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1. Bevezetés (irodalmi hattér)

A cirkadian ritmus egy endogén oszcillator altal vezérelt iddmérd rendszer, amely
lehetdvé teszi az él6lények szdmara, hogy élettani miitkddéseiket a kdrnyezet ciklikusan
valtoz6 tényezOihez igazitsdk. A ritmusos milkdodés pontos beallitdsat szamos
szinkronizalo hatas segiti, melyek kozul az egyik legfontosabb a tapanyagkinalat. A
molekuléris oszcillator ugyanakkor eltéré szubsztratszintek mellett is kozel allando
sebességgel miikodik (1), biztositva ezzel a 24 6réhoz kozeli periddust. A metabolikus
valtozdsok hatasainak kompenzalasa tehat alapveté kovetelménye a valtozo
tapanyagkinalat mellett miikodd robusztus ritmusnak. Ha a ritmus zavart szenved (pl.:
valtott miiszakban torténé munkavégzés, vagy Un. szocialis jetlag esetén), olyan
patologias folyamatok indulhatnak el, melyek szamos népbetegség —koztik a
metabolikus zavarra visszavezethetd obesitas és a kettes tipusu diabetes mellitus—
kialakulasahoz vezethetnek (2-4). A metabolizmus és a cirkadian ritmus folyamatai
kdlcsondsen hatnak egymasra, evolicios elényt biztositva mindazon é161ények szamara,
melyekben e két rendszer 6sszehangoltan miikodik. A metabolizmus és a cirkadian
oramiikodés kozotti kapesolat fontossagat egyre tobb klinikai és kisérletes adat tdmasztja

ala, azonban a kdlcsénhatas pontos mechanizmusa maig nem teljesen feltérképezett (5).

Az azonban ismert, hogy a sejteknek a metabolikus kornyezet valtozésaira adott
reakcidiban a RAS-medidlta jelatvitel kozponti szerepet tolt be. Tovabba, a legtdbb
¢lélényben megtaldlhatok kiilonb6zé RAS izoforméak, melyek szdmos, a cirkadian
ritmussal és a metabolizmussal is 6sszefliggésbe hozhat6 folyamatban jatszanak szerepet
(6-11). Emellett Kisérletes és bioinformatikai adatok is alatdmasztjak, hogy az onkogén
RAS fehérjek kiemelt jelentdséggel birnak a rakos sejtek cirkadian ritmuszavaranak

kialakulasaban (12).

A génkészlet egy meghataroz6 hanyadanak expresszidja a cirkadian ritmus szabalyozasa
alatt all. Ez teszi lehetdvé a sejtfunkciok ritmusos miikodését, és egyben eldsegiti a
valtoz6 kornyezeti tényez6khoz vald alkalmazkodast is. Arrol azonban kevés adat all
rendelkezésre, hogy a molekularis 6ra hogyan reagal azokra a kihivasokra, amelyeket e
tényezOk széls6séges mértékli megvaltozasa, mint példaul a hosszabb ideig tartd

tdpanyaghiany idéz el6.



Munk&m soran a Neurospora crassa cirkadian modellszervezetben vizsgaltam a RAS2
fehérjének a cirkadian ritmus metabolikus kompenzaciojaban betdltott szerepét, valamint
a molekularis 6ra komponenseinek és igy a cirkadian idémérésnek a hosszan tarto

gliikozmegvonashoz torténd alkalmazkodasban betoltott szerepét.

1.1. A cirkadian ritmus

Az €16 szervezetek legtobb biokémiai folyamata valamilyen meghatarozott ritmus szerint
zajlik. A ritmusos folyamatok egy része a Fold forgasanak kovetkezmenyekeént ciklikusan
valtozo kornyezeti tényezOkhoz vald alkalmazkodas nyoman alakult ki (13). Ezen
folyamatok szabdlyozdsaért felel a cirkadidn ritmus, amely egy sejtszintli endogén
oszcillator altal vezérelt idomérd rendszer. Ez a belsé idémérd rendszer szamos gén
ritmusos kifejezodésének szabalyozéasa altal lehetévé teszi, hogy az organizmus
¢letmiikddése mar a kdrnyezeti feltételek megvaltozasa elétt ugy modosuljon, hogy az a
valtozésra fel tudjon késziilni, igy eldsegitve a hatékonyabb alkalmazkodast. A jobb
alkalmazkodoképesség pedig evolucios elonyt jelent. Ennek kovetkeztében az
6ramechanizmus minden filogenetikai szinten jelen van (13, 14). Az 6ramikodés
lehetévé teszi a hatékonyabb energiafelhasznalast azéltal, hogy hozzajarul az anabolikus
és katabolikus folyamatok id6beli elkiilonitéséhez (15). Emberben cirkadian oszcillaciot
mutat tobbek kozott bizonyos hormonok szintje (pl. kortizol vagy melatonin), a

testhémérséklet, a vérnyomas vagy a szivfrekvencia (16).

Az egyik legfontosabb ritmusosan valtozd kornyezeti tényezé a fény, és ennek
megfelelden az egyik legfontosabb természetes ritmus a nappalok és éjszakak szabalyos
valtakozasahoz illeszked6 napi ritmus (17, 18). Cirkadian ritmusnak a hozzavet6legesen
24 oras periddussal biro, kornyezeti hatasok segitsége nélkil is dnfenntartd biologiai
ritmusokat hivhatjuk (19, 20). A cirkadian ritmus meghatarozé tulajdonsaga tovabba,
hogy periddusa a kiils6, természetes vagy mesterséges kornyezet altal diktalt jelekhez
(Zeitgeberekhez) igazodik, fazisa pedig atallithatd (20-22). Természetes kdrnyezetben az
Ora periodusa a FOld forgasanak kovetkezteben 24 O&rara szinkronizalodik. A
legjelentdsebb hat4ssal bird Zeitgeber-ek a fény mellett a hémérséklet és a
tapanyagkinalat (23). A cirkadian ritmus definicijanak tovabbi kritériuma, hogy a ritmus
allando korilmények kozott is fennmaradjon. Ilyenkor ,.szabadon futd” ritmusrol

beszélhetlink, amelynek periddusa szintén cirkadian, azaz megkozelitéleg 24 oOra.
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(Emberben ez az érték 25, egérben 23, Neurospora crassa-ban pedig 22,5 6éra koril
mozog. (21, 22)) A cirkadian ritmus a tapanyagellatas, valamint a kdrnyezet hdmérsékleti
valtozasai ellenére is kdzel azonos periodussal miikodik, képes kompenzalni e hatasokat
(23).

1.1.1. A cirkadian ritmus legfontosabb paraméterei

A ritmusosan valtozo kornyezeti faktorok éllényekre gyakorolt hatasat, valamint a
ritmus ¢és az idomérd rendszer miikodési mechanizmusat a kronobioldgia nevil
tudomanyag vizsgalja (13). Az alabbiakban a kronobioldgiaban hasznalatos legfontosabb

fogalmak kertilnek bemutatasra, melyeket az 1. abra szemléltet.

Biologiai ritmusnak tekinthetiink barmely, az €16 rendszerben lejatszodd folyamatot,
mely tobbnyire szinuszgorbével kozelithetd ritmikus ismétlddést mutat. Periddusuk
alapjan megkiilonbdztethetiink ultradidn (24 6ranal rovidebb), cirkadian (megkozelitdleg

24 Gra hosszu) és infradian (24 6ranal hosszabb) ritmusokat (24).

Egy adott vizsgalati paraméter oszcillacidjanak legfontosabb jellemz6i a periddus, a fazis
és az amplitadd. A periddus (1) az egy teljes ciklus alatt eltelt idot adja meg. A fazis (@)
megmutatja, hogy egy tetszdleges kiinduloponthoz képest a cirkadian cikluson beliil hol
tartozkodik a rendszer. Kiilsd tényezd hatdsara a fazis ,késhet”, vagy ,siethet” a
referencia értékhez képest. A vizsgalt paraméter minimum (,,nadir”) és maximum

(,,zenit”) értéke kozotti kiilonbséget az amplitido adja meg (23, 25).

A ritmus analizise szempontjabol két alapvet6é folyamatot kilonboztethetlink meg:
vagy a szervezet belsd, un. ,free run”, vagyis szabadon futd ritmusat vizsgaljuk,
amelyet alland6 korilmények mellett figyelhetink meg, vagy pedig valtozo
(mesterségesen bedllitott, vagy természetes) koriilmények kozott az un. ,.entrained”,
azaz beallitott ritmust vizsgaljuk (23). Az els6 esetben a cirkadian idémérést az un.
cirkadian id6vel (circadian time - CT) jellemezziik. A CTO-tol CT12-ig terjedd idészak
a szubjektiv nappal, a CT12-t6] CT24-ig tartd id6szak pedig a szubjektiv éjszaka (23,
25).
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A Maximum

Periédushossz

sotétség sotétség

1d6

Beallitas/szinkronizalas Szabadon futé ritmus

v
v

1. abra: A cirkadian ritmus jellemzé paraméterei. Az abran egy tetszéleges
vizsgalati paraméter id6 fliggvényében térténd valtozasa lathato, melyen a cirkadian
ritmust jellemzo legfontosabb fogalmak keriiltek bemutatasra. Az idétengelyen a
beallitd szakasz sordn a mesterséges fény-sotétseg ciklusok lathatok, majd ezt
kovetden az €161ény belso oraja altal szabalyozott szabadon futd ritmus lathatd, ahol

mar a szubjektiv idémérés érvényesiil.

A cirkadian ritmusok vizsgalata soran rendkivil fontos szerepe van a ,,Zeitgeber”- eknek,
azoknak a kornyezeti faktoroknak, melyek lehetévé teszik a ritmus kdrnyezettel vald
szinkronizalasat (23). A ritmus beallitasat, kornyezeti faktorokhoz torténd igazitasat
»entrainment”-nek nevezik, melynek sordn a szubjektiv id6 (az él6lény belso ideje) az
objektiv id6hoz (a kiilsé kornyezet altal meghatarozott 1d6ho6z) igazodik. Ez a folyamat
gyakran a ritmus fazisanak megvaltozasaval jar és ez teszi lehetové az él61ény szamara a
kllvilag valtozésaihoz torténé alkalmazkodast (23). Valtozé koralmények kozott vizsgalt
ritmus esetén az orat atallito utolséd hatast, jellemzéen fény vagy hémérsékleti valtozast
kovetden eltelt id6t Zeitgeber idének (Zeitgeber time - ZT) nevezzik (23, 25). Koncepcid
szerint a fény-ciklus kezdetének vagy a homérséklet megemelésének idépontjat jeldljik

ZTO0 id6ponttal, és a ZT0-hoz viszonyitva adjuk meg a fazis értéket.

1.2. A molekuléris oszcillator

Az eukaridta szervezetekben zajlo folyamatok ritmusat egy kozponti iddmérd rendszer,
az un. ,molekularis oszcilldtor” wvezérli. A molekularis oszcillatort egymassal
kolcsdnhatasban allo pozitiv és negativ visszacsatolasu hurkok haldzata alkotja, melynek
kdzpontjaban egy vagy tobb oOrafehérje ritmikus expresszidja all. Az endogén oszcillator
bemenetét a fent emlitett Zeitgeber-ek képezik, kimenetét pedig valamilyen mérhet6

ritmusos paraméter (pl.: hormonszint, testhdmérséklet vagy sporaképzés (21, 26-28)).
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A cirkadian ritmus belsé idéméré mechanizmusat els6ként Drosophila melanogaster
modellen irtdk le: Michael Rosbash és Jeffrey Hall 1988-ban kozolte elméletét a negativ
visszacsatolasu transzkripcids-transzlacios hurok (transcription translation feedback loop
- TTFL) mikodésérél, valamint azonositotta a f6 oszcillator fehérjét. Miutan
bebizonyosodott, hogy a legtobb magvas sejt cirkadidn idomérésének hasonlo az
alapmechanizmusa, felfedezéseikért 2017-ben Michael Young-gal kézdsen Nobel-dijban

részesultek.

A molekularis oszcillator hatékony miikodését a transzkripcids-transzlacios negativ
visszacsatolast hurkok mellett szdmos szabalyoz6 fehérje segiti (13). Az onfenntartd
TTFL {6 komponensei a pozitiv és negativ faktorok. A pozitiv faktor eldsegiti a negativ
faktor (oszcillator fehérje) génjének transzkripcidjat, majd a transzlaciot kovetden a
negativ faktor mennyisége folyamatosan névekszik. Amikor elér egy meghatarozott
szintet, a pozitiv faktorra gyakorolt gatlo hatasa érvényesiilni kezd, ezzel egydtt pedig
sajat transzkripciojanak aktivacioja csokken. Ennek kovetkeztében bizonyos id6
elteltével nem képzodik tobb negativ faktor, bomlasa azonban folyamatos, igy amint
szintje elér egy alsd kuszobot, a pozitiv faktor felszabadul a gatlas alol, és a ciklus

kezdédik elolrdl (13). A ket aktivacio kozott eltelt id6 megkozelitdleg 24 ora.

A molekularis oszcillator miikodési mechanizmusanak megértéséhez nagyban
hozzéjarultak a Drosophila melanogaster-en és az altalunk is modellként alkalmazott
Neurospora crassa fonalas gomban végzett genetikai és molekularis bioldgiai

vizsgalatok.

1.3. Neurospora crassa, a cirkadian ritmus modellorganizmusa

A cirkadian ritmus, valamint a metabolizmus kulcsfolyamatai az éldvilagban nagyfoka
konzervaltsagot mutatnak (25), munkank soran ezért modellorganizmusként az egyik
legalaposabban jellemzett molekularis 6raval rendelkezd szervezetet (20, 21, 29-33), a

Neurospora crassa fonalas gombat valasztottuk (2. abra).
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2. abra: Neurospora crassa szilard taptalajon tenyésztve. Az abran a N. crassa vad

tipusanak (wt) allando viladgosban, szilard taptalajon tenyésztett kultdraja lathato.

Az Ascomycota torzsbe tartozd vords kenyérpenész szinét karotinoid tartalmanak
kdszonheti, melynek szintje fény vagy egyéb stresszhatasra megemelkedik, ezzel
antioxidans véddfunkciot biztositva a gombanak. Nevét (,,Neurospora”) az aszkosporak
felszinén talalhat6, neuronokra hasonlité barazdaltsagardl kapta. A természetben trépusi
¢és szubtropusi régiokban fordul elé (34). Szamos eldnyds tulajdonsaga lehet6vé tette,
hogy a kronobioldgia kedvelt eszkdzévé valjon mar a cirkadian ritmus kutatasanak
hajnalan, a XX. szazad masodik felétél kezd6dbéen (35-37). A cirkadian vizsgalatok
mellett az ,,egy gén-egy enzim” elmélet kidolgozasa soran is fontos modell volt, tovabba
szamos Uj epigenetikai és genetikai géncsendesitési folyamat megismerésében is szerepet
jatszott (35, 38, 39). Edward Tatum és George Well Beadle munkajat 1958-ban fizioldgiali
és orvostudomanyi Nobel-dijjal ismerték el (35). A teljes N. crassa genom 2003 o6ta

ismert (40), melynek komplexitasa a Drosophila modellével mérhet6 6ssze (29, 41).

A N. crassa eldnyos tulajdonsagai kdzé tartozik, hogy nem patogén, fenntartdsanak
nincsenek specialis kovetelményei, igy koltséghatékonyan és gyorsan tenyészthetd (34).
Transzformécioja rendkivil hatékony (29), 4j génhianyos torzsek megfeleld technika
alkalmazésaval hetek alatt 1étrenhozhatok (42) es a legtdbb molekularis biologiai modszer
is nagy hatékonysaggal alkalmazhato a vele valé munka soran (29, 43, 44). Mivel
életciklusanak nagy része haploid, a genetikai analizisek kivitelezése is egyszeriibb,
hiszen a recessziv tulajdonsag megjelenik az utédokban, igy a genotipus és fenotipus
kozotti  Osszefiiggés kozvetlenil vizsgalhato. Eletciklusanak vegetativ és ivaros

ciklusaiban szadmos eltérd sejttipus differencialodik, ezek jellegzetes valtozatai
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megfigyelhetok a morfologiai mutdnsokban. Kiilonb6zd gytjteményekben csaknem

tizezer torzs férhetd hozza a kutatocsoportok szamara (40, 45).

A N. crassa életciklusa nagy részében haploid. A haploid vegetativ sporabdl germinaciot
kovetden kialakul a hifakbol allé vegetativ micélium. A vegetativ micéliumok kétféle
vegetativ sporat (konidiumot) képezhetnek, a tébbmagvd makrokonidiumot, amely
Iégmiceéliumokbol alakul ki és az egymagvu mikrokonidiumot. Mindkét tipust vegetativ
szaporitokeéplet képes szétszorodni és a vegetativ ciklust megismételni. Az ivaros
szaporodashoz kiilonbozé ivard (mating type) kolonidkra van sziikkség. A néivart
reproduktiv képletek az an. protoperitéciumok, a himivari képletek pedig lehetnek
mikro- vagy makrokonidiumok, illetve hifak. A kiilonb6z6 ivara képletek talalkozasat
kovetéen a sejtmagok Osszeolvadnak, diploid zigoétat alkotva meiotikusan majd
mitotikusan osztodnak, igy a protoperitéciumbol kialakult term6testben (peritéciumban)
létrejon a haploid aszkospora. Az aszkuszokban taldlhatd aszkosporak germinéciot

kovetden micéliumot, ezzel pedig egy 1j telepet képeznek (46).

Bizonyos hatasokra a micélium légmicéliumokat képezhet, amelyek ivartalan spérakka,
an. makrokonidiumokka szegmentalddnak. E konidiumok jellegzetes élénk narancssarga
szinliek karotinoid pigment tartalmuk miatt, és erésen hidrofébok (21). Ez a
konidiumtermelési folyamat napi szinten szabalyozott és intenzitasa kdzvetlenil hajnal
elétt maximalis. A N. crassa konidizacios ritmusa, vagyis az id6ben ritmusos vegetativ
sporaképzése, és annak analizise jatszott igazan jelentds szerepet abban, hogy a N. crassa
a cirkadian kutatasok egyik kiemelked6é modelljévé valjon (20, 29, 47, 48). E mddszer
segitségével azonositottak a kdzponti Grakomponensek tobbségét, és a legtobb cirkadian
ritmus mogott allé alapmechanizmus megertéséhez is nagymeértékben hozzajarult (21). A
folyamat monitorozéasa az un. ,,race tube” vagy ,,futtatdcsoves” kisérletek soran lehetévé
teszi tovabba a genetikai mddositasok vagy farmakoldgiai manipulaciok cirkadian
oszcillator kimenetére gyakorolt hatdsdnak tanulmanyozasat (20, 29, 48). (Anyagok és
Maodszerek fejezet 5.3.1. alfejezet) A kisérlet nagy elénye, hogy a konidizacid, vagyis a
ritmus kimenete a legtobb esetben szabad szemmel is megfigyelhetd. Erre leginkdbb a
RAS-1 aktivalo mutécidjat hordozd bd (band) torzs alkalmas (48-50), amely nevét éppen
a naponta keletkez6 konidiumcsomok altal a futtatocsovon létrehozott savokrol kapta. A
kronobiologiai kisérletek soran ezért gyakran bd héattérben hozzak létre az (j torzseket

(20). Nemcsak bd hattérben johet létre azonban ritmusos konidizacio, hanem a taptalajhoz
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adott specifikus komponensek, igy példaul a ROS (Reactive Oxygen Species — Reaktiv
Oxigén Szérmazékok) termelését elésegité menadion vagy H»O. hatasara is (50).
Szemmel lathaté konidizacid6 hidnyaban is mikodhet az endogén oszcillator, erre

bizonyiték az oragének és az azokrol kifejez6d6 fehérjék ritmikus expresszidja (50).

A ritmus kovetésének masik kedvelt eszkdze a luciferaz riporter rendszer, melynek
segitségével nagy ateresztOképességgel (high throughput) vizsgalhaté valds idében a
promoter aktivitas és az ora altal szabalyozott gének (ccg — clock-controlled genes)
expresszidja (18, 44, 51-53).

Munkéank soran a N. crassa-t modellorganizmusként alkalmazva arra térekedtlink, hogy
megértsiik, hogyan is mikodik egyltt a komplex expressziés rendszerek iddébeli

szabalyozasat lehet6vé tevo cirkadian ritmus és a metabolizmus.

1.4. A Neurospora crassa cirkadian oszcillatora

A N. crassa cirkadian oszcillatorat 1959-ben fedezték fel: Pittendrigh és munkatarsai a
vegetativ sporaképzésben idofiiggé mintazatokat figyeltek meg (13, 47). A konidizacios
ritmusrél késébb megallapitottdk, hogy egyike a cirkadian ritmus &ltal szabalyozott
kimeneti paramétereknek. Az elsé felfedezés ota eltelt idoben a N. crassa molekuléris
oszcillatora valt az egyik legalaposabban jellemzett molekularis 6rava (21, 54). A
cirkadian oszcillator mitkédésének alapja a N. crassa esetében is egy Onszabalyozo
transzkripcids-transzlacios negativ visszacsatolasu hurok. A N. crassa 6rajanak kozponti
pozitiv eleme a White Collar-1 (WC-1) és White Collar-2 (WC-2) GATA-tipusl
transzkripcids faktorokbdl allo heterodimer White Collar Complex (WCC) (32, 55),
legfontosabb negativ eleme pedig a Frequency (FRQ) fehérje. Mivel az Ora pozitiv és
negativ faktoranak szabalyozasat elsdsorban a foszforilacio teszi lehetdvé, az oszcillator
tovabbi fontos szabalyozdi a kindzok és foszfatazok, valamint az exoszoma komponensek
és a kromatin statuszt szabalyozo6 faktorok (56-61). A FRQ és a White Collar fehérjék
altal létrehozott 6nszabalyozo rendszer a FRQ-White Collar Oszcillator (FWO) (3. abra),
amelynek miikddése szdmos magasabb rendli eukaridta szervezet oszcillatordval
homol6g, ami lehet6vé tette a N. crassa cirkadian modellorganizmusként torténd
alkalmazasat (32). A molekuléris oszcillator bemeneti paraméterei jellemzben a

kornyezeti faktorok, amelyek segitik annak pontos beallitasat, kimeneti paraméterei pedig
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a ritmusos élettani folyamatok, melyek szabalyozésa tobbek kozott a ccg-k

expresszidjanak WC-1 altali szabalyozasan kereresztil torténik.

FFC

3. bra: A N. crassa kdzponti oszcillatoranak sematikus modellje. Az 6ra pozitiv
faktora a WC-1 (white collar 1) és a WC-2 (white collar 2) transzkripcios
faktorokbdl all6 WCC (white collar complex). A WC-1 el@segiti az 6ra negativ
faktora, a FRQ (frequency) transzkripciojat. Transzlaciot kovetéen a FRQ
onmagaval és az FRH-val (FRQ-interacting RNA helicase) komplexet képez (FFC
— FRQ-FRH complex), amely el6segiti a WCC gatlasat annak foszforilacidjan
keresztil. A WCC gatlasa az Uj FRQ-szintézis gatlasat eredményezi, a meglévo
FRQ alakok pedig a nap eldrehaladtaval fokozatosan bomlanak. Amikor a FRQ
szintje egy kritikus szint ala csokken, a WCC felszabadul a gétlas aldl és a

koralbelll 22,5 o6rés ciklus elolrdl kezdddik.

Fény hatasara, vagy valtozo korilmények kdzott a WCC a frg gén prométerén talalhatd
un. ,,Clock-box”-hoz (C-box) kotédve aktivalja annak atirasat (62-64). A FRQ fehérje
expresszioja a szubjektiv éjszaka folyaman né, majd 6nmagaval és a FRQ-et stabilizalo
FRH-val (FRQ-interacting RNA helicase — FRQ-kel kolcsonhatd RNS helikéz)
kapcsolédva megalkotja az FFC-t (FRQ-FRH komplex) (57, 65). A frq RNS szintje a
szubjektiv reggel soran a legmagasabb, a fehérje szintje azonban késleltetve, mintegy 4-
6 Ora elteltével éri csak el a maximalis értéket (66). A transzkripcid és transzlacio kdzotti
késés pontos mechanizmusa nem ismert, azonban valosziniisithetden komplex
szabalyozas eredménye, ugyanis fényindukci6 soran ez az idétartam egy oOrara csokken

(67). A szubjektiv nappal soran az FFC atmenetileg kdlcsdnhat a WCC-szel a sejtmagban
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¢s foszforilacigjat eldsegitve inaktivalja azt. Az inaktiv  WCC a magot elhagyva
atmenetileg a citoszolban dusul fel (53, 68). A hiperfoszforilalt WCC kevésbé kotédik a
C-boxhoz, igy ekkor a frg RNS és a FRQ protein szintézise is gatolt. A nap folyaman a
FRQ szamos foszforilacios lépésen megy keresztiil, a szubjektiv este soran egyre inkabb
hiperfoszforilalttd valik. A FRQ foszforilacidjaban kiemelt szerepe van a CKla-nak
(casein kinase la — kazein kinaz la), mellyel a fehérje a tobbi kinazzal ellentétben egy
stabil komplexet képez a FRQ-CKIa interakcidos doméneken (FCD) keresztil (69). A
citoszolikus hiperfoszforilalt FRQ elésegiti az inaktiv WCC feldtisulasat a citoszolban. A
nap elérehaladtaval a FRQ CKla-val alkotott kolcsonhatasa megsziinik (70-72), majd a
szubjektiv éjszaka soran kolcsonhatasba Iép az ubikvitin lighz FWD-1-gyel (F-box/WD-
40 repeat containing protein - F-box/WD-40 ismétlddést tartalmazd fehérje), amely
eldsegiti a fehérje ubikvitinacidjat és proteoszoma utvonalon keresztiili lebontasat (73,
74). Miutdn a FRQ szintje a sejtmagban ismét alacsony lesz, a negativ visszacsatolas
megsziinik, a WCC felszabadul a gatlas alol, az aktiv alakok belépnek a sejtmagba és a
ciklus ismét eldlrdl kezdddik. Ez az 6nszabalyozo negativ visszacsatolasu hurkon alapulo
mechanizmus a transzkripcid és a transzlacié preciz idozitésével, az 0Osszetett
poszttranszlacios modositasokkal és az egyes komponensek kiilonb6z6 sejtalkotokban
val6 lokalizaciojaval teszi lehet6vé a WCC aktivitas, valamint a frq RNS és fehérjeszintek
cirkadian (~22 éras) oszcillaciojat (70-72, 75). A WC-1 fehérje pedig azon tul, hogy a
FRQ transzkripciojat szabalyozza, elsegiti a ccg-k atirasat is, amelyek a kimeneti

paraméterek ritmusos miikodését eredményezik.

A f6 TTFL-on kivll szdmos aloszcillator rendszert is leirtak a N. crassa cirkadian
ritmusaval kapcsolatban: a citoszolikus FRQ el6segiti a WC-1 mennyiségének stabilitasat
és a WC-2 transzkripciojat. Ez egy, a negativ visszacsatolasu hurokkal kapcsolatban allo
pozitiv visszacsatolasu hurkot alkot, amely a negativ visszacsatolashoz képest 6-12 éra
kiilonbséggel milkodik (62, 71, 76). Ebbdl kovetkezik, hogy a WC-1-szintekben
megjelend ritmicitas a FRQ altali szabalyozas eredménye (30, 77). A FRQ és a WC-1
kolcsonhatasa, valamint minden tovabbi aloszcillacié a rendszer robusztussaganak
fenntartasa miatt fontos. A WC-1 tovabba sajat expressziodjat is tamogatja transzkripcios
szinten (78, 79), valamint negativan befolyasolja a WC-2 expressziojat, a WC-1

ugyanakkor nem stabil a WC-2 hianyaban (80, 81).
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A FWO alkotok valamelyikét nem kifejez0 mutans tdrzsekben is leirtak ritmikus
viselkedést, ami arra enged kdvetkeztetni, hogy léteznek tovabbi, FRQ-nélkli oszcillator
(FRQ-less oscillator - FLO) rendszerek is N. crassa-ban (66, 82). A FLO rendszerekkel
kapcsolatban konidizacios (59, 66, 83, 84, 97), molekuléris s biokémiai ritmust (85-89)
is leirtak, melyek sorén a periodus jellemzden cirkadian tartomanyban mozgott. Ezek a
ritmusos mitkodések azonban jellemzéen csak valamilyen speciélis taptalaj-osszetétel (pl.
farnezollal, geraniollal, koffeinnel vagy menadionnal torténé kiegészités (90, 91)), vagy
mutacio mellett (91-94) vizsgalhatdk, és a cirkadian ritmus definicidjanak kritériumait
sem teljesitik minden esetben, ugyanis szdmos FLO nem mutat hémérsékleti
kompenzaciot, vagy nem vizsgaltdk ennek a mechanizmusnak a jelenlétét. A FLO-k
molekularis miitkodésérdl jelenleg még keveset tudunk, eddig tobbek kdzott a prd-1, prd-
2 s UV90 (95, 96) gének termékeit irtak le lehetséges FLO komponensekként.

A molekularis oszcillator az emlés rendszerekben is a N. crassa-ban megfigyeltekhez
hasonléan miikodik. Az oszcillator pozitiv komplexe a CLOCK (circadian locomotor
output cycles kaput - cirkadian mozgasszervi kimeneti ciklusokat szabalyozo fehérje) és
BMALL1 (brain and muscle arnt-like protein-1 - agy és izom eredetii arnt-szer(i fehérje-1)
fehérjékbdl allo heterodimer, mely transzkripcios faktor tulajdonsaga révén eldsegiti a
negativ faktorok (PER (period) és CRY (cryptochrome)) expresszi6jat (29, 30). Egy
masik szabalyozo korben a CLOCK/BMALT1 komplex eldsegiti a Rev-Erb (reverse strand
of erythroblastosis oncoprotein - erythroblastosis oncoprotein forditott szala) és ROR
(retinoic-acid-receptor-related orphan nuclear receptor - retinsav-receptorhoz hasonl6
arva magi receptor) magreceptorok expresszidjat, amelyek visszahatnak (a Rev-Erb gétlo,
a ROR serkent6 (31, 32) mddon) a pozitiv faktorra. Emlds rendszerekben, igy emberben
is hierarchikus az oramiikddés: a szuprakiazmatikus magban taldlhatd a szervezet
kdzponti Oraja és az egyes szervekben, szervrendszerekben Ggynevezett periférias érak

mikddnek.

1.4.1. A Neurospora cirkadian oszcillatoranak elemei

1.4.1.1. Az ora pozitiv faktora, a white collar komplex (WCC)

A white collar komplex alkot6i a WC-1 és a WC-2 fehérjek. A WC-1 fehérjét elészor az
1960-as években irtak le. A fehérje nevét a WC-1 hianyos torzs fenotipusarél kapta,

melynek micéliuma fehér, konidiuma viszont normalis pigmentaciot mutat (97). A WC-
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1 és a WC-2 PAS domént tartalmazo transzkripcios faktorok (98), melyek a sejtmagban
talalhatok (99, 100). A PAS-domént elészor a Drosophila period (PER) orafehérjeben,
egy emlGs transzlokatorban (ARNT), valamint a Drosophila ,,single-minded* (SIM)
fehérjében irtak le. Az egyes fehérjék kezdObetliib6l alkottak meg a mozaikszot (101,
102). A PAS-domének az 6rakomponensek mas fehérjékkel vald kapcsolddasat teszik
lehetévé (13, 103).

A WC-1 fehérje, a WCC limital6 komponense 1167 aminosavbol all, 3 PAS domént
tartalmaz, mig a WC-2 530 aminosavbdl all és egy PAS-domént tartalmaz (99, 100). A
PAS doméneken kiviil GATA tipusu, ,,cink ujj* DNS-koto helyeket felismeré domének
is megtalalhatok a WC fehérjék egyes génszakaszain. A két fehérje strukturaja kozel
50%-ban, szekvenciajuk pedig 26%-ban azonos (30). A két fehérje kozotti kapcsolat a
WC-1 PASC doménjén, valamint a WC-2 PAS doménjén keresztil jon létre (80, 81).

A cirkadian ciklus sorén az inaktiv WCC a citoszolban defoszforilalédik, majd bejut a
sejtmagba. Ott aktivalja a frq transzkripciojat, majd foszforilalodik, és visszakeril a
citoplazméba (53, 104). A fehérjék FRQ-fiiggd foszforilaciojat a kazein-kindz-1la (CK-
la), valamint a kazein-kinaz-Il1 (CK-II) (73) végzi, defoszforilacidjaért pedig a protein
foszfatdz-2A (PP2A) és a protein foszfatdz-4 (PP4) felel a citoszolban. A PP4 Altali
defoszforilacié eldsegiti a komplex sejtmagba vald bejutdsat (30), a PP2A dltali
defoszforilacid pedig fokozza annak aktivitasat (105).

A WC-1 fehérje kiulonlegessege, hogy kék fény érzékelésére képes fotoreceptorként is
miikodik, ezért az 6ra fény stimulusra adott valaszaban igen fontos szerepet tolt be (99,
106). LOV domenje (Light Oxygen Voltage sensing domain — fény oxigén feszultség
érzékelé domén) a FAD (flavin-adenin-dinukleotid) kromoférhoz ko6tédik, amely a kéek
tartomanyban (450nm) mutat maximalis elnyelést (107) és képes a fényenergiat kémiai
energiava alakitani (100, 106).

1.4.1.2. Az 6ra negativ faktora, a frequency fehérje (FRQ)

A frq mutans torzsek fenotipusat 1973-ban irta le Feldman és Hoyle (48). A fehérjét
elészor Dunlap és munkatarsai klonoztak 1986-ban, majd felfedezték, hogy expresszioja
ciklikusan oszcillal (108-110). Tobbek kozott ez a felfedezés is hozzajarult a N. crassa

cirkadian ordja iranti megnovekedett érdeklddés kialakulasahoz (66, 110).
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A FRQ fehérje egy foszfoprotein, legfontosabb szerepe a cirkadian oszcillatorban a WCC
aktivitdsanak szabalyozasa (65, 77, 111), mellyel 6nmaga termel6désére is hat (64, 98).
A foszforilacio, mint poszttranszlaciés modositas a N. crassa molekularis oszcillatoranak
egyik kulcseleme az ora pontos milkodésének kialakitasaban (75, 112, 113). Az
Orafehérjék kozul a jelenleg ismert modell szerint a FRQ foszforilacidjanak szabalyozasa
a legkomplexebb (75, 112), tébb, mint 100 szerin és threonin oldallancon foszforilalédhat
(70, 112, 113).

A FRQ feheérje szerkezetét tekintve IDP (intrinsically disordered protein — belséleg
rendezetlen fehérje) (23), tehdt nincs stabil harmadlagos szerkezete, a pontos
konformécio kialakitasaért a nap folyaman meghatarozott idézités szerint folyamatosan
valtozd poszttranszlacios modosulasok felelnek (70). Ez a precizen szabalyozott
mechanizmus lehetdvé teszi tobbek kozott azt is, hogy a FRQ napszaktol fliggden mas és

mas interakcios partnerrel lépjen kdlcsonhatasba (112).

A foszforilécio befolyésolja a fehérje aktivitasat: hipofoszforilalt forméaja aktiv a negativ
visszacsatolasban a sejmagban, hiperfoszforilalt alakja pedig a citoszolban a WCC-et
inaktiv formaban stabilizalja (75, 114). A FRQ foszforilaciojat szabalyozé egyik fontos
komponens a CKla, amely az FFC-hez kotédve foszforilalja a FRQ-et, ezaltal csokkentve
annak magi akkumulaciojat és elésegitve ubikvitinaciojat, majd a proteoszéma Gtvonalon
keresztili bomlésat (115). A CKla mellett a CKII is foszforilalja a FRQ-et (60, 116), ez
a kolcsonhatds azonban kevésbé ismert, feltételezhetd, hogy a CKII altal végzett
foszforilacios 1épések a homérsékleti kompenzacio soran jatszanak fontos szerepet (59)
(116). A kazein-kindzokon kivil leirtdk a PKA (protein kinase A — protein kindz A) (117),
a ckeckpoint kinaz 2 homolog PRD-4 (period-4), és a CAMK-1 (calcium/calmodulin-
dependent kinase — kalcium/kalmodulin-dependens kinaz) (118) FRQ szabalyozasban
betoltott szerepét is. A kinazok elsédleges célpontjai tobbek kozott az in. PEST-domének
(57). A FRQ defoszforilacidjaban a PP1 (protein phosphatase 1 — protein foszfataz 1), a
PP2A és a PP4 jatszanak szerepet (30, 57, 65, 74, 119).

A FRQ szerkezetét tekintve fontos szerepe van még az N-terminalison talalhat6 CC
(coiled-coil - tekercselt tekercs) régionak, amely a homodimer képzddésben jatszik
szerepet (33, 62). A FRQ fehérje tovabba a cirkadian ritmus hémérsékleti

kompenzaciojaban is kbzponti szerepet jatszik (120-122).
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A kdzponti 6rakomponensek legfontosabb szabalyozoit a 4. abra foglalja dssze.

PP2A, PP4 p PP

— " p P
———————-

CKI, CKII, GSK, PKA

PP1,PP2A, PP4

@

PKA CKla, CKIl,
PRD-4, CAMK

4. &bra: A kozponti érakomponensek és legfontosabb szabalyozoik. A pozitiv
(WCC) és a negativ (FRQ) faktor aktivitasat foszforilacios allapotuk nagyban
befolyasolja. A WCC foszforilaciojarért elsdsorban a CKI (casein kinase | - kazein-
kinaz 1), CKII (casein kinase Il - kazein-kinaz Il), GSK (glycogen synthase kinase
- glikogén-szintaz-kindz) és PKA (protein kinase A — proteinkinaz A),
defoszforilacidjaért pedig a PP2A (protein phosphatase 2A — proteinfoszfataz 2A)
és a PP4 (protein phosphatase 4 — proteinfoszfatdz 4) felelnek. A FRQ
foszforilacidjat elsésorban a PKA, CKlIa, CKII, PRD-4 (period-4) és CAMK
(calcium/calmodulin-dependent protein kinase - kalcium/kalmodulin-dependens
protein kindz), defoszforilacidjat pedig a PPl (protein phosphatase 1 -
proteinfoszfatdz 1), PP2A és PP4 enzimek végzik.

1.4.2. A feny hatésa a N. crassa oszcillatoranak miikodésére

A cirkadian ritmus egyik legfontosabb Zeitgeber-e a fény. Allandé vilagosban nem jar az
6ra, egyensulyi allapotban van. Alland6 s6tétben az endogén oszcillator hatarozza meg a
periodust, mig fény-sotétség ciklusokban (LD-ben) igy modosul az 6ra mitkodése, hogy

a periodust a kiils6 koriilmények allitjak be.

Az ora feny altali atdllitasanak molekularis alapja N. crassa-ban a frq fényindukalt
transzkripcidja, amely a fazis eléretolddasahoz vagy késéséhez is vezethet (73). Amikor
a szubjektiv éjszaka soran érkezik a fényhatas, a frg-szint relativ korai emelkedése az éra
fazisanak eldretolodasat okozza, azaz az oOra egy késébbi idépontnak megfeleld
miitkodésre all at. Ezzel szemben, ha a fény a szubjektiv alkonyat tajan éri az orat, amikor
a frg-szintek mar csokkennek, a frq expresszioé fény-indukalt ndvekedése visszaallitja az

orat egy korabbi id6pontra, vagyis az oszcillator késleletetve lesz (21, 98). A frq
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fényindukciojanak alapja a promoterében taldlhatd két fény-reszponziv elem (light-
responsive element - LRE), amelyekhez képes kapcsolddni a WCC (106).

A N. crassa f6 fotoreceptora a kék fényre érzékeny WC-1 (81, 106), amely LOV
doménjehez kapcsoltan FAD-ot tartalmaz kromoforként. Fény hatasara a kromofor
kovelensen kot a LOV doménhez és egy nagyméretii fotoaktivalt WCC (1aWCC — light
activated WCC — fényaktivalt WCC) hiperkomplex képzdédik (81, 123), amely elésegiti
111, 124-130), és igy megtorténik a fényhatas cirkadian oszcillatorra térténd atvitele, ami
fazismaddositd hatasu lehet. Ez a folyamat a WC-1-szintje szempontjabdl is Iényeges, mert
biztositja a fényaktivacio soran (részben a FRQ hatésara) instabilla valo WC-1 potlasat
(131). A WC-1 sokkal gyorsabb turnovert mutat vilagosban, mint sététben, - egyrészt a
fényaktivalt és hiperfoszforilalt WC-1 gyorsabban bomlik (76, 103), masrészt a wc-1
fényindukcioja hozzajarul a WC-1 készlet gyors feltoltéséhez. Mindezen folyamatok
biztositjak, hogy a WC-1-szintek stabilak maradjanak allandé vildgosban.

Amennyiben a fényhatas folyamatosan fennall, a WCC fényaktivacioja kovetkeztében
allandé a frg transzkripcid. Ennek eredménye, hogy allando vilagosban konstans magas
frg RNS és FRQ fehérje szinteket detektalhatunk - a fehérje és RNS oszcillacidja és
ezéltal a cirkadian idémérés ilyenkor sziinetel (54, 67). Vilagos-sotét tranziciot kovetden
a frg-szintek gyorsan csokkennek, majd a sotét periodus méasodik felében a frg-szintek
ismét elkezdenek emelkedni a WCC 0jbdli aktivacidjanak kdvetkeztében, és az idomérés

Gjraindul.

A fényindukci6 igen gyors szabalyozast tesz lehet6vé: tobbek kozott a frq és a
késébbiekben bemutatott vvd RNS-szintek mar 15-30 perccel a fényindukcio kezdete utan
elérik maximum értékeiket (30, 127). Mivel azonban a fényvalasz az 6ra szabalyozasa
alatt all, a hasonld intenzitasu fényjelek a szubjektiv reggel soran a leghatékonyabbak,
amikor a természetes fotoperiodus vilagos fazisa is elkezdddne (111, 132). Ezt a

jelenséget az ora kapuzo hatasanak nevezzik.

A kék fény érzékelés és a fotoadaptacié masodik legfontosabb faktora a vivid (VVD)
fehérje, amely a kiilonb6z6 fényintenzitasok kozotti differencialasban segiti az
Oramiikodést (130, 132). A szintén LOV domént tartalmazo kis méretii fehérje

kifejez6dését a WCC szabalyozza, expresszidjahoz sziikség van a WCC jelenlétére (130,
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132-134). A fotoadaptécidt egy olyan mechanizmus teszi lehetévé, melynek sordn a VVD
egy tovabbi negativ visszacsatolasu hurkon keresztll gatolja a WCC fényaktivaciojat,
vagyis lehetévé teszi, hogy tartdos megvilagitas esetén is tranziens legyen a fényvalasz
(130, 133, 135, 136). Fény-sotétség transzfert kovetéen a VVD-szintje gyorsan
lecsokken, 12 éra elteltével pedig mér alig detektalhatd. (130, 132). A VVD emellett
kozvetiti az informéciot a vilagos periodusbol, igy ,,molekularis memoriaként” védi az
orat a soOtét fazis soran fellépd zavard (kis intenzitasu vagy rovid ideig tartd)
fényhatasoktdl (pl. holdfény telihold idején), ezaltal hozzajarul a ritmus stabil
miitkodéséhez (55, 130).

A fény molekularis drara kifejtett hatasat az 5. abra mutatja be.

—:C:):—
frg l‘ we-1 vvd
N |
g '
N, |

k, tovabbi cog-k

kimeneti gének

5. abra: A fény hatasa az 6rakomponensekre. A N. crassa f6 fototreceptora a WC-
1, amely fényaktivaciot kovetden eldsegiti az LRE-t (light responsive element —
fény-reszponziv elem) tartalmazo genek, igy a frq és 6nmaga atirasat. A FRQ
elosegiti a gyorsan bomld fényaktivalt WC-1 utdnpotlasat. A fotoadaptacio

kulcseleme a VVD fehérje, amelyet a WCC szabalyoz.
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Az 6ra fény altali szabalyozasanak pontos miitkédése azonban még mindig nem teljesen
ismert, valdszintisithetden szamos tovabbi poszttranszkripcids modositas is hozzajarul az

6ramiikodés fény altal torténd beallitasanak mechanizmusahoz.

1.4.3. A homérséklet, mint Zeitgeber

A fény mellett a hdmérséklet szintén kiemelten fontos Zeitgeber. Entrainment soran a
hémérséklet emelkedésével a FRQ expresszidja fokozddik, ez eldsegiti a WCC
foszforilaciojat és inaktivaciojat, az oOra tehat a szubjektiv reggel allapotaba kertl.
Alacsonyabb hémérséklet esetén pedig a FRQ mennyiség csokkenésével az ora a

szubjektiv alkonyat idépontjaba keriil (137).

Noha a féazis a fentiek szerint atallitddhat homérsékleti hatasokra, a periddus ezzel
szemben kompenzalt, vagyis a kornyezeti hdémérséklet viszonylag széles tartomanyban
torténd valtozasa mellett is allandd a szabadon futod cirkadian ritmus periddusa. Ez
kiilondsen figyelemre mélto, tekintve, hogy a hdmérséklet emelkedésével parhuzamosan
a biokémiai reakciok sebessége jelent6s mértékben né, ami az 6ramiikodés egészének
gyorsulasahoz vezetne. A reakciok hémérsékletfiiggése az Un. Q10 értékkel jellemezhetd,
amely a 10°C hémérséklet novekedés soran bekovetkezd reakcidosebesség novekedés
mértékét jeloli. Ez altalaban 2-4 kozotti érték, a cirkadian ritmusok esetében azonban

csupén 0,8-1,2 koz6tt mozog (138).

A homérsékleti kompenzacié mechanizmusa kevésbé feltérképezett, mint az o6ra fényre
adott vélaszanak folyamata. Ugyanakkor Pittendrigh mar 1957-ben leirta, hogy
Drosophila esetében a ritmus homérséklettol fiiggetlen (28). Ismert, hogy a hdmérséklet
a molekuléris 6ra tobb komponensére is hat és a hatasok ereddje vezet a kompenzéciohoz
(139, 140). Az 6sszetett folyamat egyik kulcseleme a negativ 6rakomponens hémérséklet-
fliggd alternativ splicing-ja (20, 21). Az mRNS érés sordn IFRQ (long FRQ — hosszu
FRQ) és sFRQ (short FRQ — rovid FRQ) alakok keletkeznek. A két alak mintegy szaz
aminosavban, valamint stabilitdsdban és poszttranszlaciés modositasaiban is kiilénbdzik
egymastol (114, 121, 122). Magasabb homérsékleten (25-28°C) fokozott FRQ expresszio
mellett az IFRQ alak jelenléte dominal (120), mig alacsonyabb homérsékleten (18-21°C)
csokkent FRQ expresszi6 mellett az SFRQ relativ szintje magasabb (120-122). igy tehét
a frg atlagos expresszios szintje és a frg ritmus amplitidoja is hasonlé marad magas és

alacsony hémérsékleteken, - csupadn az egyes alakok aranya valtozik. Szintén
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cres

miszerint a frq RNS transzlacidja magasabb homérsékleten intenzivebben zajlik, ezzel
szemben a FRQ fehérje nuklearis transzportjanak intenzitasa csokken. A két, egymast
kompenzal6 folyamat eredményeként a negativ visszacsatolasban a FRQ mennyisége
allandod lesz (141). A hémérsékleti kompenzacioban tovabba fontos szerepet jatszik a
FRQ CKII altali foszforilacidja (59, 142), valamint a VVVD fehérje is (143). Annak

crer

miitkodés megismeréséhez tovabbi vizsgalatok szlikségesek.

1.4.4. A tépanyagkinalat, mint Zeitgeber

A tapanyagkinalat megvaltozasa is fontos Zeitgeber a molekularis 6ra szdmaéra (144-147),
ugyanis a fazist a homérséklethez és a fényhez hasonldéan képes atallitani. Az emlds
sejtkultarak oszcillatormiikodésének szinkronizalasahoz gyakran alkalmaznak példaul
an. glukoz, vagy szérumsokkot. Ugyanakkor a tapanyagszintek esetében is igaz, hogy a
periddus eltéré metabolikus kornyezet mellett is allandé marad, vagyis az 6ra képes a
metabolikus hatdsok kompenzalasara (148), igy alkalmazkodva a kornyezetben
eléforduld valtozatos szubsztratszintekhez. Noha a metabolizmus és a cirkadian 6ra
kozotti szoros dsszefliggést mar szinte az 6sszes eukariota szervezeti szinten leirtak (149,
150), az, hogy a molekularis idémérés hogyan is képes a tapanyagszintek valtozasat

kompenzalni, csak részben ismert.

crer

1 fehérjét (conidial separation protein-1 — konidium szerparaciot elésegité fehérje-1)
Sancar és munkatérsai 2012-ben irtak le (1). A CSP-1 fehérjét az éleszt6ben alaposan
jellemzett glukdzra adott valaszreakciok segitsegével azonositottak, és megallapitottak,
hogy ez a fehérje az 6ramiikodésben is szerepet jatszik (1). A CSP-1 funkciojat tekintve
egy transzkripcids represszor, amely nagyjabdl 800 gén expresszidjat szabalyozza N.
crassa-ban (151). Magas glikézkoncentraciéo mellett, amikor fokozott a transzkripcio és
transzlaciod sebessége, a megndvekedett mennyiségben kifejezett CSP-1 gatolja a WC-1
transzkripcidjat, igy annak transzlacios rataja ugyan nd, az RNS szintje azonban csokken.
Ez a mechanizmus biztositja, hogy a WC-1 fehérje mennyisége és ezaltal a peridédus

allando legyen eltéré glitkozszintek esetén is (1, 151). Sancar és munkatarsai kimutattak
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tovabba, hogy a CSP-1 altal szabalyozott rendszer a glikéz mellett a fruktéz és a

szacharozszintek valtozasara is hasonldan reagal.

A Neurospora oOra metabolikus szabalyozasanak tovabbi faktora a PRD-1 (period-1)
ATP-fiiggd RNS helikaz, amely nagyfoku rokonsagot mutat azokkal az éleszté és human
fehérjékkel, melyek a transzkripcidban és az RNS metabolizmusban jatszanak szerepet
(152). A prd-1 muténs periddusa a tapanyagszint emelésével parhuzamosan nd, szemben
a vad tipuséval, amely arra enged kovetkeztetni, hogy a térzsben nem mikodik a

metabolikus kompenzacio (152, 153).

A transzkripcios korepresszor RCO-1 (regulator of conidiation 1 — konidizaciot
szabalyozé fehérje 1) is szerepet jatszik a cirkadidan idémérés metabolikus
kompenzaciojaban: a Arco-1 térzsben magas glukdzszintek esetén rovidebb lesz a

periodus, mint a vad tipusban (154).

Az RCO-3-rdl, egy, a gliikkdztranszporterekkel nagy hasonlosagot mutatd fehérjérdl is
leirtak, hogy fontos szerepet tolt be a Neurospora ora gliikozfliggd szabalyozasaban
(155). Az rco-3 mutécidja szamos gen fényre adott transzkripcids valaszat médositja és a
fotoadaptaci6 megvaltozasdhoz vezet anélkil, hogy a WC-1 mennyiségét és
szabalyozését jelentésen befolydsolna. Az RCO-3 minden bizonnyal a gliikozérzékelés
és a fényszabalyozas kodzotti kapcsolat egyik kdzponti eleme, igy tébbek kozétt ez a
fehérje is hozzajarul a kilonb6z6 kornyezeti jelek integralasahoz a transzkripcio
megfeleld szabalyozasanak érdekében (155).

crer

nukledris receptor és transzkripcids represszor funkciokat is betdltd proteinek biztositjak
(144, 156). Ezek a fehérjék szekvencigjukban azonban nem, minddssze funkciojukban

hasonlitanak a N. crassa 6rakomponenseire.

A metabolizmus ¢és az Sramiikodés kozott kétiranyt a kapcsolat. Ahogy lattuk, a
tdpanyagkinalat fontos Zeitgeber az 6ra szamara, masrészrol viszont szamos metabolikus
folyamatot éppen a cirkadian ora iranyit (peldaul: (157)). Ezért tehat nem meglepd, hogy
az emberi szervezetben azok a kortlmenyek, melyek soran a cirkadian ritmus nem
miikodik megfelelen, - Ugy mint a valtott-miiszakban torténé munkavégzés vagy a
jetlag,- egyutt jarnak a metabolikus zavarok, példaul az elhizas, a metabolikus szindréma

vagy a kettes tipusu cukorbetegség kialakulasanak fokozott rizikdjaval (158).
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A metabolizmus és az 6ra kapcsolatanak egy sok kihivast tartalmazd speciélis esete,
amikor a tdpanyagok nem, vagy csak nagyon korlatozott mértékben allnak rendelkezésre
az ¢lolény szamara. Az alacsony tapanyagszintekhez vald alkalmazkodas soran a
metabolikus folyamatok ¢és a valtoz6 kornyezeti tényez6k (mint példaul a fény-sotétseg
vagy a hdmérsékleti valtozasok) dsszehangolasa kiilondsen nehéz feladat. Ismert, hogy a
glikdzszintek szdmos jelatviteli Utvonalat, valamint a transzkripciot, a transzlacios ratat
és a fehérje turnover-t is befolyasoljdk az organizmusokban (1, 159), vagyis olyan
folyamatokat, amelyek esetében a TTFL alapu cirkadian 6ra szamara nagy kihivast jelent

az allando periddussal valé miikodés.

N. crassa-ban a révid tavu (0-16h) glik6zmegvonds kompenzaciés mechanizmusok
Iétrejottéhez vezet transzkripcids és poszttranszkripcios szinten, amelyek lehetové teszik
a f6 orafehérjék expressziojanak allandd szinten tartasat, ezaltal biztositva a periodus
allandosagat (152-154).

A sziikés tapanyagkinalathoz vald alkalmazkodas kulcsfontossagu tényez6i a
tapanyagraktarak hatékony felhasznalasa és a metabolizmus szigoru kontrollja, aminek a

belsd iddmérés kornyezeti valtozasokkal vald dsszehangolasa alapvetd feltétele lehet.

A metabolikus folyamatok valtozé kornyezeti korilmények mellett torténé pontos
szabalyozésa noveli az energiafelhasznalas hatékonysagat, ezért tehat a pontos endogén
1démérés minden bizonnyal alapvetd kovetelménye a tdpanyagmegvonashoz torténd

sikeres alkalmazkodéasnak.

1.5. A cirkadian ritmus kimenete
A cirkadian ora kimeneti utvonalai kozvetitik a molekularis oszcillatortol a kiilonb6zo
sejtfunkciok irdnyaba az idoméréssel kapcsolatos informaciokat és ezaltal segitenek az

élettani ritmusok létrenozéasaban.

Az elmult évtizedek sordn szamos ccg-t azonositottak, valamint leirtdk azokat a
molekularis mechanizmusokat, melyek segitségével az oszcillator képes bizonyos

génkeészletek specifikus szabalyozasara.

Bell-Pedersen és munkatarsai microarray vizsgalatok segitségével mintegy 1400 gén
vizsgalata soran azt talaltak, hogy 145 esetben ritmikus az expresszio, ami arra utal, hogy

mas organizmusokhoz hasonl6an N. crassa esetében is a genom mintegy 10%-a all
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cirkadian szabalyozas alatt (86). Az azonositott genek altal kodolt fehérjék a sejt
biokémiai folyamatainak széles korében jatszanak szerepet, Ugy mint a jelatvitel, a
fejlédés, a metabolizmus vagy a stresszvalasz. Harom gén esetében frg-hianyos térzsben
is ritmusos expressziot mutattak ki, ami arra utal, hogy FLO is szerepet jatszik a
szabalyozasban. Egy genomszintli analizis segitségével, melynek soran a fényaktivalt
WCC célpontjait szerették volna feltarni, lehetséges WCC-ko6té helyek szazait
azonositottak tobbek kdzott szamos transzkripcios faktoron, melyek kozil tébb az éra
fontos kimeneti faktoranak bizonyult (128). igy példaul a CSP-1, amely altal szabéalyozott
gének szamos esetben ritmikus expressziot mutatnak. Ezek a gének jellemz6en az éjszaka
sorén érik el maximalis szintjliket és a metabolizmus szabalyozésaban jatszanak fontos
szerepet (1). Egy genetikai szirdvizsgalat ramutatott tovabbd a MAPK cirkadian
szabalyozéshan betdltott szerepére is. A MAPK utvonal szerepet jatszik tobbek kdzott az
ozmotikus stressz szabalyozasaban, az ivaros fejlodésben, a konidiumok integritasanak
fenntartasaban, valamint a kiillonb6z6 fungicidekre mutatott érzékenység kialakulasaban
(160, 161). Ennek az atvonalnak két fontos szabalyozdja a MAPK-kinaz és a hisztidin-
foszfotranszferaz, melyek expresszidja szintén cirkadian oszcillaciét mutatott

transzkripcids szinten (162).

Amint azt a fenti adatok is mutatjdk, noha a WCC szamos kimeneti gen kozvetlen
aktivatora, a kozponti ora alapvetd sejtfunkciokra gyakorolt hatasait a WCC szadmos
esetben csak kozvetett modon, méas szabalyoz6 Utvonalakon keresztil irdnyitja. A

cirkadian ritmus mitkodésének vazlatos modelljét a 6. dbra mutatja be.
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6. abra: 4 cirkadian ritmus miikodésének vazlatos modellje. A kiils6 kornyezetb6l
szarmazd ingerek (Un. Zeitgeber-ek) az 6ra bemeneti jelatviteli utvonalain keresztil
fejtik ki hatasukat a kozponti endogén oszcillatorra. A megvaltozott dramiikodés a
kimeneti jelatviteli utak kozvetitésével az egyes sejtfunkciok megvaltozott
miikodését eredményezi. Ez lesz az 6ra kimenete, amely visszahathat mind a
kdzponti oszcillatorra, mind pedig a bemeneti jelatviteli utakra. A molekularis

oszcillator a bemeneti jelatviteli utak mitkddeésére is hatassal van.

1.6. A RAS fehérjecsalad

A monomer kis G-fehérjék (GTPazok) csaladjaba tartozd RAS fehérjék szamos jelatviteli

folyamatban jatszanak kulcsszerepet. Molekularis kapcsolokként lehetévé teszik, hogy

egy extracellularis szignal génexpresszidbeli valtozast eredményezzen (163).

A RAS fehérjek legfontosabb eleme az Gn. G-domén, amely a nukleotid-kicserél6 és a
GTP-az aktivitasért felel. Ezen beliil 6t, a GTP/GDP kotéséért felelos motivum talalhatod

G1- G5), és itt talalhaté a mitkodéshez sziikséges Mg?* is. A GTP altali aktivacio hatasara
( ges Mg

a G2 és G3 un. ,,switch” (kapcsold) motivumokban konformaciovaltozas torténik. Ennek
koszonhetd a RAS fehérjék molekularis kapcsoloként valo elnevezése, amely elnevezés
a funkciora és a szerkezetre is utal egyben (163). A ,,bekapcsolt” allapotnak a GTP-kotott
konformacio szamit, a ,,kikapcsoltnak” pedig a GDP-kotott. Funkciodjat tekintve a RAS

fehérje tehat egy kis G-fehérje, amely az Un. nagy G-fehérjék Go alegységével mutat
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rokonsagot. A monomer G-fehérjék szabalyozasaban alapvetd szerepet jatszanak a GAP
¢s GEF aktivitassal rendelkezd fehérjék. A GEF (guanine nucleotide exchange factor —
guanin nukleotid kicserél6 faktor) GDP-GTP cserén keresztil aktivalja a RAS fehérjét
(164). A GAP (guanine nucleotide activating protein — guanin nukleotid aktival6 fehérje)
pedig a RAS GTP-4z funkcidjanak aktivalasan keresztil inaktivalja a fehérjét (164). A
kis G-fehérjék kotodhetnek tovabba un. adaptor molekulakhoz (pl. arfaptin) vagy
masodlagos hirvivo rendszerekhez (pl. adenilat-ciklaz) is (164). Az un. RAS-kot6 domén
(RAS binding domain - RBD) szamos effektoron megtalalhato és tébbnyire a fehérje
,,switch” régidjahoz kot. A RAS fehérjék a sejten beliil jellemzdéen a sejtmembrénhoz

kotddnek prenilécids es palmitoil&cios mdadosulasaik révén (165).

A legtobb ¢l6lényben egyszerre tobbféle RAS izoforma expresszalodik. Noha az ket
szabalyoz6 faktorok, és az altaluk szabalyozott effektor molekulak tébbnyire azonosak,
szdmos Kkisérletes adat tdmasztja ald a kiilonb6z6 RAS izoformak funkcionalis
specificitasat (6). A fehérjecsalad 6t f6 csoportra oszthatd szekvencia, szerkezet és
funkcio alapjan: RAS, RHO (RAS-homolog - RAS-homoldg), RAN (RAS-related
nuclear protein - RAS-hoz hasonlé magi fehérje), RAB (RAS-associated binding protein
- RAS-asszocialt kotéfehérje) és ARF (ADP-ribosylation factor - ADP-ribozilacids
faktor) alcsaladokra (166). A RAS fehérjecsalad tagjai altalaban a sejtproliferacios
folyamatok szabalyozdsaban vesznek részt, a RHO csalad tagjai a morfologiai
valtozasokban, a RAN fehérjék a nuklearis transzportfolyamatokban, a RAB és az ARF
alcsaladok pedig a vezikularis transzportban jatszanak szerepet (167). A RAS alcsalad
tagjai szamos sejtszignalizacios Utvonal szabalyozoi, szerepet jatszanak tébbek kozott a
metabolizmusban, sejtproliferaciéban, adhézidban, differenciaciéban, az onkogén
transzforméacidban, az aktin citoszkeletalis integritasanak kialakitasaban, az apoptotikus
folyamatokban, a novekedésért és osztodasért felelés gének transzkripcidjaban szerepet
jatsz6 MAPK (mitogen-activated protein kinase — mitogén-aktivalt proteinkinaz) utvonal
aktivalasaban és a sejtek migracidjaban - olyan folyamatokban, amelyek a cirkadian
ritmussal mind kapcsolatban &llnak (7, 8). E fehérjék hibas miikddése gyakran malignus
daganatok kialakulasahoz vezet (168). Egyre novekvo mennyiségii adat all rendelkezésre
kiilonboz6 organizmusokban a RAS-mediélta Utvonalak és a cirkadian ritmus kozotti
kapcsolatrdl: ismert, hogy néhany emlds szovetben a RAS feherjecsalad expressziojat a

cirkadian ora szabalyozza (9, 10, 169-172) és funkcionalis elemzés is bizonyitja, hogy a
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RAS/MAPK (tvonal cirkadian kimenetként szolgélhat, illetve képes modulélni a
cirkadian ora hatasait (11, 173-177). N. crassa-ban a band (bd) térzsben jelenlevé RAS1
aktivalé mutacid kifejezettebb konidizacids ritmust eredményez, a WC-1 fényindukalt
transzkripcidja fokozottabb (50), a konidizacio fazisa pedig érzékenyebb a hémérsékleti
valtozésokra, mint a vad tipus esetében (54). A RAS GTP-azok magasabb rendi
szervezetekben is minden bizonnyal szerepet jatszanak az dra szabalyozasi
folyamataiban, e mechanizmusok molekuléaris alapja azonban szdmos esetben még
feltérkepezetlen. Ismert azonban, hogy Drosophila-ban a CLOCK/CY CLE pozitiv faktor
aktivitasat a RAS fehérje szabalyozza (178). Egerekben a dexametazon indukéalta RAS
fehérje (DEXRASI) feltehetden a cirkadian ora input faktoraként szolgal (179-182).
Tovabba kisérletes adatok és bioinformatikai analizisek is azt valdsziniisitik, hogy az
onkogén RAS fehérjék is szerepet jatszanak a cirkadian ora rakos sejtekben bekovetkezd
diszregulécidjaban (12). Végul pedig, a RAS jelatvitel hatassal van a cirkadian orara a
szuprachiazmatikus magban egerekben, és legalabbis részben az ERK és a GSK

atvonalon hatva finomhangolja a cirkadian periédust (183).

Emberben a RAS alcsalad legismertebb képvisel6i a HRAS, KRAS és NRAS fehérjék.
Az els6 két fehérje génjét két rakkeltd virussal, a Harvey-szarkoma virussal és a Kirsten-
szarkdma virussal kapcsolatos tanulmanyok soran azonositotta Scolnick és munkatérsai
(184). Az NRAS-t pedig human neuroblasztoma sejtekbdl izolalta Weiss és Wigler (185).
A human daganatos megbetegedések mintegy negyede esetében mutathat6 ki permanens
RAS-aktivacid, egyes korformakban (pl. pancreas carcinoma, colorectalis carcinoma) az
eléfordulds gyakorisaga pedig elérheti a 90%-ot is (186). A terdpidban ezért a RAS

inhibitorok alkalmazasa kiemelt jelentéséggel bir.

A RAS fehérjéknek tehat az egész ¢éldvilagban -az egyszerilibb eukariotaktol kezdve (pl.
Saccharomyces cerevisiae, Neurospora crassa) egészen az emlés sejtekig- kdzponti

szerepe van a sejtek névekedeseben, proliferaciojaban és a metabolizmusban.

1.6.1. A RAS2 szerepe a gliikozérzékelésben pékélesztében és N. crassa-ban

A RAS fehérjék funkcioi élesztében jol ismertek, az emlds sejtek RAS fehérjéihez
hasonléan pékélesztében is elengedhetetlen szerepet jatszanak a sejt ndovekedésében
(187-189). Munkank szempontjabol kiemelt jelent6ségii a gliikozérzékelésben, valamint

a kiilonboz6 gliikozszintekhez torténd adaptacioban betoltott szerepiik (190).
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Természetes koriilmények kozott a novekedés és a fejlodés szabalyozasanak legfobb
faktora az allanddan valtozé tapanyagkinalat. A sejtek szamara a legfontosabb szén- és
energiaforras altaldban a glikoz (191). Az éleszt6 gliikozérzékelése rendkiviil bonyolult
folyamat, szamos jelatviteli Gtvonal kap benne szerepet. Egyik kézponti eleme, a RAS-
fliggé utvonal legaldbb sz&z gén transzkripcidjat szabalyozza és eldsegiti, hogy a
sejtfunkciok alkalmazkodni tudjanak a metabolikus kdrnyezet valtozdsaihoz (192, 193).
A 16 gliikozrepresszios Gtvonal felelés tovabba a 1égzés intenzitasanak csokkentéséért, a
glukoneogenezisért, valamint az alternativ cukrok transzportjaért és katabolizmusaért
glikoz tartalmu kozegben torténd kultivalas soran (191). A gyorsan fermentalhat6 cukrok
(glikoz, fruktéz, manndz) érzékeléséért pékélesztében alapvetden két rendszer felelds:
egy G-protein-kapcsolt receptorrendszer és a kevéssé ismert glikdzfoszforilacids
hexozkinazrendszer (191). Az utobbi Gtvonal gliikézérzékelé mechanizmusa még nem
teljesen ismert, de az Gtvonal tovabbi folyamatai alaposan karakterizaltak. A glikoz
hexoztranszportereken keresztiil jut be az élesztdgombaba, majd foszforilalodik, igy
glukoz-6-foszfat keletkezik (194). A szignal adenilat-ciklazhoz (Cyrl) valé eljuttatasa
feltehet6en a RAS2 (195), vagy a Cdc25 (cell-division cycle 25 - sejtosztodasi ciklus 25),
ill. az IRA (inhibitory regulator of the Ras/CAMP pathway - a RAS/CAMP Utvonal gatlo
hatasu szabalyozoja) fehérjék altal torténhet (187, 196). Ahhoz azonban, hogy gliko6z
hatasara cCAMP-szint (cyclic adenosine monophosphate - ciklikus adenozin-monofoszfat)
emelkedés kovetkezzék be, a glikolizis kezdeti 1épéseinek lezajlasara, mindenek eldtt a
fent emlitett glikdzfoszforilacidra van szilkség. Ismert tovabba, hogy a glikolizis, mint

pH csokkenéssel jaro folyamat, aktivalja a RAS2 fehérjét (196).

A N. crassa RAS2 fehérje szerkezetében és funkcidjdban is homoldgiat mutat a
pékélesztében leirt RAS2 fehérjével. Szerepet jatszik tobbek kozott a fonalas gomba
proliferacios folyamataiban és morfologidjanak kialakitasaban. Mas gombafajokban a
RAS fehérjék tehetok feleléssé tovabba a patogenitas szabalyozasaert is. Neurospora-ban
az élesztéhoz hasonldan két RAS gén talalhato (197), aras-1 (198) és aras-2 (199) gének.
A ras-1 gén hianya letélis a gomba szdmara (50). A RAS2 egyik lehetséges szabalyozdja
a pékélesztd Cdc25 fehérje Neurospora homoldgja, amely feltételezett RasGEF-ként
talalhatd meg az adatbazisokban. Szamos tanulmany bizonyitja, hogy a RAS-aktivacio
emelkedett cellularis ROS-szintekhez vezet, Neurospora-ban az emelkedett ROS-szintek

pedig fokozott differencialodast, ivartalan spora képzést és karotinoid-szintézist
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eredményeznek (200, 201). Kana-uchi és munkatérsai 1997-ben egy RAS-homolég (NC-
ras2) létrehozasan keresztll vizsgaltak a RAS-figgé jelatviteli Gtvonalak szerepét a N.
mutaciohoz hasonlo fenotipus (a sejtfalszintézis defektusa, lassu ndvekedés és csokkent
konidizacio) figyelhetd meg az NC-ras2 gén bazisdeléciot tartalmazo mutécidja esetében
is. A Neurospora Genome Project soran a ras2 genhidnyos torzsben ugyanezeket a
fenotipus jegyeket azonositottak (203).

Amint az a fejezetben korébban bemutatasra kerilt, a RAS2 fehérje éleszté homologja
kulcsszerepet jatszik a glikdzérzékelésben. Laboratoriumunkban el6kisérleteink soran
azt lattuk, hogy a ras2 N. crassa muténs cirkadian fenotipusa eltér a vad tipustol. Mivel
az élesztd és a Neurospora hasonld RAS fehérjeket expresszalnak (208) és a Neurospora
Ora molekularis szinten alaposan jellemzett, a Neurospora igy megfelel6 eszkozt jelenthet
ahhoz, hogy a RAS-jelatvitelnek a cirkadian 6ra metabolikus szabélyozasaban betoltott
szerepét vizsgaljuk.

Mivel az 6ramiikddés és a metabolizmus szamos kulcsfolyamata evoluciésan konzervalt
(13, 25), az alacsonyabb rendi él61ényekben, igy az élesztében és Neurospora-ban leirtak
a metabolizmus és a cirkadian ritmus kapcsolatanak modelljeiként hozzajarulhatnak a

folyamat emlés szervezetben valdé megértésehez is.
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2. Célkitiizések

Munkénk sordn a Neurospora crassa cirkadian ritmusa és a metabolizmus kdzotti
kapcsolat vizsgélata volt a célunk:

2.1. A RAS2 fehérje szerepének vizsgalata a cirkadian ritmus metabolikus
kompenzacojaban

- A Aras2 torzs cirkadian fenotipusanak jellemzése.

- A metabolikus kornyezet megvaltozasara adott fenotipus szintli valasz vizsgalata.

- A molekularis oszcillator jellemzése a Aras2 térzsben. Az 6rakomponensek expresszios

szintjének, foszforilacios allapotanak és szubcellularis lokalizacidjanak elemzeése.

- A RAS?2 jelatvitel és az 6ra kdzotti kapcsolat vizsgalata.

2.2. A cirkadian ritmus szerepének vizsgalata a tdpanyagkinalat jelentés
megvaltozasa esetén

- A kozponti oszcillator mitkodésének jellemzése tapanyaghiany esetén.

- A hosszantartd tapanyagmegvonasra adott transzkriptom szintii valasz jellemzése.

- Egyes jelatviteli utak szerepének vizsgalata az Ora tapanyagmegvonashoz valo
adaptaciojaban.

- A miikodoképes cirkadian ora szerepének vizsgélata az éhezésbol torténd regeneracio

soran.
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3. Modszerek

3. 1. A kisérletek soran alkalmazott N. crassa torzsek

A munkénk soran vad tipusként alkalmazott FGSC #2489, #1858 (bd) és #6103 (wt,his-
3) szamu torzseket a legnagyobb N. crassa torzsgyiijteményt6l, a Fungal Genetics Stock
Center-t61 (FGSC - (http://www.fgsc.net/)) rendeltik. A Awc-1 (202) torzset Prof.
Michael Brunner laboratériumatdl kaptuk. Kisérleteinkhez felhasznaltuk tovabba a frg™®
(FGSC #7490) (66, 69), frg? (FGSC #7779) (66, 69), Aras2 (FGSC #12467) (42) és rgb-
1 (FGSC #8380) (203) torzseket.

A wt, frg-luc torzset témavezetém hozta létre korabban (78). A Aras2, frg-luc torzs
létrehozasahoz elséként a Aras2, his-3 torzset allitottuk el6 a wt,his-3 (FGSC #6103) és a
Aras2 (FGSC #12467) torzsek keresztezésével, amit az FGSC weboldalan kozzétett
protokollnak megfeleléen végeztiink
(http://www.fgsc.net/neurospora/NeurosporaProtocolGuide.htm). Ezt kovetéen a kodon-
optimalizalt luciferaz szekvenciat tartalmazé pBM60-pfrg-luc-trpC plazmidot (Prof.
Michael Brunner ajandéka (51, 56, 157) elektroporacidval (204) integraltuk a Aras2, his-

3 torzs his-3 lokuszéba.

A Aras2, cpc-1-ras2 torzs létrehozédsdhoz a cpc-1-Flag-Strep-ras2 konstrukciot két
1épésben allitottuk elé. N. crassa genomi DNS-t alkalmazva templatként polimeraz
lancreakcio (PCR) segitségével felszaporitottunk egy fragmentumot, amely a ras2 kddold
szekvencidjat és egy hozza N-terminalisan kapcsoldédd Strep-tag-et tartalmazott. Ezt az
Xbal és a HindllI hasitohelyek kdzé épitettilk a p3XFlag-CMV-7.1™ vektorban (Sigma-
Aldrich #E7533). Ez a konstrukcio templatul szolgalt a kovetkez6 PCR-hez, amelynek
terméke a ras2 kodolo regiojat, ehhez N-terminalisan kapcsolodo két Flag-tag-et és egy
Strep-tag-et tartalmazott. Ezt a konstrukciot Ascl-Spel hasitohelyeket hasznalva
beépitettiik a pcpc-1-vvd-Strep konstrukcidba, ami a vvd-Strep régié Flag(2x)-Strep-ras2
régiora torténd cseréjét eredményezte. Ezt a konstrukciot végiil a Aras2, his-3 t0rzs his-3
lokuszaba integraltuk. A pcpc-1-vvd-Strep konstrukciot egy korabbi tanulmany keretében
hoztak létre laboratoriumunkban (130). A cpc-1-Flag-Strep-ras2 létrehozasa soran
alkalmazott oligonukleotidokat az 1. tablazat, a kisérletek soran alkalmazott N. crassa

torzseket és azok tulajdonségait a 2. tablazat tartalmazza.
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1. tablazat: A

oligonukleotidok

cpc-1-Flag-Strep-ras2

létrehozésa

soran alkalmazott

A cpc-1-Flag-Strep-ras2 létrehozasa soran alkalmazott oligonukleotidok (5°-3°)

Strep-ras2 Forward:

AAAATCTAGATGGAGCCACCCCCAGTTCGAGAAG
GGCGGTGCCATGGTGGGGAACAAACAGGTG

Strep-ras2 Reverse:

AAAAAAGCTTACTAGTTCATATAATCAAACACTT
TCCACG

2XFLAG-Strep-ras2

Forward:

AAAAGGCGCGCCCAACATGTACAAAGACGATG
ATGACAAAGATTACAAGGATGACGACGATAAGG
CCGGTGGATGGAGCCACCCCCAGTTCG

2. tablazat: A kisérletek soran alkalmazott N. crassa torzsek és jellemzdik

Mutacié/Modositas

Torzs neve | Torzs eredete | Mutacio/Mdodositas funkcionalis
kovetkezménye
wt FGSC #2489 - -
wt (bd) FGSC #1858 A természetben is | A konidizaciés  ritmus
eléfordulod torzs, | kifejezettebb, a  WC-1
amely a  RASL | fényinduklt transzkripcidja
aktivald6  mutécidjat | fokozottabb (51), a
tartalmazza (86). konidizaci6 fazisa pedig
érzékenyebb a homérsékleti
valtozésokra, mint a vad
tipus esetében (55).
wt, his-3 FGSC #6103 A his-3 gén | Hisztidin auxotrofia.
pontmutacidja.
Awc-1 Prof. Michael | A wc-1 gén RIP | Funkcionalis génhianyos
Brunner (repeat induced point | térzs, nem képzoédik wc-1

RNS és fehérje. A wc-1
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munkacsoportja
(112).

mutation - ismétlodés
altal indukalt

pontmutacio)

hianydban nem miikodik a
torzsben a  molekularis

oszcillator és igy a cirkadian

mutacioja. ritmus.
frqlf FGSC #7490 Célzott géndelécié a | A nullmutacié eredménye,
frq génbe torténé [hogy a FWO  nem
hygromycin  kazetta | miikkodoképes a torzsben.
beépitése altal (66,
69).
fro® FGSC #7779 Bazispar deléci6 afrg | A frq RNS  atirdsa
génben, amely korai | végbemegy a térzsben, igy a
stop-kodont frg promoter  aktivitdsa
eredményez (66, 69). | vizsgalhatd. Ugyanakkor a
FRQ-nek csupan egy rovid
alakja fejezédik ki, amely
nem funkcioképes (nem vesz
részt sem a pozitiv, sem
pedig a negativ
visszacsatolasban).
Aras?2 FGSC #12467 | A ras2 gén delécidja | A ras2 funkcidvesztése.
(42).
rgb-1 FGSC #8380 Az rgb-1 gén RIP | Funkciondlis génhianyos
mutacioja (203). torzs, nem képzodik RNS és
fehérje.
wt, frg-luc | Prof.  Michael | A lucifer&z  gén | A frq promoter aktivitas
Brunner expresszalasa a frg | valos idében kovethetd in
munkacsoportja | promater vivo luciferaz assay soran.
(78). szabalyozéasa alatt.
Aras2, his- | A torzset a | A Aras2 és awt, his-3 | A ras2 funkcidvesztése és
3 dolgozatban torzsek keresztezését | hisztidin auxotréfia.

leirt kisérletek

kovetben a szelektalt
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sordn  hoztuk | torzsek a fent
létre. részletezett Aras2 és a
his-3  mutéciét s
hordozzak.
Aras2, frg- | A torzset a|A frq  prométer | A frg promoter aktivitds
luc dolgozatban szabalyozéasa alatt 4l16 | valoés idében kovethetd in
leirt  kiserletek | luciferaz expresszio, | vivo luciferaz assay soran a
soran  hoztuk | Aras2 héttérben. ras2 funkciovesztése mellett.
létre.
Aras2, cpc- | A torzset a | A RAS2eLac | A Aras2 funkcidvesztésének
1-ras2 dolgozatbhan expresszidja a cpc-1 | helyredllitasa.
leirt  Kisérletek | promoter
soran  hoztuk | szabalyozasa alatt
létre. Aras2 héttérben.

3.2. Uj torzs létrehozasahoz sziikséges DNS modifikéacio lépései

3.2.1. Polimeréaz lancreakcio

A rendelkezéstinkre allé templatrél polimeraz lancreakci6 segitségével szaporitottuk fel
a tovabbiakban hasznalni kivant DNS szekvenciat. A reakciok sordn a Hybaid PCR
Express HBPX110 Thermal Cycler késziiléket, valamint a HotStar HiFidelity Polymerase
Kit-et (Thermo Scientific #202602) hasznaltuk a leirasnak megfeleléen. A keletkezett
DNS fragmentumokat 1%-o0s agardz gélen detektaltuk.

3.2.2. Fragmentum izolalas
A PCR rekacidelegyet a Promega Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (#A9281)

Kit segitségével tisztitottuk. A munka soran az Gtmutatoban foglaltak szerint jartunk el.

3.2.3. Restrikcids emésztés
A restrikcidés emésztést Thermo Scientific restrikcios enzimekkel végeztik a gyarto

leirdsédnak megfelelden.
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3.2.4. Ligacio
A ligécid sordn a Thermo Scientific T4 DNA Ligase (#EL0011) enzimet hasznéltuk az

utmutatoban leirtaknak megfelelden.

3.2.5. AH5a sejtek hosokk transzformacioja
A laboratoriumban korabban eléallitott kompetens Escherichia coli #H5« sejteket a -80°C-
os mélyhiitéb6l kivéve 5-10 percig jégen inkubaltuk, majd 3ul ligalasi reakcidelegyet
adtunk hozzajuk, mellyel tovabbi 30 percig inkubaltuk dket. Ezt kovetden 1 percre 42 °C-
os hésokknak tettiik ki a sejteket, majd masfél perc jégen vald inkubalds utan, 800ul 42
°C-on elémelegitett SOC médiumban 30 percig 37°C-on rédzattuk a mintékat. (A SOC
natrium-hidroxid oldatot, 0,05g natrium-kloridot, Iml 250 mM koncentracioju kalium-
kloridot és 2ml 1M koncentracioju glikéz oldatot tartalmazott.) Eztuan 2 percig 2300g
erdsséggel centrifugaltuk a mintakat, majd a pelletet S0ul feliilliszéban szuszpendaltuk. Az
igy kapott szuszpenziét 50mg/ml amplicillint tartalmazo6 LB taptalajon szélesztettiik, majd
37°C-on inkubaltuk egy éjszakan keresztiil. (Az LB taptalaj 100ml-enként 1,59 agart, 19
triptont, 0,5g élesztd kivonatot, 0,5g natrium-kloridot, valamint 100ul 1N koncentracioju

natrium-hidroxid oldatot tartalmazott.)

3.2.6. Plazmid DNS izolalas
A transzformdlas eredményeként kapott baktériumpazsitrol hat telepet oltottunk le
egyenként 4 ml, ampicillint tartalmazé (50 mg/ml) LB tapoldatba, majd egy éjszakan
keresztiil 37°C-on razatva novesztettiik 6ket. Masnap a baktériumszuszpenziobol plazmid
DNS-t izolaltunk a Thermo Scientific GeneJET Plasmid Miniprep Kit (#K0503)
segitségével az Utmutatdban leirtaknak megfeleléen. Az izolalt plazmid DNS konstrukcio
ellendrzése restrikcios emésztést kovetden agardz gélelektroforézis segitségével tortént,

1%-0s agar6z gélen.

3.2.7. Plazmid DNS eldékészitése elektroporaciohoz
A kivant plazmid konstrukcio N. crassa-ba torténd transzformalasahoz nagy mennyiségii
DNS-re van sziikség, ezért elsoként 4H5a sejtekben felszaporitottuk a plazmid DNS-t,
majd a DNS-ta NucleoBond PC100 Midiprep Kit (Macherey-Nagel #740573) segitségével

izolaltuk a gyarto leirasaban foglaltaknak megfelel6en. Az izolalast kovetden restrikcios
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emesztéssel linearizaltuk a plazmidot, majd 1%-os preparativ agardz gélen torténd futtatast
kovetden a Promega Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (#A9281) kit segitsegével
tisztitottuk. A DNS-t ezutan 1/10 térfogatnak megfelelé natrium-acetat (3M, pH 5,2) és két
és félszeres térfogatu abszollt alkohol hozzaadasa utan -20 °C-on egy éjszakan keresztil
precipitaltuk, majd masnap 16 100 g erdsséggel centrifugaltuk 30 percen keresztiil. Ezt
kovetden 250 ul 70%-0s etanollal mostuk és 37 °C-on nyitott kupakkal széritottuk. Végdl
mikrovolumetrikus spektrofotométer segitségével hataroztuk meg 230, 260 és 280nm-en.
A DNS mindségét optimalisnak tekintettiik, amennyiben az A260/A280 és az A260/A230
hanyados 1,8 feletti értéket vett fel.

3.2.8. N. crassa transzformalasa elektroporacioval
A N. crassa elektroporacioval térténd transzformalasa soran a génkonstrukcié a his-3
lokuszba épil be, ugyanis a transzformalni kivant plazmid tartalmazza a hisztidin-3 gén
szekvenciajat, melynek egy része a recipiens gombattrzsben hidnyzik, ezért az csak
auxotr6f modon, hisztidinnel kiegészitett taptalajon képes ndni. Amennyiben a szekvencia
beépllt a térzsbe, az hisztidin hianyaban is életképes marad, igy a transzformacié utan
minimal taptalajon torténd tenyésztés soran lehetdvé valik a sikeresen transzformalt

torzsek szelekcidja.

A transzformaciot megel6z6en a his-3 génhidnyos gombatorzset egy hétig ndvesztettiik
hisztidinnel kiegészitett szilard taptalajon. Ezt kovetéen 50ml 1M szorbitol oldattal
lemostuk a micéliumokat a taptalajrol. Sziirést kovetden a konidiumot tartalmazoé szorbitol
szuszpenziot 1860 g-vel 5 percig centrifugaltuk, a felillszot ledntéttik, majd a mosasi
1épést tovabbi két alkalommal ismételtiik. A harmadik mosasi 1épést kovetden az Uledéket
a centrifugacsé oldalan visszamaradt szorbitolban szuszpendaltuk és 1,5 ml-es
mikrocentrifuga csébe pipettaztuk. A jégen elohiitott mikrocentrifuga csovekbe 60 pl
konidium szuszpenzidt és 3 pg DNS-t pipettiztunk. Ot perc jégen torténd inkubdldst
kovetden a szuszpenziot attoltottiik a jégen hiitott elektroporacios kiivettakba (Bio-Rad
#1652082), majd 600 Ohm, 1,5 kV és 25 pF paraméterekkel transzformaltuk a sejteket
Bio-Rad Gene Pulser™ késziilékkel. A konidium szuszpenziot ezt kdvetden 500 pl jégen
hiitott 1 M szorbitollal mostuk ki a kiivettakbol és mikrocentrifuga csovekbe toltottik,

majd az 50 °C-os vizfiirdében melegen tartott ,,top” (fels6) (205) agarba keverve a szilard
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,bottom” (alsd) agar lemezekre szélesztettlik. (A top médium 100ml-enként 18,29
szorbitolt, 2ml 6tvenszeres toménységii Vogel’s oldatot, 3g agart és 10ml FIGS oldatot
tartalmazott. A bottom médium 100ml-enként 2ml Gtvenszeres toménységii Vogel’s
oldatot, 1,5g agart, 0,3g arginint és 10ml FIGS oldatot tartalmazott. A FIGS oldat 100ml-
enként 20g szorbdzt, 0,5¢ fruktdzt és 0,59 glikozt tartalmazott.) A lemezeket ezt kovetéen
2-3 napig 30 °C-on inkubaltuk sttétben (204).

3.3. N. crassa tenyesztése szilard taptalajon
A torzseket ferdeagaron novesztve tartottuk fenn. A ferdeagar médium 100ml-enként 2g
agart, 2g glukozt, 2ml 6tvenszeres toménységii Vogel’s oldatot és 50 ul 0,1 mg/ml

koncentracidju biotint tartalmazott.

3.3.1. Race Tube analizis

A vizsgalat soran egy mindkét végén hajlitott tivegesébe, szilard taptalajra oltottuk le a
vizsgalni kivant torzset a futtatocsé egyik végére (56). A race tube médium 100ml-enként
biotint és 0,179 arginint tartalmazott. (A standard race tube médiumtol valé eltérést az
egyes kisérleteknél jeldltik.) A csoveket a kisérlet célja szerint beallitott kortiilmények
kozott inkubaltuk: konstans vildgos (LL), konstans sotét (DD), vagy fény-sotétség
ciklusokban (LD), 25°C-on, illetve 30°C-on. Ez id6 alatt a cs6 egyik végére leoltott telep
kdzel linearis névekedési sebességgel ndvekszik a leoltasi helytdl tavolodva a futtatdcsd
masik vége iranyaba. E novekedés a cirkadian oszcillator szabalyozésa alatt all. A
szubjektiv éjszaka sordn a hifak légmicéliumokka alakulnak, melyek konidiumot
termelnek, az id6 és a novekedés elérehaladtaval azonban a szubjektiv nappal és a kora
este soran keletkezé micéliumok nem fognak differencialodni (21). igy végil a kultira
naponta egyszer jellegzetes morfologidju vegetativ szaporitoképlet egydittest, dn.
konidiumcsomot képez. A kisérlet ideje alatt a ndvekedési frontot bizonyos id6k6zénként
jeloltik, ezaltal meghatarozhatova valt a novekedési sebesség. A napok soran képzodott
konidiumcsomok idébeli eloszlasa pedig megalkotja a konidizacios ritmust, amely a
molekularis 6ra egy jol vizsgalhatd kimeneti paramétere. A konidizaciés ritmus
segitségével tehat kovetkeztetni tudunk a vizsgalt torzs cirkadian tulajdonsagaira és
ezaltal molekularis 6rajanak miikodésére. A paraméterek pontos meghatarozasahoz a csé

denzitometrids képét a ChronOSX 1.0.7® szoftver (Till Roenneberg, Ludwig-
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Maximilians-Universitat Minchen) segitségével értékeltik ki. A szoftver fliggvényt
illeszt a denzitogramra, majd ennek segitségével meghatérozza a fazist és a peridédust
(54). Az analizisbdl a kisérlet els6 napjat kihagytuk, ugyanis ez id6 alatt torténik meg az
ora kornyezeti tényezokhoz vald szinkronizdcidja. A race tube analizis sematikus

abarazolasa a 7. abran lathato.
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7. abra: A race tube analizis vazlatos rajza ((21, 56) alapjan) A fels6 panelen a
szilard taptalajjal toltott tivegesore oltott N. crassa tenyészet sematikus abréazolasa
lathatd. A szinkronizaciot (pl. fény-sotétség transzfert) kovetden a kultlrékat a
kivant kornyezeti tényezoknek megfeleléen inkubaljuk tobb napon keresztul. A
novekedési frontot meghatarozott idékézonként jeloljiik. A masodik panelen a bd
torzzsel végzett race tube kisérlet képe lathatdé. A harmadik panelen a race tube

denzitometrias képe, az alsé panelen pedig az erre illesztett fliggvény lathato.

3.4. N. crassa tenyésztése folyékony kultaraban

A folyékony kultdrakat Minitron inkubatorokban (INFORS, Svéjc) tenyésztettik a jelzett
homérsékleten (25°C vagy 30°C), 90 rpm razatés mellett. A tenyésztés soran alkalmazott
fényviszonyokat az egyes kisérleteknél részletezziik. A Vogel’s médiumot (206) 0,5% L-
argininnel, 10 ng/ml biotinnal és a feltiintetett mennyiségii gliikozzal egészitettiik ki. A
standard folyékony médium 2% glikozt tartalmazott. A csokkentett tapanyagtartalmu

médium glikoz tartalma 0,01% volt. A hosszantarto tapanyagmegvonas hatasait vizsgalo
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kisérletekhez eldszor egybefiiggd micélium rétegeket novesztetiink Petri csészében,
szobahdémérsékleten, allando sotétségben, normal tapoldatban két nap alatt. Ebbdl az
egybefiiggd rétegbdl ezutan azonos méretii korongokat vagtunk ki, steril desztillalt vizzel
mostuk, majd folyékony médiumot tartalmaz6 Erlenmeyer-lombikokba helyeztiik 6ket
(207, 208). Ezt kovetéen 25°C-on és 90 rpm-mel torténd razas mellett novesztettiik a
kultirakat. A tenyésztéshez legaldbb 150 ml folyékony médiumot alkalmaztunk
kultdranként annak érdekében, hogy a glikozkoncentraciot igyekezziink feleslegben, igy
kozel allandé szinten tartani az inkubacio ideje alatt. Ilyen korilmények kdzott a kezdeti

korongokbol gomb forméaju kultirak képzddtek a kisérlet elsé napja soran.

A megfeleld inkubécios id6 eltelte utan betakaritottuk a mintdkat. Ennek soran a
kultarakat vakuum szivattyu segitségével lesziirtikk, majd mikrocentrifuga-csévekben,
folyékony nitrogénben megfagyasztottuk, és a felhasznalasig -80°C-os mélyhiitében

taroltuk oket.

3.5. Teljes sejtlizatum készitése

A korabban lefagyasztott micéliumot folyékony nitrogénnel hiitott keramia mozsarban
porra 6roltik, majd szintén folyékony nitrogénben hiitétt mikrocentrifuga csovekbe
toltottik. A PEX (protein extraction — fehérje feltard) oldat proteaz inhibitorokat (PMSF
(1 mM): Ser-proteaz inhibitor, Leupeptin (5 pg/ml): Cys-, Ser-, Thr-protedz inhibitor és
Pepstatin (10 pg/ml): aszpartil-protedz-inhibitor), valamint protein foszfataz inhibitor
koktélt (PhosSTOP — Roche #4906845001) tartalmazott. Tovabba 100ml-enként 10ml
natrium-klorid oldatot, valamint 1 ml 0,5 M koncentréaciéju EDTA oldatot (pH=8,0)
tartalmazott. A feltaro oldatbol a minta mennyiségének megfeleld térfogatot (100 - 600
ul) pipettdztunk a korabban dérzsmozsarban homogenizalt miceliumra, majd 30 percig
jégen inkubaltuk, kbzben 6t percenként roviden vortexelve kevertik. A fél ora letelte utan
4°C-on 10 percig 9240 g nagysagu erdtérben centrifugaltuk, majd a feliiluszot 0j
mikrocentrifuga csovekbe toltottiik. Ezt Gjabb centrifugalas kdvette (4°C, 30 perc, 23654
g). A fehérjeizolastum koncentraciojat Nanodrop One®  mikrovolumetrikus
spektrofotométer segitsegével hataroztuk meg 280 nm-en. A fehérjemintéakat folyékony

nitrogénben fagyasztottuk, majd felhasznélasig -80°C-os mélyhiitében taroltuk (61).
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3.6. Szubcellularis frakcionéalas

A fehérjék nukleusz és citoszol kozotti megoszlasénak vizsgéalatahoz a Luo és
munkatarsai altal leirt frakcionalasi modszert alkalmaztuk (209) néhany modositassal. A
puffer térfogatokat 1/10-re csokkentettiik és a nukleusz és a citoszol elvalasztasat lehetové
tevo centrifugalasi 1épés paramétereit 8800 g-re, 2 percre és 4°C-ra modositottuk. (A
kisérlethez hasznalt ,,A oldat” 100 ml-enként 18,2 g szorbitolt, 7 g ficollt, 5 ml 1 M
koncentréacidéju Tris oldatot (pH=7,5), 1 ml 0,5 M koncentracioju magnézium-acetat
oldatot, 2 ml 0,25 M koncentracioju EGTA oldatot (pH=8,0), 300 ul 1 M koncentracidju

“ s

-z

oldatot és 2 ml 0,25 M koncentracioju EGTA oldatot (pH=8,0) tartalmazott. A ,,Strep-
gradiens oldat” 100 ml-enként 34,25 g szachardzt, 8 g glicerint, 2,5 ml 1 M koncentracioju
Tris oldatot (pH=7,5), 1 ml 0,5 M koncentracidju magnézium-acetét oldatot, valamint
100 ul 1 M koncentracioju DTT oldatot tartalmazott.)

A Aras2 torzzsel végzett kisérletek sordn a citoszolb6l 450 pg, a nukleéris frakcidbol
pedig 300 pg lizatumot toltottink a zsebekbe. Az RGB-1 (B regulatory subunit of type
2A protein phosphatase - proteinfoszfataz 2A B-tipusu regulatoros alegysége) fehérjét
citoszolikus markerként (53) alkalmaztuk. A hosszantartd glik6zmegvonas hatasat
vizsgald kisérletek soran egységesen 500 ug fehérje kerult felvitelre az egyes frakciokbol.
A mintakat SDS-poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PAGE) mddszerrel analizaltuk.

3.7. Fehérjeszeparalas SDS-PAGE mddszerrel

A fehérjék molekulatdmeg szerinti szeparalasahoz SDS-poliakrilamid gélelektroforézist
alkalmaztunk. A felsd, koncentralo gél, 0,5 ml akrilamid/bisz-akrilamid (29:1) oldatot,
0,5 ml akrilamid (40%) oldatot, 4,6 ml bidesztillalt vizet, 0,35 ml 1 M koncentracioju Tris
oldatot (pH=6,8), valamint 58,5 ul 10%-0s SDS oldatot tartalmazott. Az also, szeparalo
gél esetében 5,11 ml bidesztillalt vizhez 3,58 ml akrilamid/bisz-akrilamid (29,8:0,2)
oldatot, 5,54 ml 1 M koncentracioju Tris oldatot (pH=8,8) és 144,25 ul 10%-0s SDS
oldatot adtunk. Az akrilamid polimerizaciojat ammonium-perszulfat (APS) és Temed

(tetrametil-etiléen-diamin) hozzaadasaval segitettiik eld.
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A polimerizacios 1d6 leteltével a gélt futtatokadba helyeztiik, és a zsebeket kialakito fésti
eltavolitasa utan a megfeleld fehérjepreparatumokat minta pufferrel elegyitve, 95°C-on
vald 5-10 perces inkubalast kovetden a zsebekbe toltottik. (A minta puffer 800 pl 10%-
Tris oldatot (pH=6,8), 4 ug bromfenolkéket és 250 ul bidesztillalt vizet tartalmazott.) Az
aramerdsség allando értéken tartasa mellett (6 mA) a kivant felbontas eléréséig futtattuk
a mintakat. (Az elektroforézis puffer literenkeént 28,6 g glicint, 6,5 g Tris-t, valamint 10
ml 10%-o0s SDS oldatot tartalmazott.)

3.8. Western-blot

A gélelektroforézist ledllitva a gélt blot-pufferbe aztattuk, amely literenként 11,25 g
glicint, 2,42 g Tris-t, 200 ml metanolt, valamint 8 ml 10%-o0s SDS oldatot tartalmazott, a
félszaraz blottold készilék (PerfectBlue Semi Dry-Electroblotter, Peglab) fegyverzeteit a
blot-pufferrel nedvesitettik, majd réhelyeztik a mar korabban pufferbe &aztatott
szirépapirt (Thermo Scientific™ #88615) és a nitrocelluléz membrant (Bio-Rad
#1620094). A membranra rahelyeztiilk a gélt, majd egy 0jabb réteg sziirépapirt. Ezt
kovetden a negativ polust a rétegekre helyezve és raerdsitve beallitottuk a blottolas

paramétereit (2,5 h 350 mA (konstans) 12 V 300 W), majd elinditottuk a futtatast (61).

3.9. Fehérjék immundetektalasa

Miutan a gélr6l a nitrocelluléz membranra blottoltuk &t a fehérjemintakat, a membranon
jelen 1év6 fehérjemennyiség egyenletességét (Osszfehérje — total protein -TP) Un. Ponceau
S (Sigma #A40000279) azofesték segitségével tettiik lathatéva. (A Ponceau S oldat 100
ml-enként 100 mg Ponceau S azofestéket és 5 ml ecetsavat tartalmazott.)

Miutan az azofestékkel megfestett membran képét digitalisan rogzitettik, a festék
eltavolitasa érdekében 10 percig egyszeres témenységii Tris altal pufferelt oldatban (TBS
— Tris-buffered saline) aztattuk a membrant. Ezt kovetéen a membran aspecifikus
kotéhelyeinek blokkolasahoz 1xTBS-ben oldott, zsirtalanitott tejpor (Sigma #70166) 5%-
os oldataban 45 percig inkubéltuk a membrant szobahdmérsékleten. Majd szintén 5%
TBS-tej oldatban inkubaltuk az elsédleges, majd a masodlagos antitestekkel a membrant

a 3. tdblazatban feltlintetett paraméterek szerint.
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3. tablazat: A kisérletek soran alkalmazott antitestek és alkalmazasi kortilményeik

) Elsédleges Inkubécio Masodlagos Inkubécio
Célfehérje ) o ) o
antitest parameéterei antitest paraméterei
FRQ anti-FRQ (eger, 1:5000 kecske anti-egér | 1:5000
monoklonalis) 2h RT IgG (H/L):HRP | O/N 4°C
(57) (Bio-Rad
#1706516)
(poliklonalis)
WC-1 anti-wC-1 (nyal, | 1:10000 kecske anti-nyal | 1:5000
poliklonalis) (61) | O/N 4°C IgG (H/L):HRP | 2h RT
(Bio-Rad
#1706515)
(poliklonalis)
WC-2 anti-wC-2 (nyul, | 1:10000 kecske anti-nydl | 1:5000
poliklonalis) (79) | O/N 4°C IgG (H/L):HRP | 2h RT
(Bio-Rad
#1706515)
(poliklonalis)
FLAG anti-FLAG (egér, | 1:10000 kecske anti-egér | 1:5000
monoklonalis) 2h RT IgG (H/L):HRP | O/N 4°C
(Sigma  Aldrich (Bio-Rad
4F3165) #1706516)
(poliklonalis)
RGB-1 anti-RGB-1 (nyul, | 1:10000 kecske anti-nyal | 1:5000
poliklonalis) [55] | O/N 4°C IgG (H/L):HRP | 2h RT
(Bio-Rad
#1706515)
(poliklonalis)
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Az egyes inkubacios lépéseket kovetden 3x10 percig 1xTBS oldatban mostuk a
membrant. A fokozott kemolumineszcencia (enhanced chemiluminescence - ECL) elvén
torténd detektalast a masodlagos ellenanyaghoz kotott torma-peroxidaz (horseradish
peroxidase - HRP) teszi lehetévé. A reakcid soran az enzimhez kemilumineszcens
szubsztratot (luminolt [1,25mM)]), er6s oxidaldé agensként 0,01% hidrogén-peroxidot,
valamint a fényemissziot fokozé un. ,,enhancer” vegyiiletet, 0,2 mM kumarinsavat
tartalmazé 100 mM Tris-HCI (pH=8,5) oldatot adunk. A fényemisszionak koszonhetéen

a fehérjék rontgenfilmen detektalhatok.

A fehérjeszintek elemzéséhez a rontgenfilmek digitalizalt képének denzitometral&sat az
ImageJ szoftverrel (210) vegeztik. Amennyiben szlkséges volt, a denzitas értékek
esetében a felvitt mennyiségben el6fordulo eltéréseket a Ponceau S festés megfeleld
molekulasuly magassagaban mért denzitas ertékeinek segitsegével korrigaltuk (211). Az
abrakon reprezentativ. Western-blotok keriilltek bemutatasra. A felvitt Osszfehérje
mennyiséget a legtobb esetben a Ponceau S festés segitségével ellendriztiik. (TP: total

protein — 6sszfehérje)

3.10. A GST-AC-RBD és a RAS2rLac sTrep fehérjék interakciojanak vizsgalata

A RAS? fehérje és az adenilat-ciklaz kdzotti kdlcsonhatas vizsgalatahoz Escherichia coli
sejtekben fejeztuk ki az adenilat-ciklaz RAS-ko6t6 doménjét (RBD — RAS-binding
domain), melyhez N-termindlisan Glutation-S transzferazt (GST-t) kapcsoltunk. Ehhez
az adenilat-ciklaz RAS-ko6té6 doménjét (749-828 aminosavak) kodold genomi régidt PCR
segitségével felszaporitottuk, majd a terméket a pGEX4T-1 vektor (GE Healthcare Life
Sciences #100759) BamHI és EcoRI hasitd helyei kdzé épitettik.

Az igy kapott pGEX-ac-rbd plazmiddal transzformaltuk a kompetens sejteket, majd
indukaltuk a fehérje kifejezddését. Az indukcidhoz friss kultarakat oltottunk le ampicillint
tartalmazd (100 ug/ml) Luria Bertani (LB) médiumba (ODes0o=0,1), melyeket 37 °C-on
tovabb ndvesztettiink, amig a 600 nm-en mért optikai denzitas elérte a 0,5 értéket. Ezt
kovetéen 0,1 mM IPTG (izopropil PB-D-1-tiogalaktopiranozid) hozzaadasaval egy
éjszakan at 15 °C-on indukaltuk a fehérje termelédését. (Az LB médium Osszetétele az

agart leszamitva megegyezik az 5.2.5. fejezetben leirt LB taptalaj 0sszetételével.)

Ezt kovette az E. coli sejtek feltdrasa és a fehérje izolalasa. A baktérium sejtek

feltarasahoz els6ként 10 percig 1871 g nagysagu erétérben centrifugéltuk a szuszpenziot.
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Majd lizis pufferben felszuszpendaltuk az Uledéket és jégen 5x40 masodpercig tarto
ultrahangos szonikalassal tartuk fel a sejteket. Az egyes Iépések kozott 1 perc szlinetet
tartottunk annak érdekében, hogy ne melegedjen fel tdlsagosan a szuszpenzio. Ezutan 15
perc centrifugalas kovetkezett 16100 g nagysagu erétérben, 4 °C-on. Mivel az expresszalt
fehérje jelentds része zarvanytestbe (inclusion body — IB) Keriult, annak kioldasa
érdekében 0,2 % Na-szarkozilt tartalmazd 1B-pufferben (1 mM koncentrécidja EDTA-
val és 0,1 mM PMFS-sel kiegészitett PBS puffer) szuszpendaltuk az uledéket. A
feltluszot megtartottuk, majd egy Ujabb 15 perces, 16100 g-vel torténd centrifugalas utan
a mintakat 12 %-o0s SDS-PAGE gélen futtattuk 50 V fesziiltség érték mellett a
koncentrald, majd 100 V fesziiltség érték mellett a szepardlé gélben. A fehérjéket
Coomassie blue festéssel tettiik lathatova. (A Coomassie festék oldat 100 ml-enként 30
ml methanolt, 6 ml ecetsavat, valamint 1,6 g Coomassie brilliant blue R-250 festéket

tartalmazott.)

Miutén a festéssel megbizonyosodtunk a fuzios fehérje jelenlétérdl, azt a lizatumbol
glutation-agar6z gyongy (Sigma Aldrich #G4510 ) segitségevel tisztitottuk a gyarto
ajanlasanak megfelelden. Ezutan haromszori, TBS-ben torténd mosast kovetéen 30 mg
N. crassa fehérje lizatumot adtunk a gyongyok €s a baktérium sejtekbdl szarmazo fehérje
szuszpenzid keverékehez, 1,5 ml térfogatban. A mintékat egy oran &t inkubaltuk 4 °C-on
allando6 forgatas mellett. Ujabb haromszori TBS-sel torténé mosast kovetden a fehérjéket
SDS mintapuffer segitségével 10 percig 95 °C-on torténd inkubacié soran elualtuk a
gyongyrdl, majd SDS-PAGE-t kdvetéen Western blot segitségével detektaltuk a GST-
AC-RBD fuziés fehérjéhez kapcsolt RAS2 fehérjét.

3.11. RNS izolaléas

A mintadkat az 5.5. fejezetben leirtak szerint homogenizaltuk folyékony nitrogén
segitségével dorzsmozsarban. 50 mg homogenizalt micéliumhoz 500 pl TriReagent®
oldatot (Sigma Aldrich #93289) pipettaztunk elszivofilke alatt. Ezutdn Eppendorf
Thermomixer compact késziilékben 850 rpm-mel razattuk a mintakat 25 °C-on 5 percig.
Ezt kovetéen 100 ul kloroformot adtunk a mintdkhoz, majd ujabb razas kovetkezett 25
°C-on 5 percig 850 rpm-mel. E 1épés soran az extrahalt RNS a felsd, vizes fazisba kertil.
Ezutan 12000 g nagysagu er6térben 4 °C-on 10 percig centrifugéltuk a mintakat, a

feltluszobdl 6vatosan leszivtunk 250 ul-t, és ugyanennyi izopropanolt pipettdztunk hozza
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egy Uj mikrocentrifuga csdben, ezzel denaturdlva az RNS-t. Ezt kdvetéen 25 °C-on 10
percig razattuk a mintakat 850 rpm-mel, majd 12000 g nagysagh erdtérben 15 percig
25°C-on centrifugaltuk azokat. A feliiluszo leontését kovetden 800 ul -20 °C-0s 70 %-0s
etanolt adtunk hozzajuk, vortexeltiikk 6ket, majd 8500 g nagysagu erdtérben 4 °C-on 5
percig centrifugaltuk. A mosési lépést tovabbi két alkalommal ismételtiik, majd a
visszamarado csapadékot 37 °C-on 15 percig szaritottuk. 45 pl RNaz-mentes vizet és 1l
RNaz inhibitort (Ribolock Rnase Inhibitor [40 U/ul] Thermo Scientific #£00382) adtunk
a csapadékhoz, és 55 °C-on 10 percig 850 rpm-mel razva feloldottuk az RNS-t. A mintak
optimalisnak tekintettlik, amennyiben az A260/280 héanyados 2,0 feletti, valamint az
A260/230 hanyados 1,8 és 2,2 kozotti ertékeket vett fel. A mintakat felhasznalasig -80°C-

on taroltuk.

3.12. cDNS szintetizalas

A reverz-transzkripciot a QuantiTect® Reverse Transcription Kit (QIAGEN #205314)
segitségével végeztik. 1 pg RNS-b6l szintetizaltunk cDNS-t DNaz kezelést kovetden, a
gyart6 Utmutatésai szerint. A mintakhoz 40 ul RNaz-mentes és RN4&z inhibitort tartalmazo

vizet adtunk, majd felhasznalasig -20 °C-on taroltuk éket.

3.13. Valés idejii kvantitativ polimeraz lancreakcio

A transzkript-szinteket valos idejii kvantitativ PCR (qPCR) modszerrel hataroztuk meg
hidrolizis préba, illetve SYBR Green interkalalo festék segitségével LightCycler® 480
készlléken. A mérés soran a gyartd altal javasolt reakcid elegyeket alkalmaztuk
(LightCycler® 480 Probes Master, Roche, #04887301001 és LightCycler® 480 SYBR
Green | Master, Roche, #04707516001) a leirasnak megfeleléen. A cDNS mintakbol 2,5
ul-t pipettaztunk a 96-lyuku lemez egyes well-jeibe, majd ehhez a megfelelé génre

vonatkozo oligonukleotidokat tartalmazo reakcidelegybdl 7,5 ul-t adtunk.

A kisérletek soran alkalmazott oligonukleotidokat a 4. tablazat tartalmazza. Mintanként
harom ismétléssel dolgoztunk. A lemezre ezt kdvetden optikai foliat ragasztottunk, 1000
g erbsséggel egy percig centrifugaltuk, majd a LightCycler® 480 késziiléken elinditottuk
a megfelelé6 programot. A Ci értékek meghatarozasat a LightCycler Relative
Quantification  Software segitségevel a masodik derivalt maximumanak

meghatarozasaval végeztik. Az expresszio relativ kvantifikalasa soran a vizsgalni kivant
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gén kifejezddésének szintjét minden esetben egy un. haztartasi gén szintj¢hez

viszonyitottuk. A keletkezett termék (R) relativ mennyisége az alabbi képlet segitségével

Szé_mithat(’) ki: R = 2_(Cttarget_Ctreferencia)

4. tdblazat: A gPCR mérések soran alkalmazott oligonukleotid szekvenciak

Gén Hidrolizis probaval végzett mérések soran alkalmazott oligonukleotid
szekvenciak (5°-3’)
neve , . z o z
Forward/Fels6 Reverse/Also Hidrolizis proba
o1 | ACCTCGCTGTCC | TGCTGGGCCTCT | [6-FAMICCGTCCGAC
TCGATTTG TTCAACTC ATCGTGCCGG[TAMRA]
5 |AGTTTGCACCC | AGGGTCGAAGCC | [6-FAMJAGTCGCCTT
AATCCAGAGA | ATCATGAAC TCTGCCAG[TAMRA]
ccg2 | GCTGCGTTGTCG | GGAGTTGCCGGT et aaleliGolica
GTGTCAT GTTGGTAA GLTAMRA]
1o | ACCTGGCCAATT | GACAGAAGGAGT | [6-FAMICTGGTCGAC
CGCTCTTT ACAGCAGGATCA | TCCGCATT[TAMRA]
wq | ACGTCATGCGCT | AAAAGCTTCCGA E?{;TA“Q\]XE\Q%I@@@
CTGATTCTG GGCGTACA CATTAMRA]
GCACTTCGTCGA | CTCTAGCATGCA | [B-FAMICCACTATCG
ras2 | JAl2 b dlangwa AGGACTCCTACAGG
AAAC[TAMRA]
AATGGGTCGGGT | CTTCTGGCCCAT | [E-FAMICAGAGCTCT
act | WhLoCL e TTTCCCTTCCATCGT
TGGT[TAMRA]
trq | TIGTAATGAAAG | GBAGGAAGAAGC eireaisaces
GTGTCC GAAGGT | GGAAAACA O[T AMRA]
3 | ATATCCTCACTT | CGGAGTCTTTAA E?C-;FT%“#E:TSTCGATA;%TC(%
g GACACAAGCC | GGGCGTTATT
[TAMRA]
TGGTTGTGGTCT | TGGCAACGCGAT | [EFAMIATATCCTTT
sarA | 1211223 s CCAACCTCGGCCTG
C[TAMRA]
4 |CGATTTGATCCC | GGGCTGATTTCC | OFAMIATCACCE TG
TCCTCCTAAC TTGGTGTA TAMRA]
. A SYBR green interkalal6 festékkel végzett mérések soran alkalmazott
Geén . . g s s
neve oligonukleotid szekvenciak (5’-3%)
wForward/Felso” »Reverse/Als6”
aga-1 gAGTGTCAAGAAGCTGGTCTA TGCCGTGCTTGTCAATGT
gin-1 | GCAACACGTCCTCACTACTT | GATTGTTGATTCTGACGCCATTT
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goh-1 | ROACCACATEARGEAAGTCA | cGTCGATGCCAAGCTCATTAT

con-10 | CTGGCACTGGTAACGACAA GCAATTTCGCGCTGTTTCT

fif GGCAGCGATAACTCGTGAA AAGAAGGCGTAGCATGTGAA

pect CTTGGGTATATCACCGCCTTG | CTCCCGAAGGCACATTGTTA

tca-3 | CTCAGCTCCTACAACCGTAAC | GATGGACATGGCAACAACAAG

coldh | TCTTGGATGAGCGCCTTAAC AGAGCGGTCGAATAAGTGTTG

Mivel a kordbban haztartdsi génként alkalmazott aktin szintje hosszantartd
tapanyagmegvonas soran jelentdés mértékben csokkent, irodalmi adatok alapjan (212)
Ujabb haztartasi gen jelolteket valasztottunk, majd kisérleti kortlményeink mellett
vizsgaltuk ezek szintjének valtozasat. Azt talaltuk, hogy a legkisebb varianciat egy Gq

alegységet kodolo gén, a gna-3 mutatja. A C; értékek a 5. tdblazatban talalhatok.

5. téblazat: Az aktin expresszios szintje csokken hosszantartd glukézmegvonas
eseten.

A Kisérlet korulmenyeinek leirdsa a 35. abranal talalhat6. A géenek C; értékeit gPCR
segitségevel hataroztuk meg. (n=3, +SEM) Az utolsé sorban az RNAseq alapjan

szamitott expresszids szintek aranya (wt 0,01%/2%) lathato.

act gna-3 tfc-1 sarA
Ct(wt 2%) 18,34 £0,047 | 24,04 £0,046 | 26,94 +0,027 | 20,61 +0,053
Ct(wt 0,01%0) 20,81 £0,021 | 24,430,082 | 27,51 +£0,372 | 21,93 £0,191
RNAseq
(0,0196/2%) 0,73 1,01 1,07 0,82

3.14. RNS szekvendlas és adatelemzés

Az RNS szekvenalashoz a mintakat folyékony kultdraban novesztettiik standard
kortalmények, illetve glik6zmegvonas mellett 12-12 dras fény-sotétség ciklusban 48 dran
keresztil. A mintakat (n=4) ZT12 idépontban takaritottuk be. RNS-t preparaltunk a
TriReagent® (Sigma Aldrich #93289) izolal6 oldat segitségével az 5.11. pontnak
megfeleléen. DNaz kezelést kovetéen az RNS mindségét Nanodrop™ One®
spektrofotométerrel, Qubit™ 4.0 fluoriméterrel (Invitrogen) és Agilent TapeStation 4150
rendszer segitségével ellendriztiik. A konyvtar készitést (PE-100 konyvtar) és a

szekvenalast a BGIl Genomics végezte. A szekvenalas mindségellendrzését, a térképezést,
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az indexalast és a duplikatumok ellenérzését, a kvantifikalast és az analizist
laboratériumunk egyiittmiikodé partnere végezte. A szekvenalas mindségellendrzése a
FastQC (213) felhasznalasaval tortént. A térképezés a STAR (214) illesztéprogram
segitségével az  Ensembl  Neurospora crassa genom adatai  alapjan
(Neurospora_crassa.NC12.48) tortént (215). Az indexalashoz és a duplikdtumok
cllenérzéséhez pedig a samtools eszkoztarat alkalmaztdk (216). Ezt kovetben a
kvantifikdlas a HTSeqg-count (217) segitsegével tortént. A differencidlt expresszids
analizist a DESeq2 (218) csomag alkalmazasaval végezték R nyelven (R Core Team,
2020). (Az RNS szekvenalas nyers adatai az alabbi adatbazisban férhetéek hozza:
https://doi.org/10.5061/dryad.t4b8gtj4p) Az RNS szekvendlds eredményének
ellendrzéséhez 9 gén expresszios szintjét vizsgaltuk qPCR segitségével (47. abra, 7.
tablazat).

3.15. In vivo luciferaz assay
A frq prométer ritmicitasat in vivo luciferdz assay segitségével vizsgaltuk. E vizsgalat

sordn a luciferaz enzim (firefly - szentjanosbogarb6l sz&rmazo luciferdz) génje a frq
promotert kovetden keriilt beépitésre a megfeleld torzsekben, igy a promoter aktivalodasa
esetén a luciferaz gén atirodik és a keletkezd enzim oxidalja a taptalajhoz adott
szubsztratot, a biolumineszcens D-luciferint (Promega #E1602). A reakcio
eredményeként bekovetkezd fényemissziot detektaljuk. A fényintenzitds-1dd fiiggvény

segitségével a frq promoter aktivitasa szenzitiven monitorozhato.

A kisérlet soran a megfeleld taptalajt (amely Vogel’s oldatot, 0.025 % glikdzt, 0.025 %
fruktdzt, 0.5 % szorbozt, 1 % agardzt, 10 ng/ml biotint és 150 mM luciferint tartalmazott)
és gombatorzset tartalmazo 96-lyukd lemezt 30 °C-on inkubaltuk egy napig sotétben,
majd egy napig vilagosban. Ezt kovetéen a luminométerbe (POLARstar® Omega — BMG
Labtech) helyezve (fény-sotétség transzfer) 4-5 napon keresztil detektaltuk a
idovel. A mérés végeztével az adatokat Excel f4jlba importaltuk, majd transzformaltuk -
levontuk az alapvonalat és az els6 nap adatait elhagytuk az ekkor tapasztalhato hirtelen
lumineszcencia csokkenés miatt, melynek oka a frq promoter aktivitasanak csokkenése
fény-sotétség transzfer hatasara (55). Az adatok tovabbi elemzése és a periodus

meghatarozasa a ChronOSX 1.0.7.® programmal zajlott.
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3.16. PP2A aktivitds mérés
A PP2A aktivitast a Promega Serine/Threonine Phosphatase Assay System (#V2460)
segitségével végeztik a leirdsnak megfelelden. Minden reakcid 10 pg fehérjét

tartalmazott és 20 percig zajlott szobahomérsékleten.

3.17. A Kkisérletek sordn alkalmazott szamitogépes programok és statisztikai
mobdszerek

A race tube kisérletek kiértékeléséhez a ChronOSX 1.0.7® programot hasznaltuk. A
kisérletek statisztikai eértékelését Microsoft 365 (Excel) programmal, valamint a Statistica
13 (Statsoft Inc., Tulsa, OK, USA) szoftverrel végeztik. A luciferdz assay sorén a
berendezés szoftverét, a Reader Control és a MARS Data Analysis programokat
hasznéltuk. A gPCR soran a C; értékeket a LightCycler Relative Quantification Software-
rel szamitottuk. A hatasokat szignifikansnak tekintettiik, amennyiben a p érték kevesebb
volt, mint 0,05. (n.s. — nonsignificant (nem szignifikans) A szignifikancia szinteket az
alabbiak szerint jeloltuk: *: p<0,05; **: p<0,01; ***:p<0,001.) A hibavonalak az atlag
szorasat (+SEM) jelolik.
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4. Eredmények
Munkéank sorén a N. crassa cirkadian ritmusanak metabolikus valtozasokra adott valaszat
szerepét tanulmanyoztuk, majd azt vizsgaltuk, hogy hosszantart6 glikézmegvonas esetén

hogyan valtozik meg az 6ramiikodés.

41. A RAS jelpalya szerepet jatszik a Neurospora oOra metabolikus
4.1.1. A RAS2 befolyasolja a konidizaciot N. crassa-ban

Annak érdekében, hogy a cirkadian ritmus és a RAS2 altal medialt jelatviteli atvonal
kozotti lehetséges kapesolatot tanulmanyozzuk, elséként fenotipus szinten vizsgaltuk a
ras2 génhianyos torzs cirkadian tulajdonsagait. A Aras2 torzset (FGSC #12467) a
Neurospora Genom Projekt soran hoztak létre (42) és fenotipusa hasonlénak bizonyult a
koradbban leirt smco7 mutanshoz (199): ferdeagaron a Aras2 kevesebb légmicéliumot
képez, mint a wt és ennek megfeleléen kevesebb konidiumot is termel, amely -amint az a
8. &bran is lathato-, elsésorban a taptalaj fels6 részén helyezkedik el. Annak
megerésitésére, hogy valoban a ras2 gén hianya eredményezte a Aras2 torzs morfoldgiai
defektusait, létrehoztunk egy torzset, amely Aras2 hattérben expresszalja a RAS2 FLAG
epitoppal jeldlt valtozatat, és az expresszié a cpc-1 promoéter szabalyozasa alatt all. A

Aras2,cpc-1-ras2 torzs a wt-hoz hasonlé fenotipust mutatott szilard taptalajon (8. abra).

wt Aras2 Aras2-cpc-1-
ras2

8. &bra: A Aras2 torzs novekedési fenotipusa jelentésen kiilonbozik a we-t0l és a
RAS2rLac fehérje Aras2,cpc-1-ras2 torzsben vald expresszidja visszaallitja a wt

fenotipust. Az abran a jel6lt torzsek reprezentativ mintai lathatok ferdeagaron.

A génhianyos torzs morfologiaja folyékony mediumban is eltért a vad tipustol: a Aras?2

lassabban nétt, mint a wt és kisebb telepek forméajaban képzett micéliumot a vad tipusban
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megfigyelhetd, egybefiiggd micéliumtomeggel szemben. A Aras2,cpc-1-ras2 torzs a wt-
hoz hasonlé fenotipust mutatott folyékony médiumban is (9. &bra).

Aras2,
cpc-1-ras2

wit Aras2

9. abra: 4 ras2 génhidanyos torzs morfolégiai jellemzdi folyékony médiumban. A

kultarak minimal tapoldatban, allando vildgosban (LL) néttek.

Amint az a 10. abran is lathatd, a Aras2,cpc-1-ras2 torzsben a wt-hoz hasonlé volt a ras2
RNS-szint, tovabba a torzs teljes sejtlizatumaban sikerult a varhatdé molekulatomeg
magassagaban (29,5kDa) kimutatni a fehérjét az anti-FLAG antitesttel, mig a protein

szignal nem volt lathaté sem a Aras?2 torzsb6l, sem pedig a wt-bol készitett lizatumokban.

Vv &
~ 0,30 - & &
3 vN
;m' & L&
.g 0,20 4 =42 kDa
& "
& RASZp 56 ===
E Sl - 26 kDa
=
ke TP
@ 0,00 -
wt  Aras2,
cpc-1-ras2

10. bra: A FLAG epitoppal jelolt RAS2 expresszidja Aras2 hattérben. Baloldali
panel: ras2 RNS-szintek a jel6lt torzsek ferdeagar kultaraiban. A ras2 RNS-szintek
az aktin RNS-szintekhez viszonyitva keriiltek meghatarozasra gPCR segitségével.
A Aras?2 tdrzsben ras2 RNS nem volt detektalhatd. (n=4, +SEM) Jobboldali panel:
A jeldlt torzseket folyékony kultdraban, konstans vilagosban (LL) ndvesztettik. A
teljes sejt extraktumot Western-blot segitségével analizaltuk, anti-FLAG antitestet
alkalmazva. *: aspecifikus jel; TP: total protein.

A RAS2rLAG expressziOja megszintette a génhidnyos térzsben megfigyelt morfoldgiali
defektusokat, ami arra utal, hogy a fuzids fehérje funkcionlisan aktiv és a megvaltozott

morfoldgia valoban a ras2 defektus kdvetkezménye volt (8. és 9. abra).
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A N. crassa cirkadian tulajdonsagainak jellemzése legegyszeriibben konidizacios
ritmusanak vizsgélatan keresztll torténhet. Ehhez a Aras2 torzset race tube assay
segitségével vizsgaltuk allando korulmenyek kozott. Az smco7 mutanshoz hasonldan
(199) a Aras?2 is csokkent novekedési sebességet mutatott a wt-hoz képest. Az irodalmi
adatoknak megfeleléen (50, 55) a wt nem mutatott konidizacids ritmust minimal
taptalajon, azonban a reaktiv oxigén szarmazékokat general6 menadion jelenlétében
fenntartott konidizaciot figyelhettink meg. Ezzel szemben a Aras2 térzsben nem volt
megfigyelhetd konidizdcidé még magas menadion koncentracid (100uM) alkalmazasa
mellett sem, ami azt valdszinisiti, hogy a ras2 delécidja hatassal van a ritmusos kimenetre
(11. abra).

100 uM men

o 7 8 " " A

11. 4bra: A menadion nem indukdl konidizacids ritmust a Aras2 torzsben allandé

sOtétben. A wt és a Aras2 torzseket a feltiintetett mennyiségii menadiont tartalmazé
futtatocsovekre oltottuk, majd két napig allandé vilagosban inkubaltuk dket. Ezt
kovetden sotétbe helyeztiik a csoveket. Az elsé fekete vonal a novekedési frontot

jeloli az LD tranzicio iddpontjaban. Az abran reprezentativ race tube-ok lathatok.

Mivel a valtozo koriilmények altalaban elésegitik a konidizacios ritmus kialakulasat (54),
a race tube kultarékat 12 dras fény-sotétség ciklusokban inkubaltuk a tovabbiakban.
Amintaz a 12. abran is lathato, ilyen korilmények kdzott a Aras2 torzs is tébb napig tartd

fenntartott konidizacios ritmust mutatott.
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Aras?2

12. dbra: A Aras2 fenntartott konidizacids ritmust mutat L/D12 koriilmények kdzott.
A Aras2 torzs konidiumaival leoltott futtatocsoveket 12 Ords fény-sotétség
ciklusokban inkubaltuk. A fekete vonalak a ndvekedési frontnak felelnek meg,

melyet naponta jel6ltink a vilagos fazis alatt.

Amikor azonban a konidizaci6 fazisat alaposabban vizsgaltuk (13. &bra) és
6sszehasonlitottuk a wt-sal, szignifikans késést figyeltink meg a Aras2 torzs fazisaban,
ami arra utal, hogy a RAS2 aktivitasa valtozd korilmények kozott is befolyassal van az

oramukddésre.

B W | Fazis(Z7)

Aras2 23941024 h - -

¥ % %

* %k %k

22,60+ 0,34 h —

Aras?2,

22,67 £0,33 h ~
cpc-1-ras2

13. dbra: A Aras2 torzsben késik a fazis valtozd korulmények kozott. A
futtatocsovekre leoltottuk a Aras2, a wt, és a Aras2, cpc-1-ras2 torzseket , majd 12
oras fény-sotétség ciklusokban inkubaltuk Oket. Annak érdekében, hogy a
konidiumok poziciéja konnyebben 0sszehasonlithatd legyen, a képeket ugy
igazitottuk, hogy a napi ndvekedési tavolsagok az abran hasonl6ak legyenek az
egyes torzsek esetében. Reprezentativ race tube-ok kerlltek abrazolasra. A
konidizacid maximumanak atlagos fazisat hataroztuk meg. (n=7 (wt), 18(Aras?2),
14(Aras2,cpc-1-ras2), xSEM)
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A Aras2, cpc-1-ras2 tdrzsben a konidizacié féazisa hasonlé volt a vad tipusban
megfigyelhet6hoz, ami arra utal, hogy a RAS2rLac mutans hattérben vald expresszidja

an. fenotipus menekitést eredményez.

-z =7

Annak érdekében, hogy részletesebben tudjuk vizsgalni a ras2 hianynak az 6ramitkdésre
gyakorolt hatdsat, létrehoztunk egy Ujabb Aras2 torzset, amelyben a luciferdz
expresszidja a frq promoéter szabalyozasa alatt all. Az els6 kisérletek soran gliikozt nem
tartalmazé médiumot alkalmaztunk, és a frq promoter aktivitasanak ritmusat allando

sotétben kovettik (14. abra, felsé panel).

- glukoz
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14. dbra: A4 RAS?2 gliikozfiiggé modon szabdlyozza a cirkadian ritmust. A ras2
mutacio hatéassal volt a frq prométer aktivitas oszcillacidjanak robusztussagara és
periodusara is. Glikoz hianyaban (fels6 panel) vagy jelenlétében (alsd panel)
vizsgaltuk a jelolt torzseket in vivo luciferdz assay segitségével. A luciferaz

aktivitas idofiiggd valtozasat egy reprezentativ kisérlet parhuzamos mintaibol (10-
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14 minta) szarmazé atlagolt gorbékként abrazoltuk. A fekete és a piros nyilak a
fazis napi maximumat jeldlik, rendre a wt, frg-luc és a Aras2, frg-luc térzsekben.

A Aras2 torzsben szignifikansan hosszabb volt a cirkadian periodus, mint a kontrol
torzsben, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a RAS2 altal medialt jelatvitel

kdlcsonhatasban all a molekuléris 6réval (15. &bra).

* %

23 - rx aifs W wit, frg-luc

22 W Aras2, frq-luc
21 -
20 -
19

18 A

Periodushossz (h)

- gliikéz + glikéz

15. abra: 4 cirkadian periodus a Aras2 torzsben glikozra érzekeny és hosszabb,
mint a wt-ban. A biolumineszcencia id6fiiggd valtozasait a jelolt térzsekben a 14.
abranél bemutatottak szerint hataroztuk meg és a periédust a Chrono program
segitségével szamitottuk. (n=22-28, +SEM, kétszempontos ANOVA, post-hoc teszt:
Tukey HSD)

Amint az a koréabbi adatok alapjan varhato volt (1), glik6z hozzaadaséara a vad tipusu
torzs ritmusanak sem robusztussaga, sem pedig periédusa nem valtozott (14. abra, alsé
panel; 15. abra). Ezzel szemben a ras2 génhianyos térzsben az amplitadé fokozatos
csokkenése volt megfigyelhetd, emellett ekkor a periddus tobb, mint két éraval volt
hosszabb, mint a wt esetében. Ezek az adatok azt mutatjdk, hogy az oszcillator
fehérjére.

A kovetkezOkben azt vizsgaltuk, hogy a ras2 expresszidja a cirkadian éra szabalyozasa
alatt all-e a vad tipusban. Amint az a 16. abran is lathato, amig a frg-szintek ritmusos
valtozast mutattak mintainkban, a ras2 mRNS nem oszcillalt, ami arra utal, hogy a

ras2 N. crassa-ban nem ccg.
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16. &bra: A ras2 expresszidja nem ritmusos. A wt torzs folyékony kultaréit feny-
sOtetseg transzfer soran szinkronizaltuk, majd a mintakat a jelolt iddpontokban
takaritottuk be DD-ben. A frq (feketével jeldlve) és a ras2 (szirkével jeldlve) RNS-
szinteket az aktin RNS-sel szemben hataroztuk meg gPCR segitségével. (n=3,
+SEM)

4.1.3. A ras2 mutaci6 a molekularis 6ra komponenseinek expresszidjat és

foszforilacidjat is megvaltoztatja

A kovetkezd kisérletek soran a f6 orakomponensek expresszidjat €és foszforilacios
allapotat hasonlitottuk 6ssze a wt-ban és a Aras2-ben. A kdzponti 6rafehérjék - FRQ, WC-
1 és WC-2 - elektroforetikus mobilitasa azok foszforilacios allapotatdl fligg, vagyis a
foszforilacid a kisebb elektroforetikus mobilitassal rendelkezé fehérjealakok
felhalmozddasahoz vezet (103, 114). Fontos megjegyezni, hogy az érakomponensek
aktivitasa korrelal foszforilacios allapotukkal, a negativ visszacsatolasban a
hipofoszforilalt nuklearis FRQ lesz aktiv, amely hozzajarul a WCC foszforilaciojahoz,

ezaltal inaktivacidjahoz (71).

Mivel az in vivo luciferaz assay eredményei azt valosziniisitették, hogy a ras2 mutacionak
az 6ramiikodésre gyakorolt hatasa gliikoztol fugg, a Neurospora-t tovabbi kisérleteink
soran gliikozt tartalmazé standard médiumban névesztettik. Allandé vilagosban (LL)
csupan minimalis kulonbseget lattunk a FRQ fehérje szintjeiben, azonban a
hipofoszforilalt FRQ alakok nagyob aranyban jelentek meg a Aras2 trzsben, mint a wt-
ban (17. abra). A Aras2 torzsben a WC-1 fehérje szintjei magasabbak voltak, mint a wt
esetében, és foként hiperfoszforilalt formédban voltak jelen. Noha a WC-2 expresszio
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szintje hasonld volt a ket tdrzsben, valamennyivel nagyobb ardnyban detektéaltunk
hiperfoszforilalt alakokat a Aras2 torzsben a wt-hoz képest (17. abra).

wt Aras2
<+
FrRa . '4

WC-1 g W 4

WC-2 [ T

TP

17. &bra: A molekularis 6ra komponenseinek expresszioja eltérést mutat a Aras2
torzsben a wt-hoz képest. A RAS2 a FRQ és a WC fehérjék expresszidjara és
foszforilacios Aallapotara is hatdssal van LL-ben. A jeldlt torzseket allandd
vildgosban novesztettiik folyékony kultdraban 3 napig. A teljes sejt lizatumot
Western-blot modszerrel analizaltuk. A folytonos és a szaggatott vonallal jelolt

nyilak rendre a hiper- és a hipofoszforilalt fehérje alakokat jellik. TP: total protein.

Annak érdekében, hogy tovabb vizsgaljuk a ras2 mutacio hatasat a molekuldris oréara, a
kovetkezOkben szubcellularis frakcionalast végeztiink és a citoszolban valamint a

sejtmagban vizsgaltuk az 6rafehérjék expressziojat (18. abra).

A hipofoszforilalt FRQ alakok nagyobb aranyban voltak jelen a nukleuszban a Aras2-
ben, mint a wt-ban. Osszhangban azzal, hogy a hipofoszforilalt FRQ nagyobb aktivitassal
képes elosegiteni a WCC-foszforilaciot, mindkét WC fehérje esetében a hiperfoszforilalt
formak dominaltak a Aras2 magi frakcidjdban. Tovabba, jelentés WC-1 mennyiseget
detektaltunk a mutans citoszol frakciojaban, ami arra utal, hogy a WC-1 tébblet a Aras2-

ben foként inaktiv citoszolikus forméaban van jelen.
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18. abra: Az 6rakomponensek szubcellularis megoszlasa eltérést mutat a Aras2
torzsben a wt-hoz képest. A torzseket a 17. abra esetében leirtaknak megfeleléen
novesztettiik. Szubcellularis frakcionalast kovet6en a citoszolikus (C) és a nuklearis
(N) frakciokat Westen-blottal analizaltuk. A folytonos és a szaggatott vonallal jel6lt
nyilak rendre a hiper- és a hipofoszforilalt fehérje alakokat jelolik. Az RGB-1-et
citoszolikus markerként alkalmaztuk (53). A WC-2 esetében hosszu (h) es rovid (r)
expoziciot is mutatunk. TP: total protein.

A molekuléris oszcillator tovabbi vizsgalatanak céljabol a FRQ expressziét allando
sotétben (DD) novesztett kultirakban vizsgaltuk. Mindkét torzs esetében megfigyelhetd
volt a FRQ-szintek oszcillacidja az els6 napon (19. &bra), azonban a Aras2 torzsben
késébbi idopontban lattuk a FRQ jelek maximumat, mint a wt-ban, ami molekularis

szinten is az Ora fazisanak késésére utal a mutans torzsben.
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19. &bra: 4 FRQ oszcillacioja eltéré a wt-ban és a Aras2-ben. A wt és a Aras2
kultarakat az abran jelolt sotétben eltoltott idopontokat kdvetden takaritottuk be €s
a fehérje expressziot Westen-blottal elemeztlk. TP: total protein. (baloldali panel)
A FRQ-specifikus jeleket denzitometraltuk és az adott Kisérlet 6sszes mintajabol

szamitott atlagra normalizaltuk 6ket. (n=4, £SEM) (jobboldali panel)

Az oramiikodés fazisanak késését jOl tikrdzi az alacsonyabb frq RNS-szint is DD12-ben,
valamint, hogy az Gjonnan szintetizalt, hipofoszforilalt FRQ alakok is jelentésen kisebb

mennyiségben detektalhatok ekkor a Aras2 térzsben, mint a wt-ban (20. abra).
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wt Aras2
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20. abra: A frq RNS expresszio csokkent mértékii és a FRQ féként hiperfoszforilalt
formaban van jelen a Aras2 torzsben a DDI2 idopontban. A DDI12 idépontban
betakaritott kultdrakbdl RNS-t (fels6 panel) és fehérje extraktumot (alsdé panel)
készitettink. (n=4, +SEM, két mintés t-proba) A fehérjeszinteket Western blot
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segitségevel elemeztik. A szaggatott vonal az Ujonnan szintetizalodott

hipofoszforilalt FRQ alakokat jel6li.

Mig a wt-ban a FRQ szintje és foszforilacids allapota kifejezett oszcillaciot mutatott a
masodik cirkadian ciklus soran is, addig a Aras2 torzsben a fehérje mennyisegében és
foszforilacids allapotaban egy kevésbeé kifejezett ritmust lattunk (19. &bra). Mivel wt-ban
az Uujonnan szintetizdlodott FRQ a DDI16 iddéponttdl kezdédden fokozatosan
foszforilalodik, a jelenség alaposabb vizsgélatira a DD16 és DD26 kozotti
id6intervallumban mind a FRQ expresszios szintjeit, mind pedig foszforilacios allapotat

nagyobb idébeli felbontasban elemeztiik (21, 23. abra).

wit Aras?2

16 18 20 22 24 26 16 18 20 22 24 26
Sététben eltelt id (h)

21. dbra: A RAS2 hatassal van a FRQ foszforilaciojara allandé sotétségben. A
kisérlet Kivitelezése a 19. abra esetében leirtak szerint tortént. A szaggatott vonal a
FRQ elektroforetikus mobilitdsanak kdzéppontjat jeldli a wt-ban DD16 id6pontban.
A fehérje szignalokat a szaggatott vonal felett és alatt rendre hiper- és

hipofoszforilalt fehérje alakoknak tekintettiik minden idépontban. TP: total protein.

A FRQ-szintek a Aras2 térzsben alacsonyabbak voltak, mint a wt-ban (21. &bra). Ahhoz,
hogy megbecsiljik a FRQ-szinteket a Aras2 torzsben a wt-hoz képest, egy kalibracios
egyenest készitettiink, melynek soran névekvé mennyiségli (25%-125%) wt fehérje
extraktumot vittlink fel a gelre és meghataroztuk a FRQ-szinteket DD16 id6pontban,
amikor az Gjonnan szintetizalédott FRQ mennyiség mar mindkét torzs esetében jol
detektalhato (22. abra).
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22. &bra: Kalibracios egyenes a FRQ fehérjeszintek dsszehasonlitasara a wt és a
Aras2 torzsben. A fehérje gélre novekvé mennyiségli (25%-125%) wt fehérje
extraktumot toltottlink és Western blot segitségével elemeztiik. Meghataroztuk a
FRQ-specifikus fehérje jelek denzitdsat, melyre lineéris regresszidval egyenest
illesztettunk.

Szignifikansan alacsonyabb FRQ expressziot figyeltiink meg a Aras2 lizatumokban a wt-
hoz képest. Tovabba, mig a wt-ban a FRQ fokozatosan es folyamatosan a hiperfoszforilalt
alakok iranyaba tolodott, a Aras2-ben ez az eltolodas lassabb volt és a fehérje

nagymeértékben foszforilalt alakjai még DD26-nal sem jelentek meg (21, 23. abra).
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23. abra: A FRQ expresszio és foszforilacio kvantifikalasa. Baloldali panel: A
DD16 idépontban a 22. A&branal leirt Kkalibraciés egyenes segitségével
meghatarozott FRQ-szintek lathatok a wt-ban és a Aras2 torzsben. A 100% a wt
mintakban mért atlagos FRQ-szinteknek felelt meg. (n=4, £SEM, kétmintas t-
préba) Jobboldali panel: A hiper- és hipofoszforilalt FRQ alakokat (Id. 21. abra)
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denzitometralassal kvantifikdltuk és a hiper- és hipofoszforilalt feherje alakok
hényadosait abrazoltuk a jelolt idépontokban a wt és a Aras2 torzsekben. (n=3,
+SEM, faktorialis ANOVA (két faktor: id6: ismétléses, torzs: ismétlés nelkdli,
szignifikans id6*torzs kolcsonhatas), post-hoc teszt: Tukey HSD teszt).

A hipo- és hiperfoszforilalt FRQ alakok ardnya jelent6s kiilonbséget mutatott a két torzs
kozott az id6 fliggvényében (szignifikdns id0 x torzs kolcsonhatds, ismétléses
kétszempontos ANOVA) (23. abra, jobboldali panel). Eddigi eredményeink alapjan tehat
azt lattuk, hogy a RAS2 hianya allandé koérilmények kozott is hatassal van a FRQ

foszforilaciora.

Irodalmi adatok szerint a WC-1 expresszio ritmusa a legtdbb esetben nem olyan
robusztus, mint ami a FRQ esetében megfigyelhet6 (62, 220). Kisérleteink sordn a WC-
1 szintje 1d6fiiggd valtozast mutatott a wt-ban, és a fazis elsd minimum ¢és maximum
idépontjai is hasonloak voltak a korabban leirtakhoz (62, 76). Ezzel szemben a Aras2
torzsben a WC-1 fehérjeszintek idébeli alakulasat nem talaltuk ritmusosnak (24. &bra).
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24. dbra: A WC-1 expresszidjanak idébeli valtozdasa dllando sotétben wt-ban és
Aras2-ben. A Kisérletet (baloldali panel), valamint a WC-1 expresszi6 id6fiiggd
valtozasanak elemzését (jobboldali panel) a 19. abranal leirtak szerint végeztik.
(n=3-6, £SEM) TP: total protein.
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Ez a kul6nbség is arra utal, hogy a mutansban kevésbé robusztus a molekuléris 6ra
miikodése, mint a vad tipus esetében. DD24 idépontban @sszehasonlitottuk a WC-1-

szinteket, azonban nem talaltunk szignifikans kilénbseget a wt és a Aras2 kdzott (25.

abra).
1.5 1 n.s.
DD24 2 1
5 L
WC-1 | N . g
=
TP T 05 1
&
wt Aras2 g i
wt Aras2

25. abra: A WC-1-szintek hasonléak a vad tipusban és a Aras2-ben allandd
sOtétben. A jelolt torzsek kulturait DD24 idépontban takaritottuk be, majd a fehérje
mintat Western bloton elemeztiik. TP: total protein. (Baloldali panel.) A WC-1-
specifikus jeleket denzitometraltuk, majd elemeztiik. A Aras2 mintak jel denzités
értékei ugyanazon kisérlet wt mintéira lettek normalizalva. (Jobboldali panel.) (n=4,

+SEM, egymintas t-proba)

=z

befolyasolhatja, egy cirkadian cikluson keresztiil elemeztiik a citoszdlikus és a

nukleéris FRQ frakciokat a wt-ban és a ras2 génhianyos térzsben (26. abra).
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26. abra: A RAS2 szerepet jatszik a nukledris FRQ-szintek szabalyozasaban
allando sotétben. A wt és a Aras2 kulttrakat a jelolt iddpontokban takaritottuk be.
Citoszolikus (C) és nuklearis (N) frakciokat preparaltunk és a FRQ-szinteket
Western bloton vizsgaltuk. Az RGB-1-et citoszdlikus markerként detektaltuk. TP:
total protein. (Baloldali panel.) DD16 és DD20 id6pontokban nuklearis/citoszolikus
szignadl hanyadosokat szamitottunk. A Aras2 mintdk értékeit az ugyanazon a
Western-bloton vizsgalt wt kontrol mintak hanyadosaira normalizaltuk. (Jobboldali

panel.) (n=3-4, +SEM, egymintas t-proba)

Az LD tranziciot koveté nyolc oraban mindkét torzsben hasonldo mértékii FRQ-szint
csokkenést figyelhettink meg minkét sejtkompartmentum esetében. A magban a FRQ a
wt-ban DD16 id6pontban érte el a maximumat, majd gyors csokkenésnek indult a
kordbban leirt kinetikinak megfeleléen (209). Osszhangban a megkésett FRQ
szintézissel, a citoszolikus fehérjeszintek lassabban emelkedtek a Aras2 esetében, mint a
wt-ban, és a fehérje a sejtmagban is eltéréen viselkedett. A nukleéris FRQ szintek wt-ban

DD16 utan megfigyelheté gyors csokkenésével szemben a Aras2 térzsben még DD24-
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ben is jelentés mennyiségli FRQ volt detektalhatd. Ennek a kiilonbségnek a mennyiségi
elemzésehez meghataroztuk a nukleéris/citoszdlikus FRQ jel hAnyadosokat. Mind DD16-
ban, mind pedig DD20-ban szignifikansan magasabb értékeket figyelhettiink meg a Aras2
torzs esetében, mint a wt-ban (26. abra). Emellett a teljes vizsgalt idészakra vonatkozo

statisztikai elemzés szignifikans torzs-hatast mutatott (27. abra).

w H~ O O N
| —
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27. dbra: A FRQ nukleusz és citoplazma kozotti megoszlasa kilonbozik a wt-ban
és a Aras2-ben allando sotétben. A kisérletet a 26. abranal leirtaknak megfeleléen
vegeztik. A jelintenzitast kvantifikaltuk a sejtmagban és a citoszolban és a
nukledris/citoszolikus aranyt vizsgaltuk. Az abrdn a Aras2 hanyados értékei
lathatdak, melyeket a wt mintadk (szaggatott vonallal jeldlve) kontroll értékeire
normalizaltunk. Amikor szilkséges volt, a 26. abrdn mutatottnal hosszabb
expozicids idejli Western blotot hasznaltunk a nukledris FRQ szignalok
kvantifikalasahoz. Kétfaktoros (id6 és torzs) ismétléses ANOVA-val a térzs hatést

szignifikansnak talaltuk a teljes periodusra. (n=2-5, +SEM)

Osszességében a fenti adatok azt valosziniisitik, hogy a RAS2 szerepet jatszik a FRQ

szubcellularis lokalizaciojanak szabalyozasaban allando sotétségben.

4.1.4. A molekuléris 6ra glukozra adott valasza a RAS2-tél fiigg

Mivel korabbi eredmeényeink azt mutattak, hogy a Aras2 torzs cirkadian fenotipusa
gliikoztol fiigg, a tovabbiakban annak vizsgalatat tliztiik ki célul, hogy a FRQ expresszio
és annak szubcellularis megoszlasa hogyan valtozik gliikozhozzaadas hatasara a Aras?2

torzsben és a wt-ban. A micéliumokat glikézt nem tartalmazé médiumban ndvesztettiik
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kezeltiik 6ket négy oran keresztiil (28. bra).
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28. &bra: A FRQ sejtmagban bekdvetkezd gliikozfiiggd akkumulaciojdra hatassal
van a RAS2. A standard folyékony médiumban, LL-ben novesztett wt és Aras2
torzsek micéliumait eldszor athelyeztiik gliikozt nem tartalmaz6 médiumba. 16 6ras
inkubaciot kovetden a kulturakat a feliratnak megfeleléen 0,5% vagy 4% gliikozzal
kezeltik négy oran keresztul. A kezelés nélkili mintak kontrollként szolgaltak. A
FRQ expressziot a teljes sejt lizadtumban (T), valamint a citoszolikus (C) és a
nuklearis (N) frakciokban elemeztiik Western blot segitségével. Az RGB-1-et
citoszolikus markerként detektaltuk. TP: total protein. (Baloldali panel.) A magi
frakciok és a teljes lizatum jelintenzitasainak hanyadosat képeztiik a kezelés nélkili
és a 4% glikozzal kezelt mintak esetében. A Aras2 torzs értékeit a wt mintaban
meghatarozott kontroll értékekre normalizaltuk. (n=4, £SEM, egymintas t-prdba)
(Jobboldali panel.)

=z

nagyobb mennyiségben akkumulalédott a Aras2 sejtmagjaban, mig a wt-ban a nukleéris
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FRQ mennyisége alacsony maradt. Magasabb koncentracioju (4%) gliikéz hozzéadasa
azonban hatékonyan novelte a hipofoszforilalt és ezaltal a teljes FRQ-szinteket a wt-ban
is. Amikor azonban a fehérje szignalokat kvantifikaltuk, szignifikansan magasabb FRQ
frakciokat detektaltunk a Aras2 torzs sejtmagjaban, mint a wt esetében. Annak kizarasara,
hogy a magas glikdzszintek esetén megfigyelt hatasok kialakulasaban az ozmotikus
véltozas szerepet jatszott a Aras2 tOrzs esetében, megismételtiik a kisérletet a glukoz

-z

a nuklearis FRQ-szinteket a Aras2-ben (29. abra).
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o
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29. dbra: Az ozmotikus valtozasok nem érintik a nuklearis FRQ-szinteket a Aras2
torzsben. A Aras2 kultdrdkat 16 oran keresztul LL-ben, gliikdzt nem tartalmazé
médiumban inkubaltuk, majd 100 mM NaCl-dal (+), vagy vivoanyaggal (H20, -)
kezeltiik 4 6ran keresztiil. Ezt kovetden szubcellularis frakcionalast végeztiink és a

nukleéris FRQ frakciokat Western blot technikaval elemeztik. TP: total protein.

Megfigyeléseink arra utalnak, hogy a gliikézra adott valasz esetén a RAS2 fontos

szerepet jatszik az oszcillator fehérje nuklearis szintjeinek szabalyozasaban.

4.1.5. A RAS2 és a cirkadian déra kozotti jelatviteli tvonal elemzése

A RAS2-1d] korabban leirtdk, hogy mind a MAPK kaszkadot, mind pedig az AC-fiiggd
utvonalat szabalyozza pékélesztoben (220-222). A kaszkdd MAPK komponensét a Kss1
képviseli élesztoben (223, 224). A N. crassa Kssl ortolog MAK2 (mitogen-activated
protein kinase 2 - mitogén-aktivalt proteinkinaz 2) aktiv formainak szintjét korabban
vizsgaltak laboratériumunkban, azonban a foszfo-MAK2-szintek nagy valtozatossagot
mutattak a fuggetlen kultirak 6sszehasonlitasakor, igy konzisztens, torzs-specifikus
kildnbseget nem sikerlt kimutatni (225).

Mivel kordbbi adatok alapjan a RAS2 aktivalja az adenilat-ciklazt élesztében (192), a
kovetkez6 kisérletek soran annak vizsgalatat tiztiik ki célul, hogy a RAS2 fehérje hasonld

maodon lép-e kdlcsonhatasba az adenilat-ciklazzal Neurospora-ban is. Létrehoztunk egy
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E. coli torzset, amely az adenilat-ciklaz RAS-kot6 doménjét és egy GST-t tartalmazd
fazids fehérjét expresszalt. A fazids fehérjét glutation agar6z gydngyhdz kapcsoltuk,
majd a szuszpenziot a Aras2-cpcl-ras2 lizatumaval inkubaltuk, amely a RAS2 FLAG
epitoppal jelolt valtozatat tartalmazta. A RAS2rLac gyengén, de specifikusan kotédott a

gyongyhoz, ami arra utalt, hogy a RAS2 az adenilat-ciklaz interakcids partnere lehet (30.

abra).
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30. &bra: A RAS2 és az adenilat-ciklaz RAS-k6t6 doménjének in vitro interakcioja.
A glutation-agar6z gydngyokhtz GST-t vagy GST-AC-RBD-t kotottunk és
RAS2r ac-et tartalmazd N. crassa extraktummal inkubaltuk. Az eludlt fehérje

mintakat Western blot segitségével elemeztik.

Annak alatamasztasara, hogy a RAS2 fehérje valoban az adenilat-ciklaz Utvonalon
keresztiil hat az 6réra, a laboratérium munkatarsai egy cCAMP anal6g, a 8-Br-cAMP (8-
Bromoadenosine 3'5" cyclic monophosphate - 8-bromoadenozin 3',5'-ciklikus
monofoszfat) hatasat vizsgaltak a Aras2 torzsben, melynek jelenléte részlegesen
visszaallitotta a cirkadian 6ra megvaltozott miikodését és a FRQ gliikozfiiggd nuklearis

= z=7

medialt itvonalon keresztil kapcsolodik a molekularis érahoz.

73



4.2. A hosszan tart6 tapanyagmegvonashoz valé alkalmazkodas a cirkadian ora
molekularis atszervezédéséhez vezet

4.2.1. Gluk6zmegvonas hatisara megvaltozik a kbzponti 6rakomponensek szintje
Annak vizsgalatara, hogy a hosszan tartd tapanyagmegvonas hogyan érinti az
oramiikddést, az egy napig vildgosban, 2% gliikozt tartalmazé folyékony médiumban
novesztett wt Neurospora kultarékat 0,01%, vagy 2% glukdzt tartalmazo friss médiumba
helyeztiik, majd mértiik a micéliumok novekedését. A tapoldatcserét kovetden a
ndvekedés gyakorlatilag megéllt az alacsony glikoztartalmu tapkdzegben (31. &bra), a
kozponti 6ra komponenseinek kifejezodése pedig karakterisztikusan megvaltozott (32.

abra).

médium csere

2.0 4 l

1.5 -

1.0 T ]
0 2 4

Inkubacié ideje (nap)

A telepek relativ atméréje

——2% — 0.01% —o—2%

31. &bra: A Neurospora novekedése ,,megall” alacsony tapanyagtartalmil
kozegben. Normal - 2% gliikdzt tartalmazd - folyékony tapoldatban torténd, 24 6ran
at tartd tenyésztést kovetdan a micélium korongokat friss, 2% vagy 0,01% gliikozt
tartalmazé médiumba helyeztiik. A telepek atmérdjét naponta mértiik. A nyil a
médiumcsere idépontjat jelzi. (n=3, ismétléses ANOVA; szignifikans torzs-kezelés

kdlcsonhatés; post-hoc analizis: Fisher LSD teszt)
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32. abra: Felsd panel: A gliikézmegvondas kisérlet sematikus bréja. A kultarakat
24 6ran keresztil 2% glukozt tartalmazd tdpoldatban tenyésztettiik, majd a
micélium korongokat friss, 0,01% glikézt tartalmaz6 oldatba helyeztiik. Ez
jelentette a 0 idOpontot. A mintdkat Oh, 22h, 36h ¢és 40h ¢hezést kovetden
takaritottuk be. Alsé panel: A glik6zmegvonas hatassal van az érakomponensek
sztéchiometrigjara. A teljes sejt lizatumokat Western blot technikaval elemeztiik.
Az RGB-1 (a PP2A egyik regulatoros alegysége, melynek expresszidja valtozatos
korilmények mellett is kozel allandd), illetve a Ponceau S festés jelentette a
toltéskontrollt. Folytonos és szaggattott vonallal, illetve nyillal jel6ltik rendre a

hiper, illetve a hipofoszforilalt fehérjealakok elhelyezkedését.

Mind a WC-1, mind pedig a WC-2-szintek esetében gyors csokkenés volt megfigyelhetd
a glilkozmegvonast kovetéen. Annak érdekében, hogy meg tudjuk becsiilni a WC-szintek
csOkkenésének meértékét, kalibraciot készitettiink a Western blot jelerdsségre és azt

talaltuk, hogy 40 6ra tapanyagmegvonas utan a WC-1 és a WC-2-szintek az eredeti

szintek rendre ~15% és ~20%-anak feleltek meg (33. abra).
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33. abra: A WCC expresszios szintek kalibraciéja. A WC-1 (baloldali panel) és a
WC-2 (jobboldali panel) specifikus jeleket denzitometrélassal elemeztilk és a
mérési pontokra kalibracios egyenest illesztettink. A fehérjegélekre a 2%
glukoztartalmi médiumban tenyésztett wt kultirdk lizatumainak novekvé
mennyiségét (3,13%-25%) toltottuk és Westen blot technika segitségével
elemeztik. A nyilak a pozitiv 6rakomponensek mennyiségét jelolik az alacsony

glukoztartalmu médiumban tenyeésztett wt kultarak lizatumaiban.

A FRQ expresszio ezzel szemben relativ allandé maradt a médiumcserét kovetden,
viszont egy, a fehérje hiperfoszforilacidjara jellemzé mobilitasbeli eltolédéds volt

megfigyelhet6 (32. abra).

Mivel a hiperfoszforilalt FRQ csokkent mértékii negativ visszacsatolast eredményez a
WCC-en (71), azt valoszinisitettiik, hogy a tapanyagmegvonas altal indukalt FRQ
foszforilaci6 a WCC aktivitas fokozodasadhoz és ezaltal bomlasanak gyorsulasahoz
vezethet (53, 226, 227). Ezért a transzlacios inhibitor cikloheximiddel (CHX) kezelt
kultdrakban kovettiik a WC-szintek valtozasat annak érdekében, hogy a WCC aktivitast
meg tudjuk becsilni (34. abra).

Adataink alapjan a WC-1 gyorsabb bomlasa legalabb részben szerepet jatszhat az

alacsony WCC-szintek kialakulasaban az éhez6 sejtekben.
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34. &bra: A hosszantarté glukézmegvonas kis mértékben csokkenti a WC-1
stabilitasat. A kiindulasi kisérleti korilményeink megegyeztek a 32. abra esetében
adtunk a médiumhoz (0 iddpont). A mintadkat a CHX hozz4adasat kdvetden a jelolt
idépontokban takaritottuk be. Baloldali panel: A teljes sejt extraktumokat Western
blot technika segitségével elemeztiik. A folytonos és szaggatott nyilak rendre a WC-
2 hiper- és hipofoszforilalt alakjait jelolik. (r: rovid expozicio, h: hosszu expozicio,
TP: total protein) Jobboldali panel: A fehérje jeleket denzitometralassal

szdmszerisitettiik. (Az értékeket a 0 idépontra normalizéltuk.) (n=5, =SEM)

Konstans vilagosban a WCC folyamatosan elésegiti a frq és a we-1 transzkripcidjat. Noha
a WCC-szintek szignifikans mértékben kilénboztek a standard és a tapanyaghianyos
korilmények kdzott, a frg, awce-1 és awc-2 RNS-szintek hasonldnak bizonyultak mindkét
kortlmeny esetében (35. abra). Ez olyan kompenzécids mechanizmus révén lehetseges,
amely vagy allandé szinten tartja az aktiv WCC mennyiségét, vagy pedig stabilizélja a

frg RNS-t alacsony tapanyag-ellatottsag esetén.
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35. &bra: A frg, wc-1 és wc-2 RNS-szintek hasonléak standard és alacsony
glukdztartalmua médiumban. A wt torzs micéliumait standard folyékony kultarakban
tenyésztettik 24 oran keresztul vilagosban, majd friss, 2% vagy 0,01% glikdzt
tartalmazo tapoldatban inkubaltuk Oket tovabbi 40 o6rdn keresztiil. Az RNS-
szinteket a standard médiumban nétt wt kultirakban mért értékekre normalizaltuk.
(n=9-22, +SEM, kétmintas t-préba; n.s.)

Fény-sotétség (LD) transzfert kovetden a frq transzkripcio nagymeértekben gatolt és igy a
frg-szintekben bekovetkezo valtozasok az RNS degradacidjanak sebesseget tikrozik (57,
114). A munkacsoportunkban végzett kisérletek soran az LD transzfer hatdsara
bekovetkez6 frqg RNS-szint csokkenés nem mutatott glukozfuggést, azaz a csokkent

glukoézkoncentracio nem befolyasolta a frg RNS stabilitasat (242).

Noha a FRQ- és a WCC-szintek kolcsondsen fuggnek egymastdl, mintainkban ezen
fehérjék szintje nem aranyosan valtozott tapanyagmegvonas hatasara, ami felveti a
kérdeést, hogy a cirkadian oszcillator képes-e tovabb miikodni a kdzponti 6rakomponensek

ilyen jellegli megvaltozéasa mellett.

E kérdés megvalaszolasara az orafehérjek szintjének valtozasat allandd sététben (DD)
vizsgaltuk, amikor az 6ra szabadon futd, endogeén ritmust general. A FRQ fehérje hasonlo
mértékii, robusztus oszcillaciot mutatott mind a standard, mind pedig a csokkentett

glikoztartalmu tpoldatban, szamottevé fazis vagy periddus kilonbség nélkal (36. &bra).
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36. abra: A cirkadian idémérés fenntartott marad gliikozmegvonds esetén is. A
standard médiumban torténd 24 6ras inkubaciot kovetben a micéliumokat friss, 2%
vagy 0,01% glikozt tartalmazd tapoldatba helyeztilk. 24 6ra vilagosban vald
inkubdciot kdvetden a kulturdkat sotétbe helyeziik. A mintdkat a jel6lt idépontokban
takaritottuk be. Baloldali panel: A teljes sejt lizatumokat Westen blot technikaval
elemeztik. TP: total protein. Jobboldali panel: A FRQ-szinteket denzitometralas

segitségével szamszerUsitettiik. (n=3, £SEM)

Azonban amikor az eltérd koriilmények mellett novesztett kultarak fehérje mintait
ugyanazon a gélen vizsgaltuk, tapanyagmegvonas hatasara fokozottabb FRQ
foszforilaciot figyeltiink meg minden idépontban, mint standard kériilmények esetében
(37. &bra).
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37. dbra: A WC-szintek csokkennek és a FRQ hiperfoszforilalttd valik éhezés
hatdsara. A kisérletet a 36. abra esetében leirtak szerint végeztik. A két tenyésztési
kortilménybdl szarmazo kultirak fehérje extraktumait ugyanazon a gélen elemeztiik.

TP: total protein.

Tehat a glikdézmegvonds mind sotétben - szabadon futé ritmus esetén -, mind pedig
vilagosban - amikor az 6&ra dinamikus egyensulyi allapotban van - a FRQ
hiperfoszforilaciojat eredményezte. Az LL-ben megfigyelhet6 valtozasokhoz hasonloan a
WC fehérjék expresszidja nagymértékben csokkent DD-ben is glik6zmegvonas hatasara.
Ennek ellenére a frg RNS oszcillacidjanak sem a fazisat, sem pedig a periédusat nem
befolyasolta a tipanyagmegvonas (38. abra), ami megint csak arra utal, hogy a WCC aktivitas

hasonlo volt a kontroll (2%) esetében megfigyelhet6hoz.
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38. abra: A frq oszcillacié glikozmegvonas eseten is fennmarad. A kiserlet
korilményei megegyeznek a 36. abra esetében leirtakkal. Az RNS-szinteket qPCR
segitségével hataroztuk meg. (n=3-11, +SEM, ismétléses ANOVA; n.s.)
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Mivel a fentiek alapjan az éhezés nem befolyésolja a frq bomlasat sem, minden bizonnyal
egy eddig ismeretlen mechanizmus atallitja a cirkadian 6ra miikodését olyan médon, hogy a
frg oszcillacidja és a transzkript-szintek a WCC-szintekben megfigyelhetd csokkenés

ellenére is glikdzkompenzaltak maradnak.

Az oOra kimenetének vizsgalata céljabol a kovetkezOkben két ccg, a ccg-2 és a fluffy RNS
szintjeinek valtozasat mértiik (228-230) (39. abra).
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39. &bra: A cirkadian kimenet ritmusos marad tapanyagmegvonas esetében is. A
kisérletet a 36. 4branal leirtaknak megfelelden végeztilk. Az RNS-szinteket gPCR
segitségével hataroztuk meg. (n=3-11, £SEM, ismétléses ANOVA; n.s.)

A korabban leirtakkal egybehangzéan a tapanyagmegvonas jelentés mértékii ccg-2-szint
emelkedést eredményezett. Erdekes modon a fluffy-szintek is megemelkedtek tartos
tapanyagmegvonas hatasara. Tovabba, robusztus oszcillaciot detektaltunk mind a ccg-2,
mind pedig a fluffy RNS-szintekben mindkét kisérleti kdriilmény mellett. Az RNS-szintek
maximumat és minimumat az irodalmi adatok alapjan varhat6 idépontokban detektaltuk
(228) (39. abra).

Eredményeink tehat azt valosziniisitik, hogy a cirkadian ora a fokozott FRQ foszforilacio
és a csokkent WCC-szintek ellenére is robusztusan miikodik gliikkdzmegvonas esetén és

képes fenntartani a kimeneti gének ritmikus kifejezodését is.

Annak érdekében, hogy a WCC fotoreceptor funkcigjat is vizsgaljuk kiilonb6z6
tdpanyag-ellatottsdg mellett, a fényindukalhatd frg, wc-1 és al-2 gének expresszios
szintjeit sotétség-fény (DL) transzfert kovetden vizsgaltak laboratériumunk munkatarsai
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(231). A fényindukcio hatdsara bekovetkez6 kezdeti RNS-szint emelkedés Kisebb
mértékil volt az é¢hezo kulturdkban, mint a kontrollban, ezzel szemben a fényadaptaciot
kovetden kialakulo, "steady-state™ szintek hasonldak voltak mindkét kisérleti korilmény
mellett (231). A fényindukcié kinetikajaban mutatkozo kiilonbség azt valosziniisiti, hogy
a WCC fényindukalhatd hanyada csoken, vagy fotoreceptor funkcidja kevéshe kifejezett

glik6zmegvonas esetén.

Az Orafehérjék sejtmag és citoplazma kozotti megoszlasa szorosan Osszefligg
foszforilacids allapotukkal és aktivitasukkal. Ezért a kovetkezokben szubcellularis
frakcionalast kovetéen hasonlitottuk 6ssze az alland6 vildgosban standard vagy
csokkentett glikoztartalmd médiumban novesztett kultdrakbdl készilt mintakat (40.
abra).
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40. abra: A glukézmegvonas megvaltoztatja az 6rakomponensek sejtalkotok kdzotti
megoszlasat. A kiserleti korilmények megegyeztek a 35. abra esetében leirtakkal.
A magi (N) és a citoszolikus (C) frakciokat Western blot technika segitségével

elemeztik. (r: rdvid expozicio; h: hosszu expozicid; TP: total protein)
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Osszhangban a korabbi adatokkal (65, 71, 225), standard korilmények kozott a FRQ
nagyrészt a citoszdlban volt talalhatd, és az eloszldsa nem valtozott jelentdsen
glik6zmegvonas hatasara. A WC fehérjék ezzel szemben alig voltak detektalhatok a
citoszolban az éhez6 kultarak esetében, mig a magi frakcio a kontrollhoz hasonld maradt.
A két koriilmény mellett egymassal Osszemérheté magi WCC-szintek §sszhangban

vannak a hasonlo transzkripcids aktivitassal.

4.2.2. Az drakomponensek éhezésre adott valaszaban szamos modulator jatszik
szerepet

A kovetkezo kisérletek soran olyan lehetséges mechanizmusok feltarasa volt a célunk,
melyek hozzajarulhatnak a TTFL komponensek gliikozfiiggd atrendezédéséhez. Allandd
vilagosban, folyékony médiumban ndvesztett kultirakat vizsgaltunk. Annak a kérdésnek
a megvalaszolasédhoz, hogy milyen szerepet jatszik a FRQ altal kdzvetitett visszacsatolas
a WC expresszio és aktivitas tipanyagmegvonasra adott valaszaban, a FRQ-hianyos frg®
torzset vizsgaltuk. A frg® torzs elénye, hogy egy korai stop-kodonnak kdszénhetden csak
egy rovid, nem funkcidképes FRQ fejezédik ki a torzsben, igy ez a fehérje nem lesz képes
sem a negativ, sem pedig a pozitiv visszacsatolasban kifejteni a szerepét. A torzs tovabbi
eléonye, hogy a frq promoter aktivitasa tovabbra is kovethet6 az RNS-szintek

meghatarozasaval (66, 69).
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41. abra: A frq® RNS expresszio érzékeny a glikézmegvonasra. A kisérleti
koralmenyek megegyeznek a 35. abranal leirtakkal. Az RNS-szinteket a standard
médiumban tenyésztett wt térzsben mért értékekre normalizaltuk. (n=6, £SEM,
faktorialis ANOVA, szignifikans torzs*kezelés kolcsdnhatas; post hoc analizis:
Tukey HSD teszt)
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A standard koriilmények mellett a frg®-ben megfigyelhetd emelkedett RNS-szinteket a
FRQ WCC-re gyakorolt gatldé hatdsanak hianya eredményezi (61). Azonban, amig a
tapanyagmegvonas nem befolyasolta a frg-szinteket wt-ban, a frg® térzshen csokkent a
frq RNS mennyisége (41. abra). A frq prométer aktivitasanak eltérd viselkedése a fro° és
a wt gliikdzra adott valaszaban azt valosziniisiti, hogy a FRQ altal iranyitott folyamatok

is hozzdjarulnak a frg-szintek kompenzaciojahoz kiilonb6z6 glikkozellatottsag esetén.

Amikor a fehérjeszintek alakulasat vizsgaltuk ebben a két torzsben, azt talaltuk, hogy a
WC-1-szintek nem valtoztak szignifikansan frq®-ben, mig a WC-2-szintek kis mértékben
csokkentek glikdzmegvonas hatasara (42. abra). Megjegyzendd, hogy mivel a frq®-ben a
FRQ WCC expresszidra vald pozitiv hatasa hianyzik, a WC-1- és a WC-2-szintek mér a
kiindulaskor is rendkivil alacsonyak (62, 71), igy nehéz a glik6z WCC expresszidra

gyakorolt hatasat a wt-ban tapasztalt valtozassal 6sszehasonlitani.
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42. abra: A frg® térzsben a tapanyaghiany kisebb hatassal van a WC-szintekre, mint
wt-ban. A Kisérletet a 35. abrandl leirtaknak megfeleléen végeztiik. A teljes sejt
lizdtumot Western blot technika segitségével elemeztik. (r: révid expozicio; h:
hosszU expozicio; TP: total protein) (baloldali panel) A WC-1 és a WC-2 fehérjék
esetében a jelintenzitast denzitometralassal hataroztuk meg. (jobboldali panel)
(n=3, £SEM, faktorialis ANOVA, szignifikans torzs*kezelés kdlcsonhatés; post
hoc analizis: Tukey HSD teszt)

A CKla o6rafehérjekre gyakorolt hatdsa annak FRQ-hez valé kapcsolodasatdl fligg, ami
az FCD1 (72) és az FCD2 (115) domeneken keresztul jon létre. A CKla orara kifejtett
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hatasa Osszetett. Hozzajarul a WCC foszforilaciojahoz és ezaltal gatlasahoz mind DD-
ben, mind pedig LL-ben. Emellett a CKla altali foszforilacio hatasara a FRQ egyre kisebb
mértékben lesz képes Kkifejteni hatasat a negativ visszacsatolasban, valamint e
foszforilacié a FRQ bomlasat is indukalni fogja. A CKla cirkadian 6rakomponensekre
gyakorolt glikkozfliggd hatasanak vizsgalatahoz laboratériumunk munkatérsai kordbban
a frgyAFCD1-2 torzset vizsgaltadk (231). Ebben a térzsben a CKla nem képes a FRQ-hez
kotni, igy a CKla-fiiggé foszforilacio és a WCC inaktivacidja is zavart szenved a FRQ
CKla interakciés doménjén talalhaté mutéaciok kdvetkeztében (72). Munkacsoportunk
ezen FRQ forma esetében is megfigyelte a tapanyagmegvonas hatdsara 1étrejovo
mobilitasi kulénbséget (231), ami arra utal, hogy a FRQ glikdzhiany indukalta
foszforilacidja nem fugg a CKla FRQ-kel vald interakcidjatol. A WC-szintekben a két
kondicio kozott megfigyelhetd kiilonbség kisebb mértékll volt a frgAFCDI1-2 térzsben,
mint a wt-ban (231). Tovabba, a frgAFCDI-2 torzsben a frq RNS-szintek alacsonyak
voltak standard koriilmények kozott és glilkdzmegvonas hatasara kompenzaltak maradtak
(231). Mindez arra utal, hogy a CKla és a FRQ kapcsolédasa nem jatszik alapvetd
szerepet a FRQ éhezés-indukalta hiperfoszforilacijdban és a frq RNS

tapasztaltakhoz hasonléan hatassal van ez a FRQ mutacio is.

A PKA szerepet jatszik a FRQ és a WC-1 modositadsaban is (105, 117). Tovabba,
korlatozott glikoz-hozzaférhetéség esetén a PKA aktivitas élesztében és Neurospora-ban
is csokken (192, 232). Az mcb mutansban a PKA konstitutivan magas aktivitasu egy, az
enzim komplex regulatoros alegységében talalhatd mutéacié kdvetkeztében. A mutansban
a glikdézmegvonds nem eredményezte sem a WC-1-, sem pedig a WC-2-szintek
csokkenését, tovabba a frq RNS-szint sem maradt kompenzalt (231). Mindez arra utal,
hogy a PKA fontos szerepet jatszik abban, hogy a cirkadian ora irdnyaba tovabbitsa az

informécidt a csokkend tapanyagszintekrol.

A glikogén-szintaz-kinaz (GSK) az ehezésre adott vélasz fontos faktora szamos
organizmusban, igy élesztében is (233) és korabban Neurospora-ban is leirtak, hogy
szerepet jatszik a cirkadian periédus finomhangolasaban (234). A korabban leirtakkal
0sszhangban (234) a laboratériumunkban végzett kisérletek is megerdsitették, hogy a
WC-1 és a FRQ-szintek magasabbak a gsk hianyos térzsben, mint a wt-ban 2% gliikéz

jelenlétében (231). Az Ora éhezésre adott valaszat részben érintette csak a GSK hiany,
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ugyanis amig a WC-szintek jelentds mértékben csokkentek, a FRQ nem valt
hiperfoszforilaltta és a frqg RNS-szintek kis mértékben csokkentek a gsk hianyos térzsben
(231). Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a GSK hozzajarul a FRQ
foszforilacidjahoz éhezés soran, azonban ez énmagaban nem elegendd ahhoz, hogy a

WCC-szintek megvaltozasat eléidézze.

A PP2A az 6ramiikodés egyik f6 szabalyozoja, mely egyarant kifejti hatasat a FRQ-re és
a WCC-re is (42, 55, 71, 72), tovabba aktivitasa ¢élesztében a hozzaférhetd glikkozszintek
valtozasaval parhuzamosan médosul (235). Amint az a 43. abran is lathatd, a
tdpanyagmegvonas Neurospora-ban is csokkenti a PP2A aktivitast, mégpedig az rgb-1
muténsra -melyben a foszfataz komplex egyik regulatoros alegysége nem mitkod6képes-

, jellemz6 szintig.

1.5 -
» f 1 i
b
= *
< 1.0 1 —
©
<
N
o
a
= 0.5 4
i)
Q
14

0.0 4

wt rgb-1

u2% @0.01%
43. abra: Glukézhianyos allapotban a PP2A aktivitdsa csokken: meértékii. A
kisérletek Kivitelezése a 35. &brandl leirtak szerint tortént. Meghataroztuk a
sejtlizadtumok PP2A aktivitdsat és a kapott értékeket a standard médiumban
novesztett wt kultardkban mért értékekre normalizaltuk. (n=3-4, £SEM, faktorialis
ANOVA, szignifikans torzs*kezelés kolcsonhatas; post hoc analizis: Tukey
Unequal N HSD teszt)

A tovabbiakban az rgb-1 tdrzsben vizsgaltuk a glikézhiany 6rakomponensekre kifejtett
hatasat. Mig a frg RNS és FRQ fehérjeszintek hasonldak voltak a wt-ban és az rgb-1
torzsben, a WC fehérjék szintjei nem mutattak csokkenést az ¢hezd rgb-1 térzshen (44.
abra), amely arra utal, hogy a PP2A hatassal van az d6rakomponensek aranyanak

gliikozfliggd megvaltozasara.
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44. abra: A tapanyagmegvonasra adott valasz a PP2A regulatoros alegységét nem
tartalmazo rgb-1 torzshben eltér a wt-ban megfigyelhetotél. A Kisérleteket a 35.
abranal leirtaknak megfeleléen végeztiikk. A teljes sejt extraktumokat Western blot
technikaval vizsgaltuk. TP: total protein. (baloldali panel) Az RNS-szinteket gPCR
segitségével hataroztuk meg. Az RNS értékek a standard kortulmények kozott

tenyésztett wt torzs értékeire lettek normalizalva. (n=9-10, +SEM) (jobboldali panel)

Osszességében tehat azt latjuk, hogy szamos jelatviteli Utvonal jatszik szerepet a
molekularis 6ra miikodésének gliikozfliggd modositasaban N. crassa-ban, - valoszintileg

részben egymassal kolcsdnhatva.

4.2.3. A glikézmegvonas eltéré modon hat a transzkriptomra a wt-ban és a Awc-1-
ben

Eredményeink azt mutattdk, hogy a WC fehérjék éhezésben bekovetkezd jelentds
mértéki csokkenése ellenére a WCC aktivitas kozel allandd maradt mind LL-ben, mind
pedig DD-ben.

Annak erdekében, hogy az éhezés alatt is megtartott WCC aktivitas bioldgiai jelentdségét
vizsgaljuk, RNS szekvenalast végeztiink a wt és a Awc-1 torzsekben. A mintakat 48 6ran
keresztil folyékony tapkozegben, 12-12 oOréds sotétseg-fény ciklusokban inkubaltuk
standard kortilmények és tapanyagmegvonas mellett. A mintakat (n=4) ZT12-ben (a
vilagos periddus végén) takaritottuk be. Ezen koriilmények kozott az ora a kiilsd
koérnyezeti hatasokhoz igazodva miikodik (,,entrained” allapotban van) wt-ban, és ZT12-

ben a fény-fiiggd gének esetében teljesen fényadaptalt allapot varhato (236).

87



A hosszan tartd tapanyagmegvonas a kddol6 genek tobb, mint 20%-ara volt hatasal RNS-

szinten. A wt-ban a legnagyobb mértékben upregulélt gének poliszaccharid bont6

enzimek, konidizacid-specifikus feherjék, valamint monoszaccharid transzporterek

voltak, hasonléan a korabban Aspergillus niger-ben leirtakhoz (237). A poliszaccharid

bontd enzimek (xilandzok, endoglikanazok) olyan komponensek, amelyek minden

bizonnyal novelik az él61ény talélési esélyeit éhezés soran, alternativ tapanyagforrast

biztositva a szervezetnek (239).

A wt-ban glik6zmegvonas hatasara legnagyobb mértékben upregulalodo 15 gén koziil a

Awc-1-ben 11 gén esetében kisebb mértékii volt az expresszid fokozodasa, vagy nem

tortént emelkedés. Mindez arra utal, hogy a transzkriptom-szintii adaptaci6 WCC

hianyaban megvaltozik (6. tablazat).

6. tablazat: A 15 glukdzmegvonas hatasara legnagyobb meértékben upregulalt,

annotalt gén wt-ban.

Azokat a géneket,

amelyek nagyobb mértékben

upregulélodtak wt-ban, mint Awc-1-ben félkovéren szedtik.

Upregulacio  Upregulacio  ,,pauc-1
Azonosito Név wt-ban Awe-1-ben (2%) Géntermék
NCU02500  ccg-4 281 n.s. n.s. oOra altal szabalyozott feromon
NCU07225 ghl1-2 254 163 n.s. xilanaz
NCU08769  con-6 117 88 n.s. konidizacio specifikus fehérje
NCU05924 gh10-1 96 15 n.s. xilanaz
NCU00943 tre-1 77 102 n.s. trehalaz
NCU07325 con-10 70 13 n.s. konidizacio specifikus fehérje
NCU08189 gh10-2 67 13 n.s. xilanaz
NCU10055 nop-1 66 58 n.s. opszin
NCU06905 thnr 65 n.s. 0.01 tetrahidroxinaftalén-reduktaz
NCU08457 eas 49 73 n.s. hidrofobin
NCU09873  acu-6 39 12 2.9 foszfoenolpiruvat-karboxikinaz
NCU10021  hgt-1 35 56 1.4 monoszacharid transzporter
NCU08755  gh3-3 28 38 n.s. béta-gliikozidaz
NCU00762  gh5-1 21 n.s. n.s. endogliikanaz
NCU08114 cdt-2 21 11 n.s. hexdztranszporter
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A gliikbzmegvonas hatasara bekovetkezé csokkenést elemezve azt talaltuk, hogy noha
szdmos gen mutatott szignifikdns csdkkenést, csupan azok 2/3-a (520 gén) csokkent
mindkeét torzsben szignifikdns mértékben (45. abra). Ez arra utal, hogy a WCC-nek
alapvetd szerepe van a génexpresszio, illetve az RNS stabilitas szempontjabol a

hosszatavu glilkkozmegvonashoz valé megfelel6 alkalmazkodasban.

A 45, abra jobboldali panelén az egyes térzsekben tapanyagmegvonas hatasara fokozodo

expressziot mutatd gének kertltek abrazolasra.

A génexpresszio csokkenése tapanyag hiany esetén A génexpresszi6 fokozédasa tapanyag hiany esetén
wt Awe-1 wt Awe-1

12 112

401 903 593

295 520 287
15.1%

1/4
1/4

35.2%

118 81% 18 2

45. &bra: A tapanyagmegvonds hatdsara bekovetkezd expresszio valtozas wt-ban
és Awc-1-ben. A Venn-diagrammokon a csokkenést (baloldali panel), illetve
ndvekedést (jobboldali panel) mutaté gének szama lathaté (wt — piros, Awc-1 - kék).
Kiszobértéknek a  kétszeres  szignifikdns  valtozast  tekintettik. Az
oszlopdiagrammokon az éhezés soran bekovetkezd génexpresszid csokkenésének
(baloldali panel), illetve ndvekedésének (jobboldali panel) mértéke és megoszlasa
kerult bemutatasra a wt-ban és a Awc-1-ben. A fiiggéleges tengelyen a csokkenés
(baloldali panel), illetve ndvekedés (jobboldali panel) mértéke lathato, az
oszlopdiagramokban taldlhato felirat pedig azt mutatja meg, hogy a csokkeno
(baloldali panel) vagy névekvé (jobboldali panel) expressziot mutatd gének hany
szézaléka csokkent (baloldali panel), vagy fokozodott (jobboldali panel) a

fiiggoleges tengelyen feltiintetett mértékben.

A két torzset dsszehasonlitva azt latjuk, hogy a wt-ban 1304 gén RNS-szintje mutatott
legalabb kétszeres szignifikans emelkedést glikozmegvonasra, mig a Awc-1-ben 1496
RNS upregulalodott (45. abra). 903 gén esetében lattunk legalabb kétszeres emelkedést
mindkét torzs esetében (45. &bra). Glikozmegvonas hatasara a kodold gének 13%-a
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valtozott torzs-specifikus modon. Ezeknek a géneknek jelent6s hanyada jatszik szerepet
alapvetd metabolikus folyamatokban, kiilonds tekintettel az aminosav és zsirsav
metabolizmusra, valamint az eizoszoma (a plazmamembranban az endocit6zis helyét
kijelolo képlet) felépitésére. Elemzéseink ramutattak, hogy a cirkadian ora f6
transzkripcios faktoranak hidnya alapveté valtozasokhoz vezet a transzkriptomban
glikézmegvonas soran. Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy a WCC szamos
transzkripcids faktor expresszidjat befolyasolja, valamint az alapveté sejtfunkciok
szabalyozéséért is felel, ezuton pedig tovabbi gének kifejezdédésére lehet hatassal. Ennél
fogva nem volt meglepd, hogy a talélt tobb, mint 1300 gén kozul csupan 90-rél irtak le
koradbban, hogy a WCC kdzvetlen célpontja lehet (128, 239).

A fent emlitett analizis azonban nem nyujt informéaciot a wt és a Awc-1 RNS-szintjeinek
veégso kiilonbségérdl, csupan a torzs-fiiggd RNS szabalyozasban jelen levd eltérésekrdl
szolgaltat adatot. A tovabbiakban ezért azokat a géneket elemeztiik, amelyek Awc-1/wt
aranya csokkenést (46. abra, baloldali panel) vagy emelkedést (46. abra, jobboldali panel)

mutatott normal vagy gliikézhianyos kortilmények kozott.

A transzkript szintek Awc-1/wt aranyanak csokkenése A transzkript szintek Awc-1/wt aranyanak emelkedése

Standard médium Ehezés Standard médium Ehezés
112 112

16.7%

388 320 425 300 251 385

" 115 49.7%
- 35.5%

1/8 2 2

46. abra: A génexpresszid valtozasanak mértéke Awc-1-ben a wt-hoz képest. A
Venn-diagrammokon a Awc-1-ben a wt-hoz képest alacsonyabb (baloldali panel),
vagy magasabb (jobboldali panel) szinten expresszalédd gének szama lathatd
normal (piros) és alacsony glikoztartalmu médiumban (kék). Kiiszobértéknek a
kétszeres szignifikans valtozast tekintettik. Az oszlopdiagrammokon az éhezés
soran bekovetkez6 génexpresszio ardny csokkenés (baloldali panel) vagy
névekedés (jobboldali panel) megoszlasa keriilt bemutatasra normal médiumban és

tapanyagmegvonas eseten. Az oszlopdiagramokban talalhaté felirat azt mutatja
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meg, hogy a Awc-1/wt aranyban csokkenést (baloldali panel), vagy fokozddast
(jobboldali panel) mutaté gének hany szazaléka csokkent (baloldali panel), vagy

fokozodott (jobboldali panel) a fliggbleges tengelyen feltiintetett mértékben.

A transzkript-szintek Awc-1/wt aranyanak 6sszehasonlitdsa ravilagitott, hogy
Osszességében a korabbiakhoz hasonld szamud gén expresszidja mutatott glikozfiiggd
kilénbséget, amely arra utal, hogy a wc-1 mutacid transzkriptomra gyakorolt hatasa

nagymeértékben fligg a tapanyag-ellatottsagtol (46. abra).

Laboratoriumunk munkatarsa GO (gén ontoldgia) elemzés (240) soran azt talalta, hogy
az ¢hezésre eltéré modon reagald gének jelentdés hanyada kulcsfontossagii metabolikus
folyamatokban jatszik szerepet (231). A gluk6zmegvonéasra adott torzs-fliggd valasz
tekintetében a GO analizis a szénhidrat, aminosav és zsirsav metabolizmusra iranyitotta
figyelmiinket és a két torzs kozott tovabbi jelentds kiillonbségeket talaltunk: a wt-ban a
kis molekuldk és az aminosavak bioszintézisének csokkenése volt jellemzd €hezés soran,

mig a Awc-1-ben az aminosav katabolizmus n6tt és a zsirsavszintézis mérsékl6dott (231).

Az RNS szekvenalés adatainak gPCR-rel torténd validalasahoz 9 gént valasztottunk,
melyek a szénhidrat vagy aminosav metabolizmusban, illetve a konidizéacioban jatszanak

szerepet és feltételezhetden reagalnak a tapanyagszint valtozasara (47. abra).
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47. bra: A kisérletes validalas megerdsitette az RNS szekvendlas eredményeit. Az
RNS-szinteket qPCR segitségével hataroztuk meg. Az értékeket a standard
médiumban ndvesztett wt torzsben mért értekekre normalizaltuk. (agal-1: arginaz
(NCU02333); glIn-1: glutaminszintetaz (NCUO06724); gdh-1: NAD-specifikus
glutamatdehidrogenaz (NCUOQ0461); pect: pektinészterdz (NCU10045); tca-3:
mitokondrialis-akonitaz (NCU02366); choldh: kolindehidrogenaz (NCU01853); fl:
fluffy konidium fejlédésben szerepet jatszo fehérje (NCUO08726); con-10:
konidizécio-specifikus fehérje 10 (NCU07325); ccg-2: hidrofobin (NCU08457))
(n=4, £SEM, faktoridlis ANOVA, szignifikans kezelés hatds (gdh-1, ccg2),
szignifikans torzs hatas (242) szignifikans torzs*kezelés kélcsonhatas (aga-1, gin-
1, tca-3, coldh, fl, con-10).)

Avizsgalt RNS-ek mindkét elemzés soran hasonld expresszids aranyokat mutattak, amely

a transzkriptom elemzés nagyfoki megbizhatdsagara utalt (47. abra, 7. tablazat).
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7. tabladzat: Az RNS szekvenaldas és a kisérletes validalds adatainak

Osszehasonlitasa a kivalasztott gének expresszidja szempontjdbdl. A mérés leirdsa

a 47. abrandl talalhatd. (n=4, kétmintas t-préba)

) . Valtozas Valtozas
ID Név Minta (RNAseq) Padj (QPCR)
Wt (0.01%/2%)  0.823393  0.0576  0.6073  0.0271
- Awc-1(0.01%/2%) 2240553 1.065E-12 15609  0.0584
NCU02333  arginaz (@ga-1) o1t (2%) 0710738 00017 04268  0.0045
Awc-1/wt (0.01%) 1.889453 1.266E-09  1.0972  0.5413
Wt (0.01%/2%)  0.475988 6.725E-18 0.415391  0.0043
NCUOGrps  OlUtaminszintetsz  Awc-l (0.01%/2%) 0.761916  0.1045 0527959  0.0483
(gIn-1) Awc-1/wt (2%)  0.507442 4.530E-07 0.313942  0.0028
Awc-1/wt (0.01%) 0793371  0.0394  0.399018  0.0174
B Wt (0.01%/2%)  3.321658 2.105E-16 3.531126  0.0331
NCUOO6L glu't\;'r“n‘gt'jgﬁicé‘;gzuesnéz Awc-1 (0.01%/2%) 7.186952 1.868E-68 7.139931  0.0197
(i) Awc-1/wt (2%) 075745  0.0225  0.563023  0.0054
Awc-1/wt (0.019%) 1.602065  0.0057  1.138431  0.6459
comidindcis Wt (0.01%/2%)  70.05014 4.4385E-121 72.287593 0.0088
ke 10 Awc-1(0.01%/2%) 1354775 6.5037E-18 10.24047 2.2E-05
NCU07325 Spec'f'('zlc‘)f:ig;”e 10 Awe-1it 2%) 0913622 08203 0568599  0.0831
Awc-1/wt (0.01%) 0.172141 3.5345E-20 0.080549  0.0107
Wt (0.01%/2%) 1580692 1.425E-05 156442  0.0724
NCUoa7ag TUffy —konidizaciot Awc-1 (0.01%/2%) 456848  1149E-14 3295842  0.0036
elésegits fehérje (f)  Awc-Liwt (2%)  1.034767  0.8160  0.622065 0.0317
Awc-1/wt (0.019%) 2.915692 5.802E-08 1.310535  0.1231
Wt (0.01%/2%)  1.114059 05946 0991918 0.9617
. Awc-1 (0.01%/2%) 0.486009 3.899E-13 0.352179  0.0075
NCU10045 pektineszteraz (242) 110t 0%) 0830954 02165  0.537041  0.0215
Awc-1/wt (0.01%) 0.354272 1.320E-13 0.190675  0.0059

4.2.4. Az éhezésbol valé hatékony regeneracio feltétele a mikodoképes ora

A transzkriptom-szintii adataink alapjan, amelyek alapvetd kiilonbségeket mutattak a

tapanyagmegvonashoz val6 alkalmazkodasban a wt és a Awc-1 kozott, azt feltételeztik,

hogy egy jo alkalmazkodd képességgel rendelkezd, tdpanyaghidnyos kornyezetben

novekvo torzs gyorsabban és hatékonyabban tud valaszolni a szénforrés visszaadasara,

mint egy Orahidnyos torzs. A kovetkezOkben azt szerettiik volna vizsgdlni, hogy a

cirkadian 6ra miikodése milyen szerepet tolt be ebben a folyamatban. Ehhez gliikéz

megvonasa mellett novesztettiink wt és 6ragén hianyos frq'® és Awc-1 torzseket fény-

sotétség ciklusban, 40 oran keresztil es kdzvetlenll a gliikkozszint eredeti értékre torténd

visszaallitasa el6tt, majd 24 oraval azt kovetéen mértik a biomassza mennyiségét (48.

abra).
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Ehezés (40h) Regeneralodas (24h)

Leoltas Glikozszint csdkkentés Gliikézszint visszaallitas Betakaritas
(2% glukoz) (0,01%) (2%) (2%)

v . . v
[ I D D

48. abra: A kisérlet sematikus vazlata. A wt térzs micéliumkorongjait standard
folyékony kultiraban tenyésztettiik L/D12 koriilmények mellett. 24 o6rat kovetden
a kulturakat alacsony gliikoztartalmu oldatba helyeztiik at. 40 6ra éhezést kdvetden
a médium glikdz tartalmat visszadllitottuk a kiindulasi értékre. (A sarga és a fekete

szakaszok rendre a vildgosban és a sotétben eltoltott idot jeldlik.)

Megfigyeltik a kisérlet soran, hogy a wt kultarék tapoldata zavarossa valt az alacsony
gliikoztartalmu médiumban torténd inkubalas sordn, mig az dramutansok esetében tiszta
maradt (49. abra, felsé panel). Amikor a médiumot vakuumsziiréssel eltavolitottuk,
lathatdva valt, hogy a zavarossagot azok a levalt micélium darabok okoztak, amelyek igy
— a koOzponti teleptdl tavolabbra jutva- glikdz visszaadasa esetén képesek voltak a

ndvekedés gyors és hatékony meginditasara (49. abra, k6zépsé panel).

wt frq° Awce-1

Elétte

Utana

49. abra: A wt és az oOramutans torzsek novekedésének Osszehasonlitasa a
gliikozszintek visszaallitasat kovetéen. A vékuumfiltralt (kozéps6 panel) és a
folyadék kulturakrol (felsd és also panel) a kisérlet abran feltlintetett fazisaiban
készitettlink keépet. (Elotte: gliikozszint visszaallitas el6tt, 40 ora éhezést kovetden;

Uténa: 24 6raval a gliikdzszint visszaallitast kovetden)
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Amint az az 50. abran lathat, a ndvekedés mertéke, amit a sz&razanyag tartalom
gliikkozvisszaadast kovetd novekedése reprezental, sokkal kifejezettebb volt a wt
kultarakban, mint a frq*® és a Awc-1 torzsekben, mig a nem éhezé kontroll mintdkban

nem lathat6 a névekedésben torzs-fliggd kiilonbség.

(o]

(o]

H

N

A szarazanyag tartalom valtozasa
L/D kérilmények mellett

o

wt Awe1 frq10

m0.01%—2% B2%—2%
50. &bra: 4 wt gyorsabb novekedést mutat a gliikozszint visszadllitasat kovetden
L/D koralmények mellett, mint az 6ragén mutans torzsek. A Kisérlet a 48. abranal
leirtak szerint zajlott. A kultirak szarazanyag tartalmat 24 oraval a glukdzszint
visszaallitasat kovetden hatdroztuk meg. Az értékeket a gliikdzszint visszaallitasa
elétti szintekre (szaggatott vonallal jelélve) normalizaltuk. (n=4, £SEM, Faktorialis
ANOVA, szignifikans torzs*kezelés kdlcsonhatas, post-hoc analizis: Tukey HSD
teszt)

Annak érdekében, hogy a WCC o6ra funkcidjanak szerepét énmagaban vizsgaljuk, a fenti
kisérletet DD korulmények mellett is megismételtik, amikor a WCC nem mukddhet
fotoreceptorként (51. abra).
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51. &bra: 4 wt gyorsabb novekedést mutat a gliikozszint visszadllitasat kovetden
DD koérulmények mellett, mint az 6ramutans torzsek. A Kisérlet a 48. abra esetében
leirtaknak megfeleléen zajlott a fényviszonyok kivételével: 24 o6ra vilagosban
torténd inkubaciot kovetden a kulturakat allando sotétben novesztettik. Az
értékeket a gliikozszint visszaallitasa elétti szintekre (szaggatott vonallal jeldlve)
normalizaltuk. (n=3, £SEM, Faktorialis ANOVA, szignifikans torzs*kezelés

kolcsonhatas, post-hoc analizis: Fisher LSD teszt)

llyen korilmények mellett is mind a frg'®, mind pedig a Awc-1 szignifikansan lassabb
ndvekedést mutatott, mint a wt. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a miikodéképes
ora jelenléte hozzajarul a jobb regenerécios képességhez és, hogy a WCC elsésorban

kdzponti 6rakomponensként vesz részt a folyamatban.

Az éhezést kovetd regeneraciot szilard taptalajon is vizsgaltuk. A novekedési sebességet
az alacsony glukoztartalma mediumbol, illetve a normal mediumbol a gliikézt tartalmazo
race tube médiumra torténd athelyezést kovetden vizsgaltuk (52. bra). Amig az éhezd wt
kultirdk novekedési sebessége a nem ¢hezd kontroll mintdk ndvekedési sebességét mar
az els6 6 oras periodust kovetden megkozelitette, a Awc-1 még a kovetkezd periddusban

is lassabb volt, és a frq*°-ben kis mértékii, de szignifikans lemaradas volt megfigyelhetd.
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52. dbra: A wt szilard taptalajon is gyorsabb regenerdciot mutat, mint a Awc-1 €s
a frq®. A novekedési sebességet az alacsony gliikoztartalmi illetve a normal
médiumbol a gliikkdzt tartalmazé race tube médiumra torténd athelyezést kdvetden
vizsgaltuk A novekedési sebesség harom iddintervallumban keriilt meghatarozasra.
Az értékeket a kontroll értékekre (2% glikdzt tartalmazd taptalaj, szaggatott
vonallal jel6lve) normalizaltuk. (n=12, +SEM, kétmintas t-proba)

A gliikoztranszporterek Neurospora-ban is kiilonb6z6 affinitassal mitkodnek, ami
lehet6vé teszi a kornyezeti gliikozszinteknek megfelelé mértéki glikozfelvételt. Amikor
a glikdzszintek magasabbak, az alacsony affinitasd, de nagy kapacitasu glt-1 transzporter
expresszidja fokozddik, igy biztositva a szénforras hatékony hasznositasat (242). A
transzkriptom-szintli vizsgalatunk ramutatott, hogy a glt-1-szintek magasabbak a nem
¢hez6 kultdrakban, mint az ¢éhezokben. A Awc-1-ben ezzel szemben a glt-1 a
tapanyaghianyos korlilmények esetén is fokozott mértéki kifejezodést mutatott, ami arra
utal, hogy a WCC-nek szerepe van a glikoztranszport tapanyagszintekhez valo

illesztésében (53. abra).
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53. dbra: A WC-1 hianya befolyassal van a glikoztranszporter expresszidjara az
éhezésre adott valasz soran. Az abran az RNAseq adatokbdl szarmazo glt-1-szintek
lathatdk. Az értékeket a 2% glukozt tartalmazo kultirdban kapott értékekre
normalizéltuk. (n=4, £SEM, faktorialis ANOVA, n.s.)

A kovetkezékben a glt-1 expressziot a regenerécid soran vizsgaltuk. Wt-ban a glt-1 RNS-
szintek fokozatos ndvekedést mutattak a gliikdzszint 2%-ra torténd visszaallitisa soran.
Ezzel szemben a Awc-1-ben és a frq*®-ben a glt-1 expresszidja magas volt éhezésben, mig
gluko6z hozzaadéasara ez a szint csokkent, vagy nem mutatott valtozast. Ez arra utal, hogy
a transzporter mennyiségének gliik6zszintekhez valé illesztése zavart szenved, amikor
nincs jelen a mitkod6képes molekularis ora (54. dbra).

200 -
1ws{ 1
150
125 -

100 A

glt-1 RNS szintek

75 A

50 A

25 1

0 4

wt Awc1 frq10
m0h @1h @6h O24h

54. abra: A miikoddéképes ora hianya hatdssal van a gliikoztranszporter expresszio
glukdzszintekhez vald alkalmazkodd képességére. A Kisérletet a 48. abranal
leirtaknak megfeleldéen végeztiik. A mintékat a jel6lt idépontokban takaritottuk be

a gliikdzszint visszaallitasat kovetden és a glt-1 RNS-szinteket g°PCR maodszerrel
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hataroztuk meg. (n=3, +SEM, Faktoridlis ANOVA, szignifikans torzs*kezelés
kolcsobnhatés, post-hoc analizis: Tukey HSD teszt)

Osszességében tehat jelentds a kilonbség az egyes torzsek regeneracié soran mutatott
viselkedésében, amely arra utal, hogy a valtozo tapanyagszintekhez valé alkalmazkodas

hatékonyabb, amikor jelen van a miikod6képes cirkadian ora a sejtben.
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5. Megbeszélés

=z =7

Amint az az 1.6. fejezetben részletezésre kerilt, szdmos indirekt adat utal az 6ra és a RAS
szignalizacié kozotti kapcsolat jelenlétére. Mivel a RAS-Utvonal szamos patologias
folyamat kialakulasaban kiemelt jelentéséggel bir és igy fontos terapias célpont, munkank
céljaul a RAS-utvonal és az oramiikodés kozotti lehetséges kolcsdnhatds vizsgalatat
tlztiik ki. Ismert, hogy az emlds RAS fehérje €lesztében valo expresszidja kompenzalja
az endogén RAS-hianyt, ami arra utal, hogy a RAS fehérjék funkcionalis konzervaltsagot

mutatnak az eukaridta szervezetekben (243).

A cirkadian ritmus, valamint a metabolizmus kulcsfolyamatai szintén nagyfokd
konzervaltsagot mutatnak az élévilagban. Annak vizsgalatara, hogy a RAS2 fehérje
szerepet jatszhat-e a cirkadian ritmus metabolikus kompenzéciojaban ezért az egyik
legalaposabban jellemzett molekularis o6raval rendelkez6 modellszervezetet, a

Neurospora crassa fonalas gombat alkalmaztuk.

Kisérleteink soran azt talaltuk, hogy Neurospora-ban a cirkadian periédus hosszabb a
Aras2 torzsben, mint a wt-ban, ami azt valdszintsiti, hogy a RAS2 aktivitasa alapvetd
jelentdségli a cirkadidn 6ra normal miikodése szempontjabol. Tovabba, a vad tipussal
ellentétben, a Aras2 torzsnek mind a periédusa, mind pedig a ritmus robusztussaga
érzékeny volt glikozra: glikézt tartalmazé médiumban a periédus szignifikdnsan
megnovekedett és az oszcillacio fokozatosan lecsengett. Ezek az eredmények arra utaltak,
hogy a RAS2 altal medidlt jelatviteli Gt aktivacioja a kiilonb6z6 metabolikus koriilmények

kdzotti robusztus éramitkodéshez szilkseges kompenzacios mechanizmus részét képezi.

A molekularis érakomponenseknek mind az expresszioja, mind pedig a foszforilacios
allapota karakterisztikusan megvaltozott a ras2 gén deléci¢janak kévetkeztében. A Aras2
torzsben a FRQ hipofoszforilalt alakjai - amelyek a leginkdbb aktivak a negativ
visszacsatoldsban és elésegitik a WCC-et inaktivalo foszforilaciét -, nagyobb
mennyiségben voltak jelen, mint a wt-ban. Ez 06sszhangban all azzal, hogy a
hiperfoszforilalt és igy inaktiv WCC alakok nagyobb mértékben akkumulalddtak a ras2

hianyos torzsben.

Egy korabbi tanulmanyban a FRQ aktivitasat érintd foszforilacios kaszkad sebességét a

cirkadian periddus meghatarozasanak egyik kulcsfakoraként azonositottak (70). Ezt a
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modellt adataink is alatamasztjak, melyek szerint a FRQ foszforilacidja DD-ben késést
mutat a Aras2-ben, valamint a cirkadidn perioddus is hosszabb ebben a térzsben, mint a

wt-ban.

Adataink alapjan azt tartjuk valdszintinek, hogy a RAS2 egy cAMP-fiiggé utvonal
szabalyozésan keresztil finomhangolja a cirkadian érat. Irodalmi adatok szerint a PKA
képes foszforilalni a FRQ-et in vitro kdrtlmények kdzott (117), ami arra utal, hogy a FRQ
a kindz kozvetlen szubsztratja lehet in vivo is. Emellett a PKA 6 katalitikus alegységét
nem tartalmazo pkac-1,ko torzs részben a Aras2 torzs fenotipusat mutatja (244, 245):
mind a lassabb ndvekedési sebesség, mind pedig a FRQ oszcillacié fokozatos lecsengése
jellemz6 mindkét torzsben, noha a valtozasok mértéke eltérd. Ugyanakkor RAS2-t61
flggetlen PKA aktivitas is szerepet jatszhat a WC fehérjéek expresszidjanak
szabalyozésaban, ugyanis a WCC expresszid kiilonboz6é modon valtozik a PKAC-1 és a
RAS2 hianydban. Mig a pkac-1,ko térzsben a WC fehérjék expresszidja alacsony, a
Aras2-ben a WC-1-szintek magasabbak LL-ben, DD-ben pedig a wt-hoz hasonldak

voltak.

A WC-1 expresszigjat fényfliggd és fénytdl fliggetlen mechanizmusok is szabalyozzak,
poszttranszlacios szinten pedig a FRQ is pozitivan hatra (71, 76, 78, 99, 131). Az azonban
tovabbra sem tisztazott, hogy a RAS2 hidnya hogyan befolyéasolja ezt a komplex

szabalyozasi rendszert.

A RAS rendszer a cCAMP ltal medialt jelatvitel mellett egy, az eml6s Raf/MEK/ERK
utvonallal homolog MAPKK fttvonalat is aktivalhat kiilonb6z6 gombakban (196, 223).
Munkacsoportunk azonban nem talalt nyilvanvald kilénbséget a MAK?2 aktivitasban a
Aras2 es a wt torzsekbol szarmazo mintakban (236). Mivel a RAS GTPazok
effektoraiként az ERK-t61 kiilonb6z6 MAP kinazokat (Jun amino-terminalis kindz (JNK)
¢és p38 kinaz) is leirtak magasabb rendii eukariotakban, melyek homologjai jelen vannak
Neurospora-ban is (197, 246), ezen utvonalaknak a Neurospora oOra metabolikus
szabalyozésaban betoltott szerepe sem zéarhatd ki. Tovabba, mivel a MAP kinazok
altalaban érzékenyek a sejt metabolikus allapotara (247), a cirkadian éra szabalyozasahoz

val6 hozzajarulasuk fligghet a kisérleti koriilményektol is.

Mig az irodalmi adatok korabban is valdsziniisitették, hogy RAS altal medialt ivonalak

befolyasoljak a cirkadian idémérést kiilonb6z6 organizmusokban, tanulmanyunk elséként
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mutatta be, hogy a RAS GTPazok jelenthetik az egyik kapcsolatot a metabolizmus és a
molekularis ora kozott. Adataink azt valdszinsitik, hogy Neurospora-ban a
kornyezetben hozzaférhetd gliikozszintektdl fiiggetlen, konstans periddusu, robusztus

ritmus fenntartdsdhoz sziilkség van a RAS2-re.

Modelliinkben a glikozszintek emelkedése megndvekedett transzlacios sebességhez
vezet és ezaltal egyben az ujonnan szintetizalt, hipofoszforilalt FRQ alakok feldusulésat,
valamint a RAS2-fiiggd utvonal fokozott aktivitasat eredményezi. Ezen ttvonal egyik
disztalis komponenseként a PKA kozvetleniil vagy kozvetett modon eldsegiti a FRQ
foszforilacidjat és ezaltal megakadalyozza a negativ visszacsatolasban aktiv FRQ alakok
nukleuszbol vald lassabb Kitisztuldsa a WCC hosszabban tartd géatlasahoz és igy a
cirkadian periodus meghosszabbodédsdhoz és az oszcillacio fokozatos lecsengéséhez
vezet.

Azt feltételezzik, hogy a CSP-1 (1) és a PRD-1 (152, 153) mellett a RAS2 is a
1 hiénya roviditi a periédust glikoz hatésara (1), a prd-1 és a ras2 mutansok a periodus
hosszabbodasat mutatjak ilyen korilmények kdzott (152, 153). Mig a CSP-1 a WC-1-
szinteket szabalyozza, eredményeink szerint a RAS2 altal medialt Gtvonal elsdsorban a

FRQ miikodésére van hatassal, mégpedig gliik6ztol fliggd modon.

Mindez arra utal, hogy egymassal ellentétes hatasi és mas-mas tamadaspontd
mechanizmusokra van sziikség a cirkadian periddus valtozé metabolikus kdrnyezetben

valé allandé értéken tartasahoz.

5.2. A hosszantarto glikozmegvonas hatasa a molekuléaris érara

A természetben az eréforrasok gyakran korlatozott mennyiségben allnak rendelkezésre,
igy az élélényeknek id6r6l-idore alkalmazkodniuk kell a tapanyag hidnyahoz. Ennek
kdvetkeztében a tapanyaghianyra adott megfelelé metabolikus valasz alapvet6 evolicios

elony.

A metabolizmus szigorti idébeli szabalyozasa ilyenkor kiemelt jelentdségii lehet a
hatékonysag szempontjabol, ezért nagyon fontos kérdés, hogy milyen a belsd iddmérés

ezen kortilmények mellett. Tudjuk, hogy a szénforrasok hianya csokkenti a transzkripcio
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és a transzlacio sebességét, ami mindenképpen felveti a kérdést, hogy a TTFL alapu

molekularis 6ra egyaltalan képes-e mitkddni ilyenkor.

Amint arrol mar szamos tanulmany beszamolt, a révid ideig tarté gliikozmegvonas nem
érinti a f6 orakomponensek expressziojat Neurospora-ban, es ezért a fehérjeszintek
stabilitasat a tapanyag-kompenzacido szempontjabol alapvetd jelentéségiinek gondoltak
(1, 152). Kisérleteink elsé alkalommal mutattak ra, hogy a TTFL képes kulcselemeinek
alapvetéen megvaltozott sztochiometridgja mellett is milkddni hosszantartd
gluk6zmegvonas esetén, mig ekdzben az oszcillator gén expresszidja kdzel valtozatlan
marad. Vagyis, a WC-szintek nagymértékben csokkennek glik6zmegvonas hatésara, a
FRQ pedig hiperfoszforilalt lesz, az 6ra azonban képes a frq és a kiilonboz6 output gének

expresszidjaban a normal periddust fenntartani.

Fontos megjegyezni, hogy elsdsorban a citoszolikus WC-szintek mutatnak csokkenést
alacsony glukozkoncentracio mellett. A citoszolikus WCC mennyiség a pozitiv faktor
tartalékaként szolgal, amely egy a Zeitgeber-ek (pl. fény) altal gyorsan aktivalhaté készlet
(130), és a fényvalaszt elemz6 kisérleteink eredményei alapjan is ugy tinik, hogy ez a
tartalék csokken éhezés soran (242). A fenntartott magi WCC-szintek viszont biztositjak

a cirkadidn 6ra megfelel6 miikodését a tapanyagszint drasztikus csokkenése esetén is.

A hosszUtavu éhezés tobb, mint 2000 génre (a Neurospora génkészletének mintegy 20%-
ara) volt hatassal kisérleteinkben, ami arra utal, hogy a sejtfunkciokban jelents
véltozasok kovetkeznek be. Ezen belul tobb, mint 1300 gén mutatott gliikoztol fiiggd
kilénbséget a transzkriptomban a wec-1 mutacioval 6sszefuiggésben. Ezek a gének szamos
sejtfunkciot érintenek, igy példaul a szénhidrat, aminosav €s zsirsav metabolizmust. A
WCC hianya jelentds eltolodast eredményezett a centralis karbonmetabolizmus
szabalyozasaban, az aminosav €s zsirsav anyagcserében egyarant. Mindez arra utal, hogy
a WCC fontos meghatarozdja a transzkriptom adaptiv Gjraszervezésének a glikozellatas

nagymértékii megvaltozasa esetén.

Az éhez6 wt kulturak esetében tovabba precizebb adaptéciot figyelhettiink meg a nagy
kapacitast gliikoztranszporter gliikozszintektol fiiggo kifejezésében, és a wt kulturék L/D
(Zeitgeber altal vezérelt), valamint DD (szabadon futd) korilmények mellett is
gyorsabban néttek a kiindulasi gliikozszint visszadllitdsa esetén, mint az ora nélkili

mutansok. Mindez arra utal, hogy a miikodé ora segiti az éhezés utani regeneraciot.
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Tovébbi vizsgéalatok lennének sziikségesek annak elemzésére, hogy az eltérd
tdpanyagszintek mellett kifejtett transzkriptom szabalyoz6 hatasért milyen mértékben

felel a WCC o6rakomponens, és milyen mértékben annak fotoreceptor funkcioja.

A gliikoz hozzaférhetdsége hatékony Zeitgeber-nek bizonyult tébb filogenetikai szinten,
igy példaul Arabidopsis thaliana-ban, Drosophila melanogaster-ben ¢és eml6s
rendszerekben is (248-250). Drosophila esetében az éhezéssel szemben mutatott
ellenalloképesség csokkent mértékii volt a per0l és tim01 dra mutans térzsekben (249,
251), amely szintén arra utal, hogy a belsé idémérés hozzajarul az extrém metabolikus
kortlményekhez valdé alkalmazkodashoz. Emlésokben a glikdézmegvonas nem
vizsgalhat6 szervezeti szinten, mivel a vércukorszint egy kritikus koncentrécié (emberben
3.2 mmol/l) alatt eletveszélyes allapotokhoz vezet. Drasztikus gliikozszint csokkenés
azonban helyileg bekdvetkezhet, amikor a szovet vérellatasa lecsokken. Ezen
korulmények kovetkezményei sejtkultdrakon is jol modellezheték. Egér fibroblasztok
esetében a PER2 normal amplitud6ju oszcillacidja volt megfigyelheté szamos nappal a
glikbzmegvonast kovetéen is, amely a Neurospora-ban megfigyelt eredményeinkhez
hasonloan arra utal, hogy az Odrafunkci6 emlds sejtekben is megtartott kritikus
metabolikus korilmények mellett (252). Neurospora-tol eltéré szervezetben azonban
tovabbra sem all rendelkezésre adat arrol, hogy az éhezés hogyan befolyasolja az 6ra
molekuléris haldzatat.

Eredményeink felvetik annak a kérdését, hogy milyen cellularis mechanizmusok
vezethetnek a molekularis ora atszervezddéséhez hosszan tartd gliikdzmegvonas esetén,
és hogy a csokkent WCC-szintek hogyan képesek fenntartani a normal transzkripcios
aktivitast.

Mivel a WCC alkotéinak RNS-szintje nem valtozott glikézmegvonas hatésara,
poszttranszkripciés mechanizmusok is szerepet jatszhatnak a fehérjeszintek
csokkenteseben. Noha éhezésben a FRQ fehérjeszintek hasonléak maradtak a normal
gliikozszintek mellett detektaltakhoz, a fehérje hiperfoszforilacioja gyengitheti a pozitiv
faktorra gyakorolt negativ visszacsatolast, ami hozzajarulhat a tapanyaghiany alatt
lecsokkent transzkripcids/transzlacios rata kompenzaldsahoz, ugyanakkor egydttal a
WCC gyorsabb lebomlasahoz is vezethet. A WC-1 fehérje stabilitasanak éhezés-fiiggd

csokkenése a wt-ban és a frg® torzshen alatamasztja ezt az elképzelést. A FRQ-fiiggd
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visszacsatolas hianya a WCC-en magyarazhatja, hogy a WCC-szintek miért csak részben
érintettek az éhezés altal a frq® torzsben. Masrészrol a frq®-ben a WC-szintek normal
koriilmények mellett is alacsonyak, amely felveti annak a lehet0ségét, hogy az éhezés azt

mar nem képes hatékonyan tovabb csdkkenteni egy bizonyos szinten tal.

Az ora glikozfliiggd szabdlyozasa valoszinlileg nem korlatozodik a CKla FRQ-en
keresztil kifejtett hatdsara, mivel a FRQ és a CKla kozotti hibas interakcio a figAFCD1-
2 torzsben csak részben érinti a WCC-szintek valtozasait és nem véltoztatja meg a frq
RNS-szinteket (242).

A hosszan tartd tapanyagmegvonas jelentds valtozast okoz a cirkadian o6ra kdzponti
komponenseit érintd jelatviteli utak aktivitasaban. Noha ezek az utvonalak szdmos egyéb
folyamatban jatszanak szerepet, a Neurospora oOra szabalyozdsadban korabban leirt
szerepiik alapjan hatdsmechanizmusuk beilleszthetd egy modellbe, amely leirja, hogy az

oszcillator hogyan szervezddik at glitkoztdl figgdé modon (55. abra).
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55. abra: A negativ visszacsatolasnak és a PKA-, PP2A- és GSK-fiiggd jelatvitelnek

amolekularis ora szabalyozasaban betoltott szerepét bemutatd modell. Fels6 panel:
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magas gliikdzszintek esetén; alsé panel: hosszan tartd tdpanyagmegvonas esetén.
Az éhezés csokkenti mind a PKA mind pedig a PP2A aktivitasat, a GSK aktivitasat
ellenben fokozza. A PKA az 6rakomponensek éhezés altal indukalt valtozasainak
kozponti szabalyozojaként mikodik, mivel aktivitdsanak csokkenése a WCC
fokozott aktivitasaban és kovetkezményes destabilizalédasaban nyilvanul meg,
ezzel a frq transzkripcio kompenzalasat eredményezi a jelentds mértékben csokkent
WC-szintek mellett. A PKA a PP2A-ra is hatassal van: a csokkent PP2A aktivitas
és a GSK aktivitas ezzel parhuzamos fokozodasa éhezésben a FRQ
hiperfoszforilalddasat eredményezi, amely el6segiti a WCC-re gyakorolt negativ
visszacsatolds gyengiilését. Az enzimek és a kiillonb6zd folyamatok magasabb és

alacsonyabb szintjeit rendre intenzivebb és kevésbé intenziv szinekkel jel6ltik.

Kisérleteink alapjan a PP2A, a GSK és a PKA is minden bizonnyal szerepet jatszik az 6ra
éhezésre adott valaszaban. A PP2A glikdzérzékeny szabélyozd faktorként mar régota
ismert volt gomba és emlds sejtekben (253, 254). Kisérleteink soran azt talaltuk, hogy a
glukozehezés Neurospora-ban is csokkenti a PP2A aktivitasat. Ismert tovabba, hogy a
Neurospora éranak mind a pozitiv, mind pedig a negativ faktorara hatassal van a PP2A
(61, 119). A tapanyagszint csokkenés esetén létrejové csokkent PP2A  aktivitas
hozzéjarulhat a FRQ hiperfoszforilacidjahoz, ezzel csdkkentve a WCC aktivitasra
gyakorolt negativ visszacsatolast. Ezt a hatast azonban antagonizéalhatja a WC fehérjék
ugyanazon foszfataz altali kevésbé intenziv defoszforilacidja. Az rgb-1 térzsben,
amelyben a PP2A egyik regulatoros alegysége miikodésképtelen és alacsony az
enzimaktivitas, a WC-szintek nem reagalnak a gliikbzmegvonasra, ami arra utal, hogy a
WCC éhezes indukalta expresszid valtozasahoz magasabb PP2A aktivitasra van szikség.
Az rgb-1 torzsben megfigyelhetd csokkent PP2A aktivitast az ¢hezés tovabb
csokkentette, ami megmagyardzhatja a FRQ foszforilacioban megfigyelhetd kismértékii

eltolodast a mutansban glik6zmegvonas hatasara.

Az éhezés szamos organizmusban a GSK aktivaciojahoz vezet. Munkacsoportunk adatai
arra utalnak, hogy a FRQ gliikkoz hianyaban bekovetkez6 hiperfoszforilacidja a GSK-tol
is fugg (242). Annak megallapitasara azonban, hogy a FRQ a GSK kdzvetlen

szubsztratja-e, tovabbi vizsgalatok sziikségesek.
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Az éhezésben csokkent aktivitast mutatd PKA feltehetben mind a cirkadian 6ra, mind
pedig a tapanyagmegvonashoz valo sejtszintli alkalmazkodas kdzponti szerepldje lehet
(117, 232). A PKA-t a WCC els6édleges foszforilaciojat végzo (Gn. priming) kinazként
irtak le, amely elOsegiti a késobbi, a komplex inaktivacidjahoz vezetd, CK1 és/vagy CK2
altali foszforilaciét. A csokkent FRQ altali negativ visszacsatolason tul a PKA Altal
gyengitett gatlas biztosithatja, hogy a WCC transzkripcids aktivitasa éhezésben is
megmaradjon mind DD-ben, mind pedig LL-ben. A PKA fokozza tovabba a FRQ
stabilitast (117), hatassal van a stressz kértlmények kozotti transzlacios aktivitasra (255,
256), valamint éleszt6ben aktivalja a PP2A-t (257) és ezen funkcidnak koszonhetGen
minden bizonnyal az 6érara is hatassal van. Kovetkezésképp munkacsoportunk
megfigyelései az irodalmi adatokkal egybehangzoan arra utalnak, hogy a PKA a cirkadian
ora kiilonbozd metabolikus koriilményekhez vald alkalmazkodasanak f6 szabalyozoja

lehet (55. abra).

Osszességében tehat elmondhatd, hogy tobb jelatviteli itvonal tapanyagfiiggd aktivitasa
biztositja, hogy a WCC transzkripcios aktivitasa és igy a frq expresszio és oszcillacio

tapanyagkompenzalt tudjon maradni.
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6. Kovetkeztetések

6.1. A RAS2 az 6ra metabolikus kompenzécidjanak egy uj faktora

1. A RAS2 hatdssal van a N. crassa fenotipusara, hianya morfologiai defektusokat
eredményez. Jelenléte tovabbé sziikséges a megfelel6 konidizacios ritmus fenntartasahoz,
hianyaban allando kortlmények kozott megvaltozik a cirkadian kimenet, valtozo

korialmények mellett pedig késik a fazis.

2. A RAS2 szerepet jatszik a cirkadian ritmus glikéz kompenzécidjaban. Hianyaban a
ritmusos oszcillacié magasabb gliikdzszintek mellett gyorsan lecseng, a cirkadian

periddus pedig fokozatosan hosszabbodik.

3. A RAS2 aktivitasa alapvetd jelentdségli a cirkadian o6ra normdl miikddése
szempontjabol. A Aras2 mutacio nem csak a ritmusos kimenetet érinti, hanem a kdzponti
oszcillator miikodésére is hatassal van. A FRQ fehérje oszcillacidja kevésbé robusztus,

az oszcillacio fazisa pedig késik. A WC-1 ritmusa kevésbé kifejezett.

4. A ras2 mutacid a molekularis 6ra komponenseinek expresszidjat, foszforilacios
allapotat, valamint szubcellularis megoszlasat is megvéltoztatja. A FRQ esetében a
negativ visszacsatolasban aktiv hipofoszforilalt alakok dominalnak. A hipofoszforilalt
FRQ magi akkumulacioja glukoz hozzdadasara tovabb fokozddik. A WC-1 féként inaktiv

citoszolikus forméaban van jelen.

5. A RAS2 eredményeink alapjdn az adenilat-ciklazon keresztll fejti ki hatasat a

molekuldris 6réara.

6.2. A tdpanyagmegvonas a molekularis ora tjraszervezodését eredményezi
1. A hosszantartd glikézmegvonas megvaltoztatja a kozponti dérakomponensek
sztochiometriajat: mig a FRQ hiperfoszforilalt lesz, a citoszolikus WC-1 mennyisége

pedig csokken, az orakomponensek RNS-szintjei nem mutatnak valtozast.

2. A fehérjeszinten megfigyelt jelentés valtozas ellenére a cirkadian idémérés
miikodoképes marad hosszantarto éhezés esetén is. Az Ora negativ faktoranak, valamint

a kimeneti géneknek az oszcillacidja fenntartott.

3. Az drakomponensek éhezésre adott valaszaban szdmos modulator jatszik szerepet, igy
tobbek kdzott a FRQ és a PP2A is. A PP2A aktivitasa éhezés soran csokken. Részben ez

eredményezheti a FRQ éhezés soran bekovetkezd hiperfoszforilaciojat.
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4. Ehezés hatéaséara a kodol6 gének tébb, mint 20%-anak expresszidja mutatott valtozast.
Ezek kozil 90 gén a WCC kozvetlen célpontja lehet. A we-1 hianya jelentés mértékben
befolyasolja a transzkriptom éhezés soran bekovetkez6 atszervezodését, a torzsspecifikus
valtozast mutatd gének (13%) tobbsége az aminosav és zsirsav metabolizmusban jatszik

szerepet.

5. Az ¢éhezésbol torténd hatékony regeneracio feltétele a mitkdéképes ora jelenléte.
Ennek hianyaban a glikoztranszporter expresszidja nem képes alkalmazkodni a
kornyezet glukdzszintjének valtozasahoz és a tapanyag ujboli rendelkezésre allasa esetén

a biomassza ndvekedése elmarad a normal mértéktol.
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7. Osszefoglalas

Az oramiikddés metabolikus szabalyozasanak molekularis mechanizmusa maig nem
teljesen feltérképezett, a folyamat csupan nehany komponensének funkcidja ismert (1,
152, 153). Kisérleteink soran a RAS2 fehérje e mechanizmusban bet6ltott szerepének
vizsgalatat thztik ki célul. Eredményeink arra utalnak, hogy a RAS2 feheérje szerepet
jatszik abban, hogy a molekularis 6ra miikodése valtozé glikozszintek ellenére is allando
maradjon. Kisérleteink soran bemutattuk, hogy a FRQ-nek mind a foszforilacidja, mind
pedig a mag és citoszol kozotti megoszlasa fiigg a RAS2 fehérjétol. Azt valoszinisitjik,
hogy a RAS2 egy cAMP-fiiggé utvonalon keresztiil hatva koti Ossze a cirkadian
oszcillatort és a glikdzéerzekelés jelatviteli rendszerét, és ezért a cirkadian periodus
tapanyag-kompenzacios mechanizmusanak egyik fontos faktora.

A transzkripcioban €s transzlacioban torténd ritmusos fluktuacié a cirkadian 6ramiikkodés
alapja. Azonban a tapanyag hozzaférhetésége jelentés mértékben befolyasolja a fehérjék
transzIlacios ratajat és turnoverét, ami felvetette a kérdést, hogy vajon a cirkadian éra
képes-e hosszabb idejii tapanyagmegvonas mellett is miikodni. Adataink ramutattak,
hogy az ora hianya alapvet6 valtozasokhoz vezet a transzkriptom gliikozmegvonasra
adott valaszaban, tovabba gyengébb regeneracios képességet is eredményez. Amikor a
transzkriptom éhezésre adott valaszat vizsgaltuk wt-ban és Awc-1-ben, azt talaltuk, hogy
a WCC-nek jelentds hatdsa van szdmos gén tapanyagszinttdl fiiggd expresszidjara, igy
példaul a szénhidrat, aminosav és zsirsav metabolizmus enzimeire és szabalyozdira.
Tovabba, adataink szolgalnak elséként bizonyitékul arra a cirkadian irodalomban, hogy
a TTFL akkor is miikodoképes, mikor kulcselemei a gliikkozhiany hatisara széles
szochiometriai hatarok kozott mozognak. Adataink azt mutatjak tovabba, hogy a
Neurospora gyorsabban regeneralodik hosszantartd éhezésbol, ha jelen van a
mitkddéképes oOra, ami a cirkadidn ritmus kiemelt jelentsét tdmasztja ald a szervezet
talélése és ellenalloképessége szemponjtabdl. Mindezeket dsszefoglalva tehat a cirkadian
ritmus egy 0j metabolikus kompenzacios mechanizmusat irtuk le, amely a
hiperfoszforilalt FRQ segitségevel a csokkent negativ visszacsatolason keresztil fejti Ki

hatasat, és amely mechanizmust a PP2A és a PKA Gtvonalak modositanak.
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Summary
Metabolic regulation of the circadian clockwork and its molecular mechanism is still not

completely understood, the role of only its few components are known. (1, 152, 153).
Aim of our experiments was to investigate the role of the RAS2 protein in the molecular
compensation of the circadian clock. Our results indicated, that RAS2 plays an important
role in the maintanance of a stable clockwork in spite of the changing glucose levels. We
showed that phosphorilation of FRQ and its distribution between the cell components is
dependent on the RAS2 protein. We hypothesized that RAS2 connects the circadian
oscillator to glucose sensing, acting via a CAMP dependent pathway. In conclusion, RAS2

seems to be an important factor of the nutrient compensation of the circadian period.

The circadian clockwork is based on the rhythmic fluctuation of the transcription and
translation. However, nutrient availability affects the translation rate and turnover of the
proteins that raised the question whether the circadian clock is able to function during a
long term starvation. Our data highlighted, that lack of the clock resulted in essential
changes in the transciptome response upon glucose withdrawal, furthermore it lead to a
weaker recovering ability, as well. When investigating the transciptome response to
starvation in the wt and Awc-1, we found that WCC has a significant effect on the nutrient-
dependent expression of several genes, such as the enzymes and regulators of the
carbohydrate, amino acid and fatty acid metabolism. Furthermore, our data provide the
first evidence in the circadian literature that TTFL is still able to function even when its
key elements show changes between wide stoichiometric ranges due to glucose
deprivation. Besides, our data indicate, that Neurospora is able to recover faster from
long-term glucose starvation, when the functional circadian clock is present. This
indicates the importance of the circadian rhythm from the aspect of the fitness and
survival of an organism. In summary, we have described a new mechanism of the
metabolic compensation of the circadian rhythm, which exerts its effect through a reduced
negative feedback with the help of the hyperphosphorylated FRQ, and which mechanism
is modified by the PP2A and PKA pathways.
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