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BEVEZETES

Az eukaribta él5lényekre iltalinosan jellemz3 sejtszintii kommunikacios
forma a Ca**-jelatvitel. A Ca*-jelatvitel esetében az informici6t az intracelluliris
szabad Ca*-koncentricié ( [Ca®), ) tér és idSbeli viltozasai kédoljik. A {Ca®}-
véltoziasok kialakitisdban alapvetd szerepet jitszanak azok az ionpumpik,
ioncserélék és ioncsatornik, amelyek a transzmembrin Ca*-gridiensek
létrehozisaért, fenntartisaért és megvaltoztatisiér felelGsek. A transzmembrin
Ca*-griadiensek viltozisai iltal kialakitott Ca*-jelek lokilis médositisiban, és
azoknak a fehérjeszinti kélcsonhatisok szintjére t6rténd itvitelében
(medialasiban) az Gn. Ca®-kotd fehérjék jatszak az elsSdleges szerepet. A Ca®*-kdtS
fehérjék kézé szimos fehérjecsalid tartozik, amelyek kézil a legismertebb az "EF-
hand" tipust Ca®*-koété fehérjgké. A "EF-hand" tipusi Ca*-kétd fehérjéket
funkci6juk alapjin hagyominyosan két csoportra osztjik: az Gn. "trigger"
fehériékre, amelyek a Ca”-ok megkétése kovetkeziében eldbb maguk is
konformicioviltozison mennek 4t, hogy ezutin mis — gyakran enzimaktivitassal
rendelkezd — fehérjékhez kotddve azok aktivitdsit médositsik, és az Gn. "puffer”
fehérjékre, amelyeknek az [Ca®), emelkedésének mérséklésén kiviil egyéb szerepe
ningcs, illetve nem ismert. A "trigger” fehérjék kézé tartoznak az intracelluléris Ca?*-
jelek medidtorai is, amelyek koziil az él6viligban a legiltalinosabban elGfordul6 a
kalmodulin (CaM).

A CaM 148 aminosavbdl 4ll6, 17 kDa molekulatomegf, savas jelleg(, hostabil
fehérje, amely négy "EF-hand"-doménbdl épiil fel. A CaM valamennyi eukariéta
sejtben megtalilhatd, és olyan alapvetd folyamatok irdnyitisiban vesz részt, mint a
sejtosztodds, a motilitds, a szekrécid, tovibbi az ioncsatornik és a génexpresszid
szabilyozdsa. Kulonosen fontos feladatot 1it el a CaM az Gn. ingerlékeny
sejtiipusokban, amelyekben a Ca*-jelitvitel kitiintetett szereppel bir mind a lokailis,
mind a sejtszintd aktivitas szabdlyozisiban, és a két szabilyozasi szint
Osszekapcsoldsiban. A CaM-nak az idegsejtekben betéltdtt funkcibja élénk kutatds
targyat képezi: az ezirinyd vizsgilatok a CaM-nak a Ca’-ok megkdtése nyoman

bekovetkez6 konformiacidviltozisinak jellemzésétdl a CaM-aktivitis



szabilyozidsinak feltirisin keresztiil a CaM szubsztritjainak azonositisiig
terjednek. _

A CaM-aktivitds szabilyozisa tobb szinten valésul meg: (a) a CaM hirvivd
RNS-ek (mRNS-ek) szintézisének, érésének, lokalizici6jinak és lebontdsinak
szintjén, (b) a CaM fehérje szintézisének, transzportjinak és lebontisinak szintjén,
valamint (c¢) a CaM fehérje posztiranszliciés modositisinak szintjén. A gerincesek
CaM génexpresszidjinak szabilyozisit illetden meghatiroz6, hogy a gerinceseknél
a CaM vonatkozisiban a "tobb gén — egy fehérje" elv érvényesiil. Az egyediili CaM
fehérjével szemben a gerincesekben hirom mkodé CaM gént azonositottak,
amelyek a nomenklaturiban a CaM I, CaM II, és CaM III elnevezést kaptik. A
gerincesek genomjiban a természetes szelekcid korilményei kozott is fennmaradt
hirom, egyazon fehérjét kodolo, tehit latszolag redundins CaM gén. Ezt a tényt jol
magyarizza az a feltevés, amely szerint az egyes CaM génekhez kiilonbz3, a misik
két CaM gén iltal legfeliebb részben pétolhaté funkcid rendelhetS. Ezt a hipotézist
megerdsitik azok a kisérleti adatok, amelyek szerint a gerincesek genomijiban
miikodé CaM gének mind transzkfiptumaik intracelluldris lokalizaci6jit, mind cisz-
szabilyz6 régidik felépitését, mind expresszids szabilyozisukat tekintve
kildnbéznek egymistdl. Az egyes CaM gének eltérd koriilmények kdzétt jatszott
szerepének megérnését az gitolja, hogy nem vagy kevéssé ismert(ek) (a) az egyes
CaM gének szabilyozisiért felelds molekuldris mechanizmusok, (b) az egyes CaM
gének expresszios viltozasai killonbézé kériilmények kozott, és (¢) az egyes CaM-
mRNS osztilyok mennyiségbeli arinyai mégvz‘nltozész’mak jelentGsége.

Az mRNS molekulik kvantitilisa torténhet hagyominyos ex vivo kvantitilasi
modszerekkel, dm ha a kvantitilishoz csak kis mennyiségl széveti. minta ill
rendelkezésre, akkor elGnyt élveznek az olyan szévettani technikidk, mint az in situ
hibridizdcié (ISH). A relativ kvantitilishoz céljabol végzett ISH kisérletekben
iltalinos a nem-telitési komplementer RNS (cRNS) probakoncentricié hasznilata.
Ugyanakkor a hibridizdciés jel6l6dési értékek nem-telitési cRNS
probakoncentriciénidl mérhet6 viltozasairdl nem igazolt, hogy szévetben végzett
hibridizicidk esetén is hiven tiikrozik a telitési CRNS prébakoncentriciénil mérhetd
viltozasokat. A heterogén szovetek egyes régidira jellemz6 maximilis hibridizicios

kapacitisoknak (Hmax-oknak, vagyis az mRNS-tartalmakra vonatkoz6
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becsléseknek) a nem-telitési cRNS prébakoncentricionil mérhetd hibridizdcios
jelolédésekbdl 1orténd pontos és egyidejli becslését a megfeleld médszer hiinya

akadilyozza.

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

2. A krénikus etanolkezelés és -megvonis hatisira a CaM I, CaM II, és CaM III
mRNS-ek regionilis mennyiségeiben hekévetkez6 viltozisok relativ kvantitalisa
patkdnyagyban. A CaM gének expressziés szabilyozisiban mutatkozo

ktilonbségek meghatirozisa.

3. A kronikus etanolkezelésre és az etanolmegvondsra a CaM mRNS-ek szignifikins
mennyiségi viltozdsidval vilaszol6 agyteriiletek meghatirozisa és
osszehasonlitisa egy-egy CaM gén esetében, illetve mindhidrom CaM gén adatait
Osszevetve. Az etanolkezelésre és -megvonasra reagil6 agyteriletek iltal kijelolt
funkcionilis idegi rendszerek azonositisa, és 8sszevetése az etanol hatisira mis

kisérletekben érzékenynek bizonyult rendszerekkel.

4. A CaM I, CaM II, és CaM IIl mRNS-eknek a génspecifikus CaM cRNS prébikra
vonatkozo, agytertiletenkénti disszociicidés kostans (Kd) értékének

meghatirozisa és dsszehasonlitisa.

5. Annak igazolisa, hogy a ISH jel6lGdési értékek nem-telitési cRNS
probakoncentricionil mérhetd viltozisai hiven tikrozik a telitési ¢cRNS

prébakoncentricionil mérhets viltozisokat.

6. A kiildnbbzS agytertiletek Hmax értékeinek — a telitési jel tényleges megmérése

nélkiili - szimitdsdra szolgilé modszer kidolgoziasa és tesztelése.
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ANYAGOK ES MODSZEREK

Kisérleti 4llatok és kezeléstik

A kisérletekhez standard koriilmények kézott tartott him Sprague-Dawley
patkinyokat haszniltunk. A krénikus etanolkezeléshez az illatokat hirom,
egyenként o6t 4llatbol 4116 csoportra osztottuk Az etanolos és a megvonisos csoport
hirom hétig csak 5,0 % etanolt tartalmazé folyékony tipot fogyaszthatott ad libitum,
mig a kontroll csoport ezalatt izokalorikus kontroll folyadéktipot kapott. A
megvonisos csoport folyékony etanolos tipjit az illatok felildozisa elGtt 12 6rival
kontroll folyadéktipra cseréltiik. Az dllatok itlagos stlya 224£13 g volt a kezelés
elStt, és 293423 g-ra ndtt a harmadik hét végére. Az illatokat a hiromhetes kisérleti
kezelés utdn dldoztuk fel. A m6dszertani kisérletekhez 26010 g stlyi him Sprague-
Dawley patkinyokat haszniltunk. Az éllatokat éteres altatisban dekapitiltuk, majd
az agyakat bedgyaztuk és -70 °C-on azonnal megfagyasztottuk. Az agyakbél 15 pm

vastag koronasiki kriosztit metszeteket készitettiink.

cRNS prébak és in situ hibridizédcié

A CaM I, CaM II és CaM IIl mRNS-ek 3'-nemkddold régidinak az elsG
poliadenilici6s szignilokig terjed8 szakaszait valasztottuk cél-szekvenciiknak. Az
ezen szakaszoknak megfeleld genomikus szekvencidkat polimeriz lincreakciéval
(PCR) amplifikiltuk. A PCR termékeket pcDNA3 vektorba ligiltuk, majd
azonossigukat szekvenalissal ellenSriztitk. Az antiszensz és a szensz cRNS prébak
szintézisét in vitro transzkripciéval végeztiik. A reakciéban templitként a
megfelelGen linearizilt vektorokat haszniltuk. A cRNS prébik radioaktiv
jeloléséhez hasznilt nukleotid **S)}-UTPKS volt. A cRNS prébikat tisztitottuk, majd
meghatiroztuk specifikus aktivitdsukat.

A koronilis patkinyagy-metszeteket szobahdn fixdltuk, pufferben mostuk,
prehibridizaltuk, dehidriltuk, majd megszaritottuk. A hibridizdciéhoz
metszetenként 50 pl-nyi, a ¢cRNS prébit ismert koncentriciéban tartalmazé
hibridizaciés oldatot haszniltunk. A telitési hibridiziciés kisérletekhez
sorozatmetszeteket, valamint a hibridizici6és oldatokbdl készitett felezd higitasi
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sorokat haszniltunk. A hibridizicidét nedves kamriban, 45 °C-on, 21+1 6rdn 4t
végeztiik. Ezutin a metszeteket 50% formamidot tartalmazé pufferben tébbszér
mostuk, majd 0,5 M NaCl-ot tartalmazé pufferben RNiz A-val kezeltik. A
metszeteket ismét mostuk, majd dehidriltuk és megszaritottuk.

Autoradiogrifia, képanalizis, adatfeldolgozis és mikroszkdpia

Membrin és agypaszta radioaktiv standard skalikat készitettiink a cRNS
probik felezs higitisainak felhasznilisival. Az agypaszta skilikat a membrin
skilikkal, a membrin skilikat pedig az agypaszta skildkkal vagy a hibridizilt
patkinyagy-metszetekkel egyiitt foszforernydkre exponiltuk. Kivilasztott
metszeteket fotoemulzidéval vontunk be, majd ezeket is exponiltuk.

A foszforerny&kon kialakult képeket 600 x 600 dpi képfelbontissal
rogzitettiik. A detektdlo rendszer linedris érzékenységét a radioaktiv skalik
segitségével igazoltuk. A digitilis képek elemzésére az OptiQuant 3.0 szoftvert
haszniltuk. A képeken kérilhatiroltuk az egyes agyterileteket, majd
meghatiroztuk azok autoradiografias jelolodésének erSsségét. Az etanolkezelés és -
megvonis hatdsit vizsgilé kisérletben ezt az értéket korrigiltuk a foszforernys- és a
szoveti hittérre, valamint a radioaktivitis csdkkenésére. Minden kisérleti illat
minden vizsgilt agyteriiletére vonatkozb6an két figgetlen mérést végeztiink, igy a
k6zolt értekek 8-10 fiiggetlen mérés atlagai (n = 8-10). A Kkisérleti allatok
mindhirom csoportja esetében az egyes agyteriiletek jelolGdési értékeinek atlagat a
megfelelé agytertilet kontroll csoportban mért jelslddési értékei 4tlaginak
szizalékaban fejeztiik ki.

A modszertani kisérletekben az agyteriiletek jelol6désének kvantitdlasira
alkalmazott 1épések az alibbi egyenletben 6sszegezhetok:

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

ahol a RES a cRNS préba ISH képiaszam/mm? értéket, a LAB a jelolSdési erdsséget
(netté dlu/mm?), az AVO az Avogadro szimot (6,2252 x 10* képiaszdm/mol), az
LRF a membrin standard skildra vonatkoz6, a jel6lodési erSsség és a radioaktivitis
viszonyit leird faktort [(nettdé dlu/mm?/(cpm/mm?), az RDF a radioaktiv bomlasi
faktort, és az SPA a cRNS préba specifikus aktivitisit (cpm/pmol) jeloli. A széveti
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hiuérkorrekciot a ¢cRNS probik specifikus aktivitisinak figyelembevételével

végeztiik. Végeredményként az agyteriilet foszforerny6- és szoveti hittérre korrigalt
“(neud) RES értékét kaptuk cRNS proba ISH képiaszim/mm? egységben, amit az

agyteriilet cél-mRNS képiaszam/mm? értékére vonatkozd becslésnek tekintettiink

A telitési gorbék készitéséhez és a Hmax értékek kiszimitdsihoz a GraFit 3.0
szoftvert haszniltuk. A Hmax értéket a cél-mRNS-ek egyetlen osztilya maximilis
hibridizaciés kapacitisaként definidltuk (cRNS ISH képiaszim/mm? egységben) és
egyszer(/robusztus silyozissal készitett telitési gorbékbdl hatiroztuk meg a
kovetkezd egyenlet segitségével:
y=HXL)/(Kd +1),
ahol az y a hibridizlt (**S)-cRNS prébat (kétott ligand; ISH képiaszim/mm?
egységben), a H a cRNS préba hibridizélasira valo kapacitidst (Hmax érték, ISH
képiaszim/mm? egységben), a Kd a disszocidciés konstansot, és az L a nem-
hibridizalt {*'S]-cRNS préba (a szabad ligand) koncentrici6jat jeloli. Az agyteriletek
telitési kisérletekben meghatirozott régiospecifikus CaM I, CaM II, és CaM III
mRNS-szintjeire vonatkozé becsléseknél n =3, a nem-telitési hibridiziciokbol
szamitott hibridizlt cRNS préba értékeknél n = 5.

Az adatfeldolgozast, a lineiris regresszibt &s a statisztikai analizist
heteroszcedasztikus (a két adatcsoport eltérd variancijjit feltételezd), kétmintis
Student t-teszttel végeztik. Egy adott agytertilet kontroll, etanolos és megvonisos
csoportnak megfelelS relativ mRNS-szint értékeit, illetve az agyteriilet telitéssel és a
szimitissal meghatdrozott mRNS-szint értékeit akkor tekintettiik kiilonboz6nek, ha
a p érntéke kisebb volt, mint 0,05.

Az emulziés metszeteket elShivids utin Leica DM LB fénymikroszk6ppal,
sotét lat6térben vizsgiltuk. A fénymikroszképos felvételeket Polaroid DMC 1
digitdlis mikroszk6pkamera és Power Macintosh 9500/120 személyi szimitogép
segitségével készitettlik.



EREDMENYEK

1. Az CaMlI, CaM II, és CaM III géneknek megfelel6 mRNS-osztdlyokra specifikus
cRNS prébikat készitettiink.

2. A kontroll, a kronikus etanolkezelést kapott, & az etanolmegvonisban részestilt
kisérleti csoportoknal a patkinyagy 36 teriiletén meghatiroztuk a CaM I, a CaM
II, és a CaM IIl mRNS-eknek a megfeleld kontroll értékre normalizilt regionilis
mennyiségeit. A legmarkinsabb expresszi6s viltozdsok mértéke meghaladta az
50%-ot (a CaM I mRNS-szint a nucleus arcuatusban 158 % és 154 % volt a
kontrollhoz viszonyitva a kronikus etanolkezelés, illetve -megvonis esetében). A
krénikus etanolkezelés és az etanolmegvonds iltal kivaltott expresszi6s vilaszok
irinya egy kivalasztott CaM gént tekintve szinte minden agyteriileten azonos
volt. Egy kivilasztott CaM gén expressziGs szabilyozdsiat vizsgilva az
kovetkezetesen hasonld volt a kiilonb6z6 agyteriileteken: az alkalmazott
kezelésekre a CaM [ és a CaM III mRNS-ek mennyisége nétt, a CaM I mRNS-eké
pedig csokkent csaknem az 6sszes érintett agyi régidéban. A hirom CaM gén
expresszids szabidlyozdsa az alkalmazott kisérleti korilmények kozott
kilonbodz6nek bizonyult. Vizsgilatunkban a CaM I és CaM II gének élénkebb és
eltérd, ugyanakkor a CaM III gén mérsékelt (a hiztartisi jellegli fehérjék génjeire
jellemz& szabilyozisnak megfelelS) expresszifs vilaszit tapasztaltuk. A CaM
gének iltalunk észlelt fiiggetlen .szabilyozésa osszhangban van a CaM

génexpressziora vonatkoz6 hipotézissel.

3. Meghatiroztuk a krénikus etanolkezelésre, illetve az etanolmegvonisra a CaM
mRNS-ek regionilis mennyiségének szignifikins viltozisival reagild
agyterlleteket. Ezek egy kivilasztott CaM gént vizsgilva részben itfeds
halmazokat alkottak, a kiilonb6z6 CaM gének adatait dsszevetve pedig szinte
teljesen kilonb6zéek voltak. Azonositottuk az érintett agyteniletek iltal kijelolt

funkcionilis idegi rendszereket. Ezek az idegrendszer érz3, motoros és limbikus



rendszerei voltak, amelyek az etanol hatisira mis kisérletekben érzékenynek

bizonyultak.

. Meghatiroztuk a CaM I, CaM II, és CaM III mRNS-re nézve kiilonb6z5 Hmax
értékekkel rendelkezd vizsgilt agyteriiletek Kd értékeit. A Kd értékek nem
kiilonboztek egymistdl szignifikdnsan a telitéshez elegendd hibridiziciés id6

alkalmazisa esetén.

. A Kd értékek azonossigibol levezettiik, hogy a kiilonb6z3 agyteriiletek
hibridizilt cRNS proba értékeinek arinyai megegyeznek a megfeleld Hmax
értékek arinyaival birmely kivilasztott cRNS préba koncentricionil végzett
hibridiz4ci6 esetén. Ezek szerint az ISH jelolGdési értékek nem-telitési cRNS
probakoncentriciénil mérhetS viltozdsai hiven tikrozik a telitési cRNS
probakoncentriciénil mérhetd viltozasokat. Ez igazolja a relativ kvantifikilas
céljibol végzett ISH kisérletek jogossigit, és elSfeltétele a Hmax értékek
hibridizilt cRNS értékekbdl torténd szdmitisanak.

. Kidolgoztunk és sikeresen teszteltiink egy médszert a kiilonb6z6 agyteriiletek
Hmax értékeinek a telitési jel tényleges megmeérése nélkiili szamitisira. A telitési
agyteriiletek Hmax értékeit a nem-telitési cRNS préba koncentricionil mért
hibridizalt cRNS préba értékek fiiggvényében abriazol6 kalibricibés grafikon
segitségével pontosan szimithatok voltak az agytertiletek Hmax értékei.



OSSZEFOGLALAS

Vizsgalatainkban a krénikus etanolkezelés és az etanolmegvonis — mint
kiilsG stimulusok — hatisit vizsgiltuk a hirom CaM mRNS-osztily regionilis
mennyiségeire patkinyagyban. Génspecifikus CaM I, CaM II, és CaM III cRNS
probikat készitettlink, és ezekkel meghatiroztuk a fenti stimulusokra a CaM mRNS-
ek regionilis mennyiségének szignifikins viltozdsival reagilé agyterileteket,
valamint az ezek 4ltal kijel6lt agyi rendszereket. Szimos agyteriileten a hdrom CaM
gén eltérd expresszibs szabilyozist mutatott. Ugyanakkor egy kivilasztott CaM gént
vizsgilva, annak szabilyozisit kovetkezetesen hasonlénak taliltuk a kilénb6zd
agyteriileteken. A kronikus etanolkezelés és az etanolmegvonis iltal kiviltott
expresszids vilaszok irinya egy kivilasztott CaM gént tekintve szinte minden
agyteriileten azonos volt. Kisérleti eredményeink egyrészt felhasznilhaték az etanol
idegrendszeri hatisinak jellemzéséhez, misrészt dsszhangban illnak azzal a
hipotézissel, amely eltéré funkci6kat rendel a kiilonbdz5 CaM génekhez. Ezen
hipotézis igazoldsa, illetve a gerincesek genomjiban el6fordulé hirom CaM gén
miikodésének megismerése azonban csak tovabbi vizsgilatok Gtjan lehetséges.

Mébdszertani vizsgilatunkban a patkinyagyi régiok CaM génexpresszidjit,
mint modelirendszert hasznilva igazoltuk, hogy a CaM mRNS-eknek a megfelelS
cRNS-ekre vonatkoztatott Kd értékei nem killonboznek egymistol a vizsgilt
agyteriileteken. Ebbdl levezethetS volt az a kdvetkeztetés, hogy a nem-telitési cRNS
prébakoncentriciénil mérhetd jelolddési értékek viltozdsai megegyeznek a telitési
cRNS prébakoncentricional mérhetd viltozasokkal. Ennek alapjin kifejlesztettiink
egy olyan eljirist, amellyel szimithat6k egy heterogén szévet egyes régidira az
adout kisérleti keretek kozott jellemz& Hmax értékek a telitési cRNS préba
koncentriciénil mérhetd jelolSdés ismerete nélkiil. Mivel a kvantitilis alapelvei a
moédszertani hatdrokon til is érvényesek, a bemutatott eljirids nem csupén kiilénféle
nukleinsav probik, szovetek és detektilisi rendszerek alkalmazisival végzett ISH
kisérletekben, hanem mis szévettani technikik esetén is hasznosnak bizonyulhat.
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