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Bevezetés

A ciklin C (CCNC) az allatvilagban egy rendkiviili mértékii szerkezeti konzervaltsagot mutato
ciklin, amelyet nagyfoku pleiotropia jellemez. A sejtciklus, a génatirds és a sejt-sejt kapcsolat
szabalyozasaban vesz részt. Ciklin-fiiggd szerin-treonin kindzokhoz kotédve, azokat aktivalva
heterodimer enzimkomplexeket képez. Sejtbiologiai miikodését az €rintett biokémiai utvonalakban
valo részvételén, illetve fehérjepartnerein keresztiil lehet leginkabb jellemezni. A sejtciklus
szabalyozasban eddig két ismert molekuldris mechanizmussal vesz részt. A ciklin C kotédik a
CDK2 enzimhez, amellyel egyiittesen az LSF (late Simian vacuolating virus 40 factor)
transzkripcids faktor 309. szerinjének foszforilacidjaval meggatolja ezt a fehérjét abban, hogy a G1
fazisban indukaljon jellemzden S-fazis géneket. A CCNC/CDK3 enzimkomplex a pRb
(Retinoblastoma) 807/811-es szerinjeinek foszforilalasan keresztiil az E2F (adenovirus E2 promoter
factor) pRb-rdl torténd levalasztasaval, azaz aktivaladsaval indirekt modon hozzéjarul a sejtek S
fazisba 1éptetéséhez. Ennek eredményeképp tigy valtozik meg a sejt génexpresszids profilja, hogy a
sejtciklus tovabbhaladhasson a GO/G1/S atmenetben. A ciklin C a génatirds egyes Iépéseit is
serkentheti, illetve gatolhatja. Ezeket a hatasait leginkdbb a CDKS8 kindz partnerével egyiitt
tobbnyire egy RNS atirast szabalyozo un. Mediator komplexnek a CDK alegységében fejti ki.
Ismert, hogy a CCNC/CDKS8 enzim foszforilalja az RNS polimeraz II CTD (karboxi termindlis
ciklin H alegységének 5-0s és 304-es szerinjeit valamint a Notch ICD komponensét is képes
hiperfoszforilalni. Ezeken kiviil a ciklin C kinaz partnertdl fliggetlen modon, a c-Myc fehérjével
egyittmiikodve eldsegiti a sejt-sejt kapcsolatok kialakitasat, amelynek hatterében a VCAM-1
(vascular cell adhesion molecule 1) és a VLA-4 (very late antigen 4) integrinek egymastol fiiggetlen
aktivacioja all. A génatiras, a sejtciklus valamint a sejtadhézid szabalyozasa alapvetd részeit képzik

az egyedfejlodési programoknak. Egyre tobb direkt €és indirekt bizonyiték lat napvilagot, amelyek



mind jobban hangsulyozzak a CCNC jelent6ségét az eukariota szervezetek egyedfejlodésében is. A
sejtes nyalkapenész (Dictyostelium discoideum) korai fejlodési, sejtsors meghatarozasi
folyamatainak id6zitésében vesz részt. Drosophila melanogasterben a korai baballapotbdl torténd
tovabbhaladasnal 1étfontossagt a CCNC jelenléte, illetve hdzi egérben (Mus musculus) is az

embrionalis fejlédés kezdeti szakaszaban, feltehetden sejtsorsok meghatarozasaban jatszik kozre.

A ciklin C szoveti/szervi szinten betoltott szerepérél még keveset tudunk. Ahhoz, hogy részleteiben
is feltarhassuk a ciklin C fehérjének ezen funkciodit, sziikség van arra, hogy az id6- és térbeli
kifejezédését kovetni tudjuk. Ezen tilmenden azon tényezOk azonositasa is sziikséges, amelyek a
CCNC gén expressziojara hatdst gyakorolnak. Emberi sejtkultirakon, in vitro kisérletekben
bemutattdk, hogy a Ds; vitamin, transz retinsav, illetve a cAMP (ciklikus adenozin monofoszfat) a
megfeleld sejtmagi elemeiken keresztiil a CCNC promoteréhez kotédve befolyasoljak a gén atirdsat.
Azt is tudjuk, hogy ezek az elemek jobbara a ciklin C promoter elsé 3 kilobazisnyi szakaszan
keresztiil hatnak, de azt nem, hogy ez a DNS fragment elegendd-e emldsokben a ciklin C
kifejezddésének teljes, élettani szabalyozasdhoz. Nem ismert az sem, hogy milyen mas elemek

jatszhatnak még kozre.



Célkitiizések
1. Azonosithatok-e olyan jabb részei a CCNC promoternek, amelyek befolydsoljak a gén

atirasat emlds sejtekben?

2. Az egér CCNC transzlacids startpontja mellett 5' irdnyban levd 3,6 kilobazis hosszasagu
DNS szakasz, amely 3,4 kb promoterdarabbdl és 173 bazisparnyi S'UTR-bAl (untranslated
region) all, elegend6-e ahhoz, hogy a ciklin C-re jellemz6 térbeli expresszios mintazatot

kialakitsa?

3. Felhasznalhato-e ez a DNS szakasz egy riporter rendszerben a ciklin C expresszio térbeli és

1id6beli kovetésére?

4. Feln6tt egerekben milyen a ciklin C1 és C2 térbeli transzkripcids mintdzata és ez Ossze-

vethetd-e az emberivel valamint a jelz6gén altal kialakitott mintazattal?

Ahhoz, hogy ezen kérdésekre valaszokat kapjunk, az egér CCNC transzlacids startpontjaval 5'
iranyban szomszédos, kiilonb6zd hosszisagh DNS szakaszokat épitettiink Ossze a hrGFP
jelzégénnel. Ezutdn ezen jelz6gén konstrukciok kifejez0dését vizsgaltuk meg in vitro emlds

sejtekben, illetve in vivo transzgenikus egérmodellben.



Alkalmazott moédszerek

1.

Jelzégén konstrukciok készitése (plazmid DNS tisztitas, restrikcios endonukledz kezelés,
agardz gélelektroforézis, DNS fragment tisztitds, ligalas, baktérium transzforméacio ¢&s

novesztés szelektiv taptalajon, DNS szekvencia tervezés és illesztés szoftverrel).
Eml6s sejtkulturak fenntartasa és transzfekcioja in vitro.

Transzgenikus egérmodell eldallitdsa (him egerek vazektomizaldsa és alterhes ndstények
eldallitasa, €16 zigotak kinyerése vemhes ndstény egerekbdl ¢€s in vitro injektalasa

mikromanipuléatorral, embri6 transzfer alterhes ndstény egerek petevezetdjébe).
Genomikus DNS tisztitas egér farokbol.
Polimeraz lancreakcio, primer tervezés és optimalizalas.

Southern hibridizaci6 (alkalikus transzfer DNS ko6t6 membranra, radioaktiv izotdppal jelolt

proba eldallitasa, DNS-DNS hibridizacid, radioaktiv jel rogzités és elohivas).

Fluoreszcens in situ hibridizacidé (metafazisos kromoszomapreparatumok készitése 1€pbdl

.....

RNS tisztitas egér szervekbdl és mindségellendrzés.

Reverz transzkripcidhoz kapcsolt kvantitativ valosidejii PCR (RNS-ek DNéz kezelése,

c¢DNS szintézis, qPCR).

10. Fehérje kinyerés egér szervekbdl €s immunoblotting.

11. Fluoreszcens mikroszkdpia, digitalis fényképezés és képfeldolgozas.

12. Transzkripcids faktor kotohely keresés JASPAR szoftverrel.



Eredmények és kovetkeztetések

Munkank sordn bebizonyitottuk, hogy az egér ciklin C promoterének elsé 3,4 ¢és 10,4 kilobazis
méretli szakaszai az S5'UTR 1-173 nukleotidjaival képesek emlds sejtekben génkifejezddést
kivaltani. Ezzel szemben a promoter elsd 58 bazisparos darabjanak az 5'UTR-rel egyiittes hidnya
jelentdsen, azaz az észlelési kiiszob ald csokkenti az expressziot. Leginkabb a proximalis
promoterszakasz (és nem az S5'UTR) hidnya allhat ennek a jelenségnek a hatterében, mert
feltételezésiink szerint az RNS polimeraz II kotddhet le ebben a régidban, bar ezt kisérletesen nem
vizsgaltuk. Eredeti torekvésiink arra irdnyult, hogy egérmodellben egy jelzégénnel egyszerlien
tudjuk kovetni a ciklin C tér- és iddbeli génkifejez6dését. Ennek érdekében az eldzetesen
sejtkultarakban is kiprobalt 3,4 kb hosszisaga ciklin C promoéterdarabot €s S'UTR-t egyszerre
tartalmazo jelz6gén konstrukcioval, azaz P3CG-vel négy kiilonb6zé homozigota transzgenikus egér
vonalat allitottunk eld. A transzgenikus egerek vizsgalata soran kideriilt, hogy az eredetileg kitlizott
célra nem alkalmasak. A jelzOgén kifejezddése nagyon gyenge és hirvivo RNS-ének atirasa is
kovetkezetesen leginkabb csak a herére korlatozodik. Ezzel szemben a ciklin C1 és C2 izoformak
RNS expresszidja kimutathatdo az Osszes altalunk vizsgalt szervdarabban, csakugy, mint a felnott
emberek szervmintaiban is. Mindezekbdl az is kovetkezik, hogy a ciklin C térbeli expresszios
szabalyozasaban az izolalt promoéterszakaszon kiviil mas komponensek is részt vesznek. Ezen
talmenden kimutattuk, hogy az egér CCNC promoterének elsé 3,4 kilobadzisnyi szekvencidja
tartalmaz CRE motivumokat. Az emberi ciklin C gén prométerének elso 3 kilobazisnyi szakaszan is
azonositottak négy miikodé CRE-t. Mivel korabban a here specifitdst mutaté promoéterekrdl leirtak
azt is, hogy a tobbi promoéterhez képest tobb CRE helyet tartalmaznak, igy feltételezziik, hogy a
herében a CCNC expresszidjanak fenntartasahoz is a CRE kot6 transzkripcids faktorok jelentdsen
hozzajarulnak. Osszességében, a bemutatott eredmények felvetik a ciklin C herére jellemzd egyedi,

eddig még ismeretlen szerepét.
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