alacsony lipidtartalmi idegszovet, amelyben a korabbi, viszonylag
alacsony szenzitivitasi in situ hibridizacids modszerek nem mutattak ki CaM mRNS
tartalm( sejteket, annak ellenére, hogy immuncitokémiai modszerekkel e protein jelenlétét
bizonyitottak. Erzékeny in situ hibridizacids modszeriinkkel kimutattuk a kulonbozé CaM
mRNS populaciok jelenlétét a felndtt patkany retinaban, s megallapitottuk, hogy az egyes
CaM gének expresszidja kozel azonos. Ez a megfigyelés azért érdemel figyelmet, mert
tudomasunk szerint igy a retina az egyetlen olyan kozponti idegrendszeri teriilet, amelyben
a CaM génexpresszid nem differencialt. Noha az egyes CaM gének rétegspecifikus
megoszlasa nagyon hasonld, a CaM génexpresszio az egyes rétegek kozott jelentdsen
valtozik. A legerdsebb jelol6dés a ganglionsejtek rétegében és a belsd nuklearis rétegben
volt. Kozepes erdsségll szignal intenzitast talaltunk a kuils6 és a belsé plexiform rétegben, a
kuls6 hatarolo hartya kdzelében és a retinalis pigment epitéliumban. Nagyon alacsony jel
volt a kuls6 nuklearis és a fotoreceptor bels6 szegmens rétegekben, s nem volt detektalhato
specifikus jel a fotoreceptor kulls§ szegmensében.

Osszefoglalva, szenzitiv in situ hibridizacids modszertiink alkalmas volt a kozponti
idegrendszer két teriiletén — a gerincvel$ fehérallomanyaban és a retindban, egy magas és
egy alacsony lipidtartalma teruileten — az alacsony koncentracioban jelen 1év6 CaM mRNS
populacidk kimutatisara. Eredményeink varhatéan hozzajarulnak a CaM fehérje, illetve a
CaM génexpresszio funkcionalis jelentGségének megértéséhez ezekben a régiokban.

Vizsgalataink soran az alabbi megallapitasokat tettuk:

1) A kulonboz6 in situ hibridizacids modszerek egyes paramétereit dsszehasonlitva (a
szovet mikrohullama roncsolasa, zsirtartalmanak eltavolitasa, a hibridizacios oldat
pH-janak valtoztatasa) megallapitottuk, hogy az enyhén alkalikus pH mellett torténé
hibridizacid (pH 8.0) olyan szovetben is nagy érzékenységgel mutatja ki a CaM
mRNS-ek kullonbozé populaciodit, ahol azok nagyon alacsony koncentracidban
vannak jelen, vagy a szovet magas zsirtartalmt (Kovacs, 2003; Szigeti és mtsai,
2003).

2)  Enyhén alkalikus pH mellett torténd szines in situ hibridizacios technikankat az
alacsony CaM transzkriptumok detektalasara optimalizaltuk a felnétt patkany

gerincvel( fehérallomanyaban (Kovacs és Gulya, 2001, 2002) és a retindban (Kovacs
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3)

4)

és Gulya, 2003).

Erzékeny, szines in situ hibridizacios modszeriinket hasznalva két olyan gliasejttipust
(valosziniileg asztrocitakat és oligodendrocitakat) térképeztunk fel, amelyek a
patkany lumbaris gerincvel§jének fehérallomanyaban differencialtan expresszaljak a
CaM géneket (Kovacs és Gulya, 2001, 2002; Palfi és mtsai, 2002; 2832. oldal, 2.
kép). Eredményeink arra hivjak fel a figyelmet, hogy a felnétt patkany gerincvel6
CaM expresszidja sokkal gazdagabb €s sokrét(ibb, mint azt eddig gondoltuk. A
fehérallomany CaM pozitiv sejtjeinek — az asztrocitaknak és az oligodendrocitiknak
— tovabbi, els6sorban funkcionalis génexpresszios vizsgalatai felderithetik e
fehérjének a glia-neuron interakcioban, a szignalizacioban €s a mielinizacidban
betoltott esetleges szerepét is.

A felnétt patkany retindjaban a CaM gének transzkriptumainak mennyisége
alacsony. Erzékeny in situ hibridizacids modszerunk segitségével leirtuk ezen mRNS
populéaciok megoszlasat felnétt allatban élettani korulmények kozott (Kovacs és
Gulya, 2003). A CaM mRNS-ek egyméashoz meglep6en hasonld, de jellegzetesen
rétegspecifikus megoszlasat figyeltik meg. A retina killonboz rétegeiben megfigyelt
eltérd intenzitasi CaM génexpresszid e fehérjének kozvetlen szerepét bizonyitja a
vizualis szignalizacids folyamatokban. Bar a killonboz6 CaM géneknek a latasi
folyamatokban betoltott szerepére nagyon kevés kozvetlen adat all rendelkezésre,
kisérleteinkben megteremtettik azt az anatomiai alapot, amelyre timaszkodva ezen
géneknek expresszids mintazatat és funkcidinak analizisét a neuréalis retina élettani és

korélettani korilményei mellett vizsgalni lehet.
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A disszertacio angol nyelvi o6sszefoglaloja

Summary

The calmodulin (CaM) protein plays a complex role in the regulation of the different
cytoplasmic processes in general, and also (because of its paramount role in the neuronal
signalization processes) in the nervous system as a whole in particular. While this protein is
often present in medium-to-high concentrations in the nervous tissue, there are other regions
(the spinal cord and the retina) that contain CaM only in minute quantities, and the amounts
of the different CaM transcripts in these regions are also low. Our knowledge on the CaM
gene expression in the different cell types of the spinal cord and the retina is sparse, mainly in
consequence of their low CaM mRNA contents. Thus, during the initial stage of our research,
we developed a sensitive color in situ hybridization method, employing a slightly alkaline pH
(pH 8.0) in the hybridization mixture, which is sensitive enough to detect low-abundance
transcripts in areas of the central nervous system (the white matter areas of the spinal cord
and the retina) that may also have high lipid contents (the white matter areas of the spinal
cord). The method was then tested for the detection of the different CaM gene transcripts in
two central nervous system regions, the spinal cord and the retina, where these mRNAs are
present in unusually low concentrations. The detection of CaM mRNAs in the spinal cord
was hindered not only by the low abundance of these transcripts, but additionally by the high
lipid content; our method was successfully employed here too.

The goals of these studies were to develop a sensitive in situ hybridization method that
can be used to detect CaM transcripts with low abundance, and to localize CaM mRNAs with
high resolution in CaM mRNA-poor regions of the central nervous system (the white matter
of the spinal cord and the retina).

Our specific aims were as follows:

1)  To compare the sensitivities of the conventionally used in situ hybridization methods in

a CaM-poor and lipid-rich region of the central nervous system of the rat,

2)  To optimize our sensitive color in situ hybridization method, using a slightly alkaline
hybridization solution (pH 8.0) for the detection of low-abundance CaM transcripts,
3)  To localize mRNA populations transcribed from the three different CaM genes in the

white matter of the adult rat lumbar spinal cord,
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4)  To demonstrate the presence and localize mRNA populations transcribed from the three
different CaM genes in the adult rat neural retina.

The experimental procedures were carried out in strict compliance with the European
Communities Council Directive (86/609/EEC), and followed the Hungarian legislation
requirements (XX VIII/1998 and 243/1998) regarding the care and use of laboratory animals,
and they complied with the directives of the University of Szeged on this subject. Paraffin-
embedded and cryostat sections of lumbar spinal cord and retinal tissues of adult (200-220L8)
male Sprague-Dawley rats were used in these experiments. In situ hybridization was
performed by using **S- or DIG-labeled antisense cRNA probes specific for each of the CaM
genes; sense probes were used to detect nonspecific hybridization.

We developed an in situ hybridization method, using DIG-cRNA and employing a
slightly alkaline hybridization solution (pH 8.0) in order to increase the sensitivity, especially
in lipid-rich nervous tissue with a low-abundance CaM mRNA content (Kovacs, 2003;
Kovacs and Gulya, 2001), and compared its sensitivity with those of the available in situ
hybridization techniques (Szigeti et al., 2003). We successfully demonstrated the presence of
different CaM-expressing cells in the white matter of the adult rat spinal cord (Kovacs and
Gulya, 2002; Palfi et al., 2002), and also CaM mRNA populations in the adult rat neural
retina (Kovacs and Gulya 2003). The retinal CaM expression was semiquantitatively
analyzed by means of computer-assisted microdensitometry.

On the basis of their morphology, we detected two distinct cell types that express CaM
in the white matter area of the rat spinal cord. The medium-sized, astrocyte-like cells residing
mainly in the dorsal column of the white matter displayed differential CaM expression: the
CaM I mRNA content was most abundant, followed by the CaM III and CaM Il mRNA
contents in these cells. The CaM gene expression of the oligodendrocytes —in both the dorsal
and the lateral columns — was less differentiated, although the CaM I mRNA content was
slightly higher than that of the others. Our results indicate that 1) the CaM expression profile
of the spinal cord is richer and more complex than previously thought on the basis of
conventional radioactive in situ hybridization techniques, and 2) when a method that is
sufficiently sensitive was used, more cell types could be demonstrated to express CaM
mRNASs; thus, in spite of their lower CaM expression and their lipid-rich environment, glial
cells could also be visualized.

The neural retina is a tissue with low lipid content, where the conventional in situ

hybridization techniques with relatively low sensitivity did not detect any CaM-expressing
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cells, in spite of the fact that the presence of the protein was previously demonstrated by

immunohistochemical techniques. Our sensitive in situ hybridization technique revealed the

presence of CaM mRNA populations in the adult rat retina, and we concluded that the
expression levels of the different CaM genes were almost identical. In fact, the uniquely
similar layer-specific retinal distribution pattern of these transcripts is the first such example
for the different CaM genes in the central nervous system. Although the layer-specific
distributions of these genes are strikingly similar, there are major differences in CaM
expression within the different retinal layers. The strongest signals for all CaM mRNAs were
demonstrated in the ganglion cell layer and the inner nuclear layer. Similarly intermediate
signal intensities for all CaM genes were detected in the inner and outer plexiform layers,
within the vicinity of the outer limiting membrane and in the pigment epithelium. Very low
specific signals were characteristic in the outer nuclear layer and the photoreceptor inner
segment layer, while no specific hybridization signal was observed in the photoreceptor outer
segment layer.

In summary, our sensitive in situ hybridization technique was able to demonstrate the
presence of low-abundance CaM transcripts in two central nervous system areas: the white
matter of the rat spinal cord and the neural retinal of the adult rat. Our results contribute to a
better understanding of the functional role(s) of the CaM protein and also of the CaM gene
expression in these regions.

The main results of our studies were as follows:

1) By comparing the parameters of the different in situ hybridization methods (microwave
heating and lipid removal of the tissue, and change of the pH of the hybridization
solution), we concluded that hybridization at a slightly alkaline pH (pH 8.0) detects
CaM mRNA populations with high sensitivity in tissues with high lipid contents or
where they exist only in low abundance (Kovacs, 2003; Szigeti et al., 2003).

2)  We optimized our sensitive in situ hybridization method for the detection of low-
abundance CaM transcripts in the white matter of the spinal cord (Kovacs and Gulya,
2001, 2002) and the retina (Kovacs and Gulya, 2003) of the adult rat.

3)  With the use of our sensitive in situ hybridization method, we successfully detected two
glial cell types (astrocytes and oligodendrocytes) in the white matter areas of the rat
lumbar spinal cord that differentially express CaM genes (Kovacs and Gulya, 2001,
2002; Palfi et al., 2002; page 2832 and Fig. 2). Our results indicate that the CaM gene

expression profile of the spinal cord is richer and more complex than previously
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4)

thought. Further, primarily functional gene expression studies on the CaM positive cells
in the white matter (the astrocytes and the oligodendrocytes) may shed light on the
roles of this protein in glial-neuron interactions, signalization and myelinization
processes.

The amount of CaM transcripts in the adult rat retina is low. With the use of our
sensitive in situ hybridization technique, we described the distributions of these mRNA
populations in adult rat under physiological conditions (Kovacs and Gulya, 2003). The
uniquely similar expression pattern of a layer-specific distribution for all CaM genes
was observed. The different intensities of the CaM gene expression in the different
retinal layers suggest a direct role for CaM in visual signaling processes. Although the
functional significance of the different CaM genes in visual signaling processes remains
unclear at present, we have provided an anatomical basis for further analysis of the
functions and expression patterns of these genes in the neural retina under normal and

pathologic conditions.
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A sajat kozlemények masolatai
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