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ROVIDITESEK

Az agyteriletek elnevezése Palkovits (1980), az agytertiletek nevének rovoditése

Paxinos és Watson (1998) alapjan tortént.
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BEVEZETES
A kalciumion és a kalciumion-koto febérjék szerepe a szigndltranszdukcioban

A kalciumion (Ca*) a baktériumoktol a legspecializdltabb eukariota sejtekig a szignal-
transzdukci6 egyik altalanosan el6fordulé masodlagos hirvivgje (Clapham, 1995; Kennedy,
1989a; Schulman és Hyman, 1999). Alapveté sejtfunkcidokban, mint az izomsejtek
ingerelhet&sége, a szinaptikus plaszticitas vagy a génexpresszio szabalyozasa, jatszik kozponti
szerepet. A citoplazmikus [Ca®'] értéke igen alacsony (kb. 100 nM), legalabb négy
nagysagrenddel kisebb az extracellularis térben jelenlevé kb. 1.5-2 mM-os koncentracional.
A tartosan magas intracellularis Ca** koncentracio ([Ca*']) a sejtek halalat eredményezheti,
ezérta Ca®" homeosztazis fenntartisa létfontossaga. Mivel a Ca* nem metabolizdlhato, a sejtek
homeosztazisa kialakitisiban kilonb6z6 transzport- és kotémechanizmusok vesznek részt.
Az intracellularis Ca** specifikus és reverzibilis megkotésére szamos fehérje adaptalodott, ezek
a Ca*-kot6 fehérjék (KKF-k). Az egyik jol ismert KKF motivum (McPhalen és mtsai., 1991) az
"EF hand”, amely nevét a parvalbumin E és F régioi utan kapta (Heizmann, 1988; Persechini
és mtsai., 1989). Ez a motivum 2 a helixbdl és a kozottiik elhelyezkedd Ca**-kotd hurokbol
épul fel. A KKF-k sokféleségét jellemzi, hogy csak az "EF hand” csaladba tébb, mint 200
fehérje tartozik (Andressen és mtsai., 1993; Heizmann, 1992; Weinman, 1991). A KKF-k
mikodéstk alapjan két csoportra oszthatok (Baimbridge és mtsai., 1992; Clapham, 1995;
Heizmann és Hunziker, 1991). Az egyik csoportot Gn. "puffer” fehérjék alkotjak, amelyek
megkotik a Ca*-t, amint annak intracellularis koncentricidja egy adott érték folé emelkedik;
e kotésnek azonban nincs kozvetlen hatasa a sejtben. A masik csoportot az Gn. "trigger” fehérjék
alkotjak, ezek a Ca*-kotés soran konformacié valtozasuk révén mas effektor molekuldk
mikodését szabdlyozzak.

Minden eukariéta sejt plazmamembranjaban talalhat6 olyan Ca*-ATPéaz, amely a Ca*-t a
citoplazmabol az extracellularis térbe pumpalja; ideg- és izomsejtek plazmamembrinja egy
tovabbi, Na*-hajtotta antiporthoz kapcsolt Ca?*-pumpaval is rendelkezik (Clapham, 1995;
Schulman és Hyman, 1999). Az intracellularis szabad [Ca*'] szabalyozasanak tovabbi lehetésége
a Ca*-nak a citoszolban magas koncentracioban (kb. 300 uM) jelenlévd, nagy affinitdst KKF-
khez torténd kotddése. A legfontosabb intracellularis Ca** raktar az endoplazmatikus retikulum
(ER; Clapham, 1995), az ennek membrinjaban talalhaté Ca*-ATPaz a Ca*-t a citoplazmabol
az ER lumenébe transzportalja. Szélséségesen magas intracelluldris [Ca®'] esetében (kb. 10
uM; pl. a sejt sériilésekor) a mitokondriumok is részt vesznek a Ca®* alacsony affinitasa, de
nagy kapacitasu felvételében.

Nem ingerelhet6 sejtekben (pl. vérsejtek, majsejtek) a viszonylag lassu inozitol (1,4,5)-
trifoszfat (IP,) szignalizacios Gt mikodése révén a citoplazmaban IP; szabadul fel (Berridge,
1993; Clapham, 1995; Pozzan és mtsai., 1994). Az IP, az ER membranjiban elhelyezkedd IP,



receptor/ioncsatorna komplexhez kotédik, s ennek eredményeként az ER lumenébdl Ca?
szabadul fel. Az ER Ca**-raktaranak kimeritése masodlagosan aktivalhatja a plazmamembranon
keresztiil torténd Ca** bedramlist; ez a "kapacitativ belépés” (Clapham, 1995; Lechleiter és
mtsai., 1991; Niemeyer és mtsai., 1996; Putney, 1990; Schulman és Hyman, 1999). Az
idegsejtekben a Ca** belépésének tovabbi mechanizmusai is ismertek. Ezek ko6zé tartoznak a
kilonbozs (L-, N-, P- és T-tipust) fesziiltségfliggd Ca**-csatornak (Llinas és mtsai., 1992a;
McCormick, 1999; Miljanich és Ramachandran, 1995; Nowycky és mtsai., 1985; Schulman és
Hyman, 1999; Tsien és mtsai., 1988), valamint bizonyos ligandfliggé kationcsatornik is. Ez
utdbbiak koziil az N-metil-D-aszpartat (NMDA) receptor/ioncsatorna a legfontosabb (Schulman
és Hyman, 1999), de mas csatornidk, igy a nikotinerg acetilkolin receptor aktivicioja is
eredményezhet Ca** bearamlast. Az idegsejtek ER membranjaban az IP, receptorhoz hasonlo,
Gn. ryanodin receptor/Ca**-ioncsatorna is megtaldlhat6 (Clapham, 1995; Schulman és Hyman,
1999), ennek nyitdsa Ca**-kotés révén torténik.

Az aktivalt Ca**-csatornakon keresztiil a jelent6s koncentracidogradiens kovetkeztében kb.
10° db/mp Ca?* lép a citoplazmaba. A citoszolban a KKF-k mikodésének kdszonhetSen a
Ca* diffazidja igen lassa (Allbritton és mtsai., 1992). A KKF-k altal torténs megkotésig a Ca?
nem diffundal 0.1-0.5 pm-nél tovabb, ezért, ellentétben a tébbi masodlagos hirvivével, a Ca**
kozvetlen hatasa nagyon fokuszalt. A citoszolnak azt a térfogatat, amelyben egy adott Ca**-
forrasbodl felszabaduld Ca*-ok kifejtik hatdsukat, Ca**-"microdomain”-nek nevezziik. Az
axontermindlis aktiv zonajaban példaul a Ca* hatasa gyakorlatilag a csatorndak 10-50 nm-es
kornyezetére korlatozodik; azokon a helyeken, ahol a neurotranszmitter felszabadulas
bekovetkezik, a [Ca?'] elérheti a 100-200 uM-t is (Adler és mtsai., 1991; Llinas és mtsai., 1992b;
Roberts, 1994; Roberts és mtsai., 1990). A kezdeti Ca**-jel gyakran a sejt egy pontjabol kiindulva
Ca®*-hullamként terjed tovabb. A gyors lefutdsa [Ca?'] novekedést tovabbi [Ca?*]-cstcsok
kovethetik, ez az oszcillacid percekig is eltarthat. Noha a Ca?*-hullimok és oszcillacidok
kialakulasanak pontos mechanizmusa és jelent6sége kevéssé ismert (Clapham, 1995; Schulman
és Hyman, 1999), konnyen belathato, hogy ezek tér- és idébeli variancidja sokkal tobb

informaciot hordozhat, mint a statikus Ca**-szint egyszerd megvaltozasai.

A Ca?* élettani és korélettani szerepe az idegsejtek miikodésében

Az idegsejtekben a Ca?* élettani hatasai 5 {6 célfehérje csoport szabalyozasan keresztul
valésulnak meg (Heizmann, 1993; Kennedy, 1989a). Ezek kozé tartoznak a plazmamembran
egyes ioncsatorndi (Marty, 1989), a foszfolipaz A, (Irvine, 1982) és C (Majerus és mtsai., 1986),
a protein kinaz C (Bell, 1986; Huang, 1989; Kennedy, 1989b; Malenka és mtsai., 1986; Nicoll
és mtsai., 1988), a kalpain (Siman és mtsai., 1983; Siman és Noszek, 1988) és a kalmodulin
(CaM; Andressen és mtsai., 1993; Baimbridge és mtsai., 1992; Kennedy, 1989a). A Ca** tehat
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szamos, egymassal gyakran szoros kolcsonhatasban 4ll6 szignaltranszdukcios Gton keresztiil
szabdlyozza az idegsejtek mukodését. A Ca**-jel, attol fliggben, hogy hol alakul ki a neuronban,
mas és mas KKF-kel lép kapcsolatba, amelyek igy kiilonb6z6 transzdukcios utak aktivaciojat
eredményezhetik. Attél fliggben példaul, hogy a Ca** az L-tipusu fesziltségfiiggs Ca?*-csatornan
vagy az NMDA receptor/ioncsatornan keresztil 1€p az idegsejtbe, kiilonb6z6 génexpresszios
valtozasokat indukélhat (Gallin és Greenberg, 1995).

A szignaltranszdukcio soran bekovetkezo [Ca*] novekedés reverzibilis és altalaban rovid
ideig tart; ha idSben elhtuzodik, kis koncentracié emelkedést eredményez, vagy [Ca?*]-csticsokra
bomlik (oszcillacid). A dramai [Ca*] valtozasok leggyakrabban a Ca**-"microdomain”-ekben
kovetkeznek be. Barmilyen, a Ca** homeosztazisban felléps zavar (a sejt teljes vagy jelentGs
térfogataban megnyilvanulo, tartds és jelentGs [Ca®] emelkedés) neuropatologiai és
neurotoxikologiai folyamatok kialakulasat eredményezi (Nicotera és mtsai., 1992; Orrenius
és Nicotera, 1994). A serkentd aminosavak talzott felszabadulasa altal indukalt neurotoxicitas
(excitotoxicitas) eredményeként bekovetkezs fokozott Ca** bedramlas donts szerepet jatszik
a kozponti idegrendszer sejtpusztulassal jard akut sériiléseinek (pl. hipoxia-ischemia; Choi,
1988; Kristian és Siesjo, 1996), valamint neurodegenerativ folyamatainak (Huntington kor,
Parkinson betegség és Alzheimer kor; Choi, 1992; Doble, 1995) kialakulasaban.

A kalmodulin (CaM) szerepe az emlos idegrendszer miikddésében

A CaM az "EF hand” csaladba tartozé (Andressen és mtsai., 1993; Heizmann, 1992),
molekulankként 4 Ca**-koto helyet tartalmazoé (Lin és mtsai., 1974), "trigger”-tipust KKF (Teo
és Wang, 1973). A CaM minden eddig vizsgalt eukariota sejtben megtalalhatdé konzervativ
fehérje (Cheung, 1980; Chien és Dawid, 1984; Putkey és mtsai., 1983). Mennyiségére jellemza,
hogy egy tipikus illati sejtben a teljes fehérjetartalom 1%-at is kiteheti. Gerincesekben 148
aminosavbol felépiils (Watterson és mtsai., 1980), 16.7 kDa molekulatomegt fehérje, amelynek
térszerkezete is ismert (Babu és mtsai., 1985). Miikodését tekintve sokfunkcios, intracellularis
receptor (Cheung, 1980; Ghosh és Greenberg, 1995; Means és mtsai., 1991), amelynek azonban
Gjabban extracellularis szerepet is tulajdonitanak (Crocker és mtsai., 1988; Goberdhan és mtsai.,
1993; MacNeil és mtsai., 1988; Remgard és mtsai., 1995).

A CaM kiilonosen nagy mennyiségben fordul el6 az eml&s idegszovetben (Caceres és mtsai.,
1983; Hoskins és mtsai., 1986; Zhou és mtsai., 1985). ErGs immuncitokémiai jel detektilhato
az idegsejtek perikarionjiaban, sejtmagjaban, a nytlvanyokban (dentritek, mielinizalt axonok),
valamint néha a gliasejtekben is (Bachs és mtsai., 1994; Caceres és mtsai., 1983; Seto-Ohshima
és mtsai., 1983; Sola és mtsai., 1996; Sola és mtsai., 1997a; Vendrell és mtsai., 1991). A jelolcdés
a citoplazmaban jellegzetes granularis elhelyezkedést mutat, amely az ER membranjihoz, a

mitokondriumok kiilsé felszinéhez, a posztszinaptikus denzitashoz, a szinaptikus és burkolt



vezikulakhoz, valamint a mikrotubulusokhoz kapcsolodik (Caceres és mtsai., 1983; DeLorenzo
és mtsai., 1979; Goldenring és mtsai., 1984; Grab és mtsai., 1980; Lin és mtsai., 1980; Linden és
mtsai., 1981; Sobue és mtsai., 1982; Wood és mtsai., 1980).

Mivel a CaM nem rendelkezik sajat enzimaktivitdssal, a Ca*'-jel CaM-on keresztiil torténd
transzdukci6ja magaba foglalja a Ca**/CaM komplex specifikus fehérjékkel torténd interakcidjat
is. Tobb, mint huszféle eukaridta enzim ismert, amelyet a Ca*/CaM aktival (Cheung, 1980;
Kennedy, 1989a; Klee és mtsai., 1980; Schulman és Hyman, 1999). Ezek koziil a ciklikus
(3’,5)-nukleotid foszfodiészterazok (Kakiuchi és Yamazaki, 1970; Kakiuchi és mtsai., 1975),
az adenilil ciklazok (Brostrom és mtsai., 1975), a nitrit oxid szintizok (Oh, 1995), a Ca?*-
ATPazok (Cheung, 1980; Sobue és mtsai., 1979) és a protein kindzok (Kennedy, 1989a; Kennedy
és Greengard, 1981) bizonyos formai az agyban is megtalalhatok.

Idegsejtekben a Ca*/CaM talan legfontosabb célpontja a széles szubsztratspektrummal
rendelkezé II-es tipust CaM kinaz (Kennedy, 1989a; Ouimet és mtsai., 1984). A kinaz a
preszinaptikus terminilban a szinaptikus vezikulikhoz (Greengard és mtsai., 1993), mig a
dendritekben a posztszinaptikus denzitisokhoz kapcsolodik (Kelly és mtsai., 1984; Kennedy
és mtsai., 1983); ez utdbbiban a teljes fehérjetartalom 25-50%-at is kiteheti (Miller és Kennedy,
1985). Az enzim szubsztritjai k6zé tartoznak tobbek kozott a tirozin hidroxilaz, a kilonbozé
monooxigenazok, a tubulin, a MAP2 (Kuhn és Lovenberg, 1982), a szinapszin I (Greengard
és mtsai., 1993; Huttner és mtsai., 1983), a kiilonb6z6 Ca**-csatornak, a Ca**-ATPazok, a glutamat
receptorok (Kitamura és mtsai., 1993; McGlade-McCulloh és mtsai., 1993) és a transzkripcios
faktorok (Schulman és Hyman, 1999). Noha a kinaz altal szabalyozott funkciok szerteagazok
(DeLorenzo, 1982), az enzim legfontosabb szerepe minden bizonnyal a neurotranszmitterek
(pl. katekolaminok, szerotonin) szintézisében (DeLorenzo, 1982; Fujisawa és mtsai., 1984;
Griffith és Schulman, 1988; Kuhn és Lovenberg, 1982) és felszabaditisaban van (DeLorenzo,
1980; DeLorenzo és mtsai., 1979; Nichols és mtsai., 1990). Befolyasolja a citoszkeleton
mukodését is, mivel mind in vitro (Marcum és mtsai., 1978), mind in vivo (Burke és DeLorenzo,
1981; Burke és DeLorenzo, 1982; Burke és Delorenzo, 1982) kortilmények kozott szabalyozza
a mikrotubulusok feléptilését és lebomlasat. Részt vesz a szinaptikus vezikula és a
preszinaptikus membran kozotti interakcioban (DeLorenzo, 1982; DeLorenzo és mtsai., 1979),
s szerepet jatszik a Ca?*-aramok, a Ca*-homeosztazis és az LTP kialakuldsaban is (Lisman,
1994; Malenka és mtsai., 1989; Nicoll és mtsai., 1988).

Az idegsejtekben a CaM masik fontos célfehérjéje az egyetlen ismert CaM-aktivalt protein
foszfataz, a kalcineurin (Manalan és mtsai., 1984; Price és Mumby, 1999; Stewart és mtsai.,
1982). Noha nagyon szik szubsztratspecificitassal rendelkezik, egy proteinfoszfataz kaszkad
aktivalasa révén mégis szamos szubsztrat defoszforilacidjaban jatszik kozvetett szerepet (Braun
és Schulman, 1995; Klee, 1991; Klee és mtsai., 1998). Befolyasolja az L-tipusu fesziiltségfiiggd
Ca?*-csatornak (Armstrong, 1989) és a pre- és posztszinaptikus ligandfiiggé ioncsatornak Ca®'-

fuggd defoszforilacidjat (Lieberman és Mody, 1994; Swope és mtsai., 1999; Tong és mtsai.,
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1995; Victor és mtsai., 1995), valamint az LTP (Lu és mtsai., 1996; Wang és Stelzer, 1994) és az
LTD kialakulasat (Mulkey és mtsai., 1994).

A CaM —legtdbbszor a II-es és a IV-es tipust CaM kinazokon keresztiil — a sejtmag mikodését
is szabalyozza (Agell és mtsai., 1998). Transzkripcios faktorok és RNS-kots fehérjék aktivitasat
befolyasolva (Agell és mtsai., 1998; Means és mtsai., 1991) részt vesz a sejtciklus (Lu és Means,
1993), a sejtosztodas és a génexpresszio Ca**-medialta szabalyozasiban (Corneliussen és mtsai.,
1994; Dash és mtsai., 1991; Enslen és Soderling, 1994; Kapiloff és mtsai., 1991; Lerea és
McNamara, 1993; Matthews és mtsai., 1994; Sheng és mtsai., 1991). Idegsejtekben hatast

gyakorol azok differencidlodasara, érésére és a neuritek kinovésére (Liu és Storm, 1990).

A Cabl gének és expressziojuk az emlos idegrendszerben

A CaM fehérje szerkezete az evolucio soran konzervalt; noha gerincesekben tobb gén is
kodolja, a géntermékek aminosav szekvencidja adott fajon belil, s6t, a magasabbrendd
gerincesek kozott is, megegyezik (Chien és Dawid, 1984; Nojima, 1989; Putkey és mtsai.,
1983). A patkanyban 3 mikods CaM gén (CaM I, CaM II és CaM IID) és 4 pszeudogén ismert
(Nojima, 1989; Nojima és mtsai., 1987; Nojima és Sokabe, 1986; Sherbany és mtsai., 1987).
Mindharom mikodé gén bazilis expresszidja igen magas, alataimasztva a CaM-nak a sejtek
¢letében betoltott kiilonosen fontos szerepét. A 3 mikods gén kodolod régidi — a genetikai
kod degeneraciojabol kovetkezben — nukleotid szinten kiilonboznek ugyan, de ezek a
kilonbségek aminosav szinten nem nyilvanulnak meg. A 3’- és az 5 -nemtranszlalodo
régiokban (3’-, 5’-UTR) azonban jelent6s szekvenciakiilonbségek figyelhet6k meg, ezért
valoszintsithetd, hogy a 3 CaM gén kifejez6dése eltérd szabalyozas alatt all. A patkanyban a
3 CaM génrdl alternativ poliadenilacié révén 6sszesen 7 féle mRNS molekula ir6dik 4t (Gannon
és McEwen, 1994; Ikeshima és mtsai., 1993; Nojima, 1989). A CaM I transzkriptumai 4.0, 1.7 és
0.8 kb, a CaM II egyetlen transzkriptuma 1.4 kb, a CaM III transzkriptumai 2.3, 1.9 és 0.9 kb
hosszisaguak. Egérben a 3 CaM génnek csak a cDNS-¢, illetve a CaM II genomikus szekvencidja
(Bender és mtsai., 1988; Danchin és mtsai., 1989; Kato, 1992; Matsuo és mtsai., 1993; Skinner
és mtsai., 1994), ugyanakkor emberben mindharom CaM genomikus szekvencidja ismert (Koller
és mtsai., 1990; Rhyner és mtsai., 1994; Senterre-Lesenfants és mtsai., 1995; Toutenhoofd és
mtsai., 1998).

A CaM gének a patkany fejlédése soran szovet- és sejtspecifikus, valamint differencialt
expressziot mutatnak (Ikeshima és mtsai., 1993; MacManus és mtsai., 1989; Weinman és mtsai.,
1991); a differencialt expresszion ebben a vonatkozasban azt értjilk, hogy a 3 CaM gén
expresszios szintjei és annak valtozasai a fejlédési stadiumtol fliggben vagy valamilyen stimulus
hatasara ktilonboznek. Az idegrendszerben expresszidjuk kiilondsen magas (Ikeshima és
mtsai., 1993; Matsuoka és mtsai., 1992; Nojima és Sokabe, 1989; Roberts-Lewis és mtsai., 1990;
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Weinman és mtsai., 1991), ahol a CaM elsGsorban az idegsejtekben fejezédik ki, noha egyes
gliasejtekben is el6fordulhat magas koncentracioban (Sola és mtsai., 1997a). Ellentmondésos
modon, fizioldgids korilmények kozott a patkdnyagyban a 3 CaM gén hasonl6 (Gannon és
McEwen, 1994; Ikeshima és mtsai., 1993), ugyanakkor az egéragyban eltérs, differencialt
expressziojat irtak le (Sola és mtsai., 1996). A CaM génexpresszio Kisérleti koriilmények kozotti
megvaltozasara szamos példa ismert (Gnegy és mtsai., 1994; Landry és mtsai., 1992; Ni és
Brown, 1993), ezek kozil tobb in vitro (Bai és mtsai., 1992; Bai és Weiss, 1991) és in vivo
kisérletben is az expresszi6 differencialt szabalyozasat figyelték meg (Barron és mtsai., 1995;
Gannon és McEwen, 1994; Sola és mtsai., 1997b).

A génexpresszio szabadlyzdsa az idegsejtekben célzott mRNS transzlokdcio révén

A citoplazmdban nem egyenletesen, hanem polarizaltan eloszld6 mRNS fajtak létezését
el6szor a zsakallat petesejtieben (Jeffery és mtsai., 1983), késGbb sziamos szomatikus
sejttipusban (pl. fibroblaszt, mioblaszt, hAmsejt, neuron, oligodendrocita) is leirtak (Wilhelm
és Vale, 1993). Mi lehet a jelentésége az mRNS molekuldk intracellularisan eltérd
megoszlasanak? Egyfel6l hatékony és energiatakarékos modot teremt a fehérjék sziikséges
mennyiségének felhasznalasi helyén valé biztositasara (St Johnston, 1995), igy a lokalizalt
mRNS molekulak hozzajarulnak a sejt-aszimmetria kialakitisihoz (Bashirullah és mtsai., 1998),
masfel6l megteremtik a kiilonboz6 fehérjék lokalis transzlacios szabidlyozasinak lehetGségét
is (St Johnston, 1995).

A dendritekben poliszémak (Torre és Steward, 1992) és a transzlacids rendszer egyéb
komponensei (tRNS-ek, inicidcids és elongicios faktorok stb.) is megtalalhatok (Tiedge és
Brosius, 1996). Az RNS molekuldk, valoszintleg kiilén transzportmechanizmus segitségével,
diszkrét granulumok formajaban szallitédnak az idegsejtekben. A granulumokban poli(A*)
mRNS-ek, riboszoémak és elongacios faktor 1a is lokalizalhaté (Knowles és mtsai., 1996). Mivel
a dendritekben mind durvafelszint ER, mind Golgi markerek kimutathatok (Torre és Steward,
1996), a fehérjeglikozilacios apparatus mikodése is feltételezhets. A fentiek alapjan a dendritek
a fehérjeszintézis aktiv kompartmentjeinek tekinthetdk. A transzlaci6 a szinaptikus aktivitdsnak
megfelel6en szabidlyozhato (Steward és Banker, 1992), befolyasolva az aktivitasfiiggd
szinaptikus plaszticitast is. Az eddig megismert dendritikusan lokalizalt mRNS-ek (Gao, 1998;
St Johnston, 1995; Steward, 1995; Steward, 1997) kozé tartoznak a 2-es tipusu mikrotubulus-
asszocialt fehérje (MAP2; Garner és mtsai., 1988), a dendrin (Herb és mtsai., 1997), az NMDA
receptor 1 (Gazzaley és mtsai., 1997) és a protein kinaz C(y) is (Moriya és Tanaka, 1994).

Axonban és axontermindlisban is sikertilt az mRNS molekuldk jelenlétét kimutatni. A tintahal
oridsaxonjaban 100-200 kiilénb6z6 mRNS fajta jelenlétét feltételezik (Capano és mtsai., 1987;

Chun és mtsai., 1996); az axoplazmaban az aktiv fehérjeszintézist végz6 poliriboszoémak szintén
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megtaldlhatok (Giuditta és mtsai., 1991). Az axonalis mRNS transzlokicié magasabb-rendi
gerincesekben is megfigyelhetd. A csirke szimpatikus neurontenyészetében poli(A*)RNS
(Olink-Coux és Hollenbeck, 19906), a patkany hypothalamo-hypophysealis rendszerében tirozin
hidroxilaz (Skutella és mtsai., 1994), vazopresszin és oxitocin mRNS (Jirikowski és mtsai.,
1990; Mohr és mtsai., 1991; Trembleau és mtsai., 1995), a patkany bulbus olfactoriusaban
pedig egy bulbus-marker fehérje mRNS axonailis lokalizaci6ja ismert (Wensley és mtsai., 1995).

A CaM szinaptikus transzmisszioban és citoplazmikus mikodésben betoltott komplex
szerepe feltételezi a fehérje precizen szabalyozott és célzott intracellularis transzportjat, ami
részben mRNS-einek szubcellularis lokalizacioja és lokalis transzlacidja révén is megvalosulhat.
A CaM I mRNS-ek dendritikus lokalizacidjat a szinaptogenezissel egyidében a fejl6dé
agykéregben a posztnatilis 5-15. napokon, a Purkinje sejtekben a posztnatilis 15-20. napokon
mutattdk ki (Berry és Brown, 1996). A patkiany feokromocitoma sejtvonal (PC12)
sejttenyészetében a CaM I mellett a CaM II mRNS transzportja is dendritikusan célzott (Zhang
és mtsai., 1993). A CaM szignaliziacié idegsejtekben taldn legfontosabb kozvetlen
(Burgin és mtsai., 1990).

A mRNS-ek célzott intracellularis transzportjanak kialakulasa citoplazmikus elemek (RNS-
kotd fehérjék, motor proteinek és a citoszkeleton egyes fehérjéi) és a cisz-hatd RNS szekvenciak
komplex kolcsonhatasanak az eredménye (Landry és mtsai., 1994; Wallace és mtsai., 1998). A
cisz-hato szignalok elsédlegesen a mRNS 3’-UTR-jén helyezkednek el (Amara és mtsai., 1996;
Bashirullah és mtsai., 1998; Mayford és mtsai., 1996), bar egyes esetekben az 5’-UTR (Muslimov

és mtsai., 1997), és a kodolo régidé (Prakash és mtsai., 1997) szerepére is van bizonyiték.

Kvantitativ autoradiografia

Allati szovetekbdl szirmazé metszetekben a radioaktivitds nagy feloldasd, kvantitativ
nyomonkovetésére tobb lehetdség is kindlkozik. Ez torténhet sugarzasérzékeny emulzidval
bevont metszetek esetében az eziistszemcsék megszamlalasaval (Jonker és mtsai., 1997; Lucas
és mtsai., 1994), film denzitometriaval (Baskin és Stahl, 1993; Ehn és Larsson, 1979; Kuhar és
Unnerstall, 1985; Unnerstall s mtsai., 1982) és a foszforerny6 rendszer felhasznalasaval (storage
phosphor screen technology; Amemiya és Miyahara, 1988; Ito és mtsai., 1995; Sonoda és
mtsai., 1983). Noha a foszforerny6 szamos elénnyel rendelkezik (ilyen az 5 nagysagrenden
keresztil linearis dinamikus tartomany, a magas szenzitivitas és a rovid expozicios id6), szoveti
metszeteken torténd alkalmazasat gyengébb feloldasa korlatozza. Ennek koszonhetSen a
tradicionalis eziist halid alapa képalkotd modszerek még mindig széles korben hasznalatosak.
Ebben a fejezetben csak a filmalapt denzitometria kvantifikalasaval foglalkozunk.

Noha a film autoradiografia kvantitativ analizisének alapjai régota ismertek (Baskin és Stahl,
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1993; Davenport €s mtsai., 1988; Ehn és Larsson, 1979; Kuhar és Unnerstall, 1985; Unnerstall
és mtsai., 1982), a receptor ligandok és hibridizalt probak széveti megoszlasat gyakran csak
kvalitativ vagy szemikvantitativ moédon hatdrozziak meg (Gulya és mtsai., 1993; Matsuoka és
hogy a film sotétségének mértéke (gray level = sziirke drnyalat, grayness = sziirkeség;
leggyakrabban optikai denzitisban, OD, kifejezve) nem egyenesen aranyos a mintiban levé
radioaktivitassal (Ehn és Larsson, 1979; Kuhar és Unnerstall, 1985; Unnerstall és mtsai., 1982).
Az OD és a radioaktivitds kozotti kapcesolat dltalaban olyan, hogy a névekvé radioaktivitassal
parhuzamosan az OD el6szor igen lassan, majd gyorsan (kozel linedrisan) emelkedik, ezt
kovetben a meredekség csokken, végtil a film telitédésével az OD mar nem emelkedik tovabb;
ezt a gorbét a film szenzitometrikus gorbéjének nevezik. A gorbe lefutasat elsédlegesen a
film radioaktiv sugarzasra érzékeny emulzidja és az alkalmazott radioizotop hatirozza meg,
azonban egyéb faktorok (pl. az expozicids id6, a film el6hivasinak korilményei, a mikroden-
zitometridhoz hasznalt készilék tulajdonsagai) is befolyasoljak.

A mintdhoz kotott radioaktivitas kvantifikalasa radioaktiv standard sorozat segitségével
torténik. Jelenleg két, szovetpaszta- €s migyanta-bazisa, standard hasznalatos. A szévetpaszta
a vizsgalni kivant szévetbdl homogenizalassal készil (Davenport és mtsai., 1988; Unnerstall
és mtsai., 1982). Az izotop hozzdadasat kovetGen a pasztat lefagyasztjak, majd a vizsgalni
kivint metszetek vastagsigaval megegyezd vastagsigli metszeteket készitenek beléle. Igy a
metszet anyagabdl, vastagsagabdl, felragasztasabol szarmazo kioltas mind a standard sorozat,
mind a vizsgalt szovet metszeteiben elméletileg azonos. A szovetpaszta standardok
hasznalatanak azonban tobbféle technikai eredetl hatranya is van, igy a nehézkes készités, a
fagyasztd mikrotom radioaktiv szennyezddése, a jelentSs anyagfelhasznalas, az egymast kovetd
kisérletekben a standard sorozatok radioaktivitisainak szinte lehetetlen reprodukalasa, és a
rovid féléletidejl izotopok esetében ([F2P], [*P], [*°S], ['#1]) a gyakori készités. A masik lehetGség
a poli(metil-metakrilat)-alapt standardok hasznalata. Ilyen tipusa [*HI, [*C] és ['#1] standard
sorozatok a kereskedelemben is beszerezhetdk (Amersham, American Radiolabeled
Chemicals). Mivel a mianyag alapt standardok elnyelése nem azonos a szoveti elnyeléssel, a
pontos kvantifikaciohoz ezeket el6zetesen a szovet-ekvivalens radioaktivitasra kalibralni kell
(Baskin és Stahl, 1993; Davenport és mtsai., 1988; Miller, 1991; Miller és mtsai., 1988).

Megfelels szamu, kiillonbozé radioaktivitast tartalmazo szovet-ekvivalens standard sorozat
expozicidja és el6hivasa utin meghatarozhato a film szenzitometrikus gorbéje. Az OD és a
radioaktivitas kozott fennalld komplex kapcsolatot explicit médon leird elmélet hianyiban a
sorozat elemeihez tartozo adatok interpolalasahoz csak empirikus megfigyelésekre hagyatkoz-
hatunk. Ebb&l a célbél harmad- (Goochee és mtsai., 1980; Sokoloff és mtsai., 1977) és negyed-
rendd polindmikus (Baskin és Stahl, 1993; Pan és mtsai., 1983), hatvany (Unnerstall és mtsai.,
1982) vagy logisztikus (Miller és mtsai., 1988) egyenleteket hasznilnak. Az ilyen interpolaciok

egyetlen célja a legjobb kozelités elérése, ezért az egymast kovets gorbeillesztésekben a kapott
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egyenletek paraméterei jelent6s varidciot mutatnak. Az el6zetesen meghatarozott paraméter
értékek hasznalata az egymast kovetd kisérletekben igy bizonytalan eredményeket produkal.
Tehit egy explicit elméleten alapulé matematikai modell, amelyben a paraméterek funkcioja

ismert, nagyban hozzajarulna a film autoradiogrammok pontos és reprodukalhat6 analiziséhez.

Osszefoglalas

A fentiekben roviden 6sszefoglaltuk a Ca*-t, mint masodlagos hirvivét, magaba foglalo
szignaltranszdukcio lehet6ségeit az eukariota sejtekben. Figyelmet szenteltiink az eml&s
idegrendszerben végbemend, Ca?'/CaM révén megvalosulé mechanizmusoknak. Osszegeztiik
a CaM génekre, azok élettani, korélettani és kisérleti korilmények kozott megfigyelhet6
expresszidjara, valamint a génexpresszio célzott mRNS transzlokicion keresztiil megvalosulod
szabdlyozasara vonatkozo ismereteket. Roviden érintettiink néhadny, a kvantitativ film denzito-

metriara vonatkozo aktualis kérdést is.
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CELKITUZESEK

Munkink soran célul tiztik ki, hogy a patkany kézponti idegrendszerében és embrionalis
patkany stridtumbol szarmaz6 immortalizalt sejttenyészetben tanulméanyozzuk a 3 mikods
CaM gén fiziologias és kisérleti korulmények kozott megfigyelhets kifejezodését. A
génexpresszio mértékére a CaM mRNS-ek citoplazmikus mennyiségébdl — amelyet radioaktiv
in situ hibridizaciéval hataroztuk meg — kovetkeztettiink. Az expresszios vizsgalatokat a szoveti

hierarchia kiilénb6z6 szintjein végeztiik el. Vizsgalataink sordn az aldbbi célokat tlztiik ki:

1. A film autoradiogrifia soran lezajlé folyamatok torvényszertiségeinek feltirasa annak
érdekében, hogy azokat megfelel6 matematikai formaba ontve, majd alkalmas matematikai
modszereket felhasznalva a kvantitativ film autoradiografia leirdsara egzakt modellt kap-

junk.

2. A kapott modell alkalmazisa eltéré elnyelést standard sorozatok szenzitometrikus

gorbéinek egymasba transzformalasa.

3. Egy Uj, membran alapq, széles korben alkalmazhat6 radioaktiv standard sorozat kifej-

lesztése.

4. A CaM mRNS-ek agytertilet-specifikus megoszlasinak az 1-3. pontok szerinti kvantitativ

meghatarozasa élettani korilmények kozott a felndtt patkanyagyban.
5. A CaM mRNS-ek sejt-specifikus el6fordulasanak vizsgalata a felnétt patkanyagyban.

6. A CaM mRNS-ek in vivo intracellularis lokalizaciojanak meghatarozasa a felnétt patkany-
agyban.

7. A CaM gének expresszidjanak és mRNS-ei intracelluladris lokalizaciojanak vizsgalata

embriondlis patkany striatum immortalizalt sejtvonala (M26-1F) sejtjeiben.

8. A CaM génexpresszio szabalyozasinak kvantitativ vizsgalata a felnétt patkany hypothalami-

kus magnocelluldris magjaiban 10 napos vizmegvonast kovetéen.
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ANYAGOK ES MODSZEREK
Anyagok és eszkozok

Kisérleteink soran molekularis biologiai tisztasiga vegyszereket hasznaltunk (Sigma, St.
Louis, MO, USA; Promega Corp., Madison, WI, USA; Pharmacia Biotech, Uppsala, Svédorszag).
A felhasznalt enzimeket és kiteket a Sigma, a Promega, az Amersham (Amersham Int., Arlington
Heights, IL, USA), a Gibco BRL (Life Technologies GmbH, Eggenstein, Németorszag) és a
Fermentas (Fermentas AB, Vilnius, Litvania) cégektdl vasaroltuk. A Cryomatrix a Shandon
(Shandon Scientific Ltd., Pittsburgh, PA, USA), az entellan a Merck (Merck, Darmstadt, Német-
orszag) terméke. A sejttenyésztéshez hasznalt FBS (fetal bovine serum) és a Dulbecco-féle
modositott Eagle médium/F12 tipkeveréket a Gibco BRL-t6l szarmazik. Az in vitro
transzkripcidt Riboprobe System-T7/SP6 rendszerekkel (Promega) végeztik, a [**SJUTPSo-t
az Izotop Intézet Kft-t6] (Budapest) szereztik be.

Toviabbi felhasznalt anyagok és eszk6zok: pcDNA3 vektor (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA),
ProbeQuant G-50 Sephadex microcolumn (Pharmacia), Duralon-UV nylon membrin
(Stratagene Ltd., La Jolla, CA, USA), Stratalinker UV-keresztkots (Stratagene), PosiBlot pressure
blotter (Stratagene), AB 373 DNS Szekvenator (Perkin Elmer Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA), Minifold dot blot apparatus (Schleicher&Schuell, Inc., Keene, NH, USA), HB-2D
hibridizal6 kemence (Techne Cambridge Ltd., UK), Hyperfilm-Bmax autoradiografias film
(Amersham), Hypercoat autoradiografias emulzié (Amersham), Kodak D19 hivo és Kodak
fixalo (Eastman Kodak Co., Rochester, NY, USA).

Az autoradiogrammok digitalizalasat Microtek II HR szkenner (Microtek International Inc.,
Taiwan), a szamitogépes analizist Power Macintosh 8600/250 személyi szamitogép (Apple
Computer Inc., Cupertino, CA, USA) segitségével végeztik. A felhasznalt szamitogépes
programok a kovetkezok voltak: NIH Image 1.59 (Rasband, 1997), Photoshop 5.0 (Adobe
Systems Inc., Mountain View, CA, USA), Statgraphics 6.0 (Manugistics, Inc., Rockville, MD,
USA), Excel 5.0a (Microsoft Corp., Redmond, WA, USA), BLASTN 2.0.6 (Zhang és Madden,
1997). A mikroszk6pos analizishez Leica DM LB fénymikroszképot (Leica Mikroskopie und
Systeme GmbH, Wetzlar, Németroszag), a mikroszkopi képek készitéséhez Polaroid DMC 1
digitalis mikroszk6p kamerat (Polaroid Corp., Cambridge, MA, USA) hasznaltunk.

Kiserleti allatok és szévet elokészités
Az allatkisérletek mind a Magyar Koztarsasag, mind az Eurdpai Kozosség (86/609/EEC)

altal hozott, a laboratériumi allatok védelmére és kisérleti felhasznidlasara vonatkozo

jogszabdlyainak megfelel6en, a JATE Intézményi Etikai Bizottsig engedélyével zajlottak. Az



allathazbol érkezett him, Sprague-Dawley patkanyokat (200-250 g) legalabb 1 hétig standard
kortilmények kozott tartottuk.

A vizmegvonasi kisérletek alapjaul korabbi, egerken végzett, 4 napos vizmegvonasi rend
szolgalt (Gulya és mtsai., 1991; Gulya és mtsai., 1993). A dehidralt egereken fizikailag
megfigyelhet6 valtozasok eléréséhez (pl. jelentGs teststlycsokkenés) a patkdnyok esetében
azonban 10 napos vizmegvonasra volt sziikség. Ennek megfelel6en a patkidnyok egy S f6s
csoportja 10 napon keresztiil nem kapott ivovizet, csak szilard taipot, ugyanakkor az 5 f6s
kontroll csoport szabadon hozzajutott mind az ivovizhez, mind a taplalékhoz. A 10 napos
vizmegvonast kovetSen az dllatok a kontroll csoporthoz viszonyitva jelentds testsalycsokkenést
(25-30%) mutattak.

Az in situ hibridizdcidhoz, az agypaszta készitéshez és az RNS tisztitashoz az allatokat
dekapitaltuk, majd az agyakat gyorsan kiemeltiik a koponyabdl. Az in situ hibridizacidhoz az
agyakat Cryomatrixba agyaztuk és azonnal -70°C-on lefagyasztottuk. A patkanyagy atlasz
(Paxinos és Watson, 1998) alapjan kivalasztott tertiletekr6l 15 pm vastag, koronasika
sorozatmetszeteket készitettiink, majd azokat Cr-Al-zselatin-kezelt steril tairgylemezekre vettiik
fel. A metszeteket megszaritottuk, majd felhasznalasig -70°C-on taroltuk. Az RNS tisztitashoz

az agyakat azonnal -70°C-on lefagyasztottuk.

Sejtkultiira

A Kkisérletekben hasznalt homérsékletérzékeny sejtvonal (M26-1F) sejtjei embrionalis
patkany stridtumbol szarmaznak, amelyeket az SV40 virus nagy T antigénjének A58 hészenzitiv
mutdns alléljaval onkogén transzfekcio révén immortalizaltak (Giordano és mtsai., 1993). A
transzfektalt klont 33°C-on fibroblasztszerd morfologia, glutamat dekarboxilaz és MAP-2
expresszio, mérheté GABA tartalom, ugyanakkor a glidlis markerek (pl. vimentin) hidnya, s
mindezek alapjan a neuronalis differenciacio bizonyos foka jellemzi. A sejteket poli-L-lizinnel
(0.1 mg/ml bevont tiveg fedSlemezeken tenyésztettiik. Tapfolyadéknak 10% FBS-sel (Gibco
BRL), 100 U/ml penicillinnel és 0.1 mg/ml streptomicinnel kiegészitett Dulbecco-féle modositott
Eagle médium/F12 tapkeveréket (Gibco BRL) hasznaltunk. A kultdrakat 5% CO, tartalmu
légtermosztatban permissziv hémérsékleten (33°C) 3 napig tenyésztettiik. A fedSlemezeken
novo sejteket 0.01 M foszfatpufferelt fiziologias sdéoldatban (PBS; 0.01 M Na,HPO,, pH 7.4,
0.9% NaCl) oblitettiik, majd 4% formaldehidet tartalmazé PBS-ben 15 percig fixaltuk. Ezt
kovetben a fedSlemezeket az in situ hibridizdcional leirtaknak megfelelGen, a szovet
metszetekkel azonos modon kezeltiik. Az M26-1F sejtvonalat néhai Dr. Joo Ferenc bocsatotta

koopericios munkank rendelkezésére.
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CRNS probdk

A CaM 1, II és IIl mRNS-ek 3’-UTR-inak megfelelé genomikus szekvencidkat (Nojima, 1989;
Nojima és Sokabe, 1987) a polimeraz lancreakcié (PCR) segitségével felsokszoroztuk. A
szekvenciak 0sszehasonlitdsit a BLASTN 2.0.6 program segitségével végeztiik (Zhang és
Madden, 1997). A PCR-t EcoR I és BamH I restrikcios enzim hasitohelyekkel kiegészitett
primerekkel végeztik. A patkany genomikus szekvencidknak megfelel6 primer szekvenciak
a kovetkezok voltak: a CaM I esetében 5-AGACCTACTTTCAACTACT, ami megfelel a 6. exon
30-48 bp szekvencidjanak, és 5’-TGTAAAACTCATGTAGGGG, ami megfelel a 6. exon 236-255
bp szekvencidjanak (Nojima és Sokabe, 1987); a CaM II esetében, 5’-ATTAGGACTCCAT-
TCCTCC, ami megfelel az 5. exon 1929-1947 bp szekvenciajanak, és 5’-CACAACTCCACACTTC-
AACAGC, ami megfelel az 5. exon 2138-2159 bp szekvencidjanak (Nojima, 1989); és a CaM III
esetében 5'-ATGATGACTGCGAAGTGAAG, ami megfelel a 6. exon 7058-7077 bp
szekvencidjanak, és 5-CAGGAGGAAGGAGAAAGAGC, ami megfelel a 6. exon 7228-7247 bp
szekvencidjanak (Nojima, 1989). A standard PCR reakci6 (1.5 mM MgCl,, 30 uM dNTP keverék,
400 ng genomikus DNS és 20 pmol alsé és felsé primer) 35 ciklusbol allt (denaturalas: 94°C,
40 mp; "annealing”: 55°C, 30 mp és "extenzi®”: 72°C, 30 mp). A PCR termékeket pcDNA3
vektorba szubklonoztuk, majd szekvenaltuk. Az antiszensz (a mRNS-sel komplementer) és
szensz (a mRNS-sel azonos) cRNS probakat a linearizalt és tisztitott vektorokroél in vitro RNS
szintézissel készitettiik. A komplementer, antiszensz probak hossza 225 bp (CaM D), 231 bp
(CaM ID) és 157 bp (CaM IID) volt. A radioaktiv jelolés céljabol [PSJUTPasS-t (1100 uCi/nmol)
épitettiink a cRNS probakba. Az in vitro transzkripcidhoz a Riboprobe System-T7 és a Riboprobe
System-SP6 rendszereket a gyarto leirasa szerint haszaltuk. A jelélt probakat a nem beépiilt
nukleotidoktol Sephadex G-50 oszlopon gélsziréssel valasztottuk el; a probak specifikus
aktivitasa 3.5-6.5x10% cpm/pg kozott volt.

In situ hibridizdcio

A patkanyagy koronasik( kriosztit metszeteit szobah&mérsékleten 5 percig 4%
formaldehidet tartalmazoé 2 x SSC oldatban (0.3 M NaCl és 0.03 M Na-citrat, pH 7.0) fixaltuk (a
fedblemezre fixalt sejttenyészetek a fixdlast koveté mosasndl kapcsolodtak az itt leirt
protokollhoz), 2 x 1 percig 2 x SSC-ben mostuk, majd 0.1 M trietanolamint tartalmazé 0.25%-
os ecetsavanhidrid oldatban szobahémérsékleten 5 percig prehibridizaltuk. A mintakat
dehidriltuk, levegén megszaritottuk, majd 50 ul hibridizaciés 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, 50 mM DTT, 100 ug/ml hering spermium DNS és 50 ug/ml éleszto
tRNS) 2.5x10° cpm cRNS probat adtunk hozzajuk. A mintakat parafilm fed6lemezekkel lattuk
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el, majd parasitott dobozokban 50°C-on 20 6ran keresztiil hibridizaltuk. Ezutan a mintakat
2 x SSC/50% formamid oldatban szobahémérsékleten 5 percig, majd kétszer 2 x SSC/50%
formamid oldatban 50°C-on 10 percig, végiil 2 x SSC-ben szobahémérsékleten 5 percig mostuk.
A mintakat ezutan 1 x TE (0.01 M Tris €s 0.001 M EDTA, pH 8.0) pufferben, 0.5 M NaCl és 16
ng/ml RNaz A jelenlétében 37°C-on 30 percig inkubaltuk, majd kétszer 2 x SSC/50% formamid
oldatban 50°C-on 10 percig és 2 x SSC-ben 50°C-on 10 percig mostuk. Végitil a mintakat dehid-
raltuk és levegdn megszaritottuk. A reprezentativ metszeteket toluidinkékkel, a sejttenyészete-
ket safraninnal festettiik meg.

RNS tisztitas és Northern blot analizis

A mintak teljes RNS tartalmat Chomczynski és Sacchi (1987) modszerével tisztitottuk. A
fagyasztott agyszovetet jégen, guanidin izotiocianat oldatban (4 M guanidin izotiocianat, 25
mM Na-citrat, 0.5% laurilszarkozin és 0.1 M 2-merkaptoetanol, pH 7.0) homogenizaltuk, majd
fenol-kloroform-izoamilalkohol elegyben extrahaltuk. Az RNS-t izopropanollal precipitaltuk,
majd visszaoldottuk a guanidin izotiocianat oldatba. Ezt kovetéen Gjra kicsaptuk, 70% etanolban
mostuk, végtil RN4z mentes vizben oldottuk. Az RNS tartalmat és tisztasigot UV-spektrofoto-
metriaval (rendre 260 nm-en és 260/280 nm-en mért hianyadosabo6l) szamitottuk. Az
elektroforézishez az RNS-t 15% formaldehidet, 20% formamidot és 10 mM MOPS puffert (10
mM MOPS, 4 mM Na-acetat és 0.5 mM EDTA, pH 7.0) tartalma oldatban 65°C-on 15 percig
denaturaltuk, majd jégen lehttottiik. Az RNS mintakat (3 pg/sav) 20 mM guanidin izotiocianatot
és 20 mM MOPS puffert tartalmazo, 1.2%-os agardz gélen vialasztottuk el (Goda és Minton,
1995). Az elektroforézist 20 mM MOPS pufferben 5 V/cm fesziiltség alatt szobahdmérsékleten
100 percig végeztik. Az RNS-t 75 Hgmm nyomas alatt 10 x SSC-ben Duralon-UV nylon
membranra szUrtik (PosiBlot pressure blotter), majd UV-keresztkotéssel (120,000 wj/cm?;
Stratalinker) a membranhoz kotottiik. A hibridizaciot 60°C-on, 1.5x10° cpm/sav [*>SIcRNS proba
jelenlétében 3 ml hibridizaciés pufferben (ugyanaz, mint az in situ hibridizacional, de 0.5%
SDS-t és 5 x Denhardt-féle reagenst tartalmaz) 20 o6raig hibridizaltuk (HB-2D hybridiser).
Intenziv mosas (2 x SSC, 0.5% SDS, szobahémérséklet, 5 perc; 2 x SSC, 0.1% SDS,
szobah&mérséklet, 20 perc; 0.1 x SSC, 0.5% SDS, 37 °C, 20 perc; 0.1 x SSC, 0.5% SDS, 65 °C, 40
perc; és 0.1 x SSC, szobahémér-séklet, 20 perc) utin a membrianokat 37°C-on 30 percig

szaritottuk.

Szovetpaszta standard

A felez6 radioaktivitdsokat tartalmazo 12 db agypaszta standardot Davenport és mtsai.
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(1988) modszere alapjan készitettiik. Hat patkanyagyat a vértél megtisztitottunk, majd jégen
homogenizaltunk. Két ml-es centrifugacsovekben 500 mg szovetpasztahoz 30 ul desztillalt
vizben oldott ismert mennyiségi [**SIcRNS probat adtunk, majd 10 perces keverést kévetGen
a csoveket -70°C-on lefagyasztottuk. A fagyott szovethengereket gyorsan, felolvadas nélkiil
kitoltuk a cs6vekbdl, majd elGhitott Cryomatrixba dgyaztuk és azonnal -70°C-on lefagyasztot-
tuk. A standardokbol Cr-Al-zselatin-kezelt tirgylemezekre 15 pm vastag kriosztat metszeteket
vettiink fel. A standardok metszése soran néhany reprezentativ metszetet a radioaktivitas
késébbi meghatarozasa céljabol szcintillacios koktélba tettiink. Az igy elkésziilt, 12 standardbol
allo sorozat radioaktivitdsa kb. 2.2-5.28x10° cpm/mm? tartomanyt fedett le, megkozelitdleg
felez6 aktivitasu szakaszokkal.

Membran standard

A membran standard kifejlesztése laboratériumunkban tortént (Palfi és mtsai., 1998);
modszertani jellege miatt ebben a fejezetben targyaljuk. A 16 felezd higitast tartalmazo standard
sorozatot (aktivitasi tartomany: 0.5-1.6x10* cpm/mm?) Sephadex G-50 oszlopon gélsziiréssel
tisztitott [*>S]JcRNS probabol készitettiik. A radioaktiv probat RN4az mentes vizben higitottuk,
majd radioaktivitasat folyadékszcintillacios késziilékkel meghataroztuk. Mindegyik higitasbol
50 pl-t dot blot eljarassal vakuum alatt Duralon-UV nylon membranra szirtik, majd a jelolt
RNS molekuldkat UV-keresztkotéssel (120,000 pJ/cm?; Stratalinker) a membranhoz kotottik.
A membranokat ezt kovetéen 37°C-on 30 percig szaritottuk. A 16 tagh membran standard
sorozatot a 12 tagl paszta standard sorozattal egyttt autoradiografias filmre exponaltuk. A
hibridizalt szovetmetszetek méréséhez ugyanilyen moédon készitett, de csak 12 elemet
tartalmaz6 membran standard sorozatokat (aktivitasi tartomany: 1-2000 cpm/mm?) készitettiink.

A vakuumszirés utan a radioaktivitis membranhoz valé kotédését az alabbiak szerint
ellenériztik. Ismert mennyiségl radioaktivitast kétféle moédon (vakuumsziréssel vagy
beitatassal) vittiink fel a membranra, majd a membranok radioaktivitasat folyadékszcintillacios
késziiléekkel megmértik. Mivel a kétféle modon felvitt radioaktivitdis membrankotott
mennyiségei kozott nem volt szignifikans kiilonbség, a radioaktiv molekulak megtartasat a

vakuumsztrés soran 100%-osnak fogadtuk el.

A film autoradiografiat leiro modell
A matematikai modellt laboratériumunkban, a JATE Bolyai Intézete kdzremiikodésével

dolgoztuk ki (Palfi &s mtsai., 1998); modszertani jellege miatt azonban ezt is ebben a fejezetben

targyaljuk. A film expozicié soran a fotoemulzio eziistionjai a sugarzas elnyelése kdzben
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eziistatomokka redukalodnak. A film el6hivdsa soran tovabbi eziistionok redukcidja megy
végbe, elsédlegesen azokon a helyeken, ahol az elGzetes besugarzas révén mar eziistatomok
voltak jelen. Igy az el6hivist kovetden a besugarzott teriilet a fémeziist jelenléte miatt sziirke.
A sziirkeség aranyos az expozicid sordan redukalt eziistionok mennyiségével, ez pedig a
radioaktiv besugarzas mértékével.

Exponiljuk a filmet egy homogén radioaktiv sugarforrassal (a kovetkezo allitasok a
besugarzott tertiletre vonatkoznak), és tételezziik fel, hogy az eziistionok mennyiségének ¢
id6pillanatban, egységnyi id6 alatt bekovetkezd csokkenése aridnyos az eziistionok
koncentracidjaval és a sugirzas intenzitisaval. E(t) jelolje t id6pillanatban az eziistionok

E(t+ At)— E(t) = —cE(t)xAt (D
ahol x a sugarzas intenzitisa (cpm/mm?, itt az egyszerlség kedvéért konstansnak tekintjiik;
az altalanos eset, amikor x az id6vel csokken, késGbb kertl targyalasra) és ¢ a filmtél és a
kisérleti kortilményektdl fliggd konstans. At-vel osztva és a hataratmenet muveletét alkalmazva
(At = 0) a kovetkez6 differencidlegyenletet kapjuk:

dE(t) _

dt
E(t)-vel osztva és a [0,7' ] intervallumon integralva (¢ az expozicio6 ideje) a

InE(f)—1InE0) = —ct' x
formula adodik. A formulat a természetes alapa hatvanyra emelve kapjuk:

E(t') = E(0)exp[—ct x] 3
Ezért, ha C az expozicid végén jelenlevé eziistatomok molaris koncentracidjat jelenti, akkor

C = E)—-E(f) = E(0){1 — exp[—ct x]}

Mivel C nem mérhet6 kozvetleniil (de ardnyos a film szirkeségével), helyette az elGhivott

—cxE(t) @

film sziirkeségét (homogénnek feltételezve) fényateresztése alapjin, mikrodenzitometriaval
hatdrozzuk meg. A film fényatereszt6 képességét az opacitdsa jellemzi (O; O = L, /L, ahol L,
a beesd fény és L, az ateresztett fény). Beer-Lambert térvénye szerint O = 10%€ (¢, konstans).
A fényateresztés és C kozotti Osszefliggés linearizalasa érdekében az OD fogalmat hasznaljak:
OD =log,,(0) =¢,C
Amikor 256-sziirke arnyalat megktilonboztetésére alkalmas digitalizalot hasznalnak, a
fényateresztés méréséhez a sziirkeséget sziirke értékben (gray value, GV) linearis skalan, 0
(fehér) és 255 (fekete) kozotti értékekben adjak meg. A GV atalakithatd "OD-szerG” értékké,
ez a relativ optikai denzitas (ROD; Baskin és Stahl, 1993):
243

255-GV

A ROD egységek hasonl6 log-reciprok kapcsolatban dllnak a fényateresztéssel, mint a valodi
OD értékek. A ROD és az OD gorbék illeszkedése a 0.05-2.4 OD tartomanyban nagyon jo
(r* = 0.997; Baskin és Stahl, 1993), ezért gyakorlati szempontb6l a nagyon sétét és a nagyon

ROD = log,,

vilagos értékek kivételével a ROD hasznalhaté az OD helyett, igy

21



ROD =¢,C
= ¢, E(0){1 — exp[—ct x]}
= p,(1-exp[-p,x])
ahol ¢, konstans. A p, paraméter = ¢, E(0) els6dlegesen az eziistionok kezdeti koncentraci6ja-
t0l / E(0)/ és az el6hivas kortilményeitdl fligg. A p, paraméter = c¢f' fligg a felhasznalt izotoptol,
a sugarzas minta altali kioltasatol, a filmt6l, az expozicios id6tol és mas kisérleti kortilményektdl.
Osszegezve, az autoradiografids adatok interpolalasira a kovetkezé nemlinedris regressziot
hasznalhatjuk:
ROD = p,(1 - exp[-p,x]) @

A matematikai modell dltalanositdsa

Amikor az expozicios id6 az izotop felezési idejéhez ( T} ,) viszonyitva nem elhanyagolhato,
a radioaktivitds (x) jelentGsen valtozik az x(7) = x(0)exp[—Az] Osszefiiggés szerint, ahol A a
radioaktiv bomlasi paraméter (4 =1n2/T},). Ha a film expozicidja =0 iddpillanatban
kezdodik és x(0) jeloli a radioaktivitast az expozicid kezdetén, akkor az (1) formula az alabbi

format olti:

E(t+At)— E(t) = —cE(1) jx(O)exp[-as]ds 1"

Az (1)-(4) formuldk matematikai atalakitasainak megfelelé operacidkat elvégezve az (1*)
egyenletbdl levezetve kapjuk a
1 —exp[-Ar']

ROD = p,(1-exp[-p, e

x(0)1) (4

egyenletet, ahol p, = c,E(0) és p, =ct'.

A (4) egyenlet tehat lehetdvé teszi a szenzitometrikus gorbék altalanos kortilmények kozotti
meghatarozasat. Fontos azonban hangsilyozni, hogy a (4) egyenletet akkor is hasznalhatjuk
a (4 helyett, ha az expozicios id6 6sszemérhets a T, ,-vel, feltéve, hogy az 6sszes mintat és

standardot egyszerre, azonos ideig exponaljuk.

A membran standard sorozat kalibrdldsa szovet-ekvivalens radioaktivitdsra

Mivel a (4) egyenletben a paraméterek ismert fliggvényei a résztvevé anyagok (pl. film,
hivo, fixalo) jellemzbinek és a kisérleti korilményeknek, a kiilonb6z6 szenzitometrikus gorbék
egymasba torténd transzformacioja is elvégezhet6.

Hatarozzuk meg a szovetpaszta standard (b) és a membran standard (m ) szenzitometrikus



gorbéi kozotti Osszefliggést. Exponaljuk ugyanarra a filmre a két standard sorozatot, hivjuk
el6 a filmet, értékeljiik ki az autoradiografias adatokat, és a (4) egyenlet segitségével illessziink
gorbét a két sorozat pontjaira. Mivel a p, paraméter csak a filmtdl és az el6hivas koriilményeitol
fligg, ezért a két paraméter a két egyenletben megegyezik, p,” = p,". Tovibbai, mivel a két
adatsort azonos koriilmények kozott szereztiik, a p,” ésa p,” paraméterekbe foglalt dsszes
faktor, kivéve a kioltast, azonos. Ezért a két szenzitometrikus gorbe kozotti kiilonbség az itt
bevezetendd transzformacios hanyados (y) segitségével kifejezhets:
y=ptlp" =t ic ="

Az adott kisérleti kortilmények kozott elére meghatarozott y érték segitségével az adott
kisérleti koriilmények megtartdsa mellett tehat a tovabbi membran standard sorozatok (z)
regresszios egyenletei /ROD = p,*(1-exp[—p,°x])/ konnyen és megbizhatoéan transzformalha-
tok a megfeleld szovetpaszta standardokkal ekvivalens egyenletekké a p,” = 1p,” sszefiiggés
segitségével. Igy kapjuk a ROD = p,*(1 — exp[—}p,"x] egyenleteket, amelyek membran standard

sorozatok adatain alapulnak, de mar szovet-ekvivalens radioaktivitasra vonatkoznak.

Autoradiografia

A szovet metszeteket, a szovetpaszta és a membran standard sorozatokat, valamint a
Northern blottokat 4°C-on 36 6ran keresztil Hyperfilm-Bmax autoradiografias filmre expo-
naltuk. Ezt kovetSen a metszetek egy részét és a sejttenyészeteket a B-sugarzasra érzékeny
Hypercoat emulziéval vontuk be és 4°C-on 10-30 napig exponaltuk. A filmeket és az emulziéval
bevont mintakat az expozicid végén 19°C-on rendre 3.5 és 5 percig Kodak D19 hivoban
(Kodak) hivtuk, majd szintén 19°C-on 10 percig Kodak fixaloban fixaltuk.

Film denzitometria

Az autoradiografias filmeket nagy feloldasa (600x600 dpi, pixel méret 42x42 um), 8-bites,
256 GV mikrodenzitometriaval (Microtek I1 HR) digitalizaltuk. Az autoradiogrammok videojeleit
a NIH Image 1.59 (Rasband, 1997) program segitségével analizaltuk. Nulla és 255 kozotti
GV-t rendeltiink az autoradiografias képek altalunk kivalasztott részleteihez (a kivalasztott
rész homogén sziirkeségét feltételeztiik). A hatteret (kevesebb, mint 20 GV) levontuk és a
megfelel6 ROD értékeket meghatiroztuk. A szovetpaszta standardokrol és a szovet metsze-
grammokon azonos GV értéket eredményez (Davenport és mtsai., 1988; Kuhar és Unnerstall,
1985).

A szOvetpaszta €s a membradn standard sorozatok elemeinek képeit a képernyon kijeloltik,
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s a hozzajuk tartozo terlleteket és GV értékeket meghataroztuk. A GV értékekbdl a hatteret
levontuk, kiszamoltuk a ROD értékeket, majd 3-4 fliggetlen értéket atlagoltunk. A radioak-
tivitas/pixel £ SD és a ROD =+ SD értékeket grafikusan abrazoltuk, majd a (4) egyenletet
felhasznalva nemlinearis regresszio segitségével gorbéket illesztettiink az adatsorokra, ésa ¥
értéket meghataroztuk. Ezt kovetSen az in situ hibridizaciokban hasznalt membran standardo-
kat az el6re meghatirozott y érték segitségével az aktuilis szovet-ekvivalens radioaktivitasokra
kalibraltuk.

Az in situ hibridizacios kisérletek autoradiogrammijait a kalibralt membran standard
sorozatok segitségével kvantifikaltuk. A toluidinkék festés alapjan anatomiailag azonositott
agyterlletek (Paxinos és Watson, 1998) film hattérre javitott ROD értékeit a standardokhoz
hasonléan hataroztuk meg (a nemspecifikus hibridizacié nem volt elkilonitheté a film
hattértoD). A kilonbozo kisérletekben legalabb 5 allat tartozott a kisérlet szempontjabol azonos
csoportba. Minden allatban az adott agytertileten 2 fuggetlen mérést végeztiink. Az azonos
csoportba tartoz6 allatok adott agyteriiletre vonatkozé ROD értékeit atlagoltuk, majd a
koexponalt membran standard sorozat szovet-ekvivalens egyenletével interpoldlva az atlagolt
ROD értékekhez tartozo6 radioaktivitas/pixel értékeket meghataroztuk. Az agytertiletek mRNS

tartalmat a kovetkezd egyenlet szerint szamoltuk:

RNS képiaszdm/mm’® = radioakivils (gplypive’) X Avogadro sz. X f
P préba specifikus aktivitds (cpm/mol) 4 '
ahol az Avogadro sz. = 6.022510% és f=37792.9 a pixel térfogatot (42 pm x 42 pm x 15 um) 1

mm? térfogatra felszorzo korrekcios faktor. A végeredményt 1 mm? térfogatra vonatkoztatott

mRNS koépiaszam + SD értékben adtuk meg.

Adatkezelés, statisztika és mikroszkopia

A nemlinedris regresszids analizist a Statgraphics 6.0 (Manugistics) program segitségével
végeztik. A tovabbi szamitisokhoz az Excel 5.0a (Microsoft) programot hasznaltuk. A
szignifikancia analizishez a Student-féle t-tesztet (2-mintas, két csoport azonos varianciaval)
alkalmaztuk. Az dsszehasonlitott agytertiletek mRNS kopiaszamaiban fennall6 killonbségeket
akkor fogadtuk el szignifikansnak, ha a p érték kisebb volt, mint 0.01.

Az emulzidval bevont, feliilfestett metszeteket és sejttenyészeteket szobahdmérsékleten 1
napig szaritottuk, majd entellannal lefedtiik. A mintakat Leica DM LB mikroszkop segitségével
fényes és sotét latotérben vizsgaltuk. A mikroszkopi képeket (1600 x 1200 pixel, 8-bit) Polaroid
DMC 1 digitalis mikroszkép kameraval készitettiik. Az autoradiogrammokon (film, vagy
emulzioval bevont targylemez) az anatomiailag definialt agytertileteket (Paxinos és Watson,

1998) a toluidinkékkel festett metszetek alapjan azonositottuk.
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EREDMENYEK

A PS]-membran standard sorozat kalibralasa szovet-ekvivalens radioaktvitdsra és
felbaszndldsa a CaM in situ bibridizdcio kvantifikalasdra

A [¥S]-membrin standard sorozat kalibralasat szovet-ekvivalens radioaktivitasra az altalunk
kidolgozott exponenciilis egyenlet felhasznidlasaval végeztiik (Palfi és mtsai., 1998). Az 1.
Abra a radioaktiv agypaszta (A) és membran standard (B) sorozatok tipikus autoradiografias
képét mutatja. A standardok minden egyes tagjahoz tartozé6 autoradiogrammon meghataroztuk
annak ROD értékét és tertletét, majd mindkét sorozat adatainak regresszios analiziséhez a
(4) egyenletet alkalmaztuk. Mindkét sorozat esetében a gorbék illeszkedésének josagat a 0-
0.85 ROD intervallumon (0-240 GV) az r* > 0.999 értékek jelzik (2. Abra). Az ebbe a tartomany-
ba es6 adatpontok felhasznalasival meghatiaroztuk a paramétereket, amelyek a membrin
standard sorozat esetében p," = 0.8657 és p," = 3.0252, az agypaszta sorozat esetében pedig
p” =0.8590 és p,” = 5.0702 értékeket adtak. Az exponenciilis modell helyességét bizonyitja,
hogy a p, értékek kevesebb, mint 1%-ban ktlonboztek egymastol. A transzformacios hanyados
értéke, y = p,”/p,” =1.676, azt mutatja, hogy a B-sugirzis elnyelése a membrinban
magasabb, mint az agypasztaban. A y értéket kiillobnb6z6 standard sorozat parokkal meghata-

rozva az el6bbivel nagyon hasonlé értékek adodtak.

1. Abra. Reprezentativ [S]-jelolt agypaszta és [¥S]-jelslt nylon membran standard sorozatok
autoradiografias képe. (A) Az agyhomogenatumot csokkend mennyiségi radioaktiv cRNS probaval
kevertiik 6ssze, majd lefagyasztottuk. A metszetek egy részét tirgylemezre vettiik fel, masik részében
folyadékszcintillacioés méréssel meghataroztuk az aktualis radioaktivitast. A standard sorozat elemeinek
radioaktivitisa megkozelitSleg felezé aktivitisokat tartalmaz, amelyek a 2.2-5.28x10° cpm/mm?
tartomanyba esnek. (B) Gélkromatografiaval tisztitott [**SIcRNS probabdl felezs higitasokat készitettiink,
majd azok radioaktivitiasat folyadékszcintillacios méréssel meghataroztuk. A higitasokat nylon
membranra dot-blottoltuk (0.5-1.6x10% cpm/mm?), majd UV-keresztkotéssel a membranhoz rogzitettiik.
Mind az agypaszta, mind a membran standard sorozatokat megszaritottuk, majd Hyperfilm-Bmax
autoradiogrifias filmre 4°C-on 36 6riig koexponaltuk. Vonal = 10 mm.

A transzformacios hinyadossal kalibralt szovet-ekvivalens membran standardok kvantitativ
autoradiografidban torténd felhasznalasat a 3 CaM gén mRNS populidcidinak patkanyagyban
torténd oOsszehasonlitd vizsgdlatival demonstraltuk (Palfi és mtsai., 1998). A koronasiki
agymetszeteket CaM I-, CaM II- és CaM IlI-specifikus [**S]cRNS probakkal hibridizaltuk, majd
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2. Abra. A membrin standard sorozat kalibrildsa az agypaszta standard sorozatra. A membrin és az
agypaszta standard sorozatok autoradiogrammjait digitalizaltuk, az egyes elemekhez tartozé ROD és
tertlet értékeket meghataroztuk (3-4 fiiggetlen mérés eredményeit atlagoltuk), majd az adatsorokra a
0-0.85 ROD tartomdnyban a (4) egyenlet segitségével gorbéket illesztettiink. A standard hibat jelols
vonalak (95%-o0s konfidencia hatidr mellet) a pontokat jelolé szimbolumokon beliil vannak. A
ROD = p,(1-exp[-p,x]) egyenlethez tartoz6 paraméter értékek a kovetkezSk voltak: a membran
standard esetében p," =0.8657 és p," =3.0252; az agypaszta esetében pedig p” = 0.8590 és

p,t =5.0702 (> 20.999).

a membran standard sorozatokkal egytitt autoradiografias filmre exponaltuk. Ezekben a
kisérletekben 6sszesen 18 filmet és a hozzajuk tartoz6 18 standard sorozatot hasznéltunk fel.
A membran standard sorozatok adataihoz tartozo regresszios egyenletek paramétereit ( p,”
és p,"; r* >0.9995) meghataroztuk, s a p," értékeketa p,” = p," ( b: agypaszta) egyenlet
alapjan szovet-ekvivalens formaba hoztuk. A koexponilt metszetek definialt agytertileteiben
mért ROD értékek kozelitéséhez €s interpoldlasihoz, valamint az azoknak megfelel radioakti-
vitds értékek meghatirozasihoz az ilymodon transzformalt egyenleteket:
ROD = p," (1-exp[-p,"x])
haszniltuk. A moédszer alkalmazhatdsiagat bizonyitja, hogy a 18 standard sorozat paraméter
értékei kis varianciat mutattak: p" =0.8528+0.0188 (atlag + SD) és p," =3.3414+0.2227
(atlag £ SD).
Kvantifikaciés modszertinket az alabbiakban foglaljuk ssze:
1. A membran standard sorozat kalibracidja szovet-ekvivalens radioaktivitasra
1.1. A vizsgalni kivant sz6vetbdl radioaktiv paszta standard sorozat készitése
1.2. Membran standard sorozat készitése (a két sorozat radioaktivitas értékeinek azonos
tartomanyt kell lefednie)
1.3. A két standard sorozat koexpozicidja autoradiografias filmre a kisérleti metszetek
expozicios idejének megfelels ideig
1.4. A film el6hivasa, a sorozatelemekhez tartozé autoradiogrammok GV és tertlet
értékeinek meghatiarozasa, ezekbdl a ROD és az egységnyi terlletre esé
radioaktivitdsok kiszamitasa
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1.5. Az adatsorok regressziés analizise a (4) egyenlet felhasznalasaval. A p", p.,
p,"és p,” (m: membrin és b: szovetpaszta) értékek meghatirozisa és a
y = p,’ [ p," kiszamitasa

2. A kisérleti metszetek vizsgilt tertileteihez tartozo radioaktivitasok kvantifikacidja

2.1. Membrin standard sorozatok készitése

2.2. Az 1.3. korulményeinek megtartasa mellett a membran standard sorozatok és a
kisérleti metszetek autoradiografias filmre torténd koexpozicidja

2.3. Az 1.4. korilményeinek megtartasa mellett a filmek el6hivasa, a standardok és a
kisérleti metszetek autoradiografias adatainak kiértékelése (a tertilet meghatarozasa
az agytertileteken nem sziikséges)

2.4. A standard sorozatok regresszios analizise a (4) egyenlet segitségével, a p," és p,”
értékek meghatarozasa, valamint a p,” = yp,” képzése az 1.5-ben meghatarozott
v értékkel

2.5. A szovet metszetek meghatarozott tertileteihez kotott radioaktivitisok meghataro-

m

zasa a ROD = p,"(1-exp[-p,"x]) egyenletek segitségével
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3. Abra. A CaM mRNS-ek Northern blot analizise a patkdnyagyban. A patkany agykéregbdl szarmazo
teljes RNS-t (3 ng/sav) elektroforetikusan elvilasztottuk, nylon membranra blottoltuk, majd kilon-
kilén CaM I- (I membran), CaM II- (I membrdn) és CaM III- (IIl membran) specifikus antiszensz
[**SIcRNS prébakkal hibridizaltuk, végiil autoradiogrifias filmre exponaltuk. A CaM 1 esetében 2 (4.0
kb és 1.7 kb), a CaM Il esetében 1 (1.4 kb) és a CaM III esetében 3 transzkriptumot (2.3 kb, 1.9 kb és
0.9 kb) detektaltunk. Az M sav RNS markerek (18 S, 28 S) és az rRNS-ek pozicidjat mutatja ugyanannak
a membrannak etidium bromiddal torténd festése alapjan.

A CaM in situ hibridizdcio kontroll kisérletei

A CaM 1, II és III probak specificitdsa varhato volt, hiszen a kivalasztott szekvenciak sem

egymassal, sem barmilyen mis szekvenciaval nem mutattak szignifikins homologiat. A

o
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patkdnyagybol készitett teljes RNS Northern blot analizise a CaM I esetében 2 (4.0 kb és 1.7
kb), a CaM II esetében 1 (1.4 kb), a CaM III esetében 3 transzkriptumot (2.3 kb, 1.9 kb és 0.9
kb) mutatott ki (3. Abra). A szensz probikkal hibridizilva az autoradiogrammokon jelol6dés
nem volt megfigyelhet6 (dbran nem mutatjuk). Az agymetszeteket antiszensz probakkal
hibridizalva egyedi és specifikus megoszlast figyeltiink meg, ugyanakkor a szensz probak
esetében csak nagyon gyenge, nem specifikus megoszlas volt detektalhatd (12.E Abra). A
metszetek RNaz A-val torténd elSkezelése az antiszensz hibridizacid gyakorlatilag teljes elvesz-

tésével jart egytitt (Abran nem mutatjuk).

A CaM mRNS-ek kvantitativ megoszldsa a felnott patkanyagyban

A 3 CaM gén expresszidja a patkdnyagy minden részében megfigyelhets volt (4-6. Abrak,
1. Tablazat). A CaM mRNS-ek legnagyobb mennyiségben a neuronok sejttestjeiben gazdag
sziirkeallomanyban voltak jelen, a fehérallomanyban sokkal kisebb mennyiségben fordultak
eld. Az egyes CaM génekhez tartoz6 mRNS-ek bazilis mennyisége és tertileti megoszlasuk
mintazata altaldban hasonlo volt, bar szamos agytertileten jelentSs, statisztikailag szignifikans
kilonbséget talaltunk. Az alabbiak a 3 CaM gén mRNS-einek részletes, kvantitativ és sejtszintd

megoszlasat adjak a felnétt patkanyagyban élettani kortilmények kozott (Palfi és mtsai., 1999b).

Bulbus olfactorius. A CaM gének ebben a régidoban erésen és differencidltan expresszalodtak
(4.A-4.C Abrik; 1. T4blazat). A CaM mRNS-ek viszonylag nagy mennyiségben voltak jelen a
granularis és mitrdlis sejtek rétegeiben. Ezeken a tertileteken a CaM I és a CaM II mRNS
mennyisége hasonl6 volt, viszont a CaM III mRNS-ekbdl tobb volt a mitralis sejt rétegben és
kevesebb a granuliris sejt rétegben (7.A-7.C Abrak). A glomerularis rétegben alacsonyabb
hibridizacios jelet detektaltunk; a CaM I és a CaM II mRNS-ek mennyisége hasonlo, a CaM III
mRNS-eké azonban szignifikdnsan magasabb volt. A bulbusban a legalacsonyabb expressziot
a kils6 plexiform rétegben mértiik, ahol a transzkriptumok toébbsége a CaM 1 és a CaM 1II
génekhez tartozott. Ezen a tertileten diffaz és pontszerl (egyértelmien sejttestekhez tartozo)

jelolodés is megfigyelhetd volt.
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4. Abra. A CaM mRNS-ek megoszlisinak in situ hibridizicios analizise a felndtt patkanyagyban (rostralis
rész). A koronasiku kriosztat metszeteket a Bregma 6.7 mm (A-C), 2.2 mm (D-F), 0.7 mm (G-I) és -0.4
mm (J-L) magassiagokban készitettiik, majd CaM I- (A, D, G, J), CaM II- (B, E, H, K) és CaM III- (C, F,
I, L) specifikus antiszensz [**S]JcRNS probakkal hibridizaltuk. Az abra reprezentativ jelolt metszetek
pozitiv film autoradiogrammjait mutatja, ahol a sotétebb tertiletekhez erGsebb hibridizacios szignal
tartozik. ac, commissura anterior; Acb, nucleus accumbens; BST, nucleus interstitialis striae terminalis;
cc, corpus callosum; Cg, cingularis cortex; CPu, nucleus caudatus-putamen; Fr, frontalis cortex; Gl,
glomerularis réteg, bulbus olfactorius; Gr, granularis sejt réteg, bulbus olfactorius; HDB, horizontalis
kar, nucleus tractus diagonalis; LS, nucleus septalis lateralis; Mi, mitralis sejt réteg, bulbus olfactorius;
MPA, nucleus preopticus medialis; Par, parietilis cortex; Pir, cortex piriformis; TT, tenia tecta; VDB,
vertikalis kar, nucleus tractus diagonalis. Vonal = 5 mm.
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5. Abra. A CaM mRNS-ek megoszlasinak in situ hibridizacios analizise a felnétt patkanyagyban (kozép-
s6 rész). A koronasika kriosztat metszeteket a Bregma -1.1 mm (A-C), -2.1 mm (D-F), -3.1 mm (G-
és -3.8 mm (J-L) magassagokban készitettiik, majd CaM I- (A, D, G, J), CaM II- (B, E, H, K) és CaM III-
(C, E I, L) specifikus antiszensz [**SJcRNS probakkal hibridizaltuk. Az dbra reprezentativ jelolt metszetek
pozitiv film autoradiogrammjait mutatja, ahol a sotétebb tertiletekhez erésebb hibridizaciés szignal
tartozik. AHi, amygdalo-hippocampalis tertilet; Arc, nucleus arcuatus; BLA, nucleus amygdaloideus
basalis lateralis; DMH, nucleus dorsomedialis hypothalami; GP, globus pallidus; Hb, nucleus habenulae;
HC, hippocampus; SO, nucleus supraopticus; LOT, nucleus tractus olfactorii lateralis; PaV, nucleus
paraventricularis hypothalami; PF, nucleus parafascicularis thalami; PV, nucleus paraventricularis
thalami; Re, nucleus reuniens thalami; Rt, nucleus reticularis thalami; SCh, nucleus suprachiasmaticus;
TC, tuber cinereum; Th, thalamus; VMH, nucleus ventromedialis hypothalami. Vonal = 5 mm.
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6. Abra. A CaM mRNS-ek megoszlasanak in situ hibridizicios analizise a felnétt patkanyagyban (caudalis
rész). A koronasika kriosztat metszeteket a Bregma -6.0 mm (A-C), -7.3 mm (D-F), -9.2 mm (G-D) és
-12.3 mm (J-L) magassagokban készitettiik, majd CaM I- (A, D, G, J), CaM II- (B, E, H, K) és CaM III-
(C,F 1, L) specifikus antiszensz [**S]JcRNS probakkal hibridizaltuk. Az dbra reprezentativ jelolt metszetek
pozitiv film autoradiogrammjait mutatja, ahol a sotétebb tertiletekhez erGsebb hibridizacios szignal
tartozik. CbG, kisagyi glomerularis sejt réteg; CbM, kisagyi molekularis réteg; Cbw, kisagyi fehérallo-
many; CG, substantia grisea centralis; DR, nucleus raphe dorsalis; DTg, nucleus tegmenti dorsalis; IC,
colliculus inferior; 10, oliva inferior; IP, nucleus interpeduncularis; MG, corpus geniculatum mediale;
MnR, nucleus raphe medialis; Oc, occipitilis cortex; PBG, nucleus parabigeminalis; Pn, nuclei ponti;
PnR, nucleus reticularis pontis; PrH, nucleus prepositus hypoglossi; R, nucleus ruber; SC, colliculus
superior; SN, substantia nigra; Te, temporalis cortex; Tr, nucleus trochlearis; TZ, corpus trapezoideum.
Vonal = 5 mm.
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7. Abra. A CaM mRNS-ek megoszlsa és sejtes lokalizacidja a felnétt patkiany bulbus olfactoriusban. A
koronasik kriosztat metszeteket a Bregma -6.0 mm magassagban készitettiik, majd CaM I- (A), CaM
II- (B) és CaM III- (C) specifikus antiszensz [**S]cRNS probakkal hibridizaltuk. Az abra reprezentativ
jelolt metszetek emulzi6 autoradiografias képét sotét latotérben mutatja, ahol a vilagosabb tertiletekhez
er6sebb hibridizacios szignal tartozik. EPI, kiilsé plexiform réteg, bulbus olfactorius; Gl, glomerularis
réteg, bulbus olfactorius; Gr, granularis sejt réteg, bulbus olfactorius; Mi, mitralis sejt réteg, bulbus
olfactorius. A nyilhegyek a kiilsé plexiform réteg sejttestjeihez tartozé jelélédést mutatjak. Vonal =
200 pm.

Cortex cerebri. A CaM gének expresszidja a 2-6. rétegekben viszonylag magas (4.D-4.L,
5.A-5.L, 6.A-6.1 és 8.A-8.C Abrik; 1. Tablazat), ugyanakkor az 1. rétegben alacsony volt. A 2-
6. rétegekben a cingularis, a frontalis és a parietilis kéregben magasabb (38.2-44.3x10%/mm?),
az occipitilis és temporalis kéregben alacsonyabb (28.8-30.1x10%/mm?) CaM III mRNS mennyi-
séget mértlink ugyanezen tertiletek CaM I és CaM II mRNS koépiaszamaival (32.5-36.9x106/
mm?) 6sszehasonlitva. A mozgatokéreg 5. rétegének nagy piramissejtjei jelolédtek a legerdseb-
ben, ez legjobban a CaM II és CaM III expresszidja esetében volt megfigyelhets (8.A-8.C
Abrak). A CaM II mRNS-ek jelolédése elsGdlegesen a sejttestekhez kapcsolodott, ugyanakkor
a CaM I és a CaM III mRNS jelolédés diffazabb volt, ami nemcsak a perikarionokhoz, hanem
a neuropilhez is kapcsolédott (8.D-8.F Abrak). Noha az 1. rétegben gyenge, difftiz jelolcdés
volt megfigyelhets, a CaM mRNS-ek mennyisége jelentésen kiilonbozott (CaM 11 < CaM 111 <
CaM I; 8.D-8.F Abrik). Mindharom CaM gén esetében nagyon erds expresszio volt megfigyel-
het6 a cortex piriformisban (CaM I: 82.8x10%/mm?® = CaM II: 81.3x10%/mm? < CaM I1I: 108.4x10%/
mm?; 4.D-4.L és 5.A-5.L Abrak).

Torzsducok és kapcsolodo teriiletek. Ezeket a régiokat alacsony vagy mérsékelt CaM mRNS

szintek jellemezték (1. Tablazat). A masik két gén mRNS koncentraciéihoz viszonyitva szignifi-

kansan magasabb CaM I mRNS szintet a nucleus accumbensben (4.D-4.F Abrik), CaM II szintet
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a nucleus caudatus-putamenben (4.1-4.L Abrak) és CaM III szintet a globus pallidusban (5.A-
5.C Abrak) talaltunk. Alacsonyabb CaM génexpresszi6 jellemezte a substantia nigra tertiletét
(6.A-6.C Abrik), ahol a zona compacta mRNS tartalma magasabb volt a zona reticularisénal.

Mindhirom CaM gén kozepesen expresszalodott a nucleus ruberben (6.A-6.C Abrak).

CaM | CaM I CaM I

8. Abra. A CaM mRNS-ek megoszlisa és sejtes lokalizicidja a felnétt patkiny mozgatokéregben. A
koronasika kriosztit metszeteket a Bregma —1.1 mm magassagban készitettiilk, majd CaM I- (A, D),
CaMII- (B, E) és CaM III- (C, F) specifikus antiszensz [**SJcRNS probakkal hibridizaltuk. Az A-C panelek
reprezentativ jelolt metszetek emulzid autoradiografias képét vilagos latotérben mutatjak, ahol a
sotétebb terliletekhez er6sebb hibridizacios szignal tartozik. A C panelen téglalappal jelolt tertiletnek
megfeleld tertiletek nagyobb nagyitasban sotét latotérben a D-F paneleken lathatok; itt a viligosabb
tertiletekhez tartozik erGsebb hibridizacios szignal. Cl 1-6, a cortex cerebri 1-6. rétegei. A nyilhegyek
(D-F panelek) az 1. réteg sejttestjeihez tartozo jelolddést mutatjak. Vonalak = 200 pm.
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9. Abra. A CaM mRNS-ek megoszlasa és sejtes lokalizicidja a feln6tt patkiny hippocampus-gyrus
dentatus komplexben. A koronasiku kriosztat metszeteket a Bregma —3.8 mm magassagban készitettiik,
majd CaM I- (A, D), CaM II- (B, E) és CaM III- (C, F) specifikus antiszensz [**SIcRNS probakkal
hibridizaltuk. Az A-C panelek reprezentativ jelolt metszetek emulzié autoradiografias képét vilagos
latotérben mutatjak, ahol a s6tétebb tertiletekhez erGsebb hibridizacios szignal tartozik. Az A panelen
téglalappal jelolt tertiletnek megfelels tertiletek nagyobb nagyitason sotét latotérben a D-F paneleken
lathatok; itt a vilagosabb terliletekhez tartozik erGsebb hibridizaciés szignal. CA1-3, CA1-3
hippocampilis régiok; DG, granuldris sejt réteg, gyrus dentatus; HMol, molekularis rétegek,
hippocampus; Py, piramissejt réteg, hippocampus. A D-F paneleken a hippocampus molekularis
rétegeiben a sejttestekhez tartozo jelolédést nyilhegyek mutatjak. Vonalak = 200 pm.

Limbikus tertiletek. Ezekben a régiokban a CaM gének expresszidja a mérsékelttdl az erSsig
valtozott (1. Tablazat). A hippocampus-gyrus dentatus komplexben nagyon erds és differencialt
expressziot detektiltunk (5.D-5.L és 6.A-6.C Abrik). Mindhdrom CaM gén mRNS-ei nagyon
magas koncentracioban voltak jelen a CA3 piramissejt rétegben (86.3-87.9x10%/mm?; 9.A-9.C
Abrik). Valamivel alacsonyabb mRNS szinteket taliltunk a CA1 és CA2 piramissejt rétegekben,
ahol a CaM I és CaM III mRNS-ekhez viszonyitva (56.6-61.3x10%/mm?) a CaM II mRNS-ek
mennyisége (66.5-69.6x10%/mm?) szignifikinsan magasabb volt. A gyrus dentatus granularis
sejtiei ugyancsak differencialt expressziot mutattak (CaM I: 90.2x10%/mm?, CaM II: 59.3x10%/
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mm? és CaM III: 47.6x10%mm?). A hippocampus molekularis rétegeiben viszonylag alacsony,
de génenként szignifikinsan kiilonb6z6 (CaM II < CaM III < CaM D) expressziot talaltunk,
ahol az autoradiografias jel elsédlegesen a neuropilhez, néha a sejttestekhez is kapcsolodott
(9.D-9.F Abrak). A nucleus septalis lateralisban a CaM I mRNS-ek képiaszama szignifikdnsan
meghaladta a CaM II és a CaM III mRNS-ekét (4.J-4.L és 10.A-10.C Abrak). A differencialt
mRNS koncentracié a nucleus tractus diagonalis vertikalis (4.G-4.1 Abrak) és horizontilis (4.]-
4.L Abrak) karjaiban is nyilvanval6 volt. Ezen a teriileten a CaM I expresszitja alacsony, a
CaM II-é kozepes, mig a CaM III-€ erss volt. A nucleus amygdaloideus basalis lateralisban
(5.D-5.F Abrak) a CaM III, az amygdalo-hippocampalis teriileten (5.J-5.L Abrak) pedig a CaM
I mRNS tartalom volt jelentésen magasabb a masik két CaM mRNS-¢éhez viszonyitva. A CaM I
mRNS-ek szama a nucleus habenulae medialis és lateralis teriiletén hasonl6, a CaM 11, de
kilonosen a CaM III mRNS-eké viszont a nucleus habenulae medialisban szignifikinsan
magasabb volt (5.G-5.L és 10.D-10.F Abrak). Magas CaM mRNS képiaszamokat (CaM I = II <
[11) mértiink a tenia tectaban (4.D-4.F Abrak) és a nucleus tractus olfactorii lateralisban (5.A-
5.C Abrak). Differencidlt expresszids mintazat jellemezte a nucleus interstitialis striae terminalist
(CaM I < CaM II = CaM III; 4.J-4.L Abrak) és a subiculumot is (CaM I < CaM III < CaM ID).

Thalamus. A thalamikus magokat altalaban mérsékelt CaM mRNS koncentricio jellemezte
(1. Tablazat). Magasabb és differencialt expressziot talaltunk a nucleus parafascicularisban
(CaM II < CaM III < CaM I; 5.J-5.L Abrik) és a nucleus paraventricularisban (CaM II = CaM III
< CaM ; 5.J-5.L Abrik). Alacsonyabb expresszi6t mértiink a nucleus reticularis (CaM II < CaM
[ = CaM IIT; 5.G-5.1 Abrak), a nucleus reuniens (5.G-5.1 Abrak) és a corpus geniculatum mediale
tertiletén (6.A-6.C Abrak).

Hypothalamus. Mérsékelt, am differencialt CaM génexpresszio jellemezte a hypothalamikus
magokat (1. Tablazat). Valamivel alacsonyabb CaM I, mint CaM II és CaM III mRNS szint volt
meérhet6 a nucleus arcuatusban, a nucleus dorsomedialisban és nucleus ventromedialisban
(5.G-5.1 Abrak). Ugyancsak kiilonbozé CaM mRNS képiaszamok jellemezték a nucleus
preopticus medialist (CaM I < CaM II < CaM III; 4.J-4.L Abrik), a nucleus suprachiasmaticust
(CaMII < CaM Il < CaM I; 5.A-5.C és 10.G-10.1 Abrik), a nucleus supraopticust (CaM II < CaM
I=CaMIII, 5.A-5.F és 10.G-10.1 Abrik), a nucleus supraopticus pars retrochiasmaticusat (CaM
II <CaM 1 < CaM IID), a nucleus paraventricularis hypothalamit (CaM I < CaM II < CaM I1I, 5.D-
5.F Abrak) és a tuber cinereumot (CaM I = CaM II < CaM III; 5.D-5.F Abrak).

Kozépagy-agytérzs. Ezeken az agyteriileteken altalaban mérsékelt CaM mRNS tartalmat

mértiink (1. Tablazav). Differencialt mRNS megoszlas jellemezte a colliculus superiort (CaM II

=~ CaM III < CaM D). A stratum griseum superficialeban kozepes, a stratum opticumban erésebb
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10. Abra. A CaM mRNS-ek megoszldsa és sejtes lokalizicioja a felndtt patkanyagy kiilonboz6 teriiletein.
A koronasiku kriosztat metszeteket a Bregma -0.4 mm (A-C), -3.1 mm (D-F), -1.1 mm (G-D) és -6.0 mm
(J-L) magassagokban készitettiik, majd CaM I- (A, D, G, ), CaM II- (B, E, H, K) és CaM III- (C, F, I, L)
specifikus antiszensz [**S]cRNS probakkal hibridizaltuk. Az dbra reprezentativ jelolt metszetek emulzid
autoradiografias képét sotét latotérben mutatja, ahol a vilagosabb tertletekhez erésebb hibridizacios
szignal tartozik. LHb, nucleus habenulae lateralis; LS, nucleus septalis lateralis; MHb, nucleus habenulae
medialis; Op, stratum opticum colliculi superioris; ox, chiasma opticum; SCh, nucleus suprachi-
asmaticus; SO, nucleus supraopticus; SuG, stratum griseum superficiale colliculi superioris. Vonalak
=200 pm.
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11. Abra. A CaM mRNS-ek megoszlisa és sejtes lokalizacioja a feln6tt patkany cortex cerebelliben. A
koronasika kriosztit metszeteket a Bregma —12.3 mm magassagban készitettiik, majd CaM I- (A, D),
CaM II- (B, E) és CaM I1I- (C, F) specifikus antiszensz [*SJcRNS probakkal hibridizaltuk. Az A-C panelek
reprezentativ jelolt metszetek emulzioé autoradiogrifias képét vilagos latotérben mutatjak, ahol a
sotétebb tertiletekhez erGsebb hibridizacids szignal tartozik. A D-F paneleken ugyanezen teriletek
sotét latotérben lathatok; itt a vilagosabb tertiletekhez tartozik magasabb hibridizacids szignal. CbG,
kisagyi glomerularis sejt réteg; CbM, kisagyi molekularis réteg; Cbw, kisagyi fehérallomany. A B panelen
nyilhegyek jelolik a Purkinje sejttesteket. Vonal = 200 pm.

volt az expresszi6 (6.A-6.F és 10.J-10.L Abrik). Differenciilt expresszi6 jellemezte tovabbi a
raphe magokat (CaM I < CaM II = CaM III; 6.D-6.F Abrik), a corpus trapezoideumot (CaM I =
CaM III< CaM I; 6.G-6.1 Abrik) és a nucleus parabigeminalist (CaM II < CaM I = III; 6.D-6.F
Abrik). Nem differencialt CaM génexpresszi6 jellemezte a substantia grisea centralist (6.D-
6.F Abrik), a colliculus inferiort (6.G-6.I Abrak), a nucleus tegmenti dorsalist (6.G-6.1 Abrak),

az oliva inferiort (6.J-6.L Abrdk), a nucleus interpeduncularist (6.A-6.C Abrik), a nuclei pontit



(6.D-6.F Abrak), a nucleus reticularis pontist (6.G-6.1 Abrak), a nucleus prepositus hypoglossit
(6.J-6.L Abrik) és a nucleus trochlearist (6.D-6.F Abrak).

Cerebellum. Az agynak ebben a részében nyilvanval6 volt a differencialt CaM mRNS
megoszlas (1. Tablazat). A granularis sejt rétegben magas volt a CaM I (49.4x10%/mm?) és a
CaM 1II (56.1x10%/mm?), de alacsony a CaM III (23.8x10°/mm?) expresszitja (6.J-6.L Abrak). A

molekuldris réteget igen alacsony, de egymastol szignifikdnsan kiilonb6z6 CaM mRNS kopia-
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12. Abra. A CaM mRNS-ek megoszlisa és sejtes lokalizicidja az oldalsé agykamriban. A koronasikd
kriosztat metszeteket a Bregma —0.4 mm magassagban készitettiik, majd CaM I- (A), CaM II- (B) és
CaM III- (C) specifikus antiszensz és CaM III szensz (E) [**SIcRNS probakkal hibridizaltuk. Az A-C
panelek reprezentativ jelolt metszetek emulzi6 autoradiografias képét sotét latotérben mutatjik, ahol
a vilagosabb terliletekhez erGsebb hibridizacids szignil tartozik. Az A-C és E paneleknek megfelels
toluidinkékkel festett metszet fényes latotérben késziilt képét a D panel mutatja. cc, corpus callosum;
ChP, plexus choroideus; CPu, nucleus caudatus-putamen; Ep, ependyma; LS, nucleus septalis lateralis;
LV, ventriculus lateralis. Vonal = 200 um.
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szamok jellemzték (CaM II < CaM III < CaM I; 11.D-11.F abrak). A nagy felbontast emulzios
autoradiografia nagyon er6s CaM II, valamint gyengébb CaM I és kiilondsen gyenge CaM 111
expressziot mutatott ki a Purkinje sejtekben (11.A-11.F Abrik).

Febérallomany. Noha a CaM mRNS-ek elsGsorban a sziirkedllomanyban dominaltak,
alacsony mRNS kopiaszamoknak megfelel6 (1. Tablazat), de egyértelmiien specifikus jel volt
mérhet6 az agy fehérallomanybol felépils részeiben, igy pl. a commissura anteriorban (4.]-
4.L Abrik), a corpus callosumban (4.D-4.L, 5.A-5.L és 6.A-6.F Abrak) és a kisagyi fehérallo-
manyban is (6.J-6.L Abrak).

Agykamrak. Mérsékelt CaM génexpresszid volt megfigyelheté a plexus choroideusban
(CaM I < CaMII < CaM III; 1. Tabldzat). Az emulzidval bevont metszetek vizsgalata alapjan a
kamrakat bélel6 ependyma sejtek mRNS tartalma mennyiségét tekintve hasonl6 volt a a plexus
choroideusban mérthez (12.A-12.C Abrak).

A CaM mRNS-ek sejt-specifikus eloforduldasa a felnott patkanyagyban

A fentiekben részletesen targyalt agytertlet-specifikus CaM génexpresszié hatterében
nyilvanval6an az idegsejtek egyedi expresszids mintdzata, valamint a kiillonb6zs agytertileteket
felépitd idegsejttipusok eltérd osszetétele all. A film, de killondsen az emulzios autoradiografia
feloldasa lehet&vé teszi bizonyos sejttipusok azonositasat és igy azok expresszidjanak sejtszintd
jellemzését. Erre akkor nyilik lehet6ség, ha 1) egy sejttipus jol definidlt réteget alkot (pl. a
bulbus olfactorius mitrilis sejtjei, 7.A-7.C Abrik; a hippocampus piramissejtjei, 9.A-9.F Abrak;
a gyrus dentatus granuldris sejtjei, 9.A-9.C Abrak; az ependyma sejtek, 12.A-12.D Abrak); 2) a
sejtek olyan réteget vagy magot alkotnak, amelyben valamelyik sejttipus jelent6s talstlyban
van (pl. a bulbus olfactorius granularis sejt rétege, 7.A-7.C Abrik; a kisagy granuldris sejt
rétege, 11.A-11.F Abrik; a nucleus supraopticus, 10.G-10.I Abrik; a fehérallomany, 4-6. Abrak);
3) az egyedi sejtek expresszidja a kornyezettd! jelentdsen eltér (pl. a mozgatdkéreg nagy
piramissejtjei, 8.A-8.C Abrik; a kisagyi Purkinje sejtek, 11.A-11.F Abrak).

Az ilyen tipust vizsgalatok azt mutattak, hogy a kilonbozo idegsejttipusok kozott jelentés
expresszios kiilonbségek vannak (lasd a fentebb felsorolt szlirkeallomany tertiletek mRNS
kopiaszamait az 1. Tablazatban). A CaM III mRNS-ek megoszlasi értékeibdl néhany példat
kiragadva — 23.8x10%mm? (kisagy granularis sejtjei), 34.3x10%/mm? (nucleus supraopticus
magnocellularis sejtied), 50.5x10%mm? (bulbus olfactorius mitralis sejtjei) és 86.7x10%/mm?
(hippocampus CA3 piramissejtjei) —lathato, hogy a kiilonb6z6 idegsejtek mRNS tartalma kozotti
kilonbség megkozeliti a négyszerest.

A harom CaM gén expresszidjat adott idegsejttipusban megvizsgalva ugyancsak jelent6s
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eltéréseket taldltunk (1. Tablazat). Megkozelit6leg kétszeres mRNS kopiaszam kiilonbségeket
mértiink a gyrus dentatus granularis (CaM I: 90.2x10%/mm?, CaM II: 59.3x10%/mm? és CaM III:
47.6x10%/mm?), a nucleus supraopticus magnocellularis (CaM I: 37.1x10%mm?3, CaM II:
17.0x10%mm? és CaM III: 34.3x10% mm?) és a kisagy granularis sejtjeiben (CaM I: 49.4x10%/
mm?, CaM II: 56.1x10%/mm? és CaM III: 23.8x10%/mm?). A cortex cerebri 5. rétegében a nagy
mozgatoneuronok expresszios mintdzata: CaM I < CaM III < CaM I, a kisagyi Purkinje sejteké
pedig: CaM III < CaM I < CaM II (kvalitativ adatok).

A kilonboz6 fehérallomany tertileteken (1. Tablazat) elsédlegesen az oligodendrocitakhoz
és/vagy az axonokhoz tartoz6 nagyon alacsony CaM génexpresszio a jellemzd (1.5-5.4x10°%/
mm?; altaldban CaM I = CaM II < CaM IID), ugyanakkor az ependymasejtekben (kvalitativ
adat) ennél joval magasabb expresszi6 figyelhetd meg.

A fentieket 0sszefoglalva megallapithatjuk, hogy a killonb6z6 idegsejttipusok kozott, illetve
adott sejttipuson beliil, a 3 CaM gén kozott szignifikins expresszios kiillonbségek vannak. A
glidlis expresszi6 az oligodendrocitak esetében nagyon alacsony, az ependyma sejtekben

viszont joval magasabb.

A CaM mRNS-ek in vivo intracellularis lokalizdacidja a felnott patkanyagyban

Az agy egyes terlleteinek réteges felépitése miatt az idegsejtek kiilonb6z6 kompartmentjei
(sejttestek, dendritek és axonok) elkilonilt rétegeket alkothatnak. A sejttesteket tartalmazo
rétegek kozé tartoznak a cortex cerebri 2-6. rétegei (8.A-8.F Abrik), a kisagyi granularis és
Purkinje sejtek rétegei (11.A-11.F Abrik), a hippocampus piramissejt rétege (9.A-9.F Abrak)
és a bulbus olfactorius granularis és mitralis sejt rétegei (7.A-7.C Abrak). Ezeken a teriileteken
viszonylag magas CaM mRNS koncentriciot figyeltiink meg (1. Tablazat). Alacsonyabb, de
egyértelmien specifikus hibridizdciot detektiltunk olyan, féként dendriteket tartalmazo
teriileteken, mint a cerebralis (8.D-8.F Abrak), a cerebellaris (11.D-11.F Abrak) és a
hippocampilis (9.D-9.F Abrik) molekularis rétegek, illetve a bulbus olfactorius kiilsé plexiform
rétege (7.A-7.C Abrik). Ezeken a teriileteken feltehetéen a neuropilhez tartozo, elsédlegesen
diffaz eziistszemcse megoszlast talaltunk, bar néha a sejttestekhez tartoz6 pontszert jelolédés
is megfigyelhetd volt (7.A-7.C, 8.D-8.F és 9.D-9.F Abrak). Difftiz hibridizacios szignil a cortex
cerebri 2-6. rétegeinek erdsen jelolt sejttestjei kozott is lathato volt (8.D-8.F Abrak). A dendrit-
gazdag terlleteken a CaM mRNS-ek mennyisége jelentGsen és azonos moédon kilonbozott
(CaM II < CaM III < CaM II; 1. Tablazat). A fehérallomanyban, amelyet elsédlegesen axonok
és oligodendrocitik épitenek fel, nagyon alacsony CaM mRNS tartalmat mértiink (1. Tablazat).
Mindezek alapjan a CaM mRNS-ek nemcsak a sejttestben vannak jelen, hanem CaM géntdl
fuggd, differencialt médon (CaM II < CaM 1II < CaM D a dendritekbe is transzlokalddnak,

ugyanakkor az axonalis lokalizicié nem jellemzé.

40



1. Tablazat. A CaM mRNS-ek kopiaszamai a patkidnyagyban (x 10° + SD)

agyi régio CaM I CaM II CaM III
bulbus olfactorius:
ext. plexiform réteg | 9.51 + 1.73* 5.78 £ 8.15° 10.60 + 1.97
glomerularis réteg | 15.40 + 2.11 15.84 + 1.93Y 23.90 + 2.34¢
granularis réteg | 38.83 + 5.53 41.75 + 5.45° 30.60 + 2.69¢
mitralis sejt réteg | 39.55 + 5.10 40.70 + 6.08° 50.50 + 3.83¢
cortex cerebri (1. réteg):
frontalis | 13.64 + 1.38" 5.09 + 0.43" 8.31 + 1.49¢
cortex cerebri (2-6. rétegek):
cingularis | 33.56 + 4.52 36.56 + 4.57° 44.28 + 3.94¢
frontalis | 33.05 + 5.75 36.91 + 4.09 41.63 + 4.59¢
parietalis | 32.48 + 3.38 36.88 + 4.95 38.16 + 3.77¢
occipitalis | 35.12 + 5.53 36.54 + 5.74° 28.81 * 3.35¢
temporalis | 36.02 + 4.61 35.21 £ 9.76 30.11 + 2.42¢
cortex piriformis: 80.80 + 14.13 78.20 + 6.59" 104.12 + 7.69¢
basalis ganglionok és kapcsol6 do régidk:
nucleus accumbens | 25.86 + 3.05 21.58 + 3.33 20.82 + 1.11¢
nucleus caudatus-putamen | 17.54 + 2.02° 24.04 £ 2.34° 17.18 + 2.39
globus pallidus | 5.51 + 0.53 5.55 +0.85" 10.42 + 1.17¢
zona compacta, substantia nigra | 13.41 + 1.02 12.91 £ 1.39 15.71 + 3.28
zona reticularis, substantia nigra | 9.05 £ 0.72 9.42 + 1.54 10.49 + 1.37¢
nucleus ruber | 21.15 + 3.42 19.14 + 3.44 21.28 £ 2.54
limbikus régio k:
CA1 piramissejt réteg, hippocampus | 59.37 + 7.66 69.56 + 5.46° 61.26 +5.83
CA2 piramissejt réteg, hippocampus | 56.62 + 6.62* 66.46 + 5.79" 57.67 £ 3.53
CA3 piramissejt réteg, hippocampus | 87.94 + 14.59 86.34 + 14.48 86.68 + 7.07
molekularis réteg, hippocampus | 11.87 + 1.47* 3.21 + 0.56° 6.29 + 0.85¢
granularis sejt réteg, gyrus dentattus | 90.20+10.83" 59.34 + 8.84" 47.55 + 8.50¢
amygdalo-hippocampalis area | 43.62 + 4.77° 28.01 + 3.48 27.30 + 3.45¢
nucleus amygdaloideus basalis lateralis | 34.16 + 5.28 30.94 £ 5.11° 47.87 +5.13¢
nucleus interstitialis striae terminalis | 16.36 + 1.42° 21.77 + 2.64 2397 £ 1.93°
nucleus habenulae lateralis | 14.07 + 1.67 13.89 + 1.21° 17.15 + 1.84¢
nucleus habenulae medialis | 14.94 + 2.97¢ 23.24 + 3.35° 33,72 + 2.89°
nucleus septalis lateralis | 34.08 + 4.57* 17.87 + 1.96 19.37 + 4.00¢
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agyi régi6 CaM I CaM II CaM III
horizontalis kar, nucleus tractus diagonalis | 15.84 + 1.58" 21.73 + 3.14° 33.03 + 2.31¢
vertikalis kar, nucleus tractus diagonalis | 13.91 + 0.97* 22.92 + 3.59> 31.07 + 2.35¢
nucleus tractus olfactorii lateralis | 60.56 + 8.65 64.09 £ 9.51° 75.79 + 10.89¢
subiculum | 26.76 + 2.68* 45.37 £ 5.86° 35.66 + 3.85¢
tenia tecta | 66.49 + 8.92 55.33 + 8.66 77.87 £ 9.53
thalamus:
teljes area | 18.57 + 0.99* 15.66 + 2.05° 18.75 % 1.97
nucleus parafascicularis thalami | 51.76 + 6.16* 26.18 + 4.03" 32.74 + 2.77¢
nucleus paraventricularis thalami | 34.01 + 2.72° 26.51 +3.24 24.80 + 3.96¢
nucleus reticularis thalami | 24.81 + 1.46" 12.37 + 0.94° 22.92 + 2.44
nucleus reuniens thalami | 24.07 + 1.18 20.47 + 4.35 22.90 + 4.92
corpus geniculatum mediale | 20.23 + 1.67 20.27 + 3.62 17.36 + 2.14
hypothalamus:
nucleus arcuatus | 20.70 + 3.69° 25.52 + 3.19 22.64 + 2.46
nucleus dorsomedialis hypothalami | 15.77 + 1.58° 18.19 £1.25 16.95 + 3.24
nucleus preopticus medialis | 21.66 + 2.70° 28.13 + 3.84° 39.88 + 3.28¢
nucleus paraventricularis hypothalami | 21.11 + 1.94* 25.24 £+ 2.43° 32.4 + 3.55¢
nucleus suprachiasmaticus | 27.71 + 5.06" 14.28 + 1.51° 19.13 £ 2.45¢
nucleus supraopticus | 37.05 + 5.05° 16.96 + 1.98° 34.29 + 2.80¢
pars retrochiasmaticus, nucleus supraopticus | 12.47 + 2.37¢ 8.16 + 2.59° 20.57 £ 2.95°
tuber cinereum | 13.22 + 2.14 13.94 + 2.24° 18.62 + 1.29¢
nucleus ventromedialis hypothalami | 25.70 + 2.59¢ 30.28 + 3.74 30.07 £ 4.72
mesencephalon - medulla oblongata:
medulla, teljes area | 17.48 = 1.15° 13.25 + 1.81 16.94 + 2.23
stratum opticum colliculi superioris | 48.16 + 4.66* 29.59 + 2.59° 26.16 + 3.02¢
stratum griseum superficiale colliculi superioris | 25.09 + 1.84" 21.10 +2.19 20.88 £ 1.50°
substantia grisea centralis | 18.28 + 2.75 18.54 + 2.04 20.21 £ 1.91
colliculus inferior | 20.95 + 2.26 18.69 + 2.36 18.45 + 2.74
nucleus tegmenti dorsalis | 39.12 + 8.08 35.10 + 3.81 39.56 + 4.47
oliva inferior | 18.37 + 2.70 18.75 £2.17 19.50 + 3.01
nucleus interpeduncularis | 14.46 + 3.19 15.49 + 1.59 14.98 + 1.60
corpus trapezoideum | 25.73 + 2.88° 21.98 + 2.28 24.36 + 5.20
nucleus parabigeminalis | 37.61 + 3.17* 28.32 + 4.75° 34.44 + 3.79
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agyi régio CaM I CaM II CaM III
nuclei ponti | 37.47 + 3.93 32.45 + 4.20 39.01 + 8.25
nucleus reticularis pontis | 16.19 + 2.67 13.40 + 1.53 15.43 +2.30
nucleus prepositus hypoglossi | 33.55 + 2.59 29.44 + 1.79 33.83 £ 5.77
raphe nuclei | 23.84 + 4.98" 29.63 + 2.63 27.61 + 3.02
nucleus trochlearis | 28.32 + 3.64 30.07 + 3.39 31.79 £ 2.94
cerebellum:
granularis sejt réteg | 49.41 + 3.60 56.09 + 8.81° 23.77 + 3.54°
molekularis réteg | 9.40 + 1.18* 4.78 £ 0.76" 7.90 + 1.01¢
fehérallomany:
commissura anterior | 2.86 + 0.55 3.44 £ 0.37° 4.71 + 1.10¢
corpus callosum | 3.86 + 0.60 3.75 £ 0.50° 4.41 + 1.13¢
capsula interna | 2.50 + 0.28 2.81 + 0.82° 4.79 + 0.59°
tractus pyramidalis | 1.51 + 0.48 1.97 £:0.75 2.55 £:0.85¢
commissura fornicis ventralis | 2.76 + 0.49 3.18 + 1.14° 542 % 1.15¢
cerebellaris fehérdlomany | 2.21 + 0.50° 3.53£0.76 312+ 143
plexus choroideus: 17.57 + 1.83° 20.81 + 2.39° 26.00 + 3.14¢

1. Tablazat. Ot patkdnyagybol 12 kiiléonb6z6 magassiagban koronasikt kriosztat metszeteket készi-
tettlink, azokat CaM I, CaM II és CaM III specifikus antiszensz [**SIcRNS probakkal hibridizaltuk, majd
autoradiografias filmre exponaltuk. A film autoradiogrammokat szamitogépes mikrodenzitometriaval
értékeltiik. A kvantifikaci6hoz a metszeteket szovet-ekvivalens radioaktivitasra kalibralt membran
standard sorozatokkal koexpondltuk. A probik specifikus aktivitisat meghataroztuk, majd a kiilonb6z6
agyteriiletek sotétségéhez tartozo6 radioaktivitds értékeket a hibridizalt probak koépiaszamava
alakitottuk. A tablazat az 1 mm? szovet térfogatra vonatkozo hibridizalt kopiaszamokat (x 10° = SD)
mutatja. *: szignifikdns kiilonbség a CaM I és a CaM II kopiaszamok kozott; : szignifikins kiilonbség
a CaMII és a CaM Il kopiaszamok kozott; < szignifikdans kiilonbség a CaM I és a CaM 111 kopiaszamok
kozott; p < 0.01 (Student-féle kétmintas ¢-teszt).
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A CaM mRNS-ek detektdaldsa és intracellularis lokalizdcioja embriondlis patkdany striatum
immortalizalt sejtvonala (M26-1F) sejtjeiben

Az M26-1F sejtek 33°C-on tenyésztve jellegzetes fibroblasztszert morfologiat mutattak (13.A
Abra). Az antiszensz [*S]JcRNS probakkal hibridizilva a sejteket specifikus, a sejtekhez
kapcsolodo szignal volt megfigyelhets (13.B-13.D Abrik; Palfi és mtsai., 1999a). A CaM
génspecifikus riboprobik mind a sejtek szémajat, mind azok nyulvanyait megjelolték (13.B
és 13.C Abrik). Neuronokra jellemzé erds jel volt megfigyelheté a CaM I és CaM II mRNS-ek
hibridizacidja sordn (13.B és 13.C Abrik), ugyanakkor a CaM III mRNS-ek j6val kisebb
mennyiségben voltak jelen (13.D Abra).

13. Abra. A CaM mRNS-ek sejtes lokalizicioja az M26-1F sejtvonal sejtjeiben. A sejteket 3 napig 33°C-
on tenyésztettiik (A: safraninnal feltlfestett sejt), majd CaM I- (B), CaM II- (C) és CaM III- (D) specifikus
antiszensz [**S]JcRNS prébakkal hibridizaltuk. A hibridizacios jel mind a sejttestek, mind a nyalvanyok
felett megfigyelhetd, igen erés a CaM I (B) és a CaM 1II (C), ugyanakkor gyengébb a CaM III (D)
esetében. A nyilak a sejtek nyulvianyait mutatjak. Vonal = 25 um.
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A CaM génexpresszio szabalyozasa a hypothalamikus magnocellularis magokban 10 napos

vizmegvondast kévetdoen

A hibridizalt antiszensz [**S]cRNS probak mennyiségét dsszehasonlitottuk a viztél megvont
és a kontroll allatok kiilonb6zé agytertiletei kozott (2. Tablazat). A vizsgalt hypothalamikus
teriiletek a nucleus supraopticus (14.A-14.C Abrak: kontroll; 14.D-14.F Abrak: vizt6l megvont),
a nucleus paraventricularis hypothalami (15.A-15.C Abrik: kontroll; 15.D-15.F Abrak: viztsl
megvont) és a nucleus suprachiasmaticus voltak (ez utébbi vazopresszinerg, de nem magno-
celluldris mag; 14.A-14.C Abrik: kontroll; 14.D-14.F Abrik: vizmegvont). Emellett szimos extra-
hypothalamikus régioban is megmeértiik a CaM mRNS-ek mennyiségének valtozasat (Palfi és
Gulya, 1999).

A 10 napos vizmegvonast kovetSen a legtobb agytertileten, beleértve a hypothalamikus
paraventricularis és suprachiasmaticus magokat is, a kontroll allatok értékeihez viszonyitva
megtartott, vagy kissé, am szignifikansan csokkent (max. 15%-kal) CaM mRNS kopiaszamokat

CaM | ~ CaMII CaM Il

14. Abra. A 10 napos vizmegvonis hatdsa a CaM gének expresszidjara a nucleus supraopticus és a
nucleus suprachiasmaticus magassigidban. A koronasika kriosztit metszeteket a Bregma -1.3 mm
magassagban készitettiik, majd CaM I- (A és D), CaM II- (B és E) és CaM III- (C és F) specifikus
antiszensz [**SJcRNS probakkal hibridizaltuk. Az A-C panelek kontroll allatok agyabol, a D-F panelek
10 napig vizt6l megvont allatok agyabdl késziilt metszetek autoradiogrammjait mutatjak. cc, corpus
callosum; CPu, nucleus caudatus-putamen; ctx, cortex cerebri; fi, fimbria hippocampi; GP, globus
pallidus; Hy, hypothalamus; ic, capsula interna; ox, chiasma opticum; SCh, nucleus suprachiasmaticus;
SO, nucleus supraopticus; Th, thalamus; vhe, commissura fornicis ventralis. A nyilhegyek a két relevans
hypothalamikus magot mutatjik. Vonal = 5 mm.
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mértiink (14 és 15 Abrak; 2. Tablazat). Ezzel ellentétben a nucleus supraopticusban a harom
CaM gén expresszidja a viztél megvont dllatokban megemelkedett (CaM I: 138%, CaM II:
126% és CaM III: 169%; p < 10°). Az expresszid novekedés mértéke a CaM I - CaM 111 (138%
és 169%) és a CaM 1II - CaM III (126% és 169%) parok esetében szignifikinsan kiilénbozott
(p< 103).

CaM | CaMll CaM il

15. Abra. A 10 napos vizmegvonds hatdsa a CaM gének expressziojira a nucleus paraventricularis
magassagiban. A koronasiku kriosztat metszeteket a Bregma -1.8 mm magassagban készitettiik, majd
CaM I- (A és D), CaM II- (B és E) és CaM III- (C és F) specifikus antiszensz [**SIcRNS probakkal
hibridizaltuk. Az A-C panelek kontroll dllatok agyabol, a D-F panelek 10 napig vizt6l megvont allatok
agyabol késziilt metszetek autoradiogrammjait mutatjak. BLA, nucleus amygdaloideus basalis lateralis;
cc, corpus callosum; CPu, nucleus caudatus-putamen; ctx, cortex cerebri; fi, fimbria hippocampi; HC
hippocampus; Hy, hypothalamus; PaV, nucleus paraventricularis hypothalami; Th, thalamus. A
nyilhegyek a nucleus paraventricularis hypothalamit mutatjak. Vonal = 5 mm.
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2. Tablazat. A 10 napos vizmegvonas hatdsa a patkanyagy kiilénbozs tertileteinek CaM mRNS
kopiaszamaira (x 10° £ SD)

agyi régid CaM 1 CaM I CaM II CaM II CaM III CaM III

kontroll vizt61 megvont | kontroll vizt6] megvont | kontroll vizt6] megvont

frontalis cortex | 33.03 £ 5.75 30.43 + 3.20 36.91 + 4.09 28.89 +2.65 (9 |41.62 +4.59 31.03 + 3.60 (9

parietalis cortex | 32.47 + 3.38  33.26 £ 5.03 36.88 £4.95  31.60 +£4.63 (9 |38.27+3.77  30.90 £ 2.29 ()

cRmlex 82.83 + 1.40  74.25 + 8.47 81.31+11.76 66.52+11.2 (9 | 100.81 +8.51 84.70 + 1.42 (9
piriformis

S 25.86+3.05 21.74+206 (9 |21.58+333  19.77 + 3.09 20.82+1.11 1525+ 201 ()
accumbens

nucl. caudatus- | 10034 217 1476+ 136 (0 |2459+290 2021231 (O | 1658244 1334+ 1.50 O
putamen

globus pallidus | 58.13 + 6.24  55.34 + 5.95 56.93 +7.13 5691 + 1.02 104.43 + 1.23  100.30 + 8.63

CA1 piramissejt

g . 59.39 +7.66  51.88 +9.09 69.56 + 546 6295+ 6.47 (9 [61.35+583  56.16 + 5.89
réteg, hippoc.

CA2 piramissejt

B ’ 56.62+ 6.62  46.49 £6.08 (9 | 66.46 £5.79  56.90 £ 6.43 (9 |[57.67 £3.53 5197 +7.04 (9
réteg, hippoc.

CA3 piramissejt

5 ; 87.94 + 1.46  84.67 + 8.48 86.34 + 1.45  83.90 + 1.23 86.68 +7.07  85.07 + 1.09
réteg, hippoc.

gyrus dentatus | 90.20 £ 10.84 85.89 + 9.51 59.34 + 8.84  54.37 £5.52 47.55 +850  41.46 + 3.77

thalamus (teljes

ceall 1872+ 440 17.45+2.69  [19.00+274 1602+1.68 () 2594+ 198 24.64 +2.14
nucleus

supraopticus | 3394489 4685251 (+) | 18244252 2304+ 144 (+) |3352£354 5657 £3.80 (+)
nucl.

suprachiasm. 2645 4.73 23.51+2.09 (9 |13.26 + 1.42 12.13 £ 1.70 16.77 £ 2.71 15.57 £ 2.93
nucl. paraventr. |, 064 107 1819234  |23.614217 2129£240 | 30584379 2743 +1.79

hypothalami
nuclei pontis 37.47+393 3622+ 1.84 32.45+4.20  30.28 +3.59 39.01 £825  35.96 +4.01

medulla

; 17.55 £1.15 13:29 + 2,12 (9 | 13.25 £ 1.81 11.65 + 1.89 16.96 + 2.23 15.29:x 5.33
(teljes area)

granularis sejt r.

49.41 £3.60 37.02+3.53 (9 [56.01 £+8.81 52.08 +6.63 2385 +3.54  20.86+ 250 (9
cerebellum

2. Tablazat. Ot kontroll és 5, 10 napig viztél megvont patkdny agyabol kiilénb6z6 magassagokban
koronasiku kriosztat metszeteket készitettiink, azokat CaM I, CaM II és CaM III specifikus antiszensz
[**SIcRNS prébakkal hibridizaltuk, majd autoradiografias filmre exponaltuk. A film autoradiogrammokat
(adott agytertileten minden allatban 4 fiiggetlen mérés) szamitogépes mikrodenzitometriaval értékeltiik.
A kvantifikdcidhoz a metszeteket kalibralt membrin standard sorozatokkal koexponaltuk. A probak
specifikus aktivitisit meghataroztuk, majd a kiilonb6z6 agytertiletek sotétségéhez tartozo radioaktivitas
értékeket a hibridizdlt probak koépiaszamava alakitottuk. A tdblazat az 1 mm?® szovet térfogatra
vonatkozoé hibridizalt kopiaszamokat (x 10° £ SD) mutatja. (-): a kontroll értékhez viszonyitva
szignifikdnsan alacsonyabb mRNS szint (p < 0.01, Student-féle kétmintas f-teszt). (+): a kontroll
értékhez viszonyitva szignifikinsan magasabb mRNS szint (p < 0.01, Student-féle kétmintas f-teszt).
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MEGBESZELES
A film autoradiogrdfia modellje és alkalmazdsa

Az autoradiogrifias film altalunk detektilt szenzitometrikus gorbéje a mas szerzok altal
leirtakhoz hasonl6 volt (Davenport és mtsai., 1988; Ito és mtsai., 1995; Kuhar és Unnerstall,
1985; Unnerstall és mtsai., 1982). Az autoradiografias adatok interpolalasara és a standardok
kalibralasara az eddig hasznalt empirikusan valasztott fiiggvényekkel ellentétben (Miller és
mtsai., 1988; Pan és mtsai., 1983; Sokoloff és mtsai., 1977; Unnerstall és mtsai., 1982) egy 1j
matematikai megkozelitést alkalmaztunk (Palfi és mtsai., 1998). Az altalunk kidolgozott
exponenciilis egyenlet /ROD = p, (1 — exp[—p,x])/ két ismert funkci6ji paraméterrel rendel-
kezik, és kisérleti feltételeink mellett a 0-240 ROD tartomanyban hasznidlhaté a ROD-
radioaktivitds kozotti kapcsolat pontos leirasara (r* > 0.999). Az egyenlet elsé paraméterét
(pp) elsédlegesen az autoradiogrifias film jellemzsi és az el6hivas korilményei (amelyek a
kisérletek soran dllandoak voltak) hatdrozzak meg. A masodik paraméter ( p,) els6dlegesen a
kisérleti kortilmények fliggvénye (ezek ugyancsak allandbdak voltak), de magaba foglalja a
radioaktivitas minta altali kioltasat is, ami a szdveti metszetek és a kilonbozé standardok
esetében eltérd. Az exponencidlis modell legfontosabb 1Gj tulajdonsagai: 1) valodi teoretikus
hattérrel rendelkezik, ennek eredményeként azonos feltételek mellett a kiilonboz6 kisérletek
egyforma standard sorozataihoz tartozo szenzitometrikus gorbék regresszios paraméterei kis
varianciat mutatnak. A korabban alkalmazott megkozelitések ezt a feltételt nem teljesitik
(Baskin és Stahl, 1993), igy hasznalatuk, kilonosen egymast kovets kisérletekben, ahol a
filmeket nem egytitt exponaljak, nem megbizhato; 2) adott kisérleti elrendezés mellett az
eltérd kioltas révén kilonb6z6 szenzitometrikus gorbék a y transzformaciés hanyados
segitségével egymasba transzformalhatok; ennek legfontosabb gyakorlati alkalmazasa a
kilonbozé standard sorozatok szovet-ekvivalens radioaktivitasra torténd kalibracioja.

A dot blot alapt [**S]-membran standard sorozatot laboratoriumunkban fejlesztettiik ki (Palfi
és mtsai., 1998). A standard sorozat elkészitése gyors és egyszeru: a hibridizaciohoz hasznalt
probabol higitasi sorozatot készitiink, azt membrinra sz(rjik, ahhoz UV-besugarzassal
rogzitjik, végil megszaritjuk. Az egész folyamat kevesebb, mint egy 6rat vesz igénybe, és
mentes a szovetpaszta sorozat készitésének hatranyaitol (Baskin és Stahl, 1993; Davenport és
mtsai., 1988). A membran standard sorozat altal lefedett radioaktiv tartomany pontosan
meghatarozhato, reprodukalhat6, ugyanakkor a kiilonbozo kisérleti elvarasokhoz alkalmaz-
kodva kénnyen valtoztathat6. Mérete kompakt, 6sszehasonlithatd a mianyag-bazisa, kereske-
delmi forgalomban kaphato standardokéval, elGallitasi koltsége azonban csak toredéke azok
aranak. Szamos kedvezé tulajdonsaga alapjan a membran standard sorozat ésszer( alterna-
tivat kinal a ma haszndlatos standard sorozatokkal szemben. Fontos azonban megjegyezni,

hogy a felhasznalt proba gélkromatografias tisztitisa elengedhetetlen kovetelmény, hiszen a



standard készitéséhez hasznalt membran a nem beépiilt nukleotidokat dtengedi. Mivel az in
vitro transzkripcié sordn a jelolt nukleotidok beépiilése csak 40-80%, a tisztitas nélkili
reakciokeverék hasznidlata a membran iltal ténylegesen megtartott radioaktivitds jelents
talbecslését eredményezné. A radioaktiv jel cRNS probaban torténd felvitele esetében az RNaz
szennyez6dés hasonl6 hibikhoz vezethet. Az RNaz mentes kornyezet kialakitisa azonban
nem igényel kiilon befektetést, hiszen az in situ hibridizacio sziikségszerlien csak ilyen
kortilmények kozott végezheto el. A fentieket szem el6tt tartva, kisérleteink soran a membran
a felvitt radiokativitas 100%-at megtartotta. Bar a membran standardhoz hasznalt radioaktiv
jel ezekben a kisérletekben [*>S]cRNS proba volt, a médszer konnyen alkalmazhato kiilénbozé
radioizotopok (pl. [PHI, [**P], [**P]D) valamelyikével jelolt oligo vagy DNS probak esetében is.

Osszegezve, kvantifikicios modszeriink magiba foglalja: 1) a membran standardok
matematikai transzformacio segitségével szovet-ekvivalens radioaktivitasra torténd kalibracio-
jat; 2) az igy kalibralt standard sorozatok regresszios egyenleteinek felhasznilasat a szoveti
metszetek autoradiogrammjainak ROD értékeihez tartozo radioaktivitisok meghatarozasara.
Az exponencialis modell teoretikus alapjaibdl kovetkezé megbizhatésiaga kilonosen akkor
mutatkozik meg, ha nemcsak egy adott kisérlet relativ valtozasait kivinjuk meghatarozni,
hanem szamos kisérletsorozat kvantitativ adatait hasonlitjuk 6ssze. A modszer felhasznalhatosa-
gata patkdnyagyban a harom CaM gén mRNS kopiaszamainak meghatarozasa révén bizonyitot-
tuk (Palfi és mtsai., 1998; Palfi és mtsai., 1999b).

A CalMl mRNS-ek régio- és sejtspecifikus megosziasa a felnott patkanyagyban. A CaM mRNS-
ek in vivo és in vitro intracellularis lokalizdacioja

CaM I-, CaM II- és CaM III-génspecifikus, a mRNS-ek 3’-UTR-ival komplementer cRNS
probakat terveztiink. A probak specificitasat Northern blot analizissel ellendriztiik; az dltalunk
az agyban detektalt 6 CaM mRNS fajta megegyezett a korabban masok altal leirtakkal (Gannon
és McEwen, 1994; Ikeshima és mtsai., 1993; Nojima, 1989). A probak nem mutattak sem
kereszthibridizaciot a masik CaM génekhez tartoz6 mRNS-ekkel, sem nemspecifikus
hibridizaciot mas mRNS fajtakkal. A harom CaM gén erds expresszidjat a patkanyagyban mind
a Northern blot analizise, mind az in situ hibridiz4cié eredményei megerdsitették, s ezek
osszhangban allnak a CaM fehérje emlés agyban mért magas koncentracidjaval (Caceres és
mtsai., 1983; Cheung, 1982; DeLorenzo, 1982; Vendrell és mtsai., 1991; Zhou és mtsai., 1985).

Az in situ hibridizaci6 eredményei szerint a hirom CaM gén bazalis kifejez6dése a
patkdnyagyban széleskori. A CaM génekhez tartoz6 mRNS-ek altalunk megfigyelt altalanos
tertileti megoszlasi mintazata megegyezik a mas szerzok altal korabban leirtakkal (Barron és
mtsai., 1995; Cimino és mtsai., 1990; Gannon és McEwen, 1994; Ikeshima és mtsai., 1993;

Matsuo és mtsai., 1993; Matsuoka és mtsai., 1992; Ni és mtsai., 1992a). Ugyanakkor a fenti
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munkdk kvalitativ adatainak — amelyek rdadasul a harom CaM gén koziil leggyakrabban csak
egynek az expresszidjat jellemezték — 6sszehasonlito kiértékelése gyakorlatilag lehetetlen. A
patkdnyagyban a harom CaM gén expressziojat vizsgialva mind Ikeshima és mtsai. (1993),
mind Gannon és McEwen (1994) hasonl6é megoszlast taldlt, amelybd&l koordinalt génkifeje-
z6désre kovetkeztetett. Sajat eredményeink ezzel ellentétben a CaM mRNS-ek élettani
korilmények kozotti jelentSs mennyiségbeli kiilonbségeire utalnak a patkanyagy szamos
tertiletén (Palfi és mtsai., 1998; Palfi és mtsai., 1999b). Eredményeinkkel 6sszhangban a harom
CaM gén differencialt bazalis expresszidjat az egéragyban is megfigyelték (Sola és mtsai.,
1996). Munkank jelentSségét az eddig publikaltakkal szemben az adja, hogy kvantitativ moédon
(mRNS kopiaszamban) és részletesen (tobb mint 70 agytertiletet leirva) jellemzi a CaM gének
bazilis expresszidjit a patkany agyaban. Fontos megjegyezni, hogy az mRNS kopiaszamokban
kifejezett adatok valéjaban a hibridizalt cRNS p6bik mennyiségét jelolik. Ezek az értékek a
valodi mRNS koépiaszamokat tobb okbdl is alulbecslik: az mRNS molekuldk egy része
degradalodhat a szovet preparalasa kozben, a fixalas nem feltétlentil az 6sszes mRNS molekulat
rogziti, a fixalt mRNS molekulak egy része a proba szamara nem hozzaférhet6, és a hozzaférhets
mRNS molekuldk bizonyos szdzaléka a hibridizacié szempontjabol nincs kedvezo
konformacioban. Ezek a tényezSk tehat csokkentik a mérheté mRNS molekulak szamat,
azonban feltételezhetjiik, hogy e faktorok a legtobb mRNS fajta hibridizaciéjat kozel azonos
modon befolyasoljak.

Az mRNS molekulak mennyiségének konkrét meghatiarozdsa a hirom CaM gén
expresszidjanak kozvetlen dsszehasonlitasat tette lehetévé. Mindharom CaM gén bazalis
expresszidja esetében jelentds, mRNS kopiaszamban kifejezve 35-40-szeres, tertileti kiilonb-
ségeket detektaltunk a patkanyagyban. Szamos agyteriileten a harom CaM gén differencialt
expresszidjat figyeltik meg, ilyenek a bulbus olfactorius kiilsé plexiform rétege, a cortex
cerebri 1. rétege, a globus pallidus, a nucleus tractus diagonalis, a nucleus septalis lateralis, a
nucleus suprachiasmaticus, a nucleus supraopticus, a hippocampus, a gyrus dentatus, a nucleus
habenulae medialis, a stratum opticum colliculi superioris és a cotrex cerebelli. A differencialt
CaM génexpressziot szamos agyterlleten, igy a cerebrilis, cerebellaris és hippocampalis
molekularis rétegekben (Palfi és mtsai., 1999b), a cortex piriformis, a globus pallidus, a nucleus
supraopticus és a nucleus suprachiasmaticus tertletén (Palfi €s mtsai., 1998) mi irtuk le el6szor.
Er6s, nemneurondlis CaM génexpressziot figyeltiink meg a plexus choroideusban és az epen-
dyma sejtekben. A CaM Il mRNS-t a plexus choroideusban (Matsuoka és mtsai., 1992), valamint
a CaM fehérje glialis jelenlétét a hippocampusban (Caceres és mtsai., 1983; Sola és mtsai.,
1999; Sola és mtsai., 1997a; Sola és mtsai., 1997b) és a patkany agykérgébdl izolalt glialis sejt-
magvakban mar korabban kimutattdk (Vendrell és mtsai., 1991).

A kilonbo6z6 agyteriletek eltéré CaM mRNS tartalma részben az 6ket felépité kilonbozé
idegsejttipusok egyedi expresszids mintdzatibol adodhat. A sejttipus-specifikus mRNS

megoszlds vizsgalata azt mutatta, hogy az adott CaM gén expresszidjat a kilonbozé
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idegsejttipusok kozott 6sszehasonlitva jelentds kiilonbségek addédnak, ami mRNS
kopiaszamban kifejezve megkozeliti a négyszerest. Fontos megjegyezni, hogy azok a
sejttipusok, amelyekben a kopiaszam meghatirozids lehetséges volt, viszonylag magas
expresszidval rendelkeztek, ezért a tényleges kiilonbség mas, alacsonyabb expresszidval
rendelkezd sejtek révén az itt mért adatokat meghaladhatja. A 3 CaM gén expressziojat adott
idegsejttipusokon beliil 6sszehasonlitva ugyancsak jelentés, mRNS kopiaszamban kifejezve
kb. kétszeres, eltéréseket talaltunk. Osszefoglalva, a kiillénb6z6 idegsejtek kozott, illetve adott
sejttipuson belil a 3 CaM gén kozott szignifikdns expresszios kiilonbségek vannak; legjobb
tudasunk szerint az idegrendszeri CaM génexpresszi6 ilyen tipust 6sszehasonlitiasara nincs
korabbi irodalmi példa.

Az emlGsagy bizonyos tertileteinek réteges szerkezetét kihasznalva a CaM mRNS-ek
intracellularis lokalizacidjat is megvizsgaltuk. Korabbi kisérletek eredményeivel 6sszhangban
(Berry és Brown, 1996; Cimino és mtsai., 1990; Gannon és McEwen, 1994; Ikeshima és mtsai.,
1993; Matsuoka és mtsai., 1992; Ni és mtsai., 1992b; Sola és mtsai., 1996; Sola és mtsai., 1997b)
az idegseijttesteket tartalmazo rétegekben altalaban erés CaM génexpressziot figyeltiink meg.
A fenti kozlemények eredményeivel ellentétben a cortex cerebri, a cortex cerebelli és a hippo-
campus molekularis rétegeiben, valamint a bulbus olfactorius kiilsé plexiform rétegében is
detektaltuk a CaM mRNS-ek diffuz jelenlétét, noha pontszerl, egyértelmien sejttestekhez
kapcsolodo jelolodést szintén megfigyeltiink. Ezeken a tertileteken a CaM elsddlegesen neuro-
nalis expressziojat a CaM immuncitokémia bizonyitja (Berry és Brown, 1996; Caceres és mtsai.,
1983; Sola és mtsai., 1999; Sola és mtsai., 1996; Sola és mtsai., 1997a; Sola és mtsai., 1997b),
ugyanis az immuncitokémiai jel dont6 része az erésen festédd dendritekhez kapesolodik, bar
bizonyos kisérleti koriilmények kozott a gliasejtekben is megfigyelhets (Sola és mtsai., 1997a).
Ezek szerint a CaM fehérje sokkal nagyobb mennyiségben van jelen a neuronokban, mint a
gliasejtekben, igy feltételezhet6, hogy a mért CaM mRNS tartalom is elsGsorban a neuronokhoz
(azok dendritjeihez) és nem a gliasejtekhez tartozik. A CaM mRNS-ek dendritikus transzloka-
cidja a CaM I esetében a korai embrionalis fejlédés soran a patkanyagy kérgi, hippocampalis
és Purkinje neuronjaiban (Berry és Brown, 1996), a CaM I &s a CaM II esetében pedig a PC12
sejtekben mar kordbban is ismert volt (Zhang és mtsai., 1993); ezek a tanulmdnyok azonban
mind kvalitativ jellegliek voltak. A dendritgazdag tertleteken az egyes CaM génekhez tartozo
mRNS-ek kopiaszdmait 6sszehasonlitva szignifikans és kovetkezetes killonbségeket talaltunk.
Ezek alapjan az érett neuronokban nemcsak a CaM mRNS-ek dendritikus transzlokaciojanak
tényét, hanem a dendritikus transzlokaci6 differencialt voltat is valoszinGsithetjiik. Korabbi
kisérletek eredményeivel egybehangzoan (Cimino és mtsai., 1990; Matsuoka és mtsai., 1992;
Ni és mtsai., 1992b; Sola és mtsai., 1996) a fehérallomanyban mindharom CaM gén esetében
nagyon alacsony expressziot mértiink, ami feltételezi, hogy az axonalis lokalizici6 nem
jellemz6, illetve, hogy a glidlis (itt els6dlegesen oligodendrocitikhoz tartoz6) CaM expresszid

nagyon alacsony.
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A CaM mRNS-ek in situ hibridizacioval és a CaM fehérje immuncitokémiaval megfigyelt
megoszlasa hasonl6 (Caceres és mtsai., 1983; Palfi és mtsai., 1999b; Sola és mtsai., 1999; Sola
és mtsai., 1996; Sola és mtsai., 1997a; Sola és mtsai., 1997b). A CaM aktivitas (Zhou és mtsai.,
1985) és a CaM mRNS megoszlas azonban nem fed at teljesen, hiszen példaul a nucleus cauda-
tus-putamen aktivitisa magas, ugyanakkor mRNS tartalma mérsékelt. Tovabba, amig a kiilon-
b6z agytertileteken a CaM aktivitisokban legfeljebb 10-szeres (Zhou és mtsai., 1985), addig
a CaM mRNS-ek kopiaszamaiban 35-40-szeres eltérések vannak (Palfi és mtsai., 1999b). Meg-
jegyzendd, hogy a CaM aktivitas és a CaM fehérjetartalom kozott is jelentSs kilonbségek
lehetnek, hiszen a fehérjetartalom bizonyos szdzaléka inaktiv formdban van jelen a sejtben.

Korabban szamos, a primer neuronokhoz sok tulajdonsagban hasonl6 sejtvonalat
fejlesztettek ki. Ezek kozé tartoznak a raphe sejtekbdl (White és mtsai., 1994), a kisagybol
(MacManus és mtsai., 1989), a hippocampusbol (Berger és mtsai., 1998; Eves és mtsai., 1992),
a striatumbdl (Giordano és mtsai., 1993; Wainwright és mtsai., 1995) szarmazo és a PC12
sejtvonalak (Greene és Tischler, 1976). Az immortalizalt sejtek iranti fokoz6do igény 6 oka,
hogy e sejtek transzplantilasa révén kiilonb6z, benniik mar eredendéen meglevé faktorok
agyba juttatdsa vilhat lehetévé. Az id6vel lecsengé transzgénexpresszioval szemben igy a
primer neuronok onkogén transzdukcioja alternativ utat kinal az idegrenszerben valamilyen
okbdl hianyzo faktorok potlasara (Berger és mtsai., 1998; Eves és mtsai., 1992; Gage és mtsai.,
1995). A felhasznalt sejtvonalakkal szemben tamasztott fontos kovetelmény a kiindulasi
sejttipusra jellemzé tulajdonsagok legalabb részleges megléte. A CaM génexpresszid szempont-
jabol eddig egyediil a PC12 sejteket tanulmanyoztak (Bai és mtsai., 1992; Bai és Weiss, 1991;
Zhang és mtsai., 1993). Az M26-1F sejteken végzett vizsgalataink szerint a CaM génexpresszio
a neuronokra jellemzé intenzitast mutat, ugyanakkor a harom CaM gén mRNS-einek Osszetétele
(CaM III < CaM I = CaM 1D némiileg eltér a kiindulasi agyteriiletétsl (nucleus caudatus-putamen;
CaM I= CaM III < CaM II; Palfi és mtsai., 1999a; 1999b). A CaM I és a CaM Il mRNS-ek hibridiza-
ci6ja az M26-1F sejtekben mind a sejtek szomajaban, mind azok nyulvanyaiban megfigyelhetd
volt, ugyanakkor a CaM Ill-specifikus jel tdl alacsony volt a neuritekben torténd lokalizacidohoz.
A CaM I és CaM II mRNS-ek nyulvanyokban megfigyelt lokalizacidja ugyancsak e sejtek
neurondlis fenotipusara utal. Adataink az M26-1F sejtvonal tovabbi jellemzéséhez szolgaltatnak

0j informaciot.
A CaM génexpresszio szabalyozdsa a hypothalamikus magnocellularis magokban 10 napos
vizmeguvondst kévetoen

A vizmegvonas hatasara a CaM gének régio-specifikus szabalyozasat figyeltik meg (Palfi

és Gulya, 1999). A vizsgalt agyteriiletek dont6 tobbségét a kontroll, bazalis értékekhez

viszonyitva megtartott vagy kissé csokkent CaM mRNS tartalom jellemezte. A nucleus supraopti-
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cusban azonban a CaM gének expresszidja jelentGsen és differencialt modon fokozodott. Az
extrahypothalamikus tertileteken és a nucleus suprachiasmaticusban (ez utébbi vazopresszin-
erg, de parvocellularis mag, amely funkcionalisan kiilénb6zik a hypothalamikus magnocellu-
laris rendszertSl) mért lefeljebb 15%-o0s expresszio csokkenést az extracellularis tér kedvezétlen
koriilményeire adott sejtvalaszként értékeltiik, amely egy haztartasi fehérje génjei esetében
jelentGs valtozasként értelmezhetd. A magnocellularis hypothalamikus magokban az ozmotikus
stimulus hatasara fellépd fokozott neuroszekretoros miikodés eredményeként fokozott CaM
génkifejez6désre szamitottunk. Meglepé modon a két magnocellularis mag expresszidja eltérs-
en valtozott. A nucleus supraopticusban ugyanis jelentés CaM génexpressziod fokozodast (126-
169%), ugyanakkor a nucleus paraventricularis hypothalamiban az extrahypothalamikus
terlletek expresszidjahoz hasonld, kb. 10%-os csokkenést detektaltunk. Noha e két mag
egyazon funkciondlis rendszerbe sorolhat6, a CaM expressziéjukban megfigyelt eltéré
szabalyozasuk eltéré szerepiikre utalhat. A differencialt funkciét szamos irodalmi adat is
tamogatja. Ozmotikus stimulalds hatasara a vazopresszin gén expresszidja szignifikdnsan
nagyobb mértékben emelkedik a nucleus supraopticusban, mint a nucleus paraventricularisban
(Gulya és mtsai., 1991; Sherman és mtsai., 1986a; Sherman és mtsai., 1986b). A magnocellularis
sejtek elektrofiziologiai tulajdonsagai szintén kiilonboznek, ugyanis az oxitocint, de méginkabb
a vazopresszint szintetizalo sejtek az ozmotikus stimuldlasra sokkal kevésbé érzékenyek a
nucleus paraventricularisban, mint a nucleus supraopticusban (Brimble és Dyball, 1977; Brimb-
le és mtsai., 1978; Wakerley és mtsai., 1978). A 10 napos vizmegvonas hatidsira a nucleus
supraopticusban a CaM mRNS szintek szignifikinsan megemelkedtek: CaM I (138%), CaM II
(126%) és CaM III (169%). A valtozasok mértéke a CaM I és a CaM 111, valamint a CaM II és a
CaM IIT kozott szignifikdnsan kiilonbozott. A CaM gének adott agytertileten vagy adott sejttipus-
ban megfigyelhett differencialt szabdlyozasa szamos mas kisérleti stimulus esetében is ismert
(Bai és mtsai., 1992; Bai és Weiss, 1991; Barron és mtsai., 1995; Gannon és McEwen, 1994;
Sola és mtsai., 1997b).

Osszefoglalds

A CaM gének — a CaM-nak az idegrendszer mikodésében betoltott jelentGségének
megfelel6en — széleskorben expresszalodnak a patkanyagyban. A szoveti hierarchia kiilonb6z6
szintjein a CaM gének differenciilt expressziojat detektiltuk. Agytertilet-specifikus CaM mRNS
megoszlast mutattunk ki a felnétt patkanyban élettani korilmények kozott. Megallapitottuk,
hogy ez legalabbis részben a kilonb6zé idegsejttipusok egymastol jelentGsen kiilonb6zé
egyedi expresszids mintazatabol kovetkezik. Kimutattuk, hogy in vivo a CaM mRNS-ek
dendritikusan transzlokaltak és a transzlokacié mértéke a harom CaM gén kozott jelentSsen

eltér. Az M26-1F striatalis sejtvonalban els6ként jellemeztiik a CaM gének expressziojat. Kisérleti
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kortilmények kozott, ozmotikus stimuldciot kovetben, a hypothalmikus magnocellularis
rendszer aktivacioja differencialt CaM génexpresszios valtozasokat eredményezett. A kvantitativ
analizishez egy 0j kvantifikacios modszert dolgoztunk ki és kutatasainkhoz azt sikeresen
alkalmaztunk.

Az irodalmi adatok és sajat eredményeink azt mutatjak, hogy az emlésokben élettani
kortilmények kozott a kilonb6zs agytertiletek, idegsejttipusok, de még az idegsejtek
kilonb6z6 kompartmentjei is, eltéré mennyiségben tartalmazzak a CaM mRNS-eket. Ezek
feltehet6en kiilonb6z6 mértékben jarulnak hozza a sejtekben és azok kompartmentjeiben
aktualisan jelenlevé CaM fehérje tartalomhoz. A differencidlt bazalis expresszion tal a
kilonbozo agytertleteken, illetve a kiillonb6z6 idegsejtekben és azok kompartmentjeiben, a
kilonbozo stimulusok egyedi, egymastol 1ényegében fliggetlen hatast gyakorolhatnak a harom
CaM gén expresszidjara. Ez a CaM mRNS mintazat térben és id6ben koordinalt valtozasait
eredményezheti, amely biztositja a megvaltozott igényeknek megfelelé mennyiségi és

lokalizaci6ja CaM fehérje szintézisét.
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A PHD ERTEKEZES OSSZEFOGLALASA

A KALMODULIN GENEXPRESSZIO ELETTANI ES KISERLETI KORULMENYEK KOZOTTI OSSZEHASONLITO
VIZSGALATA PATKANYAGYBAN

A kalciumion (Ca**) a baktériumoktol a legspecializaltabb eukariota sejtekig a szignaltransz-
dukcio egyik altalanosan el6fordulé masodlagos hirvivGje. A Ca?* intracellularis hatasait annak
specifikus és reverzibilis megkotésére adaptilodott, Gn. Ca*-kots fehérjék (KKF-k) révén
fejti ki. E fehérjék miikodésiik alapjan két tipusba sorolhatok. Egyik csoportjukat az Gn. ”puffer”
fehérjék, a masikat az Gn. "trigger” fehérjék alkotjak. A kalmodulin (CaM) a gerincesekben
148 aminosavbodl felépiil6, "trigger”-tipust KKF, amely minden eddig vizsgalt eukariota sejtben
megtalalhato sokfunkcios, intracellularis Ca**-receptor. A CaM kiilondsen magas koncentracio-
ban fordul el6 az eml6s idegszovetben, ahol legnagyobb mennyiségben az idegsejtekben
talalhaté meg. A Ca*-jel CaM-on keresztil torténd transzdukcidja tobb, mint hiszféle enzim
aktivalasa révén valosul meg, ezek kozil idegsejtekben a II-es tipust CaM kinaz és a kalcineurin
a legfontosabb.

A CaM fehérjét gerincesekben tobb gén is kodolja, a géntermékek aminosav szekvenciija
adott fajon belul, s6t, a magasabbrendl gerincesek kozott is, megegyezik. A patkanyban
harom mikodo CaM gén (CaM I, CaM II és CaM I1D) ismert, amelyekrdl alternativ poliadenilacio
révén osszesen hétféle mRNS molekula irodik at. A CaM gének expresszidja az emlSs ideg-
rendszerben kiilondsen magas. A harom CaM gén bazalis differencialt expresszidjira, valamint
a génexpresszio in vivo és in vitro kisérleti korilmények kozott megfigyelhetd differencialt
szabalyozasara tobb példa is ismert. A fejl6dsd patkanyagyban a CaM I mRNS-ek, a patkany
feokromocitoma sejtvonal (PC12) sejtjeiben pedig a CaM I és a CaM II mRNS-ek dendritikus
lokalizaciojat korabbi vizsgalatok mar kimutattak.

Allati szovetekbd] szarmazé metszetekben a radioaktivitis nyomonkovetésének egyik
lehet&sége a film autoradiografia. A film sotétségének mértéke és az exponalt radioaktivitas
kozott fennald kapcesolatra jellemz6, hogy nem linearis. Explicit elmélet hidnyaban az 6ssze-
figgés leirasara csak empirikus megfigyelésekre hagyatkozhatunk, ami jelentGsen neheziti a
film autoradiogrammok kvantitativ analizisét.

Az allatkisérletekben him, Sprague-Dawley patkianyokat (200-250 g) hasznaltunk. A
kilonboz6 vizsgalatokhoz az dllatokat dekapitaltuk, majd az agyakat kiemeltiik a koponyabol.
Az in situ hibridizaciohoz az agyakbol kriosztat metszeteket készitettiink, az RNS tisztitaishoz
az agyakat lefagyasztottuk. Az in vitro kisérletekhez embrionalis patkany striatumbol szarmazoé
sejtvonal (M26-1F) immortalizalt sejtjeit hasznaltuk.

A CaM I, CaM II és CaM III mRNS-ek 3’-nemtranszlalodo régidinak egy-egy szakaszat
klonoztuk, majd azokrdl in vitro RNS szintézissel [*°SJcRNS probakat készitettiink. A patkianyagy

koronasiku kriosztat metszeteit és a fedGlemezeken tenyésztett sejteket in situ hibridizaltuk,
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majd a reprezentativ mintdkat feliilfestettiik. Az agyszovetbdl a teljes RNS tartalmat a guanidin

izotiocianat-modszerrel tisztitottuk, denaturalo gélelektroforézissel elvalasztottuk, membrinra

blottoltuk, végtil hibridizaltuk.

A radioaktivan jelolt mintdkat autoradiografias filmre exponaltuk. A kvantifikdciohoz
kilonbo6z6 radioaktiv standard sorozatokat hasznaltunk. Az autoradiografias filmeket szamito-
gépes mikrodenzitometridval analizaltuk. A kiilonb6z6 kisérletekben legalabb 6t allat tartozott
a kisérlet szempontjabol azonos csoportba. Az eredményeket 1 mm? szovettérfogatra vonatkoz-
tatva mRNS kopiaszam értékben adtuk meg. A reprezentativ mintakat B-sugarzasra érzékenyitett
emulziéval vontuk be.

Kisérleteink sordn az alabbi eredményeket értiik el:

1. A kvantitativ film autoradiografia leirasara teoretikus megfontolasokbdl kiindulva a kdvetkez6
nemlinedris regressziot vezettik be:

ROD = p,(1-exp[-p,x]),
ahola p, ésa p, paraméterek, a ROD a relativ optikai denzitas és x a radioaktivitas.
2. Kiilonboz6 elnyelést standard sorozatok (b és m) szenzitometrikus gorbéi a transzformacios
hanyados () segitségével egymasba transzformalhatok:
y=p"/p,"
ebbdl az m sorozat b sorozatra transzformalt egyenlete:
ROD = p," (1 -exp[-yp," x])
A transzformacio legfontosabb gyakorlati alkalmazdsa a kiilonboz6 standard sorozatok
szovet-ekvivalens radioaktivitasra torténd kalibracioja.

3. Kifejlesztettiink egy Gj, dot blot alapt [**S]-membran standard sorozatot. A standard sorozat
altal lefedett radioaktiv tartomany pontosan meghatarozhato és reprodukalhat6, ugyanakkor
a kiillonboz6 kisérleti elvarasokhoz alkalmazkodva konnyen valtoztathatd. A radioaktivitas
beépitésére [PHI-, [**P]-, [**P]- vagy [**Sl-jelolt RNS, oligo vagy DNS probak is alkalmasak.

4. In situ hibridizacios vizsgalataink tobb, mint 70 agytertileten kvantitativ médon jellemzik a
CaM gének bazalis expresszidjat a felnott patkdnyban. Mindharom CaM gén expresszidja
esetében jelentss tertileti kiilonbségeket és szamos agytertileten a harom CaM gén differenci-
alt expresszidjat figyeltiik meg.

5. A neuron-specifikus CaM mRNS megoszlas vizsgalata a kiilonboz6 idegsejttipusokban eltérd
CaM génexpresszids mintazatot tart fel.

6. In vivo intracellularis lokalizacios kisérleteink szerint az érett neuronokban a CaM mRNS-
ek dendritikusan transzlokiloédnak a felnétt patkanyagy tobb tertiletén is. A dendritikus
transzlokacio differencialt, a dendritikus mRNS-ek mennyisége minden vizsgalt agytertileten
a CaM I, CaM III, CaM II sorrendben csokken.

7. Az M26-1F sejtekben a neuronokra jellemzé intenzitasi CaM génexpressziot detektaltunk.
A CaM I és CaM II mRNS-ek esetében a hibridizacié mind a sejtek szomajaban, mind azok

nyulvanyaiban megfigyelhetd volt.
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8. A 10 napos vizmegvonas hatasara a nucleus supraopticusban a CaM mRNS szintek jelentGsen
és differencialt médon emelkedtek: 138% (CaM 1), 126% (CaM II) és 169% (CaM III). A nuc-
leus paraventricularis hypothalamiban és az extrahypothalamikus tertileteken megtartott
vagy kissé csokkent CaM mRNS tartalmat mértiink. Noha a nucleus supraopticus és a nucleus
paraventricularis hypothalami egyazon funkcionalis rendszerhez tartozik, CaM génexpresz-
szidjuk eltérd szabalyozasa eltérd szerepiikre utalhat.

Az irodalmi adatok és sajat eredményeink azt mutatjak, hogy az emlésdkben élettani
kortilmények kozott a kiilonboz6 agytertiletek, idegsejttipusok, de még az idegsejtek kiilon-
b6z6 kompartmentjei is, eltérd mennyiségben tartalmazziak a CaM mRNS-eket. Ezek feltehetGen
kilonbozé mértékben jarulnak hozza a sejtekben és azok kompartmentjeiben aktuilisan
jelenlevé CaM fehérje tartalomhoz. A differencialt bazalis expresszion tal a kiilonbozs agyterti-
leteken, illetve a kilonb6z6 idegsejtekben és azok kompartmentjeiben, a kilonb6zd
stimulusok egyedi, egymastol 1ényegében fliggetlen hatast gyakorolhatnak a harom CaM gén
expresszidjara. Eza CaM mRNS mintazat térben és idében koordinalt valtozasait eredményez-
heti, amely biztositja a megvaltozott igényeknek megfelel6 mennyiségil és lokalizacioja CaM
fehérje szintézisét.
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SUMMARY OF PHD THESIS

A COMPARATIVE STUDY OF THE CALMODULIN GENE EXPRESSION UNDER PHYSIOLOGICAL
AND EXPERIMENTAL CONDITIONS IN THE RAT BRAIN

From bacteria to the most sophisticated eukaryotic cells calcium ion (Ca?") plays a common
role as second messenger in signal transduction. Intracellular effects of Ca** are mediated by
a group of proteins, called the Ca*-binding proteins (CBPs), that are adapted to the specific
and reversible binding of Ca*. These proteins are divided into two groups: the buffer and the
trigger types. Calmodulin (CaM), composed of 148 amino acids, belongs to the trigger type
CBPs. It is present in all eukaryotic cells and acts as a multifunctional intracellular Ca**-receptor.
CaM is especially concentrated in the mammalian nervous tissue, where it is most abundant
in the nerve cells. The transduction of the Ca**-signal through CaM is realized by the activation
of at least twenty different enzymes; among them type II CaM kinase and calcineurin are the
most important in neurons.

In vertebrates, CaM is encoded by a gene family, the amino acid sequences of their products
are identical within species and even among higher vertebrates. Three bona fide CaM genes
(CaM I, CaM IT and CaM IID) are known in the rat, which transcribe seven mRNA species by
alternative polyadenylation. The CaM genes are highly expressed in the mammalian nervous
system. Differential basal expression and differential regulation under several in vivo and in
vitro experimental conditions of the three CaM genes have already been described. Dendritic
localization of CaM I mRNAs in the developing rat brain and CaM I and CaM II mRNAs in the
rat pheochromocytoma cell line (PC12) have also been demonstrated.

A possible choice for tracing radioactivity in tissue sections is film autoradiography. One of
the characteristics of the relationship between the exposed radioactivity and the grayness of
the film is that it is not linear. Because of the lack of an explicit theory describing this relation,
itis approximated by functions based on empirical observations, which renders the quantitative
analysis of film autoradiograms difficult.

Male Sprague-Dawley rats (200-250 g) were used in these experiments. The animals were
decapitated and the brains were quickly removed. Cryostat sections were cut for in situ
hybridization, or brains were frozen for RNA isolation. The M26-1F immortalized cell line,
prepared form embryonic rat striatum, was used in in vitro experiments.

Parts of the 3’-untranslated regions of the CaM mRNAs were cloned and used for in vitro
RNA synthesis to prepare [*S]JcRNA probes. Coronal cryostat sections of rat brain and cells
cultured on glass coverslips were in situ hybridized, then representative specimens were
counterstained. Total RNA was isolated from brain tissue by the guanidine-isothiocyanate

method, separated by denaturing gel electrophoresis, blotted onto nylon membrane and finally
hybridized.
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Radiolabeled specimens were exposed to autoradiographic film. Different radioactive
standard scales were used for quantification. Autoradiograms were analyzed by computer-
assisted microdensitometry. At least five animals composed each experimental group. Results
were expressed as mRNA copy numbers corresponding to 1 mm? tissue volume. Representative
specimens were dipped into nuclear emulsion sensitive to B-radiation.

The following results were established in these experiments:

1. In order to describe the quantitative autoradiography, setting out from theoretic
considerations, the following nonlinear regression was introduced:

ROD = p,(1-exp[-p,x])
where p, and p, are parameters, ROD is the relative optical density and x is the radioactiviy.

2. Sensitometric curves corresponding to different standard series with different quenching
properties (b and m) can be interconverted through the use of the transformation
quotient ¥ :

v=p'/p"
from this, the transformed equation of series m to series b is:

ROD = p,"(1-exp[-p,"x])
The most important practical application of this conversion is the transformation of different
standard series to tissue-equivalent radioactivity.

3. A new dot blot-based [*S]-membrane standard series was developed. The radioactivity
range of the series can be exactly determined and reproduced. Moreover, it can be adapted
easily to the requirements of different experiments utilizing [*H]-, [**P]-, [**P]- or [**S]-labeled
RNA, oligo and DNA probes.

4. The results of our in situ hybridization studies described quantitatively the basal expression
of the CaM genes in more than 70 brain areas of the adult rat. Significant differences in the
CaM gene expression corresponding to different brain areas and the differential expression
of the three CaM genes in several brain areas were revealed.

5. A differential pattern of the gene expression was determined when the cell type-specific
distribution of the CaM mRNAs was analyzed.

6. According to our in vivo intracellular localization experiments, the CaM mRNAs are
dendritically targeted in several areas of the adult rat brain. The dendritic targeting is differen-
tial, the levels of dendritic mRNAs are decreased in the order of CaM I, CaM III and CaM II
in all brain regions investigated.

7. CaM gene expression characteristic in its intensity to neurons was detected in the
immortalized M26-1F cells. In case of the CaM I and CaM II mRNAs the hybridization signal
was detected in both the soma and the processes of the cells.

8. After 10 days of water deprivation CaM mRNA levels increased significantly and differentially
in the supraoptic nucleus: 138% (CaM 1), 126% (CaM II) and 169% (CaM III). Normal or

slightly decreased CaM mRNA levels were measured in the hypothalamic paraventricular
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nucleus and the extrahypothalamic areas. Although the supraoptic and the hypothalamic
paraventricular nuclei belong to the same functional system, the differential regulation of
their CaM gene expression might indicate their differential role.

Previous results together with our data indicate that under physiological conditions different
brain areas, neuron types and even compartments of nerve cells contain different quantities
of CaM mRNA populations. These may contribute differentially to the actual CaM protein
level of the cells and their compartments. Beyond the differential basal expression, in different
brain areas, nerve cells and their compartments, different stimuli might regulate the expression
of the three CaM genes in a unique and independent manner. This could result in the spatially
and temporally coordinated changes of the distribution pattern of the CaM mRNAs, which, in
turn, could assure the appropriate amount and localization of the CaM protein upon local

demands.
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