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Az idegsejtek sajatos morfologidjukat a sejtestbdl kiindulo kiterjedt nytlvanyrendszeriiknek
koszonhetik. Funkcidjuk alapjan, ezeknek a nytlvanyoknak két tipusat kiilonboztetjiik meg: a
dendritek a sejttest irdnyaba, az axonok pedig a sejttestbol kifelé vezetik az ingeriiletet. A
nyulvanyok kialakuldsaban a sejtvaz rendszerek koziil a mikrotubulusoknak €s a membran
alatti, un.kortikalis sejtvaznak van alapvetd szerepe. A nyulvanyok névekedése soran e két
sejtvaz rendszer ellentétesen hat egymasra: a citoplazmatikus mikrotubulus kétegek
nyomoereje a membran sejtvaz aktin filamentumai altal létrehozott ellenallasba titkozik.

(Edson et al. 1993)

Az idegsejtek mikrotubulusai sok szempontb6l kiilonboznek a t6bbi sejt mikrotubulusaitol:
fiiggetlenek a centroszomatdl, stabilabbak, merevebbek és kdtegekbe rendezédve a
sejtnyulvanyok hosszanti tengelye mentén helyezkednek el. A neurdlis mikrotubulusok ezen
tulajdonséagaikat az idegsejtekre specifikus mikrotubuléris fehérjéknek kszonhetik. Ezek
koziil a MAP2 (microtubule associated protein 2) €s a tau fehérjék mennyisége a legnagyobb
az idegsejtekben ( Matus 1988), igy dontd részben ezek feleldsek a neurdlis mikrotubulusok
fenti sajatossagainak a kialakitdsaért. Annak ellenére, hogy ez a két fehérje a
mikrotubulusoknak hasonlé tulajdonsagot kolesonoz, az idegsejtek morfogenezisében eltér6
szerepet tolt be. A tau fehérjék az axonalis mikrotubulus rendszer szervezését végzik, a MAP2

fehérjék pedig a sejttestben és a dendritekben levé mikrotubulusokhoz kdtédnek.

A MAP?2 fehérjék szamos izoformajat egyetlen gén kddolja. Az 1830 amindsavbol felépiild
nagy molekulasulyut MAP2 (~200 000 kDa) C-terminalisa kizelében talalhat6 a
mikrotubulus-koté domén, amely 31 amindsavbol allé szekvencia haromszori vagy négyszeri
tandem ismétlddésébdl épiil fel. Mellette egy prolinban gazdag régid helyezkedik el, amit egy

1363 amindsavbol felépiild, a molekula kb. harom-negyed részét kitevd szakasz, az tn.



"sziirke zona” kovet. Ennek funkcidja eddig még nem ismeretes. A MAP2 N-terminalisan
talalhatd egy kb. 100 amindsavbol all6 domén, ami a cAMP-fliggd protein kinaz (PK-A)
regulator (R) alegységét koti, s igy annak a mikrotubulusokon térténd lokalizacidjaért felelds.
A kis molekulasulyu izoforma, a MAP2c ( mely 467 amindsavat tartalmaz) ugyanazokbol a
doménekbdl épiil fel mint a MAP2, kivéve a "sziirke zonat”. Ez a szakasz a mRNS érése
soran vagodik ki alternativ "splicing" utjan. A két izoforma az idegsejtek fejlodésének
kiilonb6z6 szakaszaiban jelenik meg: a MAP2c csak az embrionalis neuronokban talalhato
meg, amit a szinaptogeneziskor a nagy molekulasulyt MAP2 valt fel, s a felndtt idegsejtekben
mar csak ez figyelhetd meg. A MAP2 fehérjéket szamos protein kinaz képes foszforilalni, igy
az N-terminalishoz kotott PK-A is. A foszforilaci6 hatasara gyengiil a kélcsonhatas erdssége
a MAP2 és a mikrotubulusok, illetve a MAP2 és az egy€b sejtvaz fehérjék (pl. aktin ) kozott.
Mivel a MAP2 fehérjék nem csak a mikrotubulusokkal hanem a t6bbi sejtvaz elemmel is
kapcsolatban vannak, igy fontos szerepiik van a dendritek morfogenezisében az idegsejtek

érése soran, illetve késobb ezek plasztikus valtozasaiban is (Goedert et al. 1991).

A tau fehérjéket is egyetlen gén kdddlja, amelyrdl legaldbb hat izoforma képzddik alternativ
"splicing” segitségével, s amelyek az egyedfejlodés kiillonbozo szakaszaiban jelennek meg.
Mindegyik izoforma a C-terminalison tartalmazza a mikrotubulus-k6té domént, amely nagy
fokt homologiat mutat a MAP2 fehérjék hasonldé doménjével: szintén harom vagy négy,
egyenként 3 laminosavbol 4lld, tandem ismétlddod szekvenciat tartalmaz. A tau fehérjéket is
szamos protein kinaz képes foszforilalni, s a foszforilalt molekulak kisebb

affinitassal kotédnek a mikrotubulusokhoz. A tau fehérjéknek az axonalis mikrotubulusok

srer

(Goedert 1993).



Az egyes idegsejtek alakja ugyan genetikailag meghatdrozott, ami azonban az egyedi élet
soran kisebb-nagyobb morfoldgiai valtozdson megy keresztiil a neuronokat ért ingeriiletek
hatdsdra. Az idegsejtek plasztikus valtozasai feltételezik a mikrotubulus rendszer
atrendez6dését, s mivel a mikrotubulusok tulajdonsagait a mikrotubularis fehérjék
szabalyozzak, igy a MAP2 és a tau fehérjék az idegsejtek plaszticitdsdban is lényeges szerepet

kapnak (Kaech et al. 1996).

A masik sejtvaz rendszer, ami az idegsejtek nytlvanyainak kialakitdsaban vesz részt, a
membran alatti sejtvaz, amelynek lényeges alkotd eleme a polimerizalt aktinbdl felépiild
filamentum halézat. Ez a képz6dmény a sejtmembran mechanikai tulajdonsdgainak a
kialakitasat végzi, s igen nagy mennyiségben taldlhatd a posztszinaptikus teriileten, ahol elsé
sorban a posztszinaptikus denzitas (PSD) mentén koncentralodik (Kelly et al. 1978, Matus et
al. 1982). A PSD a posztszinaptikus membranhoz szorosan kapcsolédo korong alaku,
elekrondenz struktura (Gray és Guillery 1966), melynek megjelenése az egyedfejlédés soran
egybeesik a pre- €s posztszinaptikus membréanok kozoétti kapcesolat kialakuldsaval (Jones et al.
1974). Ez arra utal, hogy a PSD egyik funkcidja az, hogy meghatarozza a szinaptikus
kapcsolat helyét és kiterjedését. Molekularis 6sszetétele igen komplex, szamos ismert, illetve
eddig még nem azonositott fehérjét talaltak az épitd elemei kdzott (Walsh és Kuruc 1992).
Egyik {6 alkotdérésze, ami az Osszes fehérje kb. 20-30%-4at teszi ki, a kalcium/kalmodulin
fliggd protein kindz I (CaMK II) o alegysége (Kennedy et al. 1983). Ezenkiviil
koncentréltan tartalmaz gatl6 és stimulald neurotranszmitter receptorokat illetve membran

sejtvaz fehérjéket, aktint és spektrint. A PSD alakja és kiterjedése dontéen meghatarozza a

........



plasztikus valtozasai soran a PSD szerkezetében is valtozasok kovetkeznek be, amiben fontos

szerepe lehet a PSD-hez kotott membran sejtvaz fehérjéknek.

Téziseimben a mikrotubulus rendszer és az aktin filamentumok neuronalis szerepét
vizsgaltam meg. Az idegi mikrotubulus rendszer kialakitdsaban egyik leglényegesebb tényezd
a MAP2, viszont az idegsejtekben betdltott in vivo szerepérdl szegényes adatok allnak
rendelkezésre. A MAP2 idegi funkcidjat oly mdédon vizsgaltam, hogy a fehérjét az
ecetmuslica idegsejtjeiben kifejeztettem, részint azért mert a MAP2 nem talalhaté meg ebben
az €él0lényben, s igy a sajat MAP2 zavaro hatdsaval nem kell szdmolni, részint pedig azért
mert az ecetmuslica genetikai manipuldlhatésaga lehetdveé teszi, hogy a MAP2 expresszidjat
az organizmus szintjén vizsgaljuk. A membran sejvaz fehérjék koziil az aktin szerepét

tanulmanyoztam a PSD szerkezetének a kialakitdsaban.

MAP?2 expresszidoja ecetmuslicaban

1. Idegsejt eredetii mikrotubuldris fehérjék jellemzése ecetmusliciban

A MAP2 szerepének az ecetmuslicaban torténd tanulméanyozasahoz eldszor is az ecetmuslica
idegsejtjeibél' szarmazo mikrotubularis fehérjéket kellett jellemezniink. Ezzel kapcsolatos
eredményeinket a kovetkezd kozleményben irtuk le: Géza Addm and Peter Friedrich (1988)

Microtubule-associated cyclic AMP-dependent protein kinase in Drosophila melanogaster

J Neurochem. 51, 1014-1022.

Ecetmuslica fejkivonatbdl taxolos polimerizaciéval mikrotubulusokat preparaltunk. A

mikrotubulus frakcidban a tubulinon kiviil szamos mikrotubuléris fehérjét lehetett detektalni



SDS-poliakrilamid gélelektroforézissel, de a MAP2-nek megfeleld latszélagos molekulasuly
tartomanyban, 280 kDa koriil nem volt lathato sdv. Legnagyobb mennyiségben egy 205 kDa-
os fehérje volt jelen, ami az emlds MAP2-hdz hasonldéan hdstabilnak bizonyult, viszont nem
mutatot idegsejt specifitast, mivel ecetmuslica sejttenyészetben illetve embridban is
megfigyelhetd volt (Goldstein et al. 1986). A nagyobb molekulastly tartomanyban tovabbi
harom savot lehetett latni 230; 125 és 88 kDa koriil. Szamos mikrotubularis fehérje volt jelen
még az alacsonyabb molekulasuly tartoméanyban is, ezek koziil némelyek hostabilak voltak.
Annak bizonyitdsara, hogy ezek a savok valdban mikrotubularis fehérjék, a kiindulési
fejkivonathoz nem adtunk GTP-t és taxolt, s az igy nyert csapadékban csupan két fehérje sav

volt lathato 55 kDa koriil.

Feltételezhetd volt az is, hogy a MAP2 mennyisége a preparatumban alatta van a Coomassie
Blue festéssel torténd detektalhatosagnak, s igy a kimutatas érzékenységének a fokozasara a
MAP2 azon tulajdonsagat hasznaltuk ki, hogy az emlés MAP2 jol foszforilalodik PK-A-val.
A fejpreparatumbol szarmazo mikrotubulus frakciot cAMP nélkiil, illetve annak jelenlétében
foszforilaltuk a frakcidban 1évé endogén protein kinazok segitségével. Egy cAMP-re
specifikusan foszforildlédé savot lehetet megfigyelni 300 kDa kériil, amely viszont nem volt
hostabil. Az alacsonyabb latszolagos molekulasuly tartoméanyban is szamos, cAMP-re
foszforilalodo sav jelent meg, annak jeleként, hogy a feji mikrotubulus frakcid tartalmaz
kotott PK-A-t. Legerdsebben egy 150 kDa-os sav jel616détt, amit viszont Coomassie Blue
festéssel nem lehetett detektalni. Ez valdsziniileg egy neurofilamentum fehérje, ami jo

szubsztratja a PK-A-nak (Leterrier et al. 1981).

A MAP2 kimutatdsat ecetmuslicaban immunoldgiai modszerekkel is megprobaltuk. Sertés

agybol izolalt MAP?2 ellen poliklonalis ellenanyagot termeltettiink, de immunoblotton nem



kaptunk keresztreakciot az ecetmuslica mikrotubularis fehérjéivel. Nukleinsav szinten is
probélkozasokat tettiink az esetleges MAP2 gén kimutatdsara Southern-blot analizissel, de az
ecetmuslica genomidlis DNS-e sem hibridizalt az emlés MAP2 polipeptid kddold
szekvenciaival. Ezek a kisérletek mind arra engedtek kovetkeztetni, hogy az ecetmuslicaban

nem taldlhaté a MAP2-vel homoldg, idegsejt specifikus fehérje, illetve gén.

Megnéztiik azt is, hogy az emlds MAP2 hozza tud-e kotodni az ecetmuslica
mikrotubulusaihoz. Emlds agybdl hdstabil mikrotubularis fehérje frakciot készitettiink, (ez
hozzavetdleg 70%-ban tartalmaz MAP2-t),s ezt ecetmuslica fejkivonathoz adva
mikrotubulusokat preparaltunk. A mikrotubulus frakcioban a MAP2-t is detektalni tudtuk,

annak jeleként, hogy az emlés MAP2 jol kotddott az ecetmuslica mikrotubulusaihoz.

Mivel a MAP2-vel homolog fehérjét nem sikeriilt kimutatnunk az ecetmuslicaban, megnéztiik
azt, hogy az ectmuslica mikrotubularis fehérjéi kozott talalhato-e a MAP2-t6l eltérd, de
hasol6 funkcioju fehérje. A MAP2 egyik sajatossaga, hogy az N-termindlisan stabilan koti a
PK-A R alegységét, aminek a feltétetezett jelentsége az, hogy az igy kihorgonyzott PK-A,
cAMP hatasara els6sorban magat a MAP2-t fogja foszforilalni. Az ecetmuslica fejkivonatbol
preparalt mikrotubulusok szintén tartalmaznak kotott PK-A-t, igy megvizsgaltuk, hogy ennek
a kindznak a kot6dési sajatosagai mennyire hasolitanak az eml6s MAP2-h6z kotott PK-A
tulajdonsagaihoz. Elészor az ecetmuslica mikrotubulusaihoz ktott PK-A relativ mennyiségét
hataroztuk meg kétféleképpen: enzimaktivitds méréssel, ami a C alegység mennyiségét
jellemzi, és a cAMP kotés vizsgalatdval, ami viszont a kitott R alegység mennyiségére ad
felvildgositast. Mind a két vizsgélattal azt kaptuk, hogy a kiindulési fejkivonathoz viszonyitva

a mikrotubulus frakcié 4,4 illetve 0,9 %-ban tartalmaz kotott C illtve R alegységet. Az



emlésben mért adatokkal dsszevetve, ahol az agyi szolubilis PK-A-nak mintegy 33 %-a

kotédik a MAP2-hoz, ez az érték jelentdsen alacsonyabbnak bizonyult.

Az emlés MAP2 és a hozza kotott R alegység kozotti kapesolat tovabbi jellegzetessége, hogy
rendkiviil stabil, cAMP hatasara a C alegység ledisszocial a molekularél ugyan, de az R
alegység tovabbra is kotve marad (Theurkauf és Vallee 1982). Ecetmuslica esetében viszont
azt tapasztaltuk, hogy a cAMP-re nem csak a C hanem az R alegység is ledisszocidlt a

mikrotubulusokrodl. Ezt a megfigyelésiinket harom kiilonb6z6 kisérletes adat is timogatta:

1.Ecetmuslicaban a PK-A R alegysége foszforilalhato a sajat C alegységével (Dévay et al.
1986). Ezzel a modszerrel mind a kiindulasi fejkivonatban, mind a mikrotubulus frakcioban
jeloltiik az R alegységet. Amikor a fejkivonathoz cAMP-t adtunk, a mikrotubulus
preparatumban az R alegységnek megfeleld 56 kDa-os sév intenzitdsanak jelentds gyengiilését
figyeltiik meg. Ez vagy a jelolddés, vagy az R alegység mennyiségének a csokkenésébol
adddhat. Annak eldontésére, hogy a két lehetdség koziil melyik kdvetkezett be, kdzvetleniil az
autofoszforilalt fejkivonatokat vizsgaltuk meg. Azt tapasztaltuk, hogy az R alegységnek
megfeleld sav intenzitdsa nem hogy csokkent volna, hanem inkabb erés6dstt cAMP hatéséara a
korabbi adatokkal sszhangban (Dévay et al 1986). Eredményeinket 6sszevetve, a
legvaloszinlibb magyarazat az, hogy az 56 kDa-os sav gyengiilése a mikrotubulus frakcidban

cAMP hatasara azért kovetkezett be, mert az R alegység ledisszocialt a mikrotubulusokrol.

2. A masodik kisérlet sordn eldszor mikrotubulusokat preparaltunk fejkivonatbdl, majd
ezeket inkubaltuk cAMP-vel, illetve anélkiil. A centrifugéalassal visszanyert mikrotubulus
frakcioban PK-A aktivitdsat mértiik, a feliiliszoban pedig az R alegységet autofoszforilacio

segitségevel jeloltiik. A mikrotubulus frakcidban a cAMP kezelés hatdsara a PK-A holoenzim



a kontroll érték 20%-ra csdkkent le, a szabad C alegység és a fliggetlen protein kinaz aktivitas
nem valtozott. Az autofoszforildlt feliiliszoban a cAMP hozzaadéaséara az R alegységnek
megfeleld sav intenzitdsanak a jelentds erdsddése volt megfigyelhetd. Ez az intenzitas
fokozddas csak az R alegység mennyiségének novekedésével magyarazhatd, és nem tudhato
be foszfataz hatdsnak, mivel a mikrotubulus frakcié gyakorlatilag nem tartalmaz ilyen
enzimaktivitast. A holoenzim csokkenése a mikrotubulus frakcidban és az R alegység
novekedése a feliilliszoban arra enged kovetkeztetni, hogy cAMP hatdsara nemcsak a C, de az

R alegység is ledisszocialt az ecetmuslica mikrotubulusairdl.

3. A harmadik kisérletben az R alegység mennyiségét a mikrotubulus frakciéban cAMP-
kotési teszt segitségével hatdroztuk meg. A cAMP kezelés hatdsara a kotott R alegység
mennyisége 39 %-ra csokkent le a cAMP-vel nem kezelt mikrotubulusokhoz képest. Emlds
agybol taxolos kezeléssel, illetve kétszeres ciklizdlassal preparalt mikrotubulusok esetében ez
az érték 69, illetve 83 %-nak adddott. A cAMP kezelés nélkiil kapott értékeket a két
¢lélényben Osszevetve azt kaptuk, hogy az ecetmuslicdban a mikrotubulusokhoz k&tétt R

alegység mennyisége kb. egy tizede volt az emlésckben mért értéknek.

Ezekbdl az eredményekbdl két kovetkeztetés vonhato le:

1. A citoplazmatikus PK-A eloszlasa ecetmuslicaban magas cAMP szint mellett
megvaltozik: a mikrotubulusokhoz kotott forma szolubilissé valik. Az ilyen jellegii
valtozasok a cAMP-vel kapcsolatos jelatvitel sajatossdgainak a modosuldsat vonhatjak maguk
utdn. A dunce mutacié magas cAMP szintet eredményez az ecetmuslicaban, ugyanakkor
ezekben a legyekben nincs szaglasi emléknyom rogziilés. A memoria hiany molekularis
hatterének egyik lehetséges magyardzata, hogy a magas cAMP szint hatdsara megvaltozik a

PK-A eloszldsa az idegsejteken beliil,ami a jelatvitel zavarat eredményezi.



2. A MAP2-h6z hasonld PK-A-k6té mikrotubularis fehérje valdsziniileg nem talalhat6 az
ecetmuslicaban, mivel a fejkivonatbdl izolalt mikrotubulusok lényegesen kevesebb kotott PK-
A-t tartalmaznak, s ennek kotddési sajatossagai is masok mint az emlés mikrotubulusok

esetében.

2.Emlos MAP?2 bevitele ecetmuslicaba

Eddigi vizsgalataink azt tiikrozték, hogy az ecetmuslicdban nem taldlhatéo a MAP2-h6z
hasonlé idegsejt specifikus mikrotubularis fehérje, viszont az emlés MAP2 hozza tud két6dni
az ecetmuslica mikrotubulusaihoz in vitro és feltételezhetéen funkciondlni is tud in vivo. Az
ecetmuslica genetikai atalakithatosaga lehetdséget nyujt arra, hogy az emlés MAP2-t
kifejeztethessiik az idegsejtjeiben, s igy azt in vivo kériilmények kozott, az organizmus
szintjén tanulméanyozhassuk: G.4Addm, A. Udvardy and P. Friedrich (1992) Mouse

microtubule-associated protein 2 expression in transgenic Drosophila Neuroscience 51, 221-

230.

Az egér nagy molekulasulyt MAP2 teljes hosszusagu cDNS-ét hdsokk fehérje 70 (hsp70)
promoteréhez kotve P-elem transzformécid segitségével vittiik be az ecetmuslicdba. Harom
szenz €s kettd antiszenz transzgénikus vonalat izolaltunk, amelyekben a MAP2 ¢cDNS a hsp70
promoteréhez viszonyitva kodolo, illetve forditott, nem kddolo orientacidban volt. A MAP2
cDNS beépiilésének helyét a nydlmirigy kromoszéman végzett in situ hibridizacidval
hataroztuk meg. Mind a szenz, mind az antiszenz vonalakban hésokk (2h, 37°C) alkalmazasa
utan a vart mérettartomanyban (6 kb) MAP2 specifikus szekvencidkat lehetett kimutatni az
ecetmuslica RNS-ei kézott Northern-analizissel, viszont a cDNS-t befogadé torzsben (rosy™ )

ilyen RNS-eket nem lehetett latni. Hésokk nélkiil ezek az RNS-ek gyengén ugyan, de



lathatdak voltak, annak jeleként, hogy a hsp 70 promoter 25°C-on is mutat egy kevés
aktivitast. Hésokkot kovetéen a MAP2 mRNS-ek szintje azonnal magas értéket mutatott, ami

6 6raval késdbb a hosokk elotti szintre tért vissza.

Azt, hogy ezekrdl a mRNS-ekrdl transzlacio is torténik metioninos jelolés segitségével
igazoltuk. Harmadik stddiumos larvakbol agyakat preparaltunk, amiket 25, illetve 37 °C-on
inkubaltunk [*°S]metionin jelenlétében. A hésokkot kdvetéen, a hésokk fehérjék kivételével,
az Osszes fehérje szintézise ledllt. A szenz transzgénikus vonalakban az ismert hésokk
fehérjék mellett egy 1), a hdsokk hatdsara indukalodo savot is lehetett 1atni a MAP2-nek
megfeleld latszélagos molekulasuly tartomanyban, ami hidnyzott az antiszenz vonalakbdl,

valamint a rosy5 % t5rzsbol. Ezek az eredmények azt jelentették, hogy csak a szenz

s rer

Annak igazoldsara, hogy ez az 1, hdsokkra indukalédo fehérje azonos az egér MAP2-vel,
mikrotubulusokat preparaltunk ecetmuslica fejkivonatbol, s immunoblot analizist végeztiink
MAP?2 specifikus poliklonalis ellenanyaggal. Csak a szenz vonalakban, és csak a hésokkot
kovetden, egy 280 kDa fehérjét lehet kimutatni, ami alig volt lathat6 a kiindulési
fejkivonatban annak jeleként, hogy ez a fehérje jelentdsen feldusul a mikrotubulus frakcidban.
Eredményeink azt jelzték, hogy a bevitt egér MAP2 cDNS nem csak kifejez6dott az

ecetmuslicaban, de a mikrotubulusk6td képességét is megorizte.

Az egér MAP2 expressziojat az agyon kiviil larva nyalmirigyben és a zsirtestben is
megfigyeltiik. A vizsgalt szervekben a MAP2 stabilisnak bizonyolt, 2 éraval a hdsokkot
kovetden maximalis szintet ért el, de 24 6raval késdbb is csupan 10-20%-os csékkenés volt

lathat6. H6sokk nélkiill aMAP2 fehérjét nem lehetett megfigyelni. Kiilonb6z6 fejlodési
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stadiumokat megvizsgalva a MAP2-t ki tudtuk mutatni nem csak larvaban, de embridban és
felndtt legyekben is. Tovabba, azt talaltuk, hogy a MAP2 megjelenése ecetmuslicdban, nem
befolyasolta az életképességet vagy a fejlddés titemét. Ennek valdszinli magyarazata az, hogy
a hsp70 promoterrdl termel6dé MAP2 mennyisége nem érte el azt a kritikus szintet, ami mar a

sejtosztodas ledllasat okozta volna.

A MAP2 mRNS lokalizacigjat in situ hibridizdcidval vizsgaltuk felndtt ecetmuslica agyakban.
A szenz, az antiszenz valamint a vad tipusu Canton S legyek fejébdl horizontalis metszeteket
készitettiink hosokk nélkiil, illetve 1 éraval a hosokkot kdvetden. A metszeteket a MAP2
szekvenciakat tartalmazo, *°S jelslt RNS probaval hibridizaltuk. Mind a szenz, mind az
antiszenz vonalakban specifikus hibridizacios jeleket lehetett latni az idegsejttesteknek
megfeleld agyi régiokban. Hosokk nélkiil, illetve a kontroll preparatumokon ilyen jeleket nem

lehetett megfigyelni.

Az egér MAP2 fehérje eloszlasét is megvizsgaltuk felnétt legyek agyabol késziilt metszeteken
immunohisztokémiai mddszerekkel, s a kovetkezd megfigyeléseket tettiik:

1. Az antiszenz vonalakban hdsokkal vagy a nélkiil specifikus festédés nem volt
megfigyelhetd.

2. A szenz vonalakban specifikus reakcid volt lathato, nem csak az idegsejttestek, hanem a
nyulvanyok is festodtek, bizonyos esetekben az idegsejtek azonosithatok voltak (pl. a T1
sejtek a latolebenyben, a lamina és a medulla k6zétt a MAP2 2A transzformans vonal
esetében).

3. A neuronok festddése fiiggetlen volt a hésokk alkalmazasatol.

4. Mind a harom szenz transzgénikus vonalban a festédési mintazat eltérd volt, mas-mas

idegsejtekben tortént a MAP2 expresszioja.
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5. Az azonositott idegsejtekben (pl. T1 sejtek a MAP2 2A vonalban) a MAP2 nem okozott

morfoldgiai elvaltozasokat fénymikroszkdpos szinten.

Ezekbdl az eredményekbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy az egér MAP2 az ecetmuslica
idegsejtjeiben is hasonlo eloszlast mutat mint az emlds idegsejtekben, a sejttesten kiviil a
nyulvanyokban is megtaldlhatd. A metszeteken a dendritszerti nyulvanyok jol megfigyelhetok
voltak, ami arra utal, hogy a MAP2 fehérje az ecetmuslica idegsejtekben is bejutott a
dendritekbe. Az axonszerii nytulvanyok nem voltak azonosithatdak, igy annak eldontése, hogy
a MAP2 ott is megtalalhato-e nem volt lehetséges. Mégis a MAP2 2A vonalban, a T1
neuronok esetében, a sejttest és a dendritek jol festddtek, mig a lamina felé futé axonokat nem

lehetett latni, ami azt jelenti, hogy ezekbe az axonokba az egér MAP2 nem jutott be.

Az a tény, hogy a hdrom kiilénb6z6 vonalban més-mas idegsejtek valtak lathatova, valamint
ezen festodési mintazatok fiiggetlensége a hdsokktdl, ellentétben all az immunoblottal kapott
adatokkal, ahol csak a hdsokk utan lehetett detektalni a MAP2-t. Erre az ellentmondésra az
un. "enhanszer csapda" (enhancer trap) jelenség adja a magyarazatot. Mind a harom vonalban
a P-elem beépiilése a genom kiilénbozd helyeire tortént. A hsp 70 promoter hésokk
alkalmazdsa nélkiil egy gyenge promoter, igy az integralddas helyének kozelében levd
sejtspecifikus enhanszerek hatasuk alé tudjak vonni, s igy a MAP2 expresszidja is ezen
enhanszerek aktivitasatol fiigg. A hdrom vonalban valdsziniileg mas-mas idegsejtspecifikus
enhanszer irdnyitja a MAP2 kifejez6dését, ezekben az idegsejtekben a MAP2 felhalmozddik,
s igy immunofestéssel lathatova valik. Mivel ezek az enhanszerek a hdsokktol fiiggetleniil
miikddnek, hésokk nélkiil is ugyanazt a festodési mintazatot lehet latni. Hésokk hatasara
minden idegsejtben képzddik ugyan MAP2, de ezek koncentricidja alatta van az

immunofestéssel detektdlhato kiiszobnek, s igy a hdsokk utdn nem lathaté valtozas. Az
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immunoblotot viszont hozzavetdleg 20 agybdl szarmazd kivonatbdl készitettiik, ami mar
tartalmaz elegend6 mennyiségli MAP2-t ahhoz, hogy hésokk utdn megfigyelhetd legyen.
Hosokk nélkiil a sejtspecifikus enhanszerek miatt, a MAP2 csak az idegsejtek egy

téredékében fejezddik ki, ami immunoblottal nem, csak immunohisztokémiailag mutathato ki.

Ez a megfigyelés azt is jelenti, hogy a MAP2-t fel lehet hasznalni mint jelzd fehérjét
idegsejtspecifikus enhanszerek detektalasara ecetmuslicaban. Erre acélra a B-galaktozidazt
hasznaljak ugyan, de azzal az idegsejtek azonositdsa nem minden esetben lehetséges, mivel a
B-galaktozidaz a nyulvanyokba csak korlatozott mértékig jut be. A MAP2 viszont azokban az
idegsejtekben amelyekben kifejezddik az 6sszes nyulvanyt megfesti, az idegsejtek kapcsolatai
lathatova valnak. A MAP2-vel, mint riporter fehérjével lehetéség nyilik arra, hogy az

idegsejtek kiilonb6z0 tipusaira, illetve ideghaldzatokra specifikus géneket azonositsunk.

3. A MAP2c expresszidja ecetmuslica idegsejtekben

A MAP2-nek riporter fehérjeként torténd alkalmazasa a GAL4/UAS rendszer kidolgozasa
utan valt lehetségessé. Ez egy kettds rendszer a génexpresszid szabalyozéasara (Brand és
Dormand 1995), amely két transzgénikus ecetmuslica vonallal dolgozik. Az egyik a GAL4
enhanszer csapda vonal, ahol a GAL4 (egy éleszt specifikus transzkripcios faktor, amelynek
homolog véltozata ecetmuslicaban nem taldlhaté meg) cDNS-e egy gyenge promoterhez, a P-
elem-transzpozaz promoteréhez van kapcsolva, s igy szamos olyan vonal 4llithat6 el
amelyben a GAL4 expresszidja szovet-, illetve sejtspecifikus. A rendszer maésik tagjdban, az
UAS transzgénikus vonalban egy mesterséges promoter taldlhat6, amihez barmilyen gént
hozz4 lehet kapcsolni. Az UAS (Upstream Activator Sequences) promoter GAL4

kotéhelyeket tartalmaz, s igy GAL4-el aktivalhatd. Ha a két vonalat keresztezik, az UAS
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promoterhez kapcsolt gén a GAL4 enhanszer csapda vonal altal meghatarozott sejtekben
fejezddik ki. Ilyen mddon barmilyen fehérjét ki lehet fejeztetni azokban a sejtekben amelyekre

mar eldallitottak GAL4-es vonalat.

A GAL4/UAS rendszert arra is felhasznaltuk, hogy a MAP2c idegsejteken beliili eloszlasat
vizsgaljuk. A MAP2 egyik kis molekulastlyd, embrionalis isoforméja a MAP2c. Ennek
idegsejten beliili lokalizaci6jat nehéz tanulmanyozni, mivel immunoldgiailag nem
kiilonboztethetd meg a nagy molekulastulyt izoformatdél. Emlds sejtekben a MAP2c¢ bizonyos
esetekben nem csak a dendritekben, hanem az axonokban is kimutathaté volt (Meichsner et
al. 1993). Mivel az ecetmuslicdban MAP2 nem taldlhatd, a MAP2c eloszlasat endogén hattér

zavaro hatasa nélkiil lehet tanulmanyozni.

A GAL4/UAS rendszer két lehetdséget kinalt szamunkra:

1. Hasznalataval a MAP2c €s a tau fehérjéket ugyanazokban a neuronokban tudtuk
kifejeztetni, igy az idegsejteken beliili eloszlasukat &ssze lehetett hasonlitani.

2.A MAP2c-t mint riporter fehérjét tudtuk hasznélni az idegsejtek egyes tipusaira, illetve
ideghaldzatokra specifikus gének detektalasara kiilonb6z6 GAL4 enhanszer csapda
vonalakban. Ezzel kapcsolatos eredményeink kozl€s alatt allnak: G. Adam , K. Kaiser and A.
Matus (1997) Novel connections between optic lobes and mushroom bodies in Drosophila
melanogaster revealed by transgenic expression of microtubule associated proteins Cell and

Tissue Research (kézirat benyujtva).

A patkdany MAP2c¢ elhelyezkedését az ecetmuslica idegsejtjein beliil a human tau fehérjék
egyik izoformdjéval vetettitk 6ssze. Mindkét fehérje ¢cDNS-ét a UAS promoterhez

kapcsoltuk, majd transzgénikus vonalakat hoztunk létre P-elem transzformacidval. A GAL4
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vonalakkal torténd keresztezés utan az expresszalddott fehérjéket immunofestéssel tettiik
lathatéva amiket konfokalis mikroszkoppal vizsgaltuk. A MAP2c és tau fehérje iranyitott
kifejeztetésére olyan, mar ismert GAL4 vonalat valasztottunk, amely specifikus volt a
gombatestre. A gombatest ugyanis egyféle, un. Kenyon sejtekbdl épiil fel, amelyek rendezett
szerkezetet alkotnak, s igy az idegsejtek dendritjei és axonjai jol elkiilonithetdok: a kehely
részben vannak az idegsejttestek és a dendritek, mig a nyél és a lebenyek csak axonokbdl
allnak. Mindkét fehérjét a gombatestben kifejeztetve eloszlasukban nem tapasztaltuﬂk
lényeges eltérést: mind a MAP2c, mind a tau nem csak a gombatest kehely részében, de a
lebenyekben és a nyélben is megfigyelhetd volt. Ez azt jelzi, hogy a MAP2c az axonokba is

bevandorolt.

Elettani viszonyok mellet a két fehérje egy id6ben van jelen az idegsejtekben, igy
feltételezhetd, hogy a tau fehérjék az axonalis mikrotubulusokhoz t6rténé nagyobb affinitasuk
miatt kiszoritjak a MAP2-t az axonalis mikrotubulus-kotéhelyekrdl. Ennek eldontésére egy
kettds UAS/MAP2c-tau vonalat hoztunk létre, s igy MAP2c és tau fehérjéket egyszerre
fejeztettiik ki a gombatestben, majd kettds immunofestést végeztiink. Az eloszlasuk
megegyezett azzal a korabbi képpel amit a kiilon-kiilon térténd az expresszidjuk soran
kaptunk, vagyis a két fehérje nem befolyasolta egymas eloszlasat az ecetmuslica
idegsejtjeiben. Ezekbdl a eredményeinkbdl arra kovetkeztettiink, hogy az emlds idegsejtekhez

hasonléan a MAP2c az ecetmuslicaban is transzportalddik az axonokba.

Mivel a MAP2c az axonokba is bejutott, igy eldnydsen hasznalhaté idegsejthildzatokra
specifikus gének keresésére. A UAS-MAP2c vonal segitségével szamos GAL4 enhanszer
csapda vonalat vizsgéltunk at, olyanokat keresve amelyekben a GAL4 expresszidja az

gombatestre korlatozodott. A gombatest a kiilonboz6 érzékszervektdl jovo ingeriiletek
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integralo helye a rovar agyban. Az ecetmuslica esetében jol megfigyelhetd dsszekottetésben
van a szaglo lebennyel, de a tobbi érzékszervvel kapcsolatos viszonya még nem tisztazott. A
szem, illetve az ehhez szorosan kapcsolodé latdlebeny az ecetmuslica agyanak jelentds részét

teszi ki, viszont a gombatesttel valé kapcsolata nem ismeretes.

A MAP2c-t mint riporter gént hasznélva sikertiilt taldlni olyan GAL4 enhanszer csapda vonalat
(c302) amelyben immunohisztokémidval két palya rendszert lehetett detektalni a
latdlebenytdl a gombatest felé. Az egyik csak megkozelitette a gombatestet, de nem lépett
kapcsolatba vele, mig a masik a gombatest kehely részében végzodott. Az egyedfejlédés soran
ez a palya a larvdban még nem volt lathatd, csak a szem kialakuldsaval parhuzamosan jelent
meg. A bab képzddést kovetd 48 ora koriil volt megfigyelhetd a palya kialakulésa, de a
végleges formdjat a felndtt legyekben érte el. A babokbol készitett preparatumokon az is jol
lathato volt, hogy a palyét létrehoz6 idegsejtek dendritjei benyomultak a latolebenybe, ahol

valosziniileg az ott levd idegsejtekkel 1€tesitettek kapcsolatot.

Megfigyeléseink arra engednek kovetkeztetni, hogy az ecetmuslicdban a gombatest a
latolebennyel is szoros kapcsolatban 4ll, részt vesz a latasi informécio feldolgozasaban. Mivel
a gombatestnek a szagldssal kapcsolatos emléknyom rogzitésben fontos szerepe van, adataink
alapjan feltételezhetd, hogy a gombatest a latdsi memoria kialakitdséban is részt vesz. A
GAL4 vonalbdl térténd plazmidmentéssel lehetdség nyilik az arra, hogy ezt, a latélebeny-
gombatest péalyara specifikus gént azonositsuk, jellemezziik. Eredményeink azt is mutatjak,
hogy a MAP2c eredményesen haszndlhaté nemcsak idegsejtekre illetve ideghalézatokra

specifikus gének megtalaldsara, de segitségével 1j idegi kapcsolatok is megfigyelhetdk.
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Az aktin szerepe a PSD szervezodésében

A PSD az eldagyi szinapszisok nagy részében eléforduld jellegzetes struktura a
posztszinaptikus membran alatt. Szdmos adat sz6l amellett, hogy a PSD kulcsfontossagu a
szinaptikus kapcsolatok helyének €s méretének a kialakitasaban. Ennek a nyilvanvaldéan
fontos szerepnek ellenére a PSD molekuldris szerkezete még nem teljesen feltart. Az
elektronmikroszkdpos vizsgalatok feltartdk, hogy a PSD két f6 komponensbdl all: a
posztszinaptikus membranba dgyazott partikulumokbdl és a citoplazmaba ny1lé
filamentumokbdl (Landis et al. 1987). A partikulumok hozzavetéleg 23 nm atmérdj,
gombszertii alegységekbdl allnak (Matus et al. 1975). Ezek alapjat egy finom filamentum
halozat, a posztszinaptikus junkcionalis racsozat (postsynaptic junctional lattice, PJL) alkotja,
amely kozel egyforma méretli, poligonalis alakzatot hoz létre, s amely csak natrium

deoxikolat extrakcid utan valik lathatova.

A PSD tovabbad igen szoros kapcsolatban van a posztszinaptikus membranba agyazott
neurotranszmitter receptorokkal. A membran alatti sejtvaz fehérjék és a neurotranszmitter
receptorok kapcsolata legjobban a neuromuszkularis junkcié estében ismert. Itt a nikotinos
acetilkolin (ACh) receptorok nagyfoki koncentrdlodasa tapasztalhatd a beidegzés hatésara, s
ebben alapvetd szerepe van szdmos olyan posztszinaptikus fehérjének, mint a 43 kDa fehérje,
a citoplazmatikus aktin, a B-spektrin (Froehner et al. 1990, Phillips et al. 1991). Az aktin
illetve a spektrin eltdvolitdsa az izommembranrol szelektiv extrakcid segitségével, az Ach
receptor kotegek szétesését eredményezi (Froehner 1993). Az izolalt PSD szintén tartalmaz

spektrint €s aktint (Carlin et al. 1983, Kelly és Cotman 1978), s igy valdszintinek tiinik, hogy
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ezek a sejtvaz fehérjék a PSD szerkezetének kialakitasaban is részt vesznek, szerepiik van a
PSD és a neurotranszmitter receptorok kozotti kapcesolat 1étrejottében is. Megvizsgaltuk, hogy
a sejtvaz fehérjék koziil az aktinnak milyen szerepe van a PSD szerkezetének kialakitasaban,
illetve hogyan befolyasolja a PSD és a neurotranszmitter receptorok kozotti kdlcsonhatést.
Ezzel kapcsolatos eredményeink a kovetkezo kozleményben jelentek meg: Geza Adam,
Andrew Matus (1996) Role of actin in the organisation of brain postsynaptic densities

Molecular Brain Research 43, 246-250.

Eljarast dolgoztunk ki az aktin és a spektrin szelektiv eltavolitdsara izolalt PSD-rdl. A slirliség
gradiens centrifugéldssal izolalt PSD frakciot 20mM litium dijod-szalicilattal (LIS) kezeltiik
0°C-on, majd a PSD-t 35%-o0s szahar6z parnan centrifugéaltuk keresztiil . A szolubilis
frakcidban harom fehérje volt megfigyelhetd. Immunoblottal megallapitottuk, hogy a 45 kDa
fehérje azonos az aktinnal. A LIS extrakcié a PSD-rél majdnem teljes mértékben eltavolitotta
az aktint, csak nyomnyi mennyiség maradt rajta. A 240/230 kDa koriili sdv azonosnak
bizonyult a PSD-ben maér kordbban kimutatott o és 3 spektrinnel (Zagon et al. 1986). A
spektrinnek kb. 50%-a tovébbra is kétve maradt a PSD-n. A 120 kDa-os savot
mikroszekvenalasnak vetettiik ald, s ez a hexokinazzal bizonyult azonosnak. Ez a fehérje erds

keresztreakcidt mutatott anti-hexokinaz ellenanyaggal is.

A PSD-hez szorosan k&tddnek a kiilonb6z6 izgalmi €s gatld neurotranszmitter receptorok.
Ezek koziil megvizsgaltuk az AMPA tipusu glutamat receptorok B alegységének, az NMDA
tipusu glutamat receptorok R1 alegységének, illetve a GABA, receptor o alegységének a
kapcsolatat a PSD-hez LIS extrakcié utdn. Immunoblottal azt kaptuk, hogy ezek a receptorok
igen szorosan kotddtek a PSD-hez, LIS kezeléssel nem lehetett dket szolubilizalni. Ehhez

hasonl6an a LIS extrakci6 utdn a PSD {6 fehérjéje, a CaMK II o is asszocidlva maradt a PSD-
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hez. Ezekbol a megfigyelésekbdl arra kovetkeztettiink, hogy a neurotranszmitter receptorok,
illetve a CaMK II o szorosan kapcsolédnak a PSD-hez, s az aktin eltdvolitdsa nem

befolyasolja a koztiik fennallo kdlesonhatast.

Ezt kvetden azt néztiilk meg, hogy az aktin eltdvolitdsa milyen morfoldgiai valtozasokat hoz
létre az izolalt PSD-ben. Az izolalt PSD ultrastrukturalis szerkeztére jellemz6 a C-alaku
forma, melynek méretei egybeesnek az intakt agyszovetben leirt PSD dimenzidival.

A PSD frakeci6 ultrastrukturalis szerkezetét elektronmikroszkoppal megvizsgalva azt talaltuk,
hogy az aktin LIS kezeléssel torténd eltavolitasat kovetden a PSD kompakt szerkezete
fellazult, kisebb darabokra hullott szét, de a PJL tovabbra is felismerheté maradt.
Megfigyeléseinkbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy mind az izgalmi, mind a gatld
neurotranszmitter receptorok f6 tipusai szorosan kétddnek a PJL-hez €s ellenéllnak olyan,
LIS-os extrakcidnak, amely az aktint eltdvolitja a PSD-rdl. Az aktin extrakcidja a PSD
feldarabolodéasat eredményezi, de annak alapvaza, a PJL tovabbra is intakt marad. Tehat a
PSD-ben taldlhaté aktin nem vesz részt a PJL felépitésében, viszont aktiv szerepe van abban,

hogy a PJL-t egy nagyobb funkciondlis egységgé, PSD-vé szervezze.

A fenti magyarazat hasonlé ahhoz amit kordbban az izomsejtmembranokon végzett
vizsgalatokbdl vontak le (Bloch 1986). Az aktin és a spektrin extrakcidja utan az izolalt Ach
receptor kotegek kisebb in. mikroagregatumokka estek szét. Xenopus izomsejtmembranok
estében azt talaltak, hogy az Ach receptor kotegek két szinten szervezddnek (Luther et al.
1994). Az Ach kotegek citoplazmatikus felszinének elektronmikroszkdpos vizsgalataval
megfigyelték ugyanis, hogy az Ach receptorok kis aggregatumokat alkotnak, amelyeket 7 nm-
es, elektrondenz filamentumokbdl felépiilé halozat kot 6ssze. Ezek a filamentumok

valdszintileg polimerizalt aktint tartalmaznak. Amikor ezt a mikrofilamentum halézatot
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eltavolitottak az izomsejtmembrardl a posztszinaptikus Ach receptor kotegek szétestek, de a
mikroagregatumok €pek maradtak. Ebbdl arra kdvetkeztettek, hogy a mikrofilamentum
halézatnak kulcsszerepe van abban, hogy az Ach receptor mikroaggregadtumok nagyobb
kotegekké szervezddjenek. Analdgiat lehet megfigyelni a kdzott, ahogyan az aktin
filamentumok az Ach receptor mikroaggregatumokat nagyobb kotegekké szervezik a
neuromuszkuldris junkcioban, és a kozott, ahogyan az aktin részt vesz a PJL-nek PSD-vé
torténd szervezésében a kozponti idegrendszer szinapszisaiban. Mind a két esetben ugy tiinik,
hogy a kortikalis aktin sejtvaz abban vesz részt, hogy a kisebb receptor kétegeket egy nagyobb
egységekke kapcsolja 6ssze, amelyek mar egy funkciondlis postszinaptikus helyet hataroznak

meg.
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