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LBEVEZETÉS

A magasabbrendű idegi működés az igen nagyszámú, strukturálisan és funkcionálisan is 
rendkívül heterogén, és nagymértékben specializált idegsejtek között kialakuló bonyolult 
kommunikáción keresztül valósul meg.

Mind az idegsejtek specializált működéséhez, mind pedig az idegrendszer fejlődéséhez 
rendkívül sok gén szabályozott együttműködése szükséges. Az emlősökben működő 
mintegy százezer gén 30-50%-a kizárólag az idegrendszerben fejeződik ki. Ezen 
idegrendszer-specifikus gének időben és térben szabályozott együttműködése az alapja a 
különböző típusú idegsejtek differenciálódásának és a köztük kialakuló plasztikus 
kapcsolatoknak. Az idegsejtek közötti kommunikációt biztosító szinapszisokon tovateijedő 
impulzusok szintén megváltoztatják számtalan gén aktivitását. Ezen génaktivitás változás 
összefüggésbe hozható az idegrendszer legfontosabb funkciójával, az információtárolással, 
vagyis a memóriával is.
Az idegsejtek között az információt a neurotranszmitterek közvetítik. Ezen biológiailag 
aktív kis molekulák, pl. aminósav származékok, vagy peptidek, az idegvégződésekből 
felszabadulva a posztszinaptikus membránokban található receptorokhoz kötődnek és 
aktiváló, vagy pedig gátló hatást fejtenek ki a célsejtekre.

A központi idegrendszer legfőbb gátló neurotranszmittere a y-aminóvajsav (GABA), 
amelyet az idegsejtek közel egyharmada használ. Ezért aztán nincsen olyan normál, vagy 
kóros idegi működés, amelyben a GABAerg rendszer közvetlenül, vagy közvetve ne lenne 
érintett. Ezenkívül a GABA szerepet játszik az idegi fejlődés szabályozásában úgyis mint 
trofikus faktor, és számos perifériás szövetben pedig (pl. hasnyálmirigy inzulintermelő ß- 
sejtjei) a sejtek közötti kommunikációban vesz részt.

A GABA egy igen szorosan reguláit egylépéses reakcióban a glutaminsav 
dekarboxilálásával keletkezik. Szintézisének a kulcsenzime a glutaminsav dekarboxiláz 
(GAD; ЕС 4.1.1.15), amely piridoxál foszfátot használ kofaktorként (Pl). A mindenkori 
GABA-szintet egyértelműen a GAD aktivitása határozza meg, ezért a GABA-szintézis 
regulációjának megértéséhez elengedhetetlenül fontos a GAD-aktivitás szabályozásának 
ismerete. Ennek legfontosabb tényezője az, hogy az enzim strukturálisan és funkcionálisan 
is heterogén, amelynek molekuláris alapjait az utóbbi évek klónozási kísérletei fedték fel.



A két gén által kódolt 65 kDa és 67 kDa forma szerkezete az első 100 aminósavat 
leszámítva nagyon hasonló és az agyon belüli megoszlásuk is megegyezik. Viszont a 
kofaktorkötésben és a szubcelluláris lokalizációjukban nagyon eltérnek egymástól. A 65 
kDa GAD főleg az idegvégződésekben található és gyengén köti a kofaktort. Ezért ez a 
forma Pl kötésen keresztül gyorsan aktiválható és főleg a gyors szinaptikus hatással 
rendelkező GABA-készletet szintetizálja. Ezzel szemben a 67 kDa GAD inkább a 
sejttestekben fordul elő és erősen köti a kofaktort. Ennek következtében feltehetően a 
metabolikus és trofikus hatással is rendelkaző GABA-készIet létrehozásában lehet szerepe. 
A Pl kötésen keresztül történő enzimaktivitás szabályozás a GABA-szintézis rövidtávú és 
gyors regulációjának a legfontosabb tényezője.

Ezzel szemben GABA-szintézis hosszútávú regulácója a rendelkezésre álló GAD 
mennyiségének a szabályozásán keresztül történik. Ez magába foglalja a GAD mRNS-ek 
transzkripciójának és stabilitásának szabályozását, a génműködés poszttranszkripciós 
szinten történő regulációját, a fehérjeszintézis és stabilitás szabályozását, valamint a 
poszttranszlációs modifikációt. Ezen jórészt még ismeretlen komplex regulációs 
mechanizmus főleg a 67 kDa formára jellemző és kiderítéséhez elengedhetetlen a GAD67 
gén szabályozásának molekuláris genetikai szintű tanulmányozása.

Jelen PhD tézisben az egér glutaminsav dekarboxiláz szövet- és fejlődés-specifikus 
szabályozásának vizsgálata során végzett kísérleteinket ismertetem. Eredményeink a GABA 
rendszerek fiziológiás és kóros működésének megértésén túl hozzájárulhatnak ahhoz, 
hogy felfedhessük az idegrendszeri génműködés szabályozásának általános 
törvényszerűségeit is. A GAD67 gén szabályozó régióinak izolálása és jellemzése pedig 
lehetővé teszi azt is, hogy génmanipulációs technikákkal beavatkozzuk a GABAerg 
rendszerbe annak érdekében, hogy működését annak befolyásolásán keresztül jobban 
megértsük.

П. CÉLKITŰZÉSEK

Munkánk alapvető célkitűzése a glutaminsav dekarboxilázt kódoló gén(ek) szövet- és 
fejlődés-specifikus szabályozásának tanulmányozása volt.

Kísérleti objektumként azért választottuk az egeret, mert ebben a fajban állnak 
rendelkezésre azok a molekuláris-genetikai módszerek, amelyekkel a génműködés-
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vizsgálatok egész állatban is elvégezhetők. Ez különösen fontos az idegrendszer-specifikus 
gének esetében.

A kísérletek megkezdésekor csak egy cDNS szekvencia volt ismert, és az volt az általános 
vélemény, hogy egyetlen gén kódol egy fehérjét és a GAD funkcionálisan különböző formái 
ennek az egy feltétjének a módosításával jönnek létre.

Ezért az alapvető céljaink elérésére a következő kísérleteket terveztük.

1) . Elsőként a macska GAD cDNS próba felhasználásával izolálni kívántuk az egér 
glutaminsav dekarboxilázt kódoló cDNS-t, majd a nukleotidsorrendjét meghatározni.

2) . A cDNS által kódolt fehéije expressziójával és a vele szemben termelt ellenanyag 
felhasználásával arra a kérdésre kívántunk válaszolni, hogy mi a kapcsolat az általunk és a 
mások által is klónozott GAD és az agyban azonosított két eltérő molekulatömegű forma 
között. Azt kívántuk eldönteni, hogy elsődlegesen két GAD fehéije létezik-e, vagy pedig a 
két eltérő elektroforetikus mozgékonyságú GAD másodlagos modifikáció következtében 
jön-e létre.

3) . A cDNS klón segítségével a glutaminsav dekarboxilázt kódoló egér gén izolálását és a 
teljes szerkezetének meghatározását terveztük. A gén szerkezetének ismeretében a 
következő kérdések tanulmányozhatók: i) Van-e összefüggés az exonszerkezet és az enzim 
funkcionális szerkezete között? ii) Léteznek-e szerkezetileg kissé eltérő GAD formák? iii) 
A poszttranszkripciós szabályozásnak, vagyis az alternatív "splicing"-nak van-e szerepe a 
gén szövet- és fejlődés-specifikus szabályozásában?

4) . Az egér GAD gén kromoszómális helyzetének meghatározását azért tartottuk 
fontosnak, mert annak ismerete hasznos lehet a genetikai térképezésekhez általában, 
valamint a GAD lókuszt esetlegesen érintő mutációk azonosításában is.

5) . A GAD gén fejlődés-specifikus működésének tanulmányozása kapcsán a következő 
kérdésekre kerestük a választ: i) A gén a differenciálódás során mikor válik aktívvá? ii) 
Vannak-e az idegi fejlődés különböző fázisaira specifikus transzkriptumok és GAD formák, 
amelyeknek esetlegesen szerepük lehet a trofikus hatással rendelkező GABA-készlet 
szintézisében?

6) , A GAD67 gén transzkripcióját közvetlenül irányító promotereket is azonosítani és 
jellemezni kívántuk. Ehhez először a gén 5' régiójának a nukleotidsorrendjét kell 
meghatározni. Ennek ismeretében azonosíthatók a GAD67 transzriptumoknak megfelelő 
RNS-szintézis kezdőpontok és a hozzájuk rendelhető promoterek. A szekvencia

8. G. Sekerkova, Z. Katarova, F. Joó, E. Mugnaini, J.R. Wolff and G. Szabó: Beta- 
Galactosidase-Labeled Relay Neurons of Homotopic Olfactory Bulb Transplants 
Establish Proper Synaptic Connections with Host Neurons. Neuroscience 80, 973-979 
(1997).
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Az értekezés témájában további 14 kongresszusi összefoglaló jelent meg.
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analízisével pedig a promoterelemek, a gén szövet-specifikus átírását szabályozó 
transzkripciós faktor kötőhelyek és az idegrendszer-specifikus szabályozóelemek 
azonosíthatók.

Mindezen ismeretek kiindulópontul szolgálhatnak a GAD67 gén GABAerg neuron- és 
fejlődés-specifikus regulációjának komplex vizsgálatához.

A PhD tézisben ismertetett kísérleti eredményeink hozzájárultak ahhoz, hogy jobban 
megértsük a GABA-szintetizáló enzimek különböző formáinak szerepét az idegi 
folyamatok és differenciáció szabályozásában. Az általunk izolált és jellemzett GAD67 gén 
és annak regulációs elemei pedig alkalmas eszköznek bizonyulhatnak a GABAerg rendszer 
célzott módosítására annak érdekében, hogy működését jobban megértsük.

V. KÖZLEMÉNYEK LISTÁJA
DL MÓDSZEREK

A PhD értekezéshez felhasznált közlemények jegyzéke

Általános in vitro DNS"manipulációs' technikák
Plazmid DNS izolálást, restrikciós enzimmel való DNS hasítást, ligálást, Kcoli transzformálást, DNS 
fragmentizolálást és jelölést, agaróz gélelektroforézist, Southern hibridizációt, és DNS szekvenálást az 
általánosan használt módszerekkel végeztük.

1. Z. Katarova, G. Szabó, E. Mugnaini and R J. Greenspan: Molecular Identification of the 
62 kD Form of Glutamic Acid Decarboxylase from the Mouse. Eur. J. Neurosci. 2, 
190-202 (1990).

2. M. Brilliant, G. Szabó, Z. Katarova, C. Kozak, R. Grazier, RJ. Greenspan and D. 
Houseman: Sequences Homologous to Glutamic Acid Decarboxylase are Present on 
Two Different Mouse Chromosomes, 2 and 10. Genomics 6, 115-122 (1990).

cDNS is genomiális DNS klánok izolálása génkönyvtárakból
Az egér GAD cDNS kiónokat felnőtt egér agy poli(A)+ RNS-ból készített XgtlO cDNS génkönyvtárból 
standard módszerekkel izoláltuk a macska cDNS próba felhasználásával.
A genomiális kiónokat egy Balb/c egértörzsból származó Charon4A X-fág génkönyvtárból és egy B6/CBA 
törzsből előállított X-FIX П génkönyvtárból izoláltuk. Próbaként a leghosszabb egér cDNS kiónt 
használtuk. A már meglévő kiónjaink végigmentjeit próbaként felhasználva az ún. “genomiális séta” 
módszerével izoláltuk a teljes GAD gént

3. G. Szabó, Z. Katarova and RJ. Greenspan: Different Protein Forms are Produced from 
Alternatively Spliced Bicistronic GAD mRNAs During Development. MoL Cell. Biol. 
14, 7535-7545 (1994).

Genetikai térképezés
Különböző egér kromoszómát tartalmazó egér-kínai hörcsög sejthibridekben azonosítottuk azokat a 
kromoszómákat, amelyek az egér GAD67 próbával homológ régiókat tartalmaznak. A kromoszómán belüli 
pontosabb térképezést interspecifikus “backcross* analízissel és rekombináns ’inbred* törzsek 
felhasználásával végeztük. A keresztezések során ismert genetikai lókuszok és a GAD67 lókuszok RFLP 
markerei közötti rekombináció gyakorisága alapján határoztuk meg a GAD67 gén és pszeudogén 
hozzávetőleges genetikai térképhelyzetét

4. G. Szabó, Z. Katarova. E. Körtvély, RJ. Greenspan and Zs. Urbán: Structure and the 
Promoter Region of the Mouse Gene Encoding the 67 kDa Isoform of Glutamic Acid 
Decarboxylase. DNA Cell Biol. 15, 1081- 1091 (1996).

Az értekezéshez fel nem használt, de a témához csatlakozó közlemények jegyzékeRNS izolálás és Northern hibridizáció
Teljes RNS-t felnőtt egér agyból és különböző korú embrió fejből/agyból savas guanidin izotiocianát 
módszerrel tisztítottunk. A poli(A)* RNS-t oligo(dT)-celIulóz kromatográfiával állítottunk elő.
Northern hibridizáció során a standard eljárásokat követtük. 5. Z. Katarova, G. Szabó, E. Mugnaini and R J. Greenspan: Molecular Cloning of L- 

Glutamic Acid Decarboxylase from the Mouse. Neurology and Neurobiology 59, 423- 
424 (1990).

i

Specifikus mRNS régiók ampliftkálása, cDNS klónozás és mRNS-ek ismeretlen 3 '-végének azonosítása RNS 
templáton készült egyesszálú cDNS-en végzett polimeráz láncreakcióval (RT-PCR)
RT-PCR technikával a GAD67 mRNS különböző régióit amplifikáltuk és az embrionális transzkriptum 
kódoló régióját klónoztuk. A megfelelő RNS mintákról reverz transzkriptáz segítségével egyesszálú cDNS-t 
szintetizáltunk. Ezt templátként felhasználva polimeráz láncreakcióval amplifikáltuk a GAD mRNS-ek 
kiválasztott régióit.
Az embrionális cDNS-ek RNS-ből való direkt klónozásához az mRNS-ek kódoló régióját két átfedő 
darabban RT-PCR-al amplifikáltuk. A kódoló régió két darabját az átfedő szakaszban található közös 
restrikciós hasitóhely felhasználásával egyesítettük.
A GAD67 mRNS ismeretlen 3' végének azonosítását az RT-PCR reakción alapuló "cDNS végek gyors 
amplifikációja" módszerével (З'-RACE) végeztük. Az amplifikáció során a génspecifikus "felső primer" 
mellett egy nem specifikus minden mRNS 3' végén található poli(A) farokkal komplementer olig(T)-t 
használunk un. “alsó primemek". Az amplifikácós terméket plazmid vektorba klónozva egy ún. mini, 
génkönyvtárat hoztunk létre, amelyből GAD67 specifikus próbával izoláltuk a GAD67 mRNS 3' végét 
tartalmazó kiónokat, majd meghatároztuk a nuklcotidsorrendjéL

6. Z. Katarova, E. Mugnaini, G. Sekerkova, J. Mann, Zs. Bősze, A. Aszódi. RJ. 
Greenspan and G. Szabó: Regulation of Cell Type Specific Expression of LacZ by the 
5'-Flanking Region of Mouse GAD67 in the Central Nervous System of Transgenic 
Mice. Eur. J. Neurosci. Közlésre elfogadva (1997).

7. G. Sekerkova, Z. Katarova, F. Joó, J.R Wolff, S. Prodan and G. Szabó: Visualization 
of Beta-Galactosidse by Enzyme- and Immunohistochemistry in the Olfactory Bulb of 
Transgenic Mice Carrying the LacZ Transgene. J. Histochem. Cytochem. 45, 1147- 
1155(1997).
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8. Vizsgálataink az mutatták, hogy a különböző embrionális és felnőtt GAD formákat 
kódoló transzkriptumokat eredményező alternatív "splicing" az embrionális fejlődés 
során szigorúan szabályozott. Először csak a 7/B exont tartalmazó mRNS és a neki 
megfelő 25 kDa “leader'’ jelenik meg. Ezt követi a 7/A exont tartalmazó mRNS és az 
általa kódolt 44 kDa GAD is. Az idegi differenciálódás és a szinaptogenezis 
előrehaladtával az embrionális formák szintézise fokozatosan csökken, a teljes 
hosszúságú GAD67 mRNS és fehéije mennyisége pedig nő. Ezen megfigyeléseink 
alapján azt a hipotézist állíthatjuk fel, hogy a rövidített GAD67 formáknak szerepük 
lehet az idegi differenciáció szabályozásában. A rövidített 44 kDa GAD feltehetően azon 
GABA-készletet szintetizálja, amely 
morfogénként/neurotrofikus faktorként funkcionál. A gátló neurotranszmitter GABA-t 
pedig a teljes hossszúságú forma szintetizálná (3).

9. Meghatároztuk az egér GAD67 mRNS-ek szintézisének a kezdőpontjait és elsőként 
azonosítottuk a hozzájuk tartozó 3 közel elhelyezkedő promotert. Ezek közül a 
leggyakrabban használt Pl egy "housekeeping" típusú promoter, mivel róla a 
transzkripció több pontban kezdődik, az alap promoterelemek helyett SP1 kötőhelyeket 
tartalmaz és egy CpG szigetben helyezkedik el. Ezzel szemben a távolabb elhelyezkedő 
kevésbé használt P2 és P3 promoter pedig szövetspecifikusnak tűnik, mert a 
transzkripciós starthelytől megfelelő távolságban TATA és CAAT elemeket 
azonosítottunk. Megállapítottuk, hogy a többszörös promoter használat nem jár együtt 
alternatív "splicing"-gal, ezért a három promoterről átíródó mRNS-ek csak az 5’ nem- 
transzlálódó régiójuk hosszában különböznek egymástól. Ezen összetett promoter eltérő 
használata szerepet játszhat a GAD67 gén komplex fejlődés- és szövet-specifikus, 
valamint idegi impulzus-függő szabályozásában is (3).

10. A promoterelemeken kivül az egér GAD67 gén 5' végén az általunk meghatározott 1.3 
kb-nyi szekvencia ismeretében számos transzkripciós faktor kötőhelyet (AP2, E-box, 
Hox, egr és NF-кВ) és az idegrendszer-specifikus génekben előforduló közös 
regulációs elemet azonosítottunk (NRSE, NRE, SNN, CCAGGAG elem). Ezek közül 
az egr és NF-кВ faktoroknak feltehetően a GAD67 gén neuronális aktivitás függő 
szabályozásában lehet szerepe. A neuron-restriktív "silencer" elem (NRSE), mint a 
neuronális gének fő negatív regulátora, valamint az NRE "silencer" a gén idegrendszer­

specifikus működésében játszhat fontos szerpet (4).

cDNS által kódolt fehirjik termelése bakteriáls expressziós rendszerekben
A különböző GAD67 cDNS-ek által kódolt fehérjék szintézisére kétféle bakteriális expressziós-rendszert 
használtunk. A pTRB vektorcsalád esetében a különböző hosszúságú GAD cDNS-eket megfelelő leolvasási 
keretben a plazmidban található p-galaktozidáz gén kódoló régiójának a végére klónoztuk. Erről a 
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IV. A FŐBB ÚJ TUDOMÁNYOS EREDMÉNYEK ÖSSZEFOGLALÁSA hogy az egér GAD67 szerkezete teljesen megegyezik a humánnal, amelyik a másik 
ismert GAD67 gén (4).

5. Dr. Gottlieb laboratóriumával párhuzamosan azonosítottunk 2 olyan embrionális 
GAD67 transzkriptumot, amelyek egy inszerciót hordoznak a kódoló régióikban. 
Megállapítottuk, hogy az inszercióknak megfelelő exonpár (exon 7A-80 bp és 7B-86 bp) 
kizárólag az embrionáis korban használódik és hiányzik a 67 kDa GAD-ot kódoló 
mRNS-ből. Dr. Gottlieb csak a GAD67 mRNS fő leolvasási keretében található STOP 
szignált azonosította az embrionális exonokban. Ezért azt feltételezte, hogy ezen 
inszerciókat tartalmazó mindkét mRNS a GAD aminoterminálisának megfelelő rövidített 
fehérjét kódolná. De ezen 25 kDa GAD létét nem bizonyították és az embrionális 
mRNS-ek teljes kódoló régióját sem azonosították. Ezzel szemben mi meghatároztuk az 
embrionális exonpárt (7/A vagy 7/B) tartalmazó GAD transzkriptumok teljes kódoló 
régiójának szekvenciáját, ami az inszerciót leszámítva teljesen megegyezik a GAD67 
mRNS nyitott leolvasási keretével. Továbbá azt is megállapítottuk, hogy ezen 
exonpárban található transzlációs STOP szignál átfed egy START szignállal. Ez utóbbi a 
80 bp inszerciót tartalmazó transzkriptum esetében ugyanolyan leolvasási keretbe kerül 
mint a fehérje további része. Ennek következtében ez az embrionális GAD mRNS 
bifünkcionálissá válik, vagyis két önálló, de átfedő fehérjekódoló cisztront tartalmaz. 
Erről a funkcionálisan is bicisztronos mRNS-ról a 67 kDa GAD két részletben, egy 25 
kDa "leader" és egy 44 kDa GAD formájában szintetizálódik. Az előbbi megfelel a 67 
kDa GAD N-terminális regulációs doménjének, az utóbbi pedig a rövidített, 
enzimaktivitással is rendelkező GAD-nak (3).

Ez az irodalomban leírt első valódi, emlős bifunkcionális mRNS, amely egy fehérjét 
két különálló darabban kódol A 7/B exont tartalmazó embrionális GAD mRNS 
viszont csak szerkezetét tekintve bicisztronos, mivel a 86 bp inszerció 3' végén egy 
további STOP kodon található, ami megakadályozza a 44 kDa GAD képződését.

6. A 25 kDa GAD és a 44 kDa GAD embrionális exon által kódolt régióival szemben 
specifikus poliklonális antipeptid ellenanyagot állítottunk elő (3).

7. Bebizonyítottuk, hogy a bicisztronos embrionális GAD mRNS-ek mind in vitro, mind 
pedig in vivo is képesek a szerkezetük által meghatározott fehérjéket szintetizálni. A 
rövidített GAD fehérjék létezését sikerült egér embrióban is kimutatnunk (25 kDa- az 
embrióban 31-32 kDa, valamint 44 kDa)(3).

Ezen PhD disszertáció alapját képező kísérletes munka a Princetoni Egyetem Biológiai 
Intézetében és a Roche Molekuláris Biológiai Intézetében Dr. Ralph Greenspan 
laboratóriumában megkezdett és az MTA SZBK Biokémiai Intézete Neurogentikai 
Csoportjában folytatott kutatások részét képezi. A csoport az idegrendszer egy igen fontos 
összetevőjének, a GABAerg-rendszemek a fejlődését és működését meghatározó komplex 
molekuláris mechanizmusokat tanulmányozza. Ezen belül kiemelten a GABA-szintetizáló 
enzimrendszer szerepét vizsgáljuk molekuláris biológiai és genetikai, valamint korszerű 
neurobiológiai módszerek ötvözésével.

Az értekezés konkrétan az egér glutaminsav dekarboxiláz 67 KDa formáját kódoló gén 
szövet- és fejlődés- specifikus működésének tanulmányozás során végzett molekuláris 
biológiai vizsgálataink egy részét ismertette.

Főbb eredményeinket a következő pontokban foglalhatjuk össze:

1. Közvetlenül az első gutaminsav dekarboxilázt kódoló cDNS klónozását követően 
izoláltunk egy egér GAD cDNS-t és meghatároztuk a teljes nukleotidsorrendjét. Először 
bizonyítottuk be, hogy a GAD cDNS-ek nyitott leolvasási keretének az első ATG 
kodonja ténylegesen megfelel a GAD fehéije kezdő metioninjának. Az elsők között 
vetettük fel azt, hogy a glutaminsav dekarboxiláznak két önálló formája létezik, az addig 
feltételezett eggyel szemben. Továbbá azt is igazoltuk, hogy az általunk egérből és a más 
laboratóriumokban egyéb fajokból is klónozott GAD a glutaminsav dekarboxiláz 
nagyobb molekulatömegű 67 kDa formájának felel meg (1).

2. Elsőként állítottunk elő ellenanyagot rekombináns GAD fehéijével szemben. Ezt a 
nyúlban termelt poliklonális GAD ellenanyagot számos laboratóriumban használták a 
GABAerg rendszer vizsgálatára (1).

3. Izoláltuk a teljes egér GAD67 gént tartalmazó, mintegy 70 kb-nyi genomiális régiót és 
egy GAD67 pszeudogént is azonosítottunk. Mindkettőnek meghatároztuk a 
kromoszómális helyzetét. A GAD 67 kDa izoformáját kódoló gén (Gad-1) a 2. 
kromoszómán található a humánnal homológ régióban. A pszeudogén (Gad-2) pedig a 
10. kromoszómán lokalizálódé (2). (Itt jegyezném meg, hogy mi közöltük le elsőként 
egy GAD gén kromoszómális térképhelyzetét.)

4. Meghatároztuk az egér GAD67 gén teljes szerkezetét és az exon-intron határok pontos 
szekvenciáját, valamint a pszeudogén teljes nukleotidsorrendjét is. Megállapítottuk,
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