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A ROVIDITESEK MAGYARAZATA

Az agyteriletek elnevezése (Paxinos és Watson, 1986) alapjin, az agyteriiletek nevének
roviditése (Palkovits, 1980) alapjan tortént.
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BEVEZETES

Az €16 anyag alapvet§ jellemzje a szervezettség, amelynek kialakitasa és fenntartiasa
szlikségessé teszi a kommunikaciot az €lévilag kiilonb6zs szervez6dési szintjein belil és
azok koézott. A molekularis kolesonhatasokra épils sejtszintli kommunikicié hasonlé
mechanizmusokat hasznal az egész élgvilagban. Az egyik ilyen iltalinos, minden eukari6ta
élSlényre jellemzd sejtszintli kommunikicids forma a kilciumionok (Ca?") segitségével
torténd jelatvitel. A Ca?*-jelatvitel esetében a informaciot az intracelluliris szabad Ca*-
koncentrici6 ( [Ca?] ) tér és -idSbeli viltozasai kodoljak (Berridge, 1998). Ezen [Ca*] -
valtozasok kialakitdsiban alapvet6 szerepet jatszanak azok az ionpumpik, ioncserélSk és
ioncsatornak, amelyek a transzmembran Ca*-gridiensek létrehozisaért, fenntartasaért és
megviltoztatasiért felelsek. A transzmembrin Ca?*-gridiensek viltozasai altal kialakitott
Ca*-jelek lokilis modositasaban, és azoknak a fehérjeszint{i kélcsonhatisok szintjére
torténd atvitelében (mediilasaban) az Gn. Ca**-kotd fehérjék jatszak az elsGdleges szerepet.
A Ca?-kotd fehérjék kozé szamos fehérjecsalad tartozik (Baimbridge és mtsai., 1992),
amelyek koziil a legismertebb az “EF-hand” tipusi Ca**-kot6 fehérjéké. Ez a fehérjecsalad
tobb mint 150 tagot szimlil, amelyek eléfordulnak gerincesekben és gerinctelenekben
egyarant (Andressen és mtsai., 1993). A fehérjecsalad nevében szereplé “EF-hand” kifejezés
az ide tartozo fehérjék kozos szerkezeti jellemzSjére, egy hélix-hurok-hélix szerkezetld Ca*'-
kot fehérjedoménre utal, amely az “EF-hand” tipusa Ca?*-kotd fehérjékben mint
kizarblagos és ismétlods szerkezeti elem van jelen, mig mas fehérjékben egyéb szerkezeti
elemekkel egyiitt fordul elS. A “EF-hand” tipust Ca*-kotd fehérjéket funkcidjuk alapjan
hagyominyosan két csoportra osztjak: az Gn. “trigger” fehérjékre (példaul kalmodulin,
troponin-C), amelyek a Ca**-ok megkétése kovetkeztében elSbb maguk is
konformiciéviltozason mennek it, hogy ezutan mis — gyakran enzimaktivitissal
rendelkezs — fehérjékhez koétbdve azok aktivitisit moédositsak, és az Gn. “puffer” fehérjékre
(példaul parvalbumin, kalretinin, kalbindin-D28k), amelyeknek az [Ca*], emelkedésének
mérséklésén kiviil egyéb szerepe nincs, illetve nem ismert (Baimbridge és mtsai., 1992). A
“trigger” fehérjék kozé tartoznak az intracellularis Ca*-jelek mediatorai is, amelyek koziil az
élovilagban a legaltalanosabban el&fordulé és a legtobbet vizsgilt a kalmodulin (CaM).

A CaM 148 aminosavbdl ill6, 17 kDa molekulatémegi, savas jellegli, h&stabil fehérje,
amely négy “EF-hand”-doménbdl épiil fel. A CaM valamennyi eukaribta sejtben
megtaldlhat6 és olyan alapvetS folyamatok iranyitisiban vesz részt, mint a sejtosztodis, a
motilitis, a szekréci6, tovabba az ioncsatornik és a génexpresszid szabilyozisa (Deisseroth
és mtsai., 1998; Levitan, 1999; Means és mtsai., 1982; Means és mtsai., 1991). Kiilondsen
fontos feladatot 1at el a CaM az Gn. ingerlékeny sejttipusokban, amelyekben a Ca?-jelatvitel



kitiintetett szereppel bir mind a lokilis, mind a sejtszint{ aktivitis szabilyozisaban, és a két
szabalyozisi szint 6sszekapcsolisaban (Deisseroth és mtsai., 1998; Levitan, 1999). A CaM-
nak az idegsejtekben betoltott funkcibja jelenleg is élénk kutatis targyat képezi: az ezirinyd
vizsgilatok a CaM-nak a Ca*-ok megkotése nyomin bekévetkezd
konformici6valtozisanak jellemzésétél (Yap és mtsai., 1999) a CaM-aktivitas
szabalyozasinak feltardsin keresztiil (Quadroni és mtsai., 1994) a CaM szubsztratjainak
azonositisiig terjednek (Rogers és Strehler, 1996).

A CaM-aktivitis szabilyozisa tobb szinten valosul meg: (a) a CaM hirvivé RNS-ek
(mRNS-ek) szintézisének, érésének, lokalizici6janak és lebontisinak szintjén, (b) a CaM
fehérje szintézisének, transzportjanak és lebontisinak szintjén, valamint (c) a CaM fehérje
poszttranszlaciés moédositisanak szintjén. A CaM-aktivitis szabalyozisinak valamennyi
szintjére vonatkoz6an rendelkeziink mar adatokkal: ismertté vilt(ak) a CaM fehérje
foszforilacibs szabilyozisinak egyes elemei (Joyal és mtsai., 1996; Quadroni és mtsai.,
1994), a CaM fehérje intracellularis (nuklearis) transzportjinak jelentGsége (Deisseroth és
mtsai., 1998), tovibba a CaM génexpresszié és mRNS lokalizici6é szabilyozisanak tébb
részlete is (Berry és Brown, 1996; Toutenhoofd és mtsai., 1998; Zhang és mtsai., 1993). A
CaM génexpresszid szabilyozisit illetéen azonban még nem alakult ki egységes és
altalinosan elfogadott elmélet, f6ként azért, mert még nem 4ll rendelkezésre elegendd, a
génexpresszids viltozdsokban tapasztalhatd szabalyszerliségeket feltard kisérleti
eredmény. Vizsgilatainkkal egy ilyen egységes, a CaM génexpresszié szabilyozasit leird
elmélet létrejottéhez kivantunk hozzijarulni.

A CaM génexpresszio

A Ca*-jelek f6 mediitoraként ismert CaM fehérje és az azt kddolé gén(ek) minden
eddig vizsgalt eukari6ta él6lényben megtalilhatok. A CaM gén(eke)t kimutattak mar
élesztSben, protozoiban, zoldalgaban, gombiban, magasabbrendl névényekben, valamint
gerinctelen és gerinces illatokban is (Koller és mtsai., 1990). Az eukari6ta él6lényekben
altaldban csak egyféle CaM fehérje fordul el [kivételként emlithetS példaul az Arbacia
punctulata tengeri stin és valészintileg a Naegleria ostoros is, amelyekben kétféle CaM
fehérje van jelen (Fulton és mtsai., 1986)]. Az altalanosan jellemz3 egyediili CaM fehérjével
szemben a CaM gén(ek) szima és genomikus szervez8dése jelentSs eltéréseket mutat az
eukari6tik egyes csoportjainil. Igy példaul az éleszté (Saccharomyces cerevisiae), a
Paramecium tetraurelia, az Aspergillus nidulans, a Dyctiostelium discoideum és az
ecetmuslica (Drosophila melanogaster) genomjiban is csak egy CaM gén talalhat6é (Davis



és mtsai., 1986; Goldhagen és Clarke, 1986; Kink és mtsai., 1990; Lu és mtsai., 1992; Smith
és mtsai., 1987), mig a Trypanosoma brucei hirom — tandem elrendez8désti és intron
nélktili — CaM gént hordoz (Tschudi és Ully, 1988).

A gerinceseknél a CaM vonatkozisiban a “tobb gén — egy fehérje” elv érvényesiil. Az
eddig vizsgilt gerinces fajok mindegyike csak egyetlen CaM fehérjét hordoz, amelynek
aminosavsorrendje mindenhol azonos [kivétel az elektromos angolna (Electrophorus
electricus), amelynél a konszenzus aminosav-szekvenciitdl egy aminosavnyi eltérés
tapasztalhat6 (Lagacé és mtsai., 1983)]. Ugyanakkor a gerincesek genomjiban hirom [a
medaka nevii csontos hal (Oryzias latipes) genomjaban négy (Matsuo és mtsai., 1992)]
miik6ds CaM gént és tobb CaM pszeudogént azonositottak (Nojima, 1989; Rhyner és
mtsai., 1994). A CaM pszeudogének szekvenciaanalizis-adatai alapjan mindegyik CaM
pszeudogénrdl ismert, hogy mely mik6dd CaM génbdl alakult ki. A CaM pszeudogének az
eddigi vizsgilatok szerint nem expresszalédnak (Ikeshima és mtsai., 1993).

A gerincesek hirom mik6dd CaM génje a Nojima és munkatirsai 4ltal bevezetett
nomenklaturiban a CaM I, CaM II, és CaM III elnevezést kapta (Nojima és mtsai., 1987;
Nojima, 1989). A harom CaM gén kromoszémalis lokalizici6jat emberben mar
meghatiroztik [CaM I: 14q24-q31, CaM II: 2p21.1-p21.3, és CaM III: 19q13.2-q13.3
(Berchtold és mtsai., 1993)]. Mara szimos gerinces fajbol ismertté valtak CaM
génszekvenciik, és két gerinces fajban (patkanyban és emberben) mindharom gén
szekvencisja ismert (Koller és mtsai., 1990; Nojima és Sokabe, 1987; Nojima, 1989; Rhyner
és mtsai., 1994; Toutenhoofd és mtsai., 1998). A mikods CaM gének szekvencidinak
elemzése valészindsiti, hogy a CaM gének a gerinces evolicié folyaman kiilén fejlédési utat
jartak be. Ezt a feltevést alatimasztja azon észlelés, amely szerint a gerinceseknél a
kilonboz6 fajok azonos osztilytd CaM génjei kozott a homolégia jelentds mértéki, mig
fajon belll a harom CaM gén kozott csekély. A fenti kiilonbség kiilondsen kifejezett a 3'-
nemkodold szakaszok esetében: a patkany és a human CaM gének ezen régi6it tekintve a
homolégia mértéke a gén-osztilyokon beltl mintegy 90 %, mig a fajokon beliil
hozzavetdlegesen 35 % (Koller és mtsai., 1990). Fajokon beliil a CaM gének kédold
szekvencidinak divergenciija is viszonylag nagy: megkdzeliti azt a hatarértéket, amelynél
kulonb6z8 DNS-szakaszok még kddolhatjak ugyanazt a fehérjét [példaul a humin CaM III
gén kodold szekvenciija csak 81,8, illetve 81,1 %-os homologiat mutat a human CaM I,
illetve CaM II gén kodold szekvencidjival, mig a patkany CaM III gén kédol6
szekvencidjival 92,1 %-os egyezést mutat (Fischer és mtsai., 1988)]. Egy adott faj CaM génjei
nemkodold szakaszainak abszolit értelemben, valamint kédold szakaszainak relativ
értelemben nagy divergenciija arra utal, hogy a CaM gének evolicios 1éptékben mérve is
hosszu ideig, jelent8s szelekcids nyomais alatt fejlédve érték el mai dllapotukat. Azt a tényt,
hogy ilyen kértiilmények kozott is fennmaradt harom, egyazon fehérjét kodold — latszolag



redundins — CaM gén, j6l magyarizza az a feltevés, amely szerint az egyes CaM génekhez
kiilonb6z8, a misik két CaM gén iltal legfeljebb részben p6tolhaté funkcié rendelhetd
(Fischer és mtsai., 1988; Koller &s Strehler, 1993). Ezt a hipotézist az alibbiak er&sitik meg.

(a) A CaM mRNS-osztilyok kiilonb6zd intracellularis lokalizacidja

Az mRNS-ek célzott intracelluliris transzportjinak jelentGsége és részletei napjainkra
mar szimos biologiai rendszerben ismertté viltak (Kiebler és DesGroseillers, 2000;
Oleynikov é&s Singer, 1998). Az idegsejtekben — azok szélsGségesen anizometrikus alakja
miatt — a célzott mRNS-transzport kiilénds jelentdséggel bir. A neuronokban az mRNS-ek
szubcelluliris doménekre specifikus lokalizici6ja az adott doménra jellemz6 sajatsagok
kialakitasinak egyik fontos eszkoze. Igy példaul a dendritekbe transzportilt mRNS-eknek a
neuronilis aktivitastdl fliggd transzlacidja olyan elemi plaszticitisi folyamatok részét
képezi, amelyek magasabbrendd idegi tevékenységek (példaul tanulés) alapjaul szolgilnak
(Martin és mtsai., 1997; Morris, 1997).

A CaM mRNS-ek lehetséges célzott intracelluldris transzportjira vonatkozban is
végeztek vizsgilatokat. PC12 sejtvonalban végzett mérések szerint a CaM I, CaM II és CaM
III géneknek megfelel6 hirom CaM mRNS-osztily intracellularis lokalizacidja eltérd (Zhang
és mtsai., 1993). A PC12 sejtekben a CaM I mRNS-ek dendritikus transzlokici6ja volt a
legkifejezettebb; ezen CaM mRNS-osztily jellegzetes dendritikus lokalizacibjat
patkianyagyban is leirtak (Berry és Brown, 1996). A CaM mRNS-osztilyok kiilonbézd
intracellularis lokalizaci6ja feltételezi, hogy a harom CaM mRNS-osztily eltéré mértékben
jatszik szerepet a domén-specifikus transzliciés folyamatokban, ami a hdrom CaM gén
kozotti funkcionilis kiilonbségre utal.

(b) A CaM mRNS-osztilyok feltételezett cisz-szabilyz6 régidinak kilonbozésége

A hiarom CaM gén fentebb emlitett homologiaviszonyai — a kiilonb6z6 gerinces fajok
azonos osztilyi CaM génjei kozotti jelentds, illetve fajokon belil a hdrom CaM gén kozotti
csekély hasonl6sig — a feltételezett szabalyz6 szakaszokra is érvényesek. Igy a humian és a
patkiny CaM I gén esetében a prométer régidk hasonlésaga 65 % koriili, az 1. intronok
homolbgidja pedig még jelentGsebb, tobb mint 70 % (Rhyner és mtsai., 1994). A CaM II
géneket 6sszevetve hasonlé viszonyokat talilunk: az 5'-hatarolé szekvencidkat az 1.
exonokkal egytitt tekintve a human és a patkiny szekvenciak homologiaja jelentSs (82 %).
Ez igaz az 1. intronok esetére is, amelyek 72 %-0s a homolégiat mutatnak az els6 200 bp, és
86 %-ost az utolsé 100 bp terlletén. Ezzel szemben a 2., 3. és 4. intronok kozotti
hasonlésig csekély [rendre 45 %, 41 % és 48 % (Toutenhoofd és mtsai., 1998)]. A



szekvencidk homolégiaviszonyai alapjin feltehetd, hogy a CaM I és CaM II gének esetében
a szabilyz6 szakaszok k6zé sorolhatok az 5'-hatirol6 szekvencidk mellett az 1. intronok is.

A hirom CaM gén feltételezett szabalyzo régidi szekvencidinak birtokiban lehet&vé vilt
ismert szekvenciaelemek azonositisa. Ezek el6fordulisa alapvetSen eltérS volt a2 hirom
human CaM promoterben (Toutenhoofd és mtsai., 1998). Kanonikus TATA boxot csak a
CaM I prométerben sikertiilt kimutatni. A CaM II prométer egy TATA-box-szerd szekvenciat
tartalmaz (—27 pozicibban) és egy j6 iniciitor szekvenciaelemet a misodik 6 transzkripcids
starthely kozelében (+7 koral). Az 5°-hatarol6 szekvencidk GC-tartalmat tekintve a CaM I és
CaM III prométer bizonyult er6sen GC-gazdagnak. Az azonnali korai gének (IEG)
konszenzus szekvenciiit (AP1 és AP2) csak a CaM II és a CaM III promoterekben sikertlt
azonositani. Az iltaldnos szoveti transzkripcids faktornak megfelel6 SP1 konszenzus
szekvencia csoportos eldforduldsa (SP1 csoportok) a CaM III — és kisebb mértékben a CaM
I — promoéterre jellemzS. A cAMP-érzékeny szekvenciaelem (CRE) a CaM 1I és CaM III
promoterben van jelen, a CAAT-szekvenciaelem viszont mindharom humin prométerben
eldfordul. Szintén eléfordul mindhirom CaM gén (€s szimos mas Ca**-kots fehérje)
prométerében a (GCGG)AGGGA szekvencia, amely a neuronspecifikus expresszid
biztositisiban jatszhat szerepet (Matsuo és mtsai., 1993). A gerinces fajok CaM
prométereiben azonositott konzervativ szekvenciak koziil a H1 és a H2 a CaM II (Matsuo és
mtsai., 1993), mig a H3 a CaM II és a CaM III (Shimoda és mtsai., 1995) prométerében
fordul elé. Ezen konzervativ szekvenciak funkcionilis szerepe még nem egyértelmiien
tisztazott.

Szembet{ind, hogy a CaM III gén szabalyzo6 régidja tobb tekintetben a haztartisi gének
promoétereinek jellemzdit mutatja. A CaM III prométer esetében ilyen jellemz8k a magas
GC-arany [77 % patkanyban és 80 % emberben (Koller és Strehler, 1993)], a CpG
dinukleotidok mas haztartisi prométerekhez viszonyitva is magas szima [emberben -300 és
+100 kozott 68 darab fordul el (Koller és Strehler, 1993; Shimoda és mtsai., 1995)), a
klasszikus, -20 / -30 korili TATA box, valamint a -80 koriili CAAT-box hidnya {[emberben
nincs TATA-box, és a legkdzelebbi CAAT-box is -180 koril van, patkinyban pedig ez is
hianyzik (Koller és mtsai., 1990; Koller és Strehler, 1993)], a tobb kis transzkripcios
iniciacios hely (Koller és mtsai., 1990), a sok SP1 kétShely [emberben 9 darab fordul el
(Koller és mtsai., 1990)], és a kozvetlen ismétlédések a prométerben [emberben 5 darab 17
bp-os “imperfekt” kozvetlen ismétlédésbdl 4ll6 sorozat van -1 és -250 kozott (Koller és
mtsai., 1990)].

Mir sziiletett néhany olyan kisérleti eredmény, amely kozvetve alatimasztja a fent
emlitett szekvenciaelemeknek az adott CaM gén expresszidjara gyakorolt tényleges
befolyasit. igy példaul azt tapasztaltik, hogy a patkiny CaM II prométerben a H2
szekvencia delécibja igen jelentSs, kb. 75 %-os expresszidcsokkenést okoz (Matsuo és
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mtsai., 1993), a patkdny CaM III prométerben pedig a -703-t6l -524-ig terjed, a H3
szekvenciit is tartalmazé szakasz [emberben ez itfed egy SP1-csoportot magiba foglal6
régi6val (Koller és Strehler, 1993)] kiesése idéz el mintegy S0 %-os expresszidcsokkenést
(Shimoda és mtsai., 1995). Kézvetlen és részletes bizonyitékok azonban még nem illnak
rendelkezésre a szabilyz6elemek miik6désére vonatkozoan.

Osszegezve megillapithatd, hogy a vizsgalt gerinceseknél az azonos osztalyd CaM
gének szabilyzb régibi viszonylag konzervaltak, és a CaM III promoter haztartisi jellege is
dllandénak mutatkozik. A fajok kozti kiillonbséget példaul az jelzi, hogy a humin és a
patkiny CaM I promoter kdzti homolégia -200-t61 5 irinyba haladva szignifikinsan
csokken (Rhyner és mtsai., 1994). Egy adott fajon beliil 2 CaM gének prométerei
kovetkezetesen eltérd felépitésiiek, ami arra utal, hogy a harom CaM gén expresszidja
eltérd cellularis szabilyozis alatt dll. Ezen szabilyozis megismerése torténhet a
szabilyz6elemek mikodésének biokémiai mbdszerekkel torténd jellemzésével, valamint a
CaM gének kifejez6désének funkcionilis vizsgalatival, azaz a viltoz6 koériilményekre adott
expresszids valaszaik mérésével és elemzésével is.

(c) Az egyes CaM gének expresszidja eltérs valtozasokat mutat kiilonbozé
korilmények kozot

A harom CaM gén élettani korilmények kozott mért expresszidjanak erSssége és
aranyai eltéréek a felnstt gerincesek kiilonb6zs széveteiben (Ikeshima és mtsai., 1993), és
szoveti régidiban (Sola és mtsai., 1996). Emellett a CaM gének kifejez8dése eltérd mértéki
véltozasokat mutat a normal egyedfejlédés (Berry és Brown, 1995; Cimino és mtsai., 1990;
MacManus és mtsai., 1989) és a differencialédis alatt is (Bai és Weiss, 1991).

Szamos vizsgilat igazolta, hogy a CaM gének kisérletileg eldidézett kiilsG stimulusokra
kiilonb6z6 expresszios viltozdsokkal vilaszolnak (Barrén és mitsai., 1995; Gannon és
McEwen, 1994; Michelhaugh és mtsai., 1998; Palfi és Gulya, 1999; Shimizu és mtsai., 1997;
Sola és mitsai., 1997); sajnos, az eddigi vizsgilatokban tapasztalt viltoziasok csak ritkin
mutattak olyan szabilyszeriségeket, amelyek segithetik 4ltalinos kovetkeztések levonasit.
Ennek ellenére a CaM gének kifejezdésének kiilonbozo élettani és kisérleti kortilmények
kozott, valamint az egyedfejlédés folyaman megfigyelhetd eltérd valtozisai egyértelmiivé
tették, hogy a hirom CaM gén expresszidja valbban egymastdl fliggetlen szabalyozis alatt
all.
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Osszefoglalva, a gerincesek genomjiban m{ik&édé CaM gének mind transzkriptumaik
intracellularis lokalizaci6jat, mind cisz-szabilyz6 régibik felépitését, mind expresszids
szabilyozasukat tekintve kilénbdznek egymastdl. A harom CaM gén eltérd koriilmények
kozott jatszott szerepének megértését az gitolja, hogy nem vagy kevéssé ismert(ek)

(a) az egyes CaM gének szabilyozasaért felelds molekuliris mechanizmusok,

(b) az egyes CaM gének expresszids valtozisai kiilonboz6 kortilmények kozott, és

(c) az egyes CaM-mRNS osztilyok mennyiségbeli arinyai megvaltozisinak jelentGsége.

Kisérleteinkben az intracelluliris Ca?*-jelatvitelt alapvetSen befolyasol6 kiilsé stimulust,
krénikus etanolkezelést és etanolmegvonist alkalmazva vizsgiltuk a hirom CaM gén
expresszibs valaszait patkanyagyi régidkban, az egyes mRNS-osztilyok mennyiségi
valtozisainak meghatirozisaval.

A krénikus etanolkezelés és -megvonas

Az etanolrdl régéta ismert, hogy alapvetd valtozasokat okoz az idegsejtek
mikodésében. Az akut etanolkezelés a transzmembrin ionegyensily eltolédasit, ezen
beliil a [Ca?), csbkkenését idézi eld. Ezen valtozasok kévetkezménye a nyugalmi
membrinpotenciil csbkkenése, és ezen keresztiil az idegsejtek ingerlékenységének
mérséklédése is (Diamond és Gordon, 1997). Az etanol hatasmechanizmusinak feltarasara
irinyuld kisérletek eleinte az etanolnak a sejtmembrin fluiditisat és lipidosszetételét
befolyasol6 hatdsira koncentraltak, mert akkor mar ismert volt a membranfehérjék
miikodésének a lipidkdrnyezettdl valo fliggése (Diamond és Gordon, 1997). Mira azonban
az eziranya kutatis f6ként a jelatvitelben szerepet jatsz6 fehérjékre fékuszilédik, mivel
azbta szamos fehérjérdl sikeriilt igazolni, hogy az etanol kozvetleniil befolyisolja
szerkezetét, illetve miikodését. Az etanol célfehérjéi kdzé tartoznak olyan, a neuronilis
ingerlékenység alakitisaban fontos szerepet jatsz6 fehérjék, mint a plazmamembran
kiilébnbdz8 receptorai (NMDA-, kainat-, nikotin-tipusi acetilkolin-, o-és B-adrenerg-,
szerotonin-, 6piat-, GABA - és glicin-receptorok), ioncsatorndi és ionpumpii
(feszultségfiiggd Na*- és Ca?*-csatornik, Na*, K*-ATP4z és Ca*-ATP4z), valamint a
transzmembran jelatvitel egyes enzimei (példaul foszfolipaz A, és adenilil-cikldz) (Chandler
és mtsai., 1998; Diamond és Gordon, 1997; Hamoudi és mtsai., 1995).

Az etanol hatisinak folyamatosan kitett idegsejtekben adaptiv valtozasok kovetkeznek
be. Ezek a fizioldgias viszonyokra jellemz6 miikodés visszaillitisat célozzik, vagyis az
idegsejtek ingerlékenységének novelése irinyiba hatnak (Chandler és mtsai., 1998). A
krénikus etanolexpoziciét kévetd megvonas — az adaptiv valtozdsok kovetkezményeként —
az idegsejtek szintjén tdlmikodést valt ki. Ezt a viselkedés szintjén jellegzetes rohamok
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megjelenése kiséri. A tilzott ingerlékenység csokkentésére szimos, gyakran az adaptiv
folyamatokkal ellentétes iranyt viltozis jelentkezik a celluliris folyamatokban a megvonis
kezdeti idGszakaban.

Az etanol akut hatdsa érinti a CaM fehérjét is: megviltoztatja a membrin-asszocialt és a
szolubilis CaM fehérjék aranyat (Hamoudi és mtsai., 1995). Ez dontéen befolyisolhatja a
CaM-nak a lokalis folyamatok irdnyitisiaban betoltott szabilyoz6 szerepét, példaul az
ioncsatornak szabalyozisat. A CaM membran-asszociicidjanak megvaltozisa médosithatja
a CaM transzlokicidra épuld tiavolsagi intracelluliris jelatvitelt, és ennek révén a
transzkripcionilis szabilyozast is (Deisseroth és mtsai., 1998). Az élettani kérilményekre
jellemzé CaM aktivitds visszillitisa érdekében adapticibs viltoziasok kovetkezhetnek be a
CaM miikodésének szabilyozisaban, igy a CaM génexpresszidban is. Ugyanakkor az
etanolkezelés a Ca**-jelatvitelre kifejtett hatisa révén moddosithatja szimos Ca**-fiiggd
szabilyozo6 faktor miikodését, kdzvetleniil is befolyasolva a CaM génexpresszidt. Az
expresszios valtozisok a CaM mRNS-ek célzott transzportja, és az azt kovetd domén-
specifikus transzlacié révén moédosithatjak a CaM fehérje, és igy a CaM aktivitas
intracellularis lokalizaci6jat.

A Hmax érték szamitasa

A CaM gének miikodésének vizsgilata soran a CaM mRNS-osztalyok regionalis
mennyiségeinek relativ viltozisait in situ hibridizaciés (ISH) technikéval hatiroztuk meg
szamos agyterileten. A vizsgalathoz sok metszetet kellett hibridizalnunk, ezért a
hibridizaci6knil olyan cRNS probakoncentrici6t haszniltunk, amely nem biztositotta a
sejtekben magas képiaszamban el6fordulé6 CaM mRNS szekvenciak cRNS probakkal valo
telit6dését. A relativ kvantitilashoz céljabol végzett ISH kisérletekben 4ltalinos a nem-
telitési cCRNS probakoncentracid hasznilata. Ugyanakkor a jelolodési értékek nem-telitési
cRNS prébakoncentriciénal mérhetd viltozasairél nem igazolt, hogy szévetben végzett
hibridizaci6k esetén is hiven tlikrézik a telitési cRNS préobakoncentriciénil mérhetd
valtozasokat.

Az agyteriiletek abszolGt mRNS-tartalmanak becslését egy miasik tényezd akadalyozta.
Nem allt rendelkezésiinkre olyan médszer, ami lehetévé tette volna a heterogén széveti
szerkezettel rendelkez$ agyszovetben az egyes agyteriiletekre jellemz6 mRNS-tartalmak
pontos és egyidejl becslését nem-telitési CRNS probakoncentricidénil mért hibridizacios
jelolédésekbdl. A fenti problémik megoldisira a kvantitativ ISH technika lehetSségeit
kibovitd modszertani fejlesztéseket végeztiink.
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A biomolekulak kvantitilasa nélkilozhetetlen az egyedfejlédési, élettani és kéréletani
viltozasokban szerepet jatsz6 sejtfolyamatok felderitésében. Ha a kvantitilashoz csak kis
mennyiségl sz6veti minta all rendelkezésre, akkor — a hagyomanyos ex vivo kvantitilasi
mbdszerek jelentds fejlédése ellenére is (Barron, 1989; Meier és mtsai., 1991) — elényt
élveznek az olyan szovettani technikik, mint az immunhisztokémia vagy az ISH. Annak
ellenére, hogy ezek a eljarasok rendelkeznek azzal a felbecstilhetetlen elénnyel, hogy agy
teszik lehet6ve a célmolekuldk kvantitilasit, hogy kézben megérzik a szoveti eloszlist, a
kvantitativ sz6vettani vizsgilatok nem tdl gyakoriak. Ennek az egyik lehetséges oka az az
altalanos vélekedés, miszerint az ilyen médszerek megbizhatdsaga nem hasonlithat6 a
hagyomainyos ex vivo vizsgalatokéhoz. Ezt a kérdést szdmos kisérletben vizsgiltik,
amelyekben végil is igazoltik a hisztol6giai modszerekkel nyert kvantitativ eredmények
helyességét, gyakran hagyomanyos blot eljarasokbdl szirmaz6 adatokat hasznilva
viszonyitisi alapnak (Guiot és Rahier, 1995; Huang és mtsai., 1996; Jonker és mtsai., 1997;
Sherman és mtsai., 1986; Wicht és mtsai., 1999). A kvantitativ szévettani médszerek
elterjedését gatldé misik f6 tényezd az igazolt, 6sszehasonlithaté eredményeket biztositd, és
széles korben elfogadott kvantitilisi modszerek ritka volta. Ez kiilondsen nyilvinvalé az
olyan célmolekulik kvantitilasa esetén, amelyek kis mennyiségii szoveti mintaban (példiul
sebészeti biopsziik) vagy inhomogén szerkezetli szovetben (példiul idegszévet) fordulnak
eld. Az ilyen tipusa mintakra nézve a kozepes/kis mennyiségii nukleinsav célmolekulak
kvantitilasival kapcsolatos problémakat mair részletesen vizsgiltik (Conn, 1989; Eberwine
és mtsai., 1994), de kevesebb figyelmet szenteltek a kdzepes/nagy mennyiségli mRNS-ek
kvantitalasival jaré nehézségeknek.

A [>S]-cRNS proébakat el6szeretettel hasznaljak kvantitativ ISH-hoz elény6s
tulajdonsagaik — érzékenységiik, specificitisuk és sejtszintii felbontasuk — miatt. A cél-
mRNS-ek abszolut értelemben torténd kvantitilasa esetén elSfeltételnek tekintik a cél-
szekvenciak jelolt nukleinsav-probakkal torténd telitését. Nagyléptéki kisérletek és/vagy
kozepes/nagy mennyiségl cél-mRNS-ek kvantitilisa esetén azonban a fenti feltétel
nehezen teljesithetd [3°S]-cRNS prébik hasznilataval, mert a magas specifikus aktivitasa
cRNS prébik nagy molaris mennyiségének szintézise jelentds gyakorlati nehézségeket
okoz. A nagy specifikus aktivitasi probak hasznilatit az inhomogén szévetek olyan
régidinak kvantitilasa teszi sziikségessé, amelyek viszonylag kis mennyiségben
tartalmazzik a cél mRNS-t. Az adott kisérleti kortilmények kozott elérhetd maximalis
hibridizaci6s jel szimitisira szolgil6é matematikai eljaras alkalmazisaval azonban
elkertilhetd a nagy mennyiségli cRNS proba hasznilata. Ahhoz, hogy a maximalis
hibridizaci6s jel szamithat6 legyen abbdl a jelbdl, amely akkor mérhetd, amikor a cél-
szekvenciaknak csak egy része hibridizil, a maximailis hibridiziciés jeleket kalibrilni kell a
mért jelolddési értékekhez. Egy ilyen kalibracids grafikon készitésével jar6 nehézségek a
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cél-szekvenciakat tartalmazé kézegnek megfelelGen viltoznak. (a) Ha a cél-szekvenciik
oldatban vannak, akkor minden célmolekula hozzaférhet6sége azonos, igy csak egy telitési
grafikont kell késziteni. Ez a grafikon konnyen kalibralhatd, mert a maximailis hibridiziciés
jel kozvetlentl megfeleltethetd a cél-mRNS-ek abszolit mennyiségének, ami figgetlen
mbdszerekkel (példaul spektrofotometridval vagy fluorimetridval) egyszerlien mérheté. (b)
A membran blotok esetére — gyakorlati szempontbdl — ugyanez a helyzet feltételezhet. (c)
Egyedi sejtek esetében feltehets, hogy a hasonlé tipusi sejtekben az mRNS-ek
hozziférhet6sége azonos. A szamitisi modszerrel kapcsolatosan publikiltak egy explicit
elméletet (Cash és Brahic, 1986), amely egyedi sejtekben jelen 1év3 virilis cél-szekvencidk
telitését irja le a probakoncentricié és a telitési idS fuggvényében. A kvantitilashoz a
telitési gérbe kvazi-lineiris részét haszniltik kalibraciés egyenesként, és a mért jelet viralis
RNS dot blot skalahoz viszonyitottidk. (d) A (kvazi)-homogén szovetek esetében szintén
feltételezhets, hogy a célszekvencidk hozziférhetGsége nem valtozik sejtrél sejtre. Erre az
esetre szivizomban irtak le egy médszert (Nunez és mtsai., 1989), amelyben a telitési gbrbe
kvizi linearis részének meredekségét haszniltik a szimitashoz, és Northern blot-ot
haszniltak fiiggetlen eljarisként. (e) Heterogén szerkezetl szovetekben a cél-mRNS-ek
hozziférhetSsége, és igy telitddési liteme (a telitési jel viltozasa a probakoncentricié vagy
a hibridizici6s id6 fliggvényében) eltérs lehet a szévet kiilonboz6 részeiben, ezért az egyes
szoveti régidkhoz kiilon kalibracids grafikonokra lehet sziikség. Ismereteink szerint még
nem publikiltak olyan médszert, amely lehetévé tenné egy heterogén szévet esetében az
egyedi régidknak megfelelé maximailis hibridizici6s jelek egyidejt kiszamitasat.
Hasonl6képpen, heterogén szovetben az egyes telitési gdérbéknek az egyedi régidkban
jelen 1évo (és fliggetlen mddszerrel meghatirozott) mRNS-mennyiségekhez térténd
kalibraci6ja tovabbra sem megoldott.

Jelen vizsgilatunkban a jel6l5dési értékeket [3S]-cRNS proba ISH kopiaszam/mm?
egységben kifejezett moliris mennyiségekké alakitottuk 4t a pontos szdveti hattérkorrekcid
érdekében (az ISH koépiaszam érték definicibjit 1asd Az abszoliit kvantitdlis: a cRNS préba
koépiaszam érték és az mRNS mennyiség viszonya cimi alfejezetben). Ennek megfelelSen, a
maximadlis hibridizacibs jeleket maximailis hibridizici6s kapacitisokka (Hmax érték, ISH
kopiaszim/mm? egységben) konvertaltuk. Egy adott szoveti régié Hmax értékét a [*S]-
cRNS prébinak azon maximilis molaris mennyiségeként definidltuk (ISH kbpiaszimban
kifejezve), amely a régid egységnyi (1 mm?-nyi) teriiletén az alkalmazott kisérleti
korilmények kozott hibridizalt.
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CELKITUOZESEK

Célul tdztik ki a patkinyban mikodé CaM gének expresszids szabilyozisanak
vizsgilatat. Ehhez a kronikus etanolkezelést és -megvonast, mint kisérleti stimulusokat
kivantuk alkalmazni. Célunk volt a CaM I, CaM II és CaM III mRNS-eknek a stimulusok
hatasira bekovetkezd mennyiségi viltozasainak relativ kvantitalasa a patkinyagy szamos
teriletén. A kvantitilast a CaM mRNS-osztalyokra specifikus cRNS probik segitségével
kivintuk végezni. Igazolni kivintuk a nem-telitési cRNS probakoncentraciét alkalmazé
kvantitativ ISH médszer hasznalatinak jogossagat. Tovabbi célunk egy olyan eljaris
kifejlesztése volt, amely lehet6vé teszi egy heterogén szovet egyes régibira az adott
kisérleti keretek (azaz a szovet, a cél-szekvencia, a nukleinsav-proba, és a kisérleti
protokoll egy meghatirozott kombinacidja) kozott jellemz6 Hmax értékek szamitis Gtjan
torténd meghatirozisat. A kisérletlinkben alkalmazott modellrendszerben a széveti régidk
szerepét a patkinyagy egyes teriiletei, a cél-szekvencia szerepét az agyban expresszilt
CaM mRNS-ek, a nukleinsav-prébik szerepét pedig a génspecifikus CaM cRNS prébak
toltotték be. Célkitlizéseinket az alabbiakban foglaljuk 6ssze.

1. Génspecifikus CaM I, CaM II és CaM III cRNS prébik tervezése és elkészitése.

2. A krénikus etanolkezelés és -megvonas hatiasara a CaM I, CaM II, és CaM III mRNS-
ek regionilis mennyiségeiben bekdvetkez6 valtozisok relativ kvantitilasa patkinyagyban.
A CaM gének expresszids szabilyozisiban mutatkoz6 kilonbségek jellemzése.

3. A kronikus etanolkezelésre és az etanolmegvonisra a CaM mRNS-ek szignifikins
mennyiségi valtozasival vilaszol6 agyteriiletek meghatirozisa és 0sszehasonlitisa egy-egy
‘CaM gén esetében, illetve mindhirom CaM gén adatait dsszevetve. Az etanolkezelésre és -
megvonasra reagal6 agyteriiletek altal kijelolt funkcionilis idegi rendszerek azonositisa, és
Osszevetése az etanol hatisira mis kisérletekben érzékenynek bizonyult rendszerekkel.

4. A CaM I, CaM II, és CaM IIIl mRNS-eknek a génspecifikus CaM cRNS prébikra
vonatkozd, agytertiletenkénti disszociacios kostans (Kd) értékének meghatirozisa és
Osszehasonlitasa.

5. Annak igazolisa, hogy a ISH jel616dési értékek nem-telitési cRNS préba-
koncentricional mérhetd viltozasai hiven tiikrozik a telitési cRNS préobakoncentracional
mérhetd viltozisokat.

6. A kilonb6z§ agyteriiletek Hmax értékeinek — a telitési jel tényleges megmérése
nélkili — szamitisara szolgalé médszer kidolgozasa és tesztelése.
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ANYAGOK ES MODSZEREK

A kisérletekhez felhasznilt vegyszerek molekuliris biolgiai tisztasagtak voltak. A
vegyszereket és az enzimeket a kovetkezd forrasokbdl szereztiik be: Amersham, Arlington
Heights, IL, USA; Pharmacia Biotech, Uppsala, Svédorszag; Promega, Madison, W1, USA;
Sigma, St Louis, MO, USA.

Kisérleti 4llatok és szbvetpreparalas

Az allatkisérletek sorin a kisérleti dllatok gondozisa és felhasznilisa az Eur6pai
Koz8sség Tanicsa iranyelveinek (86/609/EEC) és a magyar torvényi szabalyozisnak
(XXVIII/1998 és 243/1998) megfelelben, az intézményi etikai bizottsig engedélyével
tortént. A kisérletekhez standard koriilmények kozott tartott him Sprague-Dawley
patkinyokat (Rattus rattus) haszniltunk. A krénikus etanolkezeléshez az illatokat harom,
egyenként ot illatbol 4ll6 csoportra osztottuk Az etanolos és a megvonisos csoport harom
hétig csak 5,0 % (w/v) etanolt tartalmazé folyékony tapot (Liquid Rat Diet, LD’82; BioServ,
Frenchtown, NJ, USA) fogyaszthatott ad libitum, mig a kontroll csoport ezalatt izokalorikus
kontroll folyadéktapot kapott. A megvonisos csoport folyékony etanolos tapjat az allatok
feldldozisa el6tt 12 6raval kontroll folyadéktapra cseréltiik. Az allatok atlagos stlya 224+13
g volt a kezelés el6tt, és 293+23 g-ra nétt a harmadik hét végére. Az illatok atlagos
silygyarapodisa 30,5 % volt a kontroll, 31,5 % az etanolos és 30,7 % a megvonisos
csoportban (szignifikinsan nem kiilonb6z6 értékek a Student-féle t-teszt szerint, p<0,05).
Az illatokat a haromhetes kisérleti kezelés utan dldoztuk fel. A médszertani kisérletekhez
260+10 g silya him Sprague-Dawley patkianyokat haszniltunk.

Az illatokat éteres altatasban dekapitaltuk, majd az agyukat gyorsan eltavolitottuk,
Cryomatrix bedgyaz6anyagba agyaztuk (Shandon Scientific, Pittsburgh, PA, USA) és -70 °C-
on azonnal megfagyasztottuk. Az agyakbdl 15 pm vastag koronasiki kriosztit metszeteket
készitettink. A metszést a bregmat6l szimitott -1,4, -3,14, 4,3 és -10,8 mm-es sikokban
(Paxinos és Watson, 1986), illetve a modszertani kisérletekben a bregmatél szamitott -3,14
és -3,6 mm-es sikok kozott végeztiik. A metszeteket Cr-Al-zselatinnal bevont
targylemezekre vettik fel és sziaradas utan tovibbi felhasznilasig -70 °C-on taroltuk.

Az agypaszta standard skalak készitéséhez hasznilt agyakat a Standard skialak cim{
alfejezetben leirtaknak megfeleléen dolgoztuk fel.
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CRNS prébik

A cRNS probik megtervezését annak mdodszertani jellege miatt itt tirgyaljuk. A tervezés
soran szamos szempontot kellett figyelembe venniink; ezek az alibbiak voltak.

(@) A cRNS probik specificitisa

A patkany CaM mRNS-ek régi6i koziil a legkisebb hasonlésigot a 3’ nemkédolé régidk
mutatjik, ezért a keresztreakcidk (mas mRNS-osztalyokba tartoz6 CaM mRNS-ek
felismerésének) elkertilésére a cCRNS probiak cél-szekvenciiit ezen szakaszokon beliil
vilasztottuk ki. Annak érdekében, hogy egy adott cRNS préba felismerje valamennyi, az
adott CaM mRNS-osztilyba tartozd — de a kilonb6z8 poliadenilacids szignialok hasznalata
miatt eltérd hosszisagi — cél-mRNS fajtit, a cCRNS probak tervezésekor a 3’ nemkédold
régidknak csak az elsd poliadenilacids szignalig terjed6 szakaszait haszniltuk.

(b) A cRNS prébik hossza és az in situ hibridizici6 érzékenysége

A cRNS probik hosszanak novelésével egy hatirig novelhetd az ISH médszer
érzékenysége; ezen til a cRNS prébik csdkkend permeilisa kovetkeztében az ISH
érzékenysége is csokken. Ezért a cRNS probakat olyanra terveztiik, hogy szintetizalt
hosszuk kisebb legyen, mint 300 bp, hibridizal6 szakaszuk pedig legalibb 100 bp
hosszisagu legyen.

()  AKklénozissal kapcsolatos szempontok

A PCR termékek klénozisit megkonnyitendd, a primerek 5’ végeihez az alkalmazott
vektor prométerei altal hatirolt klénozd szakaszban el6forduld restrikciés enzim
hasitéhelyeket illesztettiink. Mivel a 3’ és a tompa véggel rendelkezs templit esetén az RNS
polimeraz a mindkét szilat 4tirhatja (Schenborn és Mierendorf, 1985), ezért két, 5’ véget
hasité restrikciés enzim (EcoR I és BamH I) hasitdhelyeit valasztottuk ki, és ezeket
illesztettiik a primerek 5’ végeihez. Mivel a restrikciés enzimek nem hasitanak megfelelGen,
ha a hasitéhelyiik kézvetleniil a DNS fragment végén taldlhatd, igy a hasitdhelyek 5’
végeihez még egy toviabbi, 4 bp hossziisaga szakaszt terveztiink.

(d A PCR-el kapcsolatos szempontok

A primernek alkalmas CaM szekvenciik és a hozziadott révidebb szakaszok (a
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restrikciés enzim hasitéhelyek és a 4 bp-os szekvenciak) kivalasztasakor tigyeltiink arra is,
hogy azok ne képezzenek stabil misodlagos (hajtl vagy dimer) szerkezeteket a PCR-nél
alkalmazott hdmérsékleteken. Emellett a primerek 3’ végeinek kialakitasakor figyelembe
vettiik azok szabadentalpia-valtozis értékeit [dG (kJ/moD)] is (tdl kis dG érték esetén az 3’
primervégek levalhatnak a célszekvenciardl, ami akadilyozza a sikeres PCR reakciot); arra
is tigyeltiink, hogy a kivilasztott primer-parok olvadispont értékei (Tm) kozotti killonbség
ne legyen jelentds.

A cRNS prébik eléallitaisihoz genomikus DNS-t izoldltunk patkinyagyb6l (Sambrook
és mtsai., 1989). Az agyszovetet DNS extrakci6s pufferben [10 mM tris-hidroximetil-
aminometan (Tris), 2 mM etiléndiamin-tetraecetsav (EDTA), 10 mg/ml ditiotreitol (DTT), 0,5
mg/ml proteiniz K, 0,1 % (w/v) natrium-laurilszulfat (SDS), pH 8,0] homogeniziltuk, 37 °C-
on 90 percig inkubaltuk, majd fenol:kloroform:izamilalkohol eleggyel (25:24:1, Tris-telitett,
pH 8,0) extrahaltuk. A genomikus DNS-t 0,1 térfogat natrim-acetit (NaOAc) és 3 térfogat
etanol hozziadisaval precipitiltuk -70 °C-on, éjszakin keresztil. A precipitalt DNS-t
centrifugiltuk, 70 %-os (v/v) etanolban mostuk, szaritottuk, majd 1 X TAE pufferben (40
mM Tris, 20 mM ecetsav, 1 mM EDTA, pH 8,0) feloldottuk. A genomikus DNS
koncentraciéjat ill. tisztasagit UV-spektrofotometridval (GeneQuant, Pharmacia), 2 260 nm-
en mért abszorbanciabdl, ill. a 260 és 280 nm-en mért abszorbancidk hinyadosabél
hataroztuk meg.

A CaM I, CaM II és CaM III mRNS-ek 3'-nemkddolé régidinak megfeleld genomikus
szekvencidkat (Nojima és Sokabe, 1987; Nojima, 1989) polimeriz lancreakciéval (PCR)
amplifikaltuk. A PCR-ekhez EcoR I és BamH I restrikci6s enzim hasit6helyekkel kiegészitett
primereket hasznialtunk. A patkiany genomikus DNS-el komplementer primer szekvenciik a
kovetkezSk voltak: a CaM I esetében 5'-AGACCTACTTTCAACTACT, amely a 30-48 bp-ig
terjedd szekvencianak és 5'-TGTAAAACTCATGTAGGGG, amely a 236-254 bp-ig terjeds
szekvencidnak felel meg a 6. exonon beliil (Nojima és Sokabe, 1987); a CaM II esetében 5'-
ATTAGGACTCCATTCCTCC, amely a 144-162 bp-ig terjedd szekvencidnak (szimozisa
1929-1947) és 5'-CACAACTCCACACTTCAACAGC, amely a 353-374 bp-ig terjed
szekvencidnak (szimozisa 2138-2159) felel meg a 5. exonon beliil (Nojima, 1989); és a
CaM III esetében 5'-ATGATGACTGCGAAGTGAAG, amely a 12-31 bp-ig terjed6
szekvencidnak (szdmozisa 7058-7077) felel meg a 6. exonon beliil és 5'-
CAGGAGGAAGGAGAAAGAGC, amely a stop kodontdl szamitott és 3' irinyban 153-172
bp-ig terjed6 (szimozisa 7228-7247) nem-expresszidl6dé genomikus szekvencidnak felel
meg (Nojima, 1989). A PCR elegyek 1,5 mM MgCl,-ot, 30 uM dezoxi-ribonukleotid-trifoszfat
(dNTP) elegyet, 400 ng genomikus DNS templatot és 20-20 pmol 5' és 3' primert

19



tartalmaztak. A PCR-eket 35 cikluson keresztiil futtattuk; minden ciklus egy 94 °C-on 40
mp-ig tartd denaturicids, egy 55 °C-on 30 mp-ig tartd kotSdési, és egy 72 °C-on 30 mp-ig
tartd extenzios fazisbol allt. A sikeres PCR-ek azonositasahoz a PCR elegyekbd! mintakat
vettlink, és azokat 2 %-os (w/v) agarbz gélen vilasztottuk el (Horizon 58, Horizontal Gel
Electrophoresis System,; Life Technologies, Gaitherburg, MD, USA). Az elektroforézist 0,5 %
etidium-bromidot tartalmazé 1 X TAE pufferben, 4,2 V/cm fesziiltség alatt, szobahdn, 50
percig végeztik. A vizualizalashoz 312 nm-es hullimhosszu ultraibolya (UV) megvilagitast
alkalmaztunk (Transilluminator 4000; Stratagene, La Jolla, CA, USA). A PCR termékek
hosszit pUC19/Mop DNS marker segitségével meghataroztuk, és a vart hosszisagi PCR
termékeket tartalmazoé PCR elegyeket génenként egyesitettiik. A PCR termékek tisztitasat
extrakcidval, precipiticioval és preparativ gélelektroforézissel végeztiik. A preparativ
gélelektroforézishez alacsony olvadiasponta (LMP) agar6zbol készilt, 1 %-os (w/v) gélt
hasznaltunk. Az elektroforézis utin a PCR termékeket tartalmazé géldarabokat UV
megvilagitds mellett kiviagtuk a gélbdl, és AgarACE enzimmel (Promega), a gyarto
utasitisait kovetve izolaltuk belSlik a PCR termékeket. Ezutin a PCR termékeket
extrakci6val és precipitacidval tisztitottuk, majd feloldottuk steril desztillilt vizben és
meghataroztuk a tisztasidgukat, valamint a koncentraciéjukat.

Az ellentétes végeiken EcoR I és Bam H I restrikcids enzim hasit6helyeket hordozé
PCR-termékeket, és a fenti hasitdhelyeket a klbnoz6 szakaszaban hordozé pcDNA3 vektort
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) EcoR I/ BamH I enzimekkel végzett (Promega) kettGs
emésztésnek vetettiik ala (37 °C, 4 6ra). Az emésztés utin az enzimeket inaktivaltuk (65 °C,
15 perc), majd a PCR termékeket &s a vektort preparativ gélelektroforézis, extrakcio és
precipitacioé segitségével tisztitottuk meg a keletkezett révidebb DNS fragmentektdl. A
hamis pozitiv klénok sziminak minimalizalasa érdekében a kettds emésztéssel linearizilt
pcDNA3 vektor szabad végeit defoszforilaltuk (37 °C, 45 perc) marha intesztinalis
foszfatazzal (CIP; Promega). A CIP-et inaktivaltuk (56 °C, 30 perc), majd a vektort
extrakcidval és precipiticiéval tisztitottuk. A kettSs emésztett PCR termékeket a kettSs
emésztett és defoszforilalt pcDNA3 vektorba ligiltuk (15 °C, 3 6ra, majd 4 °C, éjszakan 4t)
T4 DNS ligiazzal (Promega). A ligitummal nagy transzformacids hatékonysaga JM109-es
Escherichia coli sejteket (Promega) transzformiltunk h&sokk alkalmazisaval (42 °C, 50 mp,
agar (Sigma) tiptalajon tenyésztettiik 12-16 6rin it (mivel a pcDNA3 vektor Ampicillin
rezisztencia gént hordoz, igy a transzformalt sejtek rezisztenssé viltak az Ampicillinnel
szemben). A klénokbél vett inokulatumokkal baktériumtenyészeteket inditottunk 60 pg/ml

sy

razatva (250 rpm) inkubaltuk 37 °C-on &jszakian at. A baktériumtenyészetekbdl Wizard
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Minipreps rendszer (Promega) segitségével, a gyart6 utasitisai szerint izolaltuk és
tisztitottuk a vektort. A vektorokat tartalmaz6 oldatokb6l mintikat vettiink, majd ezeken
EcoR I és BaMH I enzimmel kettSs emésztést végeztiink. A reakciéelegyekbdl vett mintakat
agardz gélelektroforézissel elvalasztva vizsgiltuk, hogy az adott klon tartalmazza-e a PCR
terméknek megfelel6 hosszisigi inzertet. Az pozitiv klénok esetében az inzert
azonossigait szekvenilassal ellendriztiik (AB 373 DNA Sequencer; PE Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA).

Az antiszensz és szensz cRNS probak in vitro transzkripcioval torténd szintéziséhez
EcoR I, vagy BamH I enzimmel linearizalt (37 °C, 4 6ra), és tisztitott vektorokat hasznaltunk
templatként. A cRNS probik radioaktiv jelolését Riboprobe System-T7 és Riboprobe
System-SP6 (Promega) rendszerekkel, a gyirtd utasitasait kovetve végeztik. A radioaktiv
jeldléshez hasznilt nukleotid [33S]-UTPaS$ (1250 Ci/mmol; ICN Biomedicals; Costa Mesa, CA,
USA) volt. A cél-mRNS-el komplementer szekvencia a CaM I esetében 225 bp, a CaM II
esetében 231 bp, a CaM III esetében pedig 157 bp hosszisigi volt. A radioaktivan jelolt
cRNS prébikat ProbeQuant G-50 Sephadex mikrooszlopokon (Pharmacia) méretkizirisos
kromatogrifidval tisztitottuk, majd folyadékszcintillicids szimlilas (LSC) segitségével
hatiaroztuk meg a cRNS probik specifikus aktivitisat. A kronikus etanolkezelés és -
megvonis hatisit vizsgilo kisérletekben a cRNS probik specifikus aktivitisa a 3,3 x 107
cpm/pmol-tél 6,7 X 107 cpm/pmol-ig terjedd tartominyba esett (a cpm rovidités a detektalt
masodpercenkénti radioaktiv bomlasok szimit jeloli). A médszertani kisérletekben az
antiszensz cRNS probak komplementer szekvenciijinak specifikus aktivitisa 6,6442 x 107
cpm/pmol (9,3047 X 108 cpm/pg) volt a CaM 1, 4,6095 X 107 cpm/pmol (6,1837 x 10® cpm/
pg) volt a CaM II, és 3,1236 x 107 cpm/pmol (6,1561 x 10® cpm/pg) volt a CaM III esetében.
A szintetizalt CaM I, CaM II és CaM III szensz cRNS probik specifikus aktivitisa rendre
6,7063 x 107 cpm/pmol, 7,6421 x 107 cpm/pmol és 5,6726 x 10’ cpm/pmol volt. A cRNS
probik specificitasat BLASTN 2.0.6. szoftverrel (Zhang és Madden, 1997) végzett
szekvenciaillesztéssel, Northern blot analizissel, &s ISH-val igazoltuk (Palfi és mtsai., 1999).

Standard skalak

A membrin standard skildkat a korabban leirtaknak megfelelGen készitettiik el (Palfi és
mtsai., 1998). Méretkizarisos kromatogrifiaval tisztitott [**S]-cRNS probabél 12 tagi higitisi
sort készitettiink. A higitist RNaz-mentes vizzel végeztik; az egyes oldatok specifikus
aktivitasit LSC-vel hataroztuk meg. Mindegyik higitasbol 50 pl-t vittiink fel Duralon-UV
nylon membrinra (Stratagene) vikumsziirést alkalmaz6 dot blot technikival (Minifold,;
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Schleicher & Schuell, Keene, NH, USA). A membrianokat ezutin UV-keresztkotéssel fixaltuk
(120 000 p/cm?; Stratalinker; Stratagene, USA), majd 37 °C-on 30 percig szaritottuk. A
membrin standard skalidk végsd aktivitisi tartomanya 1,5 cpm/mm?2-t8l 305,5 cpm/mm?-ig
terjedt.

Az agypaszta standardok készitéséhez a Kisérleti dllatok és szévetpreparilds cimd
alfejezetben ismertetett médon izolilt agyakat egy kordbban leirt eljaras szerint dolgoztuk
fel (Davenport és mtsai., 1988; Palfi és mtsai., 1998). A lemosott és letorolt agyakat 4 °C-on
homogenizaltuk, majd 2 ml-es mikrocentrifuga-csévekben 500 mg agypasztit kevertiink el
10 perces vortexeléssel 30 pl-nyi desztillilt vizzel, ami ismert mennyiségii cRNS probat
tartalmazott. Ezutin az agypasztikat -70 °C-on megfagyasztottuk, majd eltivolitottuk az
agypaszta-hengereket a mikrocentrifuga-csévekb6l és Cryomatrix beigyaz6anyagba
(Shandon) dgyaztuk. Az agypasztikbdl a patkinyagy-metszetekkel megegyezs vastagsiga
(15 pm vastag) kriosztat metszeteket készitettiink, amelyeket Cr-Al-zselatinnal bevont
tirgylemezekre vettiink fel, majd megszaritottunk. A metszés soran egyes kivalasztott
metszeteket elklonitettiink, és radioaktivitisukat LSC-vel meghataroztuk. A
hozzavetSlegesen felez6d6 aktivitasi szintekbdl felépiils agypaszta standard skila a 2,2-
5280,0 cpm/mm?-ig terjedd aktivitdsi tartomanyt fedte le.

Az agypaszta skildkat a membrin skalakkal, a membrin skalakat pedig az agypaszta
skalakkal vagy a hibridizilt patkianyagy-metszetekkel egytitt foszforernySkre exponaltuk.

In situ hibridizacio

A koronilis patkanyagy-metszeteket 4 % formaldehidet tartalmazé 2 x SSC-ben (0,3 M
NaCl és 0,03 M Na-citrat, pH 7,0) fixaltuk szobah&n 5 percig, majd 2 X SSC-ben tartottuk
szobahén 2 X 1 percig. Ezutian 0,25 % (v/v) ecetsavanhidridet és 0,9 % (w/v) NaCl-ot (pH
8,0) tartalmaz6 0,1 M trietanolamin-oldattal kezeltiik a metszeteket szobahdn 5 percig. Ezt
kovetSen a metszeteket dehidriltuk, megszaritottuk, majd befedtiik 50 ul hibridizaciés
oldattal, ami hibridiziciés pufferb6l és az ebben oldott cRNS prébabdl allt. A hibridizaciés
puffer 6sszetétele 50 % formamid, 6 x SSPE (0,75 M NaCl, 60 mM NaH,PO,, és 6 mM EDTA,
pH 7,4), 5 X Denhardt reagens [0,1 % (w/v) marhaszérum albumin (BSA), 0,1 % (w/v)
Ficoll, és 0,1 % (w/v) polivinil-pirrolidin (PVP)], 10 % (w/v) dextrin-szulfit, 50 mM
dithiotreitol (DTT), 100 pg/ml heringsperma DNS, és 50 pg/ml élesztd tRNS volt. A
kronikus etanolkezeléssel kapcsolatos kisérletekben a hibridiz4cis oldatok LSC-vel
meghatirozott specifikus aktivitisa a 141-174 fmol/ml-ig terjedS tartomanyba esett. A
telitési kisérletekben az antiszensz és a szensz cRNS proébit tartalmazé hibridizaciés oldatok
cRNS prébakoncentricidja rendre 10,0-2142,1 és 9,9-2018,4 fmol/ml-ig terjedt a CaM I, 10,1-
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2065,7 és 13,8-2514,7 fmol/ml-ig a CaM II, valamint 1,6-2752,5 és 14,4-2640,1 fmol/ml-ig a
CaM Il esetében. A médszertani kisérletekben a nem-telitési prébakoncentricionil végzett
hibridizici6knil az antiszensz és a szensz cRNS prébak koncentracidja 213,5 és 226,7 fmol/
ml volt a CaM I, 212,9 és 269,4 fmol/ml a CaM II, valamint 633,8 és 430,8 fmol/ml CaM III
esetében. A higitisi sorok elkészitése és a patkinyagy-metszetek lefedése alatt a
hibridizaci6s oldatokat melegen (45 °C-on) tartottuk.A hibridizici6t parafilm fedélemezek
alatt, nedves kamriban végeztik 45 °C-on 2141 6riig. A hibridizici6 utin a metszeteket 50
% formamidot tartalmaz6 2 X SSC-ben mostuk el6bb szobahén 5 percig, majd 50 °C-on
kétszer 10 percig. Ezt kévetSen a metszeteket 2 X SSC-ben tartottuk szobahén 5 percig,
majd 1,32 X 103 Kunitz U (~25 mg fehérje)/ml RN4z A-t tartalmaz6 0,5 M NaCl, illetve 1 X
TE (0,01 M Tris és 0,001 M EDTA, pH 8,0) oldatban inkubiltuk 37 °C-on 30 percig. Ezutin a
metszeteket elSbb 50 % formamidot tartalmazé 2 x SSC-ben mostuk 50 °C-on 10 percig,
majd 2 X SSC-ben tartottuk 50 °C-on 10 percig. Végiil a metszeteket dehidriltuk és
megsziritottuk.

Autoradiografia, képanalizis, és mikroszképia

A krénikus etanolkezelés és -megvonas hatisat vizsgald kisérletekben a hibridizalt
patkanyagy-metszeteket membran standard skilakkal egytitt exponaltuk 20 6rin keresztiil.
A mébdszertani kisérletekben az agypaszta standard skilakat vagy a hibridizalt patkinyagy-
metszeteket membrin standard skaldkkal egytitt exponaltuk 24, illetve 22 6ran at. Az
expoziciét SR Cyclone foszforerny&kre (Packard Instrument Company; Meriden, CT, USA),
szobahdn végeztiik. A foszforernySkon kialakult képeket Cyclone Storage Phosphor
System képalkoté rendszer (Packard) segitségével, 600 x 600 dpi képfelbontissal
rogzitettiik. A detektil6 rendszer linearis érzékenységét a modszertani kisérlet kapcsan
igazoltuk (lasd 3. 4bra). A digitilis képek elemzésére az OptiQuant 3.0 szoftvert (Packard)
haszniltuk. A képeken kortilhataroltuk 2 membrin és az agypaszta standard skilik egyes
elemeit vagy az egyes agyi régidkat, majd meghataroztuk azok autoradiografiis
jelolédésének erbsségét terliletegységre vonatkoztatott digitalis fényegység (dlu/mm?)
mértékegységben. Ezeket az értékeket korrigaltuk a metszetek teriletén kiviil mérhetd
hiatterjelre (ez az Gn. foszforerny8-hattér tipikusan kevesebb volt, mint 6 000, illetve a
médszertani kisérleteknél 7 000 dlu/mm?), s a jelolddések erdsségét nettdé dlu/mm?
egységben fejeztiik ki.

A krénikus etanolkezeléssel kapcsolatos kisérleteknél a szoveti hittérre a kovetkezd
mobdon korrigaltunk. Meghataroztuk a megfelelS szensz cRNS prébaval hibridizalt
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metszetek foszforerny&-hittérre korrigilt jelolodési értékeit, és ezeket — a membrin
standard skalik segitségével — korrigiltuk a radioaktivitis bomlasira. Az igy szamitott
értékek atlagiat osztottuk a szintetizalt szensz cRNS probiban el6forduld uridin-5-foszfat
nukleotidok szdmival és szoroztuk az antiszensz cRNS préba hibridizilé szakasziban
el6fordulé uridin-5-foszfat nukleotidok szamaval. Ezt az értéket vontuk ki az antiszensz
cRNS prébaval hibridizilt agytertiletek foszforerny&-hittérre és a radioaktivitis bomlasira
korrigalt jelolédési értékébdl. Végeredményként az antiszensz probival hibridizalt
agyteriiletek foszforerny6- és szoveti hattérre, valamint a radioaktivitis bomlasara korrigilt,
netté dlu/mm? egységben kifejezett jelolédési értékeit kaptuk.

A mobdszertani kisérleteknél a kvantitalas soran a jelolédési értékeket a kdvetkezd
lépések sorozatin keresztiil alakitottuk 4t. El6szor is feltételeztiik, hogy a patkanyagy-
metszetben és az agypaszta-metszetben azonos koncentraciéban eléfordul6 radioaktivitis
azonos jelolédési erdsséget eredményez mindkét esetben (Kuhar és Unnerstall, 1985). Ez
lehetGvé teszi az agyteriiletek netté dlu/mm? értékeinek agypaszta netté dlu/mm?
értékekként vald értelmezését. Ezutan az agypaszta standard skildkat a membrin standard
skalakhoz kalibraltuk, mindkét skila esetében a cpm/mm? értékek fliiggvényében dbrazolva
a nett6 dlu/mm? értékeket. Az agypaszta és a membrin standard skalik grafikonjai
meredekségeinek (illetve azok arinyanak) ismeretében az agypaszta nettd dlu/mm?
értékeket membrian cpm/mm? értékekké konvertiltuk. A membrian cpm/mm? értékeket
ezutin cRNS préba ISH mol/mm? értékekké alakitottuk, figyelembe véve a cRNS préba
radioaktivitisanak bomlisit, és cpm/pmol egységben kifejezett specifikus aktivitisit.
Ezeket a cRNS proba ISH mol/mm? értékeket megszoroztuk az Avogadro szimmal, és az
eredményt cRNS préba ISH képiaszim/mm? egységben [+ az atlag standard hibija (SEM)]
fejeztiik ki. A kvantitdlasi 1épések az alabbi egyenletben 6sszegezhetdk:

RES = (LAB x AVO) / (LRF x RDF X SPA),

ahol a RES a cRNS préba ISH képiaszim/mm? értéket, a LAB a jel615dési erbsséget
(nettd dlu/mm?), az AVO az Avogadro szamot (6,2252 x 10% képiaszam/mol), az LRF a
membrin standard skaldra vonatkozo, a jel6lodési erGsség és a radioaktivitds viszonyit
leir6 faktort [(netté dlu/mm?/(cpm/mm?)], az RDF a radioaktiv bomlisi faktort, és az SPA a
cRNS préba specifikus aktivitasit (cpm/pmol) jeloli.

A mobdszertani kisérletek esetében a szoveti hattérkorrekciot a cRNS probik specifikus
aktivitisinak figyelembevételével végeztik. Az antiszensz cRNS prébival hibridizalt
agyteriilet foszforernyS-hittérre korrigilt jelolédési értékét RES értékké konvertaltuk, majd

Py

korrigiltuk a hasonlé koncentriciéja, megfelel szensz cRNS probaval hibridizilt azonos
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agytertiletek RES értékeinek atlagara. Végeredményként az agyteriilet széveti hattérre
korrigilt (nettd) RES értékét kaptuk cRNS préba ISH kopiaszam/mm? egységben, amit az
agytertlet cél-mRNS koépiaszim/mm? értékére vonatkoz6 becslésnek tekintettiink.

Az emulziés autoradiografidhoz reprezentativ patkanyagy-metszeteket vilasztottunk ki,
amelyeket Hypercoat nukleiris emulziéval (Amersham, Arlington Heights, IL, USA)
vontunk be. Az emulzi6éval bevont metszeteket a CaM I és a CaM II esetében 91 napig, a
CaM III esetében 122 napig exponiltuk 4 °C-on. Az expozicié utin az el8hivist 19 °C-os
Kodak D19 hivéval (Eastman Kodak, Rochester, NY, USA) végeztiik 5 percig, amit 19 °C-os
Kodak fixiloval torténd 10 perces fixalas kovetett. Az emulziés metszeteket Leica DM LB
fénymikroszkoppal (Leica Mikroskopie und Systeme; Wetzlar, Németorszag), s6tét
latotérben vizsgaltuk. A fénymikroszképos felvételeket Polaroid DMC 1 digitalis
mikroszképkamera (Polaroid, Cambridge, MA, USA) és Power Macintosh 9500/120
személyi szamitdgép (Apple Computer, Cupertino, CA, USA) segitségével készitettiik.

Adatfeldolgozis

A médszertani kisérletekben a telitési gorbék készitéséhez és a Hmax értékek
kiszamitasahoz a GraFit 3.0 szoftvert haszniltuk (Leatherbarrow, 1992). A Hmax értéket a
cél-mRNS-ek egyetlen osztilya maximailis hibridizicids kapacitasaként definidltuk (cRNS
ISH kopiaszam/mm? egységben) és egyszer/robusztus stlyozassal készitett telitési
gorbékbdl hatiroztuk meg a kdvetkezd egyenlet segitségével:

y=HXL)/Xd+ L),

ahol az y a hibridizalt [*S]-cRNS probat (kotott ligand; ISH képiaszim/mm? egységben),
a H a cRNS préba hibridizilasira valé kapacitast [Hmax érték, ISH képiaszim/mm?
egységben; analdg a ligand kotésére vald kapacitissal (Bmax)), a Kd a disszociaciés
konstansot, és az L a nem-hibridizalt [**S]-cRNS proba (a szabad ligand) koncentraciéjat
jeloli. A gyakorlatban a telitési gorbéket gy készitettiik, hogy egy kivalasztott agytertilet 1
mm?-es tertiletén hibridizalt cRNS probak ISH kdpiaszamat dbrizoltuk a hibridizaciés oldat
fmol/ml egységben kifejezett cRNS probakoncentracidjanak fliggvényében. Meghatiroztuk
az egy metszetben atlagosan megkot6dd cRNS probamennyiséget. Ez a metszetre felvitt
cRNS prébamennyiség kevesebb, mint 2,5 %-4nak (a gyakorlat szempontjabdl realis cRNS
probakoncentracioknil kevesebb, mint 1 %-anak) bizonyult (lasd 5. dbra), igy a telitési
gorbék készitésénél a szabad cRNS prébakoncentrici6 helyett a total cRNS
probakoncentraciét hasznaltuk.
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Az adatfeldolgozist és a linearis regressziot IBM PC 300PL személyi szimitdgépen
(IBM, Armonk, NY, USA), Excel 7.0 szoftverrel végeztiik (Microsoft, Redmont, WA, USA). A
krénikus etanolkezelés és -megvonis hatisat jellemz6 vizsgalatban a kisérleti allatok
mindhirom csoportja esetében az egyes agyterliletek jelol5dési értékeinek atlagit a
megfelel6 agytertilet kontroll csoportban mért jelolédési értékei atlaganak szizalékaban
fejeztiik ki. A statisztikai analizist heteroszcedasztikus (a két adatcsoport eltérd varianciajat
feltételez6), kétmintis Student t-teszttel végeztiik, 0,05-os szignifikancia-hatart alkalmazva.
Egy adott agyteriilet kontroll, etanolos, &és megvoniasos csoportnak megfeleld relativ mRNS-
szint értékeit, illetve a modszertani kisérletnél egy adott agyterilet telitéssel és szamitassal
meghatarozott ISH képiaszam/mm? értékeit akkor tekintettiik kiiléonboz6nek, ha a p értéke
kisebb volt, mint 0,05.
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EREDMENYEK

A cRNS prébakkal végzett kontroll hibridiz4aciok

A CaM I, CaM II és CaM III cRNS prébik specificitisiat Northern blot analizissel
igazoltuk. A génspecifikus cRNS prébik nem mutattak keresztreakciét mis CaM mRNS-
osztilyokkal, sem nemspecifikus hibridizici6t mas gének mRNS-eivel. A cRNS prébak a
patkdnyagyban mir kordbban detektilt (Ikeshima és mtsai., 1993) mRNS fajtikat ismerték
fel [(Palfi &és mtsai., 1999); az adatokat itt nem mutatjuk]. A kdzepes koncentrici6ja szensz
probakkal végzett ISH kisérletek nagyon alacsony szinti jeloldést eredményeztek (lasd 8.
abra D-F). A metszetek RN4z A-val t6rténd elGkezelése megakadilyozta a hibridizaciés
jelolédések kialakuldsit (az adatokat nem mutatjuk).

A kontroll patkanyagy-metszeteken a génspecifikus cRNS probikkal végzett ISH
kisérletek a koribban egéragyban leirthoz (Sola és mtsai., 1996) hasonlé expresszios
mintizatot tartak fel [(Palfi és mtsai., 1999); az adatokat itt nem mutatjuk]. Minden
agytertiileten megfigyelhetd volt mindharom CaM gén expresszidja, de a CaM I, CaM II és
CaM III mRNS-eknek megfelel6 hibridizacids jelol6dés szimos agyteriileten kiilonb6zs
erdsségi volt. Ilyen, a harom CaM gén differencialt expresszi6jit mutatd agytertilet volt
példaul a globus pallidus, a hippocampus, a gyrus dentatus, a nucleus habenulae medialis,
és a cerebellum. T6bb agytertilet, példaul a cortex cerebri, a hippocampus, valamint a
cerebellum esetében is megfigyelhet$ volt — a hirom CaM mRNS-osztilyt tekintve eltérd
erbsségl — hibridizacids jelol6dés a dendritgazdag neuropil rétegek tertiletén.

A krénikus etanolkezelés és -megvonas hatdsa a CaM
génexpressziora patkinyagyban

Génspecifikus [**S]-cRNS prébik segitségével meghatiroztuk a krénikus etanolkezelés,
és az azt kovetd megvonis altal a CaM I, CaM II és CaM III mRNS-ek mennyiségében
el6idézett viltozasokat a patkinyagy szimos teriletén [(Vizi és mtsai., 2000); 1. tiblizat]. Az
alkalmazott kisérleti stimulus mindharom CaM mRNS-osztily esetében szignifikins
valtozasokat okozott a teriileti mRNS-mennyiségekben. Egységes irainyd mRNS-szint
viltozisok jellemeztek minden egyes CaM-mRNS osztilyt a kiilonb6z8 agytertileteken: a
CaM I és CaM III mRNS-ek relativ mennyisége novekedett, mig a CaM II mRNS-eké
csokkent az érintett agyteriileteken. Ez a szabilyszerGség a kronikus etanolkezelés és az
etanolmegvonis iltal kivaltott valtozasokat egyarant jellemezte.
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1. tdblazat: A krénikus etanolkezelés és az azt kovetd megvonis altal a CaM mRNS-osztalyok

teriileti mennyiségeiben elGidézett viltozasok patkidnyagyban.

Agyteriilet

cortex cerebri (2-6. réteg):
cingularis (a)

frontalis

parietalis (a)

cingularis (b)

pariefalis (b)

occipitalis

temporalis

cortex cerebri:
piriformis

basalis ganglionok:
nucleus caudatus-putamen

globus pallidus

limbikus teriletek:
CA1 piramissejt réteg, hippocampus

CaM |

100 =+
114,22 +
117,49

100 =+
113,81 £
123,01 £

100 =+
98,36 +
121,34 =

100 =+
103,86 +
115,09 +

100 =+
105,54 +
99,13 %

100 =+
116,97 +
124,08 +

4,50
4,85
6,35

+ 513

4,58
4,52

4,85
337
47

520
3,03
6,51

3,76

+ 263

4,91

2,97
302 1T
409 T

3.91
266 T
381 T

2,80
513
642 T

3.89
4,26
4,50

558
548
4,85

3,10
261 T
491 T

CaMmll

100 =+
104,90
105,88 +

100 <+
108,20 +
11049 +

100 =+
102,19 £
104,77 +

«©
@
®
M H

©
o
o
@

+ + +

(<o
©
=
H W H

100 <
104,73 +
108,37 +

100 =+
106,63 +
108,38 +

100
99,68
95,88

H H+ +

6,52
5,61
597

5,05
4,20
2,75

6,02
3,27
343

4,82
3,02
544

4,12
242
3,38

5,81
6.42
4,11

4,43
6,06
4,69

4,01
3.84
3,73

575
438
3,52

7,30
5,01
6,79

385
2,89
4,63

CaM I

100 =+
103,14 £
11048 £

100 +
114,93 +
116,47

100 =
128,70 +
126,83 +

100 =+
106,42 +
10,73 £

6,37
6,47
6,67

7,66
129
6,75

+ 7,31
+ 6,51

733

417
1
6,25

+ 41

4,31
4,79

3,32
525
7,28

+ 4,02

4,73
572

6.91
6,68
1,73

7,36
6,58
7,84

5,95
754 1T
10,03

6,60
5,79
6.81
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CA2 piramissejt réteg, hippocampus

CA3 piramisseit réteg, hippocampus

molecularis réteg, hippocampus

granularis sejtek rétege,

gyrus dentatus

nucleus habenulae medialis

nucleus habenulae lateralis

nucleus amygdaloideus basalis

nucleus interstitialis striae terminalis

nucleus mamillaris medialis

thalamus:

nucleus anterior ventralis et medialis

thalami

nucleus periventricularis thalami

nucleus medialis dorsalis thalami

nucleus reuniens

nucleus ventralis thalami

100 =+
112,46 +
113,46 +

100 +
1511
114,55 +

100 +
114,62 +
122,01 +

100 =
M,75 +
115,08

100
112,61
96,43

+ H H

100
92,34
87,58

H + +

100 =+
106,32 +
11,54 £

100 =+
12371
120,37

100 +
90,31 +
109,56 +

100 =+
104,35 +
112,63 +

100
89,12
99,42

H+ + 4+

100
108,24
102,87 +

H+

100 =+
95,19 +
101,36 +

100 =+
98,04 +
103,58 +

719
2,67
4,19

3,57
31 7T
6.42

6,98
4,39
6,79

3,68
282 T
6,12

7,65
523
6,12

5,82
351
5,12

4,31
3,06
5,84

10,97
4,45
3,79

5,68
6,12
6,67

4,35
4,07
260 T

6.74
4,10
742

5,28
4,60
4,50

10,52
1,80
10,98

6.23
248
712

©
@
3]
©

H+ H+ H+

[{}
o
~
=]
+ + +

co [{e] © o

LS © N o

S = &a 3
HHH HHH HHEE HHH

3
B
P-3
<3

H+ + +

100 =+
105,85 +
108,30 +

100
91,03
96,09

H+ H H

100
94,36
92,31

H H H

100 =+
1413 £
125,48 +

100 =+
100,15 +
95,69 =+

4,39
4,48
4,43

5,55
2,93
3.45

13,95
8,21

+ 870

3,56
3,61
1,64

3,02
5,04
1,82

4,23
4,58
6,02

569
5,60
4,48

9,84
8,03
701

10,61
10,11
6,86

515
3,21
6,33

5,24
4,55
5,66

4,62
2,90
5,71

9,75
12,47
6,08

571
3,13
2,63

l

\)

100
99,01
101,39 +

+ H

100 =
97,21
106,90 *

100 =
110,85
108,13 +

100 =+
100,29 £
103,80 +

100 =
108,09 +
17,73 £

100 <+
101,12
100,53

100 =
106,65
101,51 £

100 +
93,66 =+
101,56

100
97,53
108,22 +

+
+

100 =+
125,91
117,29 +

100
99,93
108,62 +

H+ H

100
98,75
103,12 £

+
+

100 =+
100,39 +
98,09 +

100 =+
109,50
107,86 +

5,07
6,15
7,76

5,32
4,77
4,67

4,90
7,24
7,80

4,75
5,77
9,79

4,72
1,52
531 7T

824
1,18
6,72

531
5,76
6,63

748
9,99
8,08

6,57
8,14
6,96

6,89
688 1T
11,22

4,51
6,92
6.42

3.91
6,11
4,84

12,59
9,69
11,62

6,45
7,15
7,59
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nucleus reticularis thalami 100 &
98,74 +
96,02 +
hypothalamus:
nucleus suprachiasmaticus 100 &
62,65 +
116,84 +
nucleus supraopticus 100 =+
93,73 £
96,34 +
nucleus dorsomedialis hypothalami 100  +
110,90 +
96,87 +
nucleus ventromedialis hypothalami 100 +
120,12 +
119,95 +
nucleus arcuatus 100 +
158,04 +
154,45 +
fasciculus medialis prosencephali 100 +
pars caudalis hypothalami 103,25 +
100,66 +
cerebellum:
granularis réteg 100 =+
106,17 +
114,10 +
molecularis réteg 100 =+
8599 +
8711
fehérallomany:
fimbria hippocampi 100 <+
133,48 +
177,46 +
cerebellaris fehérallomany 100 =+
12,77 +
114,89 +

4,76
4,06
4,06

23,75
12,06
16,32

9,05
11,19
13,76

8,37
571

+ 9,61

795
2,53
4,20

19,78
4,29
5,21

4,60
563
4,59

5,04
8,34
6,29

7,62
9,67
5,84

14,10
14,25
20,08

14,91
18,92
29,33

T
T

100
104,84
99,90

H H

100
79,63
91,67

H + H

100
88,76
73,90

H H

100
116,11 +
101,93 +

H

100 =+
110,89 +
8629 *

100 =
97,74 £
9151 £

100 =+
102,86 +
95,75 *

100 =
98,45 +
1193 +

100 =+
94,34 +
78,17 %

100
123,90
66,42

H+

100
110,06
99,56 +

H

5,66
4,41
3,63

8,44
8,32
12,39

7,68
8,55
14,26

8,07
8,48
9,77

748
5,00
6,91

4,73
515
5,33

7,10
784
4,95

6,08
5,80
521

13,16
15,31
12,06

2511
27,28
22,52

16,14
33,32
31,39

100 =+
104,44 +
11,47 +

100 =+
100,47 +
114,51 +

100
80,50
100,38 +

+
+

100 +
100,73
102,83 +

100 =
123,73 =
113,70 +

100 =
119,88
120,62 +

100 +
106,03 +
112,08 +

100 =+
106,67 +
109,11

100 +
108,08 +
9221 +

100 =+
163,30 +
13,01 +

100 =+
112,24 +
136,04 +

5,23
594
5,67

11,92
12,29
9,94

10,88
14,39
20,78

3,07
8,40
6,76

9,39
6,93
790

9,30
7,20
718

7,64
9,51
598

6,07
6,37
8,55

12,04
9,50
10,50

21,67
8,30
14,82

11,27
32,46
19,74

A patkinyagy kiilonb6z6 sikjaiban metszett, koronasika kriosztit metszeteket hibridiziltunk a
CaM 1, CaM 11 &s CaM III génekre specifikus antiszensz és szensz [¥S]-cRNS probakkal. A hibridizalt

metszeteket foszforernySkre exponiltuk, majd létrehoztuk a metszetek digitilis képeit “tirolo

foszfor’-elven miik6dd képalkotd rendszerrel. Szimos kivilasztott agyteriilet esetében

meghatiroztuk autoradiogrifias jelol6dés értékét dlu/mm? egységben. Az antiszensz prébaval

hibridizalt agyteriiletek jel6l6dési értékeit korrigiltuk a foszforerny&-hittérre, a szbveti hattérre, és a
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A CaM I mRNS-ek relativ mennyisége szimos agyteriileten nétt, igy a caudatus-
putamen, a gyrus dentatus granularis sejtjeinek rétege, a hippocampus CA1 és CA3
piramissejtjeinek rétege (1. abra), a cortex piriformis, a cortex temporalis, a cortex
occipitalis, a nucleus anterior ventralis et medialis thalami, a nucleus suprachiasmaticus, a
nucleus ventromedialis hypothalami, és a nucleus arcuatus tertletén is (2. dbra).
Mindharom gén adatait figyelembe véve a legkiemelkedSbb névekedést a CaM I mRNS-
osztalynil tapasztaltuk, ahol a nucleus arcuatusban a krénikus etanolkezelés 158 %-os, az
etanolmegvonis 154 %-os novekedést eredményezett a kontrolthoz viszonyitva.

A CaM II mRNS-ek relativ mennyisége csdkkenést mutatott a nucleus habenulae
medalis, a hippocampus CA1 és CA2 molecularis rétege, a nucleus amygdaloideus basalis,
és a nucleus ventromedialis hypothalami teriiletén (1. tiblazat).

A CaM III mRNS-szint csak néhany agyteriileten viltozott: névekedett a globus pallidus,
a nucleus habenulae medialis, és a nucleus anterior ventralis et medialis thalami tertiletén.
A fimbria hippocampiban a CaM III mRNS-mennyiség krénikus etanolkezelésre nétt, mig
etanolmegvonisra csokkent (1. tablazat).

Az agypaszta és a membran standard skalak kozti viszony linedris

Az agypaszta és a membran standard skalikat egytitt exponaltuk foszforernySkre, majd
a foszforernyS-képeket kvantitaltuk. A jelolodési ersségek értekeit a radioaktivitas
fuggvényében dbrazoltuk (3. dbra). A regresszi6s analizis az y, = a,x egyenletet
eredményezte az agypaszta standard skila, ésazy_=a_x egyenletet a membran standard
skila esetében, ahol x a radioaktivitis (cpm/mm?), y a jel6l6dési erSsség (nettd dlu/mmb?),
ésa, (= 5872,50D), illetve a_ (= 3612,17) az agypaszta, illetve a membrin standard skila

radioaktivitis csokkenésére is. Az eredményiil kapott, netté dlu/mm? egységben kifejezett
jelolodési értékeket agyteriletenként atlagoltuk. A kisérleti dllatok mindhdrom csoportja esetében
az egyes agyteriiletek jelolGdési értékeinek atlagat a megfelels agytertilet kontroll csoportban mért
jelolddési értékei atlaginak szizalékaban fejeztik ki.

A tablizatban agyterlletenként felsorolt értékek a CaM I, CaM II és CaM III mRNS-ek relativ
teriileti mennyiségeit mutatjak be a kontroll (elsé sor), az etanolos (misodik sor), és a megvonisos
(harmadik sor) csoportra vonatkozdan. A felfelé, illetve lefelé mutatd nyilak szignifikdnsan
emelkedett, illetve cstkkent teriileti mRNS-szinteket jeleznek a kontroll (az oszlophoz kézelebbi
helyzet), illetve az etanolos (az oszloptdl tivolabbi helyzet) csoport megfelels értékeihez
viszonyitva (kétmintis Student t-teszt; p<0,05; n = 8-10). Az egyes fehérallominy-teriletek esetében
tapasztalt nagyobb relativ mRNS-szint viltozisok val6sziniileg a szoveti hitteret alig meghaladé
jelolodési értékek viszonylagosan nagyobb szérisainak tulajdonithatok. (a) bregma -1,4 mm; (b)
bregma -3,14 mm.
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J

1. abra: A kronikus etanolkezelés és -megvonas altal a CaM mRNS-osztilyok tertleti
mennyiségében elbidézett valtozasok patkanyagyban. A bregmatél -3,14 mm-es tavolsagban,
koronasikban készitett patkdnyagy-metszeteket hibridizaltuk a CaM I, CaM II és CaM III génekre
specifikus antiszensz és szensz [**S]-cRNS probakkal. Az abran a kontroll (A-C), a etanolos (D-F) és
a megvonasos (G-I) csoporthoz, valamint a szensz probakkal hibridizalt metszetekhez (J-L) tartozo
foszforerny6 autoradiogrammok lathatok. A sététebb agytertiletekhez erGsebb hibridizacios
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2. abra: A kronikus etanolkezelés és -megvonas altal a CaM I mRNS-ek mennyiségében
eléidézett valtozasok a nucleus arcuatusban és a nucleus ventromedialis hypothalamiban. A
bregmato6l -3,14 mm-es tavolsagban 1évé korondlis sikban készitett patkanyagy-metszeteket a CaM I
génre specifikus antiszensz [**S]-cRNS probakkal hibridizaltuk. Az abran a kontroll (A), az etanolos
(B), és a megvonasos (C) csoporthoz tartozé reprezentativ emulzios autoradiogrammok lathatok. A
felvételek sotét latotér alkalmazasaval késziiltek, igy a vilagos agytertiletekhez erGsebb hibridizacios
jelolodés tartozik. Az agytertletek jelolése: VMH, nucleus ventromedialis hypothalami; Arc, nucleus
arcuatus. Kalibracié: 0,5 mm.

grafikonjanak meredeksége. A “tarolo foszfor” technologia altal biztositott széles linearis
dinamikus tartomanynak koészonhetGen (Amemiya és Miyahara, 1988) az agytertleteknek
megfelels jelolodési erésség-tartomanyba esé pontok linearis regresszios analizise 0,999-
nél nagyobb korrelacios koefficiens (r?) értékeket eredményezett. Az agypaszta és a
membran standard skildk viszonyanak ismerete (a /a_ = 1,6258) sziikségtelenné tette az
agypaszta standard skalak hasznalatat a tovabbi expozicidk soran. Ezen tilmenden, a fenti
viszony linearitasa biztositotta a dlu/mm? értékek egyszerl és pontos konverzidjat cpm/

mm? értékekké.

Az agytertiletek telitodése; a Hmax érték

Az agytertletek Hmax értékei akkor allapithatok meg nagyszama metszetnek nem-
telitési koncentracioja cRNS probaval torténd hibridizacidja utjan, ha elébb meghatarozzuk
kivalasztott agyteriiletek Hmax értékeit kevés metszeten végzett telitési hibridizacios
kisérletekben. A telitési kisérletekben kvantitilando agytertiletek gondos kivalasztasa
alapvet? jelentGségi. A telitéshez hasznalt cRNS probamennyiség minimalizalasa
érdekében olyan agytertiletek kivalasztasa javasolt, amelyek igen csekély morfologiai

valtozast mutatnak egy ésszerl tartomanyon beliil az agy rosztro-kaudalis tengelye mentén.

jelolodés tartozik. A CaM mRNS-szint szignifikdns viltozdsat mutat6 agytertiletek jelolése: CA1 és
CA3, a hippocampus CA1 és CA3 piramisejtjeinek rétege; HMol, a hippocampus CA1 és CA2
molecularis rétegei; DG, a gyrus dentatus granularis sejtjeinek rétege; fi, fimbria hippocampi; BA,
nucleus amygdaloideus basalis; MHb, nucleus habenulae medialis;VMH, nucleus ventromedialis
hypothalami; Arc, nucleus arcuatus. Kalibraci6: 5 mm.
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A kivilasztott agytertletekre jellemzé hibridizald ¢cRNS proba értékeknek a lehet6

P

legszélesebb tartomanyt kell atfogniuk (azért, hogy a késébbiekben a Hmax értékek

szamitasanak modszerével kvantitilando agyteriletek hibridizalé ¢cRNS proba értékei ebbe

a tartomanyba essenek), és egyenletesen kell eloszlaniuk ezen tartomanyon beliil (azért,

hogy elGsegitsék az egyenes illesztését).

A fenti feltételeknek megfelel6 agytertleteket valasztottunk ki, és az antiszensz, illetve
szensz CaM I, CaM II és CaM III [**S]-cRNS probak (hozzavet6legesen felezd)

sorozathigitasat hibridizaltuk a metszetekkel (4. dbra). Mivel a metszetekben megkot6dé

cRNS probamennyiségek a metszetekre felvitt cRNS probamennyiségeknek kevesebb mint

2,5 %-at (s6t, a gyakorlati szempontbdl redlis cRNS probakoncentraciok esetén kevesebb,

mint 1 %-at) tették ki, igy a szabad cRNS probakoncentracio helyett a total cRNS

probakoncentraciot hasznaltuk a telitési gorbék készitésekor (5. dbra). A metszetek digitalis

képein a kivalasztott agytertileteket korilhataroltuk és megmértiik. A szoveti hattérre

korrigalt hibridizalt cRNS proba értékeket a probakoncentracié fuggvényében abrazolva

elkészitettiik a telitési gorbéket (6. abra A-C). A telitési gorbék segitségével meghatiroztuk

az agytertiletek Hmax értékeit. Mivel a kiilonb6z6 CaM cél-mRNS-ek kozepes/nagy

mennyiségben fordultak el6 a patkanyagyban, igy a telitéshez magas cRNS

probakoncentraciokra volt sziikség. Ez a legmagasabb cRNS probakoncentracidkkal

hibridizalt metszetek esetében gyakran eredményezett aranytalanul erés és foltos

jelolodeést, valoszintileg a cRNS probaknak a metszetekbe valo fizikai beletapadasa miatt.

Igy a Hmax értékeknek pusztan a telitett metszeteken végzett mérések alapjan torténd

meghatarozasa torzitott eredményekhez vezethetett volna.

1.2

0.8

0.4

jelélodési erdsség (nettd diu/mm?)

y = 5872,51x

y =3612,17x

100
radioaktivitas (cpm/mm?)

200

3. abra: A membran standard skala
kalibraci6ja az agypaszta standard skalahoz.
A membrin és a agypaszta standard
skalakat egyttt exponaltuk foszforerny6re
szobahén 24 6ran keresztil. A standard
skalak digitalis képeit dlu/mm?
egységekben kvantitaltuk, majd korrigaltuk
a foszforerny6-hattérre. Minden adatpont
négy fliggetlen mérés eredményének
atlaga. A SEM-et jelz6 vonalakat az
adatpontok jelei takarjak. A linearis
regresszio 0,999-nél nagyobb korrelacios
koefficiens értékeket (r?) eredményezett az
Osszes skala esetében. Jelolések: agypaszta
standard skaila (O), membrin standard

skala (@).
34



CaMIA CaM IS CaM IIA CaM [IS CaM IIIACaM IS

S— 4. abra: Reprezentativ
0 RN 0 . patkdnyagy-metszetek
oy képei telitési ISH

kisérletekbdl.

Patkdanyagybol szarmazo
144 | sorozatmetszeteket
[bregma -3,14-t5l -3,6-ig;
(Paxinos és Watson,
1986)] hibridizaltunk a
CaM mRNS-osztalyokra
specifikus antiszensz és
szensz [*S]-cRNS prébak
hozzavetSlegesen felez6
a5 higitasi soraval. A cRNS
493 73.6 545  probakoncentraciot LSC-

' ; vel hataroztuk meg és
feltintettiik a megfelel
kép alatt fmol/ml
egységben. CaM IA: CaM I
antiszensz [**S]-cRNS
proba; CaM IS: CaM 1
szensz [**S]-cRNS proba;
CaM ITA: CaM 11
antiszensz [**S]-cRNS
proba; CaM IIS: CaM II
szensz [*S]-cRNS proba;
CaM IIIA: CaM III
antiszensz [**S]-cCRNS
proba; CaM IIIS: CaM III
szensz [*S]-cRNS proba. A
telitési kisérletek szama, n
= 3 mindhdarom cRNS
proba esetében. A
nyilhegyek a 8. abran
bemutatott nem-telitési
ISH kisérletekben
alkalmazott cRNS
probakoncentraciok
pozicioit jelolik. A
kvantitilt agytertleteket a
8. abran jeloltik meg.
Kalibraci6: 5 mm.
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A telitési adatok atalakitasa

Az agyteriletek Hmax értékeinek alacsony cRNS probakoncentriacional mért hibridizalt
cRNS proéba értékekbdl torténd kiszamitasahoz meg kellett vizsgalni, hogy a kiilénbozé
agyterileteknek megfeleld telitési gorbék Kd értékei kiilonbozbek-e vagy sem. A telitési
agytertiiletek egyikének sem kiilonbozott a Kd értéke a tobbiétdl 0,01-os szignifikancia
szinten (kétmintas Student t-teszt). 0,05-os szignifikancia szinten is csak egyetlen agytertilet
a CaM I cRNS probaval hibridizalt lateralis habenula-mag (LHb) Kd értékét talaltuk
kiilonb6zonek harom masik, ugyanazon cRNS probaval hibridizalt agytertilet Kd értékétdl
(CA1, DG és VPL+VPM; az agyteriiletek roviditését lasd a 8. abra szovegében). Erdekes

modon egy megismételt kisérletben egyik Kd érték sem kuilonbozott a tobbitdl 0,05-os

)

szignifikancia szinten. Igy azonosnak fogadtuk el a kiilonboz6 agyteriiletek Kd értékeit, és

FAY

Fal 4
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1 ® g9 o

oBfoao l‘
O

L H i P a ﬁ Q_

a 0 4 8 12
total cRNS probakoncentracio (log, fmol/ml)

kotott cRNS probamennyiség (a total %-aban)
n
T

5. abra: A metszetekhez kotédott CaM 1 (0), CaM 11 (A) és CaM 111 (®) [35S]-cRNS probak
mennyiségei az alkalmazott cRNS probakoncentracio fliggvényében. A telitési hibridizacios
kisérletekben (4. abra) hibridizalt metszetek képeit kortilrajzoltuk, és meghataroztuk a metszetek
tertiletét (mm? egységben), valamint foszforerny6-hattérre korrigalt jelolédését (nettd dlu/mm?
egységben). A nettd dlu/mm? értékeket ezutan kotott cRNS proba ISH fmol/mm? értékekké
konvertaltuk (1asd az Autoradiogratia, képanalizis, és mikroszképia cimu alfejezetet), majd
megszoroztuk a megfelel6 metszetteriilet-értékekkel. A foszforerny6k széles linedris dinamikus
tartomanyanak koszonhetSen (lasd 3. abra) az eredményul kapott ISH fmol értékek a metszetekhez
kotédott cRNS probik valés mennyiségeit tiikrozték. Ezeket az ISH fmol értékeket a metszetekre
felvitt (fmol-ban kifejezett) teljes cRNS probamennyiség szazalékaban fejeztik ki, és a total cRNS
probakoncentracio fliggvényében dbrazoltuk. Az ISH fmol és a fmol egységek kozotti kiilonbség
kovetkeztében a szazalékos értékek valoszintileg alulbecslések (lasd Az abszolit kvantitalas: a
CRNS préba képiaszam érték és az mRNS mennyiség viszonya cimi alfejezetet). A tovabbi
hibridizacios kisérleteknél alkalmazott kozepes cRNS probakoncentracidk az abran a két
fliggbleges vonal altal hatarolt cRNS probakoncentraciétartomidnyba estek. A SEM-et vonalak
jelolik; n = 3 minden adatpont esetében.
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6. dbra: A kivilasztott agyteriiletek telitési gorbéi. A sorozatmetszetek digitalis képein a
kivalasztott agytertileteket (1asd 8. 4bra) koriilhataroltuk és kvantitaltuk. A szdveti hattérre korrigalt
hibridizalt cRNS proba értékeket a totdl cRNS probakoncentricio fliggvényében dbrazoltuk (lasd az
Adatfeldolgozas cimi alfejezetet). A telitési gorbék adatpontokra illesztését és a Hmax értékek
meghatarozasit [jellemz&en kevesebb, mint 5 %-os standard hibaval (SE)] GraFit 3.0 szoftverrel
végeztik. (A) CaM I, (B) CaM II, (C) CaM III. A SEM-et vonalak jelolik; ksz.: kopiaszam; n = 3.

A telitési adatok linearizalasa. A D, E és F részabriakon rendre az A, B és C részabrakon

37



az ugyanazon cRNS prébaval hibridizalt agyteriiletek Kd értékeinek 4tlagit K néven
definialtuk.

A Kd értékek azonossiaginak fontos kévetkezményei vannak: egy adott L
prébakoncentricié esetében a Kd értékek helyett K _-ot hasznilva a telitési gorbe
illesztéséhez hasznalt egyenlet (lisd az Adatfeldolgozis cimd alfejezetet)

(1) y=HL/K +L

atrendezhets az (1,2,...,n) agyteriletekre a kovetkezé médon

(2 L/K +L=y/H =y/H,=..=y/H.

Igy

® v/y,/../y,=H//H,/../H,

vagyis a kiilénb6z6 agytertiletek hibridizalt cRNS préba értékeinek aranyai
megegyeznek a megfelel6 Hmax értékek arianyaival birmely kivalasztott L cRNS
probakoncentraciénal. Ez hitelesiti Hmax értékek hibridizalt cRNS proba értékekbdl
torténd szamitdsat.

Ez a szamitas egyszeriien elvégezhet6, ha az (1) egyenletet a kovetkezs linearis
formiba rendezzik at:

@ H=(K_ +L/Ly,

és megszorozzuk a mért hibridizalt cRNS proba értéket (y) a linearis grafikon
meredekségével (K _+L/L). Azonban a Hmax értékeket a hibridizalt cRNS préba értékek
fliggvényében abrazold grafikonnak ezen elméleti Gton szamitott meredekségére épiils
szamitas kevésbé pontos eredményeket ad (az adatokat nem mutatjuk), mint a kisérleti
uton meghatarozott Hmax értékeket a hibridizalt cRNS proba értékek fiiggvényében
abrazol6 grafikon meredekségét felhasznild eljaris. Ilyen grafikonok a telitési
kisérletekben hasznalt prébakoncentricidkhoz is készithetSk a Hmax értékeket a telitési
kisérletekben mért hibridizalt cRNS proba értékek fiiggvényében abrazolva (6. 4bra D-F).
Ezeknek a kisérleti adatokra épiil6 kalibriciés grafikonoknak a meredeksége még alacsony
prébakoncentricié esetén is magas marad (7. 4bra), ami biztositja a Hmax értékek pontos
szamitasit kozepes/alacsony préobakoncentriciéval végzett hibridizaciok esetén is.

bemutatott adatok lithatok atrendezve. A Hmax értékek egy sorozatit a kiilonb6z6 cRNS
probakoncentracidknil mért hibridizilt cRNS proba értékek sorozatainak fliggvényében 4brizoltuk.
A grafikonok mindegyik egyenese egy adott, a telitési kisérletek sorin hasznalt cRNS
prébakoncentriciénak felel meg. Az adatpontok jeldlései: CA1 (O), CA3 (@), DG (A), Par (A), Cg
V), VPL+VPM (V), LHb (0); ksz.: kOpiaszdm,; a tébbi révidités magyarizatit lasd a 8. 4bra
szévegében.
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A Hmax értékek szamitasa nem-telitési cRNS probakoncentracional
végzett hibridizaciok adataibol

A Hmax értékek szamitasara szolgalé modszer teszteléséhez hibridizaciokat végeztiink
a korabbival megegyez6 sikban metszett koronalis patkanyagy-metszeteken, de ezittal
csupan egyetlen, alacsonyabb probakoncentraciot hasznaltunk (8. abra). A metszetek
képein ugyanazokat az agytertileteket hataroltuk koril és kvantitaltuk, mint korabban. Az
igy kapott hibridizalt cRNS proba értékek fliggvényében abrazolva a telitési kisérletekben
kordbban meghatarozott Hmax értékeket, az alkalmazott cRNS probakoncentracionak
megfeleld kalibracios egyeneseket kaptunk (9. abra A-C). Ezutdan Ggy szamitottuk az egyes
agyteriiletek Hmax értékeit, hogy megszoroztuk az agytertlet hibridizalt cRNS préba
értékét a kalibracios egyenes meredekségével.

Ezen szamitasi modszer pontossaganak ellen6zéséhez kiilon kalibracios egyenest
készitettiink minden egyes, a telitési kisérletekben kvantitalt agytertilethez, mégpedig oly
modon, hogy az adott agyteriiletnek megfelel6 adatpontot mindig kihagytuk a kalibracios
egyenes illesztésébdl. Az igy kapott kalibracids egyenesek segitségével szamitott Hmax
értekek jol kozelitették a telitési kisérletekben meghatarozott Hmax értékeket (9. abra D-F).

A telitési kisérletekben nem kvantitalt, tovabbi agytertiletek Hmax értékei is
szamithatok az el6z6ekben leirt médon, amennyiben hibridizalt cRNS proba értékeik a

telitési kisérletekben meghatarozott tartomanyba esnek.

3 J VLl 7. abra: A linearizalt telitési
y ] ® 0

a 0= 0 adatokbol levezethets kovetkeztetések.
£ 9% [ - () 0 | A linearizalt telitési adatokra illesztett
% o osszes egyenes korrelacios
g 09 - koefficiensének (r?) értékeit abrazoltuk a
£
_§ cRNS probakoncentraci6 fliggvényében.
g 085 | - CaMI(0D), CaM II (A) és CaM III (@). Az
f.:_% adatpontok szerint az egyenesek
& 08 L - illeszkedésének josaga nem valtozik
x . P z ” .z

jelentGsen a cRNS préobakoncentraciod
075 . | : | : fliggvényében.
0 4 8 12

cRNS probakoncentracio (log, fmol/ml)
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633.3

8. abra: Patkanyagy-metszetek reprezentativ képei nem telitési cRNS probakoncentraciéval
végzett ISH kisérletekbdl. Koronasikban (bregma -3,14 és -3,6 kozott) metszett patkanyagy-
metszeteket hibridizaltunk (A) CaM I antiszensz [**S]-cCRNS probaval; (B) CaM II antiszensz [*°S]-cRNS
probaval; (C) CaM III antiszensz [**S]-cRNS probaval; (D) CaM I szensz [*S]-cRNS probaval; (E) CaM
II szensz [*S]-cRNS probaval; és (F) CaM III szensz [**S]-cRNS probaval. A cRNS probakoncentraciot
LSC-vel hataroztuk meg és fmol/ml egységben tiintettiik fel a megfelel6 kép alatt. Felhivjuk a
figyelmet az alkalmazott [**S]-cRNS préobak specifikus aktivitisainak, valamint nem-telitési
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A Hmax értékek szamitdsira szolgdlé médszer 6sszefoglalisa

1. Kivilasztott széveti tertiletek Hmax értékeinek meghatarozisa

1.1. A membrin standard skilak szévet-ekvivalens radioaktivitishoz térténd
kalibraci6ja a kvantitiland6 szoveti teriiletek jelolddési értékei altal meghatirozott
tartomanyon beliil (3. dbra)

1.2.  Atelitési kisérletekhez megfelels agytertiletek kivilasztisa és a kivilasztott
agyterlleteket tartalmaz6 sorozatmetszetek készitése

1.3. A cél-szekvenciik telitését biztositd (hozzivetSlegesen felezd) higitisi sor
készitése a cRNS prébabol

1.4. A sorozatmetszetek hibridizici6ja a cRNS préba higitisi sorival

1.5. A hibridizilt sz6veti metszetek expozici6ja autoradiogrifids médiumra
(membrian standard skilakkal egytitt, ha az autoradiogrifias médium nem biztositja a
radioaktivitds és a jelolédési értékek kozotti linedris viszonyt, mint ahogy az film vagy
emulzibs autoradiogrifia esetén tapasztalhato)

1.6. Az autoradiografiis jel6l6dések detektilisa (4. dbra) és a szdveti teriileteknek
megfeleld telitési gorbék készitése a hibridizalt cRNS proba értékeknek a cRNS
probakoncentrici6 fliggvényében val6 dbrazoldsa révén (6. dbra A-C)

1.7. A Hmax értékek meghatirozasa megfelel6 szoftver segitségével

1.8.  Atelitési adatok linearizaldsa a Hmax értékeknek a hibridizilt cRNS préba
értékek figgvényében valo dbrazolisival

1.9. A Hmax értékek pontos szamitisit lehetévé tévs cRNS
probakoncentriciétartomany meghatirozisa az adatpontok egyenesre torténd illeszkedése
josaganak vizsgilataval (7. dbra).

2. A szoveti régidkhoz tartozd6 Hmax értékek szimitisa

2.1. Metszetek készitése ugyanazon szévetbdl

2.2. A metszetek hibridizaladsa ugyanazon, kézepes koncentraciéja cRNS prébaval
2.3. A hibridizalt szoveti metszetek és a membrin standard skalik egytittes

expozici6ja autoradiografids médiumra

koncentrici6inak kiilonbdzbségére (lasd a cRNS prébak és az In situ hibridiz4cié cimii
alfejezeteket). Cg, cortex cingularis; Par, cortex parietalis; CAl és CA3, a hippocampus CA1 és CA3
piramissejteinek rétege; DG, a gyrus dentatus granularis sejtjeinek rétege; LHb, nucleus habenulae
lateralis; é&s VPL+VPM, nucleus ventralis thalami [a bregma értékek megadisa és az agyteriiletek
nevének roviditése (Paxinos és Watson, 1986) alapjan tortént). Kalibrici6: 5 mm.
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9. abra: Kalibracios grafikonok nem-telitési CaM I (A), CaM II (B) és CaM III (C) [¥*S]-cRNS
probakoncentracioval végzett hibridizaciokhoz. A kivalasztott agytertiletek telitési kisérletekben
meghatarozott Hmax értékeit ugyanezen agyteriiletek nem-telitési hibridizaciokban mért hibridizalt
cRNS préba értékei fliggvényében abrazoltuk. A Hmax értékek vonatkozasiban n = 3, mig a
hibridizalt cRNS proba értékeknél n = 5. A grafikonok skalai kiilonbozbek; ksz.: kopiaszam.

A telitési kisérletekben meghatarozott régiospecifikus CaM I (D), CaM II (E) és CaM III (F)
mRNS-szintek (tomor oszlopok) 6sszehasonlitidsa az agyteriiletek nem-telitési hibridizaciokban
meghatarozott hibridizalt cRNS préba értékei alapjan szamitott mRNS mennyiségeivel (lires
oszlopok). A Hmax értékek becsléséhez kiilon kalibracios grafikont készitettiink minden egyes
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2.4. Az autoradiogrifias jel6lddések detektilasa (8. 4bra) és a kvantitiland6 szoveti
tertiletek hibridizalt cRNS préba értékeinek meghatirozisa

2.5.  Kalibracios grafikon készitése a Hmax értékeknek az alkalmazott kézepes cRNS
prébakoncentricidhoz tartozd hibridizalt cRNS proba értékek fliggvényében vald
dbrazolasaval (9. dbra A-C)

2.6. Atelitési kisérletekben meghatirozott tartomanyba es8 hibridizalt cRNS préba
értékekkel rendelkezd szoveti teriiletek Hmax értékeinek szimitasa a hibridizalt cRNS
proba értékeknek a kalibraci6s egyenes meredekségével vald szorzisa révén (9. dbra D-F).

agyterilethez, Gigy, hogy az egyes kalibrici6s egyenesek illesztéséhez nem haszniltuk fel az adott
agyteriletnek megfelel6 adatpontot. A kétmintis Student t-teszt szerint (p<0,05) a megfeleld cRNS
proba ISH koépiaszim/mm? értékek nem kiilonbodznek, kivéve a CaM III [33S}-cRNS probaval jelolt
CA1 és a CA3 teriileteket (a hippocampus CA1 és CA3 piramissejteinek rétege; csillagokkal jelolve).
Ezek az esetek annak tulajdonithat6k, hogy a 9. abra C részibrajan bemutatott kalibricios egyenes

_fels® szakaszdban ritkdn fordulnak el® az adatpontok. A felsG két adatpont barmelyikének
kihagyisa az egyenes illesztésébdl jelentds viltozist okoz a kalibriaciés egyenes meredekségében.
Ha egy adatpontot sem hagyunk ki a kalibraci6és egyenes illesztésébdl, akkor a telitéssel
meghatirozott és a szamitott Hmax értékek a CA1 és CA3 tertiletek esetében sem kiiléonbéznek
szignifikansan. A kivilasztott agyteriiletek elhelyezkedését és nevének roviditését 1asd a 8. dbran és
annak szovegében. A SEM-et vonalak jelolik; a témor oszlopoknil n = 3, az lires oszlopoknil n = 5;
ksz.: kbpiaszam.
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MEGBESZELES

Regionalis analizis: az etanolkezelésre és -megvondsra reagal6
agytertiletek

A kronikus etanolkezelés, valamint az azt kovetS megvonis iltal a CaM I, CaM II és
CaM III mRNS-ek regionilis mennyiségében el6idézett szignifikins valtozasok szamos, a
fenti kezelésekre érzékeny agyteriletet jeloltek ki. A krénikus etanolkezelés, illetve az
etanolmegvonis altal kijelolt agytertiletek kiilonb6z6, de atfedé halmazokat alkottak az
egyes CaM mRNS-osztalyokon belil (2. tiblazat). A hirom CaM mRNS-osztily
Osszehasonlitasaban a krénikus etanolkezelés 4ltal kijelolt tertiletek nem 4atfedd halmazokat
alkottak; ugyanez igaz a etanolmegvonas altal érintett agyteriiletekre is. Eléfordult viszont
két olyan agytertilet (a nucleus anterior ventralis et medialis thalami, és a nucleus
habenulae medialis), amely az egyik CaM mRNS-osztily esetében a kronikus
etanolkezelésre, egy masik CaM mRNS osztily esetében pedig a etanolmegvonasra volt
érzékeny (lasd 1. és 2. tiblazat).

2. tablazat: A kronikus etanolkezelésre (E), az etanolmegvonisra (M), és mindkét stimulusra
(E+ M) a CaM I, CaM II, és CaM III mRNS-szint szignifikins viltozdsival, illetve azok
kombinaci6javal reagilé agyteriiletek.

CaM I CaMI+1I CaM II CaMII +1III|] CaMIII CaMIII + 1
CA3, DG,
E VMH MHDb GP, AT
Arc, CAl, .
E+M Oc, Te fi
AT, CPu, BA;VMH’
M Pir, SCh HMol MHb

Arc, nucleus arcuatus; AT, nucleus anterior ventralis et medialis thalami; BA, nucleus
amygdaloideus basalis, CA1 és CA3, a hippocampus CA1 és CA3 piramissejtjeinek rétege; CPu,

caudatus putamen; DG, a gyrus dentatus granularis sejtjeinek rétege, fi, fimbria hippocampi; GP,

globus pallidus; HMol, a hippocampus CA1 és CA2 molecularis rétegei; MHb, nucleus habenulae
medialis; Oc, cortex occipitalis; Pir, cortex piriformis; SCh, nucleus suprachiasmaticus; Te, cortex
temporalis; VMH, nucleus ventromedialis hypothalami.
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A kijelolt agyterlletek mintizatit a hArom CaM mRNS-osztily vonatkozisiban
Osszehasonlitva szembetlnd az eltérés: a CaM III mRNS-osztily esetében elGagyi
struktarik, a CaM II mRNS-osztilynil limbikus és hipothalamikus teriiletek, a CaM I mRNS-
osztilynil pedig elagyi, limbikus, hipothalamikus és kortikalis régiok voltak elsésorban
érintettek.

A kijelolt teriiletek tobbsége az idegrendszer érz8, motoros és limbikus rendszerei
valamelyikéhez tartozik, amelyekrdl korabbi vizsgilatok alapjan mir ismert, hogy
kiilonosen érzékenyek az etanolra (Chandler és mtsai., 1998; Eckardt és mtsai., 1992).
Korabbi adatokkal (Eckardt és mtsai., 1992) 6sszhangban a cortex frontalist és a cortex
parietalist nem taliltuk érintettnek, szemben a szignifikdns viltozast mutaté cortex
temporalissal és cortex occipitalissal. A caudatus-putamen koribbi kisérletek szerint
érzékeny a krénikus etanolkezelésre és az etanolmegvonisra (Shimizu és mtsai., 1997); ez
a teriilet a globus pallidussal egyiitt a mi vizsgalatainkban is érintett volt. A limbikus
rendszer egyes elemei szintén érzé€kenynek bizonyultak az alkalmazott kezelésekre [miként
egy korabbi vizsgilatban is (Eckardt és mtsai., 1992)]. A limbikus tertiletek koztl a nucleus
anterior ventralis et medialis thalami, a hippocampus CA1 és CA3 piramissejtjeinek rétegei,
a gyrus dentatus granularis sejteinek rétege, a nucleus habenulae medialis, és a nucleus
amygdaloideus basalis volt érintett. A hipothalamusban a nucleus ventromedialis, a nucleus
suprachiasmaticus, és a nucleus arcuatus mutatott szignifikins vilaszt. Az Gsszes agyterilet
koziil a nucleus arcuatus mutatta a legmarkinsabb valtozasokat (158 % és 154 % a kronikus
etanolkezelés, illetve -megvonis esetében, lasd 1. tablazat).

Osszegezve, a szignifikdns CaM mRNS-szint valtozisokat mutatd agyteriiletek olyan
funkcionalis agyi rendszereket jeloltek ki, amelyekrdl koribbi vizsgilatok alapjan ismert,
hogy kézvetlentil érintettek a kézponti idegrendszernek az az etanolkezelésre adott
vilaszaban (Eckardt és mtsai., 1992).

Funkcionilis analizis: a CaM génexpresszioé szabilyozisa

A génspecifikus CaM cRNS prébikkal kontroll patkinyagymetszeteken végzett ISH
kisérletek szerint a CaM géneket differenciilt génexpresszid jellemzi szimos agyteriileten
(Palfi és mtsai., 1999). Tébb agyi régi6é dendritgazdag neuropil rétege CaM génenként
eltérd erbsségl hibridizicids jelolddést mutatott, ami korabbi adatokkal 6sszhangban
(Berry és Brown, 1996; Zhang és mtsai., 1993) a CaM mRNS-ek kiilénb6z8 mértéki
dendritikus transzlokaci6jara utal. Mind a CaM gének agyteriiletenként eltérd mértékd
expresszi6ja, mind a CaM mRNS-ek kiilénb6z6 ardnyd dendritikus transzportja alatimasztja
a CaM gének funkcionilis kilénbségére vonatkoz6 hipotézist (Fischer és mtsai., 1988;

Koller és Strehler, 1993). 45



A kronikus etanolkezelés ltal eléidézett neuronilis adaptacios folyamatok sorin a CaM
szabilyzasa is médosulhat. A CaM tobbszintl szabilyzisinak megfelelGen a krénikus
etanolkezelés hatasinak vizsgalata torténhet a CaM fehérje aktivitisinak szintjén, a CaM
fehérje mennyiségének és eloszlasinak szintjén, valamint a CaM mRNS-ek mennyiségének
és lokalizacibjanak szintjén is. Valdjiban a szabalyzis egy adott szintjén végzett
vizsgalatokbdl levont kovetkeztetések nem feltétlentil érvényesek a szabilyzis egy masik
szintjén. Ezt a megallapitast alitimasztjak azon vizsgilatok, amelyek szerint a CaM aktivitis,
a CaM fehérjetartalom és a CaM mRNS-szintek fiziol6gids koriilmények kdzott sem
aranyosak egymassal szimos agyteriileten (Caceres és mtsai., 1983; Palfi és mtsai., 1999;
Zhou és mtsai., 1985), és eltéré médon viltozhatnak kiilénb6zd kiilsé stimulusokra
(MacManus és mtsai., 1989; Michelhaugh és mtsai., 1998; Ye és mtsai., 1997).

A kroénikus etanolkezelésnek és az azt kévetd megvonisnak a CaM szabilyzasira
kifejtett hatasit mar tanulminyoztak a CaM fehérje mennyiségi viltozasainak szintjén, ama
vizsgilatok eredményei meglehetSsen kiilonbozdek voltak. Pant és mtsai. mérései szerint a
kronikus etanolkezelés szimos agytertileten a CaM fehérjetartalom névekedését idézte el
(Pant és mtsai., 1985), mig egy miasik munkacsoport szerint az agyteriletek CaM
fehérjeszintjei nem valtoztak a krénikus etanolkezelésre (Luthin és Tabakoff, 1984).
Lehetséges, hogy ez az ellentmondas az alkalmazott preparilasi technikak
kiilbnboz8ségére vezethets vissza, kiilonosen ha tekintetbe vessziik a CaM fehérje Ca*-
indukalt gyors disszocidcibjat a plazmamembrianrél (Deisseroth és mtsai., 1998).

Jelen vizsgilatunkban a krénikus etanolkezelésnek és az etanolmegvonisnak a CaM
mRNS-osztilyok regionilis mennyiségére kifejtett hatisit vizsgiltuk patkany kézponti
idegrendszerben (Vizi &és mtsai., 2000). Ismert, hogy az etanoltolerancia és -dependencia
kialakuldsaban szerepet jitsz6 kiilonbdz6 neuronilis rendszerek adaptiv valtozasokat
mutatnak az aktivitis, a fehérje- és az mRNS-tartalom szintjén. Azokat a jelatvivs
rendszereket, amelyek sajat miikodésiikben kédoljak az etanoltoleranciat, “intrinsic”
rendszereknek nevezik (Hoffman és mtsai., 1990); ilyenek példaul a glutamiterg vagy a
GABAerg rendszerek. Az “intrinsic” rendszerek az etanol neuronilis ingerlékenységet
csdkkentd hatisira a depolariziciét serkentd jelatvivs fehérjék aktivitisanak
felszabilyozisival, illetve a hiperpolarizaciot serkentd jelatvivs fehérjék aktivitisinak
leszabalyozisaval vilaszolnak (Nevo és Hamon, 1995). Az etanolmegvonis megforditja ezt
a szabilyozisi rendszert, leszabalyozva a depolarizaciot serkentd, és felszabilyozva a
hiperpolarizaciot serkentd jelatvivé fehérjék aktivitasat (Nevo és Hamon, 1995). Ennek
megfelelSen az “intrinsic” rendszerek normail, etanol-intoxikalt és etanolmegvonisos
allapotnak megfelel6 aktivitasai jellegzetes mintizatot hatiroznak meg. Megjegyzendd

azonban, hogy az “intrinsic” rendszerek jelatvivé fehérjéi alegységeinek esetébena . - .



regionalis mennyiségi valtozisok nem sziikségszerlien kovetik a fent emlitett mintizatot, és
ez még inkibb igaz a fehérjealegységeket kodold6 mRNS-ekre (Chandler és mtsai., 1998).

Azokat a jelatvivo rendszereket, amelyek az etanoltolerancia és -dependencia
kialakulasit és fenntartiasat befolyisoljik vagy szabalyozzik, “extrinsic” rendszereknek
nevezik; ilyenek példiul a noradrenerg és szerotoninerg rendszerek (Hoffman és mtsai.,
1990). Az “extrinsic” rendszerek szintén mutatnak adapticiét a krénikus etanolkezelésre,
de ezek a valtozasok nem kapcsolédnak olyan kozvetlenil az etanol neuronilis
membrinpotenciilt médosité hatisihoz, mint ahogy az az “intrinsic” rendszerek esetében
tapasztalhaté. Ennek megfelelen az “extrinsic” rendszerekre nem jellemzéek a fent
emlitett mintiazatok, kiilonosen fehérje- és mRNS-szinten (Nevo és Hamon, 1995). A CaM —
mint szabilyzéfehérje — esetében az varhatd, hogy az “extrinsic” rendszerekéhez hasonlé
adapticios jellemzSkkel rendelkezik. Ezért nem meglepd, hogy vizsgilataink szerint a CaM
mRNS-ek regionilis szintjeinek valtozasai nem kdvetik az “intrinsic” rendszerek
aktivitisviltozisait leir6 mintazatokat. Ellenkez6leg, a CaM mRNS-ek regionilis
mennyiségeinek szignifikdns valtozisai a CaM mRNS-osztilyokon beliil ugyanazt az irinyt
kovették a kronikus etanolkezelés és -megvonis esetében is csaknem az Gsszes érintett
agyterileten: a CaM I és CaM III mRNS-ek regionilis mennyisége nétt, mig a CaM II mRNS-
eké csokkent az érintett agytertileteken (Vizi és mtsai., 2000).

A CaM gének szabilyozisit illetSen vizsgilataink azt mutattidk, hogy a CaM gének
expresszids szabilyozisa eltérd a az egyes agytertileteken beliil. Ugyanakkor egy-egy CaM
gén szabilyoziasa kovetkezetesen hasonl6 volt a kilonb6zs agyteriileteken.

A korabbi vizsgailatok szerint a CaM I és CaM II gének markins vilaszokkal reagaltak
kils6 stimulusokra (Bai és Weiss, 1991; Barron és mtsai., 1995; Michelhaugh és mtsai., 1998;
Palfi és Gulya, 1999; Sola és mtsai., 1997), amely vilaszok id6nként reciprok mintizatot
mutattak (MacManus és mtsai., 1989). A hiztartisi jellegli prométerrel rendelkezs CaM III
gén azonban mérsékelt mRNS-szint valtoziasokat mutatott sejtdifferencidlédas (Zhang és
mtsai., 1993), transzformaci6 és regeneracié hatisira (MacManus és mtsai., 1989), valamint
tobb kiilonbozd kisérleti stimulusra (Bai és Weiss, 1991; Michelhaugh és mtsai., 1998; Sola
és mtsai., 1997) az adrenalektémia (Gannon és McEwen, 1994) és a dehidralas (Palfi és
Gulya, 1999) kivételével. Ezzel szemben a CaM III mRNS-osztilyt jellemezte a
legjelentsebb mennyiségi névekedés proliferativan aktivalt human T-sejtekben
(Toutenhoofd és mtsai., 1998). A CaM III mRNS-ek mennyisége az embrionilis fejldés alatt
is markans vialtozisokat mutatott (MacManus és mtsai., 1989). Ezen kisérleti adatok jorészt
Osszhangban vannak azzal a hipotézissel, amely szerint a CaM I és CaM II gének — a
szabilyz6 szakaszaikban tapasztalhaté eltéréseknek megfelelGen — eltéréen és élénken
valaszolnak a ktilonb6zd kiilsd stimulusokra, mig a CaM III gén expresszidja inkabb
haztartisi jellegli (Fischer és mtsai., 1988; Koller és Strehler, 1993). Természetesen a mi
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vizsgalatunkra is igaz, hogy mind az agyteriiletek érintettsége, mind a tapasztalt mRNS-szint
viltozasok az alkalmazott kezeléstdl fliggenek, ami megneheziti az eredmények
osszehasonlitasat és értelmezését. Ennek ellenére az eredményeink tobb ponton is
hasonlésiagot mutatnak a leginkibb hasonl6 jellegli vizsgilat kovetkeztetéseivel, amelyben
a szisztémais kainsav kezelésnek a CaM mRNS-osztialyok regionilis mennyiségére kifejtett
hatasit jellemezték egéragyban (Sola és mtsai., 1997). Mindkét vizsgilatban a CaM I mRNS-
ek regionilis mennyisége novekedést, mig a CaM II mRNS-eké csokkenést mutatott az
érintett agyteriileteken. A CaM I > CaM II > CaM III sorrend a kainsavas Kisérletben a
regionilis mRNS-szint valtozdsok mértékét, a mi vizsgilatunkban pedig a szignifikins
mennyiségi valtozast mutatd agyteriiletek szimat jellemezte. Ezen két vizsgalat
eredményeit a CaM génexpressziora vonatkoz6 hipotézissel (Fischer és mtsai., 1988; Koller
és Strehler, 1993) 6sszevetve megallapithatjuk, hogy mindkét kisérlet kévetkeztetései
tamogatjak azt.

A relativ kvantitilis és a Hmax érték szamitasara szolgilé médszer

A génexpresszids valtozasok jelentdségének megismerése sziikségessé teszi a
szOvetekben el6fordulé nukleinsav-szekvencidk egyidejti lokalizilasat és mennyiségi
meghatarozisit. E gyakorta el6fordul6 és komoly technikai kihivast jelenté probléma
megoldisira a legigéretesebb technikdnak a kvantitativ ISH mutatkozik. Ezen technika
mobdszertaninak tovibbfejlesztéseként egy egyszerii és gazdasigos eljarist dolgoztunk ki
egy heterogén szovet szamos tertilete Hmax értékének nem-telitési cRNS
probakoncentracidénal mért adatokbol t6rténd egyideji szamitasira (Vizi és Gulya, 2000).

Kvantitativ ISH technika segitségével igazoltuk, hogy az alkalmazott kisérleti
korilmények mellett a kiilonb6z6 szoveti terililetek Kd értékei szignifikansan nem
kilonboznek. Ebbdl levezettiik, hogy a vizsgalt agyi régidk hibridizilt cRNS értékeinek
arinyai dllandbak, azaz a szovet kiilonboz6 teriiletein az mRNS-ek hozziférhetSsége nem
viltozik a cRNS probakoncentracié fiiggvényében (feltéve, hogy a hibridizicids id6 nem
limit4l6 tényezs). Ebbdl kovetkezik, hogy a szoveti teriiletek birmely nem-telitési cRNS
probakoncentraciénal mért hibridizalt cRNS értékeinek aridnyai a megfelel6 Hmax értékek
valbs aranyait tiikrozik. Ez azt is jelenti, hogy az ISH jelol6dési értékek nem-telitési cRNS
probakoncentriciénil mérhetd viltozasai hiven tiikrozik a Hmax értékek valtozasait. Ez
igazolja a nem-telitési cCRNS probakoncentriciénal mért adatokra épuld relativ kvantitalas
jogossigit. A fenti szabilyszeriiségeket feltételezték, de nem igazoltik szimos olyan
koribbi vizsgilatban, amelyben az mRNS-ek mennyiségbeli valtozisainak relativ
kvantitilasa nem-telitési cCRNS prébakoncentricidénil meghatirozott, majd normalizalt
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adatokra épiilt. A kiilénb6z6 sejttipusok permeabilitisa kozotti jelentds, a pontos relativ
kvantitlast veszélyeztetd mértéki kilonbségek tovabbi kontroll kisérletekkel tarhatok fel.
Ezekben vizsgilhat6, hogy egy iltalinos nukleinsav préba (példiul a poliuridin) azonos
mértékben jeloli-e az Gsszes sejtet, vagy hogy a kiiloénb6z6 teriiletek jel6l6désének arinyai
dllandbak-e eltérs fixalasi/protedz-emésztési korilmények esetén is (Angerer és mtsai.,
1987).

A farmakologiiban a kotési kapacitis pontos meghatirozisira e célra fejlesztett
szoftvereket hasznilnak, nem pedig a d6zis-hatas gorbék kiilonbozd linearizalt alakjait
(Ross, 1991). Nagy mennyiségli cél-mRNS-ek kvantitilasakor a kvantitativ ISH esetében is
elényosebb lehet egy ilyen szoftver hasznilata a Hmax érték meghatirozasira, mint a
telitési cRNS prébakoncentraciénal végzett mérések, mivel (2) a hibridizilt cRNS préba
értékek a Hmax elméleti értékét csak végtelen cRNS probakoncentriciénal érik el, emellett
(b) nagyon magas cRNS probakoncentriciénil a cRNS prébiaknak a metszetekbe vald
fizikai tapadisa veszélyezteti a pontos méréseket. Koribbi vizsgilatokban az el6zetesen
meghatirozott Hmax értékeknek alacsonyabb probakoncentriciénil végzett mérésekbdl
torténd szamitisahoz kalibriciés egyenesként a telitési gorbe egy tetszSlegesen kivalasztott
kvizi-linearis szakaszit alkalmaztik (Nunez és mtsai., 1989). Jelen kisérletben igazoltuk,
hogy a vizsgalt szoveti tertiletek hibridizalt cRNS értékeinek arinyai dllandbak. Ez
eldfeltétele a Hmax értékek barmely ésszerli cRNS probakoncentricionil meghatirozott
hibridizalt cRNS értékekbdl torténd szamitasianak. Ugyankkor a hibridizilt cRNS értékek
aranyainak illand6siaga lehet&vé teszi, hogy a Hmax értékek szimitasihoz ugyanazt a
kalibricibs egyenest hasznaljuk minden szoveti teriilet esetében. A Hmax értékek
szamitasdhoz mi kisérleti mérésekre épiils, a Hmax értékeket a hibridizalt cRNS proba
értékek fuggvényében abrazol6 kalibriaciés egyeneseket hasznaltunk, és ezt a mbdszert
sikeresen teszteltiik. Kézepes koncentriciéja CaM I, CaM II és CaM III [*S]-cRNS probikkal
ISH kisérleteket végeztiink; az ezekbdl szirmazé hibridizalt cRNS proba értékekbdl
szamitott Hmax értékek j6 egyezést mutattak a telitési kisérletekben meghatiarozott Hmax
értékekkel (Vizi és Gulya, 2000). Az ISH képiaszim/mm? egységben kifejezett Hmax
értékek a rigcsalok agyaban mar koribban leirt (Palfi és mtsai., 1999; Sola és mtsai., 1996),
a CaM génekre jellemzs régidspecifikus expresszids mintazatot tiikrozték.
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Az abszolut kvantitilas: a cRNS proba képiaszam érték és az mRNS
mennyiség viszonya

A cél-mRNS-ek mennyiségének becslésére hibridiziciés médszerek — mint a Northern
blot vagy az ISH — hasznilatosak. Az in vivo mRNS képiaszim értékeknek ezen
hibridizaci6s médszerekre alapuld becslése szimos el6zetes feltétel teljesiilését feltételezi.
(a) A PS]-UTPaS-el jeldlt cRNS préba specifikus aktivitdsinak kiszimitisdhoz azon feltétel
teljesiilése sziikséges, hogy az RNS-polimeriz azonos arinyban épitse be a radioaktivan
jelolt és a jeldletlen nukleotidokat (ez nem igaz a [¥*S]-UTPaS-el jeldlt cRNS probakra
(Angerer és Angerer, 1992), de a kiilénbséget 4ltaldban elhanyagoljik). (b) A hibridizici6s
jelolédés cpm értékekké valo alakitisa radioaktiv skila segitségével torténik. A
szdvetpaszta standard skila hasznilathoz azon eléfeltevésnek kell teljestilnie, hogy egy
szovetbdl és az abbdl szarmazd pasztabodl készitett metszetek azonos kioltasi
tulajdonsagokkal rendelkezzenek [*S]-re nézve. (c) A cpm értékeknek ISH-val mérhetd
cRNS préba molaris mennyiségekké alakitisihoz az antiszensz cRNS préba hibridizild
szakasziban a radioaktivan jelolt és a jeloletlen nukleotidok aranyanak ugyanakkorinak
kell lennie a hibridizici6 elétt és utin is, a CRNS probik osszességére nézve. Ez csak akkor
teljestilhet, ha a jelolt nukleotidok nem alakulnak 4t jeloletlenekké a hibridizacid folyaman
a jelolésik elvesztése Gtjan, és ha a jelolt és a jeldletlen nukleotidokat azonos
valészinlséggel emésztik az RN4az molekuldk. A cRNS prébanak a cpm érték és a cRNS
proba specifikus aktivitisa hinyadosaként szamitott moliris mennyiségét nevezziik ISH
moliris mennyiségnek, amelyet ISH mol egységekben fejeziink ki. Az ISH molaris
mennyiség és az Avogadro szim szorzatival el64ll6 mennyiséget ISH-val detektalt cRNS
préba koépiaszam értékként (réviden ISH képiaszam értékként) definidljuk; mértékegysége
az ISH kopiaszam.

A telitési cCRNS prébakoncentriciénil mérhetd jelolédésbdl szamitott ISH-val detektalt
cRNS préba kdpiaszam érték, azaz a Hmax érték elkertilhetetlenil kisebb, mint az in vivo
koépiaszam érték, ugyanakkor nem értelmezhetd az in vivo kdpiaszam érték valds
részhalmazaként. Az in vivo jelen 1év6 cél-szekvencidk két csoportra oszthatok: a
hibridizaci6éval nem detektilhat6 cél-mRNS-ekre (ezek a széveteltivolitis, a fixilds, a
beigyazis és az ISH eljaris soran vesznek el kimosddas és/vagy lebomlis tjin), és a
detektilhatb és nem-detektilhat6 szakaszokat egyarant tartalmazé cél-mRNS-ekre [a nem-
detektalhat6 szakaszok hibridizaci6jat olyan tényez6k akadalyozhatjak, mint a masodlagos
nukleinsav-szerkezetek, a térbeli gitlas — példaul a fixil6 keresztkotései -, vagy egyszeriien
az adott szakasz lebomlasa (Guiot és Rahier, 1995; Jilbert és mtsai., 1986; Lawrence és
Singer, 1985)]. Igy a cél-mRNS ténylegesen hibridiz4l6 szakaszainak osszesitett hossza
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sziikségszeriien kisebb, mint az antiszensz cRNS préba elvileg hibridizalé szakaszinak
hossza. Ennek ellenére a Hmax érték kiszamitisahoz hasznalt specifikus aktivitds az
antiszensz cRNS préba hibridizalé szakaszdnak hosszira vonatkozik, ami a hibridizilé cél-
mRNS koépiaszim értékének alulbecslését eredményezi.

A fent emlitett elGfeltevések és az alulbecslés lehetSségének ellenére az ISH képiaszam
egység hasznailata jelentSs eldnyokkel jar. El8szor is, a szdveti hittérre valé pontos
korrekcioé csak a cRNS probik moliris mennyiségeinek szintjén végezhets el. A netté dlu/
mm? egységekben kifejezett, ténylegesen mért adatok vagy az ezekbdl kdzvetlentil
szarmaztatott cpm/mm? egységben kifejezett adatok szintjén végzett szoveti hattérkorrekcid
negativ el&jeld adatokat eredményezhet a gyenge jelolédést mutatd agyteriileteknél abban
az esetben, ha a szensz cRNS préba specifikus aktivitisa magasabb, mint az antiszensz
cRNS probaé. Az ISH képiaszim egység hasznilataval jard tovabbi elény, hogy az ISH iltal
detektilt maximailis kopiaszam értékek megbizhatdan reprodukilhatbéak azonos kisérleti
korilmények mellett. Ez azt jelenti, hogy az ISH 4ltal detektalt maximalis kopiaszim érték,
a Northern blot iltal detektalt maximailis kopiaszim érték, és az in vivo jellemz8 mRNS
kopiaszam érték ardnya dlland6, ami az ISH Northern blot-hoz kalibrilasa esetén
viltozatlan kalibracibs grafikont biztosit egy adott cRNS prdba / cél-mRNS / ISH protokoll
kombinici6 esetére. A cpm vagy dpm értékek hasznilata az ISH altal detektalt maximalis
koépiaszam értékek helyett kiillon ISH-Northern blot kalibricié készitését tenné sziikségessé
minden Gjonnan szintetizalt cCRNS prébival végzett ISH-hoz (a dpm rovidités a
masodpercenkénti radioaktiv bomlasok szamat jelenti).

Jelen vizsgalatban az ISH képiaszim értékek terliletegységre vonatkoznak (egy 15 um
vastag metszet felszinének 1 mm?-es tertiletére). Ez a terliletegység nem alakithat6 at
egyszerlen térfogati egységgé (mm?) egy térfogati faktorral [jelen esetben (1 mm?/0,15 mm?
=) 66,6 mm-el] valé megszorzissal, mert az igy szdrmaztatott térfogati egység hasznalata
esetén a metszetvastagsag megviltoztatisival a Hmax értéke is médosulna (a megvaltozott
mértékd cél-mRNS vesztés és cRNS préba penetracié miatt).

Az Hmax és az in vivo kdpiaszam értéke kozotti kiilonbség csokkentése érdekében
megprobaltuk minimalizilni a cél-szekvencia-vesziést. Ehhez gyors beigyazist, fagyasztva
metszést, formaldehid-fixalast és gyors fixalasi, illetve az ISH moséasokat alkalmaztunk [a
formaldehid-fixilas biztositja a legkedvezdbb kompromisszumot a cél-mRNS megtartis és a
hozzaférhet6ség kozott (Lawrence és Singer, 1985), a gyors mosisok pedig a cél-mRNS
kimos6dasinak mértékét csokkentik]. Ezen eréfeszitések ellenére mindaddig, amig egy
heterogén szovet régidinak Hmax értékei nincsenek kdzvetlenil kalibrilva pontos és
fuggetlen mbdszerrel meghatirozott régidspecifikus mRNS mennyiségekhez, addig a jelen
vizsgilat eredményeihez hasonl6é adatok csupan a valés mRNS mennyiségekre vonatkozo
becsléseknek tekinthetSk.
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Osszefoglalis

Az patkanyban miik6dé hirom CaM gén expresszids szabilyozisianak jellemzéséhez
génspecifikus CaM I, CaM II és CaM III cRNS probikat készitettink. Ezek segitségével
meghataroztuk a kronikus etanolkezelés és megvonis altal a CaM mRNS-ek regionalis
mennyiségeiben bekovetkezd relativ valtozdsokat a patkinyagy szamos teriletén.
Meghatiroztuk a krénikus etanolkezelésre és az etanolmegvonisra a regionilis CaM mRNS-
szintek valtozisival reagilé agyteriileteket, majd Osszevetettiik ket egy-egy CaM gén,
illetve mindharom CaM gén adatait figyelembe véve. Azonositottuk a reagild agyteriiletek
altal kijelolt funkcionilis agyi rendszereket, amelyek azonosnak bizonyultak az etanol
hatisara korabban érzékenynek bizonyult rendszerekkel.

A CaM gének szabalyozisit illetSen azt tapasztaltuk, hogy a krénikus etanolkezelés és
az etanolmegvonas altal kiviltott expresszibs vilaszok irdnya egy kivalasztott CaM gént
tekintve szinte minden agyteriileten azonos volt. Egy kivalasztott CaM gén expressziés
szabilyozasit vizsgilva az kovetkezetesen hasonl volt a kiilonboz6 agyterlleteken: az
alkalmazott kezelésekre a CaM I és a CaM III mRNS-ek mennyisége ndtt, a CaM II mRNS-
eké pedig csokkent csaknem az sszes érintett agyi régidban. A harom CaM gén
expresszids szabilyozisa az alkalmazott kisérleti koriilmények kozott kiilonbozdnek
bizonyult. Vizsgilatunkban a CaM I és CaM II gének élénkebb és eltérd, ugyanakkor a CaM
III gén mérsékelt (a hiztartisi jellegli fehérjék génjeire jellemzd szabilyozasnak megfelels)
expressziOs vilaszat tapasztaltuk. A CaM gének iltalunk észlelt fliggetlen szabilyozisa
Osszhangban van a CaM génexpressziora vonatkozo hipotézissel. Ezen hipotézis igazolisa,
illetve a gerincesek genomjaban el6fordulo harom CaM gén mitkodésének megismerése
azonban csak tovibbi vizsgilatok Gtjan lehetséges.

Meghataroztuk a CaM I, CaM II, és CaM IIIl mRNS-re nézve kiilénb$zé Hmax értékekkel
rendelkez6 vizsgalt agyteriiletek Kd értékeit. A Kd értékek nem kiilonbéztek egymastdl
szignifikinsan a telitéshez elegendd hibridizicios id6 alkalmazisa esetén. A Kd értékek
azonossagabol levezettiik, hogy a kiilonboz6 agyteriletek hibridizalt cRNS proba
értékeinek arinyai megegyeznek a megfelel6 Hmax értékek aranyaival barmely kivilasztott
cRNS probakoncentricional végzett hibridizacio esetén. Ezek szerint az ISH jelolsdési
értékek nem-telitési cRNS probakoncentricionil mérhetd viltozisai hiven tiikrozik a telitési
cRNS probakoncentracidénal mérhets valtozisokat, ami elSfeltétele a Hmax értékek
hibridizalt cRNS értékekbdl torténd szamitasanak.

Kidolgoztunk és sikeresen teszteltiink egy médszert a kiilonb6z6 agyteriiletek Hmax
értékeinek a telitési jel tényleges megmérése nélkiili szaimitasira. A telitési agyteriiletek
Hmax értékeit a nem-telitési cRNS prébakoncentraciénal mért hibridizalt cRNS préba
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értékek fiiggvényében abrizold kalibracios grafikon segitségével pontosan szamithaték
olyan agyteriletek Hmax értékei is, amelyekre nézve nem ismert a telitési cRNS
probakoncentricionil mérhetd jelol6dés mértéke. Mivel a kvantitils alapelvei a
modszertani hatarokon til is érvényesek, a bemutatott eljirds nem csupin kiilonféle
nukleinsav probik, szovetek és detektilasi rendszerek alkalmazisaval végzett ISH
kisérletekben, hanem mas szdvettani technikik esetén is hasznosnak bizonyulhat.
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A PuD ERTEKEZES OSSZEFOGLALASA

Az eukari6ta él6lényekre altalanosan jellemzd sejtszintli kommunikaciés forma a Ca?-
jelatvitel. A Ca*-jelek lokalis médositisiban és a fehérjeszintl kolcsonhatasok szintjére
torténd atvitelében (mediilasaban) a Ca*-kots fehérjék jatszak az elsédleges szerepet. Ezek
kozé tartozik az intracellularis Ca?*-jelek f& mediitora, a kalmodulin (CaM) is. A CaM
valamennyi eukari6ta sejtben megtalilhatd, és olyan alapvets folyamatok irdnyitasiban
vesz részt, mint a sejtosztédas, a motilitds, a szekrécid, tovabbi az ioncsatornik és a
génexpresszié szabilyozisa. Kiilonésen fontos feladatot lit el a CaM az Gn. ingerlékeny
sejtekben. A idegsejtekben megnyilvinulé CaM aktivitis szabalyozisinak feltardsa a CaM-al
kapcsolatos kutatiasok egyik {6 célja. A CaM-aktivitis szabalyozisa tobb szinten valésul
meg: (a) a CaM hirvivé RNS-ek (mRNS-ek) szintézisének, érésének, lokalizicidjanak és
lebontisanak szintjén, (b) a CaM fehérje szintézisének, transzportjanak és lebontisinak
szintjén, valamint (c) a CaM fehérje poszttranszlaciés médositisdnak szintjén. A
gerinceseknél az egyediili CaM fehérjét harom miik6dd CaM gén kddolja (CaM I, CaM 11, és
CaM III). A harom, latsz6lag redundins CaM gén fennmaradisit a gerinces evolaci6
folyamain jOl magyarizza az a feltevés, hogy az egyes CaM gének funkcibja kiilonb6zs. Ezt
a hipotézist megerdsitik azok a kisérleti adatok, amelyek szerint aCaM gének mind
transzkriptumaik intracellularis lokalizaci6jat, mind cisz-szabilyzo régibik felépitését, mind
expresszids szabilyozasukat tekintve kiillonbdznek egymastdl. Az egyes CaM gének
szerepének megértését az gitolja, hogy nem vagy kevéssé ismert(ek) (a) az egyes CaM
gének expresszidjinak szabilyozasaért felels molekuliris mechanizmusok, (b) az egyes
CaM gének expresszids viltozisai kiilonb6zd korilmények kozott, és (¢) az egyes CaM-
mRNS osztalyok mennyiségbeli arinyai megvaltozisinak jelentGsége.

Az mRNS molekulédk kvantitalasahoz kis mennyiségili széveti minta esetén is jol
hasznalhat6 az in situ hibridizacié (ISH). A relativ kvantitalis céljabol végzett ISH
kisérletekben 4ltalinos a nem-telitési komplementer RNS (cRNS) prébakoncentricidé
hasznilata. Ugyanakkor a hibridizaci6s jelol&dési értékek nem-telitési cRNS
probakoncentricionil mérhetd viltozasairdl nem igazolt, hogy szévetben végzett
hibridizaciék esetén is hiven tlikrozik a telitési cRNS prébakoncentriciénal mérhets
valtozasokat. A heterogén szévetek egyes régidira jellemz6 maximalis hibridizaciés
kapacitis értékeknek (Hmax-oknak, vagyis az mRNS-tartalmakra vonatkoz6 becsléseknek)
a nem-telitési cCRNS probakoncentraciénil mérhetd hibridizacids jelolddésekbdl torténd
pontos és egyidejii szamitasat a megfelel6 médszer hidnya akadalyozza.

A kisérletekhez him Sprague-Dawley patkianyokat hasznaltunk. A mbdszertani
kisérletekben alkalmazott llatok salya 260+10 g volt. A krénikus etanolkezeléshez az

60



allatokat harom, egyenként 6t allatbél 4ll6 csoportra osztottuk Az etanolos és a
megvonisos csoport hirom hétig csak 5,0 % etanolt tartalmazo folyékony tapot
fogyaszthatott, mig a kontroll csoport ezalatt izokalorikus kontroll folyadéktipot kapott. A
megvonisos csoport etanolos tipjit az illatok feldldozasa el6tt 12 6rival kontroll tapra
cseréltiik. Az 4llatok atlagos salya 224+13 g-rol 293123 g-ra ndtt. Az illatokat dekapitaltuk,
majd agyakat beagyaztuk és koronasika kriosztit metszeteket készitettiink belGliik. A CaM
I, CaM II és CaM III mRNS-ek 3'-nemk&dolé régidi egy-egy szakaszinak megfelel
genomikus szekvenciakat polimeriz lancreakci6éval amplifikaltuk, majd klénoztuk. A
megfelelGen linearizalt vektorokat templatként hasznilva antiszensz és a szensz CaM [3°S]-
cRNS prébikat szintetiziltunk in vitro transzkripciéval. A CaM cRNS prébikat ISH
kisérletekben hibridiziltuk a koronilis patkinyagy-metszetekkel. A hibridizalt patkinyagy-
metszeteket radioaktiv standard skilidkkal egytitt foszforernySkre exponiltuk. Az
autoradiogrammokon kvantitativ képanalizist végeztiink. A kronikus etanolkezeléssel
kapcsolatos kisérletben az egyes agytertletek jelolodési értékeinek atlagat a megfelels
agytertilet kontroll csoportban mért jelolédési értékei atlaganak sziazalékiaban fejeztiik ki
(n = 8-10). A mébdszertani vizsgilatnal az agyteriletek jelolddésének mértékét cRNS proba
ISH koépiaszim/mm? egységben fejeztiik ki, és ezeket az értékeket az agyteriiletek cél-
mRNS koépiaszim/mm? értékeire vonatkozd becsléseknek tekintettiink (a telitési, illetve
nem-telitési cCRNS prébakoncentraciot alkalmazo kisérletekben n = 3, illetve 5). A
statisztikai analizist kétmintis Student t-teszttel végeztiik. Egy adott agyteriilet kontroll,
etanolos és megvonasos csoportban mért relativ mRNS-szint értékeit, illetve egy agytertilet
telitéssel és szamitassal meghatarozott mRNS-szint értékeit akkor tekintettiik szignifikinsan
kiilonb6zének, ha a p értéke kisebb volt, mint 0,05.

Kisérleteink eredményeit az alibbiakban foglaljuk 6ssze.

1. A CaMI, CaM II, és CaM III géneknek megfeleld mRNS-osztilyokra specifikus cRNS
prébakat készitettiink.

2. A kontrol, a kronikus etanolkezelést kapott, és az etanolmegvonisban részesiilt
kisérleti csoportoknil a patkinyagy 36 teriiletén hatiroztuk mega CaM 1, a CaM II, és a
CaM III mRNS-eknek a megfelels kontroll értékekre normalizalt regionalis mennyiségeit. A
legmarkansabb expresszids viltozasok mértéke meghaladta az 50%-ot (a CaM I mRNS-szint
a nucleus arcuatusban 158 % és 154 % volt a kontrollhoz viszonyitva a krénikus
etanolkezelés, illetve -megvonis esetében). A kronikus etanolkezelés és az
etanolmegvonis altal kivaltott expresszids valaszok iranya egy kivilasztott CaM gént
tekintve szinte minden agyteriileten azonos volt. Egy kivilasztott CaM gén expresszios
szabalyozisat vizsgilva az kovetkezetesen hasonlénak talaltuk a kiilonbozd
agyterileteken: az alkalmazott kezelésekre a CaM I és a CaM III mRNS-ek mennyisége nétt,
a CaM II mRNS-eké pedig csokkent csaknem az Gsszes érintett agyi régidban. A hirom CaM

61



gén expresszids szabilyozisa az alkalmazott kisérleti koriilmények kozoétt kiillonbdzének
bizonyult. Vizsgilatunkban a CaM I és CaM II gének élénkebb és eltérd, ugyanakkor a CaM
III gén mérsékelt (a haztartasi jellegli fehérjék génjeire jellemzé szabilyozisnak megfelels)
expressziOs vilaszit tapasztaltuk. A CaM gének altalunk észlelt fiiggetlen szabilyozisa
6sszhangban van a CaM génexpresszidra vonatkozd, koribban emlitett hipotézissel.

3. Meghatiroztuk a kréonikus etanolkezelésre, illetve az etanolmegvonisra a CaM
mRNS-ek regionilis mennyiségének szignifikans viltozisival reagil6 agyterileteket. Ezek
egy kivilasztott CaM gént vizsgilva részben atfed halmazokat alkottak, a kiilonb6zs CaM
gének adatait Osszevetve pedig szinte teljesen kiillonbozdek voltak. Azonositottuk az
érintett agyterlletek altal kijelolt funkcionalis idegi rendszereket. Ezek az idegrendszer
érz3, motoros és limbikus rendszerei voltak, amelyek az etanol hatasira mas kisérletekben
is érzékenynek bizonyultak.

4. Meghatiroztuk a CaM I, CaM II, és CaM III mRNS-re nézve kiilonb6z6 Hmax
értékekkel rendelkez vizsgilt agyteriletek Kd értékeit. A Kd értékek nem kulonboztek
egymaistdl szignifikdnsan a telitéshez elegendd hibridizaciés id6 alkalmazisa esetén.

5. A Kd értékeket azonosnak elfogadva levezettiik, hogy a kiilonb6z6 agytertiletek
hibridizilt cRNS préba értékeinek arinyai megegyeznek a megfeleld Hmax értékek
aranyaival barmely kivilasztott cRNS probakoncentriciénal végzett hibridizici6 esetén.
Ezek szerint az ISH jelolSdési értékek nem-telitési cRNS probakoncentricidonil mérhetd
valtozasai hiven tiikrozik a telitési cRNS prébakoncentraciénal mérhetd viltozasokat. Ez
igazolja a relativ kvantifikilas céljabol végzett ISH kisérletek jogossigit, és elSfeltétele a
Hmax értékek hibridizalt cRNS értékekbdl torténd szamitisinak.

6. Kidolgoztunk és sikeresen teszteltiink egy médszert a kiillonboz agyteriiletek Hmax
értékeinek a telitési jel tényleges megmérése nélkiili szimitisara. A telitési agytertiletek
Hmax értékeit a nem-telitési cRNS probakoncentriaciénil mért hibridizalt cRNS préba
értékek fliggvényében abrizolo kalibriciés grafikon segitségével pontosan szimithatok
voltak az agyteriletek Hmax értékei.

Vizsgilataink eredményei egyrészt felhasznilhatok az etanol idegrendszeri hatisainak
feltarasara irainyul6 kutatasok soran, masrészt a gerinces CaM génexpresszid szabilyozisat
leiré elmélet kialakitisihoz. A médszertani kisérleteink soran kidolgozott eljiras nem
csupin kilonféle nukleinsav probik, szovetek és detektilasi rendszerek alkalmazisaval
végzett ISH kisérletekben bizonyulhat hasznosnak, hanem mis szévettani technikik
esetében is.
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SuMMARY OF PHD THESIS

All eukaryotic organisms employ calcium (Ca?*) signaling for cellular communication.
The local modification and mediation of Ca*-signals is largely achieved by means of Ca?-
binding proteins. One of these is calmodulin (CaM), the major mediator of intracellular
Ca?-signals. CaM is present in all eukaryotic cells and governs a number of basic cellular
processes such as cell division, motility, secretion, and regulation of ion channels and gene
expression. CaM plays an especially important role in excitable cells. Revealing of the
regulation of neuronal CaM activity is one of the major aims of research focused on CaM.
CaM activity is regulated at several levels: (a) at the levels of the synthesis, maturation,
localization, and degradation of CaM messenger RNAs (mRNAs), (b) at the levels of
synthesis, transport, and degradation of the CaM protein, and (c) at the level of
posttranslational modification of the CaM protein. The only CaM protein is encoded by
three CaM genes (CaM I, CaM II, and CaM III) in vertebrates. The maintenance of the three,
seemingly redundant CaM genes through the vertebrate evolution is explained by a
hypothesis, which assignes different functions to each CaM gene. This hypothesis is
supported by experimental data suggesting that the CaM genes are different with respect to
the intracellular localization of their transcripts, the organization of their cis-regulating
regions, and the regulation of their expression. Understanding of roles of the three CaM
genes is hindered by the fact, that (a) the molecular mechanisms responsible for the
regulation of CaM gene expression, (b) the changes in the expression of CaM genes under
various circumstances, and (¢) the importance of the changes in the ratio of CaM I, II, and
III mRNA quantites are not completely known.

Quantification of mRNAs can be performed with in situ hybridization (ISH), even when
the availability of the tissue is limited. ISH experiments used for relative quantification are
often performed at non-saturating complementer RNA (cRNA) probe concentration.
However, the changes in hybridization labeling values measured at non-saturating cRNA
probe concentration have not been proved to reflect fairly the changes in labeling values
measured at saturating cCRNA probe concentration, for hibridizations in tissues. Maximal
hybridization capacity (Hmax) values can be assigned to the regions of tissues with a
heterogeneous structure, and are considered as estimations of corresponding mRNA
contents. Accurate and simultaneous calculation of Hmax values from hybridization
labeling values measured at non-saturating cRNA probe concentration is hindered by the
lack of the proper method.

Male Sprague-Dawley rats were used in the experiments. In the methodological study,
the weight of the animals was 260410 g. For chronic ethanol treatment, animals were
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divided into three groups of five rats. The chronic ethanol treated and the withdrawal
group were fed with a liquid diet containing 5.0 % ethanol for three weeks. The control
group received a control isocaloric diet for the same time period. The ethanol containing
diet of the withdrawal group was replaced with control diet 12 hours before sacrificing the
animals. The mean weight of the animals increased from 224+13 g to 293423 g. Animals
were decapitated, the brains embedded, and coronal cryostat sections were cut. Genomic
sequences corresponding to segments of the 3' non-coding regions of CaM I, CaM II, and
CaM III mRNAs were amplified by polymerase chain reaction, and cloned. Antisense and
sense CaM [*°S]-cRNA probes were synthesised by in vitro transcription, employing the
properly linearized vectors as templates. The CaM cRNA probes were hybridized with
coronal rat brain sections in ISH experiments. The hybridized rat brain sections were
exposed to phosphor screens together with radioactive standard scales. Quantitative image
analysis was performed on the autoradiogrammes. In experiments examining the effects of
chronic ethanol treatment and -withdrawal, the mean of the labeling values of brain areas
were expressed as the percent of the mean of labeling values of the corresponding brain
areas measured in the control group (n = 8-10). In the methodological study, the labeling
values of brain areas were expressed in cRNA probe ISH copy number/mm? unit. These
values were considered as estimations of the target mRNA copy number/mm? values of the
brain areas (in experiments employing saturating, and non-saturating cRNA probe
concentrations, n = 3 and 5, respectively). Statistical analysis was performed with Student’s
t test. Relative mRNA level values of a brain area corresponding to the control, chronic
ethanol treated and withdrawal groups, or mRNA level values of a brain area determined
by saturation and calculation were considered significantly different when p was less than
0,05.

Our experimental results are summarised as follows.

1. We prepared cRNA probes specific to the mRNA classes corresponding to CaM I,
CaM II, and CaM III genes.

2. Regional quantities of the CaM I, CaM II, and CaM III mRNAs normalized to the
corresponding control values were determined in 36 areas of the rat brain in the control,
chronic ethanol treated, and withdrawal group. Most remarkable changes in gene
expression exceeded 50 % (the CaM I mRNA level in the nucleus arcuatus was 158 % in the
chronic ethanol treated, and 154 % in the withdrawal group, compared to the control).
Directions of the changes in expression of a chosen CaM gene induced by chronic ethanol
treatment and withdrawal were the same in almost every brain areas. Regulation of the
gene expression of a chosen CaM gene was similar in different brain regions: the
abundances of CaM I and CaM III mRNAs increased, while the quantities of CaM II mRNA
decreased to the experimental treatments in almost every brain regions. Regulation of the
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three CaM genes was different under the experimental conditions employed. CaM I and
CaM II genes exhibited vivid and differential changes in their expression, while CaM III
gene displayed moderate alterations (characteristic to the genes of housekeeping proteins).
We observed the independent regulation of CaM genes, which is in accordance with the
above mentioned hypothesis on CaM gene expression.

3. Brain areas reacting to chronic ethanol treatment or withdrawal with significant
changes in regional abundances of CaM mRNAs were identified. These areas were partly
the same with respect to a chosen CaM gene, and completely different in reference to the
" three CaM genes. Functional neural systems highlighted by the responsive brain areas were
identified as the sensory, motor, and limbic systems of the brain. These neural systems have
been shown to be sensitive to the action of ethanol in previous studies.

4. Kd values of brain areas characterised by different Hmax values for CaM I, CaM II,
and CaM III mRNAs were determined. The Kd values did not differ significantly when the
hybridization time was sufficient for saturation.

5. We accepted that the Kd values are identical, and deduced the conclusion that the
ratios of hybridized cRNS probe values of different brain areas and the ratios of
corresponding Hmax values are the same, for hybridizations performed at any given probe
concentration. Thus the changes in ISH labeling values measured at non-saturating cRNA
probe concentration reflect fairly the changes measured at saturating cRNA probe
concentration. This justifies booth the use of the ISH technique for relative quantification,
and the calculation of Hmax values from hybridized cRNA values.

6. A method for the calculation of Hmax values of brain areas was developed and
successfully tested. By means of a calibration graph displaying Hmax values of brain areas
as a function of hybridized cRNA values measured at non-saturating cRNA probe
concentration, Hmax values were calculated accurately for several brain areas.

Our results help to elucidate the neural effects of ethanol, and to develop the theory of
regulation of vertebrate CaM gene expression. The procedure we developed in our
methodological study can be of use not only in ISH experiments with the application of a
variety of nucleic acid probes, tissues, and detection systems, but in other histological
techniques as well.
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Ko6szonom Dr. Hatvani Liszlénak, a Szegedi Tudominyegyetem Bolyai Intézete
tanszékvezets egyetemi tanarinak, akadémikusnak, a médszertani tanulminnyal
kapcsolatos hasznos konzulticiokat.

Ko6sz6n6m egykori és mai munkatirsaimnak, Dr. Fekete Eva és Dr. Halasy Katalin
egyetemi docenseknek, valamint Bagyanszki Maria, Bakota Lidia, Baranyai J6zsef, Boros
Andris, és Kortvély El6d egyetemi tanarsegédnek a mindennapi élet sorin nyujtott
segitségét.

Ko6sz6ndm Ambrus Jozsefné szakasszisztensnek a kisérleti munka sorin tandasitott
faradhatatlan munkijat. K6szondm Gyorfiné Kosztka Miria és Gera Istvinné asszisztensek,
valamint Kiss Gyorgyné, Hovanyecz Andrea, Dudis Szilvia és Némethné Szabd Zsuzsanna
tanszéki adminisztritorok hasznos kézremikodését.

Ko6szonoém Dr. Hiripi Laszlénak, Dr Aradi Attilanak, Dr. Farkas Tamasnak és Dr. Kalmar
Tibornak a kisérleti munkihoz nyjtott segitségét.
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