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ROVIDITESEK
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az a-helyzetli foszforatomon 35-6s tomegszamu kénnel szubsztitualt uridin 5°-
trifoszfat

a cDNS 3’-végének gyors felsokszorozasa (rapid amplification of cDNA ends)
adeninben és uridinben gazdag elem (adenine- and uridine rich element)
adenozin-5’-trifoszfat

ARE-kot6 fehérje, amely a mRNS-ek célzott lebontasaban vesz részt (A+U-
rich element binding factor 1)

bazispar

kalciumion

kalciumkoto fehérjék (calcium-binding proteins)

kalmodulin

ciklikus adenozin-3’,5’-difoszfat

szén-dioxid

citoplazmatikus poliadenilécios elem

differencialodast szabalyozo elem (differentiation control element)
dezoxiribonukleinsav

19. embrionalis életnap

az ecetmuslica ELAV (embryonic lethal abnormal vision) fehérje human
homologjai, amelyek a mRNS-ek célzott lebontasaban vesznek részt
endoplazmatikus retikulum

torékeny X mentalis retardacio fehérje (Fragile X Mental Retardation Protein)
belsd riboszéma-belépési hely (internal ribosome entry site)

kaliumion

hosszutavu potencirozodas (long term potentiation)

hirvivo ribonukleinsav

munkatérsai

natriumion

dinétrium-hidrogén-fosztat
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NaCl natrium-klorid
PCR polimeraz lancreakcid (polymerase chain reaction)

PDx x. posztembrionalis életnap (munkankban x: 1, 5, 10, 15 vagy 20)

Roviditések



A szovettani metszetek abrdin hasznalt roviditések:

cb
CPu
ctx
CxP
CxS
Greb
HC
Hth
Mcb
ne

Pir

Th

cerebellaris neuroepithelium
nucleus caudatus-putamen (striatum)
cerebralis cortex

corticalis lemez

corticalis allemez

a cerebellum granularis sejtrétege
hippocampus

hypothalamus

a cerebellum molekuldris rétege
neuroepithelium

piriform cortex

septum

thalamus
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BEVEZETES

A kalciumionok kozremiikodésével megvalosulo jelatvitel altalanos jellemzése

A kalcium (Ca*" formajaban) szamos alapvet6 bioldgiai folyamat résztvevéje, mint példaul
az izomosszehuzodas, a megtermékenyiilés, a sejtosztddas, a bioldgiai membranok fuzidja
vagy az apoptozis (Putney, 1999). Sok €l6lényben foszfatokkal képez komplexeket, ami
aztan az allat kiils6 vagy belsd vazaként is szolgal. A merevitd funkci6 mellett ez a vaz az
extracellularis folyadék Ca**-szintjének is meghatarozdja, mivel reverzibilis moédon képes
onnan a Ca®-t elvonni. A hormonrendszer 4ltal szabalyozott modon igy mintegy 10~ M-os
Ca’" koncentracio mérhetd a sejtek kozotti térben. Ehhez képest a citoszol szabad Ca*'-
koncentracioja rendkiviil alacsony (<107 M; Chin és Means, 2000). Ennek a megoszlasnak
két nyilvanvalo kovetkezménye van. Egyfeldl, energetikailag kedvezményezett a Ca**
bejutasa a citoszolba, mind az extracellularis térb6l, mind az intracellularis Ca’*-raktarak
(1d. alabb) iranyabdl. Masfeldl, viszonylag kevés bearamlo Ca’* igen jelentds mértékii
koncentracionovekedést eredményezhet, mig mas esetében (pl. Na*, K*, Cl") az eredendden
magasabb intracellularis koncentraciok miatt ugyanannyi ion belépése alig valtoztatnd meg
a kiindulasi allapotot. A fentiek teszik alkalmassa a Ca*'-t arra, hogy kdzponti szerepet
jatszhasson a sejten beliili jelatviteli folyamatokban (Nowycky €s Thomas, 2002).

A citoszol nyugalmi allapotara jellemzd alacsony Ca**-szint fenntartasarol szamos
mechanizmus gondoskodik. Alapvetd jelentoségli a Ca**-ATPaz miikodése, ami az ATP
hidrolizisébdl nyert energiat forditja a Ca?*-ionok kipumpalasara, illetve a f6 intracellularis
Ca?" raktarba, az ER-ba juttatasara. Azok a sejtek, amelyek kiilongsen intenziv Ca*-
szignalizaciot valdsitanak meg (idegsejtek, izomsejtek), emellett még a Na*-ionok
citoszolba Iépésekor felszabadulo energiat is képesek Ca**-ionok koncentraciogradienssel
szembeni mozgatasara hasznalni. A 10 M-os citoszolikus koncentraciot meghalad6 Ca?*-
szint kozvetlen veszElyt jelent a sejtre. Ennek elharitdsara szolgalnak tobbek kozott a
mitokondriumok Ca*-pumpai, amelyek els6dlegesen ebben a helyzetben t6ltik be élettani
szerepliket, kivonva a citoplazmabol a feleslegben jelenlévo ionokat. Mindezek mellett

magaban a citoszolban is tobbféle olyan Ca*-puffer fehérje van, amelyeknek minden
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valdsziniiség szerint egyediili feladata a feleslegben 1évo Ca?* lekotése.

A Ca?* citoszolikus koncentracidja — fiziologias koriilmények k6zott — alapvetden
két modon emelkedhet meg (Chin és Means, 2000). Az elektromosan ingerelhet6 sejtekben
a plazmamembran depolarizacidja nyitja meg azokat az ioncsatorndkat, amelyeken
keresztiil Ca** aramolhat a sejtbe. A masik mechanizmus univerzalis, valamennyi eukaridta
sejttipus €l vele, ekkor a sejtfelszin receptorainak aktivalodasa indit el egy szignalizacids
folyamatot, amely inozitol-foszfolipidek kdzbeiktatasaval eldidézi az ER-ban raktarozott Ca**
felszabadulasat.

Hirvivo szerepét azonban csak rovid ideig toltheti be a Ca**, mivel a sejt
nagyon hatékony modszerekkel rendelkezik a nyugalmi allapotra jellemz6 viszonyok
visszaallitasahoz. A citoplazma Ca?*-puffer fehérjéi megakadalyozzak a Ca** szabad
egylittesen rendkiviil gyorsan valtozd koncentracidviszonyokat hozhatnak 1étre egyetlen
sejten beliil, amelyek gyakran Ca?*-csticsok formajaban mérhetdk a sejt kiilonb6z6 pontjain.
Kiemelendd, hogy eltérd informaciot hordozhatnak a kiilonb6zd frekvenciaval és/vagy
amplitidéval megjelend Ca*'-cstucsok (Dolmetsch és mtsai., 1998). Gének egyik csoportja
atirasanak kivaltasahoz példaul egy adott Ca**-csucs frekvencia optimalis, mig egy masik
csoport expresszioja masféle optimummal rendelkezik (Gallin és Greenberg, 1995; Bito és
mtsai., 1997; West €s mtsai., 2001).

Az idegsejtekben kiilonosen sok élettani folyamatot szabélyoz a citoszol
legvaltozatosabb egyedi Ca?*-szignalok, amelyek alapvetden kiilonbdzhetnek egymastol
térbeli és idobeli megjelenésiik alapjan (Ghosh és Greenberg, 1995; Thomas és mtsai., 1996).
A neurotranszmitterek kitirtilése a preszinaptikus idegvégz6désbol példaul egy mindossze
néhany mikroszekundumos Ca’" koncentracionovekedes kovetkezménye, ami raadasul
csak az ionok bejutasat lehetové tévo Ca?*-csatorna néhany nanométeres kornyezetében
jon 1étre. Egy egész dendritfat érint6, tobb hullamban visszatérd Ca?*-aram altal el6idézett

génexpresszios valtozas napokra, hetekre elnyuld kovetkezménye jelentheti a masik végletet.
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Kalciumkoto fehérjék

Bar néhany enzim koézvetleniil fiigg a Ca**-t6l (ez jellemz6 példaul a protein kinaz C-re),

a sokféle Ca?*-szignal értelmezésében, sejtaktivitasra valtasaban alapvetd jelentosége van

a Ca?-koto receptorfehérjéknek. Utdbbiak beékelddnek a szignalizacids titba a Ca’* és a
végrehajtok kozé. 1de tartoznak az in. EF-hand fehérjék is, amelyek szerkezetére egy N-
terminalis hélix (E-hand), Ca?*-k6t6 hurok vagy hurkok, végiil egy C-terminalis hélix (F-
hand) egymasutanja jellemzd. Egyetlen fehérjén beliil 2-8 EF-hand is el6fordulhat. Az ilyen
domainnel rendelkez6 fehérjék kozott legkevesebb 45 6nallé alcsaladot lehet elkiiloniteni
(Kawasaki és mtsai., 1998). Molekularis evolucios szempontbol is kiillonlegességnek
szamitanak, amennyiben esetiikben nem érvényesiil az egy exon egy domain elv (Gilbert,
1987; Kretsinger ¢s Nakayama, 1993; Kawasaki és mtsai., 1998). Alcsaladtdl fiiggden,
alapvet6en két kiillonb6z6 mod egyikével reagalhatnak a Ca** megkotésére (Nelson és
Chazin, 1998). Az egyik csoport tagjai (ismertebb képviseldje a parvalbumin €s a calbindin)
nem szenvednek konformaciovaltozast a kotés kovetkeztében, Ca’*-puffer, illetve -szallitd
fehérjeként miikodnek. A masik csoport tagjai Ca**-szenzorok, a kalmodulin (CaM) fehérjék
szupercsaladjaba tartoznak. Esetiikben az ion(ok) megkdtése jelentés konformacidvaltozast
1déz el6. Legrégebben ismert képviseldjiik a harantcsikolt izom 6sszehuzodasat szabalyozo
troponin C. Emellett ide tartoznak az S100 fehérjecsalad tagjai, a Ca**-kotd fehérjék
(calcium-binding proteins, CaBPs) és a névado CaM is. Utdbbi esetében rendelkeziink

a legtobb ismerettel arrdl, hogyan alakul sejtvalassza a Ca** koncentracio(k) formajaban
érkez6 szignal (Chin és Means, 2000). Mivel a jelen értekezés targya a kalmodulin gének

kifejezodésének vizsgalata, az alabbiakban kiemelten esik sz6 e gének altal kodolt fehérjérol.

A kalmodulin és célfehérjéi

Bar eltérd mennyiségben, a CaM fehérje valamennyi eukariota sejtben megtalalhatd,
egymagaban kiteheti a sejt 6sszfehérje-tomegének tobb mint 1%-at (Chin és Means,
2000). Annak ellenére, hogy sajat enzimaktivitassal nem rendelkezik, gyakorlatilag nincs
olyan sejtmiikodés, amire ne lenne hatdssal. Kihat a sejtosztodasra, a sejtek mozgasara,

differencialodésara, ioncsatorndk mitkodésére, de a nuklearis CaM a génexpresszios
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mintazatot is befolyasolja (Means és mtsai., 1991; Sweitzer és Hanover, 1996; Luk és
mtsai., 1999). Mindezeket a folyamatokat a vele kdlcsonhatasba 1ép0, valtozatos funkcioval
¢s szerkezettel rendelkezd fehérjéken keresztiil moduléalja (Kennedy, 1989). Noha a CaM
fehérje igen magas koncentracioban van jelen a sejtben, nagyszamu célfehérjéje kozott
allandod versengés folyik érte, olyannyira, hogy az elérheté szabad CaM mennyisége szamos
sejtmikodés valds korlatjat jelenti (Tran és mtsai., 2003).

A gerinces CaM fehérje 148 aminosavbdl all, két N-, ill. két C-terminalis, tehat
Osszesen négy EF-hand domainnel rendelkezik. A Ca*-ot nem kotd (apo-CaM) és a Ca*'-
ot kot6 (holo-CaM) forma kozotti konformacidbeli kiilonbségek jol ismertek (Moorthy
¢s Murthy, 2001). A Ca** kotésére 1étrejovo szerkezetvaltozast gyakran koveti a fehérje
intracellularis eloszlasanak megvaltozasa, ezek kozott a legszembetlinobb a sejtmagi
megjelenése (Agell és mtsai., 1998).

A magasabbrendi eukaridta szervezeten beliil a kozponti idegrendszerben mutathato
ki a legnagyobb CaM koncentracid. Noha egyes gliasejtek is tartalmazhatnak szamottevo
mennyiségli CaM fehérjét (Sola és mtsai., 1997; 1999), altalanosan elfogadott, hogy a
legnagyobb mennyiségben a neuronok tartalmazzak (Zhou és mtsai., 1985), ami 6sszhangban
all az idegsejtekre jellemz0, intenziv Ca?*-szignalizacidval. Ezekben a sejtekben a CaM
fehérje egyarant jelen van a sejtmagban, a perikarionban, a dendritekben és az axonokban is
(Caceres és mtsai., 1983; Seto-Ohshima €s mtsai., 1983; Bachs és mtsai., 1994). Szabalyozza
a neurotranszmitterek szintézisét és felszabadulasat (DeLorenzo, 1980), az axonalis
transzportfolyamatokat (Kennedy, 1989), az LTP-t (Malenka és mtsai., 1989), és az axon
kinovését (Polak €s mtsai., 1991).

A legjobban jellemzett, CaM 4ltal szabalyozott fehérjék valamennyien enzimek,
amelyek kozvetve vagy kozvetleniil érintettek a fehérjefoszforilacioban (CaM-fiiggd adenilil-
ciklaz, foszfodiészterdz, protein kindzok, calcineurin). Lathatdan ezek az enzimek gyakran
éppen ellentétes iranyd biokémiai folyamatokat katalizalnak, ami sziikségessé teszi a CaM
rendkiviil preciz citoplazmatikus kontrolljat. Ezek mellet — a teljesség igénye nélkiil — a
CaM a plazmamembran Ca**-pumpadjara, ioncsatornakra, a nitrogén-monoxid szintazokra ¢s
a rianodin receptor miikodésére is hat. A lehetséges kolcsonhatd partnerek nagy szamabol

adodoan nem elégséges a sejten beliili mindenkori CaM szint globalis szabalyozasa; az
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1. abra A CaM mRNS-ek (cDNS-ek) 5’-nemtranszlalodo régidinak 6sszehasonlitasa. A) A harom patkany
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CaM gén megfeleld szakaszainak Osszeillesztése nem mutat jelentés hasonlosagokat. B) Kiilonb6zo

gerinces fajok (itt egér, patkany, kutya és ember) adott (itt CaM II) génjei azonban nagymértékben

megegyeznek. (Forras: Palfi és mtsai., 2002)

ellentétes miikodések megkovetelik a célfehérje kozvetlen kornyezetében talalhaté CaM-szint

lokalis, csak az adott mikrodomaint érint6 valtoztatasat.

A CaM és a célfehérjék rendkiviil valtozatos modon kapcsolodhatnak 6ssze (Chin

¢s Means, 2000). Az egyik lehetdség, amelyet pl. sokféle ioncsatorna esetében igazoltak,

hogy a célfehérje gyakorlatilag irreverzibilisen hozzakotddik a CaM-hoz, fliggetleniil

attol, hogy az apo- vagy holo-CaM forméjaban van-e jelen. Ebben az esetben a CaM-ot a
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fehérje alegységének tekinthetjiik. Mas fehérjék kizardlag apo-CaM-ot kotnek, a Ca?*-nal
valo feltoltés a komplex disszocialasahoz vezet. Ezek (pl. neuromodulin, neurogranin) az
,ures” CaM intracellularis raktarozdsara szolgalnak. A harmadik tipusba tartozé fehérjék

(pl. calcineurin) a Ca?*-koncentraciotdl fiiggd modon 1épnek kdlesonhatasba a CaM-nal.

A részlegesen toltott CaM-hoz képesek kotddni, de aktivalddasukhoz az sziikséges, hogy
valamennyi Ca?*-kot6hely bet6ltott legyen. A negyedik csoport tagjai a Ca’*-nal t61tott CaM-
hoz koétddnek, ez azonban inaktivalodasukat eredményezi. Az 6tddik csoportba tartoznak

a holo-CaM kotése altal aktivalédd enzimek (pl. CaM-kindz I, IT és IV). A hatodik tipus az
otodiknek azon alesete, amelyben a holo-CaM megkotése sziikséges ahhoz, hogy tovabbi
regulacios 1épések (egészen pontosan: a célfehérje foszforilacidja) bekovetkezhessen. A
foszforilacidt gyakran olyan enzimek végzik, amelyek maguk is CaM-fiiggék (pl. CaM-
kinaz-kindz), ami jol mutatja a kiilonb6zé CaM-aktivalt folyamatok konvergencidjat.

az egyes célfehérjek kotohelyének megteleld optimumhoz igazitani (Hoeflich és Ikura,
2002). A két globularis EF-hand domaint 6sszekotd szakasz flexibilis, ami lehetvé teszi a
kilonféle konformaciok felvételét. Ez a tulajdonsaga egészen kivételes, mivel a természetben

eléforduld fehérjékre rendszerint egyetlen stabil fizioldgias konformacio jellemzo.

A CaM gének szerkezete'

A CaM protein szerteagazé tevékenységeibdl adéddan a CaM gének szerkezete is szamos
ponton eltér mas génekétdl. A legtobb gerinctelen fajban egyetlen CaM gén talalhato, a
tiiskésbortiek €s a fejgerinchurosok kivételével (a gerincesekhez evolucids szempontbol a
legkozelebb allo gerinctelenek), amelyek két CaM génnel rendelkeznek. A gerincesek koziil
szamos fajban — beleértve az embert, a patkanyt és az egeret — harom 6nalld, nem-allélikus
CaM gén 1étét igazoltak (Berchtold és mtsai., 1993; Nojima 1989; Skinner és mtsai., 1994).

Egyes csontoshalakban a CaM multigén csaladd akar négy tagot is szdmlalhat

! Bar az értekezés targyat képezo vizsgalatok kizardlag a patkany CaM génekre iranyultak, az alabbi
fejezetekben tovabbi fajok CaM génjei is eléfordulnak. Ezt a gének fajok kozotti nagyfoku konzervaltsaga
indokolja; a mas emlésokben megfigyelt szabalyszertiségek nagy valdszinliséggel érvényesek patkanyban
is. Hasonldképpen feltételezhet6 a patkanyoknal leirtakrol is, hogy ezen eredmények kiterjesztheték tovabbi
modellallatokra.
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citoszol sejtmag

. - - - - - - - - - - I A
6 @5\ I A
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kiilonféle intracellularis
kompartmentek felé

2. abra A legfontosabb Iépések, amelyek meghatdrozzak az intracellularis CaM fehérje mennyiségét. Egy faj

V4

kedvéért az abra csak egyetlen CaM gént mutat, itt a fekete téglalapok a gén exonjait szemléltetik. Errdl az
egyetlen génrdl alternativ poliadenilacié mechanizmusaval tobbféle transzkriptum szintetizalédhat (2). A
megfeleld pre-mRNS-érési 1épéseket kovetden a transzkriptum elhagyhatja a sejtmagot (3). Citoszolikus sorsat
jelentésen befolyasolja szabalyozott lebontasa (4). Emellett szelektiv transzport segitségével eljuthat pl. az
idegsejtek dendritjeibe (5). A cisz-haté CPE segitségével a mRNS anélkiil halmozddhat fel nagy mennyiségben,
hogy fehérjévé forditdodna at (6). Ezen tilmenden, a transzlacio hatékonysaga is befolyasolhatdo megfeleld cisz-
hato elemek segitségével (7). A szintetizalt CaM fehérje aktivitasanak finomhangolasa kovalens modositasan
keresztiil valdsulhat meg (8). (Forras: Kortvély és Gulya, 2004)

(Matsuo és mtsai., 1992). A gének szamatdl fiiggetlentil valamennyi gerinces CaM gén
ugyanazt az aminosavsorrendii fehérjét hatarozza meg, de a gerinctelen CaM fehérjék is csak
egy-egy aminosavban térnek el ettdl (Toutenhoofd és Strehler, 2000). Ebbol kovetkezik,
hogy egy adott fajon beliili CaM gének kodolo régioja csak olyan mértékben kiillonbozhet
egymastol, amennyit a genetikai kod redundancidja még megenged. E gének nemkddolo
szakaszai ugyanakkor viszonylag szabadon valtozhattak az evolacid soran, igy jelentdsen
kiilsnbozhetnek egymastol. Osszehasonlitva példaul a patkany CaM I, 11 és 111 cDNS-

ek 5’-nemkddolo szakaszait megallapithatd, hogy a homoldgia kozottiik csak minimalis
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mértékl. Ha ugyanezt az 6sszehasonlitast elvégezziik kiilonb6z6 gerinces fajokban fellelhetd,
egymasnak megfeleltethetd (ortolog) CaM gének szabalyozo és nemkddold szakaszai
esetében, akkor azonban igen nagyfoku hasonlosagot tapasztalunk (1. abra). Ez arra hivja

fel a figyelmet, hogy létezik valamilyen evoliciods hajtderd, amely kialakitotta és fenntartja
egy faj 0sszes CaM génjét. Mds szavakkal: a harom emlds CaM gén eltérd szerepkorrel

rendelkezik, mas-mas élettani folyamatokban nélkiilozhetetlenek.

A CaM aktivitdasanak szabdlyozdsa, a szabdlyozds szintjei’

A célfehérjék nagy szamanak, vagyis a befolyasolt sejtmitkodések sokféleségének
koszonhetden a genomikus DNS-td] a megfeleld helyen, megfeleld idoben és megfeleld
modon (pl. Ca?*-kototten) rendelkezésre allo CaM fehérjéig vezetd ttnak minden 1épése
szabalyozott (Palfi és mtsai., 2002; Kortvely és Gulya, 2004). A lehetséges ellenérzopontokat

a 2. abra foglalja 6ssze.

A genomikus DNS szerkezetének szintje. Ez a szabalyozés képezi a regulacios hierarchia
csucsat. Mivel sajat vizsgalataink ezt a szintet nem érintették, részletes bemutatdsara nem

térek ki.

A promoterek szintje. Noha szdmos CaM gén promoter régioja ismert, ezidaig nem dertilt
fény azokra a regulacids mechanizmusokra, amelyek a CaM gének egységes kifejezddését
biztositjak (Matsuo és mtsai., 1993; Ikeshima és mtsai., 1994; Rhyner ¢€s mtsai., 1994;
Shimoda és mtsai., 1995; Karkera és Friedberg, 1998; Toutenhoofd és mtsai., 1998). A

nukleotidsorrend vizsgalataval azonban szamos feltételezett szabalyozé elemet azonositottak.

A pre-mRNS érésének szintje. Mig a prokariota sejtek génjeirdl atirt mRNS molekulakrol
még az atiras befejezése eldtt elkezdddhet a kodolt fehérje szintézise, addig az eukaridta

sejtek magjaban szintetizal6do pre-mRNS molekulédnak kiilonb6zé modosulasokon kell

2 Didaktikai okokbol az alabbiakban elsdsorban a génexpresszid szabalyozasanak altalanos térvényszertiségei
kertilnek bemutatasra, a CaM-ra vonatkozd konkrét eredmények jelentds része a Megbeszélés fejezetben
talalhato.
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keresztiilmennie, €s csak ezt kovetden torténhet meg citoplazmatikus transzlacidja. Az
érési 1épések koziil megemlithetd az 5°-végi sapka bioszintézise, az intronok eltavolitasa
(splicing) és a 3’-vég mddosulasa. Utdbbi a szintetizal6do transzkriptum endonukleolitikus
elhasitasat, majd — szinte kivétel nélkiil — az igy keletkez6 szabad 3’-vég parszaz adenin
nukleotid egymdsutanjabdl 4119, un. poli(A)-farokkal torténd templatfiiggetlen kiegészitését
foglalja magaba (Zhao és mtsai., 1999). A poliadenilacié helyét alapvetden megszabja
a poliadenilacios szignal transzkriptumon beliili elhelyezkedése. Gerincesekben maga a
szigndl egy konzervalt hexamer (AAUAAA, az emberi mRNS-ek ~58%-anak esetében),
amelynek kozelében, téle 3’-irdnyban megtorténik a pre-mRNS elhasitdsa (Beaudoing €s
mtsai., 2000). Egyetlen pre-mRNS t6bb poliadenilacids szignalt is tartalmazhat, amelyek
versengenek egymassal a poliadenilaciot végzo enzimkomplexért (Legendre és Gautheret,
2003). A primer transzkriptum poliadenilacios szignalhasznalata gyakran mutat szovet-,
ill. sejttipusfiiggd eltéréseket. Minél tobb poliadenilacios szignalt tartalmaz egy pre-mRNS
molekula, anndl nagyobb valdszintiséggel fordulnak eld e szigndlok k6zott olyanok, amelyek
eltérnek a konszenzustdl (Beaudoing és Gautheret, 2001). (A leggyakoribb eltérés az
AUUAAA hexamer, az emberi mRNS-ek ~15%-ban hasznaljak.) Ezen tilmenden, ha egy
génrol alternativ poliadenilacidval eltérd hosszasaga mRNS-ek keletkeznek, akkor altalaban
a leghosszabb forma képzddik a legnagyobb mennyiségben. Az ehhez hasznalt szignal pedig
nagy valosziniiséggel megfelel a konszenzusnak. A leghosszabb 3’-nemtransz14l6dé régioval
rendelkezd mRNS molekula viszont nem feltétleniil a legstabilabb, mivel gyakran tartalmaz
destabilizald elemeket (1d. késobb).

A CaM mRNS-ek szintézise kozvetleniil is szabalyozott folyamat. Eml6sokben
mind a CaM I (4,2 kb; 4,1 kb; 1,7 kb; 1,0 kb), mind a CaM III (2,3 kb; 1,9 kb; 0,9 kb)
génrol tobbféle mRNS irodik at, tandem elhelyezkedésti alternativ poliadenilacios helyek
hasznalataval (3. dbra, Nojima, 1989; Ikeshima és mtsai, 1993). A CaM II génrdl ezzel
szemben csak egyetlen transzkriptum szintetizalddik (1,4 kb). Az egyes transzkriptumok
egymashoz viszonyitott mennyisége Northern analizis soran jellegzetes szoveti kiillonbségeket

mutat, amely adodhat a kiilonféle szovetek eltérd poliadenilacios szignal-hasznalatabol.
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A mRNS stabilitasanak szintje. A poliadenilaci¢ illetve egy mRNS poliadenilaltsdganak
foka kihat a teljes mRNS metabolizmusra; befolyasolja a mRNS stabilitasat (fél-életidejét),
transzlacidra kertilésének valosziniiségét, de a sejtmagbdl a citoplazmaba valo kiszallitasat
is. Léteznek azonban olyan cisz-hato szekvenciarészletek is, amelyek elsddleges feladata
a fokozott stabilitds vagy éppen instabilitas eldidézése. Mindezen faktorok 0sszessége
egylittesen hatarozza meg a mRNS fél-életidejét, amely néhany percet, de akar néhany
napot is jelenthet (Ross, 1995). A mRNS instabilitasat okozhatjak pl. a 3’-nemtranszlal6do
régidban nagyszdmban el6fordulo, pentamerikus (AUUUA), adeninben ¢s uridinben gazdag
elemek (ARE). Transz-hato fehérjéken keresztiil ezek az elemek a mRNS deadenildlédasdhoz
vezetnek, amely a lebontas elsd 1épése (Xu és mtsai., 1997; Tebo és mtsai., 2003). Egy
példa a differencialddast szabalyozo elem (DICE), amely a hozzako6todo fehérjéken keresztiil
megnodvekedett stabilitast kolesondz a mRNS-nek, ugyanakkor egyidejlileg meggatolja

Sajat vizsgalatainkat megel6z6en minddssze a huméan CaM I génben talalhatd

nagyszamu ARE volt ismert (Senterre-Lesenfants ¢s mtsai., 1995).

A transzlacié hatékonysaganak szintje. Azt kovetden, hogy a mRNS elhagyja a sejtmagot,
a részét alkotd poli(A) farok hossza mindkét iranyba valtozhat: rovidiilhet illetve megndhet.
poliadenilalas serkenti azt. A korai embrionalis egyedfejlodés soran a mRNS-ek iddleges
deadenilélasa (represszid), majd az ezt kovetd poliadenilacio (reaktivalas) jol ismert
jelenség (Richter, 1999). Azok az mRNS-ek, amelyek a sejtmagi poliadenilacié mellett a
citoplazmatikus poliadenilacion is ateshetnek a klasszikus poliadenilacids szignal kozelében
egy uridinben gazdag masodik szignalt is tartalmaznak (UUUUUAU), ez a citoplazmatikus
poliadenilacids elem (CPE). A transzlacid poliadenilacion keresztiili befolyasoldsa nem
korlatozodik az egyedfejlodésre. Az LTP egyik kulcsfehérjéjét, a Ca*/CaM-fiiggd protein
kinaz II o-t meghatarozé mRNS példaul két CPE-et is tartalmaz (Wu és mtsai., 1998). Ez a
mRNS molekula a posztszinaptikus régidban inaktiv formaban halmozodik fel. A szinaptikus

aktivitas fliggvényében torténik meg a poliadenildcidja, amit kovet transzlacidja is (Mayford
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¢s mtsai., 1996).

A CaM fehérje kimutatasara iranyulé immunhisztokémiai vizsgalatok nagy szama
ellenére maga a CaM transzlacio ezidaig egyaltaldan nem képezte vizsgalat targyat, tehat
nem rendelkeziink ismeretekkel arrdl, hogy a — legkevesebb — nyolcféle CaM mRNS
milyen hatékonysaggal forditodik at fehérjévé. Ennek a szintnek a jelentdségére elsoként

munkacsoportunk hivta fel a figyelmet.

A transzlacio helyszinének szintje. Hasonloan a fenti szignalokhoz, a mRNS szekvenciaja
a transzkriptum sejten beliili szallitdsara vonatkozé informaciot is tartalmazhat. Ezek az
un. lokalizacios szignalok vagy ,,iranyitdszamok™ a leggyakrabban a 3’-nemtranszlalédo
régidban helyezkednek el. A mRNS-ek sejten beliili egyenl6tlen megoszlasa kulcsfontossagu
a polarizalt allapot kialakitdsanak szempontjabol. Az utdbbi években folyamatosan nd
azon mRNS fajtak szdma, amelyekrdl igazoltdk, hogy szelektiv transzportfolyamatok
eredményeképp kijutnak az idegsejtek dendritjeinek citoplazmajaba (Kloc és mtsai., 2002).
Az is bizonyitast nyert, hogy a dendritikus kompartmentben valoban torténik de novo protein
szintézis (Glanzer és Eberwine, 2003). Ez a mechanizmus a transzlaci6 szabalyozasanak egy
Uj lehetdségét teremti meg; szemben a haztartasi génekrdl indulo, konstitutiv, perinuklearis
régioban zajlo transzlacidval, a dendritikus kompartment fehérjeszintézise a sziikségletek
figgvényében (induktivan) miikddik (Glanzer és Eberwine, 2003). Noha példdul az inzulin
képes a teljes fehérjeszintézis ratajat megvaltoztatni, a legtobb sejtaktivitashoz (sejtvandorlas,
apoptdzis, exocitozis stb.) csak néhany célfehérje megemelt vagy lecskkentett szintézise
sziikséges. Ilyen folyamat az LTP is, amely szintén igényli 01j fehérjék képzddését. A szinterét
jelentd szinapszis kornyezetében meglévéo mRNS-ekre korldtozott transzlacids aktivitas
teszi lehetévé, hogy a neuron gyorsan €s plasztikusan valaszolhasson a kérnyezetébol
érkez6 impulzusokra. Ma mér szdmos olyan cisz-hato elem ismert, amely a dendritikus
kompartmentbe iranyitja az adott mRNS-t. A széllitando mRNS-ek és az RNS-koto fehérjék
gyakran szemcsék (transzport részecskék) formajaban mutathatok ki, foként a periszinaptikus
térben.

A CaM mRNS-ek dendritikus lokalizacidjat els6ként Berry és Brown igazolta
(1996). Eredményeik azt mutattak, hogy 0jsziilott allatok nagyagykérgi és hippocampalis
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piramissejtjeiben valamint a kisagyi Purkinje-sejtek apikalis dendritjeiben atmenetileg

jelen van a CaM I mRNS molekula. Munkacsoportunk kvantitativ radioaktiv in situ
hibridizaciés modszerekkel kozvetett médon mindhdrom CaM gén esetében kimutatta a
mRNS-ek dendritikus transzportjat felnétt patkdnyokban (Palfi és mtsai., 1999). PC12
sejtek nyulvanyaiban mar joval kordbban leirtdk a hairom CaM génhez rendelhetd mRNS-ek

génspecifikus eléfordulasat (Zhang és mtsai., 1993).

A transzlacié kezdépontjanak szintje. A mRNS transzlacidja két uton kezdddhet el. Az
egyik esetben a riboszoma az 5’-sapkatdl elindulva halad 3’-iranyba, majd — altalaban
— az elsd transzlacios start kodonnal (AUG) elkezdi a fehérjeszintézist. Mintegy 10%-ra
teszik azon mRNS-ek aranyat, amelyek egy nukleinsavrészlet segitségével, az 5’-sapkatdl
fuggetleniil képesek a transzlacids apparatus Osszeallasat kivaltani, igy transzlaciot inditani
a mRNS ,,belsejébdl” (Vagner és mtsai., 2001). Ez az elem a bels6 riboszdma belépési
helyezkedik el. Alternativ utat jelent a transzlacidhoz olyan esetekben, mint a sejtosztddas
vagy az apoptdzis, amikor a hagyomanyos transzlacio egy inicidcios faktor foszforilacidja
kovetkeztében gatolt (Holcik és Korneluk, 2000; Pyronnet és mtsai., 2000). A transzlacio
elinditasahoz sziikséges faktorok ugyan megtalalhatok a dendritekben (1d. fent), mennyiségiik
azonban sokkal kevesebb, mint a sejttestben. gy ebben a mikrodomainben a transzlacié
szempontjabol eldnyt jelent ennek az elemnek a megléte.

A CaM mRNS-ek és az IRES kapcsolatat munkacsoportunk vetette fel elsoként (sajat

nempublikalt eredmény).

A poszttranszlaciés modositasok szintje. A CaM fehérjének tobbféle poszttranszlacios
modositasat is leirtdk. Ilyenek a protein acetildldsa, trimetildlasa, karboxi-metilalasa,
proteolitikus hasitasa és foszforilalasa (Watterson ¢€s mtsai., 1980; Murtaugh ¢és mtsai., 1986;
Benaim és Villalobo, 2002). A modifikaciok széles spektruma ellenére csak feltételezések
léteznek arra vonatkozdan, hogy mi lehet ezeknek a kovalens modositasoknak a szerepe.

A CaM fehérjét kodolo génszakasz kismértékli (pontmutacios) megvaltoztatasa is nagy

valdsziniiséggel letalis. Ugyanakkor a tobbsejtii szervezet sejtjeinek kiilonbozdségébol
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adddoan mas-mas sejtek mas-mas célfehérjekkel rendelkezhetnek, amelyek a kissé
modositott CaM-ot er0sebben kothetik. Ez a szint tehat lehetoséget teremt a CaM aktivitas

sejttipus-fiiggd ,.finomhangolasara”.

Mint lathato, a mRNS nukleinsav-sorrendjében szamos olyan elemet tartalmazhat,
amely alapvetden befolyasolja funkciojat. Ezeknek az elemeknek a fenti kategorizalasa
azonban sok esetben megkérddjelezhetd. A destabilizald elemként leirt pentamerrdl
példaul bizonyitottak, hogy egyes esetekben nélkiilozhetetlen részét képezik lokalizacids
szignaloknak (Veyrune és mtsai., 1996). Hasonlé modon, az elsdédlegesen poliadenilaciot
szabalyozd CPE-rdl ismert, hogy 6nmagaban eldidézheti egy mesterséges, riporter RNS

dendritbe szallitasat (Huang és mtsai., 2003).

A CaM gének expresszios mintazatanak vizsgalata élettani,
korélettani és kisérletes koriilmények kozott

Az elmult évtizedekben jelentds erdfeszitések torténtek a CaM gének expresszidjat
szabalyozd mechanizmusok tisztdzadsanak érdekében. Mindharom CaM gén miikodése
kimutathat6 a nagyon korai embrionalis életszakasztdl kezdddden, és ez az aktivitas
minden valdsziniiség szerint valamennyi sejtben megmarad az egész életen at. Altalaban
megallapithatd, hogy a CaM gének kifejez0dése nem mutat feltiind szovet- és/vagy
sejttipusfiiggd preferencidkat, azaz expresszios mintazatuk mindeniitt nagyon hasonlo.
Igy példaul mindharom CaM génrdl neuronokban irodik at a legtobb mRNS, ami
idedlis lehetdséget teremt a CaM gének kozponti idegrendszeren beliil kifejezodésének
tanulmanyozasahoz.

A vizsgalatok kiterjedtek a harom CaM génhez rendelheté mRNS-ek fizioldgias
(Sola és mtsai., 1996; Palfi és mtsai., 1999), patofizioldgias (MacManus €s mtsai., 1989) és
kisérletesen modositott koriilmények kozotti eloszlasanak megallapitasara (Barron és mtsai.,
1995; Sola és mtsai., 1997; Palfi és Gulya, 1999; Vizi és mtsai., 2000), mind embrionalis
(MacManus és mtsai., 1989; Cimino €s mtsai., 1990), mind felnétt életkorban (Gannon és
McEwen, 1994; Palfi és mtsai., 1999), sot in vitro rendszerekben is (Bai és Weiss, 1991;

Bai és mtsai., 1992; Zhang ¢s mtsai., 1993). Mindezek a kisérleti adatok arra utalnak, hogy
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a CaM gének azonos expresszids mintdzata valdjaban csak latszélagos, a részletekbe mend
vizsgalatok jelentds eltéréseket tarhatnak fel kozottiik. Berry és Brown példaul a 4,1 kb-

os CaM transzkriptum mennyiségének novekedését detektalta a korai egyedfejlodés alatt,
mikdzben az 1,7 kb-os mRNS mennyisége alig valtozott (1995). A spermatogenezis soran
pedig valamennyi CaM gén egyedi expresszios mintazatot mutat (Slaughter és Means, 1989).
Tovabbmenve, szamos neoplasia esetében a CaM II gén aktivitasa a legmagasabb, ami eltér
a fiziologias viszonyoktdl (MacManus és mtsai., 1989). Kiemelendd, hogy a hivatkozott
vizsgalatok arra nézve nem szolgéalnak informécidval, hogy vajon az adott CaM gén
atirdsanak aktivitasa (transzkripciondlis szabalyozas) vagy a meglévéo CaM mRNS készlet
stabilitdsanak megvaltozasa (poszttranszkripcionalis szabalyozas) idézi-e eld az egyes CaM
génekhez rendelhet6 mRNS-ek egymashoz viszonyitott ardnyanak megvaltozasat. Sajnalatos
modon az sem ismert, hogy egy adott mRNS relativ mennyiségének megnovekedése

tilkrozodik-e a transzlacio szintjén, azaz jelentdsen noveli-e a sejt CaM-készletét.
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CELKITUZESEK

Az elmult években szdmos eredmény sziiletett a CaM gének kifejez0désének vizsgalata
soran. Mindezek arra mutatnak, hogy a harom CaM gén eltérden viselkedhet kiilonb6z6
fizioldgias, illetve patofiziologids koriilmények kozott. A legtobb erre iranyul6 kisérlet
azonban csak kvalitativ mdédon és/vagy csak egy adott CaM gén szempontjabol kozelitette
meg ezt a kérdést. Ugyanakkor mindezidaig nem tortént meg a CaM mRNS-ek atfogd,
valamennyi leirt szabalyozo elemet magabafoglalo szamitégépes analizise. Vizsgalatainkban

éppen ezért az alabbi célokat tliztiik ki:

* 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 feltételezhetéen 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.
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ANYAGOK ES MODSZEREK

Kisérleti allatok és szovetpreparalds

A kisérletekben hasznalt allatok tartdsa és felhaszndldsa az Eurdpai K6zosség Tanacsa
iranyelveinek (86/609/EEC) és a magyar térvényi szabalyozasnak (XXVIII/1998 és
243/1998) megfelelden, az intézményi etikai bizottsag engedélyével tortént. Az ontogenetikus
vizsgalatokhoz standard koriilmények kozott tartott, terhes Sprague-Dawley patkanyoktol
szarmazo6 embriokat, ill. Gjsziilotteket hasznaltunk. /n situ hibridizacios célokra kiilonb6zo
¢letkora allatokat dekapitaltunk (19. embrionadlis életnapos, E19; 1 napos, PD1; 5 napos,
PDS5; 10 napos, PD10; 15 napos, PD15; és 20 napos; PD20), agyukat gyorsan eltavolitottuk,
¢s Cryomatrix beagyazoanyagba agyaztuk (Shandon Scientific, Pittsburg, PA, USA), majd
-70°C-on azonnal lefagyasztottuk. Minden korcsoportbdl 6t allatot hasznaltunk, amelyekbdl
koronasiku, 20 pm vastagsagt kriosztat sorozatmetszeteket készitettiink, a patkanyagy
atlaszbol kivalasztott sikoknak megfeleléen (Paxinos és Watson, 1998). A Cr-Al-zselatinnal
bevont, steril targylemezekre felvett metszeteket a szdradéast kovetden a felhasznalasig -70°C-

on taroltuk.

A 4,2 kilobazisos CaM I mRNS-hez tartozo, teljes hosszusagu
c¢DNS nukleinsav-sorrendjének meghatdarozasa

RNS izolalas céljara felnott him patkanyok agyat a megolést kovetden azonnal eltavolitottuk,
majd az irodalombdl ismert mddon teljes RNS-t tisztitottunk beldle (Chomczynski és Sacchi,
1987). Mivel az adatbéazisokbol a 4,2 kb-os CaM transzkriptumnak a 3’-vége hianyzott, ezért
modositott 3’-RACE (rapid amplification of cDNA ends) kisérleteink ennek a szakasznak

a klonozasat céloztak meg. Elsd 1€pésként egy univerzalis, valamennyi poli(A) farokkal
rendelkez6 mRNS-sel hibridizalni képes dT17-adapter primerrel (5 GACTCGAGTCGAC
ATCGATTTTTTTTTTTTTTTTTVN 3°) reverz transzkripcidt végeztiink az egér leukémia
virusbdl izolalt M-MuLV reverz-transzkriptaz enzim segitségével (Fermentas, Vilnius,
Litvéania). A dT17-adapter primer a 3’-végén 1évd legutols6 két nukleotid segitségével

a poli(A) faroknak az mRNS kodol6 régidja felé tekintd végéhez rogziil, mig a primer
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5’-végén 1év0, nemhibridizalo nukleotidok (adapter) nagysagrendekkel megnovelik a
késobbi polimeraz lancreakcidk specifitasat. A kivant, a 4,2 kb-os CaM I mRNS 3’-végét
reprezentald cDNS szakaszt a reverz transzkripcioval készitett templaton CaM1 3R/long

(5 CAATCGATACTTGGAGTAGAGCCCTAGTG 3°) génspecifikus, illetve az AP/3* (5’ G
ACTCGAGTCGACATCG 3’) adapter-specifikus primerekkel végzett PCR-ral allitottuk eld.
Kihasznalva a primerekre tervezett, restrikcids endonukledzok altal felismert hasitohelyeket,
a reakcidterméket pBlueScript II KS (Stratagene, La Jolla, CA, USA) vektorba kldnoztuk.
Az inszert nukleinsav-sorrendjét a Szegedi Bioldgiai Kézpontban tizemelé ABI Prism 3100
Genetic Analyzer kapillaris szekvenatorra épiilé szolgaltatas igénybevételével hataroztuk
meg. A szekvenciaadatokat az Entrez Nucleotides adatbazisban kozoltiik (http://www.ncbi.

nlm.nih.gov/Database/index.html, hivatkozasi kod: AF176375).

Szamitogeépes nukleinsav-sorrend elemzés

A kiilonb6z6 fajok adott CaM génjeinek, illetve egy faj kiilonb6z6 CaM génjeinek 5°-
USA) felhasznalasaval hasonlitottuk 6ssze. A kiillonféle CaM mRNS-ek viselkedését
szabalyozd, ezekben a transzkriptumokban el6fordulo szekvenciaelemek elsddleges, illetve
masodlagos szerkezete altal meghatarozott cisz-hato régiok azonositasara a TransTerm és
UTRdb adatbézist hasznaltuk (Jacobs €s mtsai., 2002; Pesole és mtsai., 2002). Ezen kiviil,
mivel megfeleld patkany adatbazis jelenleg nem all rendelkezésre, a human AU-gazdag
elemeket tartalmazéd mRNS adatbazisban megvizsgaltuk a CaM transzkriptumok jelenlétét
(Bakheet ¢és mtsai., 2003). Feltételezziik, hogy a CaM gének fajok kozotti nagytoka
hasonlosdga miatt a human CaM génekre vonatkoz6 megfigyelések nagy valoszintiséggel

érvényesek patkdnyban is.
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Primer sejtkultura

A 18. embrionalis életnapos patkanyok hippocampusat kimetszettiik, majd a szovetdarabot
tripszinnel emésztettiik, végiil a sejteket mechanikailag elvalasztottuk egymastol. A sejteket
poli-L-lizinnel bevont {iveg feddlemezeken tenyésztettiik 10° sejt/fedélemez (atlagosan ~174
sejt/mm?) stirliségben. Az igy nyert kultirakat 5% CO, tartalmu légtermosztatban, 37°C-on,
10 napig tartottuk fenn Neurobasal/B27 tapfolyadékban (Gibco BRL; Life Technologies,
Eggstein, Németorszag). Felhasznalas elott a sejteket 0,01 M-os, foszfatpufferelt fiziologias
sooldatban (PBS; 0,01 M Na, HPO,, pH 7,4, 0,9% NaCl) oblitettiik.

In situ hibridizdcio

A radioaktivan jelolt cRNS probak készitéséhez a korabban kidolgozott modszert
hasznaltuk (Palfi és mtsai., 1998; Palfi és mtsai., 1999; Vizi és Gulya, 2000), a haptén-
jelolt probak készitése 1ényegében ugyanilyen modon tortént. Roviden, a CaM 1,

megfeleld genomikus DNS-eket polimeraz lancreakcio segitségével felsokszoroztuk,

majd a reakciotermékeket pcDNA3 vektorba (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)

klonoztuk. A felhasznalt primerek nukleinsav-sorrendje a kovetkezo volt: CaM 1, 5°
AGACCTACTTTCAACTACT (30-48 bp, 6. exon) és 5 TGTAAAACTCAGTAGGGG
(237-255 bp, 6. exon); CaM 11, 5 ATTAGGACTCCATTCCTCC (1929-1947

bp, 5. exon) és 5> CACAACTCCACACTTCAACAGC (2138-2159 bp, 5. exon);

CaM I, 5> ATGATGACTGCGAAGTGAAG (7058-7077 bp, 6. exon) és 5’
CAGGAGGAAGGAGAAAGAGC (7228-7247 bp, 6. exon). A primerek pozicidjanak
megjelolésével korabbi irodalmi adatokat kovettiink (Nojima, 1989). Az antiszensz (a
mRNS megfeleld szakaszdval komplementer) €s a szensz (a mRNS megfelelo szakaszaval
megegyez0) probakat a linearizalt és tisztitott vektorokrol in vitro RNS szintézissel
készitettiik, a gyart6 utasitasait kovetve (Roche Diagnostics, Mannheim, Németorszag). A
radioaktivan jel6lt probak esetében [*S]JUTPaS-t (>1250 Ci/mmol, ICN Biomedicals, Costa
Mesa, CA, USA), a hapténnel jelolt probak esetében digoxigenin-11-UTP-t (Roche) adtunk
az RNS szintézishez. A nem beépiilt, radioaktiv nukleotidoktdl Sephadex G-50 oszlopon
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(Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, USA) végzett gélsziiréssel szabadultunk
meg, majd folyadékszcintillacios méréssel meghataroztuk specifikus aktivitasukat.

A radioaktiv in situ hibridizacidhoz a metszeteket 4% formaldehidet tartalmazé
2X SSC-ben (0,3 M NacCl és 0,03 M Na-citrat, pH 7,0) rogzitettiik szobahdn 5 percig,
majd kétszer 1 percig mostuk 2X SSC-ben. Ezt kovetden a metszeteket 5 percig szobahdn
inkubaltuk 0,1 M-os trietanol-amint és 0,25% ecetsav-anhidridet tartalmazo6 oldatban,
majd etanolos dehidralést €s szaritast kovetden 50 pl, 200 fmol/ml jel6lt prébat tartalmazo
hibridizacids oldatot (50% formamid, 5X SSC, 1X Denhardt reagens, 10% dextran-szulfat,
50 mM ditiotreitol, 100 pg/ml élesztd transzfer RNS) cseppentettiink minden targylemezre.
A mintékat parafilm fed6lemezekkel lattuk el, majd nedveskamrakban 45°C-on 20 6ran
at hibridizaltuk. Ezt kovetden kétszer mostuk 50°C-on, 2X SSC-t €s 50% formamidot
tartalmazo oldatban, majd a nemhibridizalt prébat 37°C-on, 30 percen at végzett RNaz A
emésztéssel bontottuk el, amit e 1épést megel6zd mosassal azonos kezelés kovetett. A
dehidralt, megszaritott metszeteken autoradiografiat végeztiink. Néhany metszetet az
autoradiografiat kovetden a Mayer-féle hematoxilinos mddszerrel feliilfestettiink.

A szines in situ hibridizaciohoz a tenyészeteket 4% formaldehidet tartalmazé 2X
SSC-ben szobahon 5 percig fixaltuk, majd 2 percig mostuk 2X SSC-ben. A sejteket 0,1%
Triton X-100-at tartalmaz6 2X SSC-ben permeabilizaltuk, majd ismételten 2 percig mostuk
2X SSC-ben. Ezt kovetden 30 masodpercig 20%-os ecetsavas kezelést végeztiink, amit
ismét egy 2 perces, 2X SSC-t tartalmazd mosas kovetett. A prehibridizaciot szobahdn
végeztik, 0,1 M-os trietanol-amint és 0,25% ecetsav-anhidridet tartalmazo oldatban, majd
egy 2 perces, 2X SSC-t illetve egy 2 perces 2X SSC-t €s 50% formamidot tartalmazd mosas
utan a radioaktiv modszernél leirtakkal azonos mddon jartunk el, a magasabb, 56°C-os
hibridizacids homérséklet kivételével. A hibridizaciot kovetd mosdsok €s a poszthibridizacios
RN4z A kezelés szintén megegyezik a két mddszer esetében. Ezt kovetden az aspecifikus
fehérje-fehérje kolcsonhatasok kialakulasdnak megakadalyozasa érdekében a sejteket 5%
normal kecske vérszérumot tartalmazé B1 oldatban (100 mM Tris-HCI, pH 7,5; 150 mM
NaCl) szobahon inkubaltuk, 1 6ran keresztiil. Ezutan a blokkolboldatot 1% szarvasmarha
vérszérum-albumin-t €s alkalikus-foszfatazhoz kapcsolt anti-digoxigenin ellenanyagot

(1:3000-es higitasban) tartalmazd B1 oldatra cseréltiik, és egész éjszakan at folytattuk az
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inkubalast 4°C-on. A nemkotddott antitesteket intenziv mosassal tavolitottuk el (négyszer

5 perc, B1 oldatban, szobahdn), majd B2 oldatban (100 mM Tris-HCI, pH 9,5; 100 mM
NaCl; 50 mM MgCl2) tartottuk a sejteket 10 percen keresztiil. Az immun-enzim reakciot
egész ¢jszakan at hivtuk elé 0,4 mM nitrotetrazolium-blue-klorid (NBT) és 0,4 mM 5-
bromo-4-kloro-3-indolil-foszfat (BCIP) szubsztratokat tartalmazd B2 oldat hasznalataval.
Az enzimreakciot B3 oldatban (10 mM Tris-HCI, pH 8,0, 1 mM EDTA) torténd inkubaléassal

allitottuk le, a preparatumok lefedéséhez glicerin/zselatin oldatot hasznaltunk.

Autoradiogrdfia, mikroszkopia és képanalizis

Az autoradiografiat a korabban leirtaknak megfelelden végeztiik (Vizi és Gulya, 2000; Palfi
¢s mtsai., 2001). Roviden, a radioaktiv prébakkal hibridizalt szoveteket membran standard
skalakkal egyiitt exponaltuk SR Cyclone foszforernyokre (Packard Instrument Company,
Meriden, CT, USA) 20 6ran keresztiil. Az autoradiogramokat 600 x 600 dpi képfelbontassal
rogzitettiik a Cyclone Storage Phosphor System (Packard) képalkoto rendszer segitségével.
Az igy nyert adatokat az OptiQuant 3.0 szamitégépes programmal értékeltiik ki. A képeken

a membran standardokat ¢s az egyes agyi régidkat koriilhataroltuk, majd meghataroztuk a
hozzajuk tartozé autoradiografias jelolodés erdsségét teriiletegységre eso digitalis fényegység
mértékegységben (dlu/mm?). Ezeket az értékeket korrigaltuk az ernyd nem exponalt teriiletein
mintak nélkiil mérhetd hattér értckével. A membran standard skala segitségével a helyesbitett
jelet RNS proba-kopiaszam/mm? mértékegységre alakitottuk at, és kivontuk beldle a
megfeleld, szensz probaval végzett hibridizalas soran mérhetd jelet. Ot allatban valamennyi
agyteriileten, valamennyi gén esetében, két-két mérést végeztiink, majd a kapott adatokat
atlagoltuk. Onkényesen, valamennyi gén esetében a PD20 életkorban a nagyagykéregben
mérhetd jel erdsségét tekintettiik 100%-nak, minden mérési adatot ehhez viszonyitva adtunk

meg.
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Statisztikai mddszerek

A mért eredmények szignifikancidjat egyutas varianciateszttel végeztiik (Analyse-it v1.62,
Analyse it Software Ltd., Leeds, Egyesiilt Kiralysag for Microsoft Excel 2000, Microsoft
Corp., Redmond, WA, USA). K¢t fiiggetlen esetet vizsgaltunk. El6szor egy adott régidban,
egy adott gén esetében hasonlitottuk 6ssze a kiilonbozo életkorokban mért értékeket.
Masodszor egy adott régidban €s egy adott életkorban vetettiik 6ssze a harom CaM génre
jellemzd mérési adatokat. Egy kiillonbséget akkor tekintettiink szignifikansnak, ha P értéke
kisebb volt 0,01-nél. A kontrasztok megallapitdsdhoz a Tukey-féle eljarast kovettiik, a
csoportok kozotti valamennyi paros megalkotasaval, 99%-os konfidencia intervallum

hasznalataval.
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EREDMENYEK

A CaM mRNS-ek szintézisét és a citoplazman beliili sorsat
befolydasolo, cisz-hato elemek szamitogépes vizsgalata

A CaM gének, illetve cDNS-ek ismeretében szamitdgépes szekvenciaanalizis modszerével
szamos feltételezett szabalyozd elemet azonositottuk (3. dbra). Valamennyi CaM
transzkriptumra vonatkozoan meghataroztuk a poliadenilacids szignalokat. A CaM I esetében
a 4,2 kb-os és az 1,7 kb-os transzkriptum, a CAM 1I gén egyetlen, 1,4 kb-os transzkriptuma,
valamint a CaM III gén 2,3 kb-os és 1,9 kb-os transzkriptumainak poliadenilalédasa a
leggyakrabban eléforduld hexanukleotid szignalt (AAUAAA) kovetden torténik meg.
Ugyanakkor a CaM I gén 4,1 kb-os és 1,0 kb-os transzkriptumanak 3’-végi érése egy joval
ritkabban el6fordulo, az el6z6 szignaltdl egyetlen nukleotidban eltérd hexamert (AUUAAA)
hasznal. A CaM III gén 0,9 kb-os transzkriptumanak poliadenilacids szignalja osszetett, két,
nagyon ritkan el6forduld hexamert tartalmaz (GAUAAA és AACAAA). A huméan CaM gének
szintén ezeket a poliadenilacids szignalokat hasznaljak. A megfelelé emberi és a patkany
cDNS-eket 6sszehasonlitva feltiind, hogy e szignalok nukleinsav kornyezete is rendkiviil
hasonlo.

Az eltérd poszttranszkripcids szabalyozas lehetdségét vetik fel a kiilonféle CaM
az ARE-k nagy szdma, amelyek elsdsorban a 4,2 kb-os transzkriptumon csoportosulnak Ez
alapjan a transzkriptum humén megfeleldje megtalalhaté az ARE-kben gazdag mRNS-ek
adatbazisaban (Bakheet ¢s mtsai., 2003). A 4,2 kb-os transzkriptum emellett két CPE-t is
tartalmaz, amely azonban hidnyzik a tobbi, rovidebb CaM I mRNS-bodl. A 4,2 kb-os CaM 1
mRNS-nek az 1,7 kb-os transzkriptummal atfedo részletében pedig egy tovabbi, 70 nukleotid
hosszusagu elemet azonositottunk. Ez az elem nagyfoku homoldgiat mutat a B-aktin és az
szekvenciadarabbal. A CaM II mRNS szintén tartalmaz CPE-t, akarcsak a hosszabb CaM III
mRNS-ek. Utobbiakban kiilondsen gyakran eldforduld szabalyozdelem a DICE. A 2,3 kb-
os ill. 1,9 kb-os CaM III mRNS-ek egy, az mRNS stabilitdsat nagymértékben megnovelo,
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3. abra A CaM transzkriptumok méretaranyos abrazolasa ¢és kimutatdsa Northern analizissel. Fekete kor: sapka

a mRNS 5° végén, fekete téglalap: kodolo régid, fekete négyzet: DICE, fehér haromszog: AUUUA destabilizald
elem, fekete haromszog: UUAUUUA U/A U/A destabilizald elem, ZIP: lokalizacids szignal, CPE: UUUUUAU
altalanos citoplazmatikus szignal, cpe: UUUUAU minimalis citoplazmatikus elem. Ivelt nyil: IRES. A CaM II

transzkriptum esetében elhelyezkedésébdl addédoan nem jatszhat szerepet a transzlacioban, erre utal a kérddjel.

Csillag: GU-gazdag stabilizal6 elem. Az dbran feltiintettiik valamennyi poliadenilacios szignal nukleotid sorrend;jét

valamint a transzkriptumok hosszat is. (Forras: Palfi és mtsai., 2002)

guaninban ¢s uridinben gazdag elemet is tartalmaznak (Chrzanowska-Lightowlers és

Lightowlers, 2001).

A szamitogépes analizissel két IRES-t is azonositottunk, egyet a CaM 1

transzkriptumok elsé szaz nukleotidjaban, és egy masikat a CaM Il mRNS utolso6 szaz

nukleotidjaban.
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A CaM gének kifejezédeése a fejlodo patkanyagyban

Kvantitativ in situ hibridizacios kisérleteink soran fejlodo patkdnyagyban meghataroztuk
a harom CaM génre specifikus hibridizalt [**S]cRNS proba atlagos mennyiségét 15
agyteriileten, 6 kiilonb6z6 életkorban. Onkényesen, valamennyi gén esetében a 20.
posztembrionalis életnapon, a nagyagykéregben mért jelet tekintettiik referencianak, minden
tovabbi, més teriileteken mért értéket ehhez viszonyitva fejeztiink ki. Altaldnossagban
megallapithatd, hogy mindharom CaM gén expresszalodik a fejlodo agyban, valamennyi
vizsgalt életkorban (4.-6. abra). Leegyszertisitve, az expresszids profilok harom csoportra
oszthatok. A leggyakoribb esetben az expresszid egy adott napig fokozddik, ezt kovetden
pedig csokken (1. tipus). Mas esetekben a legerdsebb expressziot a legfiatalabb vizsgalt
¢letkorban (E19) mértiik, amit a szignal fokozatos gyengiilése kovetett az életkor
elorehaladtaval (II. tipus). Néhany esetben az expresszios profilok latszolag szabalytalan
lefutast mutattak (III. tipus). Az aldbbiakban a vizsgalt agyteriiletek keriilnek részletes

bemutatasra.

Cortex cerebri. A kortikalis neuroepitheliumot kizarolag az E19 életkorban vizsgaltuk (4.-6.
abra). A harom CaM gén expresszioja ekkor feltiind kiilonbségeket mutatott. A CaM 11 gén
esetében kozepes expresszidt (109,5%) mértiink, mig a CaM 1 (43,9%) és 111 (75,9%) gének
csak gyengén fejezodtek ki (7. A ébra).

A nagyagykéreg 2.-6. rétegében kozepes erdsségli, 1.-es tipusu expressziot
detektaltunk. A szignalértékek folyamatosan novekedtek PD5-ig, ahol elérték maximumukat
(CaM I: 172,7%, 11: 199,4%, 1II: 188,6%). Az ezt kovetd csokkenés PD20-ra hasonlo
expresszids intenzitast eredményez, mint ami E19-ben mérhetd. A stratum moleculare-ban
(1. réteg) mérheto jel joval gyengébbnek bizonyult a tobbi rétegénél. Az itt tapasztalt, II.
tipusu profil a CaM Il esetében PD1-nél (101,3%), a CaM 1 (47,3%) és 111 (59,7%) esetében
PD5-nél rendelkezett a legerdsebb szignalértékekkel. Kiemelendd, hogy amig a 2.-6.
rétegben mért szignalok azonos profilt eredményeztek mindegyik CaM génre vonatkoztatva,
addig az 1. réteg génspecifikus profillal jellemezhetd. A csucsértéket kovetden a CaM I gén

esetében csak viszonylag lassan csokkent a jel erdssége, PD20-on még mindig megtartottnak
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4. abra Az autoradiogrammok a CaM I mRNS eloszlasat mutatjak fejlédo patkany agyban. Kiilonb6zo

életkorbdl szarmazo (A-D: E19; E-H: PD1; I-L: PD5; M-P: PD10; Q-T: PD15; U-X: PD20) metszeteket

hibridizaltunk CaM I génre specifikus [**S]cRNS prébakkal. Skala: 2 mm. (Forras: Kortvély és mtsai.,

2002)
tekintheto (28,1%). A CaM 1I és I1I gének esetében viszont a CaM [-nél magasabb kezdeti
szignalértékek rohamosan csokkennek, PD20-on csak az eredeti értékek toredéke mérhetd
(CaM 1II: 11,9%, CaM I1I: 14,7%).
A piriform kéregre erds illetve nagyon erds szignalértékek jellemzoek. Az 1. tipusu

expresszios profil lefutdsa a 2.-6. rétegekére hasonlit, a CaM I (221,0%) és II (305,3%) PD5-
on, a CaM III PD10-on (346,2%) éri el maximumat (7. A abra).
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5. abra Az autoradiogrammok a CaM II mRNS eloszlasat mutatjak fejlodo patkany agyban. Kiilonbzd

életkorbdl szarmazo (A-D: E19; E-H: PD1; I-L: PD5; M-P: PD10; Q-T: PD15; U-X: PD20) metszeteket

hibridizaltunk CaM 1 génre specifikus [*S]cRNS probakkal. Az Y-AB metszeteket szensz probaval
hibridizaltuk. Skala: 2 mm. (Forras: Kortvély és mtsai., 2002)
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6. abra Az autoradiogrammok a CaM III mRNS eloszlasat mutatjak fejlodo patkany agyban. Kiilonb6zo

életkorbol szarmazo (A-D: E19; E-H: PD1; I-L: PD5; M-P: PD10; Q-T: PD15; U-X: PD20) metszeteket

hibridizaltunk CaM I génre specifikus [**S]cRNS prébakkal. Skala: 2 mm. (Forras: Kortvély és mtsai.,
2002)

Striatum. Alacsony, I-es tipust expresszid jellemezte ezt a teriiletet a vizsgalt életszakaszban
(7. C ébra). Az E19-ot (35,3%) kovetden a CaM I gén expresszidja folyamatosan emelkedett
PD10-ig (66,9%), majd némileg csékkent a PD20-ra (57,6%). A harom CaM gén koziil a

CaM II mutatta a legerdsebb straitalis expresszidt. A sziiletést kovetden expresszidja a PD5-ig
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7. abra A harom CaM génhez rendelhetd mRNS szintek Gsszehasonlitasa az életkor fliggvényében.
A) nagyagykéreg, B) hippocampus-gyrus dentatus komplex, C) septum laterale, striatum, thalamus,
hypothalamus, D) kisagy. Valamennyi oszlop a nagyagykéregben, PD20 életkorban, az adott
génspecifikus proba hasznalatakor mérhetd (savozott oszlop), onkényesen 100 szazaléknak tekintett
szignalértékekhez viszonyitott relativ intenzitast abrazol. A fehér oszlopok a kiilsé kortikalis lemezben
mérhetd szignalt abrazoljak (a felndttkori agykérgi rétegek legfontosabb eldfutara). A szomszédos
¢letkorok kozotti nyilak szignifikdns valtozast jeldlnek egy adott génre és teriiletre vonatkoztatva.
A romai szamok szignifkans kiilonbségeket jelolnek a CaM gének expresszidja kozott egy adott
teriiletre és életkorra vonatkoztatva. A részletek megtalalhatok az Anyagok €s mddszerek fejezetben.
(Forras: Kortvély és mtsai., 2002)
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(104,7%) emelkedett, majd 78%-ra csokkent a PD20-ra. A CaM III gén expresszidjanak a

szintje alig valtozott az E19 — PD5 kozotti idészakban, ezt kovetden pedig mintegy 50%-0s

csOkkenést lehetett megfigyelni.

Limbikus teriiletek. Kozepestdl nagyon erdsig terjedd, mindhdrom gén esetében hasonld

profilu szignalintenzitasok jellemezték a hippocampus-gyrus dentatus komplex sejttesteket

tartalmazo rétegét (7. B abra). A CAl-es szubrégio piramissejtes rétegében példaul PD10-ig
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(CaM 1, 138,4%; CaM 111, 223,3%)), illetve PD15-ig emelkedett a mérhetd jel erdssége,
majd e csticsot enyhe foku csokkenés kovette valamennyi esetben. A CAl-es és a CA3-as
szubrégid piramissejteket tartalmazo rétegét 6sszevetve megallapithatd, hogy a CaM I és
IT esetében a CA3 sejtjei kordbban érik el a maximalis szignalértéket, mint a CA1 sejtjei.
A CaM III esetében mindkét szubrégioban PD10-on mérhetd a legerdsebb szignal. Atlagok
tekintetében a CaM I-re vonatkoztatva 35%-kal, a CaM IlI-ra vonatkoztatva 20%-kal
magasabb szignalértékek jellemezték a CA3 szubrégidt, mint a CAl-et, ugyanakkor a CaM II
génre vonatkoztatott atlag a CA1 szubrégid esetében volt magasabb, mintegy 20%-kal.

Noha a hippocampus molekularis rétegében csak alacsony szignalértékek mérhetok,
a nagyagykéreg molekularis rétegéhez hasonld trendet lehetett megfigyelni ezen a teriileten
is (7. B abra). A 1. tipusu expresszios profil legmagasabb értékét a legkorabban vizsgalhatd
¢letkorban (PD1) lehetett mérni, amelyet késobb jelentds mértékli csokkenés kovetett. A
PD20-on mérhetd jelerdsség egyértelmiien a CaM I gén esetében volt a legnagyobb (21,1%).
A gyrus dentatusban, mindhdrom CaM génre vonatkoztatva, egy viszonylag allando, kézepes
erdsségli, I-es tipust expressziot lehetett detektalni (7. B dbra). A septum laterale esetében
azonban az expresszid erdssége nagyban fliggott az életkortdl, €s jelentds, génspecifikus
kiilonbségeket mutatott. A CaM II gén esetében példaul a legmagasabb szignalértéket
(189,1%) a PD1-on lehetett mérni, igy ez a profil a II. tipusra hasonlit (7. C abra).

Thalamus. A thalamicus magvak gyenge vagy kozepes, 1. tipust expresszioval jellemezhetok
(7 C. abra). A leger6sebb szignalokat a PD1-on (CaM I: 124,4%; CaM II: 157,1%) illetve

a PD5-on (CaM I1II: 182,4%) lehetett rogziteni. Valamennyi expresszids profil erds
aszimmetriadt mutatott, a szignalértékek a korabbi életkorokban magasabbak, a késdbbiekben

alacsonyabbak voltak.

Hypothalamus. Ezt az agyteriiletet gyengétol kozepes erdsségig terjedd szignalok
jellemezték (7. C abra). A harom CaM gén eltérd expresszids profilt mutatott. A CaM I gén II.
tipusu profilja az E19-on 76,1%-o0s értékkel rendelkezett. A CaM II gén 1. tipusu profilja PD5-
on érte el maximumat. A csucs elotti értékek magasabbak, mint a csucsot kovetok, igy az

illeszthetd gorbe erdsen aszimmetrikus. A CaM III gén esetében a mért értékek nem kovettek
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semmilyen nyilvanvalo trendet (II1. tipusu profil).

Cerebellum. A cerebellum viszonylag késoi kifejlodésének kovetkeztében a kérgi rész
rétegeinek elkiilonitése megvalosithatatlan E19 €s PD5 kozott. PD10-on a CaM 1 és

IIT gén viszonylag gyenge expressziot mutatott a szemcsesejtek rétegében. Ezzel éles
ellentétben, a CaM II mRNS-¢k aranya igen jelentds volt ebben a rétegben ¢és életkorban.
Osszehasonlitasképpen a CaM 1, 11 és 111 génekre jellemzé csucsértékek rendre 72,1%-nak

(PD10-o0n), 256,1%-nak (PD15-on) és 121,8%-nak (PD10-on) adédtak (7. D abra).

Fehérallomany. A CaM gének expresszidja egyértelmiien dominalt a sziirkedllomanyban. A
foként axonokat és gliasejteket tartalmazo fehérallomanyban mért jel erdssége alig tért el a

hattér szintjétol.

A CaM gének kifejezodése primer hippocampalis sejtkulturaban

Génspecifikus riboprobak hasznalataval megvizsgaltuk a CaM I, II és 11l génekhez rendelhetd
mRNS-ek sejten beliili eloszlasat patkdny hippocampusabdl készitett primer kultarakban.

A tenyésztett sejtek tobbsége jelentds mértékben kifejezte mindhdrom CaM gént, mig a
fennmarad¢ sejtek gyakorlatilag nem jelolodtek (8. abra). A jeldlt/nemjeldlt sejtek aranya
azonos volt a hdrom CaM gén esetében. Intenziv jel6lodést lehetett megfigyelni a teljes
citoplazmaban, ugyanakkor a sejtmag nem festddott. A dendritek, beleértve disztalis
szegmensiiket, szintén erdsen jelolddtek, valamennyi CaM proba esetén. A dendritikus jel
erossége hasonlo volt a citoplazmatikuséhoz. Nagyobb nagyitason a hibridizacios szignal
jellegzetesen rogos megjelenésti volt. A szensz probaval végzett hibridizaciot kovetden csak
nagyon gyenge hattérfestodést tapasztaltunk.

Az immuncitokémia €s az in situ hibridizacids mddszerek egyiittes alkalmazasa
igazolta azt a feltételezést, miszerint az S100 glialis markerrel jelolt sejtek azok, amelyekben
csak nagyon csekély CaM expresszio mutathato ki (8. abra). Az S100 immunpozitiv és a
CaM-ot erdsen kifejezd sejtek halmaza egymast kolcsondsen kizarja, azaz a CaM expresszalo
sejtek S100 negativnak bizonyultak. Mindezek mellett egy harmadik sejtpopulécio is

kortilhatarolhato, amelyekben nem mutathat6 ki sem az S100 fehérje, sem a CaM mRNS-ek.
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8. abra A CaM mRNS megoszlasa primer hippocampalis tenyészetben. Szines in sifu hibridizaciot végeztiink
CaM 1 (A, B), CaM 11 (C) és CaM 111 (E, F) génekre specifikus dig-jelolt riboprobakkal. A szensz probaval végzett
hibridizacié (D) nem jelolte a sejteket. Egyes preparatumokat (C, D) hematoxilinnal festettiik feliil; a jelolt sejtmagok

kozul néhanyon csillag 1athato. Az A, C, E és F részleten lathatd nyilak a dendritek lefutasaban megfigyelhetd

pontszerii festodésre mutatnak. A B részleten 1évo tenyészet sejtjein S100 specifikus immunhisztokémiat is

végeztlink (barna fest6dés, Varszegi Szilvia munkaja). Itt a fehér nyilhegyek S100 immunpozitiv, a feketék CaM

I mRNS pozitiv sejtekre mutatnak. Kiemelendd, hogy nincsenek kettésen jelolt sejtek. Skala: 50 um. (Forras:
Kortvély és mtsai., 2003)
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MEGBESZELES

A CaM gének és cDNS-ek szamitogépes nukleinsavsorrend-vizsgalata

Szamitogépes vizsgalataink soran szamos, a CaM gének kifejezddését feltételezhetden
befolyasolni képes szabalyozdelemet azonositottunk e gének mRNS-eiben, amelyek az alabbi
— egymassal atfedd — csoportokba sorolhatok: 1) nuklearis poliadenilaciot iranyito szignalok,
2) citoplazmatikus poliadenilacidt érintd elemek, 3) lokalizacids szignélok, 4) a stabilitast
befolyésolé faktorok, 5) transzlacidt szabalyozo elemek.

A tandem elhelyezkedésii, tobbszords poliadenilacids szignalok differencialt
hasznalata a CaM I és III gén esetében egyszert lehetdséget teremtenek arra, hogy bizonyos
szabalyozod elemek bekeriiljenek az érett transzkriptumba. Kiilonosen feltiind a CaM 1
gén 4,2 kb-os transzkriptumanak 3’-végén csoportosuld ARE, amelyek csak a disztélis
poliadenilacids szignalok hasznalata esetén valhat a mRNS részévé.

A CPE-k egységesen megtalalhatok valamennyi, 1,0 kb-nél hosszabb CaM
transzkriptumban. Ez az elem a dendritikus lokalizadcio meghatarozoja is lehet, ami
magyardzhatja azt az elsdként munkacsoportunk altal leirt jelenséget, hogy valamennyi CaM
gén rendelkezik a dendritekbe iranyitott transzkriptummal. Ugyanakkor a citoplazmatikus
Ezen a mddon tehat meggatolhat6 a szallitds alatt 4ll6 transzkriptum riboszomékhoz
kotodése.

A CPE-k mellett a 4,2 kb-os és az 1,7 kb-os CaM transzkriptumban fellelhetd egy
olyan régid, amely nagyfokt hasonlosdgot mutat mas mRNS-ekben bizonyitottan funkcionald
lokalizacios szignallal. Kisérletes adatok hianyaban ennek az elemnek az €lettani jelentdsége
nem itélhetd meg. Az intracellularis szallitds utvonalanak meghatarozoiként az ARE-k
szerepe is ismert mas transzkriptumokban.

Az ARE-k stirti el6forduldsat korabban egyértelmiien a mRNS rovid fél-életidejével
hoztdk 6sszefiiggésbe (Tebo €s mtsai., 2003). Azoknak a géneknek az mRNS-ei, amelyek
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fehérjetermékeinek csak impulzusszertien kell megjelennie a citoplazméban, kiilondsen
gyakran tartalmazzak ezeket az elemeket. Az utobbi években szamos, az ARE-hez k6t6do
transz-hato faktort azonositottak (Brennan és Steitz, 2001; Gorospe 2003). Ezek kozé tartozik
tobbek kozott az ELAV/Hu vagy az AUF1 fehérjecsalad szamos tagja. Utobbiak megkotddése
valéban a mRNS gyors elbontasat idézi eld, az ELAV/Hu csalad tagjai azonban éppen
stabilizalni képesek a transzkriptumot. Igy egyetlen mRNS sorsa nagyon kiilonbdzé lehet
sejttipusonként, attol fiiggden, hogy az adott sejt a transz-hato faktorok milyen készletével
rendelkezik. Szintén ARE-k felismerését végzi el a transzport részecskékben azonositott
FMRP is (Denman, 2003). A 2,3 kb-os és az 1,9 kb-os CaM III mRNS-ekben talalhato,
guaninban ¢és uridinben gazdag szabdlyozoelem jelentdsen megnovelheti élettartamukat.
Ugyanakkor a DICE-k funkcionalitdsa megkérdéjelezhetd, mivel a kisérletekkel is
alatdmasztott esetekben ezek az elemek szorosan egymas mellett, tulajdonképpen atfedésben
helyezkedtek el (Ostareck és mtsai., 2001). Osszegezve megallapithatd, hogy a szamitogépes
analizis alapjdn a CaM [ mRNS feltételezhetden rovid, mig a CaM III mRNS hosszt
fél-¢letiddvel rendelkezik. A CaM I esetében ezt a feltételezést kisérleti eredmények is
alatamasztjak. Az IMR-32 neuroblastoma sejtvonal sejtjeinek differencialodasakor a 4,2
kb-os CaM I mRNS mennyisége szelektiv mddon megnd, és ez a valtozas nem a fokozott
génexpresszioval, hanem a mRNS stabilitasanak megnovekedésével hozhatd osszefiiggésbe
(Toutenhoofd és Strehler, 2002).

Az IRES el6forduldsa a CaM I transzkriptumokban nem meglepd, figyelembe
dendritikusan elhelyezkedd mRNS esetében mar igazoltak ennek a szabalyozoelemnek a
miikodését (Pinkstaff és mtsai., 2001). Mivel a CaM II mRNS-ben az IRES a kddold régiot
kovetden, kozvetleniil a poli(A) farok elott helyezkedik el, jelen ismereteink szerint ebben
az esetben nem szolgdalhatja az alternativ transzlaciot. Az elem méretébdl €s szerkezetébol
addddan a véletlen elofordulas esélye nagyon alacsony. Nem zarhat6 ki, hogy hasonl6an mas
elemekhez, az IRES is rendelkezik a transzlaciot elindito funkcioja mellett mas, ma még nem

ismert szerepekkel.
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A CaM gének kifejezédeése a fejlodo patkanyagyban

A CaM génexpresszid ontogenetikus vizsgalatanak céljabdl kvantitativ in situ hibridizaciot
végeztiink, amely 15 agyteriiletre s 6 életkorra terjedt ki. A munkacsoportunk altal kordbban
végzett, felnott allatok 70 agyteriiletét magabanfoglalod hasonlo kisérletek szamos eltérést
mutattak a CaM gének kifejezddésének tekintetében (Palfi és mtsai., 1999). Ebbdl a 70
agyteriiletbol valasztottuk ki azt a 15-6t, amelyek mar a késdi embrionalis kort6l alkalmasak
a vizsgalatra. Vizsgalataink azt mutattak, hogy valamennyi CaM gén intenziven miikodik a
korai posztnatélis életszakaszban. A génexpresszios profilok meghatarozasaban nyilvanvalo
szerepet jatszik a CaM gének egyedfejlodés-fiiggd szabalyozasa. Ugyanakkor az idegrendszer
sejtszamanak valtozasa, e sejtek vandorlasa 6nmagaban is alapvetden befolyasolhatja egy
tertileten kimutathato mRNS mennyiségét.

Az id6beni szignalerdség-valtozasok jellemzésére mesterséges kategdridkat allitottunk
fel. Egy adott agyteriilet esetében altalaban ugyanolyan expresszids profilt mutatott
valamennyi CaM gén, mig az eltérd agyteriiletek profiljai jelentdsen kiillonbozhettek. A région
beliili azonos lefutast profilok esetében is gyakran eléfordult, hogy a szignalintenzitasok
eltértek egymastol.

Mig a CaM gének expressziojanak korabbi, elsésorban mindségi vizsgalatai
leginkabb csak a hasonldsagok feltarasara voltak alkalmasak, addig az altalunk hasznalt
mennyiségi analizis szamos kiilonbséget mutatott ki. Kiszamitva példaul a nagyagykéreg
molekularis rétegében valamennyi CaM génre vonatkoztatva a legnagyobb és a legkisebb
szignalértékekbdl képzett hanyadost, lathatd, hogy a CaM II gén expresszidja nyolcadrészére
csokkent PD1 és PD20 kozott. A CaM 111 esetében négyszeres, a CaM 1 esetében pedig
mindossze 1,7-szeres csokkenés tapasztalhatd ugyanezen a teriileten €s ugyanezen életkorok
kozott. Ugyanigy a CaM 11 gén expresszidja csokkent a legerdsebben és a CaM I géné
6rz0dott meg a legnagyobb mértékben a hippocampus molekularis rétegében. A szomszédos
¢letkorok szignalértékeibdl képzett hanyados pedig az expresszio valtozasanak sebességére
utal. Ez az érték a CaM III gén esetében volt a legmagasabb. Altalanossagban megallapithato,
hogy a fiatalabb életkorokban a késObbieknél gyorsabb valtozasok voltak mérhetok.

Noha a CaM gének expresszioja intenziven kutatott teriilet, ontogenezisiikkel csak
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kevesen foglalkoztak. A korabbi tanulmanyok elsdsorban a CaM fehérje agyon beliili
megoszlasat irtak le fejlodo patkany agyaban és 0jsziilottekben. Caceres és mtsai. (1983)
példaul a fejlodd agyban vizsgaltak a CaM fehérje eloszlasat, elsdsorban a cerebellumban.
Seto-Oshima és mtsai. (1984) pedig koran megjelend CaM immunpozitivitast talalt az
agytorzsben és a cerebellaris magvakban, amit csak késve kovetett a cerebralis és cerebellaris
cortex, valamint a hippocampus. Ugyanakkor a korai egyedfejlodés alatt jelenlévo

legfobb osztddasi zonakban nem detektalt immunreaktiv sejteket. A hivatkozott szerzok
eredményeit dsszevetve a sajatjainkkal megallapithatd, hogy a CaM gének transzkripcidja
szdmos agyteriileten jelentésen megeldzi transzlacidjukat. Mivel a sokféle CaM mRNS
egyazon fehérjét kodol, technikailag nagyon nehéz megkozeliteni a transzlacid génfiiggd
szabalyozasanak kérdését. Mddszertani kiilonbségek miatt (probak specifitdsa, a mennyiségi
vizsgalat kivitelezése) csak fenntartasokkal interpretalhatok Cimino €s mtsai. (1990)
eredményei, amelyet CaM-specifikus (de nem génspecifikus) proba haszndlataval kaptak.
Megallapitasaik szerint a CaM expresszid a sziiletést kovetden PD8-ig nd az agyban, majd
csokken. Ez az eredmény egybevag sajatjainkkal, mivel a CaM-ot legnagyobb mennyiségben
tartalmazd agyteriiletekben (piriform kéreg, hippocampus) mi is PD10 koriil mértiik

a legmagasabb szignalértékeket. Hasonloan egybevagnak eredményeink a thalamicus

¢s straitalis teriileteket illetden. A cerebellumban Cimino és mtsai. (1990) novekvo
génexpressziot allapitottak meg PD1 és PD32 kozott. Sajat vizsgalataink ennél 1ényegesen
Osszetettebb képet mutatnak, amelyet rendkiviil ingadozé expresszios aktivitas jellemez.

Ez a teriilet patkanyban jelent6s posztnatalis fejlodésen megy keresztiil, ami magyarazatul
szolgalhat a megfigyelt fluktuaciora.

Kilonosen fontos lenne annak vizsgalata, hogy vajon a CaM elsddleges célfehérjéit
kodolo gének expresszids aktivitdsa egybeesik-e a CaM génekével. Polli és mtsai. (1990)
megvizsgaltak a CaM-koto fehérjék expresszios valtozasat az egyedfejlddés soran. Eszerint
a hippocampusban jelennek meg elsdként CaM-koto fehérjék (PDS), majd a cerbralis
cortexben, a striatumban, és legvégiil a cerebellumban. Raadasul a fejlodo cerebellum
altal kifejezett CaM-koto fehérjék kiillonboztek az agy tobbi teriiletén talalhatoktol. Sajat
eredményeink szerint az agykéregben és a hippocampusban PD5 és PD10 kozott mérheto a

CaM gének expresszid, azaz a CaM és a f6 CaM-kotd fehérjék egyidejlileg fejezddnek ki.
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Lesziikitve a CaM-ko6t6 fehérjék halmazat, a CaM kiemelked6 jelentdségli célfehérjéjét, a
Ca*"/CaM-fiiggd kinaz II-t illetden 6nalld vizsgalati eredmények is ismertek. Eszerint ennek
a tobb alegységbdl allo kinaznak az alegységeit kodold gének az egyedfejlodés alatt eltérd
modon szabalyozottak (Burgin és mtsai., 1990; Bayer ¢s mtsai., 1999).

A molekularis rétegekben taldlhatdé CaM I mRNS-rél kordbban kimutattdk, hogy
corticalis, hippocampalis és Purkinje-sejtekhez tartozo apikalis dendritekben helyezkednek
el PD5 és PD20 kozott (Berry és Brown, 1996). A CaM I €s II mRNS szintén megtalalhaté
PC12 sejtek sejttestjében valamint nytlvanyaiban, mig a CaM III mRNS itt kizarélag
perinukledris elhelyezkedést mutatott (Zhang €s mtsai., 1993). Felnott agy molekularis
rétegeiben munkacsoportunk kordbban mar kimutatta CaM mRNS-ek jelenlétét (Palfi és
mtsai., 1999). Ezeken a teriileteken a CaM I mRNS-ekbdl talalhat6 a legnagyobb mennyiség,
majd a CaM III, végiil a CaM II génhez rendelhetd mRNS-ek kovetkeznek. Mivel a
hivatkozott munkakban a CaM mRNS-eket kozvetleniil a dendritekben azonositottak, ezért
feltételezhetjiik, hogy az altalunk a molekularis rétegekben mérheto jel szintén dendritikus
CaM mRNS-ekbdl szarmazik. A fejlddd agyban végzett vizsgalatok szintén alatdmasztjak
a CaM mRNS-ek kollektiv dendritikus transzportjat. Utobbi esetben, a legkorabbi mért
¢letkorban a CaM II génhez tartoz6 mRNS-ek fordultak el6 a legnagyobb mennyiségben,
ezt kovette a CaM 111, majd a CaM I gén. Ugyanakkor, mig a CaM II és a CaM Il mRNS-
ek mennyisége meredeken csokkent az életkor elorehaladtaval, a CaM I mRNS-ek esetében
sokkal inkabb megdrzddott a dendritikus elhelyezkedés. Kiemelendd, hogy valamennyi
CaM génre vonatkoztatva a legutolso mért életkorban is messze meghaladta a hatteret a
molekularis rétegekben mérhetd szignal.

A CaM fehérje szamos alapvetd idegrendszeri folyamat résztvevdje. Mivel a
tobbszoros CaM gének a gerinces torzsfa minden dgan megmaradtak, nagyon valdszint, hogy
valamennyien rendelkeznek 6nalld, génspecifikus funkcidval. Az egyes CaM gének eltérd
szabalyozasa biztositja, hogy térben és idoben mindig a megfelelé mennyiségii CaM fehérje
alljon valamennyi szubcellularis domain rendelkezésére. A sejttesttol tavoli mikrodomainek,
mint amilyenek példaul a posztszinaptikus zonak, CaM sziikségletét a célzott, dendritekbe
iranyuld mRNS transzportot kovetd lokalis transzlacio elégitheti ki. A tobbszordos CaM

gének létezésének masik indoka lehet az egyedfejlodés alatti eltérd kifejezddésiik, ami
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alapveto jelentdségli lehet olyan idegrendszeri folyamatokban, mint a sejtvandorlas, érés,

elkotelezodés és az idegi haldzatok kialakitasa.

A CaM gének kifejezodése primer hippocampalis sejtkulturaban

Mint ahogy az mar az el6z6ekben szerepelt, a CaM fehérje szamos fizioldgiai folyamat
résztvevoje. Bonyolult mechanizmusok szabalyozzak a célfehérjék szamara aktualisan
elérheté CaM készlet mennyiségét, valamint a mikrodomainekben zajlo, de novo CaM
protein szintézist. Az utobbi, a lokalis CaM szintet meghatarozé folyamat eldfeltétele a CaM
mRNS-ek irdnyitott intracelluléris szallitasa. Ugyanakkor a CaM mRNS-ek dendritekbe
torténd szallitasara csak kevés kozvetlen bizonyitékkal rendelkeziink. Berry és Brown szines
in situ hibridizacids mddszerekkel kimutatta, hogy a CaM I mRNS-¢ek a korai posztnatalis
¢letszakaszban jelen vannak a piramis €s Purkinje sejtek apikalis dendritjeiben (1995; 1996).
Ezt leszamitva, minden egyéb kisérlet tenyésztett periférias idegsejteket és/vagy radioaktivan
jelolt probdkat hasznalt (Zhang és mtsai., 1993; Palfi és mtsai., 1999; Kortvely és mtsai.,
2002). A radioaktiv probdkat hasznalé mddszer — természetébdl adéddan — csak kozvetett
adatokat szolgaltat a jel intracelluldris forrdsdnak helyérol. Sajat kisérleteinkben a CaM
génekre specifikus, nemradioaktiv in sifu hibridizaciot végeztiink primer hippocampalis
kultarakon. Ezt a kisérleti rendszert az alabbi szempontok figyelembevételével valasztottuk:
1) a primer kultardk a kézponti idegrendszer in vivo viszonyait jobban megkozelitik, mint az
immortalizalt sejtvonalak, 2) az idegsejtek in vivo jellegzetességei koziil szamos megdrzddik
(polaritas, dendritek, axonok jelenléte, szinapszisok kialakuldsa), 3) mivel a sejtek egyetlen
rétegben helyezkednek el, morfoldgidjuk jol vizsgalhato, 4) noha a tenyésztési koriilmények
neuronok szamara optimalizéltak, emellett gliasejteket (és egyéb sejttipusokat is) tartalmaz,
5) a hippocampus piramissejtjeirdl ismert, hogy in vivo koriilmények kozott dendritikusan
lokalizalt CaM I mRNS-ekkel rendelkeznek.

A tenyésztett sejtek tobbsége intenziven kifejezte valamennyi CaM gént. Mind a
koréabbi adatok, mind jelen eredményeink arra utalnak, hogy a CaM géneket fokozottan
atir6 sejtek neuronok (Ikeshima és mtsai., 1993; Palfi és mtsai., 1999; Sola ¢és mtsai.,
1999). Ezekben a sejtekben erds dendritikus jelolodéest talaltunk fiiggetleniil attol, hogy a

proba melyik CaM génre specifikus. Ez az els¢ kozvetlen bizonyiték arra, hogy a kdzponti
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idegrendszer neuronjainak dendritjeiben a CaM I mellett megtalalhatok a CaM II és 1T génrol
atirt mRNS-ek is, rdadasul hasonlé mennyiségben.

Ezek az eredmények bizonyos szempontbdl ellentmondanak a korabbi irodalmi
adatoknak, amelyeket PC12 sejtek vizsgalatabdl szarmaznak. Ezekben a sejtekben csak
a CaM I és Il mRNS-ek jelenlétét igazoltak a nyulvanyokban (a sejttest mellett), mig a
CaM III mRNS-t kizardlag a sejttestben detektaltak (Zhang és mtsai., 1993). Az eltérést
magyarazhatja, hogy a PC12 sejtek periférias neuronok szarmazékai, amelyek jelentdsen
kiilonboznek a kozponti idegrendszer neuronjaitél. Munkacsoportunk korabbi radioaktiv in
situ hibridizacios vizsgalatai jelentds mennyiségli mRNS-t mutattak ki mind a fejlodd, mind
a kifejlett agy elsdsorban dendriteket tartalmazo régioiban, valamennyi CaM gén esetében
(Palfi és Gulya, 1999; Kortvely ¢és mtsai., 2002). Valamennyi adatot §sszevéve, nagyon
valoszint, hogy szamos, kiilonb6z6 génekhez rendelheté CaM transzkriptum alanya a
dendritekbe iranyuld mRNS szallitdsnak, ahol részesei lehetnek a szinaptikus aktivitas-fiiggd,
helyben megvaldsulo transzlacionak. Emellett kimutattuk, hogy a CaM mRNS-ek szemcséket
formalnak a nytlvanyokban, ami minden valdsziniiség szerint megfeleltethetd a masok altal
leirt transzport egységeknek (Crino és Eberwine, 1996; Mohr és Richter, 2001).

Annak bizonyitasara, hogy a magas CaM-tartalmu sejtek neuronok, mig a fennmarado
sejtek foként gliasejtek, az in situ hibridizaciot kovetden gliaspecifikus immunhisztokémiat
végeztiink.

Eredményeinket 6sszegezve megallapithato, hogy mind az in silico, mind az in vivo
vizsgalataink jelentOs eltéréseket tartak fel a harom CaM gén esetében. In vitro vizsgalataink
ugyanakkor mindharom CaM gén esetében igazoltak a dendritikus mRNS transzport

meglétét, amelyet korabban csak a CaM I transzkripumokrol irtak le.
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A PHD ERTEKEZES OSSZEFOGLALASA

A kalmodulin gének kifejezodésének in silico, in vivo és in vitro vizsgalata a patkany kézponti

idegrendszerében

A kalmodulin (CaM) egy erdsen konzervalt, multifunkcids fehérje, amely valamennyi
eukariota sejtben megtalalhatd. Valtozatos célfehérjéin keresztiil olyan alapvetd sejtélettani
folyamatokat szabalyoz, mint a sejtosztodas, a differencialodas, a szignaltranszdukcid stb.
Kiilonosen nagy mennyiségben van jelen a kozponti idegrendszerben. Noha egyes gliasejtek
szamottevd mennyiségli CaM-ot tartalmazhatnak, ebben a szovetben a fehérje zomét
neuronok szintetizaljak.

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 erés neuronalis expresszidval
rendelkeznek. Alternativ poliadenilécioé hasznalataval a harom CaM génrdl legkevesebb
nyolc eltéré 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 ujsziilott allatokban, illetve
in vitro rendszerekben is. Ezen vizsgélatok zome azonban vagy csak mindségi analizist
jelentett, vagy csak egy adott CaM génre szikitette a kisérleteket. Bar a mindenkori CaM
fehérje szint preciz térbeli és idobeli szabalyozasahoz minden valdszinliség szerint eltérd
moddon jarulnak hozza a CaM géncsalad latszdlag redundans tagjai, a beavatkozasokat
kovetd, a génexpresszios intenzitasokban megfigyelhetd valtozasok hattere még ma
sem ismert. A CaM multigén csalad élettani szerepének, valamint az egyedi CaM gének

kifejezddését szabalyozo mechanizmusok jobb megértése céljabol kiilonféle vizsgalatokat
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végeztiink:

1. In silico analizis. Barmilyen génexpresszio-szinti jelenség megértésének
elofeltétele az atir6dd e gének nukleinsav-sorrendjének megismerése. A CaM gének
kifejezodését célzo vizsgalatokban jobbara ragesalokat hasznaltak, de ezen fajok esetében
nem volt ismert az atirt mRNS-ek teljes bazissorendje. Eppen ezért els6 1épésként 3°-RACE
modszer hasznalataval meghataroztuk a patkany CaM I gén cDNS-ének hianyzo darabjat.
Ezt kdvetden, valamennyi, immar teljes hossziisagua CaM cDNS szekvencia felhasznalasaval
cisz-hatd szabalyozé elemeket kerestiink kiilonb6z6 adatbézisokban (TransTerm, UTRdD).
Egyidejiileg jellemeztiik a CaM transzkriptumok poliadenilacios szignalhasznalatat.
Eredményeink azt mutatjak, hogy a CaM gének gyakran hasznéalnak a szokésostol eltérd
szignalt. A szovetspecifikus poliadenilacio az egyik lehetséges magyardzata annak, hogy a
CaM transzkriptumok egymashoz viszonyitott mennyisége szovetrol szovetre mas. A masik
lehetdség, hogy e transzkriptumok eltérd, szovetspecifikus fél-életidovel rendelkeznek. A
utdbbi lehetdséget tdmasztja ald. Ezen kiviil, egyes ARE-krdl igazoltak, hogy részt vesznek a
mRNS-ek célzott transzportjaban; utdbbi jelenséget sajat in vivo €s in vitro kisérleteinkben is
megfigyeltiik. A patkany CaM transzkriptumok, akarcsak human megfeleloik, szdmos CPE-t
is tartalmaznak, amelyekrdl ismert, hogy kihatnak a dendritikus transzlacids hatékonységra,
ezaltal a szinaptikus plaszticitasra is. A CPE altal megvalésitott transzlacios kontroll a
poli(A) farok meglététdl fiigg, de 1étezik ettdl fiiggetlen szabalyozas is. Utobbira példa a
CaM I és III gének transzkriptumaiban fellelhetd DICE; ennek jelenlétekor az ide k6todo
transz-hat6 faktorok akadalyozzak meg a fehérjeszintézist. A CaM mRNS-ek azok koz¢é a
transzkriptumok koz¢ tartoznak, amelyek szelektiven elszallitod(hat)nak a sejt egy adott
mikrodomainjébe. A lokalizacids szigndlokhoz (“iranyitdszamok”™) szintén transz-hato
fehérjék kotddnek, igy hozva létre a citoszkeleton mentén szallithato transzport komplexet.
Mostanaig csak kevés olyan lokalizacids 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 hosszusagu elemet, amelyhez nagyon hasonldt irtak le a B-aktin és az angiotenzin
II receptor mRNS-e esetében. Rdadasul a megfelel6 human CaM transzkriptumok ebben a

70 nukleotidnyi szakaszban 91%-0s homologiat mutatnak a patkannyal. Noha szerepét még
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nem bizonyitottak, ez az elem valdszintileg szerepet jatszik a CaM I mRNS-ek dendritekbe
juttatasaban. Ugyanakkor, ahogy arrol még lesz sz, a masik két CaM génhez tartozé6 mRNS-
ek is alanyai a dendritekbe irdnyuld 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 miikodik, mikozben a fejlodod agyban mas mechanizmusok biztositjak a
transzkriptum szallitasat.

2. In vivo analizis. Annak kideritésére, hogy a fejlodo patkany agyban kiilonbozo-e
a CaM gének expresszioja 15 agyteriiletet atfogd kvantitativ in situ hibridizaciot végeztiink
6 eltéro életkorban a 19. embriondlis életnap (E19) és a 20. posztembrionalis életnap (PD20)
kozott. Intenziv, fejloddési allapotra jellemz6 és differencialt transzkripeidt figyeltiink meg.
A vizsgalt idoszakban a CaM mRNS-ek szintje jellegzetes mddon valtozott, ezalapjan
harom csoportot kiilonitettiink el. A legtobb teriileten (pl. a CaM III a piriform kéregben) a
szignalértékek PD10 koriili maximummal rendelkeztek, és 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 megdrzodott egészen PD20-ig. Eredményeink azt mutatjak,
hogy 1) a CaM gének eltérden, area-specifikus modon szabalyozddnak, 2) a CaM mRNS-ek
széles kore részese a dendritekbe iranyulo transzportfolyamatoknak.

2. In vitro analizis. A CaM mRNS-ek dendritikus lokalizaciojara csak a fejlodo
patkanyagy CaM I expresszidja esetében rendelkeztiink kdzvetlen bizonyitékokkal.
Ugyanakkor az el6zdekben leirt in vivo eredményeink, valamint a PC12 sejtek in vitro

vizsgalata azt mutattak, hogy a masik két CaM génrdl atirt mRNS-ek is részesei a
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dendritikus transzportnak. Emellett a CaM mRNS-ek célzott szallitasat korabban nem
vizsgaltak primer neuronalis kulturakban, noha talan ez az in vitro rendszer nyujtja a

fejlédo kozponti idegrendszer legjobb modelljét, kivald lehetdséget biztositva a neuronok
inracellularis tulajdonsagainak vizsgalatdhoz. Ezekben a kisérleteinkben nem-radioaktiv in
situ hibridizacidval bizonyitottuk, hogy primer hippocampalis neuronokban valamennyi CaM
génrol atiroddo mRNS kiszallitddhat a dendritikus kompartmentbe. Kettds jel6lést alkalmazo
kisérleteink ezen tulmenden azt is bizonyitottdk, hogy a tenyésztett sejtek harom diszkrét
kategoriat 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 kovetkezo pontokban 6sszefoglalt eredményekkel jarultunk hozza:

a) Klonoztuk a 4,2 kb-os CaM I transzkriptum 3’-végének a génbankokbdl hianyzo
szakaszat, majd meghataroztuk nukleinsav-sorrendjét. Ezt az informéciot mi magunk is
hasznaltuk in silico vizsgalatainkban.

b) A CaM mRNS-ekben azonositott szamos cisz-hato szabalyozdelem arra utal,
hogy az egyedi transzkriptumok egyedi intracellularis szerepkorrel rendelkeznek. A
vizsgalt elemek a kovetkezd csoportokba sorolhatdk: 1) nuklearis poliadenilaciot irdnyitd
szignalok, 2) citoplazmatikus poliadenilaciot érint6 elemek, 3) lokalizacios szignalok, 4) a
stabilitast befolyasolo faktorok €s 5) transzlacidt szabalyoz6 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 iranyitott transzkriptummal. Ugyanakkor a citoplazmatikus poliadenilacio
modon tehat meggatolhato a szallitas alatt all6 transzkriptum riboszoméakhoz kotodése.

A 4. kategdriaba 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 nyomonkdvetése
génspecifikus kiilonbségeket tart fel. A legszembetlinbb eltéréseket az elsdsorban

dendriteket tartalmazo6 molekularis rétegekben tapasztaltuk. A nagyagykéreg 1. rétegében
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példaul a CaM II gén expresszidja nyolcadrészére csokkent PD1 és PD20 kozott. A CaM 111

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

d) In vitro kisérleteink bizonyitottak, hogy tenyésztett hippocampalis neuronokban
a dendritikus elhelyezkedés a CaM transzkriptumok altalanos tulajdonsaga. A neuronokban
erds dendritikus jelolodést talaltunk fiiggetleniil attdl, hogy a proba melyik CaM
génre specifikus. Emellett kimutattuk, hogy a CaM mRNS-ek szemcséket formalnak
a nyulvanyokban, ami minden valdsziniiség szerint megfeleltethetd a masok altal leirt
transzport egységeknek. Kettds jelolést alkalmazo (Varszegi Szilvia tarsszerzommel egyiitt
végzett) kisérleteink azt mutattak, hogy az S100 glialis markerfehérje vonatkozasadban
immunpozitiv és a CaM-ot erdsen kifejez6 sejtek (neuronok) halmaza egymast kdlcsondsen
kizarja. Mindezek mellett egy harmadik sejtpopulacié is koriilhatarolhato, amelyekben nem

mutathat6 ki sem az S100 fehérje, sem a CaM mRNS-ek.
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SUMMARY

In silico, in vivo and in vitro analysis of the calmodulin gene expression

in the central nervous system of the rat

Calmodulin (CaM) is a multifunctional, highly conserved calcium-ion binding protein found
in all eukaryotic cells. It regulates several basic cellular functions, including cell division,
differentiation, signal transduction, etc. by interacting with a large and heterogeneous array
of target proteins. It is particularly abundant in the nervous tissue. Although certain glial cells
contain considerable levels of CaM, there is general agreement that the bulk of the protein is
synthesized by neurons within the CNS, where it resides in different intracellular pools.

In higher vertebrates, multiple CaM genes encode a single, highly conserved CaM
protein. Three bona fide CaM genes (CaM I, II and IIT) expressed at high levels in the brain
have been described in the rat. These three CaM genes transcribe eight major mRNA species
of different sizes by means of alternative polyadenylation, i.e. 4.2 kb, 4.1 kb, 1.7 kb and 1.0
kb for CaM I, 1.4 kb for CaM II, and 2.3 kb, 1.9 kb and 0.9 kb for CaM III. Although the
coding regions of the transcripts diverge only within the limits of degeneracy of the genetic
code, their 5°- and 3’-untranslated regions are markedly different, suggesting a differential
regulation for the expression of the three CaM genes.

In recent decades, much effort has gone into describing the exact pattern of expression
of the CaM genes. For example, their physiological and experimentally modified expressions
have been analyzed in adult and embryonic tissues and in different in vitro systems. A
majority of these studies, however, either provided mainly qualitative analyses of the
experimental data, or focussed only on the expression of a particular CaM gene. Although
the members of the apparently redundant CaM gene family are believed to be regulated
in different ways in order to establish the precise spatial and temporal control of the CaM
protein level, the mechanisms underlying the alterations in the expression profiles of the CaM
genes in response to various stimuli remain unclear. With the aim of a better understanding
of the physiological significance of the CaM multigene family and the regulation of the

expression of individual CaM genes, we have carried out a series of investigations. Three
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different approaches were used, as follows:

1. In silico analysis. A knowledge of the nucleotide sequences of the expressed CaM
genes is a prerequisite for an understanding of the phenomena observed at a gene expression
level. Most of the experiments addressing the CaM gene expression, however, were carried
out in rodents, where information on these sequences was to some extent incomplete. Thus,
as a first step, we completed identification of the cDNA sequence of the rat CaM I gene by
using 3’-RACE methodology. Thereafter, the full-length cDNA sequences were compared
against different databases, including those of the cis-acting regulatory elements (TransTerm,
UTRdb). We characterized the alternative polyadenylation of the different CaM transcripts,
too. Our results indicate that the CaM transcripts often use noncanonical polyadenylation
signals. Tissue-specific polyadenylation might well explain why the relative amounts of
the different CaM transcripts vary from tissue to tissue. Alternatively, the individual CaM
transcripts possess tissue-specific half-lives. The 13 AREs found in the 3’-UTR of the 4.2 kb
CaM 1 transcripts favor this latter possibility. Additionally, certain AREs appear to be critical
parts of some cytoplasmic mRNA localization signals, and therefore might explain what we
also observed in our in vivo and in vitro experiments (see below). Moreover, the 3’-UTRs
of a number of rat CaM transcripts contain CPEs, as do their human counterparts. These
elements have been found to influence the efficiency of dendritic translation and thereby even
synaptic plasticity. Translational control may operate in a poly(A) tail-dependent manner, the
mechanism used by the CPEs too, or in a poly(A) tail-independent manner. The DICEs found
in CaM I and CaM III transcripts are examples of this latter case, where they are recognized
by trans-acting factors and the resulting complex then inhibits the initiation pathway of
the translation. CaM mRNAs belong in the subset of mRNAs that are targeted to specific
intracellular domains. The localization signals (zip codes) are bound by trans-acting factors to
form a transport complex, which is then moved along the cytoskeleton. To date, few studies
have been carried out to identify dendritic targeting elements in neurons. The 4.2 kb and the
1.7 kb rat CaM I transcripts contain a 70 nucleotide-long stretch highly similar to the zip code
occurring in the b-actin and angiotensin II receptor mRNAs. Additionally, a 91% homologous
element is present in the corresponding human sequences. Although its role has not yet been

proved, this zip code might well be responsible for the prominent dendritic trafficking of the
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CaM I mRNAs. On the other hand, as described earlier, the mRNAs of the other two CaM
genes are also targeted to dendrites, especially during early development. Since the only
region highly conserved among these transcripts is the coding sequence, its role in targeting
might be envisaged. Accordingly, the 70 nucleotide-long zip signal may act only in the adult,
while other elements are responsible for the CaM mRNA localization in the developing brain.

2. In vivo analysis. To investigate whether differential expression takes place in the
developing rat brain, a quantitative in situ hybridization analysis involving 15 brain areas at
six ages between embryonic day 19 (E19) and postnatal day 20 (PD20) was carried out with
gene-specific [**S]cRNA probes. A widespread, developmental stage-specific and differential
expression of the three CaM genes was observed. The characteristic changes in the CaM
mRNA levels in the examined time frame allowed the brain regions to be classified into
three categories. For a majority of the areas (e.g. the piriform cortex for CaM III), the signal
intensities peaked at around PD10 and the expression profile was symmetric (type 1). Other
regions (e.g. the cerebral cortex, layer 1 for CaM II) displayed their highest signal intensities
at the earliest age measured, followed by a gradual decrease (type 2). The signal intensities
in the regions in the third group (e.g. the hypothalamus for CaM III) fluctuated from age to
age (type 3). Marked CaM mRNA levels were measured for each transcript corresponding
to the three CaM genes in the molecular layers of the cerebral and cerebellar cortices and
hippocampus, suggesting their dendritic translocation. The highest signal intensity was
measured for CaM Il mRNA, followed by those for CaM III and CaM I mRNAs on PDI.
However, the CaM Il and CaM III mRNAs subsequently decreased steeply, while the CaM 1
mRNAs were readily detected even on PD20. Our results suggest that, during development,
1) the transcription of the CaM genes is under differential, area-specific control, and 2) a
large population of CaM mRNAs is targeted to the dendritic compartment in a gene-specific
manner.

3. In vitro analysis. Direct in vivo evidence of the dendritic CaM mRNA pool has
been obtained only for the CaM I mRNAs in the developing rat brain. However, our indirect
data from quantitative in situ hybridization experiments and in vitro results using PC12
cells suggest that the mRNAs of the other two CaM genes are directed toward the dendritic

compartment. Moreover, CaM mRNA targeting has not been explored in primary neuronal
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cultures, which are excellent systems for an evaluaton of the intracellular properties of
neurons, and they are probably the closest in vitro models of the developing CNS. In these
experiments, by utilizing nonradioactive in situ hybridization cytochemistry, we demonstrated
that mRNAs transcribed from each CaM gene are subject to dendritic translocation in primary
hippocampal neurons. Additionally, double-labeling experiments revealed that the cultured
cells can be grouped into three discrete categories: 1) CaM mRNA-positive neurons, 2) S100-
immunopositive glial cells, and 3) cells negative for both the CaM mRNAs and S100 protein.

For a full understanding of the functions of the CaM gene family much work remains
to be done. Our results providing data on this issue may be summarized in the following
points:

a) We cloned and sequenced the 3’-end of the 4.2 kb CaM I transcript missing from
the genbanks. We also used this information in our in silico experiments.

b) The identification of several putative cis-acting elements in the multiple CaM
transcripts hints at their unique intracellular fates. The elements analyzed may be grouped
into the following categories: 1) signals driving the nuclear polyadenylation, 2) elements
affecting the cytoplasmic polyadenylation, 3) localization signals, 4) factors influencing the
stability of the transcript, and 5) elements regulating the translation. The CPEs belonging
in both categories 2 and 3 are uniformly found in all CaM mRNAs larger than 1.0 kb. This
occurrence may well explain why each CaM gene possesses transcript(s) subject to dendritic
targeting. Further, cytoplasmic polyadenylation must precede the translation of a mRNA
lacking a poly(A) tail. Accordingly, the binding of such a transcript to ribosomes can be
prevented when transport occurs. The elements assigned to category 4 exhibit a striking,
gene-specific distribution. As a consequence, a shorter half-life for CaM I and a longer for
CaM III might be expected.

c¢) The quantitative detection of the CaM mRNA levels during ontogeny revealed
gene-specific differences. The most prevalent variations were observed in the molecular
layers, which mostly consisted of dendritic processes. By comparing the quotients of the
highest and lowest signals for each CaM gene within a given region, we observed, for
example, that in the molecular layer (layer 1) of the cerebral cortex the signals corresponding

to the CaM II mRNAs underwent an 8-fold decrease between PD1 and PD20, whereas the
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decrease for CaM III was 4-fold and that for CaM I in the same area during the same period
was only 1.7-fold.

d) The in vitro experiments demonstrated that translocation into the dendrites of
cultured hippocampal neurons is a general characteristic of the mRNAs derived from
different CaM genes. Moreover, the extent of the dendritic distribution of the mRNAs was
independent of the CaM genes. Additionally, our present studies has revealed a punctate
localization of the CaM mRNAs, which is consistent with previous observations that mRNAs
translocate in granular structures. Double-labeling experiments revealed that the cultured
cells can be grouped into three discrete categories: 1) CaM mRNA-positive neurons, 2) S100-

immunopositive glial cells, and 3) cells negative for both the CaM mRNAs and S100 protein.
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