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Osszefoglalas

A kalmodulin (CaM) fehérje rendkivill 0sszetett szerepet jatszik a sejtek citoplazmikus
folyamatainak szabalyozasaban és — az idegsejtek szignalizacios folyamataiban betoltott
fontos szerepe miatt — az idegrendszer egészének mikodésében. Mig az idegszovetben
altalaban kozepes vagy nagy koncentracidban van jelen a CaM fehérje, egyes kozponti
idegrendszeri teruiletek (gerincveld, retina) az atlagosnal joval alacsonyabb mennyiségben
tartalmazzak, siitt a hArom CaM gén transzkriptumainak mennyisége is kisebb. A gerincveld
és a retina killonb6z6 neuron- és gliasejttipusaiban torténd CaM génexpresszid jellemzdirdl
— a benniik talalhatd viszonylag kis mennyiségi CaM mRNS tartalom miatt — kevés
informacidval rendelkeziink. Vizsgalataink elsé szakaszaban ezért egy olyan, enyhén
alkalikus pH-t alkalmaz0, digoxigenin (DIG)-jelolt riboprobékat felhasznal6 in situ
hibridizacios eljarast fejlesztettink ki, amelynek alkalmazéasa lehet§vé tette a szovetben
alacsony kopiaszamban jelenlévé mRNS tartalom kimutatasat. Modszeriinket a CaM gének
mRNS populécidinak detektalasaval teszteltiuk két olyan kozponti idegrendszeri régioban,
amelyekben a CaM mRNS-ek szokatlanul alacsony koncentricidban vannak jelen: a
gerincvel8ben és a retindban. A CaM mRNS-ek lokalizalasét a gerincvel&ben alacsony
koncentracidjuk mellett a szovet igen magas lipidtartalma is neheziti; modszerunket itt is
sikerrel alkalmaztuk.

A patkény gerincveld fehérdllomanyaban morfologiajuk alapjan két CaM expresszalod
sejttipust detektéltunk. A kozepes méretti, asztrocita tipusii sejtek, amelyek zommel a
gerincveld dorzalis oszlopaban helyezkednek el, differencidlt CaM génexpressziot 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 kulonbozott egymastol, bar a CaM 1
mRNS tartalom kissé magasabb volt. A kapott eredmények azt mutatjak, hogy 1) a CaM
génexpresszio a gerincvelGben gazdagabb és sokkal 0sszetettebb, mint azt korabban a
hagyomanyos radioaktiv in situ hibridizacios technikéakkal sejteni lehetett, 2) érzékeny
mddszert hasznalva tobb CaM mRNS-t tartalmazo sejttipus mutathato ki, igy a gliasejtek is,
annak ellenére, hogy ezek a sejtek lipidgazdag kornyezetben helyezkednek el, és e sejtek

CaM mRNS tartalma més sejtekénél joval alacsonyabb.



A neuralis retina alacsony lipidtartalm( idegszovet, amelyben a korabbi, viszonylag
alacsony szenzitivitas( in situ hibridizaciés modszerek nem mutattak ki CaM mRNS
tartalmu sejteket, annak ellenére, hogy immuncitokémiai modszerekkel e protein jelenlétét
bizonyitottak. Erzékeny in situ hibridizaciés modszeriinkkel kimutattuk a killonbozé CaM
mRNS populaciodk jelenlétét a felnétt patkany retindban, s megéllapitottuk, 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 génexpresszio nem differencialt. Noha az egyes CaM gének rétegspecifikus
megoszlasa nagyon hasonld, a CaM génexpresszid az egyes rétegek kozott jelentGsen
valtozik. A legerGsebb jelolddés a ganglionsejtek rétegében és a belsd nukleéris rétegben
volt. Kozepes erdsségli szignal intenzitast talaltunk a kiilsé €s a belsd plexiform rétegben, a
kulsd hatarold hartya kozelében és a retinélis pigment epitéliumban. Nagyon alacsony jel
volt a kuls6 nukleéris és a fotoreceptor belsé szegmens rétegekben, s nem volt detektalhatd
specifikus jel a fotoreceptor kiils§ szegmensében.

Osszefoglalva, szenzitiv in situ hibridizcios modszeruink alkalmas volt a kozponti
idegrendszer két tertiletén — a gerincvels fehérallomanyéban és a retinaban, egy magas és
egy alacsony lipidtartalm teriileten — az alacsony koncentracioban jelen 1év6 CaM mRNS
populacidk kimutatasara. Eredményeink varhatdan hozz4jarulnak a CaM fehérje, illetve a

CaM génexpresszid funkcionalis jelent§ségének megértéséhez ezekben a régiokban.

Bevezetés, irodalmi el6zmények

Az elmult negyedszazadban a nukleinsav-duplexképzddésen alapuld hibridizacios
modszerek egyre inkabb elterjedtek nem csupan a biomedikélis alap- és alkalmazott
kutatiasokban, de a klinikai gyakorlatban is. A radioaktiv nukleotidokkal vagy mas mddon
(kromofor, antitest stb.) jelolt ribo- vagy dezoxiriboprobaknak a szoveti (vagy szovetbdl
kivont) nukleinsav-tartalommal torténd hibridizacidja a sejt sajat vagy exogén eredet(
nukleinsav-populécidit detektilja nagy érzékenységgel és sejtszintl vagy szubcelluléris
lokalizacioval. A riboprobdk nagyfoki specificitisuk, a célszekvencidk széles
koncentricidtartomanyaban vald felhasznilhatosdguk és konny( kvantitalhatosaguk miatt az

utdbbi években szinte teljesen kiszoritottak a gyakorlatbol az oligoprobakat.



A szoveti mRNS tartalom riboprobéakkal torténd lokalizaciojat szamos tényezd
befolyésolhatja. A szovet magas lipidtartalma és/vagy a nagy mennyiségben jelen 1év6
mielinizalt struktrak nehezithetik a proba penetraciojat és a szoveti mRNS populaciok
detektalasat, de a nagyon alacsony mRNS tartalom vagy a proba szamara nem megfelel
konformacidban levd szoveti mRNS is nehezitheti a hibridizaciot. Bar a proba
penetricidjanak javitdsira vagy a szovetben alacsony koncentracidban jelen 1évé mRNS
tartalom detektalaséara kidolgozott modszerek (lipidtartalom csokkentése, a szovet részleges
enzimatikus emésztése vagy hékezelése, tiramid szignal amplifikacio, alkalikus pH
tartomanyban végzett fixalas) 4ltalanosan elterjedtek, nem minden szovetben vagy protokoll
esetében hasznalhatok. Munkank soran egy olyan, nagy szenzitivitasi in situ hibridizacios
modszert kivantunk kifejleszteni, amelyik alkalmas az alacsony koncentraciojit CaM mRNS
populacidk detektalasara mind lipidszegény (retina), mind lipidgazdag (gerincveld
fehérallomanya) kozponti idegrendszeri teriileten.

A CaM fehérje egy sokfunkcios intracellularis kalcium (Ca®*)-receptor protein, amely
minden eukaridta sejtben megtalalhatd, és részt vesz szamos, a sejt életében alapvetd
folyamat szabalyozasaban. Két doménje mindegyikén 2-2 Ca**-kotshely talalhatd. A Ca**
megkotése okozza azt a konformécidvaltozast, amely a kilonboz6 célmolekulakkal torténd
interakciokhoz szikséges. Nagy mennyiségben van jelen az idegszovetben, ahol féként a
neuronok perikarionjaban, sejtmagjaban és dendritjeiben fordul eld, utdbbiakban gyakran
jellegzetes granularis eloszlasban. Bar a CaM egyik legfontosabb, tobbnyire célfehérjéin at
érvényre juttatott szerepe a neurotranszmitterek szintézisében és felszabaditasdban van, a
fehérje emellett tobb neuronilis funkci6 szabalyozasaért felelSs, igy példaul eldsegiti az
idegsejtek nyGlvanyainak novekedését, részt vesz az LTP és az LTD kialakitasaban,
sejt Ca**-homeosztizisanak fenntartasaban és a killonbozé Ca**-aramok kialakitasdban. A
CaM tobbféle CaM kindzon keresztul a sejtmagban zajlo folyamatokat is befolyésolja:
transzkripcids faktorok és killonbozé RNS-koto fehérjék kozvetitésével fontos szerepet
jatszik a sejtciklus, a sejtosztodas és a génexpresszid szabdlyozasaban. A Ca*/CaM
komplex enzimaktivitassal nem rendelkezik, ismert viszont tobb mint hiisz olyan enzim,

amely altala aktivalodik. Ilyenek példaul a ciklikus (3°,5’)-nukleotid foszfodiészterazok, az



adenilil-ciklazok, a nitrit oxid szintéz és a protein kinazok. A Ca**/CaM talan legfontosabb
célenzimei a CaM kinaz II és a kalcineurin.

Patkanyban 3 m(ikodS és 4 nem mikods, tigynevezett pszeudogén ismert. A harom
kulonboz6 CaM gén (CaM L, 11, III) alternativ poliadenilacioval legalabb hét kulonbozs
mRNS-t kddol. A harom CaM gén kodol6 régidja nukleotid szinten ugyan kullonbozik
egymastol, ezek a kulonbségek 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 hossziisagiak. Az 5’- és 3’-nemtranszlalodo régiok szekvenciai kozott
jelentds kulonbségek vannak, ahol szamos szabalyozd elem is ismert, amelyek killonboz6
kombinéciokban és kullonbozd szamban talalhatok meg az egyes transzkriptumokban. Ezek
arovid szekvenciak a felelGsei annak, hogy a harom CaM gén jellegzetes, egyéni
szabalyozas alatt all: nemcsak eltér6 mennyiségben expresszalddnak az egyedfejlédés soran
vagy a kullonbozg szovetekben, de transzkriptumaik killonb6z6 mennyisége talalhatd meg
az egyes szubcellularis kompartmentekben is.

A fejléds és feln6tt patkany kozponti idegrendszerében a CaM széleskort
expresszidja figyelhetd meg. Laboratoriumunk korabbi vizsgalatai feltartak a felndtt
patkany agyéra jellemz6 CaM génexpresszid részleteit. Jelentds CaM expresszid van a kérgi
és hippocampdlis piramis sejtekben, a hipotalamusz magnocellularis neuroszekréciods
sejtjeiben, a Purkinje sejtekben, a kisagyi mélymagvakban, a gerincvel$ mells$ szarvanak
motoneuronjaiban, a szaglogumod mitralis sejtjeiben, valamint 0sszességében a kéreg, a
kozépagy, a bazalis magvak és a gerincvel$§ minden nagyobb neuronjiban. Az expresszid
alacsony az interneuronokban és gyakran kimutathatatlan a legtobb gliasejtben. A
kulonboz6 CaM génekrdl atirodo mRNS-ek mennyisége joval kisebb azokon a teruileteken,
ahol kevés az idegsejttest — pl. a hippocampus, a nagyagy- €s kisagykéreg molekularis
rétegei —, és egészen miniméalis példaul a corpus callosum teriiletén. Alacsony CaM mRNS
koncentracid van a gerincvel fehérallomanyaban és a retinaban is: itt a CaM mRNS
tartalom hagyomanyos in situ hibridizacios technikdkkal nem vagy alig detektélhato.
Laboratoriumunk korabbi kutatasai nemcsak a CaM mRNS-ek széleskor( és differencialt

eloszlasat igazoltak a patkany agyban normal (€lettani) feltételek mellett, de feltartadk a CaM



génexpresszid jellegzetességeit bizonyos kisérleti korlmények kozott, az ontogenetikus
fejlddés soran, illetve in vitro rendszerekben, és Gjabb adatokat szolgaltattak arra
vonatkozdan is, hogy az idegsejtek kullonbozg intracellularis kompartmentjeibe eltérs
mennyiségi CaM mRNS szallitodik.

Mivel a kozponti idegrendszerben a kalmodulint expresszalo sejtek zome idegseijt, e
fehérjét a glialis funkcidkkal kapcsolatban ezidaig csak ritkan emlitették. A CaM jelenléte a
gliasejtekben érthetd, hiszen szamos, a gliasejtekre is jellemzd, CaM altal szabalyozott
sejtfunkcid 1étezik, és ismertek bizonyos patofiziologias, illetve kisérleti korulmények is,
amelyekben e protein mennyisége megnovekszik. Az a megfigyelés, hogy ezekben a
sejtekben a CaM mRNS élettani koriilmények kozott is valoban jelen van, két dolog miatt
nem volt nyilvanvald: 1) a gliasejtekben a CaM génexpresszid dltalaban alacsony, 2) a
jelenlegi in situ hibridizacids moddszerek az alacsony szoveti mRNS szint kimutatasara nem
eléggé érzékenyek, kullonosen ott, ahol magas a szovet lipidtartalma (igy a gerincveld
fehérallomanyaban), vagy esetleg més, a proba penetracidjat nehezitd faktor (pl. jelentds
mennyiségl kotdszovet) van jelen.

A CaM fehérje jelenlétét a gerinces retinaban korabban bizonyitottak, ahol az egyes
rétegekben nagyon eltérd mennyiségben van jelen. Valtozo erGsségii CaM
immunoreaktivitas figyelhet§ meg a felndtt patkany retindjanak ganglion, amakrin,
horizontélis és bipolaris sejtjeiben, valamint a ganglion és amakrin sejtekbél eredd
rostokban a bels6 plexiform rétegben. Fajonként eltérd, de tobbnyire alacsony CaM
tartalom van a fotoreceptor sejtekben. Kulonos, hogy nincs olyan in situ hibridizacios
vizsgélat, amely a CaM mRNS populacidk megoszlasara vagy e gének szabalyozisara
utalna. Mivel a CaM szamos, a szignalizacids folyamatokban résztvevs célfehérjét
szabalyoz, meglepd, hogy szerepe nem vilagos a vizualis szignalizacids folyamatokban,
killonosen annak fényében, hogy milyen sok adat all rendelkezésre a tobbi Ca**-kots
fehérjére, vagy szamos CaM-fiiggd proteinre vonatkozdan, igy példaul Ca**/CaM fuggd
adenilil-ciklaz, cGMP-kapuzott kationcsatorna, a killonbozé Ca**/CaM fiiggé protein
kinazok vagy a G-protein kapcsolt receptor kindzok esetében.

A Ca®-kots fehérjék hagyoményos in situ hibridizaciés modszerekkel nyert adatai

irodalmanak attekintése soran arra a megallapitasra jutottunk, hogy a retina CaM



génexpressziojara vonatkozo6 adatok hidnya elsGsorban a szovet alacsony mRNS tartalmara,
illetve a leggyakrabban hasznilt in situ hibridiz4cids modszerek viszonylag alacsony
érzékenységére vezethets vissza. A CaM génexpresszid felndtt retindban torténd vizsgalatat
ezért az altalunk kifejlesztett nagy érzékenység in situ hibridizacids modszerrel végeztik
el, amelynek soran a DIG-jelolt, a killonbozé CaM génekre specifikus riboprobainkat

alacsony alkalikus pH (pH 8.0) tartoméanyban hibridizaltuk paraffinba dgyazott metszeteken.

Célkitiizések

Vizsgalataink célja egyrészt az volt, hogy kidolgozzunk egy, az alacsony kopiaszdma CaM

mRNS populaciok detektalaséra is alkalmas in situ hibridizaciés modszert, masrészt, hogy a

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

feloldast, szines in situ hibridizacids modszerrel lokalizaljuk ezen gének eltér6 mRNS
populacidit. Célkitlizéseink az alabbiak voltak:

1) A rendelkezésre allo és sz€leskortien hasznalt in situ hibridizacids modszereket
érzékenységuk alapjan osszehasonlitsuk egy alacsony CaM mRNS tartalmi, de magas
lipidtartalm szovetben;

2)  Optimalizaljuk az altalunk kifejlesztett, enyhén alkalikus pH tartomanyban (pH 8.0)
végzett hibridizaciot felhasznaldo mddszeriinket az alacsony CaM kopiaszam
detektalasara;

3)  Ezzel a modszerrel lokalizaljuk és elkuilonitsiik a hirom CaM génrdl atirddott mRNS-
ek populacioit a feln6tt patkany lumbéris gerincveld fehéralloményban;

4)  Mobdszerinkkel demonstraljuk a killonboz6 CaM gének transzkriptumainak jelenlétét

a feln6tt patkany retinijaban.

Anyagok és modszerek

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 vonatkoz6 jogszabalyainak megfelelGen zajlottak a Szegedi
Tudomanyegyetem allatkisérleteket ellenérzd bizottsdga engedélyének birtokaban.

Kisérleteinkhez feln6tt him Sprague-Dawley patkanyok szemének és lumbéris



gerincvel§jének paraffinos és kriosztatos metszeteit hasznéltuk. Az in situ hibridizaciot
[S]- vagy digoxigenin (DIG)-jelolt, az egyes CaM génekre specifikus antiszensz
riboprobakkal végeztuk el; a nemspecifikus hibridizaciot minden esetben szensz cRNS
probakkal mértuk.

Az in situ hibridizaci6 érzékenységének fokozasara — killonos tekintettel a magas
lipidtartalm szovetek alacsony CaM mRNS tartalméanak kimutatasara — kidolgoztunk egy
szenzitiv, DIG-jelolt cRNS alapti 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 4116 hagyomanyos in situ hibridizacios technikak
osszehasonlitasat is (Szigeti €s mtsai, 2003). Modszeruinkkel sikeresen mutattuk ki nemcsak
a patkany gerincvel$ fehérallomanya CaM expresszalo sejtjeit (Kovacs és Gulya, 2002;
Palfi és mtsai, 2002), de a feln6tt patkany retindjanak kulonbozé CaM mRNS populaciokat
tartalmazo sejteit is (Kovacs €s Gulya, 2003). A retina CaM expresszidjat szamitogépes

képanalizis felhasznalasaval szemikvantitativ modon analizaltuk.

Eredmények

Az in situ hibridizaci6 érzékenyebbé tétele érdekében elvégzett kisérleteinkben a CaM I gén
transzkriptumaira specifikus DIG-jelolt riboprobakat hasznaltunk. A mikrohullam(
melegitéssel kapcsolt tritonos kezelések kozil a kisebb triton X-100 koncentraciot (0.1%) és
a kloroformot alkalmaz6 protokoll bizonyult hatasosabbnak, és a detektalhatd hattér is joval
alacsonyabb volt, mint az 1.0% tritontartalmi oldat esetében. Bar mindkét alkalmazott
tritonkoncentraci6 alkalmas volt a gerincvelS mells§ szarvaban elhelyezked§ motoneuronok
CaM expresszidjanak kimutatisara, a jelolt interneuronok szama a kisebb
tritonkoncentracional volt magasabb. A tritonos kezelés és a mikrohullimi melegités
altalunk vizsgalt kombinicidi a gerincveld fehérallomanyaban nem mutattak ki jelolt
sejteket. Az enyhén alkalikus pH mellett elvégzett in situ hibridiz4cié (pH 8.0)
eredményezte a legalacsonyabb hattér mellett a legtobb sejt jelol6dését: nemcsak a
gerincveld szurkeallomanyaban lathatok a CaM mRNS-t tartalmaz6 sejtek, de a
fehérallomanyban is nagyszamu jelolt sejt figyelhetd meg. E modszer rendelkezett a legjobb

szoveti megtartassal is, igy tovabbi vizsgalatainkban az enyhén alkalikus pH-ra allitott (pH



8.0) hibridizacios oldattal végeztiik kisérleteinket. Modszeruinkkel mind a magas
lipidtartalmi (gerincveld fehérallomanya), mind az alacsony lipidtartalm( (retina)
szovetekben sikeresen lokalizaltuk a killonboz6 CaM gének transzkriptumait.

A hagyoményos, neutralis pH-t alkalmaz6 fénymikroszkdpos in situ hibridizacios
technika soran egyetlen olyan sejtet sem detektalt a lumbéris gerincvel$ fehérallomanyaban,
amely CaM II mRNS-t expresszalt volna. Csak a szurkeallomanyban figyelhetd meg erGs
jelolédés: a motoneuronok a ventralis szarvban, illetve az interneuronok a dorzalis szarvban
tartalmaznak szamottevé mennyiség(i CaM II-specifikus mRNS-t. Abban az esetben
azonban, amikor a DIG-jelolt riboprobat tartalmazo, enyhén alkalikus pH-ji hibridizacios
oldatban (pH 8.0) végeztiik el a hibridizaciot, a kilonbozé CaM mRNS populacidkat
expresszalo sejtek a lumbaris gerincveld egész fehérallomanyéaban lathatova valtak. A
neutralis pH alkalmazasakor a sziirkeallomany sejtjeiben jol lathatok a CaM II mRNS-t
expresszald moto- €s interneuronok, de a fehérallomanyban CaM II pozitiv sejtek nem
figyelhetSk meg. Enyhén alkalikus pH mellett mind a sziirkeallomanyban, mind a
fehérallomanyban jol lathatok a CaM II expressziot mutatd sejtek. A fénymikroszkopos in
situ hibridizacids vizsgalatok alapjan két sejttipust lehetett megkillonboztetni, amelyeknek
CaM expresszidja egymastol kilonbozott. Az elsd tipus f6leg a fehérallomany dorzélis
oszlopéaban volt jelen, s differencidlt CaM génexpresszidt mutatott. Itt kozepes méret(,
jelolédtek erdsen; itt a neuropil jelolddése is figyelemre méltd volt. A dorzalis oszlopban a
CaM I mRNS tartalom volt a legnagyobb, ezt kovette a CaM 111, majd a CaM II mRNS
tartalom mennyisége. Mig a CaM I és CaM III mRNS tartalom élesen kijelolte a sejteket,
néha f6 nytlvanyaikkal egyiuitt, a CaM II mRNS csak a sejttestekben volt jelen.

Kisebb, kerekded sejtek, valdszintleg oligodendrocitak, a fehérallomany egész
tertiletén lathatok, ezek alkotjak a sejtek masik tipusat: esetenként 10-20 um hossz,
radilisan futd nyalvanyaik is el6tiintek. Ez a sejttipus szintén expresszal CaM mRNS-t: a
CaM II és CaM III géneknek kissé alacsonyabb a kifejez6dése, mint a CaM I génnek. A
CaM I és CaM III génspecifikus probakkal jol lathatdan jelol6dott a motoneuronok axonjai
korul az oligodendrocitak nytlvanyai altal képzett mielinhuively is. A DIG-jelolt szensz

riboprobak jelolddése a hattérjellel volt 0sszevethetd.



Neutralis pH-n torténd hibridiz4cidval a retindban specifikusan jelolt CaM mRNS
tartalm sejtes elem nem volt detektalhatd. Ha a hibridizé4cios oldat pH-jat enyhén lagossa
(pH 8.0) tettiik, a retina bizonyos rétegeiben CaM jelol6dés volt megfigyelhets. A kozponti
idegrendszert6l eltéréen a retindban mindharom CaM gén egyforman alacsony szinten
expresszalodott és azonos rétegbeli eloszlast mutatott.

A ganglionsejt réteg mindegyik CaM gén esetében nagy mennyiségben tartalmazott
mRNS-eket. A jel zome a ganglionsejtek perinuklearis régidjaban volt megfigyelhetS. Nagy
mennyiségli CaM mRNS volt jelen a bels6 nuklearis rétegben is, ahol a horizontélis,
bipolaris, amakrin s Miller sejtek helyezkednek el. A belsd nuklearis rétegen belill annak
belsd szublaminajiban volt a legerdsebb a jelolddés, ahova tobbnyire az amakrin sejtek
szOmai lokalizalhatok. A felndtt patkany retindban mind a harom CaM génre nézve ez a
szublamina tartalmazza a CaM mRNS-ek legnagyobb mennyiségeit. A jelolddés itt is f6ként
a perikarionokra volt jellemzd, mig a bels§ nuklearis réteg tobbi részén a jel diffaz volt,
sejttestek csak ritkan voltak detektilhatok. Kozepes erdsségli, homogén eloszlast szignal
volt a kuils§ és a belsd plexiform rétegekben, illetve a retina pigment epitéliuméban és a
kuils6 hatarolomembran kornyékén is. Mindharom CaM gén esetében jellemzSen nagyon
gyenge jelolédést mutatott a csapok és palcikdk sejtmagjait tartalmazo kils6 nukleéris réteg.
Erdekes, hogy a fotoreceptorok belsé szegmensének rétege hasonld6 mddon rendkivul
gyenge jelet adott, a kiillsé szegmensek rétegében pedig specifikus jel egyaltalan nem volt
detektalhatd. Szensz probéaval csak egy rendkiviil halvany, nemspecifikus mintazat
rajzolodott ki a metszeteken, amely semmiféle felismerhetd sejtes szerkezethez nem volt
kapcsolhatd. Osszefoglalva tehat a feln6tt patkany retindban mindharom CaM génre
egymashoz rendkiviil hasonlo, differencialt, rétegspecifikus mRNS eloszlasi mintazat volt

jellemz6.

Osszegzés

Vizsgalataink sordn az alabbi megallapitasokat tettiik:

1) A kulonbozd in situ hibridizacids modszerek egyes paramétereit 0sszehasonlitva (a
szovet mikrohullami roncsolésa, zsirtartalmanak eltavolitasa, a hibridizacios oldat

pH-janak véltoztatdsa) megéllapitottuk, hogy az enyhén alkalikus pH mellett torténé



2)

3)

4)

hibridizacid (pH 8.0) olyan szovetben is nagy érzékenységgel mutatja ki a CaM
mRNS-ek kullonboz8 populéciodit, ahol azok nagyon alacsony koncentracioban vannak
jelen, vagy a szovet magas zsirtartalmt (Kovacs, 2003; Szigeti és mtsai, 2003).
Enyhén alkalikus pH mellett torténd szines in situ hibridizacios technikankat az
alacsony kopiaszam( CaM transzkriptumok detektalasara optimalizaltuk a felndtt
patkany gerincveld fehérallomanyaban (Kovacs és Gulya, 2001, 2002) és a retinaban
(Kovacs és Gulya, 2003).

Erzékeny, szines in situ hibridizacidés modszertinket hasznalva két olyan gliasejttipust
(valoszintleg asztrocitikat és oligodendrocitakat) térképeztink fel, amelyek a patkany
lumbiris 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 gerincvel§ CaM
expresszidja sokkal gazdagabb és sokrétlibb, mint azt eddig gondoltuk. A
fehérallomany CaM pozitiv sejtjeinek — az asztrocitaknak és az oligodendrocitaknak —
tovéabbi, elsGsorban funkciondlis génexpressziods vizsgalatai felderithetik e fehérjének
a glia-neuron interakcidban, a szignalizicidban és a mielinizacidban betoltott
esetleges szerepét is.

A felnétt patkany retinajaban a CaM gének transzkriptumainak mennyisége alacsony.
Erzékeny in situ hibridizacidés modszeriink segitségével leirtuk ezen mRNS
populacidok megoszlasat felndtt allatban €lettani korilmények kozott (Kovacs és
Gulya, 2003). A CaM mRNS-ek egymashoz meglepGen hasonld, de jellegzetesen
rétegspecifikus megoszlasat figyeltik meg. A retina kiilonboz6 rétegeiben megfigyelt
eltérd intenzitasi CaM génexpresszid e fehérjének kozvetlen szerepét bizonyitja a
vizualis szignalizaciods folyamatokban. Bér a kullonboz6 CaM géneknek a latasi
folyamatokban betoltott szerepére nagyon kevés kozvetlen adat all rendelkezésre,
kisérleteinkben megteremtettiik azt az anatomiai alapot, amelyre timaszkodva ezen
géneknek expresszids mintazatat és funkcidinak analizisét a neuralis retina élettani és

korélettani korulményei mellett vizsgalni lehet.
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