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INTRODUCCIO

Durant les darreres decades, el desenvo-

lupament i 1 ' aplicaci6 exhaustiva de tecni-

ques de fixaci6 (binding ) de radiolligands en

preparacions de membranes o homogeneit-

zats de cervell i altres teixits , en combinaci6

amb altres tecniques farmacolbgiques clas-

siques, ha portat a un alt grau de coneixe-

ment dels receptors dels diversos neuro-

transmissors . Aixi ha estat possible estudiar

els receptors com a entitats moleculars, ca-

racteritzar - los i determinar-ne les propie-

tats bioquimiques i farmacologiques. Un

factor d ' especial importancia en l'estudi del

perfil farmacolbgic dels receptors de neuro-

transmissors ha estat , i ho continua sent, el

desenvolupament constant de nous farmacs,

que ha proporcionat substancies mes selec-

tives i d'alta afinitat per a receptors especi-

fics. A mes, algunes d'aquestes drogues han

estat comercialitzades com a radiolligands i

han resultat eines molt utils en el marcatge

de receptors per tecniques de fixacio.

Cal destacar tambe el paper decisiu que

ha comportat l'aplicaci6 de les tecniques de

biologia molecular al camp de les neuro-

ciencies . Aixo ha permes d'identificar i

clonar un gran nombre de receptors de

neurotransmissors , aixi com altres protef-

nes i peptids implicats en ]a neurotrans-

missi6, incloent-hi neuropeptids , enzims

que participen en el metabolisme de neuro-

transmissors , canals ibnics , transportadors

de neurotransmissors i protelnes involu-

crades en mecanismes de transducci6 del

senyal nervi6s. En segiienciar els clons de

cDNA (DNA complementari) obtinguts s'ha

pogut coneixer la sequencia dels mRNA

(RNA missatgers ) que codifiquen aquestes

protelnes i aixi deduir la seva sequencia

d'aminoacids. Coneixent la sequencia

d'aminoacids, ha estat possible de propo-

sar models de 1'estructura terciaria i qua-

ternaria d'aquestes proteIes, i investigar

la relaci6 entre estructura i funci6 , per de-
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terminar, per exemple, quins aminoacids
estan implicats en la fixacio dels neuro-
transmissors als seus receptors especifics.
Tot aixo ha suposat un notable avenc en la
nostra comprensio d'aquestes proteines. En
el cas particular dels receptors de neuro-
transmissors, els estudis moleculars mos-
tren que hi ha dues grans superfamilies de
receptors: els que constitueixen un canal
ionic (Barnard et al., 1987) i els que estan
lligats a proteines G (Strader et al., 1994).
Els primers estan formats per un nombre
variable de subunitats que travessant la
membrana plasmatica formen el canal, el
qua] s'obre en fixar-s'hi el neurotransmis-
sor corresponent o un lligand apropiat. Els
receptors lligats a proteines G son, en can-
vi, estructures monomeriques que mante-
nen entre elles caracteristiques comunes
com ara lade posseir set regions transmem-
branals. El clonatge molecular de receptors
ha confirmat estudis farmacolbgics previs
que demostraven l'existencia de diferents
subtipus de receptors per a un mateix neu-
rotransmissor, pero fins i tot ha portat a
clonar nous receptors que no havien estat
descrits anteriorment. D'altra banda, el fet
de coneixer la sequencia dels mRNA que
codifiquen els receptors de neurotransmis-
sors aixi com d'altres proteines i peptids
involucrats en la neurotransmissio, obre la
possibilitat d'estudiar la localitzacio dels
seus mRNA corresponents mitjancant son-
des d'acids nu-cleics complementaries a
aquests mRNA.

Un aspecte important de 1'estudi dels
receptors de neurotransmissors inclou 1'ana-
lisi de la seva distribucio als diferents teixits.
L'interes a coneixer la localitzacio d'un de-
terminat receptor en un organisme pot pro-
porcionar molta informacio sobre el seu pa-
per fisiologic. Aixi, la presencia d'un recep-
tor en diferents organs o teixits informa
sobre les funcions fisiologiques en que esta
implicat. Val a dir tambe que un dels criteris

per considerar un lloc d'unio com a receptor
es la distribucio diferencial en els diversos
teixits. En un organ com el cervell, amb una
anatomia complexa, es especialment impor-
tant poder determinar amb la maxima preci-
sio possible en quins nuclis o arees anatomi-
ques, i fins i tot en quines cellules i en quins
compartiments cel•lulars, estan localitzats
els receptors i on se sintetitzen.

Una de les tecniques emprades classi-
cament en 1'estudi de la localitzacio de re-
ceptors es la fixacio de radiolligands en pre-
paracions de membranes. Aquest metode
proporciona una idea bastant global de la
presencia i la densitat de receptors en un
teixit pero no subministra gaire informacio
pel que fa a la localitzacio precisa del recep-
tor en estudi. D'altra banda, quan un recep-
tor ha estat clonat i es coneix la segiiencia de
l'mRNA que el codifica, es possible analit-
zar on es localitza aquest mRNA. Per deter-
minar grosso modo la presencia o absencia de
1'mRNA d'un determinat receptor en un ex-
tracte de RNA (o mRNA) de teixit, es pot
utilitzar el metode de Northern blot, pero la
resolucio anatbmica d'aquesta tecnica, com
en el cas de la fixacio de radiolligands en
membranes, es molt limitada i depen fona-
mentalment de 1'habilitat de I'experimenta-
dor en la dissecio del cervell.

Actualment, per examinar en detail la
distribucio anatbmica precisa dels recep-
tors i dels seus mRNA, les tecniques que
s'utilitzen de manera mes generalitzada
son, respectivament, l'autoradiografia de
receptors in vitro amb films i la hibridacio
in situ. Ambdues tecniques tenen una alta
resolucio anatbmica, i amb elles es pot
aconseguir identificar a nivell microscopic
i fins i tot cellular (especialment en el cas
de la hibridacio in situ) la presencia d'un
determinat receptor o del seu mRNA. El
present capitol fa emfasi en aquestes dues
tecniques, ja que son les d'us mes habitual.
Hi ha tambe altres metodes d'us mes res-
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tringit, com ara 1'autoradiografia de recep-

tors in vivo, la localitzacio immunohisto-

quimica de receptors utilitzant anticossos

especifics, i les tecniques de microscopia

electronica que permeten determinar la

localitzacio ultraestructural dels receptors

(Wharton i Polak, 1993).

LOCALITZACIO DE RECEPTORS PER

METODES AUTORADIOGRAFICS

L'autoradiografia de receptors in vitro es

un metode derivat de les tecniques de fixa-

cio de radiolligands en el qual s'empren

seccions histologiques enlioc de prepara-

cions de membranes, i la deteccio del Iligand

es fa mitjancant emulsions fotografiques

adequades. A 1'igual de la fixacio en mem-

branes, 1'autoradiografia de receptors es

basa, doncs, en la interaccio d'un lligand

marcat amb el seu floc d'unio o receptor. Per

tant, es una tecnica de tipus farmacolbgic i

com a tal ha de complir una serie de criteris

pel que fa a la saturabilitat de la fixacio, la

selectivitat i 1'afinitat del lligand pel recep-

tor, etc. (Yamamura et al., 1990).

Conve que els radiolligands siguin al

mes selectius possible i que marquin prefe-

rentment un sol tipus o subtipus de recep-

tor, que tinguin alta afinitat pel receptor

(nanomolar o picomolar) i que donin un

baix grau de soroll de tons o fixacio no

especifica. La immensa majoria de lligands

que s'utilitzen en autoradiografia s'uneixen

als corresponents receptors de manera re-

versible. Hi ha pero alguns lligands irrever-

sibles, i tambe metodes que utilitzen vapors

de fixadors amb els quals es pot arribar a

aconseguir una unio permanent del Iligand

al teixit. Els isbtops mes emprats son el [3H]

i el [12-11]. El triti emet una radiacio beta molt

feble i per aixo to 1'avantatge de proporcio-

nar una millor resolucio anatbmica. Per la

mateixa rao tambe presenta una serie d'in-

convenients, com ara que requereix temps

d'exposicio que poden ser molt prolongats,

o que la radiacio pot ser en part absorbida

pel teixit.

Metodologia

Preparaeio del teixit

Es essencial que el teixit mantingui la

morfologia i les caracteristiques de fixacio

de Iligands al mes intactes possible. Per

aixb normalment s'utilitzen teixits frescos

congelats. En el cas d'animals d'experimen-

tacio es pot practicar una perfusio intra-

cardiaca amb fixador a baixa concentracio

(paraformaldehid al 0,04-0,1 per pre-

servar millor la morfologia dels teixits.

Conve que les mostres es processin ben

rapidament despres de la mort o bibpsia

per evitar la degradacio del teixit i dels

receptors. Un cop dissecats, els teixits d'in-

teres es congelen, ja sigui sencers o be

tallats en blocs de mides adequades. La

congelacio es pot fer seguint diferents me-

todes, per exemple, sobre neu carbbnica,

per immersio en nitrogen liquid o isopenta

(refredat amb neu carbbnica), etc. El pro-

ces ha de ser controlat i cal evitar que les

peces de teixit es fracturin, s'esquerdin, o

be s'hi formin cristalls de gel.

Els teixits congelats se seccionen posteri-

orment enun micrbtom-criostat a una tempe-

ratura duns -20 °C. Normalment es fan ser-

vir tails histologies d'un gruix de 10 a 20 µm,

que es munten sobre portaobjectes de vidre

descongelant-los breument. Aquests porta-

objectes s'han de tractar previament amb

algun producte que adhereixi el teixit (gela-

tina, poli-L-lisina, o 3-aminopropiltrieto-

xisila) per evitar que les seccions se'n des-

prenguin en ser immergides despres en li-

quids. Les seccions de teixit muntades sobre

portaobjectes es guarden congelades fins al

moment de ser incubades.
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Protocol d'incubacib

El protocol d'un experiment estandard
per a la localitzacio de receptors per autora-
diografia en seccions de teixit inclou cinc
passos basics: 1) preincubacio de les secci-
ons en solucio tampo; 2) incubacio en tampo
en presencia del radiolligand; 3) rentatge en
tampo fred; 4) esbandida en aigua destil-
lada freda, i 5) assecatge rapid amb afire fred.
Despres d'aquest proces les seccions de tei-
xit ja estan a punt de ser exposades a emul-
sions per generar autoradiogrames.

El proces de preincubacio serveix per
eliminar el lligand endogen que pugui ha-
ver at teixit, aixi corn farmacs que s'hagin
administrat previament. En l'etapa d'incu-
bacio el radiolligand s'uneix als receptors
presents a les seccions de teixit. Les condici-
ons experimentals han de ser les adequades
per permetre que el Iligand s'uneixi at recep-
tor i formi el complex lligand-receptor. El
temps d'incubacio ha de ser suficient per
permetre que aquesta reaccio arribi a 1'equi-
libri, i no conve que sigui massa Ilarg, ja que
aixb podria facilitar la degradacio del lli-
gand i del teixit. Despres de la incubacio, les
seccions s'han de rentar submergint-les en
banys successius de solucio tampo freda (a
4°C) per eliminar 1'exces de lligand no unit a
receptor present at medi i at teixit i per
reduir la fixacio no especifica. Finalment
conve fer una esbandida en aigua destil•lada
freda per eliminar les sals dels teixits i faci-
litar-ne I'assecatge posterior . L'assecatge
s'ha de fer amb aire fred i sec i cal que sigui
at mes rapid possible per evitar que el lli-
gand es dissocil del receptor at qual s'ha unit
i es difongui.

Fixacib no especifica

Tot radiolligand s'uneix, a part dels seus
receptors especifics, a hoes no especifics del
teixit. Aquesta fixacio no especifica s'ha de

poder quantificar i restar-la de la fixacio

total del radiolligand per calcular quina es

en realitat la fixacio especifica. Per tant, en

tot experiment d'autoradiografia de recep-

tors s'han d'incloure seccions que s'incuba-

ran com les altres pero en un medi d'incuba-

cio que contingui, a mes del radiolligand, un

desplacador especific del receptor en estudi.

Aquest desplacador s'utilitzara a concentra-

cions suficientment altes per ocupar tots els

receptors presents at teixit, de manera que

tot el que marqui encara el radiolligand en

aquestes condicions correspondra a fixacio

no especifica.

Determinacib del protocol d'incnbacio

Quan s'utilitza un radiolligand nou per
fer autoradiografia de receptors cal establir
primer quines son les condicions d'incuba-
cio mes adients. Aixi, en experiments preli-
minary s'ha de determinar la concentracio
de radiolligand a utilitzar i ]a temperatura i
els temps optims d'i ncubacio i rentatge. D'al-
tra banda, s'ha de demostrar que la farmaco-
logia dels llocs d'unio que es marquen amb
el radiolligand en seccions de teixit corres-
pon a la dels receptors en estudi. Coma punt
de partida, es tindran en compte les Jades
obtingudes amb el radiolligand en experi-
ments de fixacio en membranes.

Normalmentels experiments preliminars
per a un nou radiolligand inclouen:

Determinacibdel tempsderentatge.Interes-
sa trobar un protocol de rentatge que pro-
porcioni una bona relacio de fixacio total
sobre fixacio no especifica, tot i mantenint la
fixacio total at mes alta possible. Amb aquesta
finalitat seccions seriades s'incuben amb el
radiolligand en les mateixes condicions,
variant perb els temps de rentatge (per exem-
ple, 5, 10, 15, 20, 30 minuts).

Determinacib de les condicions d'incubacio.
Cal triar la temperatura i el temps d'incuba-
cio mes adients. Normalment les incubaci-
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ons es fan a temperatura ambient, tot i que

en alguns casos, quan la dissociacio del lli-

gand es molt rapida, cal incubar a 4 °C. En

canvi, quan la velocitat d'associacio del lli-

gand es molt lenta es pot recorrer a la incu-

bacio a 37 °C, malgrat que aixo es pot reco-

manable ja que perjudica la integritat del

teixit i afavoreix la degradacio del Iligand.

Com ja s'ha esmentat anteriorment, el temps

d'incubacio ha de ser suficientment llarg per

permetre que s'arribi a 1'equilibri en la reac-

cio entre el Iligand lliure i 1'unit a] receptor.

Per determinar el temps que triga a assolir-

se aquest equilibri cal incubar seccions seri-

ades durant diferents periodes de temps

(per exemple, entre 30 minuts i 3 hores) per

obtenir la corba d'associacio del Iligand.

Aquesta corba mostrara com la fixacio s'in-

crementa en allargar el temps d'incubacio

fins a arribar a un maxim a partir del qual

incubations mes prolongades no es traduiran

en augments dels nivells de marcatge, es a

dir, que s'haura assolit 1'equilibri buscat.

Determinacib de in concentracio de radio-

lligand: experiments de saturacio. En general

es recomanable treballar amb una concen-

tracio de lligand que ocupi la meitat dels

receptors presents, es a dir, una concentra-

cio al voltant de la seva constant de dissoci-

acio (Kr)). La Kp es pot trobar en experiments

de saturacio, en els quals seccions seriades

s'incuben amb concentracions creixents de

lligand so] (fixacio total) o en presencia d'un

blocador (fixacio no especifica). La diferen-

cia entre fixacio total i fixacio no especifica

correspon a la fixacio especifica que es mos-

tra com una corba que permet calcular el

nombre maxim de receptors presents (B,, ,)

i la Ku del Iligand. L'analisi de la corba de

saturacio tambe pot permetre d'esbrinar si

la poblacio de receptors marcats es homoge-

nia o be si hi ha fixacio sobre mes d'una

classe de receptors.

Determinacib del perfil farmacolog>ic. Per tal

de demostrar que el radiolligand marca efec-

tivament el receptor esperat es convenient

fer estudis de desplacament amb farmacs

coneguts com a especifics per a aquest re-

ceptor. A tal efecte s'incuben seccions amb el

radiolligand en presencia de concentrations

creixents d'aquests farmacs per obtenir cor-

bes de desplacament. Aquestes permeten

calcular les constants d'inhibicio (K) dels

farmacs.

Exposicib i obtencib d'autoradiogrames

Un cop incubats i secs, els portaobjectes

ambles seccions de teixit es posen en contac-

te amb emulsions fotografiques sensibles a

l'isbtop utilitzat per generar els autoradio-

grames. Es poden emprar diferents meto-

des, pero el mes habitual es 1'6s de films

comercials que simplement es col-loquen

sobre les seccions. La seva manipulacio es

molt facil i es el metode mes recomanat quan

a posteriori es preten quantificar les densitats

de receptors marcats. Els altres procediments

impliquen 1'us d'emulsions fotografiques de

sals de plata que primerament s'han de fon-

dre a 40 °C i flavors sucar-hi o be un cobre-

objectes que un cop sec s'enganxa damunt

de les seccions (metode dels coverslips), obe

directament els portaobjectes amb les secci-

ons incubades (metode de dipping). Aquests

dos darrers metodes proporcionen una mi-

Ilor resolucio anatomica, pero son molt mes

laboriosos; a mes, la tecnica de dipping no-

mes es practicable quan es treballa amb Ili-

gands irreversibles, ja que en sucar les secci-

ons en 1'emulsi6 calenta els lligands reversi-

bles (que son la gran majoria) es dissocien

dels seus flocs d'unio.

En tots els casos 1'exposici6 es fa a les

fosques. El temps d'exposicio pot ser molt

variable, des de pocs dies fins a setmanes o

mesos, i depen fonamentalment de tres fac-

tors: la densitat dels receptors en estudi,

1'activitat especifica del radiolligand i la con-

centracio de radiolligand utilitzada en la
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incubacio . Passat el temps d ' exposicio ne-

cessari els autoradiogrames es revelen per

procediments fotografics . En el cas dels

autoradiogrames tipus film, els grans de

plata originats a 1'emulsi6 per 1'emissi6 de

radiacio per l'isbtop proporcionen unes imat-

ges en gamma de grisos ( Figures 1, 2A-C i 3).

La intensitat de gris , es a dir, la densitat

optica, es proporcional a la quantitat de

radioactivitat que s 'havia fixat al teixit. Els

autoradiogrames generats amb emulsio fo-

tografica liquida s 'han d ' observar al micros-

copi en camp fosc per veure els grans de

plata, que apareixen com acumulacions de

punts brillants sobre el teixit ( Figura 2D).

Sovint conve tenyir les seccions amb colo-

rants histologies per facilitar la identificacio

d'estructures en el teixit.

Quantificaci o dels autoradiogrames

Un dels avantatges de la tecnica d'auto-

radiografia de receptors es precisament que

permet la quantificacio dels resultats. Els

autoradiogrames es poden quantificar ja si-

gui per densitometria (mesurant densitats

optiques sobre films) o be per microscopia

(comptant densitats de grans de plata)

(Palacios et al., 1981). Perb cal disposar d'es-

cales de patrons radiometrics (Figura 1C)

que s'hagin exposat al film o a 1'emulsi6

conjuntament amb les seccions incubades.

A partir d'aquests patrons es pot obtenir una

corba de calibratge que relacioni valors de

densitat optica (o be densitat de grans de

plata) amb concentracio de radioactivitat.

Amb la corba de calibratge es podran mesu-

FIouRA I (pag. 88). Aplicacio de I'autoradiografia de receptors quantitativa a la localitzaci6 de Hoes de fixacio d'alta i baixa

afinitat en diferents especies animals. Les fotografies mostren autoradiogrames obtinguts per la incubacio de seccions

coronals de cervell de rata (A i B) i de seccions de I'hipocamp huma (D i E). Les imatges il'lustren la presencia de receptors

5-HT, n de ]a serotoninaen diferents arees i nuclis cerebral s. com arael cos dentat (GD) i la regi6 CA I de ]'hipocamp i l'escorca

cerebral en ambdues especies, aixi coin en algun nucli de I'amigdala (Am) i de l'hipotalem (Hy) a la rata i al subfcle (S) huma.

Les seccions A i D varen ser incubades amb ['H]S-OH-DPAT, un Iligand agonista 5-HT,,, que com a tal nomes reconeix

receptors en estat d'alta afinitat: en canvi les seccions B i E es varen obtenir pel marcatge amb J'H ]WAY 100635, un lligand

antagonista que marca tots els receptors 5-HT, q, independentment del seu estat d'acoblament a proteines G. La quantificacio

dels autoradiogrames demostra que les densitats de receptors visualitzats amb I'H]WAY 100635 son mes elevades que les

marcades amb ['H18-OH-DPAT. La imatge C mostra 1'autoradiograma generat per un joc de patrons de ['H] comercial

(Autoradiographic ['H]Micro-scales, Amersham). Aquests patrons estan lets d'un polfiner de plastic constituit per bandes

que contenen quantitats conegudes de ['H] a diferents concentracions. L'exposici6 conjunta d'aquests patrons amb les

seccions de teixit incubades amb un radiolligand tritiat permet la quantificacio posterior dels films. Barres: A i B= 3 mm;

DiE=5rum.

Fi(WRA 2 (pag. 90). Estudis combinats d'autoradiografia de receptors i d'hibridaci6 in situ per a la localitzaci6 del receptor

5-HTir de la serotonina i del seu mRNA. Els autoradiogrames es varen obtenir a partir de seccions coronals consecutives de

cervell de cobai. La imatge A mostra la fixacio total del Iligand ['H]sumatripta (4 nM) que marca els receptors 5-HTia, i els

5-HTir de la serotonina. La secci6 B va ser incubada amb el mateix Iligand per-6 en presencia de 5-CT (10' M) que s'uneix

als receptors 5-HT,,) inhibint la fixacio de ['H]sumatripta; en aquestes condicions nomes es visualitza el marcatge dels

receptors 5-HT,,. Comparant les figures A i B es pot observar que el marcatge a I'hipotalem i en alguna lamina de I'hipocamp

(Hp) ha estat bloquejat per la 5-CT i correspon per tant a receptors 5-HT,,,, mentre que la fixacio al claustre (Cl). escorca i

talem (Th), entre d'altres, roman en presencia de 5-CT, let que indica que es tracta de marcatge 5-HT ^r. Les imatges C i D
varen ser obtingudes per hibridaci6 in situ amb una sonda contra I'mRNA del receptor 5-HT,,,. La imatge C il-lustra un
autoradiograma tipus film on es pot observar que la distribuci6 anatomica de 1'mRNA del receptor 5-HT,r es molt semblant

a la del receptor marcat amb ['H]sumatripta en presencia de 5-CT. Aquest paral.lelisme suggereix que els receptors 5-HT,r

s'expressen majoritariament a nivell de cossos eel-lulars i/o dendrites de les neurones que els sintetitzen. La figura Des una
microfotografia obtinguda al microscopi en camp fosc d'un detail de I'escorga cerebral de la mateixa secci6 que es mostra

a C un cop sotmesa a dipping en emulsio fotografica, i s'hi observen acumulacions de grans de plata (fletxes) sobre cos-
sos cel-lulars que corresponen al senyal d'hibridacio especific de I'mRNA del receptor 5-HTir. Barres: A, B i C= 2 mm;

D= 100 in m.
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rar les densitats de radioactivitat (i per tant

de receptors) presents a les deferents estruc-

tures tissulars. Actualment hi ha al mercat

diversos analitzadors d'imatges compu-

teritzats que faciliten enormementla lectura

dels autoradiogrames.

Aplicacions

L'aplicacio mes utilitzada de 1'autoradio-

grafia in vitro es sens dubte la realitzaci6

d'estudis de localitzaci6 detallada de recep-

tors, especialment al cervell. Per fer aquests

estudis de ocartografia>'> normalment s'incu-

ben seccions de diferents nivells de cervell o

de qualsevol altre organ amb una concentra-

ci6 fixa de radiolligand (Figures 1 i 2). Aixo

permet obtenir un mapa quantitatiu de la

distribucio anatomica del receptor d'inte-

res. La informaci6 sobre ]a seva localitzacio

anatomica permet suggerir possibles rols

funcionals d'un determinat receptor. Ates

que 1'autoradiografia de receptors es una

tecnica aplicable a molts tipus de teixits -no-

m's cal que hagin estat congelats i preser-

vats adequadament- aquests estudis de lo-

calitzacio es poden fer tant en animals d'ex-

perimentacio com en teixits humans, ja si-

guin procedents de biopsies com de necrop-

sies (Palacios et al., 1986; Probst et al., 1991).

Per exemple, a la figura 1 s'il•lustren auto-

radiogrames obtinguts amb cervell de rata i

amb cervell huma post mortem on s'han mar-

cat els receptors 5-HTIA de la serotonina

amb dos lligands diferents. Igualment es

possible analitzar canvis en densitats de re-

ceptors en situacions parafisiologiques (de-

senvolupament, envelliment), despres de

tractaments farmacologics o en situacions

patologiques diverses.

Tal com s'ha comentat, mitjancant les

tecniques autoradiografiques quantitatives

tambe es possible realitzar experiments de

tipus farmacologic com ara saturacions, des-

placaments amb lligands no marcats, cineti-

ques, etc. D'aquestes analisis es poden ex-

treure dades com ara la densitat maxima de

receptors (Bmas), la constant de dissociacio

del radiolligand (K1)) i les constants d'inhibi-

ci6 de diferents desplacadors (K) per a cada

area a nivell microscopic. Es possible tambe

examinar quina es la distribuci6 dels dife-

rents estats d'afinitat d'un mateix receptor:

Es ben conegut que els receptors lligats a

proteines G presenten un grau d'afinitat pets

lligands agonistes que varia dependent de si

el receptor esta acoblat (estat d'alta afinitat)

o no (estat de baixa afinitat) a proteines G,

mentre que 1'afinitat pels antagonistes resta

invariable. En consequi ncia, utilitzant ra-

diolligands agonistes es visualitzen nomes

receptors en estat d'alta afinitat, i amb

radiolligands antagonistes es marca la po-

blaci6 total de receptors. Un exemple d'a-

quest tipus d'analisi es presenta a la figura 1

per als receptors 5-HT IA de la serotonina

marcats amb un agonista ([3H]8-OH-DPAT)

i amb un antagonista ([3H]WAY 100635). La

quantificaci6 dels autoradiogrames indica

que les proporcions de receptors 5-HTIA aco-

blats a proteines G varia d'una regi6 anato-

mica a una altra.

FIOt RA 3 (pag. 92). Estudis d'autoradiografia de receptors en animals lesionats. Els autoradiogrames mostren la presencia

de receptors 5-HT, marcats amb "IISB 207710 (A i B) i de receptors 5-HT I D marcats amb ["`I]GTI (C i D) en seccions

coronals de cervell de cobai. Els animals havien estat lesionats unilateral ment amb una microinjeccio local d'acid quinolinic

al nude caudat-putamen (CPu). Quan es compara amb la bandy contralateral, a la zona de 1'estriat lesionada (asterisc)

s'observa que la destruccio de neurones produeix una desaparicio del marcatge d'amhdos suhtipus de receptors (A i C). Al

mateix temps a la substancia negra (SN) del costat ipsilateral de la lesiO tambe hi tc lloc una disminucio de la densitat de

receptors 5-HT, i 5-HT,p (fletxa) (B i D). Aquestes observacions suggereixen que, en condic ions normals. els receptors 5-HT,

i 5-HT1,) estan localitzats tant en cossos cel•lulars i/o dendrites de neurones estriatals com en terminacions d'aquestes

neurones que envien projeccions a la substancia negra. Barra: 3 mm.
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Molts dels radiolligands comercials no
son selectius per a un sol tipus o subtipus de
receptor, sing que reconeixen poblacions
heterogenies de llocs d'unio. Malgrat aixo
en molts casos es possible eliminar selec-
tivament el marcatge dels diferents subti-
pus de receptors per arribar a visualitzar
unicament el subtipus d'interes. Aixb s'acon-
segueix incubant les seccions amb el radio-
Iligand en presencia de farmacs adequats
que inhibeixin la fixacio als subtipus que
convingui bloquejar. La concentracio dels
farmacs blocadors s'ha de determinar abans
en experiments de desplacament. D'aquesta
manera es pot aconseguir visualitzar recep-
tors per als quals no hi ha radiolligands se-
lectius. Un exemple d'aixo es presenta a la fi-
gura 2, on s'ha utilitzat el lligand [3H]suma-
tripta que marca els receptors 5-HTIB D i

5-HTH de la serotonina. Amb la incubacio
d'aquest Iligand en presencia de 5-CT es pot
evitar selectivament la fixacio sobre recep-
tors 5-HT IBD' de manera que es visualitzin
tan sols els receptors 5-HTIF.

Si be 1'autoradiografia in vitro no permet
per si sola identificar en quines cel•lules
estan localitzats els receptors que es visua-
litzen, es possible combinar-la amb altres
tecniques corn ara la hibridacio in situ o la
practica de lesions de vies nervioses o grups
cel-lulars especifics per arribar a determinar
quines &I-lules els expressen. A la figura C
s'illustra un exemple d'estudis d'autoradio-
grafia en cobais lesionats amb acid quinolinic
al cos estriat. Aquesta lesio destrueix neuro-
nes que tenen el cos cellular a l'estriat. Mit-
jancant el marcatge dels receptors 5-HT4
(amb [121]SB 207710) i 5-HTID (amb ['2l]GTI)
es produeix la desaparicio de la fixacio en
ambd'os subtipus de receptors a 1'estriat,
cosa que indica que aquests receptors en
condicions normals s'expressen a nivell de
cos cellular i/o dendrites de les cel•lules
lesionades. Aquest tipus de lesio comporta
tambeuna disminucio de la fixacio de [12 I]SB

207710 i de ['2'I]GTI a la substancia negra.
Aixb suggereix que en aquesta regio una
part de ]a poblacio dels receptors 5-HT4 i
5-HTID esta localitzada en terminacions ner-
vioses procedents del cos estriat.

Limitacions

Un problema que sorgeix quan s'utilit-
zen lligands tritiats es 1'anomenat quenching
causat per 1'absorci6 diferencial de les radi-
acions beta del [3H] per la materia blanca i la
materia gris del cervell (Kuhar i Unnerstall,
1985; Geary i Wooten, 1985; Geary et al.,
1985). Aixo es degut al fet que els lipids, que
son mes abundants en estructures mieli-
nitzades de la materia blanca, absorbeixen
mes radiacio beta. En consequencia, una
mateixa quantitat de radioactivitat donara
menys senyal si prove de materia blanca.
Cal tenir en compte a mes que els diferents
nuclis i arees cerebrals contenen propor-
cions variables de materia blanca i gris i per
tant presentaran nivells de quenching dife-
rents i dificils d'avaluar. Una possibilitat
que espot plantejar per superar parcialment
aquest problema es fabricar diferents esca-
les de patrons, amb materia gris i materia
blanca separadament. Una altra alternativa
es extreure els lipids del teixit amb dissol-
vents (alcohols i cloroform) per reduir 1'ab-
sorci6 diferencial (Herkenham i Sokoloff,
1984), tot i que aquests procediments poden
produir alteracions no desitjades (Kuhar i
Unnerstall, 1985). Finalment tambe es possi-
ble recorrer a taules de factors de correccio
de quenching per a diferents nuclis cerebrals
(Geary i Wooten, 1985).

Una limitacio que to 1'autoradiografia
de receptors es la resolucio anatbmica que
es pot aconseguir. El grau de resolucio de-
pen de diversos factors, corn ara 1'energia
d'emissio de 1'isbtop, la distancia entre la
font emissora de radiacio i 1'emulsi6, el
gruix i la sensibilitat de 1'emulsi6, el grau
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de preservacio del teixit, entre d'altres

(Leslie i Altar, 1988). Tot i treballar en con-

dicions experimentals optimes, la resolu-

cio que es pot aconseguir amb l'autoradi-

grafia de receptors es limitada, especialment

quan s'utilitzen films. La resolucio anato-

mica es molt superior quan s'empra el me-

tode dels coverslips, tot i aixi no es pot

arribar a determinar en quines cel-lules es

troben els receptors visualitzats. Per arri-

bar a esbrinar quins tipus cel•lulars con-

crets expressen un receptor determinat cal

recorrer a procediments autoradiografics

de microscopia electronica (Beaudet, 1993),

encara que aquestes tecniques tambe pre-

senten certes limitacions. D'altra banda, tal

corn ja s'ha comentat anteriorment, la com-

binacio de les tecniques d'autoradiografia

de receptors amb la practica de lesions i/o

amb metodes d'hibridacio in situ pot arri-

bar a proporcionar molta informacio sobre

quines poblacions cel-lulars expressen un

determinat receptor.

Finalment cal remarcar que els flocs

d'unio visualitzats per autoradiografia de

receptors no representen forcosament re-

ceptors funcionals. La seva funcionalitat ha

de ser determinada amb 1'6s d'altres tecni-

ques de tipus fisiologic.

LOCALITZACIO DE mRNA DE

RECEPTORS PER HIBRIDACIO IN

SITU

Una tecnica que ha esdevingut molt po-

pular durant els darrers anys per localitzar

mRNA microscopicament es l'anomenada

d'hibridacio in situ. Amb el clonatge de pep-

tids i protei•nes involucrades en la neuro-

transmissio, inclosos un gran nombre de

receptors per a neurotransmissors, ha estat

possible coneixer la sequencia dels mRNA

que els codifiquen. Gracies a aixo es possible

obtenir <<sondes>> que poden ser utilitzades

per detectar els mRNA d'interes. Aquestes

sondes son cadenes d'acids nucleics de mida

variable, amb una sequencia complementa-

ria a la de 1'RNA en estudi. Gracies a aquesta

complementarietat i en condicions adequa-

des, les sondes d'acids nucleics convenient-

ment marcades es poden fer hibridar amb

els corresponents mRNA immobilitzats so-

bre suports solids, ja siguin els anomenats

blots (dot blot i Northern blot) o sobre seccions

de teixit (per hibridacio in situ) (Sambrook et

al., 1989; Polak i McGee, 1990). El proces

d'hibridacio to floc gracies a la formacio de

ponts d'hidrogen entre bases complementa-

ries: guanina i citosina (G i C) o adenina i

uracil (A i U).

Metodologia

Hi ha diversos protocols d'hibridacio in

situ, que difereixen entre ells segons el ti-

pus de sonda que s'utilitza i el teixit en

estudi, principalment. Un protocol optim

per a hibridacio in situ ha de complir una

serie de requeriments, entre els quals es

poden esmentar els seguents:1) Cal preser-

var la morfologia del teixit estabilitzant

1'mRNA dins de la matriu cellular de ma-

nera que sigui accessible a la sonda d'hibri-

dacio; 2) cal aconseguir una elevada sensi-

bilitat que permeti identificar mRNA poc

abundants, i 3) s'han de fer controls de

l'especificitat d'hibridacio per tal de distin-

gir el que es senyal d'hibridacio autentic

del que es marcatge no especific per la unio

de la sonda amb altres components del

teixit o a RNA no homolegs.

Sondes d'hibridacib

Les sondes que s'utilitzen en la tecnica

d'hibridacio in situ poden ser cadenes de

RNA o de DNA de llargada variable (entre

30 bases i varies quilobases), i de sequencia
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complementaria a ]'acid nucleic diana. Fins
ara les sondes que s'utilitzen en hibridacio in
situ solen ser marcades amb [32P] o amb [35S]
(i darrerament tambe amb [33P]), que per la
seva alta energia permeten una rapida de-
teccio del senyal d'hibridacio i proporcio-
nen molta sensibilitat. Tambe es possible
marcar les sondes amb [3H] per millorar la
resolucio, pero al mateix temps s'allarga
molt el temps d'exposicio. Actualment, pero,
es tendeix a substituir els isbtops radioac-
tius per altres metodes no isotopics. Aixi es
poden marcar sondes amb biotina o digoxi-
genina. La deteccio d'aquestes es fa de for-
ma indirecta: avidina/estreptavidina per la
biotina i anticossos antidigoxigenina aco-
blats a fosfatasa alcalina per la digoxigenina.
Els metodes no isotbpics tenen a mes els
avantatges d'oferir una alta resolucio i mol-
ta rapidesa en el revelatge. En canvi ]'incon-
venient principal es que tenen molt poca
sensibilitat i, per tant, no son gens recoma-
nables per a 1'estudi de mRNA poc abun-
dants, corn es el cas dels receptors de neuro-
transmissors.

El tipus de sondes i la manera de prepa-
rar-les que en l'actua litat s'utilitzen amb mes
frequencia son els seguents:

Ribosondes. Son sondes de RNA. Per ge-
nerar-les s'ha de disposar del DNA d'interes
subclonat en un plasmid apropiat que con-
tingui promotors reconeguts per alguna
RNA polimerasa (per exemple, T7 o SP6). La
transcripcio d'aquest vector amb ]'RNA po-
limerasa adequada i en presencia de ribonu-
clebtids marcats proporciona un transcrit de
RNA que pot ser utilitzat com a sonda d'hi-
bridacio. Un dels avantatges de les ribo-
sondes generades d'aquesta manera es Yalta
activitat especifica que poden arribar a te-
nir, coca especialment important quan es
pretenen utilitzar per detectar especies de
RNA poc abundants. D'altra banda, els du-
plex de RNA-RNA que es generen amb les
ribosondes son mes estables que no els hi-

brids de RNA-DNA formats a partir de son-
des de DNA. En canvi, tenen ]'inconvenient
que obliguen a treballar en condicions molt
estrictes per evitar que ]'RNA es degradi.

Sondes de DNA de cadena simple. Aquest
tipus de sonda s'ha popularitzat recentment
arran de la introduccio de ]a tecnica de PCR
(polymerase chain reaction). Per sintetitzar les
sondes cal disposar d'un duplex de DNA i
de dos oligonuclebtids complementaris, un
i altre a zones extremes i oposades de les
dues cadenes de DNA. Un cop desnaturalit-
zat el DNA, els dos oligonuclbtids actuen
com a iniciadors per a 1'elongacio de les
corresponents cadenes de DNA en una reac-
cio catalitzada per una DNA polimerasa
termostable (com ara la Tagl). La repeticio
en cadena dels processos de desnaturalitza-
cib i polimeritzacio produeix 1'amplificaci6
del producte. Si aquesta cadena de reaccions
es fa en presencia de nuclebtids marcats es
poden obtenir sondes marcades d'elevada
activitat especifica.

Sondes d'oligonucleotids sintetics. Els oli-
gonuclebtids que s'usen per a hibridacio in
situ son cadenes de DNA de 20 a 60 bases,
que es preparen amb sintetitzadors de DNA
automatics. Tenen 1'avantatge que son molt
facils d'obtenir. A mes, corn son de mida pe-
tita penetren molt be dins les cel-lules. Per
marcar-los existeixen diferents metodes:
1) marcatge de 1'extrem 5' amb y-[32P]-ATP i
polinuclebtid cinasa, 2) marcatge en 3' amb
(X-[32P]-ddATP i deoxinucleotidil transfera-
sa terminal, i 3) marcatge en 3' amb a-[32P]-
dATP i deoxinucleotidil transferasa termi-
nal (tailing). Els dos primers procediments
produeixen la incorporacio d'una sola base,
mentre que el tailing afegeix cues de nucleb-
tids marcats, cosa que proporciona una acti-
vitat especifica mes alta.

Un cop marcades les sondes es conveni-
ent purificar-les cromatograficament per
separar-ne els nucleotids marcats que no
s'han incorporat.
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Preparacib del teixit

La tecnica d'hibridacio in situ es pot apli-

car taut en teixit congelat (ja sigui fresc o

perfundit) com en teixit inclos en parafina.

Els teixits es tallen amb un cribstat o micrb-

tom en seccions d'un gruix de 5 a 20 pm i es

munten sobre portaobjectes tractats amb

productes adherents (vegeu 1'autoradiogra-

fia de receptors). Quan s'utilitza teixit inclos

en parafina cal eliminar-la abans de la incu-

bacio.

La majoria de protocols d'hibridacio in-

clouen una postfixacio de les seccions de

teixit amb paraformaldehid al 47(,, seguida

d'un rentatge amb solucio tampo, deshidra-

tacio en series d'etanol, deslipidacio amb

cloroform i rehidratacio amb etanol. Si es

fan servir sondes llargues conve a mes

desproteinitzar el teixit amb HC1 0,2% i/o

pronasa.

Hibridacib

Els portaobjectes amb les seccions de tei-

xit es recobreixen amb una solucio (tampo

d'hibridacio) que, a part de la sonda marca-

da, sol contenir: formamida (per augmentar

1'astringencia), cations monovalents, solu-

cio de Denhardt, tRNA de llevat, DNA d'es-

perma de salmo i sulfat de dextra. La hibri-

dacio es du a terme durant 16-20 hores en un

incubador a temperatura variable que oscil•la

entorn dels 42 °C.

Rentatge

Despres de 1'etapa d'hibridacio, les secci-

ons incubades se sotmeten a successius ren-

tatges amb solucions tampo. La composicio

del tampo i la temperatura de rentatge vari-

en molt d'un protocol a un altre. Com mes

Ilargues son les sondes mes exhaustius han

de ser els rentatges, mes baix el contingut en

sals del tampo i mes elevada la temperatura.

Idealment la temperatura de rentatge s'ha

de determinar per a cada sonda, ja que ha

d'estar per sota de la Tn de I'hibrid. Quan es

treballa amb ribosondes conve fer un tracta-

ment amb RNAsa per tal de destruir les

molecules de sonda que no han hibridat. Un

cop acabats els rentatges, les seccions s'asse-

quen amb afire.

Exposicib i obtencib d'autoradiogrames

El procediment es id'entic al descrit ante-

riorment per a 1'autoradiografia de recep-

tors. El tipus de films i emulsions varia,

pero, en funcio de 1'is6top utilitzat. En el cas

de la hibridacio in situ es molt habitual uti-

litzar films i tambe la tecnica de dipping, ja

que els hibrids formats resisteixen la tempe-

ratura de 1'emulsi6. Aquesta ultima permet

la deteccio microscbpica de mRNA sobre

cossos cel•lulars.

Controls d'especificitat

Com en qualsevol tecnica histoquimica,

no tots els senyals observats per hibridacio

in situ son especifics. Com que no existeix un

metode i nicper determinar de manera infal-

lible I'especificitat del senyal d'hibridacio,

cal recorrer a l'aplicacio d'una serie de con-

trols, entre els quals es poden citar els se-

gbents:

1. Analisi per Northern blot: Serveix per

determinar la mida de 1'mRNA marcat, i

veure si es correspon amb la mida esperada.

2. Analisi amb diferents sondes: Es facti-

ble amb oligonuclebtids complementaris en

diferents regions d'un mateix mRNA. Ana-

litzant seccions consecutives, totes les son-

des han de mostrar el mateix patro de distri-

bucio.

3. Cohibridacio amb un excel de sonda

no marcada: Ha d'eliminar el senyal d'hibri-

dacio.

4. Analisi de l'estabilitat termica dels hi-
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brids: Rentant a temperatures cada cop mes

elevades s'observa un descens brusc del se-

nyal d'hibridacio que to hoc prop de la Tm

teorica dels hibrids (en que el 50% dells es

dissocien).

5. Pretractament amb RNAsa: Ha d'eli-

minar totalment el senyal d'hibridacio.

6. Verificar que el senyal obtingut prove

de cossos cel-lulars: Es pot fer utilitzant la

tecnica de dipping.

Avantatges de la hibridacio in situ

A 1'igual de 1'autoradiografia de recep-

tors, la tecnica d'hibridacio in situ es aplica-

ble a tot tipus de teixits i es pot utilitzar sobre

mostres humanes obtingudes en biopsies o

necropsies.

Mitjancant la hibridacio in situ es pot

determinar quins nuclis o arees anatomi-

ques del cervell contenen un determinat

mRNA, i fins i tot arribar a identificar quines

cellules 1'expressen. Aixo representa un im-

portant avantatge sobre les tecniques d'au-

toradiografia de receptors i d'immuno-

histoquimica, amb les quals no sempre es
possible identificar quines cellules conte-
nen la proteina detectada, ja que aquesta pot

ser transportada lluny del cos cellular de les

neurones.

D'altra banda, la hibridacio in situ per-
met discernir facilment entre diferents sub-

tipus de receptors i entre molecules isomor-

fes, com ara els productes generats per

splicing alternatiu d'un mateix mRNA. Fer

aquesta diferenciacio no sempre es possible

quan s'utilitzen altres tipus de tecniques

com 1'autoradiografia de receptors.

Tal com s'ha comentat anteriorment, la
combinacio de la hibridacio in situ amb 1'au-

toradiografia de receptors i la practica de
lesions especifiques proporciona un pode-
ros metode per determinar on se sintetitzen
els receptors i on s'expressen, tant a nivell
macroscopic com cellular i subcel•lular.

Limitacions

Un problema important que to la hibri-

dacio in situ es la dificil quantificacio dels

resultats. Tecnicament es possible mesurar

concentracions de radioactivitat en relacio

amb la densitat optica o la densitat de grans

de plata, sempre que s'utilitzin escales de

patrons adequades. Tot i aixo, el fetes que es

gairebe impossible determinar amb precisio

quina es 1'activitat especifica de les sondes

marcades i, per tant, els resultats no es po-

den traduir en densitats de mRNA. Per

aquesta rao normalment es recorre a semi-

quantificacions microdensitometriques o al

comptatge de grans de plata.
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