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1. Bevezetés

A cirkadian ritmus egy endogén oszcillator altal vezérelt
1idéméro rendszer, amely lehetdvé teszi az éldlények szamara,
hogy élettani muikddéseiket a kornyezet ciklikusan valtozo
tényezOihez igazitsdk. A ritmusos miikdodés pontos beallitasat
szdmos szinkronizald hatas segiti, melyek koziil az egyik
legfontosabb a tapanyagkinalat. A molekuléris oszcillator
ugyanakkor eltérd szubsztratszintek mellett is kozel allando
sebességgel miikodik, biztositva ezzel a 24 ordhoz kozeli
periddushosszt. A metabolikus  valtozasok  hatdsainak
kompenzalasa tehat alapvetd kovetelménye a valtozo
tapanyagkinalat mellett mikod6 robusztus ritmusnak. Ha a
ritmus zavart szenved (pl.: valtott muszakban torténd
munkavégzés, vagy un. szocidlis jetlag esetén), olyan
patologias folyamatok indulhatnak el, melyek szamos
népbetegség —koztilk a metabolikus zavarra visszavezethetd
obesitas és a kettes tipusu diabetes mellitus— kialakulasahoz
vezethetnek. A metabolizmus és a cirkadian ritmus folyamatai
kolesondsen hatnak egymasra, evolucios elonyt biztositva
mindazon ¢él6lények szamara, melyekben e két rendszer
Osszehangoltan miikodik. A metabolizmus és a cirkadian
oramiikodés kozotti kapesolat fontossagat egyre tobb klinikai

¢s kisérletes adat tamasztja ald, azonban a kdlcsonhatas pontos



mechanizmusa maig nem teljesen feltérképezett. Az azonban
ismert, hogy a sejtek metabolikus kornyezet valtozasaira adott
reakcioiban a RAS-medialta jelatvitel kozponti szerepet tolt be.
Tovabba, a legtobb €l61ényben megtalalhatok kiilonb6zé RAS
izoformak, melyek szamos, a cirkadidn ritmussal ¢és a
metabolizmussal is Osszefiiggésbe hozhatdo folyamatban
jatszanak szerepet.

A génkészlet egy meghataroz6 hanyadanak expresszidja a
cirkadian ritmus szabalyozasa alatt all. Ez teszi lehetdvé a
sejtfunkcidk ritmusos miikodését, €s egyben eldsegiti a valtozo
kornyezeti tényezOkhoz valod alkalmazkodast. Arr6l azonban
kevés adat all rendelkezésre, hogy a molekularis 6ra hogyan
reagdl azokra a kihivasokra, amelyeket e tényezok szélsdséges
mértékli megvaltozasa, mint példaul a hosszabb ideig tarto
tapanyaghiany idéz eld.

Munkam  soran a  Newrospora  crassa  cirkadian
modellszervezetben vizsgaltam a RAS2 fehérje szerepét a
tovabba, hogy milyen szerepet tolt be a cirkadian ritmus a

hosszantart6 gliikozmegvonashoz torténd alkalmazkodasban.



2. Célkitiizés
Munkéank soran a Neurospora crassa cirkadian ritmusa és a

metabolizmus kozotti kapcsolat vizsgalata volt a célunk:

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

- A Aras?2 torzs cirkadian fenotipusanak jellemzése.

- A metabolikus kornyezet megvaltozasara adott fenotipus
szint{l valasz vizsgalata.

- A molekularis oszcillator jellemzése a Aras2 torzsben. Az
orakomponensek  expresszids szintjének, foszforilacios
allapotanak és szubcellularis lokalizacidjanak elemzése.

- ARAS2 jelatvitel és az 6ra kozotti kapcsolat vizsgalata.

2.2. A cirkadian ritmus szerepének vizsgalata a
tapanyagkinalat jelentos mértékii megvaltozasa esetén
- A kozponti oszcillitor miikddésének  jellemzése
tapanyaghiany esetén.

- A hosszantartd tapanyagmegvonasra adott transzkriptom
szint{i valasz jellemzése.

- Egyes jelatviteli utak szerepének vizsgalata az Ora
- A mikodoképes cirkadian oOra szerepének vizsgalata az

¢hezésbdl torténd regeneracio soran.



3. Modszerek

3.1. Race Tube analizis

A vizsgalat soran szilard taptalajra oltottuk le a vizsgalni kivant
torzset un. futtatocsében. A csoveket a kisérlet célja szerint
beallitott koriilmények kozott inkubaltuk. Ez id6 alatt a telep
kozel linearis sebességgel ndvekszik a leoltasi helytol
tavolodva a futtatdcsé masik vége iranyaba. A kultira naponta
un. konidiumcsomot képez. A kisérlet ideje alatt a novekedési
frontot  bizonyos idékozonként  jeloltiik, ezaltal
meghatarozhatova valt a novekedési sebesség. A konidium
csomok iddbeli eloszlasa meghatarozza a konidizacids ritmust,
melynek segitségével kovetkeztetni tudunk a vizsgalt torzs
cirkadian tulajdonsigaira €s ezaltal molekularis orajanak
mikodésére. A paraméterek pontos meghatarozasahoz a cso
denzitometrias képét a ChronOSX 1.0.7 szoftver segitségével

értékeltiik ki.

3.2. Teljes sejtlizatum készitése

A korabban lefagyasztott micéliumot folyékony nitrogénnel
hiitétt keramia mozsarban homogenizaltuk. A mintakat proteaz
és protein foszfataz inhibitorokat tartalmazo PEX (protein
extraction — fehérje feltard) oldat segitségével tartuk fel. A

crcr

fehérjeizolatum koncentracigjat Nanodrop One®
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mikrovolumetrikus spektrofotométer segitségével hataroztuk

meg 280 nm-en.

3.3. Szubcellularis frakcionalas

A fehérjék nukleusz és citoszol kozotti megoszlasdnak
vizsgalatahoz a Luo ¢és munkatarsai altal leirt frakcionalasi
modszert alkalmaztuk (Luo et al., 1998) a puffer térfogatok
csokkentése és a nukleusz és a citoszol elvalasztasat lehetoveé
tevo centrifugalasi 1épés paramétereinek mddositasa mellett. A
mintdkat SDS-poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PAGE)

modszerrel analizaltuk.

3.4. Western-blot analizis

A fehérjék molekulatomeg szerinti szeparalasdhoz SDS-
poliakrilamid gélelektroforézist alkalmaztunk, majd félszaraz
blottold késziilék (PerfectBlue Semi Dry-Electroblotter,
Peqlab) segitségével nitrocelluld6z membranra (Bio-Rad
#1620094) vittiik at a fehérjéket. (A blottolas paraméterei: 2,5
h 350 mA (konstans) 12 V 300 W.) A fehérjemennyiség
egyenletességét un. Ponceau S (Sigma #A40000279) azofesték
segitségével vizsgaltuk. Az aspecifikus kotohelyek blokkolasat
kovetden 5% TBS-tej oldatban inkubaltuk az elsédleges, majd
a masodlagos antitesttel a membrant. A fokozott
kemolumineszcencia (enhanced chemiluminescence - ECL)

elvén torténd detektalast kdvetden a rontgenfilmek digitalizalt
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képét az Image] szoftver segitségével denzitometralassal
elemeztiik.

3.5. A GST-AC-RBD és a RAS2rLacsTrRer fehérjék
interakcidjanak vizsgalata

A RAS2 fehérje és az adenilat-ciklaz kozotti kolesonhatas
vizsgalatdhoz Escherichia coli sejtekben fejeztik ki az
adenilat-ciklaz RAS-kot6 doménjét (RBD — RAS-binding
domain), melyhez N-terminalisan Glutation-S transzferazt
(GST-t) kapcsoltunk. A fuzids fehérjét glutation-agaroz gyongy
(Sigma Aldrich #G4510) segitségével tisztitottuk, majd 30 mg
Neurospora fehérjével inkubaltuk. A fehérjéket 10 percig
95°C-on torténd mintapufterrel vald inkubécio soran elualtuk a
gyongyr6l, majd SDS-PAGE-t kovetéen Western blot
segitségével detektaltuk.

3.6. RNS szint meghatarozas valés idejii kvantitativ
PCR-rel

A folyékony nitrogén segitségével homogenizalt micéliumbol
TriReagent® oldattal (Sigma Aldrich #93289) RNS-t
izolaltunk, majd a QuantiTect® Reverse Transcription Kit
(QIAGEN #205314) segitségével cDNS-t szintetizaltunk. A
transzkript szinteket valos ideji kvantitativ. PCR (qPCR)

modszerrel hataroztuk meg. Mintanként harom ismétléssel



dolgoztunk. A C; értékek meghatarozasat a LightCycler

Relative Quantification Software segitségével végeztiik.

3.7. RNS szekvenalas

Az RNS szekvenalashoz a mintdkat folyékony kultirdban
novesztettilk standard koriilmények, illetve gliikdzmegvonas
mellett 12-12 éras fény-sotétség ciklusban 48 6ran keresztiil. A
mintdkat (n=4) ZT12 idépontban takaritottuk be. RNS-t
preparaltunk, majd DNaz kezelést kovetden az RNS mindségét
NanodropTM  One® spektrofotométerrel, QubitTM 4.0
fluoriméterrel (Invitrogen) és Agilent TapeStation 4150
rendszer segitségével ellendriztiikk. A konyvtar készitést (PE-

100 konyvtar) és a szekvenalast a BGI Genomics végezte.

3.8. In vivo luciferaz assay

A frq promoter ritmicitasat in vivo luciferaz assay segitségével
vizsgaltuk, melynek soran a luciferaz enzim génje a frq
prométert kovetden keriilt beépitésre a megfeleld torzsekben.
A promoter aktivalodasa esetén a luciferaz gén atirodik és a
keletkez6 enzim oxidalja a taptalajhoz adott biolumineszcens
D-luciferin szubsztratot (Promega #E1602). A reakcio
eredményeként bekovetkezd fényemissziot 4-5 napon at

detektaltuk.



3.9. PP2A aktivitas mérés

A PP2A aktivitast a Promega Serine/Threonine Phosphatase
Assay System (#V2460) segitségével végeztilk a leirasnak
megfelel6en. Minden reakcio 10pg fehérjét tartalmazott és 20

percig zajlott szobahdmérsékleten.

3.10. A kisérletek soran alkalmazott szamitogepes
programok és statisztikai modszerek

A race tube kisérletek kiértékeléséhez a ChronOSX 1.0.7
programot hasznaltuk. A kisérletek statisztikai értékelését
Microsoft 365 (Excel) programmal, valamint a Statistica 13
(Statsoft Inc., Tulsa, OK, USA) szoftverrel végeztik. A
luciferaz assay soran a berendezés szoftverét, a Reader Control
¢s a MARS Data Analysis programokat hasznaltuk. A qPCR
sordn a C; értékeket a LightCycler Relative Quantification
Software-rel szamitottuk. A hatisokat szignifikansnak
tekintettiik, amennyiben a p érték kevesebb volt, mint 0,05. A
hibavonalakat az atlag szoérdsaként (:SEM) adtuk meg.
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4. Eredmények

41. A RAS2 jelpalya szerepének vizsgélata a

cirkadian ritmus metabolikus kompenzécidjdban

4.1.1. A Adras2 torzs fenotipusanak és cirkadian

kimenetének vizsgalata

A Aras2  torzs cirkadian  fenotipusat  jellemezve
megallapitottuk, hogy a RAS2 hianya morfologiai defektusokat
eredményez, €s jelenléte sziikséges a megfeleld konidizacios
ritmus fenntartasdhoz. A Aras2 torzsben ugyanis allando
koriilmények kozott megvaltozik a konidizacidos ritmus,
valtozo koriilmények mellett pedig késik a konidizacio fazisa.
RAS2 hianydban a taptalaj gliikozkoncentracidjanak
emelkedése esetén a ritmusos oszcillacio gyorsan lecseng, a
cirkadian peridédus pedig fokozatosan hosszabbodik.

4.1.2. A molekularis 6rakomponensek jellemzése a Aras2

torzsben

Kisérleteink soran azt talaltuk, hogy a RAS2 aktivitasa
alapvetd jelent6ségli a cirkadian o6ra normal mikodése
szempontjabdl. A Aras2 mutacié ugyanis nem csak a ritmusos
kimenetet érinti, hanem a kdzponti oszcillator miikodésére is
hatassal van: a FRQ fehérje oszcillacidja kevésbé robusztus, az

oszcillacid fazisa pedig molekularis szinten is késik a
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génhianyos torzsben. A WC-1 szintje is kevésbé robusztus
oszcillaciot mutatott a Aras2 torzsben a vad tipushoz képest.

A ras?2 mutaci6 a molekularis o6ra komponenseinek
expressziojat, foszforilacios allapotat, valamint szubcellularis
megoszlasat is megvaltoztatja. A génhianyos torzsben a negativ
visszacsatolasban  aktiv  hipofoszforilalt FRQ alakok
domindlnak, melyek a sejtmagban dusulnak és ez a magi
akkumulaci6 gliikéz hozzdadéséara tovabb fokozodik. A WC-1
ennek megfeleléen féként inaktiv citoszolikus formaban van

jelen a génhianyos torzsben.

4.1.3. A RAS2 jelatvitel és a molekularis o6ra kozotti

kapcsolat vizsgalata

Munkank sordn kimutattuk, hogy interakcio jon létre a RAS2
fehérje ¢és az adenilat cikldz RAS-k6t6 doménje kozott. A
RAS2 eredményeink alapjan tehat az adenilat-ciklazon

keresztiil fejti ki hatasat a molekularis orara.

4.2. A cirkadian ritmus szerepe a
tdpanyagmegvonashoz val6 alkalmazkodasban

4.2.1. A tapanyagmegvonas hatasa a kézponti orara és a
cirkadian idémérésre

Kisérleteink sordn azt talaltuk, hogy a hosszantarto
gliikdzmegvonas megvaltoztatja a kdzponti érakomponensek

12



sztochiometriagjat: mig a FRQ hiperfoszforilalt lesz, a
citoszolikus WC-1 mennyisége csokken. Az 6rakomponensek
RNS-szintjei ezzel szemben nem mutatnak valtozast
¢hezésben. A tapanyaghianyos allapotban megfigyelhetd
alacsony WCC mennyiség ellenére a sejtmagban allandé marad
a WC fehérjék szintje, amely lehetévé teszi a fenntartott WC
aktivitdst. A fehérjeszinten megfigyelt jelentés mértékii
kiilonbség ellenére a cirkadidn idémérés mitkodoképes marad
hosszantartd éhezés esetén is: az oszcillator fehérjének, vagyis
az Ora negativ faktoranak, valamint a kimeneti géneknek is
fenntartott marad a ritmusa hosszantarté gliikbzmegvonas

esetén.

4.2.2. A molekuldris 6ra modulitorai tipanyagmegvonas

esetén

Az oOrakomponensek ¢€hezésre adott valaszaban szamos
szabalyozo faktor jatszik szerepet, igy tobbek kozott a FRQ és
a PP2A is. A frq promoter aktivitasa éhezésben megvaltozik a
frg-hianyos fiq® torzsben. A PP2A pedig csokkent aktivitast
mutat éhezésben, amely részben hozzajarulhat a FRQ éhezés
soran bekdvetkezd hiperfoszforilaciojahoz. A funcidképes
PP2A-t nem tartalmazé torzs esetében az drakomponensek

¢hezésre adott valasza eltér a vad tipusban megfigyelhetotol.
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4.2.3. Az éhezés soran bekovetkezd transzkriptom-szintii

valtozasok vizsgalata

Hosszantart6 tipanyagmegvonas hatasara a kodolo gének tobb,
mint 20%-anak expresszioja mutatott valtozast kisérleteinkben.
Ezek koziil 90 génrdl leirtak korabban, hogy a WCC kdzvetlen
célpontja lehet. Megfigyeltiik tovabba, hogy a wc-1 hidnya
jelentés mértékben befolyésolta a transzkriptom éhezés soran

bekovetkezo atszervezddését.

43.4. A miikodéképes ora szerepének vizsgilata az

€hezésbol valé regeneracié soran

Amikor az éhezésbdl torténd regeneraciot a vad tipusu és az
oragén hidnyos torzsekben vizsgaltuk, azt talaltuk, hogy
mikodoképes ora hidnyaban a tapanyag Ujboli rendelkezésre
allasa esetén a biomassza novekedése elmarad a vad tipusban
megfigyelhet6tdl mind folyékony kultiraban (fény-sotétség
ciklusban, illetve allandd koriilmények kozott), mind pedig
szilard taptalajon. Megfigyeltiik tovabba, hogy miikodéképes
cirkadian ora hianyaban a g/t-1 gliikkoztranszporter expresszioja
sem képes alkalmazkodni a kornyezet gliikkozszintjének

valtozasahoz.
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5. Kovetkeztetések

5.1. A RAS2 az 6ra metabolikus kompenzacidjanak egy Uj
faktora

- A RAS2 hatéssal van a fenotipusra és a cirkadian kimenetre
Neurospora crassa-ban.

- A RAS2 szerepet jatszik a cirkadian ritmus glikoz
kompenzacidjaban.

- A Aras2 torzsben a kevésbé robusztus ritmus és a fazis késése
molekularis szinten is megfigyelhetd.

- A ras2 mutaci6 a molekularis 6ra komponenseinek
expressziojat, foszforilacidjat és szubcellularis lokalizaciojat is
megvaltoztatja.

- A RAS2 az adenilat-ciklazon keresztiil fejti ki hatasat a

molekularis orara.

52. A tapanyagmegvonds a molekularis éra
ujraszervezodését eredményezi

- Glukéz megvonds hatdsara megvaltozik a kozponti
Orafehérjék szintje és foszforléacids allapota.

- A cirkadian idémérés fenntartott marad hosszantartd éhezés
soran is.

- Az orakomponensek éhezésre adott valaszat a PKA mellett

modulalja a FRQ és a PP2A is.
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- A gliikdz megvonas eltéré modon hat a transzkriptomra a wt-
ban és a Awc-1-ben - a gének 13%-anak expresszidja mutat
torzs-specifikus valtozast.

- Az ¢éhezésbol vald regeneracié hatékonysagat noveli a

miikddoképes cirkadian ora jelenléte.

Munkank sordn tehat a metabolizmus és a cirkadian oOra
mikodésének kapcsolatat vizsgéalva jellemeztik egy eddig
ismeretlen Oraszabalyozo faktor, a RAS2 szerepét a
molekularis oszcillator stabilizalasban és felhivtuk a figyelmet
a cirkadian 6ramiikddés és annak molekularis megvaltozasanak

jelentdségére tdpanyaghianyos koriilmények mellett.
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