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A cirkadian ritmus generalasanak jelenleg elfogadott modellie egy
transzkripcios-transzlaciés visszacsatolasi hurokra épil, amelynek alapvetd
komponensei egymas mikddesét, illetve expresszidjat szabalyozva tartanak fenn
egy nagyjabdl 24 o6ras periddushosszal rendelkezd aktivitasi ciklust. Kutatasi
munkank célja e cirkadian oszcillator mikddését biztosito, illetve mddositoé faktorok
megismerése és funkcionadlis jellemzése volt. Vizsgalatainkat Neurospora crassa-n
végeztik, azon a modellorganizmuson, amelynek cirkadian éraja molekularis szinten
mindezidaig a legalaposabban jellemzett. Kutatasi eredményeinket az eredeti

munkatervben leirt kérdéskorok szerint csoportositva részletezem:

I. A White Collar Complex (WCC) altal szabalyozott promoter elemek

karakterizalasa

1. Promoter szekvencia-mintazatok keresése a Neurospora genomban

A Neurospora crassa cirkadian orajanak pozitiv elemét képez6, és igy a
frequency (frq) gén (negativ faktor) kifejez6dését serkentd transzkripcios faktor-
komplex, a WCC inkomplett ismétlédést tartalmazd, GATA tipusu szekvencia-
mintazatokhoz kotédik. A BME Iranyitastechnika és Informatika Tanszékének Orvosi
Informatika munkacsoportja, Dr. Benyé Balazs és munkatarsai kézremuikodésevel
egy olyan szamitogépes programot hoztunk létre, amely a Neurospora crassa
genomjaban képes szekvencia-mintazatokat keresni.

A program segitségével olyan mintazatokat azonositottunk, amelyek mar
kisérletesen igazolt WCC kotShelyekhez (Un. clock-boxokhoz) hasonloak. A keresési
paramétereket addig szikitettik, amig a talalatok szama 100 ala, azaz még jol
vizsgalhaté tartomanyba esett. Ezen paraméterek mellett 19 gént sikerult
kivalasztani. A talalatok tébbsége hipotetikus fehérjeék génjét érintette, amelyek nem

mutattak hasonlésagot ismert funkciéju fehériékhez. Két esetben azonban



nagymeértékli szekvencia homoldgia alapjan valdszinlsithetd volt a funkcié: egy
putativ RasGEF és egy RhoGEF fehérje génjét valasztotta ki a program. Az alabb
részletezett irodalmi adatokra tamaszkodva a RasGEF szerepének vizsgalatara

koncentraltunk a tovabbiakban.

2. Egy feltételezett RasGEF cirkadian ritmus szabalyozasaban betéltdtt szerepének
vizsgélata

Korabbi eredmények szerint (Belden és munkatarsai, 2007, Genes and Dev.,
21:1494) a konidizacios ritmus létrejottében kozvetitd szerepet jatszik a Ras-1
monomer G fehérje. Pontmutaciét hordoz6, fokozott aktivitdsu Ras-1 kifejez6dése
esetén a konidizacios ritmus akkor is kifejezett, ha a sejtek reaktiv oxigén szarmazeék
(ROS) termelése bazalis. A vadtipusban az adott taptalajon csak akkor jelenik meg
spéraképzési ritmus, ha ahhoz H,O.-ot vagy ROS-generalast elésegité menadiont
adagolunk. Ennek alapjan feltételezték, hogy a Ras-1 a molekularis éra kimenetére
haté faktor, amely a kimenet ROS iranti érzékenységét befolyasolja. Ugyanakkor
egyelére nem sikertlt kimutatni molekularis kapcsolatot a cirkadian oszcillator és a
Ras-1 k6zott. Egy, a Ras-aktivitast fokozé6 RasGEF mikodhetne ilyen mediatorként.
Hipotézisink vizsgalatara a Fungal Genetic Stock Center-t6] megvasaroltuk azt a
gombatdrzset, amelyben a feltételezett RasGEF nem fejez8dik ki és a torzs cirkadian
fenotipusat, illetve molekularis orajat vizsgalva a kdvetkezdket tapasztaltuk:

a. A génhianyos tbérzsben a konidizaciés ritmus menadion iranti
érzékenysége a vad tipushoz képest csdkken. Ez arra utal, hogy a RasGEF aktivitas
szerepet jatszik a sporaképzés cirkadian ritmusanak szabalyozasaban.

b. A mutacié nem feltétlenll csak a cirkadian éra kimenetét befolyasolja,
hanem hatassal van az oszcillator mikddésére is: a FRQ fehérie és frg RNS
oszcillacidjanak amplitudoja kisebb mértéki, mint a vadtipusban. Ezen kivil a WCC
egyik komponensének, a WC-2-nek a hiperfoszforilaciéja, a FRQ fehérjének pedig a
hipofoszforilaciéja volt jellemzé6 a mutansban. E két jelenség egymassal
Osszeflgghet, hiszen a FRQ hipofoszforilalt formaja serkenti a WCC inaktivalo
foszforilacidjat.

c. A WCC, amellett, hogy a cirkadian oszcillator pozitiv komponense, a
Neurospora kék fényre érzékeny primér fényreceptora is. A fényviszonyok valtozasa
a WCC aktivitasat kozvetlenll befolyasolva tevédik at az oszcillatorra.
Osszehasonlitottuk a fényre adott valaszt a RasGEF hianyos torzsben és a
vadtipusban. Eredményeink szerint a WCC fényreceptor-funkcidjat a géndelécié nem

befolyasolja.



d. Kimutattuk, hogy a rasgef mMRNS expresszidja a vad tipusban ultradian, 12
oras periodushosszu ritmust mutat allandé kornyezeti koériimények mellett.
Hosszabb periédust mutansban (frq’) a rasgef oszcillacié periéduhossza a vartnak
megfeleléen megnyulik, ami alatdmasztja a feltételezést, hogy a frq oszcillator
szabalyozza a gén kifejez6dését. Tekintettel arra, hogy egy intézeti beszerzés és
keretszerz6dés kapcsan a specifikus mRNS-ek detektalasa nagy hatékonysaggal és
viszonylag gazdasagosan megoldhaté, a munkatervben irt luciferdz assay
alkalmazasa e vizsgalatnal nem volt mar indokolt.

Medfigyeléseink arra utalnak, hogy az altalunk vizsgalt, feltételezett RasGEF
alapvet6 szerepet jatszik a cirkadian éra mikddésének szabalyozasaban. Ezen

eredmények 6sszefoglalasat tartalmazo kézirat el6késziletben van.

Il. Poszttranszlaciés moédosulas szerepe a WCC aktivitasanak szabalyozasaban

1. A PP2A szerepe a WCC foszforilaciéjanak szabalyozasaban

Korabbi eredményeink szerint a WCC FRQ-fligg6 foszforilaciéja gatlé hatasu,
mértéke cirkadian oszcillaciot mutat, és figg a protein foszfataz 2A (PP2A)
antitestet hoztunk létre a PP2A regulaciés alegysége, az RGB-1 ellen és
immunprecipitacié segitségével vizsgaltuk annak valamely érakomponenssel valé
interakcidjat. Stabil interakciét sem a WC-2, sem a WC-1 fehérjével, azaz egyik
WCC alegységgel sem sikerllt kimutatni. Ez arra utalhat, hogy a PP2A WCC-szel
valo interakcidja igen dinamikus, pillanatszerii. Ezt tamasztja ala az az irodalmi
kézlemény is (Schafmeier és munkatarsai., 2008, Genes and Dev., 22:3397), amely
szerint a PP2A ddntben a citoszolban helyezkedik el, ahol a WCC-nek csak néhany

%-a talalhatd, és a defoszforilalédé WC-2 igen gyorsan belép a magba.

2. A WC-1 foszforilaciét meghatarozo régidinak feltérkepezése

A WC-1 funkcionalis régidinak elemzésére el6szdr delécids mutansokat
hoztunk létre:

a, Az aminoterminalis részen talalhaté metioninban gazdag régié delécidja
esetén a WC-1 soététben ndévé kulturakban hipofoszforilalt, megvilagitas hatasara
hiperfoszforilalt és defoszforilacidéval jaré fényadaptaciot nem mutat. A csak a
deléciés format expresszald Neurospora torzs cirkadian ritmicitassal nem
rendelkezik. Ennek alapjan megallapithatjuk, hogy ezen aminoterminalis fehérjerégié
intaktsaga a cirkadian ritmus generalasa szempontjabol nélkilézhetetlen.

E fehérjerégion belll a struktura-funkcié kapcsolatanak alaposabb vizsgalatara



révidebb régiok deléciojat hoztuk létre. Sajnos ezek a fehérjemodosulatok igen
alacsony mértéki expressziot mutattak, ezért a térzsek funkciondlis vizsgalata nem
volt lehetséges. Az adott régid fehérjeszerkezeti elemzése soran viszont felfigyeltink
egy, a MAPK felismerési helyekkel hasonlésagot mutatd fehérjerészletre. Itt két
treonint alaninra cserélve egy olyan mutanst sikerllt el&allitani, ami jellegzetes
cikadian fenotipussal rendelkezik: periodushossza mintegy két 6raval hosszabb a
vadtipusénal, fény-sotétség ciklusban pedig faziskésést mutat. Ezen erdemények
felvetik a lehetéségét annak, hogy e régié MAPK altali foszforilacidja szerepet jatszik
a cirkadian periodus szabalyozasaban.

b, A WC-1 C-terminalis részén talalhaté poliglutamin domén delécidja egy
hiperfoszforilalt WC-1 forma kifejez6déséhez vezet. A mutans tdrzs ritmusos, de
periodushossza 3 éraval hosszabb a vadtipusénal. Ugyanakkor a WC-1 fényreceptor
funkcidjat nem befolyasolja a delécio, ugyanis a fény-indukalta génexpresszidoban
nem tapasztalhaté valtozds. Eredményeink arra utalnak, hogy a C-terminalis
poliglutamin domén alapveté meghatarozdja a ,sotét“-komplex aktivitasanak, és

ezen keresztll a cirkadian ritmus periédushosszanak.

3. A FRQ WCC foszforilaciot befolyasoloé szerepének vizsgélata

E kérdés megkdzelitéséhez egy olyan frg-génhianyos torzset hoztunk létre,
amelyben a PP2A regulatoros alegységének, az RGB-1-nek a szintjét csendesitd
RNS segitségével csokkentettik. Mig a frg-génhianyos térzsben hipofoszforilalt WC-
1 detektalhatd, addig mutansunkban megjelentek hiperfoszforilalt formak is, arra

utalva, hogy FRQ hianyaban is bizonyos kinazok elérik és foszforilaljak a WCC-et.

4. A VIVID (VVD) szerepe a WCC szerkezetének és funkcidjanak szabalyozasaban

A természetes kortilmeényeket modellezd fény-sotétség ciklusok mellett a napi
ritmus fazisanak egyik meghatarozo faktora a Neurospora szekunder fényreceptora,
a VVD. VVD hianyaban a fényadaptaciés valaszok cstkkennek, és a cirkadian ora
fazisa késébbre tolédik. A VVD szerepének és a WCC-re iranyuld molekularis
hatasainak vizsgalatat a Heidelbergi Egyetem Biokémiai Centrumanak Michael
Brunner altal vezetett munkacsoportjaval egyuttmikddésben végeztik. Alabbiakban
azokat az eredményeket foglalom &ssze, amelyek a budapesti laboratériumban
szllettek:

a. A VVD expresszidja igen széles tartomanyban a kdrnyezeti fényintenzitas
indikatora, mennyisége a fényerésséggel aranyosan ndvekszik. Ennek megfeleléen
varhato volt, hogy a fényérzékeld rendszerre, a fény altal aktivalt WCC-re kifejtett

hatasa is fényerdsségtél figgden differencialt.



b. Keresztkétd jelenlétében a VVD szignifikans mennyiségben detektalhatéd a
magfrakciéban. A VVD-GFP a GFP-hez viszonyitva a magban dusul.
Medfigyeléseink arra utalnak, hogy szemben a korabbi feltevéssel, a VVD fehérje
mintegy 50 %-a a sejtmagba lokalizalt, azaz az aktiv WCC-szel azonos
kompartmentben is megtalalhato.

c. A VVD egy kis frakcidja a WCC-szel stabil komplexet alkot. A komplex
létrejottéhez mindkét fehérje intakt LOV(light, oxygen and voltage)-doménjére van
szikseg. A VVD/WCC-komplex kialakulasa fényfliggd, csak vildgosban mutathaté ki.

d. A VVD gatolja a WCC fény hatasara bekdvetkezé hiperfoszforilacidjat és
bomlasat, azaz stabilizélja a komplexet inaktiv allapotaban. Ezzel parhuzamosan
gatolja a WCC aktivitasat is, azaz el6segiti egy stabil, inaktiv WCC frakcio
felhalmozdédasat.

e. Természetes fotociklusok soran Kis intenzitasu zavaré fényjelek kiszlirése,
és ezaltal az 6ra mikddéseének zavartalansaga VVD jelenlétéhez kotott: hianyaban a
holdfény megzavarja az éra mikoddését, a Avvd torzs elvesziti konidizacios ritmusat.
Eredményeink egyértelmlen ramutatnak a VVD fiziolégias szabalyoz6 szerepére: a
fehérje, a kornyezeti fényintenzitasra vonatkoz6é molekularis memaoriaként mikddve,
a WCC-szel kdlcsbnhatasba lépve gatolja annak fényfliggé aktivaldédasat, és ezaltal
természetes fényperiddusok mellett is stabilla teszi a cirkadian éra mikoédését.

Medfigyeléseinket egy megosztott elsészerz6s kdézleményben a német

munkacsoporttal kdzésen kozdltuk a Cell cimi folydiratban 2010-ben.

lll. A frq expresszioé szabalyozasanak vizsgalata: Reaktiv oxigén szarmazékok

szerepe a cirkadian ritmus szabalyozasaban

Tekintettel arra, hogy id6kdzben tudomasunkra jutott, hogy a munkatervben
eredetileg szerepl6 témaval, a frg RNS poszttranszkripcids szintl szabalyozasaval
mas munkacsoportok mar elérehaladottabb formaban foglalkoznak, és 2009-ben egy
rangos kozlemény is megjelent ezzel kapcsolatban (Guo et al., 2009, Cell,
138:1236), mi az utébbi idészakban mas aspektusbdl kezdtik vizsgalni a frg
expresszié szabalyozasat: figyelmink a reaktiv oxigén szarmazékok (ROS)
szerepére iranyult. Irodalmi adatok és sajat kisérletes megfigyeléseink szerint is,
vadtipusu Neurospora crassa csak akkor mutat ritmusos sporaképzést (konidizaciot)
allandé kortulmények kdzott, ha a sejtekben a ROS szint a bazalisnal magasabb. Ez
elérhetd H,O,-nak a taptalajba térténd adagolasaval, vagy a szuperoxid termelését
indukalé menadion hozzaadasaval. Tébb mas organizmusban (drosophila, zebrahal)

tett megfigyelés is arra mutat, hogy a szabadgydkdk hatassal vannak a cirkadian



ritmusra, ugyanakkor ennek molekularis mechanizmusairdl szinte semmilyen
ismereteink nincsenek. Vizsgalataink ezért a szabadgyokdk cirkadian ritmusra
kifejtett hatasainak pontos megismerésére és elemzésére iranyultak. Ezzel
kapcsolatos eredményeink a kdvetkezék:

a. Amennyiben Neurosporat fény-sotétség ciklusok mellett tenyésztink,
ritmusos spératermelés figyelheté meg normal taptalajon is. Ugyanakkor ilyen
koériimények mellett is befolyasolja a ROS generator menadion jelenléte a ritmust,
mégpedig annak fazisat allitia at koncentracio-flggé mddon: minél nagyobb
mennyiségben alkalmazzuk a menadiont, annal korabbi id6pontra tevédik a
sporaképzes.

b. Szuperoxid dizmutazt (SOD-1) nem expresszalé térzsben a fazis
eléretolodott, és menadionra érzékenyebb, mint a vadtipusban. Mivel SOD-1
hianyaban a szuperoxid felhalmozodik, és nem alakul at hidrogén peroxidda, ez a
megfigyelés a szuperoxid primér szerepére hivja fel a figyelmet. H,O, jelenléte a
taptalajpan szintén korabbi fazist eredményez, feltételezhetéen indirekt médon a
szuperoxid tovabbalakuldsanak gatlasaval.

c. Kimutattuk, hogy mind menadion hatasara, mind a SOD-1-et nem kifejez6
térzsben a kontrollhoz képest korabbra tolodott a frq expresszidja mind RNS, mind
fehérje szinten. Ez arra utal, hogy a szuperoxid els6dlegesen az oszcillator
mikodéseét befolyasolja, és ezaltal kdzvetetten hozza létre a kimeneti (konidizacios)
fazis megvaltozasat.

d. Allandé kériilmények mellett, SOD-1 hianyaban a periédus a vadtipushoz
viszonyitva rdvidebb, a fehérje tultermelése esetén pedig annal hosszabb.
Amennyiben a ROS szintet antioxidans alkalmazasaval csdkkentjik a bazalis szint
ala, fény-sotétség ciklusban a fazis késdébbre toldédik. Ezek az eredmények elséként
mutatnak ra arra, hogy mind alland6é koérilmények mellett, mind a kornyezeti
stimulusok altal diktalt ritmus esetén a bazalis ROS termelésnek fontos szerepe van
az ora beallitdsaban.

e. Korabbi adataink és mas irodalmi forrasok szerint is a WCC aktivalasaban
kézponti szerepet jatszik a PP2A. Eredményeink szerint mind a ROS termelés
serkentése, mind a sod-1 delécidja fokozott PP2A aktivitast eredményez. Ezzel
parhuzamosan menadion hatdsara a WCC defoszforilacija figyelhetd meg.
Mindezek alapjan valdszinlsithetd, hogy a ROS emelkedése a PP2A aktivalasa
utjan hat a molekularis oszcillatorra.

Fenti eredményeink tehat arra utalnak, hogy a ROS termelés mind oxidativ
stressz allapotaban, mind bazalis kérilmények kozott fontos tényezdje a cirkadian

o6ra szabalyozasanak. Az ezen adatokat &sszefoglald kéziratot heteken belll



szeretnénk kdzlésre benyujtani.
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