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PHa.D. TEZISEK

A kalmodulin gének kifejezodésének in silico, in vivo és in vitro

vizsgalata a patkany kozponti idegrendszerében

A kalcium (Ca*") szamos biologiai folyamat nélkiilozhetetlen résztvevoje. Az idoben és
térben eltéréen megjelend Ca?*-csticsok altal hordozott informaciot Ca?*-ko6to fehérjék
alakitjak sejtvalassza. Néhany fehérjét kozvetleniil szabalyoz a Ca*", de legtobbjiik csak
atmenetet képez a Ca’*-szignal és az effektorok kozott.

A kalmodulin (CaM) a masodik tipusba tartozd, prototipikusnak nevezhet6 Ca*'-
szenzor; erdsen konzervalt, multifunkcids fehérje. Ez az EF-hand fehérje valamennyi
eukariota sejtben megtalalhatd. Valtozatos célfehérjéin keresztiil olyan alapvetd sejtélettani
folyamatokat szabalyoz, mint a sejtosztodas, a differencidlodas, a szignaltranszdukcid stb.
Kiilondsen nagy mennyiségben van jelen a kozponti idegrendszerben. Noha egyes gliasejtek
szamottevd mennyiségli CaM-ot tartalmazhatnak, ebben a szévetben a fehérje zomét
neuronok szintetizaljak, majd kiilonboz6 intracellularis raktarakban halmozzak fel.

Gerincesekben tobb 6nallo CaM gén is létezik, amelyek azonban ugyanazt a
konzervalt aminosavsorrendl fehérjét kddoljak. Patkdnyban hdrom valodi CaM gént
(CaM I, II és III) azonositottak, amelyek valamennyien erds neuronalis expresszidval
rendelkeznek. Alternativ poliadenilaci6é hasznalataval a harom CaM génrdl legkevesebb
nyolc eltéréd méreti mRNS irdédik at (CaM I: 4,2 kb, 4,1 kb, 1,7 kb, 1.0 kb; CaM 1II: 1,4 kb;
CaM III: 2,3 kb, 1,9 kb, 0,9 kb). Mig a kodold régid csak a genetikai kod redundancidja
altal megszabott kereteken beliil tér el az egyes transzkriptumok kozott, addig a mRNS-ek
5’- és 3’-nemkddolo szakaszai alapvetden kiilonboznek egymastdl. Ez a harom CaM gén
kifejezddésének eltérd szabalyozasara utal.

Az elmult évtizedekben jelentds erdfeszitések torténtek a CaM gének expresszids
mintazatanak pontos leirdsara. Ennek soran élettani és kisérletesen modositott koriilmények
kozott vizsgaltdk a CaM gének kifejezddését mind felndtt, mind 0ysziilott allatokban,
illetve in vitro rendszerekben is. Ennek sordn a génexpresszio intenzitasanak fejlodési és

differencialtsagi allapottol fliggd valtozasat irtak le. A kiillonboz6 agyteriiletek CaM mRNS



tartalma példaul jelentds eltéréseket mutatott az els posztembrionalis életnapon (PD1), de a
kiilonbségek jelentdsen csokkentek az életkor elorehaladtaval. A kisagy CaM mRNS tartalma
is jellegzetes génkifejezdési valtozasokat mutatott a korai embrionalis életszakaszban.
Ezen a teriileten PD1 életkorban a hibridizacids szignal kizarolag a kiilsé germinalis rétegre
korlatozddott, amit azonban az ujonnan megformalddoé Purkinje- és szemcsesejtek sokkal
erdsebb expresszidja kovetett a PD16 életnap kornyékén. A 4,1 kb-os CaM transzkriptum
szintjének az egyedfejlodés alatti megemelkedését is leirtak, mikozben az 1,8 kb-os
transzkriptum mennyisége allandé volt. A CaM gének hormonokon keresztiil térténd
szabalyozasat szintén vizsgaltak. Neoplasiakban érdekes modon a CaM II gén expresszidja
bizonyult a legerésebbnek. A spermatogenezis sordn is meg lehetett figyelni a CaM gének
egyedi szabalyozasat. Ezen vizsgalatok zome azonban vagy csak mindségi analizist jelentett,
vagy csak egy adott CaM génre sziikitette a kisérleteket. Bar a mindenkori CaM fehérje
szint preciz térbeli és idObeli szabalyozasahoz minden valdszinliség szerint eltéré modon
jarulnak hozza a CaM géncsalad latszolag redundans tagjai, a beavatkozasokat koveto, a
génexpresszios intenzitdsokban megfigyelhetd valtozasok hattere még ma sem ismert.

A ragcesalok agyaban a CaM mRNS jelentés mennyiségben mutathat6 ki neuronok
sejttestében. Ezen tilmenden az is bizonyitast nyert, hogy ujsziil6tt patkanyokban a CaM
I mRNS-ek corticalis és hippocampalis piramissejtek esetében id6legesen kiszallitddnak
a dendritikus kompartmentbe is. Egy masik vizsgalat soran laboratoriumunk kvantitativ,
radioaktiv in situ hibridizacidés modszert alkalmazva kimutatta, hogy felnétt patkdny
agyaban a dendritekben gazdag rétegek mRNS tartalma mindhdrom CaM gén esetében joval
magasabb, mint az axonokat tartalmazo6 teriileteké. Az mRNS koncentraciok kovetkezetesen
a CaM I gén esetében voltak a legmagasabbak ezekben a régidkban, mig a CaM II gén
esetében mértiik a legalacsonyabb értékekeket. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a
CaM mRNS-ek jelentés mennyiségét érinti a dendritikus transzport, génspecifikus modon.
Idegsejttenyészeteken végzett vizsgalatok szintén a dendritikus CaM mRNS készlet 1étezését
valoszintsitették. Differencidlodott PC12 sejtek példaul jelentés mennyiségti CaM I és
II mRNS-t tartalmaznak nytlvanyaikban, mig a CaM Il mRNS-ek csak a sejtmag koriil
detektalhatok. Az emlos idegsejtekben ismertté valt, dendritekbe iranyitott mRNS-ek szama

folyamatosan nd, és az is bizonyitast nyert, hogy ott megtorténhet transzlaciojuk is; ezen a



moédon a dendritek mindenkori sziikségleteikhez igazithatjak fehérjeszintézisiiket.
A CaM multigén csalad élettani szerepének, valamint az egyedi CaM gének
kifejez6dését szabalyozé mechanizmusok jobb megértésének érdekében kiilonféle

vizsgalatokat végeztiink. Kisérleteink célkitlizései az alabbi pontokban foglalhatok Gssze:

* A CaM I génrdl atir6do, 4,2 kb hosszusagii mRNS-nek megfelelé cDNS

klonozasa, a transzkriptum 3’-végét alkotd nukleinsavrészlet meghatarozasanak céljabol.

* A hdrom CaM génhez rendelhetd mRNS-ek stabilitdsadban, intracellularis
elhelyezkedésének meghatarozasaban, transzlacios hatékonysagaban feltételezhetden szerepet

jatszé cisz-hatd nukleinsav részletek szamitogépes (in silico) azonositasa.

* A hdrom CaM génrdl atir6dé6 mRNS-ek in vivo megoszlasanak génspecifikus
vizsgalata a fejlodd patkanyban, a korai posztembriondlis €let soran. Az ezen iddszakra

jellemzd CaM génexpresszios valtozasok preciz (kvantitativ) nyomonkovetése.

» A CaM gének expresszidjanak in vitro vizsgalata primér hippocampalis

sejttenyészetben, kiilonos tekintettel a mRNS-ek iranyitott intracelluléris szallitasara.

1. In silico analizis. Barmilyen génexpresszio-szintl jelenség megértésének eldfeltétele az
atir6do e gének nukleinsav-sorrendjének megismerése. A CaM gének kifejezddését célzd
vizsgalatokban jobbara ragcsaldkat hasznaltak, de ezen fajok esetében nem volt ismert

az atirt mRNS-ek teljes bazissorendje. Eppen ezért els6 1épésként 3°-RACE modszer
hasznalatdval meghatdroztuk a patkdny CaM I gén cDNS-ének hianyzo darabjat. Ezt
kovetden, valamennyi, immar teljes hossziisag CaM cDNS szekvencia felhasznalasaval
cisz-hat6 szabélyozo elemeket kerestiink kiilonbozé adatbazisokban (TransTerm, UTRdb).
Noha nem vesznek részt az adott fehérje kddolasdban, a nemtranszlalodo régiok az eukaridta
mRNS-ek metabolizmusat véltozatos mddon befolyasolhatjak, kihatva stabilitasukra,
transzlacids hatékonysagukra, citoplazmatikus elhelyezkedésiikre és kodold kapacitasukra is.

Jelenleg a legtobb szabalyozd elemet a 3’-nemtransz]alodo régidban azonositottak, de az 5°-



nemtranszlalodo régid, sot a kddolod régio is rendelkezhet ilyen funkcioval.

Jellemeztiik a CaM transzkriptumok poliadenilacids szignalhasznalatat is.
Eredményeink azt mutatjak, hogy a CaM gének gyakran hasznéalnak a szokésostol eltérd
szignalt. A szovetspecifikus poliadenilacié az egyik lehetséges magyardzata annak, hogy a
CaM transzkriptumok egymashoz viszonyitott mennyisége szévetrdl szovetre mas. A masik
lehetdség, hogy e transzkriptumok eltérd, szovetspecifikus fél-életidovel rendelkeznek. A
utdbbi lehetdséget tamasztja ald. Ezen kiviil, egyes ARE-krdl igazoltdk, hogy részt vesznek
a mRNS-ek célzott transzportjdban; utobbi jelenséget sajat in vivo €s in vitro kisérleteinkben
is megfigyeltiik (1d. alabb). A patkany CaM transzkriptumok, akarcsak human megfelel6ik,
szamos CPE-t is tartalmaznak, amelyekrdl ismert, hogy kihatnak a dendritikus transzlacios
hatékonysagra, ezaltal a szinaptikus plaszticitasra is. A CPE altal megvalositott transzlacids
kontroll a poli(A) farok meglététol fiigg, de 1étezik ettdl fiiggetlen szabalyozas is. Utdbbira
példa a CaM I és III gének transzkriptumaiban fellelhetd DICE; ennek jelenlétekor az ide
kot6do transz-hato faktorok akadalyozzak meg a fehérjeszintézist. A CaM mRNS-ek azok
koz¢ a transzkriptumok koz¢ tartoznak, amelyek szelektiven elszallitod(hat)nak a sejt egy
adott mikrodomainjébe. A lokalizacids szignalokhoz (“iranyitdoszdmok”™) szintén transz-hato
fehérjék kotddnek, igy hozva létre a citoszkeleton mentén szallithat6 transzport komplexet.
Mostanaig csak kevés olyan lokalizacios szignalt azonositottak, amelyek a dendritekbe
iranyitjak az adott mRNS-t. A 4,2 kb-os és az 1,7 kb-os transzkriptum is tartalmazza azt a 70
nukleotid hosszisagu elemet, amelyhez nagyon hasonlot irtak le a B-aktin és az angiotenzin
IT receptor mRNS-¢ esetében. Raadasul a megfelel6 human CaM transzkriptumok ebben a
70 nukleotidnyi szakaszban 91%-0s homologiat mutatnak a patkannyal. Noha szerepét még
nem bizonyitottak, ez az elem valoszintlileg szerepet jatszik a CaM I mRNS-ek dendritekbe
juttatasaban. Ugyanakkor, ahogy arr6l még lesz szd, a masik két CaM génhez tartozé6 mRNS-
ek is alanyai a dendritekbe iranyuld transzportnak. Mivel az 6sszes CaM transzkriptumot
tekintve a kodolo régio az egyediili konzervalt részlet, szerepe a célzott transzportban
elére megjosolhatd. Ennek értelmében a 70 nukleotid hosszusagu szakasz kizardlag
felnott életkorban mukodik, mikézben a fejlodé agyban mas mechanizmusok biztositjadk a

transzkriptum szallitasat.



2. In vivo analizis. Annak kideritésére, hogy a fejlodo patkany agyban kiilonb6z6-e a CaM
gének expresszidja 15 agyteriiletet atfogod kvantitativ in situ hibridizaciot végeztiink 6
eltéro életkorban a 19. embrionalis életnap (E19) és a 20. posztembrionalis életnap (PD20)
kozott, génspecifikus, [**S]cRNS probakat hasznalva. Laboratériumunkban egy hasonld,
Osszehasonlitd vizsgalat soran a felndtt agy 70 teriiletén végeztiink hasonld méréseket,
amelyek a harom CaM gén eltérd expresszidjat igazoltak. Gyakorlati megfontolasok
alapjan a fenti 70 teriiletbdl 15-6t valasztottunk ki jelen munkénkhoz, amely az elsé atfogo
Osszehasonlito leirasa a CaM transzkripcio ontogenezisének a fejlodd patkanyagyban.

Vizsgalatainkban a CaM gének széleskorti €s differencialt miikodését tapasztaltuk.

A kiilonboz6 agytertiletek sejtjeinek fejlddési allapotra jellemzd transzkripcidja nyilvanvald
szerepet jatszik a megfigyelt expresszids profilok kialakitasaban. Emellett a fejlodo agy
sejtszamaban végbemend nagymértéki atalakulasok, atrendezddések 6nmagukban is jelentds
szerepet jatszanak a mRNS szintek meghatarozasaban.

A vizsgélt iddszakban a CaM mRNS-ek szintje jellegzetes mdodon valtozott, ezalapjan
harom csoportot kiilonitettiink el. Mig egy adott agyteriileten beliil a haArom CaM gén hasonld
expresszios profilt mutatott, az eltérd agyteriiletek expresszios profiljai jelentds mértékben
kiilonboztek egymastol. A région beliili hasonld expresszios profilok ellenére a szignalerdsség
gyakran génenként kiilonb6z6 volt. A legtobb teriileten (pl. a CaM I1I a piriform kéregben)

a szignalértékek PD10 koriili maximummal rendelkeztek, €s az expresszids profil nagyjabol
szimmetrikus volt (L. tipus). Mas teriileteken (pl. a CaM II a cerebralis cortexben) a
legkorabbi vizsgalt életkorban mértiik a legmagasabb jelet, ami folyamatosan csokkent a
késobbi életkorokban (II. tipus). A III. tipusba azokat az agyteriileteket soroltuk, amelyekben
a szignalértékek nem mutattik a fenti szabalyszerliségek egyikét sem (pl. a CaM 11l a
hippothalamusban). Valamennyi CaM gén esetében magas szignalértékeket mértiink a

kis- és nagyagykéreg, valamint a hippocampus molekularis rétegében, ami ezen mRNS-ek
dendritikus feldusulasara utal. Ezeken a teriileteken a legmagasabb szignalértékkel a CaM 11
gén rendelkezett PD1 életkorban, majd a CaM III, végiil a CaM I kovetkezett. Mig azonban a
CaM 1I és III mRNS-ek szintje meredeken zuhant az életkor elérehaladtaval, addig a CaM 1
szintje viszonylag magas szinten megorzddott egészen PD20-ig.

Annak ellenére, hogy a CaM gének expresszidja intenziven kutatott teriilet,



ontogenezisiikkel korabban csak néhany tanulmany foglalkozott. Ezek a munkak embrionalis
¢és ujsziilott ragesalok agyaban vizsgaltak a CaM fehérje eloszlasat. Eredményeiket
Osszehasonlitva a sajatjainkkal megallapithatd, hogy szamos teriileten a CaM gének
transzkripcidja idében jelentdsen megeldzi transzlacidjukat.Ugyanakkor, mivel valamennyi
kiilonb6zé CaM mRNS-rdl azonos CaM fehérje szintetizalodik, a génspecifikus transzlacids
kontroll vizsgélata technikailag nehezen kozelitheté meg. Modszertani eltérésekbol
adddoan (pl. a probak specifitasa, a kvantitativ szamitasok elvégzése) a korabbi eredmények
interpretalasa, 6sszevetése sajat, joval pontosabb eredményeinkkel, szdmos nehézségbe
iitkozik. Mindemellett sajat eredményeink is azt mutatjak, hogy a CaM-ot legerdsebben
kifejez6 agyteriiletek (a piriform kéreg és a hippocampus) PD10 koriili expresszios
csuccsal rendelkeznek. Nagyjabol a korabban leirtaknak megfeleld CaM génexpresszios
valtozasokat detektaltunk a thalamusban és a striatumban, noha az utobbi teriileten a harom
CaM génre vetitve jelentds eltéréseket tapasztaltunk. A kisagyban PD1 és PD32 kozott a
génexpresszid megnovekedését irtak le. Sajat eredményeink ugyanakkor a kisagyi CaM
génexpresszio sokkal komplexebb szabalyozasara utalnak, a szignalintenzitasok gyakori,
gyors megvaltozasaval. Ez a teriilet patkdnyban a sziiletést kovetden jelentos fejlodésen megy
at, ami magyarazhatja a génexpresszidban megjelend fluktuaciot.

Kiilonosen fontos lenne annak vizsgalata, hogy van-e 0sszefiiggés a CaM ¢s
legfontosabb célfehérjéit kddold gének expresszidjaban tapasztalhatd valtozasok kozott.
A kalmodulin-k&td fehérjék (CaM-BP) ontogenezisét szintén vizsgaltak korabban.
Eszerint a CaM-BP-k a hippocampusban jelennek meg legkorabban (PD5 koriil), majd a
nagyagykéreg és a striatum kovetkezik. Legkésobb a cerebellumban mutathato ki a CaM-
BP-k jelenléte (PD9). Ezen tulmenden a fejlddd cerebellum CaM-BP expresszios profilja
eltért mas teriiletekétdl, azaz mas CaM-BP-k fordultak eld meghatdrozé mennyiségben a
cerebellumban, és masok az agy tobbi részén. A hippocampusban és a nagyagykéregben PD5
¢s PD10 kozott mértiik a legmagasabb CaM expresszidt, igy ezeken a teriileteken egyiitt
jelenik meg a CaM ¢és legfontosabb célfehérjéi. A kisagy egészére vonatkoztatott, latszolag
szabalytalan CaM expresszios profilok hatterében a CaM-BP-k egyedi, erre a teriiletre
jellemzd hasznalata allhat. Ezek mellett az egyik legfontosabb CaM célfehérjérdl, a tobb
alegységbol felépiilo Ca*'/CaM-fuiggd protein kindz I1-rél is ismert, hogy alegységeinek



expresszidja a fejlodés alatt eltéréen szabalyozott.

A jelen vizsgalat legfontosabb eredményei: 1) Egy adott agyteriileten a harom CaM
gén hasonld expresszids profilt mutat. 2) A sejttestekben gazdag tertiletek PD10 kortil érik el
expresszios maximumukat, amikor a legintenzivebb szinaptogenezis zajlik. A cerebellumban
tapasztalt késobbi expresszio is aldtdmasztja ennek fontossagat. 3)A harom CaM gén
latszolag hasonlo expresszids profiljaban kvantitativ analizissel jelentds kiilonbségek
detektalhatok. Ennek élettani jelentdsége azonban nem ismert. 4) A fejlodo molekularis
rétegek valamennyi CaM génre vonatkoztatva jelentds mRNS tartalma a dendritikus

transzportjukra utal, aminek az intenzitasa az életkor eldrehaladtaval csokken.

2. In vitro analizis. A CaM szamos ¢élettani folyamatban kap kulcsszerepet. Neuronokban a
CaM fehérje tobbek kozott az osztddast, a differencialédast, a szinapszisok kialakulasat, a
neurotranszmitterek felszabaduldsat és a mikrotubuléris funkcidkat szabalyozza. Bonyolult
mechanizmusok alakitjak az adott pillanatban elérhetd intracellularis CaM készletek szintjét,
minden valdszinliség szerint lokalis, de novo fehérjeszintézis révén, amelyet a CaM mRNS-
ek helyszinre szallitasa el6z meg. Ugyanakkor a kdzponti idegrendszerben csak kevés
kozvetlen bizonyitékkal rendelkeziink a dendritikus CaM mRNS-ek 1étére vonatkozdan.
Noha szines in situ hibridizaciés modszerekkel sikeriilt posztnatalis patkdnyok piramis- €s
Purkinje-sejtjeinek apikalis dendritjeiben CaM I transzkriptumokat kimutatni, minden mas
vizsgalat periférids neuronokban és/vagy radiokativ in situ hibridizaciés modszerekkel
tortént. Ez utébbi modszer eredendden alkalmatlan a kozvetlen intracellularis lokalizalasra.
Sajat vizsgalatainkban CaM gén-specifikus, nemradiokativ in situ hibridizaciot és
citokémiat végeztiink primer patkany hippocampalis kulturdkon. Ezt a rendszert a kovetkezd
szempontok alapjan valasztottuk: 1) szemben sok immmortalizalt sejtvonallal, a kézponti
idegrendszer neuronjainak legjobb megkozelitését jelenti, 2) ezen sejtek szdmos in vivo
képességét megorzik (dendritekkel és axonnal rendelkeznek, szinapszisokat formalnak stb.),
3) egyrétegli elhelyezkedésiik szubcellularis feloldast tesz lehetdvé, 4) noha a tenyésztés
koriilményei neuronokra optimalizalt, gliasejteket és egyéb sejttipusokat is tartalmaz a
tenyészet, 5) a hippocampalis sejtekrdl in vivo bizonyitott, hogy dendritikus CaM I mRNS

készlettel rendelkeznek.



A tenyésztett sejtek tobbsége intenziven kifejezte mindharom CaM gént. Mind a
korabbi, mind a jelen eredmények arra utalnak, hogy a CaM-ot intenziven expresszald
sejtek neuronok, mig a gliasejtek expresszidjat szinte alig lehetett kimutatni. Valamennyi
mRNS, fiiggetleniil attol, hogy melyik CaM génrdl irddott at, jelentés mennyiségben fordult
el6 a dendritekben. Ez az els6 kozvetlen bizonyiték arra, hogy a CaM Il és III mRNS-
ek is rendelkeznek a dendritbe jutas képességével a kozponti idegrendszer neuronjaiban.

A dendritikus mRNS mennyisége egyforma volt mindhdrom CaM gén esetében.
Vizsgélatainkban a CaM mRNS-ek a dendritekben gyakran pontszeri jel616dést mutattak,
ami 0sszhangban all azzal a korabbi megfigyeléssel, hogy a mRNS-ek szemcsék forméjaban
szallitodnak.

A fenti adatok némiképp ellentmondanak a PC12 sejteken végzett vizsgalatok
eredményeinek, ugyanis az utobbi esetben a CaM I ¢€s II transzkriptumokat a sejttestben és a
nyulvanyokban is kimutattdk, mig a CaM III mRNS-ek eléfordulésa a sejttestre korlatozdodott.
Ugyanakkor a PC12 sejtek periférids idegsejtekbdl szarmaznak, amelyek elég messze allnak a
kozponti idegrendszer sejtjeitdl; ez magyarazhatja az eltérést.

Kettos jelolést alkalmazd kisérleteink ezen tilmenden azt is bizonyitottak, hogy a
tenyésztett sejtek harom diszkrét kategdriat formalnak: 1) CaM mRNS-pozitiv neuronok, 2)

S100-immunpozitiv gliasejtek, és 3) mindkét markerre negativ sejtek.

A CaM géncsalad szerepének atfogd megértéséig még sok feladatot kell megoldani.

Ehhez a kérdéshez a kovetkezd pontokban 6sszefoglalt eredményekkel jarultunk hozza:

a) Klonoztuk a 4,2 kb-os CaM I transzkriptum 3’-végének a génbankokbdl hidnyzo
szakaszat, majd meghataroztuk nukleinsav-sorrendjét. Ezt az informaciot mi magunk is

hasznaltuk in silico vizsgalatainkban.

b) A CaM mRNS-ekben azonositott szamos cisz-hatd szabalyozoelem arra utal,
hogy az egyedi transzkriptumok egyedi intracellularis szerepkorrel rendelkeznek. A
vizsgalt elemek a kovetkezd csoportokba sorolhatdk: 1) nukledris poliadenilaciot irdnyitd

szignalok, 2) citoplazmatikus poliadeniléciot érintd elemek, 3) lokalizacios szignalok, 4) a
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stabilitast befolyasolo faktorok €s 5) transzlacidt szabalyozo elemek. A 2. és a 3. csoportba
is beletartozd CPE-k egységesen megtalalhatok valamennyi, 1,0 kb-nal hosszabb CaM
transzkriptumban. Ez lehet a magyardzata annak, hogy valamennyi CaM gén rendelkezik

a dendritekbe irdnyitott transzkriptummal. Ugyanakkor a citoplazmatikus poliadenilacio
moddon tehat meggatolhato a szallitas alatt all6 transzkriptum riboszémakhoz kotddése.

A 4. kategoriaba tartozo elemek feltiind, CaM génenként kiilonb6z6 megoszlasa alapjan
feltételezhetd, hogy a CaM I mRNS-ek rovid, mig a CaM III mRNS-ek hosszu fél-életid6vel

rendelkeznek.

c) Az ontogenezis alatti CaM expresszio valtozasanak kvantitativ nyomonkdovetése
génspecifikus kiilonbségeket tart fel. A legszembetlinobb eltéréseket az elsdsorban
dendriteket tartalmazo6 molekularis rétegekben tapasztaltuk. A nagyagykéreg 1. rétegében
példaul a CaM II gén expresszidja nyolcadrészére csokkent PD1 és PD20 kozott. A CaM 111

esetében négyszeres, a CaM I esetében pedig minddssze 1,7-szeres csokkenés tapasztalhato.

d) In vitro kisérleteink bizonyitottdk, hogy tenyésztett hippocampalis neuronokban
a dendritikus elhelyezkedés a CaM transzkriptumok éltalanos tulajdonsaga. A neuronokban
erds dendritikus jelolodést talaltunk fiiggetleniil attol, hogy a proba melyik CaM
génre specifikus. Emellett kimutattuk, hogy a CaM mRNS-ek szemcséket formalnak
a nyulvanyokban, ami minden valdszintiség szerint megfeleltethetd a masok altal leirt
transzport egységeknek. Kettos jelolést alkalmazo kisérleteink azt mutattak, hogy az
S100 glialis markerfehérje vonatkozasaban immunpozitiv és a CaM-ot erdsen kifejezd
sejtek (neuronok) halmaza egymast kolcsonosen kizarja. Mindezek mellett egy harmadik
sejtpopulécio is koriilhatarolhato, amelyekben nem mutathato ki sem az S100 fehérje, sem a

CaM mRNS-ek.
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