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ABRAK JEGYZEKE

A teljes hosszusagu egér GAD67 cDNS szerkezete
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Az embriondlis bifunkciondlis GAD mRNS két dtfeds nyitott leolvasdsi
keretének transzldcios kapcsoltsagaban fontos cisz DNS reguldcios elemek

A szigoruan szabdlyzott “alternative splicing” szerepe a kiilonbozé GAD
fehérjeformadk keletkezésében

Modell: a kiilonbozé GAD fehérjeformdk szerepe az idegrendszer fejlédésében

Az egér GADG67gén tobbszords promoter-rendszere

A Pl, P2 és P3 promoterrdl dtirodo GADG7 transzkriptumok 5’ végi nem-
transzldlodo régiojdanak szerkezete



1. BEVEZETO

A magasabbrendli €l6lényekben a kiilonb6z6 szervek Osszehangolt miik6désében és a
kornyezethez valo alkalmazkodasban az idegrendszernek alapvet6 szerepe van.

Az idegi mikodés az igen nagyszamu, strukturdlisan és funkcionalisan is rendkiviil
heterogén, valamint nagymértékben specializalt idegsejtek kozott kialakuld bonyolult
kommunikacion keresztiil valosul meg.

A magasabb idegi funkciok molekularis alapjairdl annak bonyolultsdga miatt ma még
meglehetésen keveset tudunk. De a napjainkban rohamos fejlodésnek indult molekularis
neurobioldgiai kutatasok kozelebb visznek ennek megértéséhez.

Mind az idegsejtek specializalt miikkodéséhez, mind pedig az idegrendszer fejlédéséhez
rendkiviil sok gén szabéalyozott egylittmiikodése sziikséges. Az emlésokben muikodod
mintegy szazezer gén 30-50%-a kizarolag az idegrendszerben fejezodik ki. Ezen
idegrendszer-specifikus gének idében és térben szabalyozott egytittmiikodése az alapja a
kiillonboz6 tipust idegsejtek differencidlodasanak ¢és a koztik kialakuld plasztikus
kapcsolatoknak. Az idegsejtek kozotti kommunkaciot biztositd szinapszisokon tovaterjed6
impulzusok szintén megvaltoztatjdk szamtalan gén aktivitasat. Ezen génaktivitas valtozas
Osszefliggésbe hozhat6 az idegrendszer legfontosabb funkcidjaval, az informaciétaroléassal,
vagyis a memoriaval is.

Az idegsejtek kozott az informaciét a neurotranszmitterek kozvetitik. Ezen kis
molekulasulyt biologiailag aktiv molekulak, pl amindsav szarmazékok vagy peptidek, az
idegvégzodésekbol  felszabadulva a  posztszinaptikus membranokban  talalhato
receptorokhoz kétddnek €s aktivald, vagy pedig géatlo hatast fejtenek ki a célsejtekre.

A kozponti idegrendszer legfobb gatld neurotranszmittere a y-aminévajsav (GABA),
amelyet az idegsejtek kb egyharmada hasznal. Ezért aztan nincsen olyan normal vagy
koros idegi mikodés, amelyben a GABAerg rendszer kozvetleniil vagy koézvetve ne lenne
érintett. Ezenkiviil a GABA szerepet jatszik az idegi fejlodés szabalyozasaban, és szamos
periférids szdvetben pedig (pl hasnyalmirigy inzulintermel6 B-sejtjei) a sejtek kozotti
kommunikacié kozvetitésében is részt vesz. A GABA-szintet egyértelmien a
szintézisében kulcsszerepet jatszo glutaminsav dekarboxilaz (GAD) enzim aktivitasa
hatarozza meg. Ezért a GABA-szintetizalé enzimek szabalyozasanak tanulmanyozasa a

génmiik6dés kiilonbozd szintjein nagymértékben eldsegiti a magasabb idegi tevékenység



egy fontos lancszemének, a GABAerg rendszer fiziologias és koros miikddésének és
kialakulasanak megértését.

Ezen tilmenden a GAD gént mint modellrendszert felhasznalva az idegi miikodés és
differenciacio génszintli szabalyozasanak altalanos torvényszertségei is
tanulmanyozhatok.

Az egér glutaminsav dekarboxildzt kdédold gén szovet- és fejlodés-specifikus
szabdalyozasanak vizsgalatit a Princetoni Egyetem Bioldgiai Intézetében és a Roche
Molekularis Bioldgiai Intézetben kezdtilk meg Dr. Ralph Greenspan laboratériumaban,
majd hazatérve az SZBK Biokémiai Intézetének az altalunk alapitott Molekuléris
Neurogenetikai Csoportjaban folytattuk.

Ezen PhD értekezésben a GAD67 gén szerkezetére és funkcionalis analizisére vonatkozo
eredményeinket foglaltam Ossze. Az ismertett kisérletek jelentos részét magam végeztem

¢s egy kis résziik tervezésében €s iranyitasaban vettem részt.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A y—aminovajsav (GABA) funkcioja az idegrendszerben

2.1.1. A neurotranszmitter GABA

A GABA a baktériumoktol az egysejtiieken és a novényeken at az emlésokig bezarolag
szinte valamennyi él6lényben eléfordulé amindsav szarmazék. 1950 ota ismert, hogy igen
nagy mennyiségben taldlhaté az emlds agyban (1). Ezt kdvetden tiz évnek kellett eltelnie
ahhoz, hogy minden kétséget kizaréan bebizonyosodjék, hogy a GABA kozponti
idegrendszerben gatld neurotranszmitter funkciét tolt be (1,2,3.4).

Az eml6és agyban az idegsejtek kb 30%-a GABAerg, vagyis y-aminovajsavat képes
szintetizalni, tarolni, megfeleldé impulzus hatdsara felszabaditani, Gjra felvenni és
lebontani. A GABAerg idegsejtek morfoldgiailag és funkcionalisan is igen sokfélék és az
agy minden teriiletén megtalalhatok (5). Tobbségiik lokalis neuronhalézatok kialakitasaban
résztvevd interneuron, de vannak olyanok is amelyek igen nagy tavolsagra is képesek
kapcsolatot létesiteni. Mindez azt sugallja, hogy nincsen olyan magasabbrendii idegi
funkcio amelyben GABAerg idegsejtek ne vennének részt. Ennek megfeleléen az
idegrendszer koros miikodésével jard neurologiai és pszichiatriai korképekben (pl
epilepszia, Parkinzon kor, Alzheimer kor, Huntington chorea, schizofrenia, alkoholizmus
€s alvaszavarok) a GABAerg idegrendszer érintettsége kozvetett vagy kozvetlen oki
tényezOként szerepelhet (6,7).

A GABA elektrofiziologiai hatdsa a membran hiperpolarizécidja, ami megakadalyozza az
idegingertilet tovabbterjedését. Ez a GABA gatlo hatasanak az alapja. Abban az esetben,
ha egy GABAerg neuron szinaptikus kapcsolatot 1étesit egy masik GABAerg neuronnal,
akkor az utébbi gatld hatasa felfiiggesztodik (7).

A GABA az idegrendszerben a GABAerg szinapszisokbol szabadul fel, és a
posztszinaptikus oldalon talalhaté receptorokon keresztiil fejti ki hatasat. Az idegsejtekben
a glutaminsav dekarboxilaz szintetizalja a GABA-t glutaminsavbdl. Egy proton pumpaval
kapcsolt "carrier" segiti a felvételét a szinaptikus vezikulumokba, ahonnan stimulusra
exocitdzissal szabadul fel, és egy plazmalemmahoz kotott GABA transzporter juttatja

vissza az idegvégzddésekbe.

2.1.2. GABA mint trofikus faktor

Az embrionalis fejlédés soréan a neurotranszmitterek koziil a GABA jelenik meg els6ként,
idoben megelézve a neurondlis differenciaciét, migracidt és az érett funkcidképes
GABAerg szinapszisok kialakulasat (8,9,10). Mindez azt jelzi, hogy a GABA szerepet
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jatszhat a GABAerg idegrendszer fejlédésében, a szinaptikus kapcsolatok kialkuldsaban is
(11,12,13,14). Példaul az embrionalis gerincveld és a cortex subventricularis zénajaban
foként a differencialodd, mar nem osztodé és migraciéra kész, de még éretlen
idegsejtekben (nemcsak a GABAerg neuronok prekurzoraiban) feltehetéen a célzott
migracié szabalyozasdban vesz részt (15,16,17). Ezt latszanak alatimasztani a
differencialodé neurondlis szovettenyésztekben végzett kisérletek is: itt a GABA
nyulvany-novekedést indukal, befolyasolja az idegsejtek tulélését és a vandorld neuronok
szamara kemoattraktorként is szolgél (18,19,20). A GABA-rendszer sajatossagai a fejlédés
alatt eltérnek a felnottétél. A novekvod, még szinaptikus kapcsolatokat nem Iétesitett
idegvégzddésekbdl a funkcionalis vezikuléris transzporter hidnydban a GABA Ca™t-tdl
fiiggetlen mechanizmussal, feltehetéen a transzporter forditott iranyu miikodésének
segitségével szabadul fel (21,22). A késébbiekben pedig a GABA trofikus/morfogén
hatésa a fejlédés soran szintén kordan megjelend, de a feln6ttdl eltérd alegységszerkezeti
GABA receptorokon keresztiil érvényesiil (23). Az "embrionalis" GABA receptorok klorid
csatorndiban a magas intracellularis Cl- koncentracié miatt az aramlas forditott iranyu.
Ennek az a funkcionélis kovetkezménye, hogy a GABA inkabb serkentdé mint gatld hatasa
(24).

Az idegi differenciaciéban szerepet jatszo trofikus/morfogén GABA szintézisét végzo
"embrionalis" glutaminsav dekarboxilaz is kiilonbozik a neurotranszmitter GABA-t
szintetizalo enzimt6l (Erre még a kutatasi eredmények értékelésénél visszatériink).

A GABA morfogenikus és szinaptogenikus hatésa a felnétt idegrendszerben is érvényesiil.
Szerepe lehet a magasabbrendii idegi miikodések alapjait képezd plasztikus folyamatokkal
jar6 szinaptikus atrendez6dések szabalyozasaban.

In vivo és in vitro kisérleti modellek is megerdsiteni latszanak a GABA ezen
szinaptogenikus hatasat. El0szor patkany fels6 nyaki ganglionban mutattak ki, hogy a
kiviilrél bejuttatott GABA morfologiai €s biokémiai véltozasokat idéz el6 a ganglionban,
novelve annak szinapszis-képz6 kapacitasat (25). A gonadalis szteroid hormonok altal az
agy kiilonboz6 részeiben (pl a hippocampus piramidalis sejtjei, a hypothalamus kiilonb6z6
régioi) indukalt szinaptikus plaszticitast is nagy valoszintség szerint a GABA idézi el6
(26,27).

2.1.3. A GABA szerepe az idegrendszeren kiviil

Az utdbbi idében szamos adat, és bizonyiték gyilt 6ssze arra vonatkozolag, hogy a
GABA-rendszer (maga a GABA és a metabolizmus enzimei a glutaminsav dekarboxilaz, a
lebonté enzim GABA-T, valamint a transzporter €s a receptorok) az idegrendszeren kiviil
szamos periférids szovetben is el6fordul. Ez azt a feltevést tamasztja ala, hogy a GABA az

idegrendszeren kiviil egy altalanosabb sejtek kozotti mediator szerepét is betolti (28). Ezen
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hatasok zome is GABA receptorokon keresztiil érvényesil. A GABApR receptorok

esetében ez konnyebben megmagyarazhat6d, hiszen azok G-fehérjéken keresztiil szamos
masodlagos “messenger”-rendszerhez kapcsolddhatnak. A GABA sejten beliili hatasara is
van mar adat, pl direkt pozitiv hatdsa lehet a fehérjeszintézisre a fejlédd agyban, €s
szamtalan szovetben serkenti a glukéz felvételt (29).

A GABA legfontosabb funkcidi az idegrendszeren kiviil tobbek kozott az endokrin és
exokrin funkcidok modulécidja: a szekrécid szabalyozasa, simaizom 0sszehuzodas kivéaltasa
és immunmodulétor funkcio6.

A mellékvesében a kromaffin sejtek szabaditanak fel GABA-t, ami a koriilottik 1évo
sejtek humoralis funkcidit szabalyozza (30). A gyomorban a gasztrin €s a szomatosztatin
szekrécio all GABA kontroll alatt (31). A vesecsatorndk héamsejtjeiben a GABA
feltehetéen a transzport folyamatokat szabalyozza (32). A petefészekben pedig az
Osztradiol és a progeszteron felszabaduldst, a herében pedig az androgén szekréciot
befolyasolja (33). A hasnyalmirigy inzulin-termeld [B-sejtjeiben a GABA a szinaptikus
vezikulumokhoz hasonlé képzédményekben tarolodik €s az a-sejteken taldlhato GABA
utobbi néhany évben ez a rendszer azért keriilt az érdeklédés homlokterébe, mivel
bebizonyosodott, hogy a [-sejtekben jelen levd GABA-t szintetizal6 glutaminsav
dekarboxilaz (GAD 65 kDa) az autoantigén az autoimmun eredetli fiatalkori 6roklodo
cukorbajban (36).

A gyomorban és a hasnyalmirigyben az exokrin funkciokat is befolyasolja (37).

Az agyi erek falaban, a méhben és a petevezetdben taldlhaté simaizmok GABA
receptorain keresztiil azok 6sszehuzodasat szabalyozza (38, 39).

A GABA ezen sokrétii fukcidjanak ellatasahoz a hatast kozvetitd receptor-rendszer, a
GABA-t térben és id6ben valamint megfelelé mennyiségben biztosité szintetizald és
transzport rendszer igen nagyfoku komplexitasa sziikséges. Ezek koziil itt nagyon réviden
a GABA receptor csaladot, és kissé részletesebben a GABA-szintetizalé enzimrendszert

fogom ismertetni.

2.2. A GABA receptor csalad

A GABA két funkciondlisan igen eltérd receptor csaladon keresztiil fejti ki a hatasat. A

GABAA receptor csalad kozvetleniil egy Cl™ csatornat alkot és annak nyitdsa révén a

bearamlo Cl™ ionok megnovelik a membran nyugalmi potencialjat. Ez megakadalyozza a
membran depolarizacidjat, vagyis az akcids potencidl tovaterjedését: ez a gatlas alapja. A
receptor komplex 6t alegységbol all. Ma mar a négy f6 csoporton beliil 6sszesen kozel 20

féle alegység ismert, ami a receptor Osszeszerelddésében igen nagy variabilitast enged
meg. Ez az alapja a GABA A receptorok farmakologiai és fizioldgiai heterogenitdsanak,



ami elengedhetetlen a valtozatos GABA-hatés kozvetitéséhez (40, 41).A GABAR receptor
csalad kozvetett médon, GTP koté fehérjéken keresztiil kapcsolodik KT vagy Ca™™

csatorndkhoz. Az elébbi esetben a kifelé iranyulé K™ 4dram okozza a membran
hiperpolarizaciot, vagyis a gatlast. Az utébbi estben pedig a Ca™™ csatornak zarédasa miatt
csokkend intracellularis Ca™ szint miatt csokken a neurotranszmitterek felszabadulésa,

ami szintén ingertiileti gatlast eredményez (42).
2.3. A GABA-szintézis kulcsenzime a glutaminsav dekarboxilaz (GAD)

A y-aminovajsav egy igen szorosan reguldlt egylépéses reakcioban a glutaminsav
dekarboxilalasaval keletkezik. Szintézisének a kulcsenzime a glutaminsav dekarboxilaz
(GAD; EC 4.1.1.15), amely piridoxal foszfatot (PI) hasznal kofaktorként. A GABA
szintézis intenzitdsa messze elmarad a GAD potencialis maximalis aktivitasatol, jelezvén
azt, hogy a GAD teljes katalitikus aktivitdsanak csak egy kis hanyada van kihasznélva.
Ennek az az alapja, hogy a teljes GAD készletnek csak mintegy 50%-a aktiv, piridoxal
foszfathoz kotott holoGAD. A tobbi a kofaktor nélkiili apoGAD tartalékot képezi, és igény
szerint PI kotéssel aktivalhatd. A kofaktor er6sen kotddik az enzimhez, ezért a holoGAD
apoGAD 4atalakulashoz egy alternativ transzamindlasi 1épés sziikséges, amelyben GABA
helyett szukcinat szemialdehid és piridoxamin foszfat keletkezik. Ez utdbbi koénnyen
ledisszocidl az enzimrdl, igy az inaktiv apoGAD-da alakul. A GAD aktivitas
ATP ¢és az inorganikus foszfat (Pi) sejten beliili koncentracioja szabalyoz. Az ATP az
apoGAD keletkezését segiti eld, mig a Pi pedig az aktiv holoGAD képzddésének iranyaba
tolja el a reakciot. Tehat az agy sokkal t6bb glutaminsav dekarboxilazt tartalmaz, mint
amennyire sziikség van a megfeleld6 GABA szint biztositdsahoz. Ez a tartalék aktivalassal

konnyen mobilizahat6, amikor megné a GABA igény (43, 44).
2.3.1. A heterogén glutaminsav dekarboxildz

Mivel a mindenkori aktualis GABA szintet egyértelmtien a GAD aktivitdsa hatarozza

GAD aktivitas szabalyozasanak ismerete. Ennek az egyik legfontosabb tényezdje az, hogy
az enzim strukturalisan és funkcionalisan is heterogén.
Az mar régdta ismert, hogy a kiilonb6z6 GAD ellenanyagok az agyban két igen hasonld
méretii fehérjét ismernek fel (45, 46). Az enzimnek kinetikailag is tobb formajat irtak le,
aminek az az alapja, hogy a kiilonb6z6 formak eltéré mdédon kétik a kofaktort (47). Ennek
alapjan az enzimnek a PI fiiggo ¢€s fiiggetlen formajat azonositottak (48).
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A GAD ezen strukturalis €s funkcionalis heterogenitasanak molekuléris alapjait az utobbi
évek klénozasi kisérletei fedték fel, amihez a laboratériumunk is hozzajarult. Az elsé
idében tobb  fajbol  klonozott minden GAD c¢cDNS azonosnak bizonyult
(49,50,51,52,53,54,55). Igen nagy homologiat mutattak még nukleinsav szinten is. A
kiilonb6z6 emlds fajokbol izolalt GAD fehérjék kozott az azonossag tobb mint 95%-nak
adodott. A késébbiekben sikertilt egy masik tipusit GAD cDNS-t is klénozni (56,57,58). A
kétféle cDNS bizonyitottan a két GAD izoformat kodolja, a 65 kDa és a 67 kDa format. A
két tipusu cDNS szekvencidja igen eltéré annak ellenére, hogy fehérje szinten a homologia
a két forma ko6zott nagyfoku.

A 65 kDa és a 67 kDa GAD izoforma két 6nallo gén terméke, amelyek génduplikacid
eredményeként jottek 1étre (56,57). Egérben és humanban a kromoszémalis helyzetiik is
ismert (56,59,60). Mindkét egér gén a 2. kromoszoman talalhato, a GAD67 a huménnal
homolog régidban (Lasd bévebben a kutatasi eredményeknél).

Az azonos izoformak kiilonb6z6 fajokbol igen nagyfokid homoldgiat mutatnak, ha viszont
a két GAD-ot azonos fajokbol hasonlitjuk Ossze, azt tapasztaljuk, hogy az els6 szaz
aminosav szinte teljesen kiilonbo6zik, a maradék kb. 500 aminésav szekvencidja pedig tobb
mint 70%-ban azonos (55,57; lasd bovebben a kutatési eredményeknél ). Ez a szerkezeti
kiilonbség az alapja a GABA-szintetizal6 enzimrendszer funkcionalis heterogenitasanak.

A legnagyobb eltérés funkciondlisan a két forma kozott a kofaktor kétddésben van. A 65
kDa izoforma gyengén koti a piridoxal foszfatot. Ennek kovetkeztében jelentds része az
agyban inaktiv, de sziikség szerint aktivalhaté apoGAD formaban talalhat6. Ezzel szemben
a GAD 67 kDa izoforma sokkal erésebben koti a kofaktort, ezért nagyobb része aktiv
holoGAD-ként funkcional (61). Ezzel 6sszhangban a sejten beliili lokalizaciojuk is eltéro.
A 65 kDa forma sokkal nagyobb aranyban talalhaté az idegvégzddésekben a szinaptikus
vezikulumok kiils6 membranjdhoz kotve, ahol idegi impulzus hatdsara holoGAD-da
alakulva (PI kotés) képes GABA-t szintetizalni a gyors szinaptikus funkciokhoz. Ezzel
szemben a GADG67 izoforma sokkal nagyobb aranyban taldlhatdo szabad forméban a
sejttestben €s a dendritekben, €s féleg az allandd6 GABA szint biztositdsaban van szerepe,
amelynek a neurotranszmisszion kiviil egyéb funkcidja is lehet (61). A két GAD eltérd
sejten beliili lokalizacidjaért a kiillonb6zé N-termindlis régiojuk a felelés (62).

A két forma agyon beliili régionalis megoszlasa nagyon hasonld. Gyakorlatilag mindkeét
GAD minden GABAerg neuronban megtalalhato, de igen eltéré aranyban (47, 48). Ez azt
jelenti, hogy egy GABAerg neuron teljes funkcionaldé GABA készletének biztositasahoz
mindkét GAD-ra sziikség van. A szintetizal6 enzim két kiilonb6zé mddon szabalyozodo
izoform4janak sejten beliili aranya fogja eldonteni azt, hogy egy adott GABAerg neuron
milyen modon és mennyi GABA-t tud felszabaditani. Azokban az idegsejtekben amelyek
tonusosan, folyamatosan szabaditanak fel GABA-t, a piridoxaltdl fiiggetlen, alland6an

mikodé GAD67 van nagyobb mennyiségben jelen. Ezzel szemben a fazisosan “tiizel6”
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neuronokban az indukalhato 65 KDa GAD képes idegi impulzus hatdsara nagyobb
mennyiségli GABA-t szintetizalni a kivant pillanatban (57). Ez azt jelenti, hogy egy
GABAerg neuron elektrofizioldgiai tulajdonsagainak meghatarozasaban dontd szerepe van

a két GAD gén egy sejten beliili eltérd transzkripcios aktivitasanak.

2.3.2. A glutaminsav dekarboxildz aktivitasanak szabdlyozdsa

sicp.e i

amiben a két izoforma jelentdsen eltér egymastol. A rovidtavu és gyors szabalyozés az
inaktiv apoGAD holoGAD-d4 valé atalakulasan keresztiil térténik, ami PI kotést jelent. Ez
a mechanizmus féleg a 65 kDa izoforméara jellemz6. A GADG67 aktivitdsanak
szabalyozasaban a PI kotés sokkal kisebb szerepet jatszik, mivel ez a forma tilnyomorészt
aktiv holoGAD-ként van jelen az agyban.

A GABA-szintézis hosszutava regulacidja a rendelkezésre allo6 GAD mennyiségének
szabalyozasan keresztiil torténik. Ez magaban foglalja a GAD mRNS-ek szintézisének és
stabilitasanak a szabalyozasat, a génmukodés poszttranszkripeids szinten torténd
regulacidjat, a fehérjeszintézis ¢és lebontds szabdlyozasat, valamint az enzim
poszttranszlacios modifikacidjat (44).

Ismereteink ezen komplex regulacios mechanizmusr6l még igen korlatozottak.
Kideritésiikhoz feltétleniil sziikséges a két GAD gén tobblépcsds szabalyozasanak
molekularis genetikai eszkozokkel vald tanulmanyozasa.

A GADG67 forma alapvetéen két szinten regulalodik: 1) A fehérje szintézisének és/vagy
lebontasanak kozvetlen szabalyozasa. In vivo €s in vitro kisérleti adatok szerint is a
megemelkedett GABA szint egyenes kovetkezménye a 67 kDa GAD mennyiségének
csokkenése, ami nem jar egylitt az mRNS szintjének véltozéasaval (65,66). Ez a regulécios
mechanizmus egyaltalan nem érinti a masik izoformat. Tehat a GABA szint véltozéasa
direkt mdédon szabalyozza az egyik szintetizalé enzimének a mennyiségét, €s ezen
keresztiil a sajat szintézisét. 2) A 67 KDa forma a transzkripcid szintjén is szabéalyozodik.
A GAD67 mRNS szintézise egy bizonyos mértékig transz-szinaptikus regulécio alatt is all.
Ez azt jelenti, hogy a szinapszisokon keresztiil kozvetitddd idegi impulzusok befolyasoljak
a posztszinaptikus GABAerg neuronokban a GAD67 gén transzkripciojat. Kisérletesen ez
ugy bizonyihaté, hogyha &tvagunk egy bizonyos GABAerg neurontipust beidegzd
idegpalyat, akkor megvaéltozik az adott idegsejtekben a GAD67 mRNS mennyisége:
legtobbszor n6. Példaul a “substantia nigra”-bol a “striatum™hoz vezetd dopaminerg
rostok atvagasat kovetden csokken a “striatum” GABAerg neuronjaiban a GAD67 mRNS
szintje és ennek kovetkeztében a GAD aktivitas is (67,68). Egy masik példa szerint ha
atvagjuk a kisagyi GABAerg Purkinje sejteket beidegzé kuszérostokat, akkor a GAD67

mRNS szint ngvekedésével parhuzamosan megné azok szinaptikus aktivitasa is (69).
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A mesterségesen eldidézett ischemiat, valamint epilepsziat kovetd agyi sériilésekben mind
azok kozvetlen kozelében, mind pedig tavoli agyteriileteken is megvéltozik a GAD mRNS
szint (féleg a GAD67). A sériilés kovetkeztében a GAD expresszid, és ennek megfelel6en
az enzimaktivitas akut és hosszutavi valtozasai kilonbozé mértékiiek €s irdnyuak
lehetnek. Ischemia atal kivaltott “cortex” lézidkban az azonos oldali “stritdtum™-ban a
GAD67 mRNS mennyisége nott, mig az ellenkezé oldali “cortex”-ben viszont csékkent
(70). Az epilepsziat kivalo egyoldali “hippocampus” sériilés utan hosszatavi novekedés
volt megfigyelhet6 a GAD67 mRNS szintjében az azonos oldali gyrus dentatus-ban
valamint a mindkétoldali “cortex” és “thalamus” kiilonb6z6é régidiban (71). A fenti
példakban a sériiléseket kdvetdé komplex GAD expresszidvaltozas az elpusztult idegsejtek
projekcios teriiletén a megvaltozott transz-szinaptikus szabalyozas kovetkezménye. A
sériilés kornyezetében viszont a GAD gén fokozott aktivitidsa kovetkeztében a
megnovekedett GABA szint a neurodegeneracid indukélta kompenzacids szinaptikus
atrendez6dések szabalyozasaban jatszik szerepet.

A szinaptikus vélozasokkal Osszhangban a ‘“hippocampus”-ban és a “hypothalamus”
bizonyos régidiban az 6sztrogén koncentracio valtozasanak is hatdsa van a GAD mRNS-ek
expresszidjara. Ez azt sugallja, hogy a GABAerg rendszernek is szerepe lehet az ovarialis
szteroid hormonok altal kivaltott neuronalis plaszticitasban (72,73).

Mindezen irodalmi adtok arra utalnak, hogy a GAD gén(ek) transzkripcids szabalyozésa a
GABA-készlet valoztatasan keresztiil alapvetéen fontos szerepet tolt be az idegrendszer

komplex fiziologias és koros miikodésében.
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3. CELKITUZESEK

Mint ahogy az el6z6 fejezben is lattuk: az idegrendszer fejlodésében, valamint a
fizioldgias és koros miikodésében is alapvetd szerepet tolt be a GABA ugy is mint gatld
neurotranszmitter és Ugy is mint trofikus faktor. A "fejlodd" és "valodi" GABAerg
neuronok GABA-készletét is alapvetden a szintézisében kulcsszerepet jatszéd enzim, a
glutaminsav dekarboxilaz aktivitdsa hatdrozza meg. Ezért alapvetden fontos a GAD
aktivitast meghataroz6 komplex molekulédris mechanizmusok tanulmanyozéasa. Ebben két
tényezOnek van dontd szerepe: 1) az enzimaktivitas gyors és rovidtavi szabalyozésa a
kofaktorkotés szintjén, 2) az enzim mennyiségének szabalyozasa a GAD gének
Az utobbi mechanizmusnak Kkitiintett szerepe van abban, hogy a GABA-szintetizalé enzim
megfelel6 forméja a sziikséges helyen, a kell¢ idében €s mennyiségben mind a fejl6do,
mind pedig a felndtt idegrendszerben rendelkezésre alljon.

Eppen ezért munkéank alapveté célkitiizése a glutaminsav dekarboxilazt kodolé gén(ek)
szovet- €s fejlodés-specifikus szabalyozasanak tanulmanyozasa volt.

Kisérleti objektumként azért valasztottuk az egeret, mert ebben a fajban 4llnak
rendelkezésre azok a molekuldris-genetikai moddszerek, amelyekkel a génmukddés-
vizsgalatok egész allatban is elvégezhetdk, ami kiilonosen fontos az idegrendszer-
specifikus gének esetében.

Masrészt egérben az is lehetséges, hogy tavlati célként a GAD gén reguldcids elemeit
felhasznalva mesterségesen beavatkozhassunk a GABAerg idegrendszerbe miikodésének
jobb megértése céljabol.

Amikor a kisérleteinket Princetoni Egyetem Bioldgia Intézetében, Dr. R. Greenspan
laboratériumaban megkezdtiik, a glutaminsav dekarboxilaz molekularis genetikajarél
semmiféle ismeterettel nem rendelkeztiink. Csak egy cDNS szekvencia volt ismert, €s az
volt az altalanos vélemény, hogy egyetlen gén kodol egy fehérjét és a GAD funkcionalisan
kiilonb6z6 formai ennek az egy fehérjének a modositasaval jonnek létre.

Ezért az alapvetd céljaink elérésére a kovetkezo kisérleteket terveztiik:

Elséként a macska GAD cDNS préba felhasznalasédval kivantuk izolalni az egér
glutaminsav dekarboxilazt kodolé cDNS-t, majd a nukleotidsorrendjét meghatarozni.

A cDNS altal kodolt fehérje expresszidjaval és a vele szemben termelt ellenanyag

felhasznélasaval arra a kérdésre kivantunk valaszolni, hogy mi a kapcsolat az altalunk és a
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masok altal is klénozott GAD és az agyban azonositott két eltéréd molekulasulyt forma
kozott. Azt kivantuk eldonteni, hogy elsddlegesen két GAD fehérje 1étezik-e, vagy pedig a
két eltéré elektroforetikus mozgékonysagu GAD masodlagos modifikacié kovetkeztében
jon-e létre.

A c¢DNS Kklon segitségével a glutaminsav dekarboxilazt kddolé egér gén izolalasat és a
teljes szerkezetének meghatarozésat terveztiik. A gén szerkezetének ismeretében a
kovetkez6 kérdések tanulméanyozhatok: 1) Van-e Osszefliggés az exonszerkezet és az
enzim funkcionalis szerkezete kozott? 2) Léteznek-e szerkezetileg kissé eltér6 GAD
formak? 3) A poszttranszkripcios szabéalyozéasnak, vagyis az alternativ "splicing"-nak van-
e szerepe a gén szovet- és fejlodés-specifikus szabalyozasaban?

Az egér GAD gén kromoszomalis helyzetének meghatarozasat azért tartottuk fontosnak,
mert annak ismerete hasznos lehet a genetikai térképezésekhez altaldban, valamint a GAD
16kuszt esetlegesen érinté mutaciok azonositasaban is.

A GAD gén fejlddés-specifikus miikodésének tanulményozésa kapcsan a kovetkezo
kérdésekre kerestiik a valaszt: 1) A gén a differencial6dés sordn mikor valik aktivva?

2) Vannak-e az idegi fejlédés kiilonboz6 fazisaira specifikus transzkriptumok és GAD
formak, amelyeknek esetlegesen szerepiik lehet a trofikus hatdssal rendelkezé GABA-
készlet szintézisében?

A kovetkezokben a GAD67 gén transzkripcidjat kozvetleniil irdnyitd promotereket
kell meghatarozni. Ennek ismeretében azonosithatok a GAD67 transzriptumoknak
megfeleld RNS-szintézis kezdépontok €s a hozzajuk rendelheté promoterek. A szekvencia
analizisével pedig a promoterelemek, a gén szovet-specifikus atirdsat szabalyozo
transzkripcidos faktor kotShelyek és az idegrendszer-specifikus szabalyozoelemek

azonosithatok. Mindezen ismeretek kiindulopontul szogalhatnak a GAD67 gén GABAerg

s
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4. MODSZEREK

Az alkalmazott klonoz6 vektorok, baktériumtorzsek, emlds sejtvonalak, egértorzsek és
moédszerek részletes leirdsatdl eltekintek, mivel azokat a mellékelt sajat kozlemények
modszertani fejezetei tartalmazzak. Az értekezés terjedelménél fogva, az 4ltalanos
molekuléris biologiai mddszerek felsorolasara van csak méd. A legfontosabb metodikak
esetében is csak azok elvének leirasara szoritkozom.

4.1. Altaldnos in vitro DNS "manipuldcios” technikdk

Plazmid izolalals analitikai és preparativ méretekben, restrikcds enzimhasitas, ligalas,
E.coli transzformalas, DNS fragmentizolalés és jel6lés, agar6z gélelektroforézis, Southern
hibridizacio, DNS szekvenalas.

A fenti rutinszeriien alkalmazott altalanos technikaknal az irodalomban leirtakat, illetve az
enzimek, kitek és filterek gyartoi altal megadott utasitasokat kovettiik (74).

DNS fragmentumok szubkloénozaséhoz 4ltaldban a Bluescript (Stratagene) nagy
kopiaszamu altalanos plazmid vektort hasznéltuk. A dideoxi lancterminéaciéon alapuld
szekvenalasi mddszerhez az egyesszalu templatot M13 fag-ban allitottuk elé (M13mp17
¢s M13mp18-Boechringer).

Plazmid klonozasokhoz a DHS5a, az M13 fagba torténd klonozasokhoz pedig az F-faktort
is tartalmaz6 DHSa' E. coli baktérumtorzset hasznaltuk (GIBCO-BRL).

4.2. ¢cDNS és genomialis DNS klonok izolaldsa génkonyvtarakbol

Az egér GAD cDNS klénokat felndtt egér agy poli(A)™ RNS-bdl készitett Agtl0 cDNS
génkonyvtarbol (Dr. W.E. Hanh ajandéka a “Colorado™i Orvosegyetemrol) standard
moddszerekkel izolaltuk a macska cDNS proba felhasznalasaval (49). A tovabbi analizis
céljara a GAD67 cDNS fragmentumokat Bluescript plazmidba klonoztuk.

A genomidlis klonokat egy Balb/c egértorzsbdl szarmazé CharondA A-fag
génkonyvtarbol (ajandék Dr. S. Tilghmantol, Princetoni Egyetem Molekularis Bioldgiai
Intézet) és egy B6/CBA torzsbol eldallitott A-FIX II (Stratagene) génkonyvtarbol
izolaltuk. Probaként a leghosszabb egér cDNS klont hasznaltuk fel.

A teljes GAD gént az un genomialis séta modszerével izolaltuk. Ennek az a 1ényege, hogy
a mar meglévd klonjaink végfragmentjeit probaként felhasznalva tovabbi atfed6 kldonokat
izolaltunk a génkonyvtarak ismételt atvizsgalasaval. A pozitiv fagok egér DNS-eredett
szubklonjait szintén Bluesript vektorba klénoztuk (1,3,4: médszertani fejezet ).

4.3. Genetikai térképezés

Az egér GADG67 gén és pszeudogén kromoszomalis térképhelyzetét Dr. Brilliant-tal
(Jackson Laboratérium, Bar Harbor, USA), Dr. Kozak-kal (NIH, Bethesda, USA) és Dr.
Houseman-nal (MIT, Massachusetts, USA) egylittmiikdésben végeztiik.

Kiilonb6z6 egér kromoszoémat tartalmazéd egér-kinai horcsog sejthibridekben azonositottuk
azokat a kromoszomaékat, amelyek az egér GADG67 probaval homoldg régidkat
tartalmaznak.

" A szbvegben vastag arab szamokkal hivatkozom a mellékletben talalhaté sajat kozleményekre.
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A kromoszéman beliili pontosabb térképezést interspecifikus "backcross" analizissel és
rekombinans "inbred" torzsek felhasznalasaval végeztiik. A keresztezések soran ismert
genetikai markerek és a GAD67 lokuszok ko6zotti rekombinacié gyakorisaga alapjan
hataroztuk meg a GADG67 gén és pszeudogén hozzavetdleges genetikai térképhelyzetét (2:
modszertani fejezet).

4.4. RNS izoldlds és Northern hibridizdcio

Teljes RNS-t feln6tt egér agybol és kiilonbozé kort embrid fejbdl/agybol savas guanidin
izotiocianat modszerrel tisztitottunk. Poli(A)" RNS-t oligo(dT)-celluléz kromatografiaval
allitottunk el6 (74,75).

Northern hibridizdciohoz az RNS mintdkat formaldehid-agar6z gélelektorforézissel MOPS
pufferben valasztottuk el, majd kapillaris technikéval nitrocelluloz filterre blottoltuk. A
hibridizalast P*-jelolt kettésszala DNS probaval, vagy 5'-végjelolt oligonukleotoiddal
formaldehidet nem tartalmazd pufferben a DNS proba esetében 65 °C-on,
oligonukleotidok esetében pedig a hosszuk altal meghatarozott hémérsékleten végeztiik
(74; 1,3,4: modszertani fejezet ).

4.5. Specifikus mRNS régiok amplifikalasa és cDNS klonozds RNS templaton késziilt
egyesszalu cDNS-en végzett polimerdz lancreakcioval (RT-PCR)

RT-PCR technikaval a GAD67 mRNS kiilonb6z6 régioit amplifikaltuk és az embrionalis
Els6 1épésként a megfelel teljes RNS-bdl reverz transzkriptdz segitségével (Superscript-
GIBCO/BRL) egyesszali cDNS-t szintetizaltunk. Ezt templatként felhasznalva polimeraz
lancreakcidval amplifikdltuk a GAD mRNS-ek kivalasztott régidit. (A reakcid
specificitasat az amplifikdciohoz hasznalt primerek hatarozzak meg.) Az amplifikalt
reakcioterméket agardz gélelektroforézissel mutattuk ki.

Az embrionalis cDNS-ek RNS-bdl valo direkt klonozasdhoz az mRNS-ek kodolo régiojat
két atfedé darabban RT-PCR-al ugy amplifikaltuk, hogy mind az 5', mind pedig a 3'
termék tartalmazza az embriondlis inszertet. Az amplifikdlt DNS fragmentumokat
tisztitottuk, végeiket pedig polinukleotid kinazzal foszforilaltuk és Klenow polimerazzal
feltoltottiik, majd pedig Blueskript klonozo vektor Sma I helyére klonoztuk. A kddold
régi6 két darabjat az atfedé szakaszban taldlhato kozos restrikcidos hasitohely
felhasznalasaval egyesitettiik (3: modszertani fejezet).

4.6. A GADG67 mRNS ismeretlen 3' végének  azonositisa "cDNS végek gyors
amplifikacioja" modszerével (3'-RACE) (76)

Azért volt sziikség ezen modszer alkalmazaséara, mert az altalunk izolalt cDNS-ek egyike
sem tartalmazta az mRNS 3' végét. Az 3'-RACE technika is RT-PCR reakcion alapszik.
Azonban az amplifik4ci6 sordan a génspecifikus "felsé primer" mellett egy nem specifikus
minden mRNS 3' végén taldlhat6 poli(A) farokkal komplementer oligT-t hasznalunk un.
"als6 primernek". Ezen "primer" 3' végén az amplifikédcié és a klonozas megkonnyitése
céljabol egy restrikcios helyeket tartalmazo toldalék is talalhat6. Az amplifikacds terméket
plazmid vektorba klénozva egy un. mini-génkonyvtarat hoztunk létre, amelybél GAD67
specifikus prébaval izolaltuk a GAD67 mRNS 3' végét tartalmazo klonokat, majd
meghataroztuk a nukleotidsorrendjét.
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4.7. ¢DNS dltal kédolt fehérjék termelése bakteridls expresszids rendszerekben

A kiilonbdz6 hosszisagi GAD67 cDNS-ek és a bifunkcionalis GAD embrionalis mRNS-
ek altal kodolt fehérjék szintézisére kétféle bakterialis expresszids-rendszert hasznaltunk.
A pTRB vektorcsalad esetében a kiilonb6zé hossziisagh GAD cDNS-eket megfeleld
leolvasasi keretben a plazmidban taldlhat6 P-galaktoziddz gén kodolo régidjanak a végére
klonoztuk (77). Errdl a vektorrdl IPTG indukci6 hatasara egy f—galaktoziddz-GAD fuzios
fehérje képzodik. Gazdasejtként az XL.-Blue-1 (Stratagene) E.coli térzset hasznaltuk.

A pARO039 bakterialis expresszds plazmid megfeleld leolvasasi keretben 1évo véltozatat a
teljes hossziasagu GADG67 és a roviditett embriondlis GAD fehérjék szintézisére hasznaltuk
(78). Ezen vektorcsalad a T7 fag RNS polimerdz promoterét és a 10-es gén elsé 11
amindsavat kodold szegmentjét tartalmazza. Ebben a rendszerben az "idegen fehérje"
expresszidja a T7 fag abszolut specifikus transzkripcios €s transzlacids kontrollja alatt all.
Indukcié hatasara a baktérium gazda szintetizdlja a T7 RNS polimerazt a vektorba
klénozott cDNS atirasdhoz. Az igy képzddott mRNS-r6l nagy mennyiségli fehérje
szintetizalodik, ami elérheti a bakteridlis 6sszfehérje 50%-at is. Ezt a vektort alkalmaztuk a
rekombinans GADG67 preparativ méretekban valo eléallitaséra ellenanyag termelés céljabol
is. Gazdasejtként a Lac kontroll alatt all6 T7 RNS polimerazt tartalmazé DE3 E.coli
torzset hasznaltuk (Promega).

Mindkét rendszer esetében az indukcid hatdsara képz6dott GAD fehérjéket a bakteridlis
extraktumok SDS-poliakrilamid gélelektroforézisével mutattuk ki (1,3: modszertani
fejezet).

4.8. Poliklondlis ellenanyagok elédllitasa

A rekombinans egér 67 KDa glutaminsav dekarboxildzzal szemben nyulban termeltiink
poliklonalis ellenanyagot. A baktérium sejtekben zarvanytest formajaban felhalmoz6do
GADG67 fehérjét preparativ SDS-PAGE-vel tisztitottuk, majd az eludlés utan részlegesen
renaturdltuk. Az immunizalashoz nyulanként 6sszesen kb 500 pg rekombinans GAD67
fehérjét hasznaltunk. Az elsé alkalommal az antigént komplett Freund's adjuvans
jelenlétében intravénasan és intradermalisan juttattuk a nyulakba. Ezt kovette kétszer 2
hetenként intradermalis emlékeztetd inkomplett Freund's adjuvansban, majd két hét mulva
egy Ujabb intravénas emlékeztetd. Az immunizalas alatt az immunszérum specificitasat és
titerét immunoblott technikéval folyamatosan ellendriztiik (1: médszertani fejezet).

Az embriondlis GAD-specifikus poliklondlis ellenanyagokat a 25 kDa "leader" és a 44
KDa GAD embriondlis exon kddolta C-termindlis illetve N-terminalis peptidjeikkel
szemben allitotuk el6 (MPSDMRESWLLA-25 KDa specifikus; MGLRAEPKESDLQRC-
44 KDa specifikus). A peptideket a nyulak immunizéldsahoz hemocianinhoz kotottiik (3:
modszertani fejezet).

4.9. In vitro transzldcio

Az 5' "cap"-el ellatott feln6tt €s embrionalis GAD67 mRNS-eket in vitro RNS szintézissel
allitottuk eld linearizalt plazmid templatokon a megfelelé virdlis RNS polimeraz
felhasznalasaval (T7, T3, Sp6). Az RNS mintékrol a fehérje szintézisét nyul retikulocita
lizatumban és biiza csira extraktumban S>> metionin jelenlétében végeztiik.

A szintetizalt fehérjéket kozvetlentil, vagy pedig immuonoprecipitacié utan SDS-PAGE-
vel valasztottuk el €s fluorografiaval detektaltuk. (3: modszertani fejezet).
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4.10. Fehérjék expresszioja szovettenyészetekben

A felnétt és az embrionalis GAD67 mRNS-ek altal kédolt fehérjéket a megfeleldé GAD
cDNS-t tartalmazo6 eukaridta expresszios vektorokkal transzformalt szovettenyészetekben
azonositottuk. A COS majom vese szdvettenyészet tranziens transzfekcidja soran a pSVL
(Pharmacia) illetve pBC12B (79) alapu vektorokat DEAE dextrdn moddszerrel juttattuk a
sejtekbe. Az Epstein-Bar virussal transzformalt C17 human embrionélis vese
szovettenyészetbol a GAD67 fehérjét alacsony szinten, de stabilan expresszalé sejtvonalat
hoztunk létre. Vektorként az EBNA-1 fehérjét is expresszalo6 EBO-pLPP plazmidot
hasznaltuk (80). A transzfekciot kalcium-foszfat precipitaciés maddszerrel végeztik és a
stabil transzforménsokat pedig Hygromicin B szelekcidval allitottuk elé. Az expresszalt
fehérjék kimutatdsahoz a szovettenyészeteket S** metioninnal jeldltik. Az SDS-PAGE
elektroforézist megel6zéen a kiilonb6z6 GAD formakat specifikus ellenanyagokkal
kicsaptuk (3: médszertani fejezet).

4.11. Western immunoblott technika

A kiilonbzé6 GAD formaékat expresszald bakteridlis extraktumokat, valamint felnétt és
embrionalis egér agy/fej homogenatumokat SDS-PAGE-el vélasztottuk el, majd
nitrocelluloz filterre elektroblottoltuk. A Western blottokat kiilonb6zé GAD-specifikus
ellenanyagokkal, majd a megfeleld6 masodlagos ellenanyaggal inkubaltuk ¢s NBT-CIP
alkalikus foszfat szusztrattal elohivtuk (1,3: modszertani fejezet).

4.12. DNS szekvencia analizis

A rutin szekvenciaanlizishez az IntelliGenetics Pcgene nukleinsav és fehérje szekvencia
analizalo szoftverjét és a UNIX operacids rendszeben futd6 GCG Wisconsin Szekvencia
Analizalé Csomagjat hasznaltuk.

A transzkripcids faktor kotéhelyeket pedig az Eukariota Transcripcids Faktor Adatbazis
(TFD 7.3) felhasznélaséaval azonositottuk.
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5. KUTATASI EREDMENYEK ES ERTEKELESUK
5.1. Az egér glutaminsav dekarboxilaz 67 KDa izoformaja

5.1.1. A ¢cDNS klonozasa és a nukleotidsorrendjének meghatdrozdsa valamint az dltala

kodolt fehérje jellemzése

A klonozasi munkénak kozvetleniil azutan alltunk neki, amikor az elsé kozlemény
megjelent a macska glutaminsav dekarboxilazt kodolé cDNS klénozésarol (49).
A macska GAD cDNS-t heteroldg probaként felhasznalva (49) sikeriilt felndtt egér agy
c¢DNS koényvtarbol (A gtll) a glutaminsav dekarboxilazt kodolo, atfedd ¢cDNS klénokat
izoldlnunk (1: 1. abra’). A leghosszabb klonnak (2783 bp) meghataroztuk a
nukleotidsorrendjét (1: 2. abra). Mind a macska, mind pedig az altalunk izolalt egér cDNS
6 leolvasasi kerete is teljesen nyitott volt az 5' iranyban. Ezért fontos volt annak eldontése,
hogy a ¢cDNS elsé metioninja valoban a fehérje kezdépontja-e. Ezt a megfeleld genomiélis
klonok szekvencigjanak vizsgalataval sikeriilt bizonyitanunk, mivel a metionin el6tt
ugyanabban a leolvaséasi keretben egy stop kodont taldltunk (1: 3. abra). Az els6
metioninnal kezdédé 1779 bp hosszisagu nyitott leolvasasi keret egy 593 amindsavbol
allo fehérjét kodol, amelynek a molekulatomege 66.5 KDa-nak felel meg. Az altalunk
izolalt leghosszabb ¢cDNS klon sem bizonyult teljes hosszusagunak. Egyik ¢cDNS sem
ugyanannal az EcoR I helynél kezdédott (1: 1. abra). Ennek az a magyarazata, hogy a
cDNS konyvtar készitésénél a belsé EcoR I helyet valdsziniileg nem sikeriilt metilacioval
védeni, ezért a cDNS-ek egy részénél a klonozd vektorba valo épitésiik nem az EcoR 1
linkeren, hanem a bels6 EcoR I helyen keresztiil tortént. A cDNS hidnyzd 3'-végét
kozvetlentil RNS-bél kiindulva a polimeraz lancreakcion (PCR) alapuld "cDNS végek
gyors amplifikdcioja"- modszerével (3'-RACE) izolaltuk ¢és meghataroztuk a

nukleotidsorrend;ét.

" A mellékletben talalhato sajat kozlemények abréira a kozlemény sorszamaval és a cikkbeli abraszam
feltiintetésével hivatkozom.
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Ezzel egyiitt, poli(A) farok nélkiil a cDNS teljes hosszisagu 3' nem-transzlalodo régioja
1212 bp. A GAD cDNS hianyzé 5' végi régidjat az mRNS 5’ végek meghatarozasakor, a
gén megfeleld régidjanak ismeretében azonositottuk (4). A f6 promoterrél képz6dé mRNS
5' nem-transzlal6do régidjanak mérete 233 bp.

Egy atlagos poli(A) farok hosszat 200 bp-nak véve a teljes hossziisagh mRNS és a neki
megfelel6 cDNS 3424 bp hosszisagunak adodott. Ez jol egyezik a felndtt egér agy RNS-
b6l Northern hibridizacioval azonositott 3.5 kb GAD mRNS méretével (3: 3. abra) (1.

abra ).

= MGADG67/ 1A1 cDNS
P1 promoter

EcoRI

EcIoRI 317bp
I |

MGAD67 3' RT-PCR

282bp

1. dbra: A fteljes hosszusdigu egér GADG67 cDNS szerkezete. A 2783 bp
MGADG67/1A1 cDNS-t a 3° iranyba 3’-RACE technikéaval egészitettiik ki. A hianyzé 5’

srer

régiojat pedig primer extenziéval hatdroztuk meg. Igy a 3244 bp hosszisagi cDNS kodolé
régidja 1779 bp, az 5’ nem-transzlalodo régidja 233bp, a 3’ nem-transzlalodo régidja pedig
1212bp.

5.1.2. Az egér GAD cDNS az enzim 67KDa formdjat kédolja

Ebben az idében még az volt az altaldnos vélemény, hogy egyetlen egy GAD fehérje
létezik génszinten, valamint a kiilonb6z6 méreti €s funkcionalis tulajdonsagi formak
feltehetéen a fehérje masodlagos modifikacidjanak és/vagy hasitdsanak kovetkeztében
keletkeznek. Ez utébbit latszott alatdmasztani az a tény is, hogy az els6é klonozasi
probalkozéasok kiilonb6zé fajokbol is csak egyféle cDNS-t eredményeztek. Ugyanakkor az
sem volt kizérhatd, hogy a két nagyon hasonlé GAD ugyan egy gén terméke, és eltérd
exonhasznalat jatszhat szerepet a két nagyon hasonlé forma létrehozasédban. Végiil pedig
az is elképzelhetd volt, hogy a két forma ténylegesen két gén terméke. Ezért ugy gondoltuk

fontos lehet annak kideritése, hogy a mi laboratériumunknak egérbdl és masoknak pedig
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egyéb fajokbdl ténylegesen melyik forméanak megfelel6 cDNS-t sikertilt klénozni. Ezért E.
coli-ban ¢és kiilonbozd emlés szovettenyészetekben az egér GAD c¢DNS-r6l fehérjét
szintetizaltunk. A baktériumban ¢és eukariota szovettenyésztben képzodott egér
glutaminsav dekarboxildzt immunoblott technikaval jellemeztik. Ehhez haromféle
ellenanyagot hasznaltunk fel: 1) az éaltalunk, baktériumban termelt egér GAD-dal szemben
nyulban eléallitott poliklondlis ellenanyagot, amely féleg a nagyobb molekulatomegi
GAD-ot ismeri fel (#6799;-1); 2) a patkany szinaptoszémalis GAD-dal szemben birkaban
eléallitott poliklonélis ellenanyagot, amely mindkét GAD-ot felismeri (#1440;-81); 3) a
kisebb molekulatomegli GAD-ot specifikusan felismeré GAD6 monoklondlis ellenanyagot
(82) (1: 5. és 6. abra).

Ezen immunoblott kisérletekkel megéllapitottuk, hogy az egér GAD cDNS-rél emlos
sejtekben szintetizalt fehérje mérete pontosan megegyezik az agyban talalhat6 nagyobb
molekulatomegii GAD-dal. A mesterségesen szintetizalt egér glutaminsav dekarboxilazt
felismerte mindkét, a nagyobb forméval is reagalo ellenanyag. A kisebb GAD formara
specifikus monoklonalis ellenanyag viszont nem mutatta ki a kiilonb6z6 rendszerekben
expresszalt egér GAD-ot (1: 5. és 6. abra). Mindez azt bizonyitotta, hogy az altalunk
egérbdl és a masok altal egyéb fajokbol izolalt GAD cDNS-ek a nagyobb molekulatomegi
GAD-ot kédoljak. Ez egyben annak a lehetdségét is felveti, hogy a két GAD bar nagyon
hasonld, de mégis egymastdl fiiggetlen fehérje. Az elébbi feltevés megerdsitést nyert
azaltal, hogy A. Tobin laboratériumaban izolaltdk a kisebb molekulatomeglii GAD-ot
kodold cDNS-t is (57). Igy kozvetleniil sikeriilt igazolni, hogy a kisebb és a nagyobb
molekulatomegli GAD-ot két fiiggetlen mRNS koddolja, amely két gén terméke. Azdta az
elektroforetikus mobilitasuk alapjan elkiilonitett 62 és 59 KDa GAD-ot egyezményesen a
cDNS-eik altal kodolt fehérjék szamitott molekulatomge alapjan 65 KDa és 67 KDa GAD

forméknak nevezziik.

5.1.3. Az egér 65 kDa és 67 kDa GAD, valamint a Drosophila melanogasterbdl izoldlt
GAD fehérje amindsavsorrendjének osszehasonlitdisa: a glutaminsav dekarboxildz

funkciondlis szerkezete

A szamos emlds fajbol azonositott két, €s a Drosophila melanogaster-bol kldénozott egy
GAD amindsavsorrendjét Osszehasonlitva a kovetkezd megallapitasokat tehetjiik

(56,57,83,84): A kiilonb6z6 emlos fajokbdl szarmazd azonos GAD forméak mind fehérje,
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mind pedig RNS szinten szokatlanul konzervativak. A fehérjék azonossaga eléri a
95-98%-o0t, ami nagyobb mértékli mint a legtobb enzim esetében. Ezzel szemben az egy
fajbol szarmazé két fiiggetlen gén altal kodolt GAD forma kozott is jelentds mértékl az
azonossag. A homoldgia a teljes fehérjére vonatkoztatva t6bb mint 60%, de ez nem
egyenletesen oszlik meg a molekula mentén. Az elsé 100 amindsavat kodolo régid szinte
teljesen kiilonbozik, a maradék kézel 500 amindsavnyi szakaszban pedig az azonossag
meghaladja a 70%-ot. Az egér GAD6S5S és GADG67 esetében a kodold régioikra
vonatkoztatott azonossdg RNS szinten 66% ¢és a leghosszabb folyamatos egyezés 17
nukleotid. Az elsé szaz aminosavat kodoldé mRNS régiok esetében a homoldgia 52.8%,
mig a maradék 493 AA-t kddoldéra vonatkoztatva pedig 68%. Fehérjeszinten az azonossag
a két egér GAD forma ko6zott 63.4%. Az elsé 100 amindsavnyi szegment esetében ez csak
22%, de a maradék 493 AA-nyi régioban az azonossag 72.2% (2.abra).

A glutaminsav dekarboxilaz elsédleges szerkezete nagy mértékben konzervalodott a
torzsfejlodés soran. Ezt bizonyitja az a kisérletes adat, hogy a kiilonb6z6 gerinces
fajokban: békaban, halban, madarban ¢€s a legkiilonfélébb emlésben talalhaté glutaminsav
dekarboxildzt a patkany és egér GAD-al szemben termelt ellenanyagok felismerik (45,
sajat nem kozolt adat). S6t egy rovarbdl, a Drosophila melanogaster-b6l szarmazé GAD
még 54% azonossagot mutat az egér GADG65-el és 56%-ot a GAD67-el. A Drosophila
GAD kozel 90 aminosavval rovidebb mint az emlés GAD-ok (84). Pontosan ez az a régio,
amelyik teljesen kiilonbozik a két emlés GAD formaban. Ezért feltételezhetd, hogy a
glutaminsav dekarboxilaz elsé 100 amindsava az enzim regulacids régidja. Sajat kisérleti
adataink szerint az els6 100 AA nem sziikséges az enzim aktivitdsdhoz, mivel a
mesterségesen roviditett fehérjék a teljes hosszuszagit GAD-dal Osszevethetd
enzimaktivitdssal rendelkeznek (nem kozolt kisérleti adat) és az altalunk azonositott
roviditett 44 KDa embriondlis GAD is képes GABA-t szintetizalni (4; erre még
visszatériink). Az irodalombdl szarmazé kisérletes adatok szerint ez a feltételezett
regulacios régid lenne felelds a két forma eltérd sejtenbeliili lokalizacidjaért. Nevezetesen
a GAD67 forma N-termindlisit felcserélve a GAD65 megfeleld régidjaval,
szovettenyészetekben a GAD67 a GAD65 forméhoz hasonldéan a diffuz sejtenbeliili
megoszlasa helyett inkdbb a Golgi komplex membranjaihoz kapcsolddik (62). A GADG65
N-terminalis régidja képes a [P-galaktoziddz markerfehérjét is a sejtenbeliili
membranokhoz iranyitani (85). Tehat a két forma eltéré N-terminélisa felel6s azért, hogy a

GADG65 az idegsejtekben inkdbb a szinaptikus végzddésekben, feltehetéen a szinaptikus
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membranokhoz kotédve talalhatd. A GAD67 nagyobb mennyisében a sejttestekben €s a
dendritekben helyezkedik el.

Kisérletes adatok azt is bizonyitjak, hogy a GAD67 végzddésekben talalhatd frakcidja a
GADG65 N-terminalisdhoz kotédik (86). A két forma eltérd sejtenbeliili megoszlasa egy
fontos tényezd lehet abban, hogy a két forma a sejttestben és a végzédésekben talalhato
funkcionalisan eltérd GABA frakci6 szintéziséért felelos.
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2. dbra: A két egér GAD forma (67 KDa és 65 KDa) és a Drosophila glutaminsav
dekarboxilaz szerkezetének osszehasonlitisa. A) Az egér GAD67 és GADG6S, valamint a
Drosophila GAD amindsavsorrendjének sszehasonlitasa. Sziirke keretbe foglaltuk azokat
az amindsavakat, amelyek mindharom GAD-ban azonosak. Csillaggal jeloltiik a két egér
GAD forméban kozos amindsavakat, a hasonlo régiojukat pedig a szekvencia feletti
vonallal jeloltiik. Az amindsav szekvencia dsszehasonlitasat NSA Version 2.1 “Multiple
Sequence Alignment” programmal végeztiik (IBC-Washington University, Saint Louis,
USA-interneten keresztiil). B) Az egér GAD67 és GAD6S5 valamint a Drosophila GAD
szerkezetének Osszehasonlitdsa. Az egér GAD67 és GAD65 N-terminalis 100 illetve 95
amindsava, valamint a maradék C-terminalis régiok kozotti azonossagot %-ban tiintettiik
fel. A Drosohpila GAD fehérjét az egér GAD formékkal valé kiilonb6zé mértéki
azonossag alapjan szubrégiokra osztottuk. PY- piridoxalfoszfat kdtdhely.
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Az emlés GAD-ok és a Drosophila GAD elsédleges szerkezetének Osszehasonlitasabol
vonatkozdan is. A molekuldn beliil két olyan 100 illetve 140 AA hosszusagu régiod
talalhatdo ahol az azonossag legalabb 70% (84; 3. 4bra). Az enzim C-termindliséhoz
kozelebbi nagyon konzervativ régioban talalhatdé a piridoxal foszfat kofaktor kotéhely.
Ezért feltételezhetd, hogy az enzim ezen szakasza felelés az dekarboxilaz aktivitasért. Az
N-terminalis véghez kozelebbi konzervativ régid pedig a hidroxilaz aktivitdssal rendelkez6
enzimekkel vald analogia alapjan feltehetéen a szubsztratspecificitasért lenne felelés (84).
A két GAD forma eltéré funkciondlis sajatossdgainak strukturalis alapjai még maig is
teljesen ismeretlenek. A két izoforma eltér6 kofaktor kotésének és kinetikai
sajatossagainak célzott in vitro mutagenezisen alapuld kisérletes vizsgélatdhoz a fenti

szerkezeti informacidk hasznos kiindulépontul szolgéalhatnak.



A

29

97 LFAQDLLPAK-NGEEQTAQFLLEVVDILLNYVRKTFDHSTKVLDFHHPHQLLEGMEGENL
17 LTAYDLMPTTVTAGPETREFLLKVIDVLLDFVKATNDRNEKVLDFHHPEDMKRLLD-~--L

* ok Kk Kk * *kx Kk Kk kK * *  x * ok ok ok ok ok ok ok *

szubsztratspecificitis domén
156 ELSDHPESLEQILVDCRDTLKYGVRTGHPRFFNQLSTGLDIIGLAGEWLTSTANTNMETY
74 DVPDRALPLQOLIEDCATTLKYQVKTGHPHFFNOLSNGLDLISMAGEWLTATANTNMETY

* % * % e de o ek kR ek dhkdkhkhkx dhkhkhkxkkx kK

216 EIAPVFVLMEQITLKKMREIVGWSNKDGDGIFSPGGAISNMYSIMAARYKYFPEVKTKGM
134 EIAPVFILMENVVLTKMREIIGWSG--GDSILAPGGSISNLYAFLAARHKMFPNYKEHGS

*hkkkkk Kkk Lot e e e S kxk kK k * *kxkk Kk K%k * *

276 AAVP-KLVLFTSEHSHYSIKKAGAALGFGTDNVILIKCNERGKIIPADLEAKILDAKQKG
192 VGLPGTLVMLTSDQCHYSIKSCAAVCGLGTDHCIVVPSDEHGKMITSELERLILERKAKG

* * % * * * ok k Kk * * ok ok ok * * kK * x * * * kK

dekarboxiliz domén
335 YVPLYVNATAGTTVYGAFDPIQEIADICEKYNLWLHVDAAWGGGLLMSRKHRH-KLSGIE
252 DIPFFVNATAGTTVLGAFDDINTIADICQKYNCWMHIDAAWGGGLLMSRTHRHPRFTGVE

* dedidek ok dekdek  dedekik ok dkkhkhk hhkk ok ok kkdkhkkhkkhkhkrhkk hokok Wk

394 RANSVTWNPHKMMGVLLQOCSAILVKEKGILQGCNOMCAGYLFQPDKQYDVSYDTGDKAIQ
312 RADSVTWNPHKLMGALLQCSTIHFKEDGLLISCNQMSAEYLFMTDKQYDISYDTGDKVIQ
hk kkkkkkkhk khk Kkkkk & kk ok k. kkkk ok kkk kkkkk AkkkEah kk

Pl
454 CGRHVDINKFWLMWKAKGTVGFENQINKCLELADYLYAKIKNREE-FEMVFDGEPEHTNV
372 CGRHNDIFKLWLQWRAKGTEGFEQQQDRLMELVQYQLKRIREQSDRFHLIL——EPECVNV

kEkEkhk k* k kx k kAkkF* KAk Kk * * * * * ok ok KK

513 CFWYIPQSLRGVPDSPERREKLHRVAPKIKALMMESGTTMVAYQPQGDKANFFRMVISNP
430 SFWYVPKRLRGVPHDAKKEVELGKICPIIKGRMMQKGTLMVGYQPDDRRPNFFRSIISSA

* ok ok K * ok K kK * * kK * % * ok ko ok ok ok * ok ok ok * *

573 AASQSDIDFLTEEIERLGQDL MGAD67
490 AVNEADVDFMLDEIHRLGDDL Drosophila GAD

* * Kk *khk chkkk hk

Egér GAD67

'100 AA '
L

70%  74% homolégia
Drosophila GAD ' .

szabalyozé régié

katalitikus régié

szubsztrat specificitas dekarboxilaz

3. 4bra. Az egér GAD67 és a Drosophila GAD amindsavsorrendjének
osszehasonlitdasa: a glutaminsav dekarboxilaz katalitikus doménjének szerkezete. A)
A két GAD-ban az azonos amindsavakat csillagokkal jeloltik. A 70% és 74%
azonossagot mutato, feltehetden az enzim szubsztratspecificitasaért és a dekarboxilaz
aktivitasért felelds doménjeinek megfeleld régiokat sziirke keretbe foglaltuk. A PI
kotésért felelos NPHK peptidet alahtzassal jeloltik. B) Az egér GAD67 és a
Drosophila GAD szerkezeti hasonldsaganak sematikus abrazolasa.
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5.2. A GAD 67 kDa izoformajat kodolo gén jellemzése

5.2.1. A GADG67 cDNS-sel homolog szekvencidkat tartalmazo kromoszémalis régick

izolalasa

A c¢DNS klénunkat probaként felhasznalva Balb/c egér genomidlis A-fag génkonyvtarbol
két egymastol fuggetlen fagklon csoportot izolaltunk. Az egyik csoport tagjai egyetlenegy,
a probaval erésen hibridizalo 2.5 kb Hindlll fragment forméjaban tartalmaztak a GAD67
cDNS-el homolég DNS szakaszt. A masik csoport pedig egymastdl sokszor tavol
térképez6do, a proba, vagyis a GAD c¢DNS kiilonb6z6 szakaszaival hibridizald restrikcios
fragmenteket tartalmazott.

Ebben az idében a két eltéré6 molekulatomegii GAD egyméshoz val6 viszonya ismeretlen
volt. Tartotta még magéit az a nézet, hogy egy GAD gén létezik és a két forma
poszttranszlacios hasitds, vagy moddositds eredményeként jon létre. Ezért a kovetkezod
megfontoladsokat vettiik figyelembe a két fiiggetlen GAD kromoszomalis régio
analizisekor: 1) lehetséges, hogy a két fiiggetlen régio a két GAD format kodolja; 2)
esetlegesen az egyik régié egy a GAD-dal rokon gént tartalmaz; 3) az egyik fagcsoport egy
nem valédi Un. "pszeudogénnek” felel meg, mig a masik pedig a tobb exonbol allo
"valodi" GAD gént tartalmazza. Annak az esélye kicsi volt, hogy két nagyon kiilonbozo
szerkezetli fliggetlen GAD gén létezik. Ezért mi a 3. lehet6séget tekintettiik
munkahipotézisnek. El6szor az abba a csoportba tartoz6 MGADS fagnak hataroztuk meg a
részletes fizikai térképét, amelynek egyetlenegy fragmentje hibridizalt a teljes GAD
probaval. Megallapitottuk, hogy az a GAD-dal homoldg régidban teljesen megegyezik a
cDNS restrikcios térképével (2: 2. abra). Ez azt valdszintsitette, hogy az MGADS fag
altal reprezentalt kromoszémalis GAD régi6 nem tartalmaz intronokat. A GAD
szekvenciat tartalmazé régié nukleotidsorrendjének meghatarozasaval egyértelmiien
sikeriilt bizonyitanunk, hogy ez a GAD kromoszomalis ldkusz egy intronmentes
processzalt pszeudogénnek felel meg, vagyis a GAD mRNS majdnem teljes hosszisaga
DNS koépigjat tartalmazza. A pszeudogén régidban Osszesen 188 pontmutaciot
azonositottunk, amelyek egyenletesen oszlottak meg a kddold és nem-kddolo régio kozott.
Ezenkiviil 3 egybazisos és egy 12 bp hosszisagu deléciot, valamint 5 egybazisos és 5 tobb-
bazisos inszerciot (a leghosszabb 8 bp) is kimutattunk a szekvenciaban. A kodol6 régioban

talalhatd6 mutaciok 35 esetben okoztak amindsavcserét, egy esetben pedig a nukleotid
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csere egy transzlacidés stop szignalt eredményezett a f6 leolvasasi keret 145. AA
pedig a beépiilt mRNS masolat poli(A) farkdnak maradvanyat is megtalaltuk. Ezen
sajatossagok alapjan egy valddi pszeudogénnel allunk szemben. A pszeudogénekhez
hasonléan az egér GAD pszeudogén integracids helyének kozvetlen kézelében is, mindkét
oldalon egy-egy rovid direkt ismétlodést talaltunk. Ez feltehetéen a retrotranszpozicid
soran az mRNS-r6l reverz transzkripcioval keletkezett ¢cDNS kopia genomba vald
integracidjahoz sziikséges (87). Az inszercidés pont mindkét oldalan CT és AC gazdag
ismétlodo szekvencidkat talaltunk. Az 5' oldalon egy 46 bp-nyi AC gazdag és egy 23 bp-
nyi CT gazdag, a 3' oldalon pedig egy 48 bp hosszusagii CT gazdag szekvencia van. Az
ismétlédoé szekvencidk jelenléte az inszercids hely kornyezetében arra utal, hogy az egér
GAD pszeudogén is nagy valdszinliség szerint a genomban talalhaté masik transzpozonba,
vagy annak kozelébe épiilt be, mint sok mas pszeudogén (88). A processzalt pszeudogének
keletkezésének, vagyis egy mRNS cDNS kopidjanak a genomba vald visszaépiilésének
alapvet6 feltétele az, hogy az adott génrél az dsivarsejtek valamelyikében képz6djon RNS.
A GAD gén esetében ez a feltétel is teljesiil, mivel a GAD67 mRNS kiilonb6z6 formai a
herében talalhatd Osivarsejtekben is kimutathatok (89,90). Az egér GAD pszeudogén
talalhato az eredeti leolvasési keretben €s nincs benne egy olyan delécié vagy mutacid sem,
amely azt megvaltoztatna. Ezért az sem zarhaté ki, hogy ez a stop kodon nem mutaco
eredeménye, hanem eredetileg is megtalalhato egy olyan GAD mRNS varidnsban, amely a
herében képzddik és roviditett GAD fehérjeformakat kodolna mint az altalunk el8szor
azonositott embrionalis bifunkcionalis GAD mRNS-ek (3;- Erre még vissztériink).

A GAD pszeudogén az emlésok kozil is csak az egérben taldlhaté meg, még a
legktzelebbi rokondban a patkanyban sem. Ez arra utal, hogy keletkezése az evulucid
soran késoi esemény volt.

A kezdetben izolalt masik, valodi GAD67 gént reprezental6 fagesoport egyes fagjainak és
azok plazmid szubklonjainak kiilonb6z6 restrikcios enzim emésztésekkel meghataroztuk a
fizikai térképét. Ennek osszevetésével és a fagklonok végfragmentjeivel végzett Southern
hibridizacioval megéllapitottuk a fagok kozotti atfedéseket. A fagok altal lefedett
genomialis régié6 nem volt folyamatos, ezért a hianyz6 szakaszt un “kromoszomalis
sétaval” izolaltuk. Vagyis a hidnyzo régiot hatarold fagok végfragmentjeinek segitségével

tovabbi atfedd klonokat izolaltunk egy B6/CBA egér A-FixIl génkonyvtarbol. Azért kellett
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egy masik egértorzsbdl szarmazd génkonyvtarat hasznalni, mert az eredetibdl tobbszori
prébalkozassal sem sikertilt a hianyzé régiot reprezentald klonokat izolalnunk. A kldénozott
régiot hasonl6 technikdaval mindkét irdnyba kiterjesztettiik. Ily modon mintegy 70 kb-nyi
folyamatos kromoszomalis DNS régidt izolaltunk. Ezek utdn a ¢cDNS 5’ és 3’ nem-
transzlalodé régiojat és a kodold régid kiilonbozd darabjait tartalmazd fragmentek
felhasznalasaval a fagok szubklonjain megkozelitden lokalizaltuk a GAD67 gén kddold

régidit, vagyis az exonjait (4: 1. abra).

5.2.2. Az egér glutaminsav dekarboxildz 67 kDa izoformdjat kodolé valodi gén és

pszeudogén kromoszomadlis helyzetének meghatdrozdsa

A GABAerg rendszer- a GABA szintetizdld enzimek, a GABA receptorok és
transzporterek- érintettsége szdmos neurologiai betegség kialakulasaban szerepet jatszhat.
Ez kiilonosen igaz az epilepsziaval jaréo korképek esetében. Minden 6rokl6édé humén
betegség molekuldris alapjainak tisztazdsdhoz alapvetéen fontosak a kapcsoltsagi genetikai
vizsgalatok. Ennek segitségével kideritheté az, hogy egy adott betegség kialakuldsaért
felelés mutaciok milyen egyéb kromoszémalis markerekkel egyiitt 6roklédnek, vagyis
melyik kromoszémalis régioba térképezddnek és esetlegesen melyik ismert génnel
hozhatok kapcsolatba. Maésrészt egy betegséget okozd mutans gén a mutdcid ismert
térképhelyzete alapjan izoladlhat6d. Ezen vizsgalatok soran az egérbdl nyert adatok nagyon
hasznosnak bizonyulhatnak, mivel az egér és a human genom nagyon hasonlé. Szamos gén
ugyanolyan csoportokba rendezddik egérben mint huméanban. Ez lehet6vé teszi azt, hogy
sok esetben az egérben nyert genetikai térképezési ¢és kapcsoltsagi adatokat
felhasznalhassuk emberi gének hozzavetdleges genetikai helyének meghatarozasahoz.

A glutaminsav dekarboxildz ¢cDNS-el homoldég szekvencidk kromoszomalis helyének
meghatarozasat tobb kiilonboz6 egér kromoszomat tartalmazé egér-kinai horesog
szomatikus sejthibridek felhasznalasaval végeztiik. A sejthibridekbdl izolalt, Pst I és EcoR
V restrikcids enzimekkel emésztett DNS-ek Southern blottjait jelolt GAD c¢cDNS probaval
hibridizaltuk, mivel ekkor még nem éalltak rendelkezésiinkre a genomialis klonok. Egér
GADG67 specifikus hibridizaciét mutattak mindazon sejthibridek amelyek a 2. és a 10. vagy
csak a 2. egér kromoszomat tartalmazzak. A 4.0 kb Pst | fragment a 2. kromoszémaval, a
3.3 kb EcoR V fragment pedig a 10. kromoszomaval egyiitt szegregalt (2: 1. abra és 1.

tablazat). Ez azt jelenti, hogy az egér genomban két kiilonb6z6 kromoszéman talalhatok a
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GADG67 c¢cDNS-el homolég szekvencidk. Annak eldontésére, hogy ezek koziil melyik a
valédi és melyik a pszeudogén a fenti hibridizacids sorozatot olyan probakkal is
megismételtiik amelyek a valédi génre, vagy a pszeudogénre specifikusak, de nem
tartalmaznak GAD szekvenciat. Ezen probakkal egyértelmiien sikeriilt azt eldonteni, hogy
a valédi gén a 2., a pszeudogén pedig a 10. kromoszéman talélhato.

A GADG67 gén, vagyis a Gadl genetikai 16kusz pontosabb helyét a 2. kromoszéman két
tavoli egértorzs (Mus spretus €s Mus musculus) keresztezésével elballitott hibridek
("interspecific backcross") un restrikcidos fragment hossz polimorfizmus (RFLP-
"restriction fragment length polymorphism") vizsgélataval hataroztuk meg. A Hind III
RFLP a 2. kromoszéman talalt Gadl 16kusszal mutatott kapcsoltsagot. Ezért a Gadl
pontosabb helyének meghatarozasdhoz a Hindlll RFLP 6roklodését 6sszevetettiik harom,
korédbban a 2. kromoszéma proximalis végére térképezett marker: az 4bl (Abelsom egér
leukémia onkogén), a Geg (glukagon) és a B2m (b2-mikroglobin) RFLP 6roklédésével. A
fenti 3 marker és a Gadl kozotti rekombinacod gyakorisagabol a kovetkezd sorrendet
hatarozhatjuk meg: Abl-Geg-Gadl- B2m (2: 2. tablazat)(4. abra). Azt is megallapitottuk,
hogy az egér 2. kromoszoméajan taldlhaté Gadl 16kusz azon kapcsoltsagi csoportba
tartozik, amelyik megegyezik az emberi 2. kromoszéma hosszi karjan talalhatod
kapcsoltsagi csoporttal. Ebbe tartozik a Gcg, Gadl, Illa és az Il1b (interleukin-1la,
intraleukin-1b) valamint a Hox5.1. A mi, és késébbiekben a mésok térképezési adatai
alapjan (60) a Kromoszéma Bizottsdg az egér GAD67 gén, vagyis a Gadl 16kusz pontos
rogzitette (4. abra).

Az Sstl és az EcoRV restrikcios enzimekkel azonositott RFLP pedig a 10. kromoszéméan
talalhatd6 Gadl-ps 10kusszal mutatott kapcsoltsagot (2: 1.tablazat). De ezt
finomtérképezésre nem lehetett felhasznalni mivel a 10. kromoszoma genetikai lokuszait
még nem jellemezték “interspecific backcross”-ban. Ezért a Gadl-ps helyét a 10.
kromoszéman SsfI RFLP analizissel rekombindns beltenyésztett un. RI egértorzsekben
hatdroztuk meg. Az RI torzseket gy hoztuk létre, hogy két beltenyésztett torzset
kereszteztiink, majd utdédaikat legalabb 20 generacion keresztiil tovabb kereszteztiik
egymassal. A BXH RI torzset a CS7BL/6J és a C3H/Hel, az AKXL RI torzset a AKR/J és
a C57L/J, az AKXD RI torzset pedig a AKR/J és DBA/J2 keresztezésével allitottuk eld.
Ezen RI torzseket azért lehet genetikai térképezésre hasznélni, mert a beltenyésztés soran a

két sziiloi torzs genetikai alloménya teljesen Osszekeverddik, de a kapcsolt gének egytitt
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maradnak a keresztezések soran. Ennek a valdsziniisége annal nagyobb minél kozelebb
helyezkedik el két gén egymashoz. Ezért ha egy RI torzson beliil RFLP segitségével
Osszehasonlitjuk a torzs-specifikus megoszlasi mintazatat (SDP) egy ismeretlen
térképhelyzetti lokusz alléljainak egy mar ismerttel, akkor meghatarozhatjuk a
rekombinacié gyakorisdgat, vagyis a genetikai tdvolsagot a két lokusz kozott. A Gadl-ps
torzsspecifikus megoszlasi mintdzatat 6sszevetve egy ismert 10. kromoszoman talalhato
markerével a Hsd-vel (histidinase synthetic rate), a két 16kusz k6zott 10% rekombinécids
gyakorisagot talaltunk (2: 3. tablazat). Ezen vizsgalatok azt nem deritették ki, hogy a
Gadl-ps a Hsd melyik oldalan helyezkedik el. A késébbiekben a Kromoszéma Bizottsag
mas adatokra is tdmaszkodva a GAD67 pszudogén, vagyis a Gadl-ps helyét a 10.
Két tovabbi Gad lokusz kromoszomalis helyzete is ismert. A GAD65 génnek megfeleld
Gad?2 szintén a 2. kromoszéman az A-B citogenetikai régioban 9.0 cM-nél talalhat6 (60)
(4. dbra ). A Gad3 l6kusz a 15. kromoszoma E citogenetikai régidjaban egy a GAD65-hoz

hasonl6 de még ismeretlen gént tartalmaz (60) (4. abra ).
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4. abra: Az egér GAD gének kromoszomidilis lokalizdcioja. A sematikusan abrazolt 2., 10.
és 15. egér kromoszoémak mellett fekete korokkel jeloltik a GAD67, a GAD65, a GAD67-
pszeudo €s egy ismeretlen, a GAD65-el homolég génnek megfeleld Gadl, Gad2, Gadl-ps és
Gad3 genetikai lokuszok térképhelyzetét

Itt jegyezném meg, hogy a GAD67 gén egy olyan kromoszomalis régioban helyzkedik el,

ahol feltehetden az idegrendszer mikodésében fontos egyéb gének is talalhatok.
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Harom neurolégiai mutacid: az mdm (“myositis”-hez tarsulé “muscularis dystrophia; 91),
az anx (“anorexia”; -92) és az [h (“lethargic”; -93) genetikai térképhelyzete a hibahatarton
belil megegyezik a Gadl 16kusz kromoszomalis lokalizaciojaval. Tovabbi genetikai
vizsgélatok sziikségesek annak eldontésére, hogy a Gadl l6kusz érintett-e ezen mutaciok

barmelyikében is.

5.2.3. Az egér glutaminsav dekarboxildz 67 kDa izoformdjdt kédolo gén szerkezete

Klonozési adataink azt mutattdk, hogy az a kromoszomalis GAD régio, amelybdl

mintegy 70 kb-nyi szakaszt atfedd6 fagok formajaban izolaltunk, az intronokkal
megszakitott tobb exonbdl all6 un. “valodi” GAD67 gént tartalmazza. Az exonok szdmat
¢€s hozzavatdleges helyzetét ugy hataroztuk meg, hogy a fagklénok plazmid szubklénjain
azonositottuk azokat a DNS fragmenteket, amelyek a GAD67 c¢DNS meghatarozott
révidebb darabjaival hibridizdlnak. Ezeknek a fragmenteknek meghataroztuk a GAD
région beliili pontos helyét é€s a részletes fizikai térképét. Ezen lépéseket a felbontast
novelve tobbszor megismételtiik. A nagyjabol lokalizalt exonok pontos helyét és az exon-
intron hatdrokat célzott szekvenalassal hataroztuk meg.
Ezen adatokat 0sszevetve megéllapitottuk, hogy a GAD67 transzkripcios egység mintegy
42 kb hosszusagu. A kodold régidja 18 exonbol all és ebbol egy exonpar (7A és 7B) csak a
roviditett embrionalis GAD fehérjeformakat kddolé mRNS-ekben talalhatdo meg (Erre még
visszatériink) (4: 1. abra és 1. tablazat). Az els6 exon az mRNS 5’ nem-transzlal6do
régiojat kodolja. Ezen exon mérete attdl fiigg, hogy a transzkripcié melyik promoterrdl
indul (169 bp; 299 bp és 464 bp)(lasd késébb). A transzlacids start szignal, vagyis az
iniciacidés metionin kodon az mRNS 5° nem-transzlalodo régidjabdl 64 bp-nyit is kddolo 2.
exonban taldlhat6. A tobbi 16 tisztan fehérjét kodold exon mérete 55 bp és 234 bp kozott
van. Az utols6 1384 bp hosszisagu 18. exon a GAD67 utolsoé 57 amindsavat és az mRNS
addicids szignalt azonositottunk az utolsé exonban 1190 bp-nyira a TAA transzlacios stop
kodontél (AATAAAATAAA). Ettdl 19 bp tavolsagra talalhaté a poli(A) addicios hely,
amelyet 36 bp-nyira kovet a poli(A) addicié szabalyozasaban szerepet jatszo GTGTT
szignal (94) (4: 1. tablazat).
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Az exon-intron hatdrok minden esetben megegyeztek a konszenzus szekvenciaval és
tartjak a GT/AG szabalyt (95). Vagyis minden intron 5° végén GT, a 3’végén pedig AG
talalhato.

Az intronok méretét a megfeleld klonok restrikcios térképe alapjan hataroztuk meg, és
hosszuk 84 bp és 5.4 kb kozott valtozott (4: 1. tablazat).

Az amindsavszinten nagyfokt homoldgiat mutat6 egér és human GAD67-et kodold gének
szerkezete is nagyon hasonlé. Az exonok szama €s mérete is megtartott, s6t még az exon-
intron hatarok is nagy homolégiat mutatnak €s az intronok méretében is van hasonlésag
(96). Erdekes megjegyezni, hogy nemcsak a kiilsnboz6 fajokbol szarmazé GAD67 gének
szerkezete hasonld, hanem az egy faj két, 65% azonossagot mutaté GAD formajat kodolo
génjének (GADG6S és GADG67) szerkezete is nagyon hasonld. A két GAD tébb mint 70%
azonossagot mutatd majd 500 AA hosszisadgu karboxiterminalis szegmentjét kddold
génszakasz szerkezete teljesen megegyezik: az exonok mérete és az exon-intron hatarok
pozicidja is azonos (96). Annak ellenére, hogy a két GAD els6 100 amindsava majdnem
gyakorlatilag megegyeznek. A két GAD format kodold gén szerkezetének nagyfoku
hasonl6saga arra utal, hogy a két gén duplikéacidval keletkezett. Az 6si GAD gén vagy nem
tartalmazta az elé harom exont, vagy pedig a szétvalas utan ebben a régioban kisebb volt a
szelekcids nyomas. A két GAD nagyon hasonld szegmentje pontosan a 4. fehérjekddold
exonnal kezdddik. Tehat a fehérje funkcionalisan eltéré szegmentjeinek a hatarai kovetik
az exonhatdrokat. Az els6 3 exon az enzim feltételezett regulacids régiojat kddolja, a tobb
mint 70% azonossagot mutatd katalitikus régid pedig pontosan a 4. exontdl kezdddik. A
csak 22%-ban azonos és a GAD sejtenbeliili lokalizaciojaért felelés aminoterminalis
szegmentjét harom exon kddolja. Ezen beliil a GADG65 esetében az elsé exon altal kddolt
régiodra esik az Osszes ismert foszforilacios hely, a 3. exon altal kodolt szakaszra pedig a
két palmitoilaciés hely, amelyeknek feltehetben a membrankstddés erésségének
szabalyozéasaban lehet szerepe (97,98). Ez is azt a feltételezést erdsiti, hogy a glutaminsav
dekarboxildz enzim funkciondlis organizacidja és az exonszerkezet kozott szoros
Osszefliggés van.

A GAD gének kodold exonjai koziil 7 (3; 4; 5; 12; 15; 16 és 17) szimmetrikus, vagyis
ugyanolyan fazisosztalyba tartoz6 intronok hataroljak (99). A szimmetrikus exonok
alternativ hasznalata éltalanos mechanizmusa az egy génr6l szerkezetileg kissé eltérd

fehérjék képzodésének (100). Ha példaul a fenti exonok valamelyike nem épiil be a GAD
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mRNS-be, akkor a réluk képz6do fehérjékben is kisebb-nagyobb deléciok keletkezhetnek.
Az ilyen GAD fehérjevariansok esetlegesen megvaltozott tulajdonsagokkal
rendelkezhetnek. Mostandig egy ilyen GAD67 mRNS-t irtak le. Emberi inzulindmabol
szarmaz6 szovettenyészetben egy olyan transzkriptumot azonositottak, amelyikbdl
hianyzik egy 50 amindsavat kodold szakasz, de az é4ltala kodolt roviditett fehérjét még nem
sikeriilt azonositani (101). Ezen GAD67 mRNS-t Osszevetve a gén szerkezetével
megallapitottuk, hogy a 15. exon hidnyzik bel6le. Ezenkiviil egyéb periférias szovetekben
is, mint pl a herében és a petevezetékben az agyban taldlhato 3.5 kb GAD67 mRNS-nél
rovidebb transzkriptumok is kimutathatok (89,90). Ezek az mRNS-ek keletkezhetnek
alternativ exonhasznalattal és elméletileg kodolhatnak révidebb GAD fehérjéket. Ez a
feltevés akkor lesz bizonyithato, ha a fenti szovetekben azonositott rovidebb GAD mRNS-
ek pontos szerkezete ismertté valik.

A fenti példékkal az kivantuk demonstralni, hogy a GAD67 gén szerkezetének ismerete
milyen fontos lehet a feltételezhetden 1étezo kissé eltéro tulajdonsagu GAD fehérjeformak
azonositasaban ¢€s a GABA-szintetizal6 enzimek funkciondlisan kiilonb6z6é régidinak
megismerésében.

A kovetkezOkben egy szigoruan szabalyozott “alternativ splicing” kovetkeztében eltérd
exonszerkezetli GADG67 bicisztronos mRNS formékat jellemziink, amelyek az altalunk az

irodalomban el6szor leirt roviditett GAD fehérjeformakat kodoljak.

5.3. Alernativ exonhasznalat szerepe a GAD67 gén fejlodés-specifikus mikodésének

a szabalyozasaban: a roviditett embrionalis GAD fehérjeformak

5.3.1. A bicisztronos GAD67 mRNS-ek szerkezete

Molekularis fejlédéstani vizsgéalataink (Northern hibridizacié és RT-PCR a GAD67
transzkriptumok kimutatasara, valamint immunoblott technika az altaluk kédolt fehérjék
azonositasara) azt mutattak, hogy a GAD67 gén az egér embriondlis fejlédése soran mar
meglehetésen korén, az idegi differenciacié kezdeti szakaszaban bekapcsol. A Nothern
hibridizacional sokkal érzékenyebb RT-PCR technikéaval kimutattuk, hogy a GAD 67 kDa
form4jat k6dolo, a GAD67 génrdl atirodo 3.5 kb mRNS, ha igen kis mennyiségben is, de
mar egy 10.5 napos egér embrioban is kimutathatd. A transzkript mennyisége fokozatosan

novekszik és felndtt korra éri el a maximalis szintjét (3: 3. abra). RT-PCR sordan a GAD67
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mRNS kddold régidjanak az ATG-hez viszonyitott 428 és 665 pozicidja kozotti 261 bp
hosszi szakaszt amplifikéltuk. Kiilonb6z6 kori embrio fejbdl/agybdl izolalt RNS
templatrél készitett egyesszalli cDNS-en végzett polimeraz lancreakcioval (RT-PCR) a
Northern hibridizaciohoz hasonloan a 3.5 kb GAD67 transzkriptumnak megfelelé 261 bp
PCR termék mennyiségének fokozatos emelkedését tapasztaltuk. Ezzel parhuzamosan két
hosszabb, egy 341 bp és egy 347 bp PCR “band”-et is azonositottunk, amelyekbdl sokkal
tobb talalhaté az embrionalis korban. A fejlédés elérehaladtaval ezen embrio-specifikus
termék mennyisége fokozatosan csokkent €s felnéttben mar alig volt kimutathato (3: 1.
abra). Minden a kodold régiot amplifikalé tovabbi primer-parral csak a mar ismert
GAD67 mRNS-nek megfeleld méretti PCR terméket kaptuk. Ez azt jelenti, hogy csak két
olyan a GAD67 génrdl atir6dé transzkriptum létezik, amelyik egy inszerciét tartalmaz a
kodolo régiojaban. Ezen embrionalis GAD67 transzkriptumok azonositasa céljabol a 341
bp €s 347 bp hosszi PCR terméket plazmid vektorba kloénoztuk és meghataroztuk a
nukleotidsorrenjét. Megéllapitottuk, hogy mindkét “band” egy-egy 80 bp illetve 86 bp
kozott csak az a kiilonbség, hogy a 86 bp inszerci6 tovabbi 6 bp-t tartalmaz a 3° végén (3:
2. abra). Az I-80 és az I[-86 inszerciot kodoldé exonokat a GAD67 gén megfelel6
régidojaban azonositottuk. Ez az embrio-specifikus 7/A és 7/B exonpar atfed6 és csak
annyiban tér el egymastol, hogy a kozos “splice acceptor” mellett kiilonb6z6, egymasto 6
bp-nyira 1év6 “splice” donort hasznal (3: 2. abra). Ezen inszerciot tartalmazé embrionalis
GADG67 transzkriptumok teljes kddold régidjat RT-PCR technikaval kézvetleniil RNS-bol
klénoztuk, majd meghataroztuk mindkét cDNS teljes nukleotidsorrendjét. Megallapitottuk,
hogy a 80 bp illetve a 86 bp inszercion kiviil a szekvenciajuk teljesen megegyezik a feln6tt
GAD67 mRNS kodoloé régidjaval. Az inszercidk, vagyis az embrionalis exonok
szekvencigjat analizalva megallapitottuk, hogy azok az eredeti f6 leolvasasi keretben egy
TGA transzlacios stop szignalt és vele atfedd pozicioban egy ATG transzlacids
startkodont tartalmaznak (TGATG) (3: 2. abra). Ez utébbi ujra azonos leolvasasi
keretben van a fehérje tovabbi részével. Az atfedd transzlacios stop és start szignal
kovetkeztében a 7/A vagy 7/B embriondlis exont tartalmazé GAD67 mRNS-ek
szerkezetileg bicisztronosak, vagyis két tandem helyzetli nyitott leolvasasi keretet
tartalmaznak (ORF1 és ORF2). Az ilyen tipusu bifunkcionalis mRNS-ek két fehérjét
koédolnak. A fehérjeszinézis az elsé nyitott leolvasasi keret ATG kodonjanal elindul és az

ugyanebben a fazisban talalhat6 stop szignalnal ledll, majd a transzlacid reiniciacidjaval
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egy tovabbi fehérje képzoddik az atfed6 ATG-nél kezd6do 2. nyitott leolvasési keretrdl is.
Ez az 1-80, vagyis a 80 bp inszertet tartalmaz6 embriondlis GAD mRNS esetében azt
jelenti, hogy a 7/A exonban taldlhato atfedd transzlacidos stop és start szignal
kovetkeztében a GADG67 fehérjét két 6nallo darabban: egy 25 kDa "leader" és egy 44 kDa
roviditett GAD formdjaban kdédolja. Az elébbi az elsd rovidebb ORF terméke és
megegyezik a 67 kDa GAD aminoterminalis régiojaval €s tovabbi 11 az embrionélis exon
altal kodolt amindsavat tartalmaz a C-termindlisan. A 44 kDa GAD pedig az atfedo
transzlacios szignallal kezd6dé masodik ORF terméke. Ezen roviditett GAD elsé 15
aminosava szintén az embriondlis exon altal kodolt, és a fehérje tovéabbi része pedig
mRNS viszont csak a szerkezetét tekintve bicisztronos, mivel a 7/B exon 3' végén talalhatd
tovabbi stop kodon megakadalyozza azt, hogy ezen mRNS-rdl a 44 kDa roviditett GAD is
képzédjon. Ez az embriondlis GAD mRNS csak az elsé rovidebb leolvasasi keretnek
megfeleld 25 kDa "leadert" kodolja, tehat funkcionélis értelemben nem bifunkcionalis (3:
2. abra) (5. &bra).
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5. abra: Az egér GADG67 génrdl dtirodo embriondlis és felnott mRNS-ek és az dltaluk
kodolt fehérjék. 1) Az 1-86 embrionalis mRNS csak a 25 kDa GAD-ot kddolja, mivel a 7B
exonban két STOP kodon talalhato. 2) Az [-80 embrionalis mRNS 7A exonjaban talalhaté atfedo
transzlacios STOP és START szignal a kodold régiot két 6nalld nyitott leolvasasi keretre osztja.
Ezért ez a bifunkcionalis mRNS mind a 25 kDa, mind a 44 kDa GAD-ot kdédolja. Kiilon
feltiintettik a 25 kDa GAD C-terminalisanak és a 44 kDa GAD N-termindlisdnak az
aminosavsorrendjét. Mindkettdt az embrionélis exon kddolja. 3) A 3.5 kb feln6tt mRNS-bol
hianyzik a 7A/B exon és a 67 kDa GAD-ot kddolja. PI-piridoxalfoszfat kotohely.

5.3.2. A bicisztronos GAD mRNS-ek dltal kodolt roviditett embriondlis fehérjék

azonositasa

A roviditett GAD fehérjék képzodését sikeriilt kimutatnunk a mesterségesen szintetizalt
embrionalis mRNS-eket tartalmazo in vitro transzlacids rendszerekben, és az I-80 valamint
az 1-86 GAD expresszios vektorokkal transzformalt COS majom vese sejttenyészetekben

is (3; 4. abra). Ez azt bizonyitja, hogy a bifunkcionalis GAD mRNS-ek ténylegesen
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kédoljak a szerkezetiikbol kovetkezd roviditett GAD fehérjéket. A funkcionalis
értelemben is bicisztronos [-80 mRNS valdban képes mind a 25 kDa "leader"-t mind pedig
a 44 kDa GAD-ot is szintetizalni. Ezzel szemben az [-86 transzkriptum a roviditett GAD
fehérjék koziil csak a 25 kDa "leadert" kddolja (6.4bra). Itt jegyezném meg, hogy mind az
in vitro transzlaciés rendszerekben, mind pedig szovettenyészetekben is a GAD mRNS-
ekben talalhaté szinte valamennyi belsé metioninrdl is elindult a fehérjeszintézis (3: 4.
abra). Ennek valo6szinilileg az a magyarazata, hogy az éltalunk hasznalt mesterséges

mRNS-ek nem rendelkeztek a teljes hosszusagu 5' nem-transzlalodo régidval. Az viszont

s sy

o rep

altalunk hasznalt rendszerekbdl.

A bifunkcionalis GAD67 mRNS-ekrdl in vivo képzédd fehérjék kimutatdsa céljabol az
embrionalis egér agy fehérje extraktumokbol késziilt Western blottokat a teljes hosszusagu
GAD67 format felismerd poliklondlis ellenanyaggal festettiik (#6799 éltalunk eléallitott
poliklonalis nyul ellenanyag a baktériumban szintetizalt egér GAD67-el szemben. Ez az
ellenanyag felismeri mindkét GAD format de preferencialisan a 67 kDa GAD-ot). Az
immunoblottokon a feln6tt GAD-okon kiviil (GAD67 és GADG6S) egy 44 kDa és két
egymashoz kozeli 31-32 kDa fehérjét is azonositottunk (3: 7. abra).

Az éltalunk eldallitott embriondlis formaspecifikus ellenanyagokkal —sikeriilt
bizonyitanunk, hogy a 44 kDa fehérje ténylegesen megfelel az I-80 bicisztronos
embrionalis mRNS 7/A exonjaban talalhat6 ATG-nél kezd6dé maésodik nyitott leolvasési
keret altal kodolt roviditett 44 kDa GAD fehérjének. A 31-32 kDa fehérjék pedig valoban
azonosak a mindkét embrionalis mRNS elsé cisztronjarol képzéddé 25 kDa “leader"
fehérjével. A méretbeli eltérés oka elokisérleteink szerint az lehet, hogy ez a fehérje
szintézise utan modifikacion megy keresztiil. A 44 kDa fehérje azzal az ellenanyaggal
reagalt, amelyiket az embrionalis exon altal kédolt, a 44 kDa GAD aminoterminalisan
talalhaté 15 AA-bol allo peptid ellen termeltiik. A 31-32 kDa fehérjéket pedig az az
ellenanyag festi, amelyet a "leader" fehérje karboxitermindlisan talalhat6, az embrionalis

exon altal kédolt 11 tagu peptiddel szemben allitottunk eld (3: 9. abra).
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Az altalunk leirt és az elobbiekben részletesen jellemzett embriondlis GAD mRNS az
irodalomban az elsé valodi eukaridta bifunkciondlis mRNS, amelyik ugyanannak a
fehérjének két funkciondlisan jol elkiilonitheto darabjdt két ondllo fehérje formdjdban

kodolja.

5.3.3. A roviditett embriondlis GAD fehérjék keletkezési mechanizmusa. transzldcios

kapcsoltsag

Az 1-80 bifunkcionalis GAD mRNS két atfedo cisztronja kozott feltehetden transzlacios
kapcsoltsag van. Az elsé tag transzlacids stop szignaljaval atfed6 ATG-nél kezd6do
masodik nyitott leolvasési keretrél a fehérje reinicidcidval képzdédik. Az ilyen tipusu
transzlacios mechanizmus a bakterialis operonok policisztronos mRNS-eire jellemz6. Az
operonok egyes tagjai kozotti transzlacidés kapcsoltsag, amelynek az alapja a nagyon
kozeli, vagy atfedé start é€s stop szignal, biztositja az operonok altal kodolt és
funkionalisan Osszetartozo fehérjék kozos transzlacios szabéalyozasat (103,104,105). Ezzel
szemben az eukariota mRNS-ek dontd tobbsége monocisztronos, tehat egyetlenegy
fehérjét kodol és a fehérjeszintézis iniciacidjanak mechanizmusa is mas. A prokariota
mRNS-ek esetében az inicidacid soran a kis riboszomalis alegység kotodéséhez
elengedhetetlen az ATG kodont megelézd, a 16S riboszomalis RNS 3' végével
komplementer rovid szekvencia. (Shine-Dalgarno szekvencia). Ezzel szemben az
eukariota mRNS-ek esetében az inicacié az un. "scanning" mechanizmussal torténik.
Ennek az a lényege, hogy a kis riboszoémalis alegység az mRNS elejére kotodik és addig
mozog elére, amig egy olyan ATG-t nem talal, amelyiknek a kdrnyezete optimalis az
iniciacidhoz (in. Kozak konszenzus CCPuCCAUGG) (105,106,107,108,109,110). Az
eukariota és a viralis mRNS-ek kozott is talalhaté néhany bifunkcionalis mRNS (111,112).
Bar ezek masképpen miikodnek mint a prokariotak. Abban az esetben, ha az mRNS-en
talalhato els6 ATG szigndl "gyenge", vagyis a koriilotte 1évd szekvencia nem optimalis,
akkor a riboszomak egy része tavolabbi ATG-nél kezdi a fehérjeszintézist ("leaky
scanning"). Ennek az lesz az eredménye, hogy ugyanazon mRNS-r6l egy hosszabb és egy
rovidebb atfedd fehérje is keletkezik. De ha a masodik inicacios kodon egy mas nyitott
leolvasasi keretben van, akkor egy teljesen mas fehérje is szintetizalohat. Az is eléfordul,
hogy a f6 leolvasasi keretben a kezddé ATG-hez viszonylag kozel egy stop kodon talalhato.

Ebben az esetben a transzlacié ujra indulhat egy tavolabbi metionin kodonnal.
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Természetesen az Un. reiniciacié hatasfoka sokkal kisebb és ezért kevesebb képzddik a f6
funkcionalis fehérjébdl, mint azt megel6z6 rovidebb fehérjébdl. Ez utébbinak foleg az a
szerepe, hogy szigori mennyiségi kontroll alatt tartsa a "valodi fehérjét". Valddi
transzlaciés kapcsoltsag csak néhany eukaridta virus €s mesterséges operon esetében
létezik (113,114,115,116).

Kisérleti adataink szerint az I-80 bifunkcionalis mRINS- esetében a két atfedé ORF-rél a
25 kDa és a 44 kDa GAD inkédbb transzlacios kapcsoltsaggal, mint "leaky scanning"
mechanizmussal keletkezik (3: 4/A abra 5. oszlop esetében a 44 kDa GAD-nak megfeleld
b "band" intenzivebb mint a; ezzel szemben 3: 4/B. abra esetében pedig ahol
bizonyitottan "leaky scanning"-r6l van sz6 az a "band" intenzivebb mint b). A transzlacios
kapcsoltsagot a 7/A exonban talalhaté atfedd stop €s start szignalnal az is eldsegiti, hogy
67 kDa GAD ¢és a 25 kDa "leader" fehérje altal is hasznalt elsé ATG-hez tartozo
konszenzus nem idedlis, ellenben a két cisztron hataran a stop kodonnal atfedé un.
reiniciaciés ATG kornyezete optimalis a riboszoma kotddéshez (6. abra). Annak ellenére,
hogy altalanos vélemény szerint az eukariota mRNS-ek esetében a fehérjeszintézis
iniciaciojahoz riboszéma kotéhely nem sziikséges, a GAD bifunkciondlis mRNS-ben
talalhato reiniciacios ATG el6tt egy a 18S riboszomaélis RNS  konzervativ 3' végi
régiojaval talaltunk részleges homoldgiat (6. abra). Feltételezhetd, hogy a reiniciacio soran
ez segithet a kis riboszomalis alegység helyben tartdsdban. Egy ilyen hasonl6 prokariota-
szerl cisz elemet azonositottak a picornavirusok esetében is, amelynek szerepe van a virus
mRNS-ek "cap"-strukturatdl fiiggetlen un. belsé-iniciacion alapuld transzlacidjaban (6.
abra) (117). Itt jegyezném meg, hogy ugyanezen régioban egy tokéletes bakterilis Shine
Dalgarno szekvenciat is azonositottunk. Ennek 1éte magyarazhatja azt, hogy a GAD 1-80
embrionalis mRNS a bakterialis rendszerekben is bicisztronosként miikodik, tehat rola
transzlacids kapcsoltsaggal mind a 25 kDa, mind pedig a 44 kDa GAD fehérje is képzoédik
(3: 5. abra).

Az 1-80 bifunkcionalis mRNS korrekt iniciacidjanak szabalyozasaban a 4E, 4A és 4F
altalanos transzlacids faktorok johetnek szoba, mivel az ismert, hogy ezen faktoroknak
szerepe van a bicisztronos mRNS-ek belsé metioninjarél térténd iniciacié szabalyozasaban
(118,119). Az is ismert, hogy éppen az eukariota iniciacios faktor 2 4E alegységének
aktivitisa a PCI12 sejtek in vitro differencialédasaval parhuzamosan valtozik. A 4A
alegység két molekuldris formdjanak aranya pedig kiilonbozd szovetekben eltérd

(120,121). gy elképzelhetd, hogy bizonyos mértékben a transzlacié szabalyozasaban
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szoveti €s fejlodésbeni kiilonbségek is vannak. Az sem zarhato ki, hogy a karfiol mozaik
virushoz hasonléan 1étezik egy a GAD bifunkcionalis mRNS-re specifikus transzlacids
faktor is. Ugyanis egy abszolut specifikus transzaktivator fehérje a VII. gén termékével
egylitt elengedhetelen a policisztronos virus mRNS tandem helyzeti ORF2

*rer

bifunkcionalis GAD mRNS-hez.

1 G
- GCCACCAUGGCT Kozak konszenzus
enge GA GCT G AUG g C A GAD67
erds ACGGTGAUG G C A GAD44
MET
2 ORF1 ORF2 —» 44 kDa GAD

Met Gly Leu Arg...
...ATG CCATCAG ACAT GAGGGAG GTTGGTTGCTACGGTGATG GGG CTC GGA...

- Stop
GGAAGGC GAGGGAG
3718s RNS bakterialis

Shine Dalgarno

6. abra: Az embriondlis bifunkciondlis GAD mRNS két dtfedd nyitott leolvasdsi keretének
transzldcios kapcsoltsagaban fontos cisz DNS reguldcios elemek. 1. A 67 kDa és a 44 kDa GAD
transzlacios START szignaljat magaba foglaldo régid Osszehasonlitasa. Legfeliill a Kozak
konszenzust tiintettiik fel. A konszenzussal megegyez6 nukleotidokat vastagon jeloltiikk. 2. A
masodik leolvasasi keret START szignaljatol 5° irdnyban a 18S riboszomalis RNS 3’ végével
komplementer régiot azonositottunk. Ezt a szakaszt vastagon kiemeltiikk és a komplementer
nukleotidokat kettésponttal kotottiik Ossze. A bakterialis Shine Dalgarno motivummal egyezd
szekvenciat alahtzassal és vastag betiivel jeloltiik.

5.3.4. A kiilonbozd embriondlis és felndtt GAD67 mRNS-eket eredményezd alternativ

splicing fejlédés-specifikus szabdlyozdsa

A feln6tt és az embrionalis GAD transzkriptumokat és az altaluk kodolt fehérjéket az
egér embrionalis és posztnatélis fejlodése soran nyomon kovetve megallapithajuk, hogy a
kiilonboz6 GAD mRNS-ek keletkezéséért felelos alternativ splicing mechanizmus igen
szigorGan szabalyozott. A fejlodés soran a GADG67 elsédleges transzkriptumrol
legkorabban a 7/B exont tartalmaz6 embrionalis mRNS képzdédik annak ellenére, hogy a
splicing 5' pozicidjaban a ritka TG/GT szekvencia taldlhato. Ezen splice hely

hasznalatdhoz feltehetéen pozitiv fehérjefaktorok aktiv kozremilkodése is sziikséges
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(124,125,126). Ez az 1-86 mRNS csak a 25 KDa "leader"-t kodolja. Az idében kovetkezd
splicing esemény soran a 7/A exon épiil be az -80 mRNS-be. Ezen valédi bifunkcionalis
transzkriptumrdl a 25 kDa "leader" mellett a 44 kDa roviditett GAD is képzddik. A két
esemény kozott csak annyi az eltérés, hogy a "splicing" reakcioban a kozds akceptor
mellett egy 6 bp-vel kozelebbi idedlis donor vesz részt. Idében ezt koveti a teljes 7/A-7/B
exon kivagodasa. Az un. “exon-skipping” (100) eredményeként jon létre a teljes

hossziasagia GAD67-et kodold 3.5 kb mRNS (7. abra).

Egér GADG7 gén

N

6
[

3 GAD67 mRNS
(3,5 kb)

7. abra: A szigoriian szabdlyzott “alrenative splicing” szerepe a kiilonbézo GAD
fehérjeformdk keletkezésében. A fejlodés soran legel6szor a 7B exont tartalmazo, és
csak a 25 kDa GAD-ot kodol6 I-86 mRNs képzddik. Ezt koveti egy 6 bp-vel tavolabbi
“splice donor” hasznalata. Ez az mRNS a 7B exont tartalmazza és mindkét roviditett
GAD fehérjét kddolja (GAD25 és GAD44). Majd “exon skipping” kovetkeztében a 7A/B
exon nem épiil be a transzkriptumba. Ez a 3.5kb felnétt mRNS a teljes hosszlisagl
abrazoltuk. A 7A és 7B embrionalis exon kozott csak az a kiilonbség, hogy a 7B exon 6
bp-al hosszabb. Alatta a fejlodésben egymast kovetd kiilonbozd splicing Iépések
talalhatok (1,2,3). A transzkriptumoknak megfelel6 fehérjéket is feltiintettiik.

Az embriondlis exonspecifikus probat hasznalva megallapitottuk, hogy az embrionalis
korban azonositott 2 kb koriili GAD transzkriptum felel meg a 7/A vagy 7/B exont
tartalmazd 1-80 és I-86 mRNS-eknek (3: 3. abra). A GAD mRNS-ek kodold régidja 1.8
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kb, ezért az embrionalis GAD transzkriptumok 3' nem-transzlalédé régidja sokkal
rovidebb mint a 3.5 kb feln6tt mRNS-é. A 3.5 kb GAD mRNS 3' nem-transzlalodo
régiojaban a transzlacios stop szignaltél mindossze 170 bp-nyira egy alternativ poli(A)
addiciés helyet azonositottunk. Ugy véljiik, hogy ezen poli(A) addiciés hely hasznalata
kovetkeztében rovidebb az embriondlis GAD mRNS 3' nem-transzlalédé régidja.
Megallapithatjuk, hogy a felnétt €s az embrionalis GAD67 mRNS-ek képzodését
szabalyozo alternativ splicing alternativ poli(A) addicios hely hasznalattal is jar, mint sok

hasonldan szabalyozodo gén esetében (100).

5.3.5. A roviditett embriondlis GAD fehérjeformadk feltételezett szerepe az idegrendszer

......

Mint ahogy mar emlitettik, a kiilonb6zé embrionalis- €s felndtt- GAD mRNS-ek
képzodésérét felelés alternativ splicing az embrionalis fejlédés soran szigortian
szabalyozott. A gén mar az idegi differencidlédas igen korai fazisban bekapcsol és
expresszidja jellegzetes valtozast mutat mind RNS, mind pedig fehérje szinten is (3:
1.,2.,7. abra). Legkordbban, mar feltehetéen az idegi differencidlodéas proliferativ
tazisdban, az enzimaktivitassal nem rendelkez6 25 kDa GAD-ot kodol6 I-86 transzkriptum
jelenik meg. Ezt koveti az aktiv neurogenezis (differenciacid, migracid, szinaptogenezis)
tazisdban az 1-80 embrionalis GAD mRNS és ennek megfeleléen a 25 kDa GAD mellett a
GABA-t szintetizalni képes 44 kDa GAD megjelenése is. Az idegi fejlédés és a GABAerg
szinapszisok képzddésének eldrehaladtaval a roviditett embrionalis GAD fehérjeformakat
fokozatosan felvaltja a teljes hosszisagi felnétt GAD67. A  funkcidképes,
elektrofizioldgiailag aktiv GABAerg neuronokban mar a GADG67 szintetizalja a
neurotranszmitter GABA-t. Az embriondlis €s a feln6tt GAD fehérjeformak valtasa tejles
mértékben koveti a szinaptogenezis elérehaladasat. Ez azt sugallja, hogy a roviditett GAD
formdknak ezen folyamat szabalyozdsaban lenne szerepe.

A roviditett GAD fehérjeformék koziil a 25 kDa “leader” a GAD reguléciés doménjének
felel meg és nem rendelkezik enzimaktivitassal mivel hianyzik beldle a kofaktor kotéhely.
Ezen forma pontos szerepe az idegi differenciacié szabalyozasban még teljesen ismeretlen.
Feltételezheto, hogy szignalmolekulaként is miikodhet a GABAerg rendszer fejlédésében
¢s szerepe lehet a 44 kDa GAD szintjének pontos szabédlyozasdban is. Ezzel szemben a

GADG67 aminoterminalisaval azonos, roviditett GAD44 tartalmazza az enzimaktivitashoz
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sziikséges PI kotohelyet és bizonyitottan képes GABA-t szintetizalni (be nem mutatott
adat). A 44 kDa roviditett GAD nem tartalmazza a fehérje feltételezett regulacids/
lokalizacios régidjat €s végeredményben az enzim katalitikus doménjének felel meg. Ezért
feltételezhetd, hogy ezen formanak a regulécioja teljesen eltér a neurotranszmitter GABA-t
szintetizalo teljes hosszusagu felndtt formakétol. Elézetes eredményeink szerint a felndtt
GADG67-161 eltéréen a GAD44 sejtmembranokhoz kotddik, feltehetéen az embrionalis
exon 4ltal kodolt N-terminalisa kovetkeztében (15 AA). Ugy véljiik, hogy ez a roviditett
GAD forma szintetizalné az idegi differencidlédas szabalyozasadban szerepet jatszo, sejten
beliili trofikus funkcioval rendelkez6 GABA készletet.

A fenti adatok figyelembevételével a kovetkezd hipotézist allithatjuk fel a kiilonb6zo
GADG67 formak szerepére az idegi differencidloddas €s miikodés szabéalyozasaban:

A fejlodés legkorabbi szakaszaban csak a 25 kDa GAD szintetizalddik, ami 6nmagéban is
szignalként szolgalhat tovabbi, az idegi differencidcidban fontos szerepet jatszo gének
aktivalodasahoz. Ezt a sejtpopuldciot nevezhetjikk tranziens GAD-pozitiv és GABA-
negativ prekurzoroknak. Egy résziikben a differncidlédéas olyan irdnyban halad tovabb,
hogy a GAD44 is megjelenik. Ez a sejtpopulacié mar tartalmaz GABA-t, ezért GAD- és
GABA-pozitiv neurondlis prekurzoroknak is nevezhetjiik Oket. Ezen differencial6do,
ideiglenesen GABA- és GAD-pozitiv neuronok létezésére vannak irodalmi adatok is
(16,17,127), bar benniik a GAD fehérjeformdk nem azonositottak. A fejlodés
elérehaladtaval ezen sejtek egy részébdl lesznek a gatld szinaptikus kapcsolatokat kialakito
"valodi" GABAerg neuronok. Ezekben az idegsejtekben a neurotranszmitter GABA
szintézisét a feln6tt GAD67 veszi at. A GABA funkcidvaltasaval- trofikus faktorbodl
neurotranszmitterré- teljesen parhuzamos az embrionalis GAD formék valtdsa a felndtt
GAD-ra. Ez azt sugallja, hogy feltehetéen a roviditett GAD-nak az idegi
differencidlédéasban a "nem-szinaptikus" GABA szintézisében lenne szerepe (8. bra).
Primér neuronalis sejtkultirak és olyan stabil neuroektodermalis sejtvonalak, amelyek
idegsejtekké képesek differencialédni a jovoben kivald objektumként szolgalhatnak ezen

hipotézis egyes lancszemeinek igazolasara.
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GADG67 gén
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migracio

GADG67 gén
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felnétt idegrendszer
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GABA +

8. abra: Modell: a kiilonbozo GAD fehérjeformdik szerepe az idegrendszer
fejlodésében. Az idegi differenciacié soran a GAD67 génrdl elszor csak a GABA-t nem
szintetizalo 25 kDa GAD-ot kddolé mRNS irédik at. Ezen sejtpopulacio egy részében a gén
kikapcsol (tranziens GAD pozitiv és GABA negativ sejtek). Méas résziikben pedig “alternativ
splicing”-gal képz6d6 ujabb mRNS (I-80) mar a GABA-t szintetizadld6 GAD44-et is kodolja. A
mar GABA pozitiv sejtek egy részében a GAD67 gén mikodése ezen a szinten marad, vagy
kikapcsol (tranziens GAD ¢és GABA pozitiv populacid), vagy pedig “exon skipping”
kovetkeztében a teljes hosszisagu 67 kDa GAD-ot fogjak szinetizalni. Ezek a valédi GABAerg
neuronok. A GAD fehérjeformak valtasa teljesen parhuzamos az idegi differencidcidval és a
szinaptogenezissel. Korokkel szimbolizaltuk a kiilonb6zd sejtpopulaciokat, a valédi GABAerg
neuronokat sziirke szinnel kitoltottiik. Feltiintettiik a benniik taldlhatd6 GAD mRNS- és fehérje-
formakat is.
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5.4. Az egér GADG67 gén transzKkripcidjat iranyité oOsszetett promoter-rendszer

azonositasa és jellemzése

A GABAerg neuronok GABA készletét alapvetdéen a szintézisik kulcsenzimének, a
glutaminsav  dekarboxildznak az aktivitdsa hatarozza meg. Az enzimaktivitas
szabalyozasaban, a kozvetlen kofaktor kdtésen kiviil, kiilondsen a 67 kDa forma esetében,
az enzim mennyiségének a transzkripci6é szintjén torténd regulacidja is fontos tényezo
(44). Ezen regulacios mechanizmus megértéséhez, valamint a GAD expresszid szovet- és
fejlodés-specifikus  szabalyozasanak tanulmanyozasdhoz elengedhetetleniil fontos a

GADG67 gén transzkripcidjat iranyitdé DNS szakaszok ismerete és jellemzése.

5.4.1. A felndtt agyban képzédé GADG67 mRNS-ek 5’-végeinek meghatdrozasa és a

transzkripcio kezdépontjainak megfeleld promoterek azonositdsa

Kiindulopontként meghataroztuk a GAD67 gén els6 nem-transzlalédd exonjanak 3'-
végétdl szamitott mintegy 1.5 kb hossziusagu DNS szakasz nukleotidsorrendjét (4: 3.
abra). A szekvencia ismeretében primerextenzios technika segitségével azonositottuk a
GADG67 génrdl felnétt agyban képz6dd transzkriptumok kezddpontjait. A 3.5 kb GAD67
felhasznaldsaval harom csoport extenzios termeéket kaptunk, amelyek végei a gén 5'
végének mintegy 300 bp-nyi szakaszan beliil térképezddtek (4: 2. abra). A legkdzelebbi f6
csoport 8 bp-on beliil tobbszords iniciacids pontot tartalmazott €s a legerésebb ATG-t6l
mért tavolsaga 233 bp-nak adddott. Az ATG-t6l 363+4 bp, valamint 528-4bp tavolsagra
két tovabbi ritkdbban hasznalt kettds transzkripcidés kezddpontot is talaltunk. A gén 5'-
végének szekvenciaanalizisével pedig az RNS szintézis kezdépontjainak megfelelé harom
promoter-régiot azonositottunk (4: 3. abra). A 6 t6bbszorés RNS szintézis kezdépontot
kozvetleniil megel6z6, a kovetkezd inicidcidos pontig tartdé mintegy 130 bp-nyi DNS
szakasz rendkiviil gazdag G és C nukleotidokban (77%). Ezen région belil egyik
klasszikus promoter alapelem (TATA és CAAT elem) sem taladlhato meg. Ezzel szemben
viszont az SPI altalanos transzkripcids faktor kotdhelynek megfeleloé CCCGCC
szekvencia motivumot 3 példanyban azonositottuk (128). Ezen sajatossagok alapjan
(tobbszoros RNS szintézis kezdépont, magas GC tartalon, TATA és CAAT hianya, SPI
jelenléte) a feln6tt agyban leggyakrabban hasznalt legkozelebbi P1 promoter leginkabb az
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altalanos sejtanyagcserében szerepet jatszd, szovetspecficitassal nem rendelkezd tn.
"housekeeping" gének promoterére hasonlit (129). Ezt erdsiti meg az a tény is, hogy a gén
5" végének a P1 promotert, az elsd két exont és az elsd intront tartalmazé 2 kb-nyi
szakasza egy CpG szigetet alkot (4: 5. abra) (9. 4bra).

A magasabbrendi eukariotak genomjara az jellemz6, hogy a CpG dinukleotidok, vagyis az
egymast kovetd C és G nukleotidok el6fordulasi ardnya kisebb (1/3), mint az az atlagos
bazisosszetételbdl kovetkezne. Ennek az a magyardzata, hogy eukariotdkban a CpG
dinukleotidokban talalhat6 citozin bazis egy része metildlva van €s ez a metilcitozin a
DNS "repair" soran dezaminalasi 1épéssel adenozinna alakul. Vannak azonban a genomban
olyan GC gazdag régidk is, ahol a CpG dinukleotidiok ardnya sokkal magasabb,
megkozeliti a vart aranyt. Ezek az Un. CpG szigetek minden "housekeeping" gén és a
szovetspecifikus gének felének az 5' végén talalhatok. A sziget CpG dinukleotidjainak
jelentés része demetilalt allapotban van, és az ennek kovetkeztében nyitott kromatin
struktura elengedhetetlen el6feltétele az adott gén aktivitasanak (130,131).

A GADG67 gén 5' végén elhelyezkedé CpG szigetben is sok GC "box" (8-CCCGCC)
talalhat6, mint a CpG szigetekben altaldban. Ebbdl harom egymashoz kozel a sziget 5'-
végén van a P1 régioban (4: 3. abra). Ez feltehetden szerepet jatszik abban, hogy az egész
sziget hipometilalt allapotban legyen, ami alapvetéen fontos a GAD67 gén aktivitasdhoz.
Ezenkivil a P1 promoter altal meghatarozott f6 RNS-szintézis kezddpont egy nagy
palindréma-szerti szerkezetben talalhatd. Ez szintén jellemz6 a GC gazdag "TATA-nélkiili
promoterekre ¢és ugy tlinik, hogy elengedhetetlen az ilyen tipusi promoterek
alapaktivitasahoz (132).

Az ilyen "housekeeping" promoterek szamos idegrendszer-specifikus génre jellemzoek
annak ellenére, hogy azok jorésze szovetspecifikus (133-144).

Ezzel szemben a CpG szigeten kiviil esd, a tovabbi két kettds transzkripcids kezdbépontot
tartalmazd régi6 nem GC gazdag. Mindkét transzkripcids starthelytél megfeleld
tavolsagban a szovetspecifikus promoterekre jellemzé TATA motivumot talaltunk (36 és
43 bp-nyira az RNS szintézis kezddpontjatdl)(4: 3. abra). Ett6l 5' iranyban mindkét
esetben a masik altalanos promoter elemet, a CAAT-szerli motivumot is azonositottuk
(ACACCC szekvencia 32 bp-nyira a TATA motivumtoél: ez a human MGMT promoter
CAAT "boxaval egyezik meg (145); CAAAT szekvencia 14 bp-nyira a tavolabbi TATA-
tol).
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A két tavolabbi RNS-szintézis kezddpontnak megfeleld, a felndtt agyban ritkdbban
hasznalt P2 és P3 promoter a fenti tulajdonsdgai alapjan a szovetspecifikus gének

promotereire hasonlit (146) (9. dbra).

Exon 1 Exon 2

P3 P2 P1
TATA
Ay U B
CAAT GC BOX
P2) P1]
CpG sziget

frer

abrazoltuk az 1. és a 2. exonnal. Eltérd sziirke arnyalattal jeloltiik a P1, P2 és P3 promoterhez
tartozd kiillonb6zd méretli elsd exonokat. NRE- a DBH gén 5’ végén azonositott negativ
regulaciés elemmel homolég DNS motivum. Alul talalhaté a promoter régd kinagyitott képe a
harom RNS-szintézis kezddponttal. A legkozelebbi és leggyakrabban hasznalt P1 promoter egy
an. “house keeping” promoter 3 SPI kotohellyel ( GC box). A két tavolabbi ritkdbban hasznalt P2
¢s P3 viszont a TATA és CAAT elemekkel szovetspecifikus promoterre emlékeztet. NRSE-
“neuron restrictive silencer” elem. A P1 promotert az 1. exont €s intront, valamint a 2. exon is
magaba foglalo CpG szigetet az abra aljan jeloltiik ki.

Megallapithatjuk, hogy az egér GAD67 gén feln6tt agyban val6 atirdsaban legalabb harom
egymashoz kozel elhelyezkedd funkcionalisan két eltéré osztalyba tartozd promoter vesz
részt (un. "housekeeping" €s szovetspecifikus). Tovabbi promoterek 1éte sem kizart, mivel
a GADG67 génrdl atirodo, a f6 3.5 kb felnétt GAD67 mRNS-t6l eltéré méretii
transzkriptumokat is azonositottunk (nem bemutatott adat).

Tobb promoterrel rendelkezé gének esetében azok eltéré iddbeni és térbeli hasznalata
hozzédjarulhat az adott gén miik6désének komplex szovet- €s fejlodés-specifikus
szabalyozasahoz. Tobb promoter szelektiv mikodése révén ugyanazon géntermék
kiilonbozé szovetekben és sejttipusokban, illetve fejlodési stddiumokban eltéré mddon
reguldlodhat. A tobbszorés promoter hasznalataval legtobbszor alternativ "splicing" is
egylitt jar. Ennek kovetkeztében a kiilonb6z6 promoterekrdl atirddé transzkriptumoknak
eltéré lesz az 5' exonja, vagyis az 5' nem-transzlalodo régidja. Ez befolyasolhatja a

stabilitasukat €s a transzlacio hatasfokat is. Abban az esetben, ha a transzlacios startszignal
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az eltéré 5' exonban talalhato, akkor a képz6dd fehérjék aminotermindlisa is kiilonbdzé
lesz. Tehat a t6bbszords promoterhasznalattal jar6 alternativ "splicing" kovetkeztében egy
génrdl funkcionalisan kisfokban eltéré fehérjék is képzddhetnek. Ezzel térben €s idében
megnodvekszik az adott gének kddoldkapacitasa (147,148).

Sok idegrendszer-specfikus gén tobbszords promoterrel rendelkezik: kiilondsen azok,
amelyek az agyon belil kiilonb6z6 régidkban ¢€s idegsejt-tipusokban, valamint az
idegrendszeren kiviil is kifejezédnek (pl. aromdas aminodsav dekarboxilaz[AAD]-149;
novekedési hormon felszabadité hormon [GHRH]-150; disztorfin -151; novekedéssel
asszocialt fehérje [B-50/GAP-43]-152; kolin acetiltranszferaz [ChAT]-153; és az agyi
neurotrofikus faktor [BDNF]-154 génje). Ugyanazon gén esetében az eltérd
promoterhasznalat kovetkeztében kiilonb6z6 regulaciés mechanizmusok érvényesiilhetnek
az idegrendszerben és egyéb szovetekben, valamint a kiilonb6zd agyteriileteken és a
fejlodés egyes stadiumaiban.

Az egyik legjobban jellemzett tobbszords promoter-rendszerrel rendelkezé idegrendszer
specifikus gén a BDNF. A négy promoterérdl kapcsolt alternativ "splicing"-gal €s poli(A)
addicids hely hasznalattal 6sszesen 8 kiillonbozé 5' nem-transzlalodo régioval rendelkezd
mRNS irodik 4at. Ezek a transzkriptumok nemcsak eltéré6 mddon expresszalddnak az
idegrendszerben és a periférids szovetekben (sziv és tiidd), hanem az agyon beliil is
kiilonb6z6 megoszlast mutatnak. Sét a promoterek eltéré modon aktivalédnak az idegi
impulzusok hataséra és a fejlédés kiilonbozo fazisaiban is (154,155,156).

A GABA-szintetizal6 enzimet, a glutaminsav dekarboxildz 67 kDa forméjat kédold gén az
idegrendszeren kiviil szamos periférias szovetben, tobbek kozott a hasnyalmirigyben, a
herében €s a petevezetdben is kifejezédik (54,90). Az agyon beliill szinte valamennyi
régidban megtalalhato, az idegsejtek mintegy 20-30%-4at kitevé GABAerg neuronokban
expresszalodik. A felnétt agyban a GAD67 gén transzkripcidja transz-szinaptikus kontroll
alatt is all, vagyis a szinapszisokon keresztiil kdzvetitett idegi impulzusok befolyasoljak a
génrol atirt mRNS és ezen keresztiil a réla képz6dd enzim mennyiségét is (67,68,69). Mint
ahogy az eldz6 fejezetben leirtuk: a fejlodés alatt pedig alternativ "splicing" segitségével a
GADG67 gén roviditett fehérjéket is kodol. A GAD67 gén ezen igen komplex szovet- és
rendszere feltehetden fontos szerepet jatszik.

Idaig harom egymashoz szokatlanul kozel elhelyezkedd €s eltérd gyakorisdggal hasznalt

promotert azonositottunk. De eltérd mérett €s kis gyakorisagi GAD67 transzkriptumok
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ismeretében még tovabbi promoterek léte is feltételezhetd. Az Gsszetett promoter-régidban
nem taldlhaték intronok. Ezért az egyes promoterek hasznalata nem jar egyiitt alternativ
"splicing"-gal, tehat a réluk atir6dé GAD67 mRNS-ek csak az 5' nem-transzlalodo régidik
hosszdban kiilonbéznek. Mar a P1 promoterrdl &atirodé mRNS 5' nem-transzlalodo
régidjanak is erdteljes masodlagos szerkezete van, ami még kifejezettebb a P2 és a P3

promoterekrél képz6dd hosszabb mRNS-ek esetében. Ez 6nmagaban is hatédssal lehet a

crer

£ I I 2. exon

t 14

P3 P2 (py)

~——  233bp -804

363 bp -122.9

GAD67 felndtt mRNS-ek
528 bp -154.4

szabadenergia

[5'-nemtranszlalédé régid |

10. dbra: A P1, P2 és P3 promoterrol dtirodo GADG67 transzkriptumok 5’ végi nem-
transzlalodo régidjanak szerkezete. A) Legfelil a GAD67 gén elsd és masodik exonjat
promoterekrdl induld transzkripcionak megfeleld kiilonbdz6 hosszusagu 1. exont. A 2. exonon
ATG-vel jeloltiik a transzlacidés kezddpontot. Alatta a harom promoterrél képz6é6dd mRNS-ek
eltérd hossziisagll 5’nem-transzlalodo régioit a hozzajuk tartozd szabadenergia értékekkel egyiitt
masodlagos szerkezete. A szerkezetmeghatdrozashoz a UNIX operéacios rendszerben futé GCG
Wisconsin Szekvencia Analizalé Csomagjanak FOLDRNA programjat hasznaltuk.
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A sokkal ritkdbb P2 és P3 specifikus transzkriptumokat valosziniileg a mennyiségi
korlatok é€s a kis méretbeli kiilonbség miatt (130 és 295 bp) nem sikeriilt elvalasztanunk a
P1 promoterrdl atir6do legnagyobb mennyiségii 3.5 kb GAD67 mRNS-t6l. De a tavolabbi
promoter(ek)rél a kevésbé gyakori hosszabb transzkriptumok létezést az is bizonyitja,
hogy macska latokéregbdl sikertilt a {6 GAD67 mRNS-en kiviil egy attél 200 bp-ral
hosszabb minor transzkriptumot is kimutatni (157).

A human GAD67 gén esetében ugy tlinik, hogy a P2 promoter az embrionalis korban aktiv
és nagy valdsziniiség szerint nem miikodik felnétt cerebellumban, a P3 promoter pedig
teljesen hidnyzik (158). Az egér esetében még nincsnek arra vonatkozo6 adataink, hogy a
tavolabbi két promoter valamelyike kitiintetetten aktiv lenne a fejlodé idegrendszerben.
Mindenesetre az feltételezhetd, hogy a két eltéré funkcionalis csoportba tartozé harom
GADG67 promoteren keresztiil kiilonb6z6é regulaciés mechanizmusok érvényesiilhetnek az
idegrendszerben és a periférids szovetekben, az agy kiilonboz6é tipusi GABAerg
neuronjaiban €s régidiban, valamint a fejlodés alatt és a neuronalis aktivitast kovetden. De

ennek bizonyitasa tovabbi kisérleteket igényel.

5.4.2. A GAD67 gén szabdlyozdsaban esetlegesen szerepet jdtszé potencidlis

transzkripcios faktor kotéhelyek azonositdasa

crer

szamos potencialis transzkripcios faktor kotdhelyét azonositottuk. Ezek koziil azokat
emeljiik ki, amelyeknek esetlegesen szerepe lehet a gén szovet- és fejlédés-specifikus,
valamint idegi aktivitasfiiggd szabalyozasaban. A teljes régioban talalt nyolc AP2 kot6hely
egyike-masika részt vehet a cAMP hatasanak kozvetitésében (159), mivel az ismert, hogy
szovettenyészetben a cAMP befolyasolja a GAD67 gén expresszidjat (160) (4: 3. abra). A
P1 promoter régioban a TGCCCCGC és a CGCCCCGC szekvencia egr/krox
transzkripcids faktor kotdhelyeknek felel meg. Az utdbbi két AP2- és egy SPI- kitohellyel
is atfed (4: 3. dbra). Az egr/krox transzkripcids faktorok a kozvetlen korai gének
csaladjaba tartoznak. Az idegrendszerben a csalad néhany tagja a szinaptikus aktivitas és a
génmiikodés szabalyozas kozotti lancszem szerepét tolti be, mig mas tagjai pedig a
neuronalis fejléddés iranyitasdban vesznek részt (161). Feltételezhetd, hogy a GAD67 gén
transz-szinaptikus regulacioja, amely az mRNS szint idegi impulzustol fiiggd valtozasaért

felelds, az egrl kothelyen keresztiil valosul meg. Ezt az teszi valosziniivé, hogy egyrészt
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a zif268/egrl transzkripcios faktor expresszidja idegi aktivitds fliggd, masrészt szamos
idegrendszer-specifikus gén promoterében a DNS kotdhelye megtaldlhat6. Ide tartoznak a
szinapszin I , szinapszin I, szinaptofizin és a szinaptobrevin szinaptikus fehérjéket kddolo
gének (162), valamint a BDNF, ChAT, AChE (acetilkolin észteraz) és a neurofilament gén
(163,164,165,166). A szinapszin I és AChE gének esetében bizonyitott, hogy aktivitasukat
részlegesen a zif268/egrl transzkripcios faktor szabalyozza (162,164).

Az Gsszetett promoter régiotol 5' irdnyban mintegy 500 bp-nyira egy az NF-kB elsodleges
transzkripcios ~ faktornak  megfeleldé  potencidlis  kotéhelyet — azonositottunk
(GGGACTTCAC-10/9 azonos) (4: 3. abra). Ezen faktor kiemelt szereppel bir a
citoplazma ¢és sejtmag kozotti jelatviteli folyamatok szabéalyozasaban. Az NF-xB
indukalhat6 formaja valtozatos sejtenkiviili szignalokat kot 6ssze a génaktivalassal (167).
Az NF-xB konstitutiv és indukalhato formaja is megtaldlhaté az idegsejtekben. So6t az
indukéalhat6 NF-xB az egyetlen transzkripcids faktor, amelyet sikeriilt a szinaptikus
végzddésekben is kimutatni. Ezért elméletileg ez a transzkripcids faktor képes lenne mind
preszinaptikus, mind pedig posztszinaptikus szigndlokat is a sejtmagba kozvetiteni
(168,169). Mostandig azonban csak néhany idegrendszer-specifikus gén promoter
egér GAD67 gén (170,171).

Az Osszetett promoter régidban két tovabbi esetlegesen funkciondlis jelentdséggel bird
DNS cisz regulécios elemet azonositottunk. Az egyik egy HLH (helix-loop-helix) domént
tartalmazo transzkripcios faktor kotéhely (E-box: ANNTG) (172) (4: 3. abra). Az HLH
transzkripcids faktor csalad szamos tagja mint példaul a HES-1,-2,-3-4,-5; MES-1,-2;
Nscl-1,-2 az embrionalis idegrendszerben kitlintetetten expresszalodik €s annak fejlédését
szabéalyozza még ismeretlen célgéneken keresztiil (173,174,175). A masik pedig két
ATTA motivumot tartalmazd potencialis Hox kotOhely (4: 3. dabra). A Hox a
homeoboxot tartalmazo transzkripcidés faktorok csalddjaba tartozik és kiemelt
jelentséggel bir az embriondlis fejlodésben a testtdjak és ezen beliil is a kozponti
idegrendszer kiilonb6z6 régidinak a kialakulasaban (176). A Hox gének koziil néhany a
felnott kozponti idegrendszerben is kifejezodik €s ott az idegrendszer mitkkodésében fontos
gének régiospecifikus miikodését szabalyozhatja. Példaul a Hox 1.3 a kisagy Purkinje
sejtjeiben, a “hippocampus” piramidalis- és szemcse- sejtjeiben valamint a gerincveld

motoneuronjaiban is kifejezddik (177). Célgénjei kozé tartozhatnak az idegsejt adhézios
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molekulakat (L1; és NCAM) valamint az amiloid prekurzor fehérjét kodolo gének
(178,179,180). Az utdbbi két transzkripcids faktor hozzdjarulhat mind a fejl6dd, mind

pedig a feln6tt idegrendszerben a GAD67 gén régidspecifikus szabalyozasahoz is.

5.4.3. Idegrendszer-specifikus cisz DNS elemek az egér GADG67 gén 5' régiojaban

A hallatlanul komplex és specializalt funkcidja miatt, mas szovetekkel dsszehasonlitva
az idegrendszerben talalhaté a legnagyobb szamu é€s a legtobb féle sejt. Az idegrendszer
ezen nagyfoku strukturdlis €s funkciondlis komplexitasanak fenntartdsahoz igen sok gén
szelektiv és Osszehangolt miikddése sziikséges. Ezt meglehetdsen Gsszetett génregulacids
mechanizmusok biztositjak.

Altalanossagban a szovetspecifikus génmiikodésre az jellemzd, hogy a specificitast féleg
az alap-promoterre haté pozitiv regulacids elemek biztositjak. A negativ elemek ha
szerepet jatszanak, akkor féként ezt finomitjak tovabb.

Ezzel szemben az idegrendszerben a szovetspecifikus promotereken és “enhancer’-eken
kiviil a negativ regulaciés mechanizmusok is kitiintetett jelentdséggel birnak az un.
altalanos "agyspecifikus" és azon beliil is a régié- illetve idegsejt-tipusspecifikus expesszio
szabalyozasaban. Az utdbbi idében azonositottak egy ilyen neurondlis negativ kulcs-

szabalyozd fehérjét az Gin. neuron-restriktiv ''silencer' faktort (VNRSF) (181), illetve az

ezzel analdg "silencer" fehérjét (REST) (182). Ez a fehérjefaktor gyakorlatilag valamennyi
nem-idegi eredetli szovetben megtalalhaté és a neki megfelelé cisz DNS elemekhez
kapcsolodva megakadalyozza azt, hogy az idegrendszer-specifikus gének az
idegrendszeren kiviil is kifejezédjenek. Ezt a negativ DNS reguléacios elemet ("silencert")
elészor a kettes tipusu Na' csatorna és az SCG10 (a fejlodd idegsejtek végzddéseiben
felhalmoz6édé membranhoz ko6tédé fehérje ) gének esetében irtak le (183,184). Majd
késobb ennek segitségével azonositottak a hozzajuk kapcsoldédo fehérjét. Az NRSF/REST
teljes mértékben biztositja a fenti két gén idegrendszer-specificitdsat. Azonban egyre
novekszik az olyan “pan-neuronalis” (minden idegsejtben kifejez6do) illetve idegsejttipus-
restriktiv "silencer" elem: NRSE. Ide tartozik tobbek k6zott a szinapszin I, a BDNF, DBH,
NMDA ¢és AMPA glutamét receptor, nikotinerg és muszkarinerg ACh receptor, glicin
receptor, proenkefalin, és a ChAT gén. (185). Ezek koziil szdmos esetben kimutattdk a

faktorkotést és a gatld hatast a génexpressziora. De jonéhany gén esetében kidertilt, hogy
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az NRSF onmagaban nem elégséges az idegrendszer-specificitas €s ezen beliil is a régio-
specificitas biztositdsdhoz. Bizonyitottan ebbe a csoportba tartozik a szinapszin I, a BDNF
¢s a DBH gén. Minden esetben a "kulcs" negativ regulatoron kiviil tovabbi pozitiv és
negativ regulacids elemek bonyolult egyiittmiikodése is sziikséges a teljes idegi
szovetspecificitas biztositasdhoz (162,154,186). Egyre tobb adat tamasztja ala azt, hogy az
idegrendszerben ez a legaltaldanosabb génreguldcids mechanizmus.

Az egér GAD67 gén promoter régidjaban is kimutattunk néhany, az idegrendszer-
specifikus génekre jellemzd kozos regulacios elemet. Ezek koziil a legfontosabb a P1
promoter kozelében azonositott potencidlis NRSE. A CAGGTCCGCGGACGAGCTGCC
szekvencia motivum 82% azonossagot mutat a konszenzussal. A szekvencia hasonl6sag

azonban nem csupan a neuron-restriktiv ''silencer' elemre korlatozodik, hanem az azt

koriilvevé mintegy 40 bp-nyi szekvencia is legaldbb 70% azonossagot mutat az SCG10 és
kotéhellyel is ugyanigy mint a szinapszin I gén esetében is. Ez arra utal, hogy a két
regulacids faktor kélcsonhatésba is 1éphet egymassal.

Ezenkiviil egy tovabbi "silencert", az NRE-t azonositottuk az Osszetett promotert6l 5'
iranyban (4: 4. abra). Ezt a szdmos mas “silencer”-rel homol6giat mutaté, €s bizonyitottan
negativ regulécios elemet a patkdny DBH gén esetében irtdk le. Az NRE a DBH gén
adrenerg- valamint noradrenerg- neuron specifikus mukodésében jatszik szerepet és
annyiban tér el az NRSE-t6l, hogy az idegi erdetli szovetekben is kotédik hozza fehérje
(186).

A két tovabbi elem (SNN és CCAGGAG), amit a GAD67 5' régiojaban azonositottunk,
ugyan jonéhany neuronalis génben el6fordul, de funkcionalis jelentdsége egyaltalan nem
ismert (141,135,187) (4: 4. abra).

Ugy véljiik, hogy az Oszetett promoter-régidban azonositott transzkripciés faktor
kotohelyek némelyikének és a negativ neurondlis regulacios elemeknek feltétleniil
szerepiik lehet a GAD67 gén szovet és fejlédés-specifikus szabalyozasdban. De meg
vagyunk arrél is gydézédve, hogy az agyi GABAerg-neuron-specifikus expressziohoz
tovabbi, a gén 5' végén tavolabb elhelyezkedd tobbszords pozitiv €s negativ regulacids
elemek is sziikségesek.

Erre utalnak azon transzgenikus egér kisérleteink is, amelyekben a GAD67 gén egyre

srer

expresszidjat az agyban nyomonkovetve megallapitottuk, hogy az Gsszetett promoter-régid



58

felelés a gén idegrendszer-specificitasaért és az itt talalhatd silencerek nagyon nagy
mértékben gétoljak a gén mikodését. De a konstrukciok hosszat névelve egyre tobb agyi
régidban talaltunk transzgén expressziot a GABAerg neuronokban. Ez azt bizonyitja, hogy
ténylegesen a gén 5' végén tavolabb elhelyezkedd tobbszords pozitiv és valdsziniileg
negativ elemek is sziikségesek az agyi régido- és GABAerg neuron- specifikus
expresszidért. Ezek az "enhancerek" feltehetden ugy miikodnek, hogy a neuron-specifikus
"silencer"-ek gatlo hatasat régidspecifikus mddon felfiiggesztik. (A transzgenikus egérben
végzett génregulacios vizsgalatainkat azért nem ismertettem részletesebben, mivel azok

nem képezik a értekezés targyat.)
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6. A FOBB UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

Ezen PhD disszertacié alapjat képezod kisérletes munka a Princetoni Egyetem Biologiai

Intézetében ¢és a Roche Molekularis Bioldgiai Intézetében Dr. Ralph Greenspan

laboratoriumaban megkezdett és az MTA SZBK Biokémiai Intézete Neurogentikai

Csoportjaban folytatott kutatasok részét képezi. A csoport az idegrendszer egy igen fontos

részének, GABAerg-rendszernek a fejlédését és mikodését meghatarozé komplex

molekularis mechanizmusokat tanulmanyozza. Ezen beliil is a GABA-szintetizalo
enzimrendszer ezen folyamatokban bet6ltott szerepét vizsgalja molekularis bioldgiai és
genetikai, valamint korszerli neurobiol6giai moédszerek 6tvozésével.

Az értekezés konkrétan az egér glutaminsav dekarboxilaz 67 KDa formajat kdédold gén

szovet- és fejlodés- specifikus mikodésének tanulmanyozas soran végzett molekuldris

bioldgiai vizsgélataink egy részét ismertette.

F6bb eredményeinket a kdvetkezdé pontokban foglalhatjuk Gssze:

o Kozvetleniil az els¢ gutaminsav dekarboxilazt kodoldé cDNS klénozasat kovetden
izolaltunk egy egér GAD cDNS-t és meghataroztuk a teljes nukleotidsorrendjét. E16szor
bizonyitottuk be, hogy a GAD cDNS-ek nyitott leolvasasi keretének az els6 ATG
kodonja ténylegesen megfelel a GAD fehérje kezdé metioninjanak. Az elsdk kozott
vetettilk fel azt, hogy a glutaminsav dekarboxilaznak két 6nalléo formaja létezik, az
addig feltételezett eggyel szemben. Tovabba azt is igazoltuk, hogy az altalunk egérbol
€s a mas laboratoriumokban egyéb fajokbol is klonozott GAD a glutaminsav
dekarboxildz nagyobb molekulatomegt 67 kDa formajanak felel meg.

o Elsoként allitottunk el6 ellenanyagot rekombinans GAD fehérjével szemben. Ezt a
nyulban termelt poliklonalis GAD ellenanyagot szamos laboratériumban hasznaltak a
GABAerg rendszer vizsgalatara.

e [zolaltuk a teljes egér GAD67 gént tartalmazd, mintegy 70 kb-nyi genomialis régiot €s
egy GADG67 pszeudogént is azonositottunk. Mindkettdnek meghataroztuk a
kromoszémalis helyzetét. A GAD 67 kDa izoform4jat kodold gén (Gad-I) a 2.
kromoszéman talalhat6 a humannal homolog régioban. A pszeudogén (Gad-2) pedig a
10. kromoszoman lokalizalodik. (Itt jegyezném meg hogy mi kozoltiik le els6ként egy
GAD gén kromoszdmalis térképhelyzetét.)

e Meghataroztuk az egér GAD67 gén teljes szerkezetét és az exon-intron hatarok pontos

szekvencigjat, valamint a pszeudogén teljes nukleotidsorrendjét is. Megallapitottuk,
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hogy az egér GADG67 szerkezete teljesen megegyezik a humannal, amelyik a masik
ismert GAD67 gén.

Dr. Gottlieb laboratériumaval parhuzamosan azonositottunk 2 olyan embrionalis
GADG67 transzkriptumot, amelyek egy inszerciot hordoznak a kdédold régidikban.
Megallapitottuk, hogy az inszercidknak megfeleld exonpar (exon 7A-80 bp és 7B-86
bp) kizéarélag az embrionais korban hasznalodik és hianyzik a 67 kDa GAD-ot kodold
mRNS-b6l. Dr. Gottlieb csak a GAD67 mRNS {6 leolvasasi keretében talalhato STOP
szignalt azonositotta az embriondlis exonokban. Ezért azt feltételezte, hogy ezen
inszercidkat tartalmazé mindkét mRNS a GAD aminotermindlisinak megfelel
roviditett fehérjét kodolnd. De ezen 25 kDa GAD 1étét nem bizonyitottdk és az
embrionédlis mRNS-ek teljes kdédold régidjat sem azonositottak. Ezzel szemben mi
meghataroztuk az embriondlis exonpart (7/A vagy 7/B) tartalmaz6 GAD
transzkriptumok teljes kodold régidjanak szekvencidjat, ami az inszerciot leszamitva
teljesen megegyezik a GAD67 mRNS nyitott leolvasasi keretével. Tovabba azt is
megallapitottuk, hogy ezen exonparban talalhato transzlacios STOP szignal atfed egy
START szignéllal. Ez utobbi a 80 bp inszercidt tartalmazo transzkriptum esetében
ugyanolyan leolvasasi keretbe keriil mint a fehérje tovabbi része. Ennek kovetkeztében
ez az embriondlis GAD mRNS bifunkcionalissa valik, vagyis két 6nallo, de atfedd
fehérjek6dold cisztront tartalmaz. Err6l a funkcionalisan is bicisztronos mRNS-rél a 67
kDa GAD két részletben, egy 25 kDa "leader" és egy 44 kDa GAD formajaban
szintetizalodik. Az el6bbi megfelel a 67 kDa GAD N-terminélis regulacios
doménjének, az utobbi pedig a roviditett, enzimaktivitassal is rendelkezé GAD-nak.

Ez az irodalomban leirt elsé valédi, emlés bifunkcionalis mRNS, amely egy
fehérjét két kiilonall6 darabban kodol.

A 7/B exont tartalmazé embrionalis GAD mRNS viszont csak szerkezetét tekintve
bicisztronos, mivel a 86 bp inszercié 3' végén egy tovabbi STOP kodon talalhat6, ami
megakadalyozza a 44 kDa GAD képzodését.

A 25 kDa GAD és a 44 kDa GAD embrionalis exon altal kodolt régidival szemben
specifikus poliklonalis antipeptid ellenanyagot allitottunk elé.

Bebizonyitottuk, hogy a bicisztronos embrionalis GAD mRNS-ek mind in vitro, mind
pedig in vivo is képesek a szerkezetiik altal meghatarozott fehérjéket szintetizalni. A
roviditett GAD fehérjék 1étezését sikeriilt egér embridban is kimutatnunk (25 kDa- az
embrioban 31-32 kDa, 44 kDa).
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e Vizsgalataink az mutattdk, a hogy kiilonb6z6 embriondlis é€s felnétt GAD formékat
kédold transzkriptumokat eredményezé alternativ "splicing" az embriondlis fejlédés
soran szigoruan szabalyozott. El6szor csak a 7/B exont tartalmazé mRNS és a neki
megfeld 25 kDa "leader jelenik meg. Ezt koveti a 7/A exont tartalmazé mRNS és az
altala kodolt 44 kDa GAD is. Az idegi differencidléddas €s a szinaptogenezis
elérehaladtaval az embriondlis formak szintézise fokozatosan csokken, a teljes
hossziisagh GAD67 mRNS ¢és fehérje mennyisége pedig nd. Ezen megfigyeléseink
alapjan azt a hipotézist allithatjuk fel, hogy a roviditett GAD67 forméknak szerepiik
lehet az idegi differenciaci6é szabalyozasdban. A roviditett 44 kDa GAD feltehetden
azon GABA-készletet szintetizélja, amely a neurondlis fejlodés alatt inkabb
morfogénként/neurotrofikus faktorként funkcional. A géatlé neurotranszmitter GABA-t
pedig a teljes hossszisagu forma szintetizalna.

e Meghataroztuk az egér GAD67 mRNS-ek szintézisének a kezddpontjait és elsOként
azonositottuk a hozzdjuk tartozé6 3 kozel elhelyezkedd promotert. Ezek koziil a
leggyakrabban hasznalt P1 egy "housekeeping" tipusi promoter, mivel réla a
transzkripcid tobb pontban kezdédik, az alap promoterelemek helyett SPI kétdhelyeket
tartalmaz és egy CpG szigetben helyezkedik el. Ezzel szemben a tdvolabb elhelyezkedd
kevésbé hasznalt P2 ¢s P3 promoter pedig szovetspecifikusnak tlinik, mert a
transzkripcids starthelytél megfelelé tavolsagban TATA és CAAT elemeket
azonositottunk. Megéllapitottuk, hogy a tobbszorés promoter hasznédlat nem jar egytitt
alternativ "splicing"-gal, ezért a harom promoterrdl atirodo6 mRNS-ek csak az 5' nem-
transz1al6do régidjuk hosszaban kiilonboznek egymastol. Ezen dsszetett promoter eltérd
haszndlata szerepet jatszhat a GAD67 gén komplex fejlédés- és szovet-specifikus,
valamint idegi impulzus-fiiggd szabalyozasaban is.

e A promoterelemeken kiviil az egér GAD67 5' végén az altalunk meghatérozott 1.3 kb-
nyi szekvencia ismeretében szamos transzkripcios faktor kotéhelyet (4P2, E-box, Hox,
egr és NF-kB) és az idegrendszer-specifikus génekben eléforduld kozos regulacios
elemet azonositottunk (NRSE, NRE, SNN, CCAGGAG elem). Ezek kozil az egr és
NF-kB faktoroknak feltehetéen a GAD67 gén neurondlis aktivitds fliggd

szabalyozasaban lehet szerepe. A neuron-restriktiv ''silencer" elem (NRSE), mint a

neuronalis gének f6 negativ regulatora, valamint az NRE "silencer" pedig a gén

idegrendszer-specifikus miikodésében jatszhat fontos szerpet.
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A PhD tézisben ismertetett kisérleti eredményeink hozzajarultak ahhoz, hogy jobban
megértsik a GABA-szintetizal6 enzimek kiilonb6zé formainak szerepét az idegi
folyamatok és differenciacié szabéalyozasdban. Az altalunk izolalt és jellemzett GAD67
gén és annak regulacios elemei pedig alkalmas eszkdznek bizonyulhatnak a GABAerg

rendszer célzott mdédositasara annak érdekében, hogy miikodését jobban megértsiik.
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7. ANGOL NYELVU OSSZEFOGLALO

GABA (y—aminobutitric acid) is the principal inhibitory neurotransmitter in the vertebrate
nervous system utilized by 20-30% of all central nervous system neurons found virtually in
all brain regions. In accordance with their functional diversity, GABAergic neurons form a
heterogeneous population in terms of morphology and synaptic connectivity, as well as
neurochemical and electrophysiological properties.

During the past few years, it has become clear that GABA also plays a role in the
regulation of neuronal development, and serves more diverse signaling functions in many
nonneuronal tissues.

The rate limiting step in GABA biosynthesis, the decarboxylation of L-glutamic acid, is
catalyzed by the enzyme glutamic acid decarboxylase (GAD). Hence GAD plays a primary
role in regulating the production of GABA needed for inhibitory synaptic transmission as
well as for other developmental and signaling functions.

In mammals the GABA synthetic enzyme is heterogeneous, both structurally and
functionally. There are two molecular forms of glutamic acid decarboxylase, GAD65 and
GADG67, encoded by two distinct genes. They are 70% similar with a substantially different
amino terminal region of 100 amino acids. The two GADs differ in their interactions with
the cofactor pyridoxal phosphate as well as their intracellular distributions. GAD65 and
GADG67 virtually colocalize in all GABAergic neurons, although at a significantly different
level, which suggests that they may have distinct functions in establishing the GABA
pools utilized by different GABAergic neurons.

In producing GABA, the two GADs are regulated by different mechanisms. GADG65 is
mainly controlled at the level of enzyme activity through its interaction with the cofactor.
In addition, the expression of GADG67 is also regulated at protein level by intracellular
GABA through a feedback mechanism, as well as at the level of transcription through
synaptic input.

The mechanisms underlying the transcriptional control, an essential component of the
regulation of GABA synthesis, as well as the developmental and tissue specific expression
of the GAD genes is largely unknown. Therefore we undertook the cloning and structural
analysis of the mouse GAD67 cDNA and the corresponding gene including its 5°

regulatory region.
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In this thesis the results are presented in four parts summarizing the cloning and molecular
identification of the mouse GAD67 form, the cloning and structural analysis of the mouse
GADG67 gene, the identification of the truncated embryonic GADG67 protein forms
generated by developmentally regulated alternative splicing, as well as the characterization
of the multiple promoter region of the mouse GAD67 gene.

1) Using the feline GAD cDNA as a probe, we have cloned and sequenced a mouse
GAD cDNA. Its initiation codon has also be determined, thus it was the first GAD for
which the entire coding sequence has been established. We were the first to identify the
brain protein encoded by the putative GAD cDNA, which turned out to be the higher
molecular weight form of the enzyme previously identified by different anti-GAD
antibodies. Our data strongly supported the existence of two related but distinct molecular
forms of glutamic acid decarboxylase in brain, GAD65 and GADG67, which differ by
amino acid sequence and not by post-translational modification. Later it has been verified
by cloning the cDNA that codes for the 65 kDa form of GAD. The first anti-GAD antibody
against recombinant GAD was also raised in our laboratory.

2) We have isolated the murine gene encoding the 67 kDa form of glutamic acid
decarboxylase (GADG67) and its processed pseudogene. Their chromosomal locations have
also been determined for the first time. In mouse the GAD67 gene is on chromosome two,
in the region of conserved syntheny with human chromosome 2 (Gad 1 locus) pointing to
the evolutionary conservation of the locus. The Gad I locus is found in a close proximity
to several neurologic loci. However, further fine mapping studies are needed to uncover
the interactions between these loci.The Gad I-ps locus that corresponds to GAD67
pseudogene is mapped to chromosome 10. This pseudogene is probably a result of a recent
integration event, since it is not present in the rat genome.

We also determined the complete structure of the mouse GAD67 gene. Its coding region
comprises 18 exons spanning 42 kb genomic DNA. Exon 1 together with 64 bp of exon
two defines the 5’ untranslated region of GAD67 mRNA. Exon 18 specifies the protein’s
carboxyl terminal and the entire 3’ untranslated region. Exons 7/A and 7/B are not
contained in the mRNA that codes for the 67 kDa GAD. Eight of the exons are
symmetrical, flanked by introns of the same phase class; thus in theory they can be subject
to alternative splicing producing different forms of GAD67.

3) We have cloned two alternatively spliced GAD mRNAs that exclusively contain exon

7/A or exon 7/B and were more abundant in embryo. The overlapping stop-start codon
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TGATG, found in the embryonic exons converts the monocistronic adult-type transcript
into a bicistronic one, coding for a 25 kDa leader peptide and a 44 kDa enzymatically
active truncated GAD. A second stop codon at the 3° end of exon 7/B abolishes the
expression of GAD44. We were the first to describe the unique bicistronic structure of
these embryonic GAD mRNAs and to identify their protein products both in vitro and in
mouse embryos. We have verified that the truncated form of GAD (GAD44) encoded by
the second open reading frame of the bicistronic GAD mRNA (I-80) is enzymatically
active. We have also postulated that during neuronal differentiation in the absence of
GABAergic synapses, GAD44 may be responsible for the synthesis of “morphogenic”
GABA.

4) To analyze the 5’ regulatory region of the mouse GAD67 gene, we first determined the
transcription initiation sites. Sequence analysis of the 5 flanking region reveals putative
promoters in the vicinity of all three groups of RNA synthesis start sites. The region
upstream of the major multiple initiation sites is enriched in GC, lacks the basic prompter
elements TATA and CAAT but contains multiple binding sites for the transcription factor
binding site, Sp/. This P1 promoter is located within a large CpG island and resembles
those of constitutively expressed housekeeping genes. The two additional promoters that
correspond to the minor initiation sites posses both TATA and CAAT boxes. Thus the less
frequently utilized P2 and P3 promoters, respectively, share the characteristic features of
those used by tissue specific genes. We have yet to determine whether the three closely
spaced promoters of two different classes are preferentially used in region-specific and/or
developmental specific manner similar to other neuronal genes.

In the 5° upstream region, we identified several putative transcription factor binding sites
such as AP2, Hox, E-box, egrl, NF-kB and putative neuronal-specific regulatory elements,
including the neuronal-restrictive silencer element, which may have functional significance
in the developmental and tissue-specific expression of the GAD67 gene.

The availability of the detailed structure of the mouse GAD67 gene and its regulatory
region will allow us to study the complex regulatory mechanisms involved in its tissue-

and developmental-specific as well as neuronal activity dependent regulation.
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