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1. BEVEZETES

A magasabbrendi idegi miikodés az igen nagyszamu, strukturalisan és funkcionalisan is
rendkiviil heterogén, és nagymértékben specializalt idegsejtek kozott kialakulé bonyolult
kommunikacion keresztiil valosul meg.

Mind az idegsejtek specializilt mikodéséhez, mind pedig az idegrendszer fejlédéséhez
rendkiviil sok gén szabélyozott egyiittmiilkddése sziikséges. Az emldsdkben miksdd
mintegy szdzezer gén 30-50%-a kizarolag az idegrendszerben fejezodik ki. Ezen
idegrendszer-specifikus gének idoben és térben szabalyozott egyiittmiikddése az alapja a
kiillonbo6zé tipusa idegsejtek differencialodasinak és a koztik kialakulé plasztikus
kapcsolatoknak. Az idegsejtek kozotti kommunikéci6t biztositd szinapszisokon tovaterjedd
impulzusok szintén megvaltoztatjak szamtalan gén aktivitisit. Ezen génaktivitds valtozis
Osszefliggésbe hozhat6 az idegrendszer legfontosabb funkcidjaval, az informaciétarolassal,
vagyis a memoridval is.

Az idegsejtek kozott az informéciét a neurotranszmitterek kozvetitik. Ezen biol6giailag
aktiv kis molekuldk, pl. amindsav szirmazékok, vagy peptidek, az idegvégzddésekbol
felszabadulva a posztszinaptikus membranokban talalhaté receptorokhoz kétddnek és
aktivalo, vagy pedig gatlo hatast fejtenek ki a célsejtekre.

A kozponti idegrendszer legfobb gatld neurotranszmittere a y-aminévajsav (GABA),
amelyet az idegsejtek kozel egyharmada hasznal. Ezért aztan nincsen olyan normal, vagy
koros idegi miikddés, amelyben a GABAerg rendszer kdzvetleniil, vagy kdzvetve ne lenne
érintett. Ezenkivill a GABA szerepet jatszik az idegi fejlodés szabalyozasaban tigyis mint
trofikus faktor, és szamos periférids szovetben pedig (pl. hasnyalmirigy inzulintermelé B-
sejtjei) a sejtek kozotti kommunikaciéban vesz részt.

A GABA egy igen szorosan reguldlt egylépéses reakcidban a glutaminsav
dekarboxilalasaval keletkezik. Szintézisének a kulcsenzime a glutaminsav dekarboxilaz
(GAD; EC 4.1.1.15), amely piridoxal foszfatot hasznal kofaktorként (PI). A mindenkori
GABA-szintet egyértelmilen a GAD aktivitasa hatirozza meg, ezért a GABA-szintézis
regulacidjanak megértéséhez elengedhetetleniil fontos a GAD-aktivitas szabalyozasanak
ismerete. Ennek legfontosabb tényezdje az, hogy az enzim strukturalisan és funkcionalisan
is heterogén, amelynek molekularis alapjait az utobbi évek klonozasi kisérletei fedték fel.



A két gén altal kédolt 65 kDa és 67 kDa forma szerkezete az elsd 100 amindsavat
leszamitva nagyon hasonl6 és az agyon beliilli megoszlasuk is megegyezik. Viszont a
kofaktorkétésben és a szubcellularis lokalizacidjukban nagyon eltémek egymaéstol. A 65
kDa GAD foleg az idegvégzddésekben talalhat6 és gyengén koti a kofaktort. Ezért ez a
forma PI kotésen keresztiil gyorsan aktivalhato és foleg a gyors szinaptikus hatéssal
rendelkezd GABA-készletet szintetizdlja. Ezzel szemben a 67 kDa GAD inkébb a
sejttestekben fordul eld és erdsen koti a kofaktort. Ennek kovetkeztében feltehetoen a
metabolikus és trofikus hatéssal is rendelkaz6 GABA-készlet létrehozasaban lehet szerepe.
A PI kotésen keresztiil torténd enzimaktivitas szabalyozas a GABA-szintézis rovidtava és
gyors regulacidjanak a legfontosabb tényezdje.

Ezzel szemben GABA-szintézis hosszitdvii regulicdja a rendelkezésre &ll6 GAD
mennyiségének a szabélyozasin keresztiil térténik. Ez magaba foglalja a GAD mRNS-ek
transzkripci6janak és stabilitisinak szabalyozasit, a génmikddés poszttranszkripcios
szinten torténd reguldcitjat, a fehérjeszintézis és stabilitds szabalyozisit, valamint a
poszttranszlaciés modifikiciét. Ezen jorészt még ismeretlen komplex reguldcios
mechanizmus foleg a 67 kDa forméra jellemzd és kideritéséhez elengedhetetlen a GAD67
gén szabalyozasanak molekuléris genetikai szintii tanulméanyozasa.

Jelen PhD tézisben az egér glutaminsav dekarboxilaz szovet- és fejlodés-specifikus
szabalyozésanak vizsgalata sordn végzett kisérleteinket ismertetem. Eredményeink a GABA
rendszerek fiziologids és koros mitkddésének megértésén til hozzéjarulhatnak ahhoz,
hogy felfedhessik az idegrendszeri génmikodés szabalyozasanak éltalanos
torvényszeriiségeit is. A GAD67 gén szabalyozd régidinak izolalasa és jellemzése pedig
lehetdvé teszi azt is, hogy génmanipulicios technikikkal beavatkozzuk a GABAerg
rendszerbe annak érdekében, hogy mikddését annak befolyasolasan keresztil jobban

megértsiik. '
II. CELKITUZESEK

Munkénk alapveté célkitiizése a glutaminsav dekarboxilazt kodold gén(ek) szovet- és
fejlodés-specifikus szabalyozésinak tanulményozésa volt.
Kisérleti objektumként azért valasztottuk az egeret, mert ebben a fajban 4llnak

rendelkezésre azok a molekularis-genetikai modszerek, amelyekkel a génmiikddés-



vizsgalatok egész allatban is elvégezhetdk. Ez kilon6sen fontos az idegrendszer-specifikus
gének esetében.

A kisérletek megkezdésekor csak egy cDNS szekvencia volt ismert, és az volt az ltalanos
vélemény, hogy egyetlen gén kodol egy fehérjét és a GAD funkcionalisan kiilonb6zd formai
ennek az egy fehérjének a modositasaval jonnek létre.

Ezért az alapveté céljaink elérésére a kovetkezo kisérleteket terveztiik:

1). Elsoként a macska GAD cDNS préba felhasznalasaval izolalni kivantuk az egér
glutaminsav dekarboxilazt kédolé cDNS-t, majd a nukleotidsorrendjét meghatarozni.

2). A cDNS altal kodolt fehérje expresszidjaval és a vele szemben termelt ellenanyag
felhasznalasaval arra a kérdésre kivantunk valaszolni, hogy mi a kapcsolat az altalunk és a
masok altal is klénozott GAD és az agyban azonositott két eltérd molekulatomegii forma
kozott. Azt kivantuk eldonteni, hogy elsGdlegesen két GAD fehérje létezik-e, vagy pedig a
két eltérd elektroforetikus mozgékonysagi GAD masodlagos modifikacié kévetkeztében
jon-e létre.

3). A cDNS klon segitségével a glutaminsav dekarboxildzt kodolo egér gén izolalasat és a
teljes szerkezetének meghatrozasit terveztik. A gén szerkezetének ismeretében a
kovetkezd kérdések tanulmanyozhatdk: i) Van-e dsszefliggés az exonszerkezet és az enzim
funkcionalis szerkezete kozott? ii) Léteznek-e szerkezetileg kissé eltérd GAD forméak? iii)
A poszttranszkripcios szabalyozasnak, vagyis az alternativ "splicing"-nak van-e szerepe a
gén szovet- és fejlodés-specifikus szabélyozasaban?

4). Az egér GAD gén kromoszomalis helyzetének meghatarozasat azért tartottuk
fontosnak, mert annak ismerete hasznos lehet a genetikai térképezésekhez altalaban,
valamint a GAD l6kuszt esetlegesen érintd mutaciok azonositasaban is.

5). A GAD gén fejlodés-specifikus miikddésének tanulméanyozasa kapcsan a kovetkezd
kérdésekre kerestitk a valaszt: i) A gén a differencidlodas soran mikor vélik aktivva? ii)
Vannak-e az idegi fejlodés kiilonboz0 fazisaira specifikus transzkriptumok és GAD formak,
amelyeknek esetlegesen szerepik lehet a trofikus hatassal rendelkezd GABA-készlet
szintézisében?

6). A GADG7 gén transzkripcidjat kdzvetlenil iranyitdé promotereket is azonositani és
jellemezni kivantuk. Ehhez el6szér a gén 5' régijanak a nukleotidsorrendjét kell
meghatarozni. Ennek ismeretében azonosithaték a GAD67 transzriptumoknak megfeleld
RNS-szintézis kezdGpontok és a hozzajuk rendelhetd promoterek. A szekvencia



analizisével pedig a promoterelemek, a gén szbvet—specif;kus atirasit szabalyozd
transzkripciés faktor kotGhelyek és az idegrendszer-specifikus szabélyozoelemek
azonosithatok.

Mindezen ismeretek kiindulépontul szolgalhatnak a GAD67 gén GABAerg neuron- és
fejlodés-specifikus regulacidjanak komplex vizsgalatahoz. .

IIL MODSZEREK

Altaldnos in vitro DNS "manipuléciés” technikék

Plazmid DNS izolaldst, restrikciés enzimmel vald DNS hasitast, ligildst, E.coli transzformildst, DNS
fragmentizolaldst és jeldlést, agaréz gélelektroforézist, Southern hibridizAciét, és DNS szekvenilist az
4ltaldnosan hasznilt médszerekkel végeztiik.

CcDNS és genomidlis DNS klénok izoldldsa génkonyvidrakbol

Az egér GAD cDNS kiénokat felndtt egér agy poli(A)" RNS-b8l készitetf Agtl0 cDNS génkdnyviarbdl
standard médszerekkel izoldltuk a macska cDNS préba felhasznéliséval.

A genomidlis kiénokat egy Balb/c egértdrzsbdl szdrmazd CharondA A-fig génkdnyvtarbdl és egy B6/CBA
torzsbdl elallitott A-FIX II génkdnyvtarbdl izoldltuk. Prébaként a leghosszabb egér cDNS ki6nt
haszniltuk. A mir meglévd klénjaink végfragmentjeit prébaként felhasznilva az in. “genomidlis séta™
médszerével izolaltuk a teljes GAD gént.

Genetikai térképezés

Killdnbdz§ egér kromoszomit tartalmazd egér-kinai horcsdg sejthibridekben azonositottuk azokat a
kromoszémdkat, amelyek az egér GAD67 prébéval homolég régidkat lanalmaznak. A homom‘)mén belilli
pontosabb térképezést interspecifikus "backcross” analizissel és rek o
felhasznélasdval végeztitk. AWWMWIM&:GADMIMW
markerei kozotti rekombinicié gyakorisiga alapjdn hatiroztuk meg a GAD67 gén és pszeudogén
hozzivetdleges genetikai térképhelyzetét.

RNS izoldlés és Northern hibridizécié

Teljes RNS-t felnbtt egér agybdl és killonbdzd kori embrié fejbdl/agybél savas guanidin izotiociant
médszerrel tisztitottunk. A poli(A)* RNS-t oligo(dT)-celluléz kromatogréfidval allitottunk €l5.

Northern hibridizAcié sordn a standard eljirdsokat kdvettiik.

Specifikus mRNS régiok amplifikdlésa, cDNS klénozés és mRNS-ek ismeretlen 3 -végének azonositdsa RNS
templéton készalt egyesszdlii cDNS-en végzett polimerdz ldncreakciéval (RT-PCR)

RT-PCR technikdval a GAD67 mRNS kiilonbdzd régi6it amplifikdltuk és az embrion4lis transzkriptum
kédol6 régidjat kiénoztuk. A megfeleld RNS mintikr6l reverz transzkriptdz segitségével egyessz4Alii cDNS-t
szintetiziltunk. Ezt templétként felhaszndlva polimerdz lincreakciéval amplifikiltuk a GAD mRNS-ek
kivalasztott régidit.

Az embriondlis cDNS-ek RNS-b8l valé direkt klénozdsshoz az mRNS-ek kédolé régibjat két 4tfedd
darabban RT-PCR-al amplifikiltuk. A kédol6 régié két darabjit az 4tfedd szakaszban taldlhaté kdzds
restrikciés hasitohely felhaszniliséval egyesitettiik.

A GAD67 mRNS ismeretlen 3' végének azonositisit az RT-PCR reakci6n alapulé "cDNS végek gyors
amplifikdciéja" médszerével (3'-RACE) végeztikk. Az amplifikicié sordn a génspecifikus "fels primer"
mellett egy nem specifikus minden mRNS 3' végén taldlhat6 poli(A) farokkal komplementer olig(T)-t
hasznélunk un. “alsé primernek”. Az amplifikdcés terméket plazmid vektorba klénozva egy tn. mini-
génkdnyvtarat hoztunk létre, amelybSl GAD67 specifikus probéval izoldltuk a GAD67 mRNS 3' végét
tartalmaz$ klénokat, majd meghatéroztuk a nukleotidsorrendjét.



cDNS dltal kédolt fehérjék termelése bakteridls expressziés rendszerekben

A killsnbdz8 GAD67 cDNS-ek 4ltal kédolt fehérjék szintézisére kétféle bakteridlis expressziés-rendszert
haszniltunk. A pTRB vektorcsaldd esetében a kiildnbdzd hossziisdgi GAD cDNS-cket megfelel leolvasasi
keretben a plazmidban talilhaté B-galaktoziddz gén kodolé régidjanak a végére klénoztuk. Errdl a
vektorrél IPTG indukcié hatdsira egy B-galaktoziddz-GAD fiiziés fehérje képzodik.

A pARO039 T7 figalapi bakteridlis expresszés rendszert a teljes hossziisigi GAD67 és a roviditett
embriondlis GAD fehérjék szintézisére haszndltuk. Ezt a vektort alkalmaztuk a rekombinins GAD67
preparativ méretekban valé eld4llitadsara ellenanyag termelés céljabol is. Gazdasejtként a Lac kontroll alatt
4116 T7 RNS polimerazt tartalmazé DE3 E.coli tdrzset hasznaltuk.

Mindkét rendszer esetében az indukci6 hatdsira képzddott GAD fehérjéket a bakteridlis extraktumok SDS-
poliakrilamid gélelektroforézisével mutattuk ki.

Poliklondlis ellenanyagok elédllitdsa

A rekombindns egér 67 kDa glutaminsav dekarboxildzzal szemben nyulban termeltink poliklondlis
cllenanyagot. A baktérium sejtekben zirvanytest formdjiban felhalmoz6dé GAD67 fehérjét preparativ
SDS-PAGE-vel tisztitottuk, majd az cludlds utin részlegesen renaturdltuk. Az immunizalist standard
protokoll szerint végeztiik.

Az embriondlis GAD-specifikus poliklondlis ellenanyagokat a 25 kDa “leader” és a 44 kDa GAD
embriondlis exon kédolta C-termindlis illetve N-termindlis peptidjeikkel szemben dllitotuk eld
(MPSDMRESWLLA-25 kDa specifikus; MGLRAEPKESDLQRC-44 kDa specifikus). A peptideket a
nyulak immunizilasdhoz hemocianinhoz kotottik.

In vitro transzlécié

Az 5' "cap”-¢l cllitott felntt és embriondlis GAD67 mRNS-eket in vitro RNS szintézissel allitottuk el
lineariz4lt plazmid templitokon a megfeleld virdlis RNS polimerdz felhasznildsdval (T7, T3, Sp6). Az
RNS mintskrol a fehérje szintézisét nyil retikulocita lizdtumban és biiza csira extraktumban S** metionin
jelenlétében végeztikk. A szintetizilt fehérjéket kdzvetlenill, vagy pedig immunoprecipiticié utdn SDS-
PAGE-vel vélasztottuk el és fluorogrifidval detektaltuk.

Fehérjék expresszidja szovettenyészetekben

A feln6tt és az embriondlis GAD67 mRNS-ek 4ltal kédolt fehérjéket a megfeleld GAD cDNS-t tartalmazd
cukarifta expressziés vektorokkal transzformalt szdvettenyészetekben azonositottuk. A COS majom vese
szbvettenyészet tranziens transzfekcidja sordn a pSVL illetve pBC12B alapt vektorokat DEAE dextrdn
médszerrel juttattuk a sejtekbe. Az Epstein-Bar virussal transzformdlt C17 humén embriondlis vese
szfvettenyészetbSl a GAD67 fehérjét alacsony szinten, de stabilan expresszilé sejtvonalat hoztunk létre.
Vektorként az EBNA-1 fehérjét is expresszal6 EBO-pLPP plazmidot haszniltuk. A transzfekciét kilcium-
foszfat precipitdciés médszerrel végeztilk és a stabil transzforménsokat pedig Hygromicin B szelekci6val
Allitottuk €13, Az expresszalt fehérjék kimutatdsihoz a szdvettenyészeteket S** metioninnal jelsltik. Az
SDS-PAGE clektroforézist megeldzben a killonbdzd GAD formdkat specifikus ellenanyagokkal kicsaptuk.

Western immunoblott technika

A kiilonbzd GAD formdkat expresszalé bakteridlis extraktumokat, valamint felnStt és embrionalis egér
agy/fej homogendtumokat SDS-PAGE-el vélasztottuk el, majd nitrocelluléz filterre elektroblottoltuk. A
Western blottokat kiillonbdz§ GAD-specifikus ellenanyagokkal, majd a megfeleld masodlagos ellenanyaggal
inkubéltuk és NBT-CIP alkalikus foszfatdz szubsztréttal elShivtuk.



IV. A FOBB UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

Ezen PhD disszertaci6 alapjat képezd kisérletes munka a Princetoni Egyetem Biologiai
Intézetében és a Roche Molekularis Biologiai 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
Osszetevojének, a GABAerg-rendszernek a fejlodését és mitkodését meghatarozo komplex
molekularis mechanizmusokat tanulmanyozza. Ezen beliil kiemelten a GABA-szintetizalo
enzimrendszer szerepét vizsgiljuk molekularis biologiai és genetikai, valamint korszeri
neurobioldgiai modszerek 6tvozésével.

Az értekezés konkrétan az egér glutaminsav dekarboxilaz 67 KDa forméjat kédold gén

szovet- és fejlodés- specifikus mitkodésének tanulmanyozis soran végzett molekularis

biol6giai vizsgalataink egy részét ismertette.

Fobb eredményeinket a kévetkezd pontokban foglalhatjuk 6ssze:

1. Kdzvetleniil az elsd gutaminsav dekarboxilazt kédolé cDNS klonozisit kovetden
izolaltunk egy egér GAD cDNS-t és meghatéroztuk a teljes nukleotidsorrendjét. Eldszor
bizonyitottuk be, hogy a GAD cDNS-ek nyitott leolvasasi keretének az elsé ATG
kodonja ténylegesen megfelel a GAD fehérje kezdd metioninjanak. Az elsék kdzott
vetettiik fel azt, hogy a glutaminsav dekarboxildznak két 6nallé forméja létezik, az addig
feltételezett eggyel szemben. Tovébbé azt is igazoltuk, hogy az éltalunk egérbdl és a mas
laboratériumokban egyéb fajokbél is klénozott GAD a glutaminsav dekarboxiliz
nagyobb molekulatémegii 67 kDa forméjénak felel meg (1).

2. Elséként éllitottunk elé ellenanyagot rekombinins GAD fehérjével szemben. Ezt a
nytlban termelt poliklonalis GAD ellenanyagot szimos laboratériumban hasznalték a
GABAerg rendszer vizsgalatara (1).

3. Izolaltuk a teljes egér GAD67 gént tartalmaz6, mintegy 70 kb-nyi genomialis régiot és
egy GADG67 pszeudogént is azonositottunk. Mindkettonek meghatiroztuk a
kromoszomélis helyzetét. A GAD 67 kDa izoformijat kédold gén (Gad-1) a 2.
kromosz6man tallhat6 a huménnal homoldg régidban. A pszeudogén (Gad-2) pedig a
10. kromoszéman lokalizalodik (2). (Itt jegyezném meg, hogy mi kozoltiik le elsként
egy GAD gén kromoszomalis térképhelyzetét.)

4. Meghatéroztuk az egér GAD67 gén teljes szerkezetét és az exon-intron hatérok pontos
szekvencidjat, 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 (4).

. Dr. Gottlieb laboratériuméval parhuzamosan azonositottunk 2 olyan embrionalis

GAD67 transzkriptumot, amelyek egy inszerciét hordoznak a kédolé régioikban.
Megallapitottuk, hogy az inszercioknak megfeleld exonpar (exon 7A-80 bp és 7B-86 bp)
kizirolag az embrionais korban hasznilédik és hianyzik a 67 kDa GAD-ot kédold
mRNS-b6l. Dr. Gottlieb csak a GAD67 mRNS f0 leolvasasi keretében talalhato STOP
szigndlt azonositotta az embrionalis exonokban. Ezért azt feltételezte, hogy ezen
inszercidkat tartalmaz6 mindkét mRNS a GAD aminoterminalisinak megfeleld roviditett
fehérjét kodolnd. De ezen 25 kDa GAD létét nem bizonyitottik és az embrionalis
mRNS-ek teljes kddol6 régidjat sem azonositottik. Ezzel szemben mi meghataroztuk az
embrionilis exonpart (7/A vagy 7/B) tartalmazé6 GAD transzkriptumok teljes koédold
régijanak szekvencidjat, ami az inszercidt leszdmitva teljesen megegyezik a GAD67
mRNS nyitott leolvasisi keretével. Tovabba azt is megallapitottuk, hogy ezen
exonparban talalhat transzlaciés STOP szignél atfed egy START szignéllal. Ez utobbi a
80 bp inszerciét tartalmazé transzkriptum esetében ugyanolyan leolvasési keretbe keriil
mint a fehérje tovabbi része. Ennek kovetkeztében ez az embriondlis GAD mRNS
bifunkcionalissa valik, vagyis két onéllo, de atfedd fehétjekt'Sdolé cisztront tartalmaz.
Errdl a funkcionalisan is bicisztronos mRNS-rdl a 67 kDa GAD két részletben, egy 25
kDa "leader" és egy 44 kDa GAD formajéban szintetizalodik. Az elobbi megfelel a 67
kDa GAD N-terminilis reguliciés doménjének, az utobbi pedig a roviditett,
enzimaktivitassal is rendelkezd GAD-nak (3).

Ez az irodalomban leirt elsé valddi, emlds bifunkciondlis mRNS, amely egy fehérjét
két kilondllé darabban kddol. A 7/B exont tartalmazd embriondlis GAD mRNS
viszont csak szerkezetét tekintve bicisztronos, mivel a 86 bp inszercidé 3' végén egy
tovabbi STOP kodon talalhat6, ami megakadalyozza a 44 kDa GAD képz&dését.

. A 25 kDa GAD és a 44 kDa GAD embrionélis exon éltal kodolt régidival szemben

specifikus poliklonalis antipeptid ellenanyagot allitottunk eld (3).

Bebizonyitottuk, hogy a bicisztronos embrionalis GAD mRNS-ek mind in vitro, mind
pedig in vivo is képesek a szerkezetitk altal meghatarozott fehérjéket szintetizalni. A
roviditett GAD fehérjék létezését sikeriilt egér embridban is kimutatnunk (25 kDa- az
embrioban 31-32 kDa, valamint 44 kDa)(3).












