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Roviditések jegyzéke

ACTH Adrenokortikotrop hormon

bd A band torzs jelolése

BMALI Brain and muscle ARNT-like proetin-1
CAMK-1 Calcium/calmodulin dependens kinéz 1
CAT Katalaz

C-box Clock-box

ccg Ora 4ltal kontrollalt gén

cDNS Komplementer DNS

CHX Cikloheximid

CK Kazein kinaz

CLOCK Circadian locomotor output cycles kaput
CREB cAMP response element-binding protein
CRH Corticotrop releasing hormon

CRY Chryptochrome

CSP-1 Conidial separation 1

CT Cirkadian id6

DBP Albumin D-site-binding protein

DD Allandé sotét

DEC Differentiated embryo chondrocyte protein
EMSA Elektroforetikus mobilitas-eltolddas vizsgalat
ERK Extracellular signal-regulated kinase
FASPS Familiaris eldretolt alvasfazis szindroma
FF FRQ-FRH interakcidért felelds szakasz
FLO FRQ-less oscillator (FRQ-nélkiili oszcillator)
FRH FRQ-interacting RNA helicase (FRQ-kel kdlcsonhatdo RNS-helikaz)
FRQ Frequency

FWO Frequency-White-Collar-based oscillator
Gapdh Glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz
GFP 7061d fluorszecens protein

HF Nagy frekvencia (0,15-0,4 Hz)

HLF Hepatic leukemia factor

HRV Szivfrekvencia variabilitas

IBI Utések kozotti intervallum

IPTG [zopropil-1-tio-B-galaktopiranozid

LD Fény-sotétség



dc_1752_20

Kaldi Krisztina Akadémiai doktori értekezés

LF Alacsony frekvencia (0,04-0,15 Hz)

LL Allandé vilagos

LOV Light-oxygen-voltage (fény-oxigén-fesziiltség érzékelé domén)

LRE Light response element (a fényvalaszért felelds régio)

MAK Mitogén altal aktivalt kinaz

MAPK Mitogén altal aktivalt protein kindz

MCTQ Munich ChronoType Questionnaire

MEN Menadion

MSF Mid-sleep phase on free day (szabadnapi alvasi k6z¢épidd)

MSFsasc Nem, ¢letkor és hétkoznapi alvashidny figyelembevételével korrigalt MSF

MSW Mid-sleep phase on workday (munkanapi alvasi kozépidd)

NAC N-acetilcisztein

NAG N-acetilglicin

NET Neutrophil extracellular trap

NOR NADPH-oxidaz regulator

NOX NADPH-oxidaz

NPAS2 Neuronal PAS domain protein 2

ORF Open reading frame (nyitott leolvasasi keret)

PACAP Pituitary adenylate cyclase-activating peptide

PAS PER-ARNT-SIM (domén)

PER Period fehérje emlds sejtekben

PEST Pro/Glu/Ser/Thr-gazdag rész a fehérjében

PKA Protein kindz A

PKC Protein kinaz C

pNNS50 az 50 ms-nal nagyobb szomszédos RR-intervallum kiilonbségek szazalékos
eléfordulasa

PP Protein foszfataz

PRD Period (Neurospordban)

PSD Spektralis teljesitmény-siiriiség (power spectral density)

qa Kinasav

RAS Rat sarcoma

REV-ERB  Reverse erythroblastosis virus

RGB-1 B-family regulatory subunit 1 (a PP2A regulatoros alegysége)

RIP Repeat-induced point mutation

RLM-RACE RNA ligase-mediated rapid amplification of cDNA ends

RMSSD Egymas utani RR-intervallum kiilonbségek négyzetes kozépértéke
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ROR
ROS
SCN
SDNN
SIRT
SJIL
SOD
TEF
TTFL

UTR
VLF
VVD
WC
WCC
ZT

Retinoic-acid-receptor-related orphan nuclear receptor

Reaktiv oxigén szarmazék

Suprachiasmatikus mag

Standard deviation of the normal to normal intervals (RR tavolsagok szérasa)
Sirtuin

Szocialis jetlag

Szuperoxid dizmutéaz

Thyrotroph embryonic factor

Transcription-translation feedback loop, transzkripcios-transzlacios
visszacsatolasi hurok

Transzlaciora nem keriild régiod

Nagyon alacsony frekvencia (0,0033-0,04 Hz)
Vivid

White Collar

White Collar Complex

Zeitgeber 1d0
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1. Irodalmi attekintés

1.1. Bevezetés

A Fold tengely koriili forgasdnak kovetkezményeként az ¢€l6 szervezetek a nap
folyaman allanddan valtoz6 kornyezeti tényezoknek vannak kitéve. A cirkadian ritmus egy
olyan, a torzsfejlddés szinte valamennyi szintjén megjelend biologiai szabalyozd mechanizmus,
amely segiti a szervezet alkalmazkodasat a kornyezeti viszonyok napszakonkénti
valtozasaihoz. A ritmus létrejottének feltétele egy endogén idémérd rendszer miikddése. Ez a
rendszer az Un. cirkadian 6ra, amely a fiziologiai folyamatok jellegét €s intenzitasat idoben
szabalyozni képes. Az ora igy egyrészt felkésziti a szervezetet a periodikusan bekdvetkezd
kornyezeti valtozasokra, €s ezaltal hatékonyabba teszi az alkalmazkodast, optimalizalja az
energiafelhasznaldst, masrészt segiti az antagonisztikus (pl. katabolikus ¢€s anabolikus)
folyamatok i1ddbeli elkiiloniilését.

A belsd idOmérés sejtszinten szervezddik molekularis oszcillatorok mitkddése révén.
Tobbsejtes szervezetben az egyes sejtek molekularis orait kiillonb6z6 hirvivd mechanizmusok
szinkronizaljdk. Magasabb rendii szervezetekben 4&ltalaban egyes szoveti ordk dominans
szerephez jutnak, aminek alapjan kdzponti és periférids orakat kiilonitiink el.

A cirkadian ritmus zavararol besz€liink, ha a belsd 1domérd rendszer és a kdrnyezet
ritmusos valtozdsai nincsenek Osszhangban. Emberben az ilyen allapotot rizikofaktornak
tekintjiik olyan, tomegeket érintd betegségek kialakuldsa szempontjabol, mint a diabetes
mellitus, a magas vérnyomads €s mas sziv- €s érrendszeri megbetegedések, a rosszindulati
daganatok egyes formai, illetve bizonyos pszichidtriai megbetegedések. Ezek az adatok
egyértelmiien alatdmasztjak a cirkadian szabalyozas kutatasanak népegészségiigyi jelentdségeét.
A kronobiologiai vizsgalatok fontossdgara hivjak fel a figyelmet a kronoterapiaban rejld
lehetdségek is. Kronoterapia alkalmazéasakor a cél a gyogyszeradagolds €s a terdpids eljarasok
idoébeli illesztése a szervek, szovetek miikddésének napi ritmusahoz ugy, hogy a
hatas/mell¢khatés tekintetében optimalis eredményt érhessiink el.

Tekintettel a cirkadian ritmus, illetve az azt szabalyoz6 folyamatok nagymértéki
konzervaltsagara, a kisérletes vizsgalatokhoz szdmos modellorganizmust alkalmaz a
kronobiologia. A molekularis o¢6ra milkddési mechanizmusainak megismeréséhez
nagymeértékben hozzajarultak az ecetmuslican €s a Neurospora crassa nevl fonalas gomban
tett alapvetd genetikai €s sejtbioldgiai megfigyelések, mig a szervezeti szinti 6ramiikdodés

megismerésében a vezérszerep természetesen az egérmodelleké és a human vizsgalatokeé.
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1.2. A cirkadian ritmus definicioja és fobb jellemz6i

Bioldgiai ritmusrdl beszéliink, ha az €16 szervezetben lejatszodd valamely folyamat

jellegzetesen ismétlodik, periodicitdst mutat. Mind megjelenésiikben, mind periddushosszuk

tekintetében igen sokfélek lehetnek a biologiai ritmusok, amiket gyakran a cirkadidn ritmushoz

hasonlitva csoportositunk. Aszerint, hogy a periddushossz 24 6ranal révidebb vagy hosszabb,

megkiilonboztetiink ultradian és infradidn ritmusokat. Az ultradian ritmusok korébe tartoznak

példaul a sziv- és a 1égzési ritmusok vagy egyes hormonok pulzatil jellegli szekrécioi (1, 2).

Infradian ritmust mutat tobbek kozott a menstruacios ciklus, de ide tartoznak az allat- és

novényvilagban jellegzetes szezonalis miikodésvaltozasok is.

Egy biologiai ritmust akkor tekintiink cirkadidn ritmusnak, ha az aldbbi kritériumok

teljestilnek:

1.

A ritmus nagyjabol 24 6ras periodushosszal rendelkezik.

2. A periodikus valtozas allandd kornyezeti koriilmények mellett is fennmarad. Ez a

kritérium kiilonbozteti meg a cirkadian ritmust a tobbi 24 6ras periddushosszi ritmustol,
amelyeknél a ritmusos miikodés feltétele a kornyezeti ingerek (pl. fény- és hdmérseklet)
ciklikus véltozasa. Allandé koriilmények mellett Ggynevezett ,.free run” (szabadon futd)
ritmusrol beszéliink, aminek a periddushossza kis mértékben eltérhet a 24 oratol, erre
utal a cirkadian (circa diem = koriilbeliil egy nap) elnevezés. J6 példa erre az emberre
jellemzd, atlagosan 25 oOras aktivitasi ritmus, amit izolalt korilmények kozott,
ugynevezett "bunker kisérletek" soran lehetett tapasztalni (3).

Miikodését kiilonbozo kiilsé kornyezeti stimulusok, "beallitd" jelek vagy Zeitgeber-ek,
mint példaul a fény, a hdmérseklet, vagy a tdpanyagellatas atallithatjak. Az €l6lények
tobbségében a ritmus legmeghatarozobb Zeitgebere a fény. A bedllitds sordn a ritmus
1dozitése szinkronba keriil a kornyezeti valtozasokkal, ezt a folyamatot nevezi a
szakirodalom entrainment-nek.

A ritmusra hdmérséklet-kompenzacié jellemzd, ami azt jelenti, hogy a periddushosszt
minimalis mértékben befolyasolja a kornyezeti hOmérséklet megvaltozdsa. Mig
altalaban a biokémia folyamatok sebességét egy 10 °C-os homérsékletemelkedés 2-3-
szorosra (Q10 érték ~2,5) noveli, addig a cirkadidn ritmus periddushossza széles

homérseklettartomanyban valtozatlan marad, a Q10 értéke jellemzden 0,8-1,2 kozotti

(4).
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A ritmus jellemzésére a kovetkezd alapvetd paramétereket hasznaljuk (1. abra) (5, 6):

Periodushossz: a ritmusosan valtozd paraméter egymast kovetdé maximum vagy minimum

értékeinek atlagos iddbeli tdvolsaga, jele: T.
Amplitudo: a ritmusos paraméter minimum €s maximum €értéke kozotti kiilonbség.

Zeitgeber time (ZT): a ritmust beallitd utolsé kornyezeti szignal (Zeitgeber) ota eltelt id6. Mivel
az ¢l6lények toObbsége esetében a fény a legfébb Zeitgeber, ZT0-val altalaban a vilagos iddszak

kezdetét szoktuk jeldlni.

Cirkadian ido (Circadian Time, CT): szabadon futd ritmus esetében hasznaljuk a perioduson
beliil az idépontok jeldlésére. Ugyantugy 0-t6l 24 6raig terjed a skala, mint a ZT esetében, de
ilyenkor 1 6rédnak az endogén periddus 24-ed része felel meg. CTO a szubjektiv nappal, mig

CT12 a szubjektiv ¢jszaka kezdetét jeloli.

Fazis: a perioduson beliili kitiintetett idépont, jele: ¢. Altaldban a ritmusos paraméter egy
jellegzetes értékéhez rendeljiik a fazist. Igy példaul a paraméter maximum értékéhez tartozo
id6pontot akrofazisnak hivjuk. Fény/sotétség ciklusok esetén a ZT0, azaz a legutobbi vilagos

szakasz kezdete 6ta eltelt id6 jelenti a fazist.

beallitott vagy vezérelt ritmus szabadon futé ritmus
§ + akrofazis periédushossz
g \L < >
= ()
9 3 L] $
= i E E Y PP E
£ } amplitudoé
2 : { ) i
0
=
2 : $ ¢
@
£

ZT0 id6

1. abra : A ritmust jellemzo paraméterek(7).
Részletes magyarazat a szovegben.
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1.3. A molekularis orak miukodése

A molekularis 1déméréssel kapcsolatos kezdeti kutatdsok azokra a genetikai
megfigyelésekre épiiltek, amelyek szerint ecetmuslicdban a viselkedési ritmus kiilonbdzd
jellegli megvaltozasai egyetlen gén mutacioival voltak magyarazhatok (8). A 2017-ben Michael
Young-gal kzsen Nobel-dijat kapd Michael Rosbash és Jeffrey Hall 1988-ban tette kozzé azt
a szemléletvaltd hipotézist, mely szerint a ritmus generalasdnak alapja, hogy egy, a nap
folyaman felhalmozo6do fehérje valamilyen modon gatlolag visszahat sajat atirddasara és ezaltal
tovabbi felhalmozodasara a sejtben (9, 10). Az azdta transzkripcios-transzlacios visszacsatolasi
hurokként (transcription-translation feedback loop = TTFL) emlegetett mechanizmus az
1démérés alappillére valamennyi eddig vizsgélt magvas sejtben. A gatld hatast fehérjét vagy
fehérjekomplexet az Ora negativ faktoranak, mig a kifejez6dését serkentd transzkripcios
faktorokat az ora pozitiv komponenseinek nevezziik.

Az ecetmuslica mellett a Neurospora crassa nevii fonalas gomba a molekularis
oramiikodés megismerése c€ljabol legtobbet tanulmanyozott modellorganizmus. Mind
folyékony, mind szilard taptalajon konnyen és viszonylag olcson fenntarthatd, gyorsan
novekszik, genomja 2003 oOta ismert, genetikai mddositasa viszonylag egyszerli és szamos
természetes varidnsa, illetve mutdnsa, valamint genetikailag modositott torzse konnyen
beszerezhetd (Fungal Genetics Stock Center). Tovabbi, kronobioldgiai szempontbol fontos
tulajdonsaga e gombanak, hogy specialis taptalajon, illetve egy bizonyos genetikai hattér
mellett (bd) cirkadian spoéraképzési ritmust mutat, aminek segitségével hatékonyan
tanulmanyozhat6 a cirkadian ora kimeneti ritmusa.

Az értekezés kovetkezd alfejezeteiben a Neurospora crassa és az emlds molekularis 6ra
mukodését mutatom be részletesebben, tekintettel arra, hogy a disszertdcioban bemutatasra

keriil6 eredmények ezen szervezeteken végzett vizsgalatokbdl sziilettek.

1.3.1. A Neurospora crassa molekularis oraja

A Neurospora crassa cirkadidn oramiivének négy alapvetd elemét ismerjiik: ezek a
Frequency (FRQ), a FRQ-vel kdlcsonhatasba 1épé RNS-helikdz (FRQ-interacting RNA
helicase, FRH), valamint két GATA-tipusu, cink-ujj domént tartalmazo transzkripcids faktor,
a White Collar 1 (WC-1) és a White Collar 2 (WC-2) fehérjék (2. abra). A WC-1 dontden csak
a,,foloslegben” jelenlévd WC-2-vel alkotott komplexben stabil (White Collar Complex, WCC),

¢s minden eddig megismert miikodését e komplex formdjaban fejti ki.
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2. abra: A Neurospora crassa 6rakomponenseinek doménszerkezete

Q: glutaminban gazdag régié (aktivaciés domén), M: metioninban gazdag szakasz, LOV: fény-, oxigén- és
fesziiltségérzékeny régid, PAS: PER-ARNT-SIM domén, N: nuklearis lokalizaciés szignal, Zn: cink-ujj domén,
G: Thr/Gly, Met/Gly és Ser/Gly ismétlodéseket tartalmazo szakasz, P: prolinban gazdag szakasz, CC: szuperhélix
szerkezetli domén, PEST: Pro/Glu/Ser/Thr-gazdag rész, FF: FRQ-FRH interakcioért felelds szakasz (4. kozlemény
abraja).

A WCC a molekuléaris 6ra pozitiv komponense, amely dontden a magban detektalhato,
¢s kotddve a frqg promdter Clock-box (C-box) részéhez a szubjektiv €jszaka vége felé egyre
er6sodo intenzitassal serkenti a frq atirddasat (11, 12) (3. dbra). A FRQ fehérje felhalmozddasa
4-6 oras késéssel koveti az RNS szintjének emelkedését (13). A FRQ kotddik az FRH-hoz és
az igy kialakul6 stabil FRQ-FRH-komplex egy része a citoszolbdl belép a sejtmagba (14). A
magban felhalmoz6ddé FRQ kolcsonhatasba 1ép a WCC-szel és gatolja annak transzkripciot
serkentd aktivitdsat, azaz a sajat RNS-ének tovabbi atirodasat (15). A nap folyaman
felgyiilemld FRQ fokozatosan foszforildlédik, és a hiperfoszforilalt fehérje, részben a
proteoszéma utvonalon keresztiil, lebomlik (16). Amennyiben a FRQ mennyisége egy bizonyos
szint ala csokken, a WCC felszabadul a gatlas aldl, a frq RNS Ujra atirddik, és egy 0j cirkadian
periodus veszi kezdetét. A ma elfogadott molekularis modell szerint mind a FRQ transzkripcio
¢s transzlacio kozotti késés, mind a poszttranszlacidos modosulasok €s sejtkompartmentek
kozotti fehérjemozgds 1ddigényes mechanizmusai fontos feltételei annak, hogy a negativ
visszacsatolas viszonylag lassan, stabil oszcillaciot eredményezve valdsuljon meg. Ezen
folyamatok eredményeként alland6 koriilmények mellett a frg expresszi6 RNS és fehérje
szinten egyarant robusztus, mintegy 22 6ras periodushossza ritmust kovet. A FRQ nemcsak a
negativ visszacsatolas kulcseleme, a citoszolikus FRQ a WCC mennyiségének stabilizalasaval

egy pozitiv visszacsatolast is 1étrehoz (17).

10



dc 1752 20
- Kaldi Krisztina Akadémiai doktori értekezés

Degradacié

J
I
:
7
*

Fény a6 @
X e o 7 L FRH
weire ] ~wwe —> @

vvd LRE
LREs

egyéb fény altal indukalt gének

Degradacié

3. abra: A Neurospora crassa molekularis orajanak alapveté6 komponensei és egymasra
hatasuk

Allando kériilmények és folyamatos sotétség mellett a WCC (d-WCC: ,,dark”-komplex) a fiq és egyéb ora altal
kontrollalt gének (ccg-k) ritmikus transzkripcidjat szabalyozza. A FRQ fehérje gatlolag hat vissza a WCC-re. Fény
hatasara a WCC szerkezetvaltozasa kovetkezik be, I-WCC (,,light” komplex) alakul ki, amely a gének fény altal
szabalyozott régidihoz (LRE: light response element) kotddve fejti ki hatasat. A vilagosban kifejez6dé VVD a
FRQ-vel egyiitt részt vesz a negativ visszacsatolasban. Mind a FRQ, mind a WCC szabalyozasaban alapvetd
szerepet jatszik a foszforilacio (P). (5. kdzlemény abraja)

Az 6rakomponensek poszttranszlaciés modosulasai kozil legtobbet a foszforilacio-
defoszforilacio folyamatat vizsgaltadk. A FRQ fehérjének tobb mint 100 szerin é€s treonin
maradéka foszforilalodhat kiilonboz6 kinazok mitkddése révén. A FRQ kiilonlegessége, hogy
nem rendelkezik alland6 stabil szerkezettel, hanem az ugynevezett rendezetlen fehérjék
csoportjaba tartozik. Az egymast szigoru iddbeli rendben kovetd foszforilacids lépések
fokozatosan valtoztatjdk meg a fehérje egyes részeinek szerkezetét és ezaltal kdlcsonhatasait,
valamint a fehérje sejtbeni elhelyezkedését €s stabilitasat (18, 19). Hasonléan mas fajokban
talaltakhoz, kdzponti szabalyoz6 szerepe van e folyamatokban a kazein kindzoknak. A FRQ-
FRH komplex stabilan koti a kazein kinaz 1a-t (CK1a), amely a fehérje tobb régiojat is képes
foszforilalni, és e foszforilacios Iépések egyrészt fékezik a fehérje magbani akkumulécidjat,

masrészt eldsegitik a FRQ ubikvitinaciojat és fokozatos degradéacidjat a proteoszéma utvonalon
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(16, 19-22). A kazein kinaz 2-nek szintén szubsztratja a FRQ, de kdlcsonhatasuk valosziniileg
tranziens jellegii (23), és szerepet jatszhat a hdmérséklet kompenzacid szabalyozasaban (24).
A kazein kinazokon kiviil tobb mas kinazzal is kolcsonhatasba keriil a FRQ. A PRD4, az eml6s
checkpoint kinase 2 ortoldgja, mikodése kapcsold pont lehet a DNS kérosodas, a sejtciklus
szabdlyozasa ¢€s az oramukodés kozott (25). Ezen kiviil a protein kinaz A (PKA) ¢és a
calcium/calmodulin dependens kindz 1 (CAMK-1) szerepét feltételezik a FRQ
foszforilacigjaban. Mutacidjuk ugyan nem sziinteti meg a ritmust, de megvaltoztatja a periddust
(26, 27). Harom protein foszfataz aktivitasa befolyasolja a Neurospora 6ra miikodését, ezek a
protein foszfatdz 1 (PP1), a PP2A ¢és a PP4 (28, 29). Egyelore keveset tudunk arrol, hogy ezek
koziil melyiknek van direkt, és melyiknek indirekt hatdsa a FRQ foszforilaltsagara. A teljes
hosszusagti FRQ mellett expresszalddik egy rovidebb izoforma is, aminek pontos funkcidja
egyeldre ismeretlen, de errél késdbb még teszek emlitést.

szabalyozd mechanizmusa a foszforilacid. Tekintettel arra, hogy a dolgozatban bemutatott
munka egy jelentds része éppen e folyamatok megismerésére iranyult, ezek részletes
ismertetése az "Eredmények és megbeszElés" fejezetben torténik.

A fény mint Zeitgeber a WCC-en keresztiil hat az 6réra, ugyanis a WCC kék fényre
érzékeny receptorként is miikddik (30). A WC-1 kromoforként FAD-ot tartalmaz, amely a
fehérje un. light-oxygen-voltage (LOV vagy PASA) doménjéhez asszocialt (11, 31) (2. &bra).
Fény hatdsara a FAD kovalensen k6tddik a LOV-doménhez, a WCC dimerként hiperkomplexet
képez, €s aktivalja a fényérzékeny gének atirodasat. Ezek kozé a gének koz¢é tartozik a frq és
maga a we-1 is, igy a fényviszonyok megvaltozasa gyorsan modosithatja a cirkadian ora
mukodeését is (32). Ha az allando sotétben novekvd gombat a szubjektiv este idején, illetve az
¢jszaka kezdetén éri fényhatds, a FRQ szint tovabb marad magas, és az 6ra korabbi idépontra
all be, mig ha az ¢jszaka végén torténik a megvilagitas, akkor a FRQ szint a szokasosnal elobb
kezd emelkedni, és az ora késObbi idépontra tolodik. A we-1 fényindukcidja biztositja a
fényaktivacio hatdsara instabilabba valé WC-1 pétlasat (33, 34). Ha a gombat folyamatosan
vilagosban tartjuk, a WCC nagyfoku aktivitadssal folyamatosan serkenti a frq expressziojat, az
oszcillacid és igy az dramiikodés megszinik, €s a frg RNS és fehérje szintje allando és magas
lesz (azaz ,,steady state alakul ki).

A WCC aktivitasat és igy az oramiikodést is modulalja egy szintén LOV-domént
tartalmazo un. szekunder fényreceptor, a VIVID (VVD) (35) (2. és 3. abra). A VVD
expressziojat a WCC szabdlyozza, a fehérje csak vildgosban detektilhato. A VVD a

12
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fényadaptacidért felelés molekularis faktor, ugyanis gatolja a WCC fénytdl megnovekedett
aktivitasat, és ezaltal tartos megvilagitas esetén egy 1d6 utdn mérsékli a fényvalaszt (36). Fény-
sotétség ciklusok esetén a vilagosban szintetizalodé VVD a FRQ-vel egyiitt vesz részt a negativ
visszacsatolasban €és az oOra fazisanak beallitaisaban. VVD hidnydban 2-3 oras faziskésés
tapasztalhat6 az 6ramiikddésben.

A fény mellett a homérsékletvaltozas a legtdbbet tanulmédnyozott Zeitgeber a
gombaban, és az ora fazisa jellegzetes hdmérséklet érzékenységet mutat (37). Ugyanakkor
szeretném emlékeztetni az olvasot, hogy a cirkadian periddushossz homérsékletkompenzalt,
azaz sz¢les hOmérséklettartomanyban gyakorlatilag alland6. Bar e folyamat szabalyozasarol
mar szamos adat all rendelkezésre, a pontos mechanizmus egyeldre ismeretlen. Tudjuk, hogy
sziikséges hozzd a FRQ CK2 altali foszforilacioja, befolyasolja a VVD, ¢€s a finom hangolas
része lehet a FRQ rovidebb és hosszabb izoformajanak hdmérsékletérzékeny expresszioja (24,
38, 39).

A Neurospora oOra legfontosabb kimeneti faktordnak — hasonléan mas fajokban
talaltakhoz — a pozitiv komponenst, azaz a WCC-t tekintjiik, amely az 6ra altal szabalyozott
gének (clock controlled genes = ccgs) kifejez0dését kozvetleniil, vagy mas faktorokon
keresztiil, kozvetetten befolydsolva hatarozza meg kiilonféle sejtszintl miikodések napi
ritmusat (40).

Bizonyos koriilmények mellett ritmusos fenotipust irtak le olyan Neurospora
torzsekben is, amelyekben hidnyzik az eldbbiekben vazolt molekuléris 6ra egy vagy tobb
komponense, €s jellemzden nem expresszalddik FRQ. Az ilyen ritmusokat §sszefoglald néven
FRQ-n¢lkiili ritmusnak, a feltételezett orarendszert FRQ-nélkiili oszcillatornak (FRQ-less
oscillator, FLO) nevezik (18, 41). Egyes FLO-k miikdodése csak specidlis taptalajon
tapasztalhatd, olyan kiegészitd komponensek mellett, mint a geraniol, farnezol, koffein vagy a
ROS generator menadion (42-44), és/vagy bizonyos mutaciokhoz kotott (45-47). A FLO
cirkadian oraként valo definialasat korlatozza, hogy a legtobb ezzel kapcsolatos tanulmény nem
vizsgalta a cirkadian ritmus 0sszes kritériumanak, igy példaul a hdmérsékletkompenzacionak a

meglétét.

1.3.2. Az emlés sejtekben miikodé molekularis ora

Az emlGs ora pozitiv faktora a CLOCK és a BMAL1 (ARNTL1, MOP3) transzkripcios
faktorok altal alkotott komplex, az oszcillator negativ szabalyozoi pediga CRYPTOCHROME-
ok (CRY1, CRY2) és a PERIOD (PER1, PER2, PER3) fehérjék (48, 49). Egyes szovetekben,
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foleg idegsejtekben, a CLOCK helyett az NPAS2 (Neuronal PAS domain protein 2)
szerepelhet a pozitiv komplexben (50-52). A BMALI ¢és CLOCK/NPAS2 fehérjék, a
Neurospora WCC-¢hez hasonléan, a PAS domént tartalmazd transzkripcids faktorok
csoportjaba tartoznak. A pozitiv faktor a per és cry gének E-box (EnhancerA pozitiv-box)
régiojahoz kotddve serkenti a génatirast, majd a megszintetizal6dd6 PER ¢s CRY multimer
komplexként bejut a sejtmagba, ¢és kozvetlen kolcsonhatds révén gatolja a BMALI-
CLOCK/NPAS2 komplex DNS-hez wvaldé kotddését, létrehozva ezzel az alapvetd

visszacsatolasi hurkot (4. ébra).
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4. abra: Az emlos sejtek molekularis oramiikodésének modellje

atirédasat. A citoplazmaban keletkezé PER és CRY fokozatosan felhalmozédik a magban, ahol gatolja a pozitiv
komponens aktivitasat. A ROR és REVERB magreceptorok a Bmall kifejez6désére hatva képeznek egy stabilizalo
visszacsatolasi hurkot. Kiilonbdzé kindzok szabalyozzak az orakomponensek stabilitasat és sejten beliili
lokalizacigjat. A BMAL1 SIRT1-t6] fiiggd deacetilacidja a sejt metabolikus aktivitasat kdzvetiti az dramitkddés
felé. A zo6ld nyil serkentésre, a piros, talpban végz6doé vonal gatlasra utal. (12. kozlemény abréja)

Tovéabbi visszacsatolasi korok is részt vesznek az oOramiikodés szabalyozasaban,

stabilizalasdban. Ezek koziil a legjobban jellemzett a REV-ERB (REV-ERBa/f) és ROR
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(retinoic-acid-receptor-related ~ orphan  nuclear  receptor, = RORa/B/y)  fehérjék
kozremiikodésével 1étrejovo kor. A BMALT-CLOCK/NPAS2 komplex serkentdleg hat ezen
magreceptorok kifejezOdésére 1s, amik viszont kozvetleniil hatnak vissza a Bmall
expressziojara, mégpedig a REV-ERB gatlé (53), a ROR pedig serkentd mddon (54-56). E
hatasok ereddjeként a BMALI szintje antifazisban ingadozik a PER fehérjék expressziojahoz
viszonyitva (53, 57).

A BMALI1-CLOCK transzkripcios faktor komplex oszcillalo aktivitisa kozvetetten
vagy kozvetve szamos gén (ccg-k) ritmikus kifejezddését is vezérli. Microarray vizsgalatok
alapjan atlagosan a gének 10%-anak expressziodjat irdnyitja a sejtben a cirkadian ora (58, 59).
A molekuléris oszcillator finomhangolasaban vesz részt a DBP (albumin D-site-binding
protein) nevil transzkripcios faktor is, amely a Perl gén aktivalasan keresztiil stabilizalja a
periodust (60, 61). Finom szabalyozonak tekintjiik még a HLF (hepatic leukemia factor), a TEF
(thyrotroph embryonic factor), ¢s a DEC1 (differentiated embryo chondrocyte protein), DEC2
fehérjéket (62-67), de mivel ezekrdl nem lesz sz6 a kisérletes munka bemutatdsa soran,
eltekintek részletes ismertetésiiktol.

Az orafehérjék poszttranszlacidos modosulasai a fehérjék stabilitdsanak és sejten beliili
mozgasanak fontos szabalyozoi az emlds rendszerben is. Igy kiilonb6z6 kindzok, foszfatazok
(pl. protein foszfatdz 1 és 5) (68, 69), ubikvitin ligdz komplexek (70-75), a szumoilaciot (76)
¢s acetilaciot befolyasold faktorok (77-79) egyarant fontos komponensei az emlds molekularis
ordnak. A kazein kinazok itt is fontos szerephez jutnak, tobb régioban is képesek foszforilalni
a PER fehérjéket, mégpedig szigort idérendiségben, mas €s mas hatést 1étrehozva (80-83). Egy
genetikai defektus okozta betegség, a familidris eldretolt alvasfazis szindroma (FASPS) miatt
kiilonos jelentdségli a PER fehérjék CK10 és ¢ altali foszforilacioja. Az eddig jellemzett
mukodeését irtak le. A PER stabilitdsanak csokkenése €és a fehérje csokkent expresszidja
egylittesen vezet a visszacsatolasban a gatlds gyorsabb megsziint¢hez, és ezaltal a szabadon
futd periodus rovidiiléséhez (kb. 20 ora) és az alvasi fazis kordbbra tolddasdhoz (84-86). A PER
kiilonbozd kinazok altal 1étrehozott foszforilacioi interferalnak a fehérje felhalmozddaséaval a
sejtmagban (83, 87, 88), mig a PER acetilacioja és O-GlcNAcilacidja a metabolizmustdl fliggd
modon befolyasolja a fehérje stabilitasat (77, 89). A CRY poszttranszlacids foszforilacidja is
fontos szabalyozasi pont (90-92), ubikvitinacidjat pedig a DNS karosodas is befolyasolja (93).

A pozitiv faktorok foszforilacidja is ritmusos. Mindkét kazein kinaz foszforildlja a

BMALIl-et: a CK2 altali foszforilacio a fehérje acetilaciojat és magba 1épését segiti, mig a
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CKle a GSK-3-mal egyiitt noveli a transzkripcidt aktivitadlé hatast (68, 94). Szemben az
elézéekkel a PKC gatolja a pozitiv faktor aktivasat (95).

A foszforilacion kiviil més poszttranszlacios moédosulasok is fontos szerepet jatszanak.
A CLOCK acetilaz aktivitassal rendelkezik, ¢s a BMAL1 CLOCK 4ltali acetilacioja, és SIRT1-
tol fliggd deacetilacioja a sejt metabolikus aktivitdsa ¢€és az Oramikodés kozotti
kapcsolépontként mitkodhet (78, 79). A jelenlegi modell szerint, amennyiben magas a NAD"
szint (pl. gliik6z hidnyaban), a SIRT1 hiszton-deacetilacio, valamint a BMALI1 deacetilalasa
révén gatolja az Ora altal szabalyozott gének atirasat.

A fent ismertetett TTFL alapti molekularis 6ramiikdodést elsdsorban SCN neuronokban
¢s majsejtekben vizsgaltak részletesen. Bar a molekuléris ora alapvetd komponenseit a legtébb
vizsgalt sejtben sikeriilt kimutatni, egyelére nem bizonyitott, hogy azonos modon torténik az
1démérés minden periférids sejtben. Tobb szovetben talaltak olyan, transzkripciotdl fiiggetlen
oxidacios ciklust (peroxiredoxin oxidéacios ciklus), amely egy citoplazmatikus ora jelenlétére
utal (96). Ezen iddmérési mechanizmus ¢és a klasszikus TTFL-alapt 6ra egymasra gyakorolt

hatdsarol azonban egyeldre keveset tudunk.

1.4. A cirkadian ritmus szervezeti szintii regulacioja emlosokben

Bar ritmusos miikodést sokféle magvas sejtben sikeriilt kimutatni, szervezeti szinten
kiemelt iranyit6 szerep jut a suprachiasmaticus magban (SCN) taladlhatd neuronoknak. Ezt jol
szemlélteti, hogy az SCN roncsoldsa szamos ¢élettani miikodés (pl. alvas/ébrenlét,
101). Ezen kiviil az emldsok esetében legerdsebb Zeitgeber-ként miikodo, ritmust meghatarozo
fényinformacio is az SCN-t éri el eldszor a kdzponti idegrendszerben. Az SCN funkcionalis
egysegként miikodik, az egyes sejtek oramiikodésének Osszehangoldsaban mind idegi
Osszekottetések, mind parakrin faktorok szerepet jatszanak (102, 103). Kornyezeti hatasoktol
1zolalt koriilmények mellett az emberi SCN 25 o6ras periodicitasu endogén ritmust general. A
retina kék fényre érzékeny melanopszin fotopigmentet tartalmazo ganglionsejtjeiben keletkezik
elsésorban az ingeriilet, €s ezen sejtek axonjai a vizualis ingereket tovabbitd idegpalyaktol
fliggetleniil miikddo tractus retinohypothalamicus-on keresztiil érik el az SCN-t (104). Itt f6
transzmitterként a glutamat jatszik szerepet, de modulélé hatdsa van a substance P-nek és a
PACAP-nak (pituitary adenylate cyclase-activating peptide) is (105, 106). Mindennek

eredményeként fény hatasira CREB (cAMP response element-binding protein) medialt uton
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aktivaloédik a period gének kifejezddése, és ez a molekularis ora fazisdnak megvaltozasat
eredményezheti (107, 108).

Az SCN-nek igen kiterjedt kozponti idegrendszeri Osszekottetései vannak (100), igy
részben direkt modon, részben mas strukturdkon keresztiil, indirekt Gton képes befolyasolni
kiilonbo6z6 idegrendszeri teriiletek €s a periférias szovetek ritmusat. A legjobban ismert az idegi
¢s hormonalis jelkozvetités a periféria felé, de tudjuk, hogy szerepet jatszik a kiilonb6zo
metabolitok vérbeli szintjeinek ingadozasa is, ami részben a taplalékfelvétel szintén SCN-bdl
induld ritmusos szabalyozdsanak kovetkezménye. Ezen kiviil fontos a testhdmérséklet
oszcillacidja is mint a periférias ritmust szabalyozo faktor (109, 110). Az idegi szabalyozasban
tobb szdvet esetében is fontos szerepe van a szimpatikus beidegzésnek (111-113), a hormonok
koziil pedig a glukokortikoidok és a melatonin szerepe a legjobban ismert a ritmus
kozvetitésében (110, 114). A ritmusos szisztémas jel a periférids sejtekben egyrészt kozvetleniil
befolyéasolhat bizonyos miitkodéseket, de hathat az adott sejt sajat oszcillatoranak szabéalyozasan

keresztil is.

1.5. A cirkadian ritmus fobb humanélettani vonatkozasai

Régota ismert szamos élettani paraméter és folyamat szabalyos napi ritmusa, és ezek
jelentdse része allandd kornyezeti koriilmények mellett is napszaki ingadozédst mutat, azaz
cirkadian szabalyozas alatt 4ll. Az alvas-ébrenlét, a vizeletszekrécid és a testhomérséklet
ritmusanak vizsgalata alapjan bizonyitotta Jiirgen Aschoff hires andechsi "bunkerkisérletében",
hogy az emberi szervezet is képes endogén idémérésre (3). Szamos hormon szintjét szabalyozza
ritmusa, de jellegzetesen valtozik a nap soran a CRH, az ACTH, a novekedési hormon, a
prolaktin, az adrenalin, az inzulin, a pajzsmirigy hormonok €s a tesztoszteron szintje is (115-
120). A keringési rendszer f6 paraméterei, a nyugalmi pulzus €s vérnyomas is cirkadian ritmust
kovet, éjszakai minimummal, a hajnali 6rakban indul6 emelkedéssel és délutani maximummal
(121, 122). Az alapvet6 laborvizsgalati paraméterek koziil kiemelendd a vérben a leukocita
populacidk szambeli valtozasa és a szérum vasszintjének cirkadian oszcillacigja (123-126). Az
esetében is egyértelmii napi ingadozas mérhetd (122).

Emberben a cirkadian 6ra mikodésének jellemzésére markerként tobbnyire az alvas-

¢brenléti fazis meghatarozésa, illetve az allandé megvilagitasi korilmények mellett mért
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melatonin-ritmus  vizsgalata terjedt el. Ennek alapjan kiilonb6zé kronotipusokat
kiilonboztetink meg, az extrém korai tipustdl (,,pacsirta”) az intermedier tipuson at a
sz¢lsOségesen késoi (,,bagoly™) tipusokig (127). A kronotipust meghatarozzak az oragének
genetikai polimorfizmusai (128), esetleg mutacioi (mint pl. a FASPS esetében), de ugyanazon
egyénnél is valtozik az €letkorral (129), és befolyasoljadk kdrnyezeti hatasok is (130). T6bb mint
20 000 alany vizsgalatan alapul6 tanulmany szerint, amennyiben az egyén sajat igényei szerint,
azaz a bioldgiai orajahoz igazodva alakithatja alvasat, annak 1d6zitésére még manapsag is a
helyi természetes fényviszonyok vannak dominans hatassal, annak ellenére, hogy
nyilvanvaloan szamos szocialis tényezd és a mesterséges megvilagitas is befolyasolja (131).
Ugy gondoljuk, hogy a cirkadian szabalyozas élettani jelentdsége az emberi
szervezetben hasonld ahhoz, amit akdr a novények és gombdk, akar az allatok esetén
feltételeziink (1. 1.1. fejezet): lehetdvé teszi, hogy a szervezet felkésziiljon a periodikus

kornyezeti valtozasokra, €s hogy idoben elkiiloniilhessenek antagonisztikus folyamatok.

1.6. A cirkadian ritmus orvosi vonatkozasai

A cirkadian szabalyozas €s a patoldgids folyamatok kozott tobbrétii kapcsolat lehet.
Egyrészrdl a cirkadian ritmus zavara maga is szerepelhet megbetegedést kivaltod tényezdként.
Masrészrél szamos olyan korfolyamat ismert, amelynek a tiineteiben napszaki ingadozas
tapasztalhato, igy a ritmus fontos orvosi vonatkozasa a diagnosztikai mintavételek iddzitése,
valamint a gyogyszeres kezelés és egyeb terapiaformak iddbeli optimalizalasdnak a lehetdsége
1s.

A cirkadian ritmus endogén eredetli zavarardl beszéliink, ha a cirkadian 6ra nem képes
a kornyezeti valtozasok ritmusdhoz alkalmazkodni. Ennek legjobban karakterizalt formdja a
mar emlitett FASPS (1. 1.3.2. fejezet), amikor a felgyorsult molekuldris o6ramiikddes
kovetkeztében a szervezet miikddési aktivasa és a kornyezeti tényezok napszaki valtozédsa
kozott nem alakul ki megfeleld 6sszhang. Mig az endogén eredetti zavarokrol egyeldre keveset
tudunk, nagy szamu adat all rendelkezésre az exogén eredetli zavarokkal kapcsolatosan. A
cirkadian ritmus jellegzetes modernkori zavara a jetlag, amely tobb id6zonat atlép6 repiildutak
kovetkezménye lehet. [lyenkor a cirkadian 6ramiikodés és a kornyezet kozotti idobeli sszhang
néhany napra felborul, a bels6 1ddmérd rendszer csak némi lemaradassal alkalmazkodik az 0j
kornyezeti id6hoz. A helyzetet tovabb sulyosbitja az egyes szdvetek, szervek egymashoz

képesti deszinkronizacidja. Jellemzd tlinetek az étvagytalansag, a hanyinger, a fejfajas, az
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ingerlékenység ¢€s a kimeriiltség (132). A valtott mliszakban torténd munkavégzés joval tobb
embert érintd, komoly kronikus ritmuszavar, amit epidemiologiai €s kisérletes vizsgalatok
alapjan ma mar egyértelmilien rizikotényezonek tekintiink bizonyos megbetegedések
kialakulasa ¢és lefolyasa szempontjabdl. Ilyen betegségek a metabolikus szindréma, az obezitas,
a diabetes mellitus, kiilonb6z6 kardiovaszkularis betegségek, szexudlis diszfunkciok, pszichés
korképek €s egyes rosszindulati daganatok (133-137). Ennek alapjan érthetd, hogy 2007 6ta az
Egészségiigy1 Vilagszervezet (WHO) is rizikofaktorként tartja szamon a valtott miiszakban
torténd munkaveégzeést.

A cirkadian ritmus kronikus zavaranak leggyakoribb formdja a szocidlis jetlag (SJL),
aminek jelentdségére az elmult 10-15 év kutatasai hivtdk fel a figyelmet. A SJL a
munkanapokon ¢és szabadnapokon mért alvasi kozépidd kiilonbsége (138) (5. dbra). Az
altalanos munka- ¢és tanitasi rend, a viszonylag korai, reggel 8 6ras kezdés a korai tipusoknak
kedvez. A késdi tipusok a szocialis kényszer folytan hétkoznapokon koran kelnek, hétvégén
viszont a sajat bioldgiai 6rajukhoz igazodva, a hétkoznapokhoz viszonyitva jelentdsen késobb
fekszenek ¢€s kelnek, aminek kovetkeztében nagy SJL-gel rendelkeznek. Egyre tobb tanulmany
foglalkozik a SJL egészségkarositd hatasaval, ezek szerint a SJL ma riziko6faktornak szamit a
depresszio (139), az elhizds (140), a metabolikus szindroma ¢és a 2-es tipusu diabetes
kialakulasa (141-143) szempontjabol, és gyakran tarsul egészségkarosité magatartasformakkal

(nagymértékii koffein fogyasztas, dohanyzas) (138).

MSW
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5. abra: Az SJL létrejotte
Az SJL a szabadnapi alvasi kdszépidé (MSW) és munkanapi alvasi kozépidé (MSF) kiilonbségébdl adodik. MSW:
mid-sleep phase on workday; MSF: mid-sleep phase on free day. (Haraszti Réka abraja alapjan)
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Szamos korfolyamat tiinetei mutatnak jellegzetes napszaki ingadozast. Jellemz6 példa
az akut kardiovaszkularis események (miokardialis infarktus, stroke, egyes aritmiak) reggeli
halmozddasa (144-146), a laz délutani felszokése és nagyon sok, az immunrendszer
aktivitdsdnak ritmusdval Osszefiiggd tlinet. Fontos, jarulékos tényezdje a panaszok napi
valtozékonysaganak, hogy a fajdalomkiiszob is cirkadian ingadozast mutat, nappal magasabb,
késo este és ¢jszaka alacsonyabb (147, 148).

Ahogy emlitettem, a betegség tiinetek id6beli valtozasa szempontjabol kiemelt szerepe
van az Ooramikodés és az immunrendszer kozotti szoros kolcsonhatasnak. Régota ismert
klinikai példak a szénanatha tiineteinek napszaki valtozéasai, az asthma bronchiale rohamszer(i
rosszulléteinek hajnali gyakorisaga vagy rheumathoid arthritisben az iziileti duzzanat,
merevség €s fajdalom reggeli stlyosbodéasa (149, 150). A szervezet bakteridlis és viralis
fertézésre adott valasza is jellegzetes napi ritmust kovet (151, 152). A vérben a fehérvérsejt
populédcidk ritmusos valtozasai egyrészt a csontvel6i szabalyozds ritmusat kovetik, de
befolyasolja azt a szovetekbe valo leukocita kivandorlas intenzitdsanak napszaki ingadozésa is,
amit egyrészt a leukocitak sajat 6rdja, masrészt az endothelsejtek, valamint a szovetekben zajlo
fiziologiés €és gyulladasos folyamatok ritmicitasa egyarant befolyasolhat (111, 112, 153-155).
Ezzel Osszhangban szdmos, a leukocitdk vandorlasat és miikodését befolyasold citokin
szintjének ingadozasa is ismert (156-158). Oragénmodositott allatokon végzett vizsgalatok és
gyulladdsos modellek is aldtdmasztjak az immunvalasz és a cirkadian 6ra szoros kapcsoltsagat
(159-161). Ebben egyik kulcstényezd a kiilonboz6 6rakomponensek altalaban gatld hatdsa az
immunvalaszban meghataroz6 NF-kB tUtvonalra, aminek kovetkeztében az oramiikodést
altalanosan antiinflammatorikusnak tartjuk (162-165).

A fiziologias ¢€s patologias folyamatok ritmikus voltabdl logikusan kévetkezik, hogy a
diagnosztikdban is figyelni kell a vizsgalat és a mintavétel idopontjara (pl. laborvizsgalatok
soran), ¢s célszerli lehet egyes terapids eljarasokat is megfeleléen idéziteni. A kronoterapia
célja a hatasok ¢és mellékhatdsok ardnyanak optimalizaldsa, amihez nemcsak a patoldgias
folyamatok napszaki valtozasait kell figyelembe venni, hanem tekintettel kell lenni a
gyogyszermetabolizmus és a kivalasztas idobeli valtozasaira is. Bar ma mar szerepet kap a
kronoterapia egyes gyulladdsos betegségek €s rosszindulati daganatok kezelésében (166, 167),
egyeldre kevéssé elterjedt, és a mddszerek finomitasan tal valdszinlileg a személyre szabott

terapia hozhat majd ezen a téren attorést (168).
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2. Célkituzeések

Amikor posztdoktori tanulményutam soran elkezdtem foglalkozni a cirkadian ora
molekularis részleteivel, fiziologusként folyamatosan foglalkoztatott, hogy az 6rakomponensek
kozott feltart kdlesonhatasok, a fehérjék expresszidjat és mitkodését modositd mechanizmusok
milyen épitéelemei lehetnek a szervezeti szintll ritmusos mitkddéseknek, és hogy ezeknek a
ritmusoknak milyen szerepe van a fizioldgids funkcidk biztositasdban ¢€s az egészség
megodrzésében. Munkacsoport vezetOként nagy 6rom volt olyan projekteket is tervezni,
amelyek komplex fiziologias miikodések €s a cirkadidn ritmus kapcsolatat elemzik. Batoritdan
hatott, hogy a kronobiologia teriiletén nem ritkasag az ilyen komplex szemlélet, és igy az sem,
hogy ugyanazon munkacsoport a ritmusos folyamatokat sejt, szovet és szervezeti szinten
egyarant kutatja, vagy akdr tobb modellorganizmust is alkalmaz a vizsgalataiban. A
disszertacioban ismertetésre keriild tanulmanyok célkitlizései részben ezt a sokszintiségre

torekvést tiikrozik €s az alabbi pontokban foglalhatok Gssze:

1. Tobb tanulmanyban is a pozitiv érakomponens szintjének €s aktivitdsanak szabalyozasat
kivantuk vizsgalni a Neurospora crassa modellszervezetben. Célunk volt a WCC limitalo
komponense, a WC-1 expresszidjanak vizsgalata, promoterének feltérképezése, €s egyes
promoter szakaszok funkcidjanak jellemzése. Terveztik a WCC foszforilaciojanak
elemzését, és annak vizsgalatat, hogy a foszforilacié milyen modon fligg 6ssze a komplex
aktivitasanak szabalyozasaval. A WCC kozvetiti a kornyezeti fényvaltozasok hatasat az
oramiikddésre, ezért kiilondsen izgalmas kérdésnek igérkezett a WCC fényvalaszanak és a
fényadaptacioban alapvetd szerepet jatszé VVD miikddésének tanulmanyozasa is.

2. A reaktiv oxigén szarmazékokrol (ROS) ismert, hogy egyrészrol a sejt allapotanak és
miikodésének érzékeny indikatorai, masrészrél kiilonb6zd cellularis  folyamatok
szabalyozasaban mint szigndlmolekuldk vesznek részt. Ehhez kapcsoloddan meriilt fel
benniink a kérdés, hogy miképpen befolyasolja a ROS termelddés mértéke és jellege az
endogén idOmérést, €s mi lehet a folyamat molekularis mechanizmusa.

3. Miutan az el6z0 pontban ismertetett vizsgéalatok a metabolizmus szerepére irdnyitottak
figyelmiinket az o6ramikodés szabalyozasdban, kivancsiak voltunk, hogy milyen mas
komponensek jatszhatnak szerepet a két folyamat 6sszehangoldsaban. Mivel ¢€lesztdben a
kornyezeti cukorkoncentracid érzékelésében meghataroz6 a RAS2 altal medialt

szignalizacios utvonal, vizsgalni kivantuk a jol bevalt Neurospora modellorganimusban,
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hogy szerepet jatszik-e a RAS2 miikddése a cirkadidn ora és a metabolikus allapot
Osszehangoléasaban.

4. Tekintettel arra, hogy doktoranduszként neutrofil granulocitdk miikddéseit vizsgaltam,
kiilonosen érdekelt, hogy ezek, az immunrendszer elsé védelmi vonalat képzd, a human
keringésben legnagyobb szamban eléfordulo sejtek rendelkeznek-e sajat molekularis oraval,
¢s hogy milyen szerepet jatszik a cirkadian szabalyozds e sejtek valaszreakcidinak
iranyitasaban.

5. Szerettiik volna ritmus vizsgalatainkat tovabb bdviteni a human fiziologias miitkodések
iranyaba, mégpedig ugy, hogy az alvasi ritmus és fiziologias miikodések kapcsolatat teljesen
természetes kornyezetben tanulméanyozzuk (field study). Ezen beliil is elsdsorban a legtobb
embert érintd ritmuszavar, a SJL hatasaira kivantunk koncentralni, igy célul tliztiik ki a
hétkdzben eldforduld alvasritmus valtasok €s a tanulmanyi teljesitmény, a kardiovaszkularis

szabalyozas €s az alvasmindség/alvashatékonysag kapcsolatanak elemzését.

22



dc 1752 20
- Kaldi Krisztina Akadémiai doktori értekezés

3. Modszerek

A moddszerek attekintése soran nem torekszem teljességre, csak a modellszervezettel
kapcsolatos technikékat, illetve a kronobiologidban kevésbé jartas olvasok szdmara a ritmus
elemzéshez hasznalt modszereket ismertetem részletesebben. Az alkalmazott reagensekrdl,
illetve egyéb modszerekrdl részletes informacidkat az értekezés végén felsorolt kozlemények

tartalmaznak.

Klonozasi technikak

A genetikai modositdsokhoz hasznalt plazmidokat a gDNS templatrél késziilt PCR
termékek ¢s promoter szakaszok pBM61 vektorba (his-3 10kuszt célzd vektor) épitésével
hoztuk 1étre. A plazmidokat DH5a sejtekben sokszorositottuk. Rekombinans fehérje izolalasa
céljabol a plazmidokkal BL-21-es E. coli baktériumokat transzformaltunk, ¢és a
fehérjeexpressziot 18 °C-on 16 6ran keresztiil 100 pM izopropil-1-tio-B-galaktopiranoziddal
(IPTG) indukaltuk.

Neurospora crassa tenyésztése, genetikai modositasa

Az egyes tanulmanyokhoz alkalmazott torzseket az Eredmények fejezet adott helyén
specifikalom. Eldljaroban érdemes megemliteni, hogy kontrollként (wr) is tobbféle torzset
hasznaltunk, hiszen azt mindig a mutans torzsek genetikai hattere szerint kellett
megvalasztanunk. A kronobioldgidban leggyakrabban alkalmazott bd (vagy fiq') torzs egy
természetes varians, amely minimal taptalajon is mutat konidizacios ritmust.

A gombat szilard és foly¢kony taptalajon egyarant tenyésztettiik. A folyékony
alapmédium Vogel féle gombamédiumot (169), 2% gliikkozt, 0,5 % L-arginint és 10 ng/ml
biotint tartalmazott. A futtatdcsd taptalaja hasonlo volt, de csak 0,17 % arginint tartalmazott,
2,2 % agarral volt kiegészitve és nem volt benne glilkdz. Amennyiben valamely taptalajban
ezektdl eltért a gliikkdz koncentracio, azt az eredmények ismertetésekor az egyes vizsgalatok
leirasa tartalmazza. A gqa-2-promoter kinasavval vald aktivalasahoz gliikoz-mentes
alapmédiumot hasznaltunk, amihez 0,3 % kinasavat ¢és 0,17 % arginint adtunk. Az in vivo
luciferaz mérést 96 lyuku lemezen végeztiik, a Vogel féle médium 0,025 % gliikozt, 0,25 %
fruktozt, 0,5 % szorbozt, 1 % agardzt, 10 ng/ml biotint tartalmazott és 150 uM szentjanosbogar
luciferinnel lett kiegészitve. A gombat altaldban 25 °C-on tenyésztettiik, az ettdl eltérd

koriilményt a megfeleld abraknal feltiintettem. A gombatdrzsek elektroporacidval torténd
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transzfekcidjat, illetve keresztezését a Fungal Genetics Stock Center (URL:

/http://www.fgsc.net/neurosporaprotocols) ajanlasat kovetve végeztiik.

Neurospora crassa konidizacios ritmusanak elemzése futtatocsovon

Modellszervezetiink cirkadian tulajdonsagainak jellemzésére az egyik legrégebben
elterjedt modszer az un. futtatdcsdves vagy ,.race tube” analizis. Ehhez egy mindkét végén
hajlitott csObe szilard taptalajt toltiink, és a gombat a cs6é egyik végében oltjuk le (6. abra).
Mikozben megfeleld koriilmények kozott (konstans fény, fényben torténd inkubaciot kovetd
konstans sotét, fény-sotétség vagy homérseklet ciklusok) inkubaljuk a tenyészetet, a gomba a
cs6 hosszdban novekedve naponta egy, aszexualis szaporitoképlet-egyiittest, Un.
konidiumcsomo6t hoz. A ndvekedési frontot meghatarozott 1d6kozonként jeloljiik — ennek
alapjan késziil az idétengely— majd a csé denzitometralasat kovetden egy szamitogépes
programmal (ChronOSX, T. Roenneberg, LMU Munich) meghatarozhatok a cirkadian
paraméterek. A denzitometrids adatokra a szoftver egy fliggvényt illeszt, aminek alapjan fazist
¢s atlagos periodushosszt kalkuldl. Amennyiben a kisérletek leirasdnal nem szerepel

specifikacio, az inkubacios homérséklet 25 °C volt.

. direction of growth

conidial
band

density

days

6. abra: Futtatocsé denzitometrias analizise

A bal végén leoltott futtatd csovet eldszor 24 orat vilagosban inkubaltuk, majd allandé sotétbe keriilt. A kdzépso
képen lathato kis fekete vonalak a naponkénti ndvekedési frontot jelolik. A ChronOSX szoftver az alsé dbrarészen
1év6 denzitometrias gorbe alapjan kalkulalja az atlagos periddushosszt. (8. kdzlemény abrarészlete)
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In vivo és in vitro luciferaz aktivitas mérés

In vivo méréshez a szilard taptalajra leoltott kultarakat két napig allando fényben vagy
LD 12:12 6éra mellett inkubaltuk 30 °C-on. A vizsgalatok egy részében a taptalaj glikozt (0,05
%) tartalmazott. A lumineszcenciat (Polarstar Optima luminométer, BMG Labtech) 30
percenként 4 s-os integracios iddvel detektaltuk 4-5 napon keresztiil. Az adatokat a Chrono
program segitségével elemeztiik.

Az in vitro meghatéarozas folyé¢kony kultirakbol késziilt sejtextraktumon tortént, ATP-

vel aktivaltuk a reakciot és Lumat LB 9501 (Berthold) késziiléken mértiink.

Fehérje detektalasi modszerek

A fehérjéket mind gomba-, mind emlds sejtek esetében sejtlizatumbol specifikus
antitestek felhasznalasaval Western blot technika segitségével mutattuk ki, a blottolés félszaraz
rendszerben tortént. Az SDS poliakrilamid gélen valo fehérjeszeparalasnal az elektromobilitasi
kiilonbségek kifejezetté tételéhez a gélben az akrilamid/biszakrilamid ardnyt tapasztalati Giton
allitottuk be. A kétdimenzids gélelektroforézishez ReadyStrip IPG (Bio-Rad) gélcsikot
hasznaltunk, a fehérjemintdkat a gyartd ajanlasa szerint készitettilk eld. Az izoelektromos
fokuszalast Protean IEF (Bio-Rad) rendszerben végeztiik.

Amennyiben nem allt rendelkezésre az adott fehérjére specifikus antitest, epitoppal
jelolt fehérjét fejeztiink ki a sejtben €s az epitopot felismerd antitest segitségével detektaltunk.

A BMALI sejten beliili elhelyezkedését immuncitokémia segitségével vizsgaltuk
fluoreszcens konfokalis mikroszkop (LSM710, Zeiss) hasznalataval. A VVD-GFP fuzios
fehérjét, valamint a parhuzamos magfestést fluoreszcens mikroszkoppal (Leica DMI 6000B)

detektaltuk.

Szubcellularis frakcionalas

Szubcellularis frakciok fehérjéinek detektalasdhoz a sejtlizatumokat Ficoll, majd
szacharoz tartalmu gradiensre mértiik, €s centrifugalassal valasztottuk el a citoszolikus és magi
frakciot az irodalomban elfogadott mddszer (170) kismértéki moddositasaval: a
mintatérfogatokat 10 %-ra csokkentettiik (Eppendorf csd) és a dontd 1épésnek tekinthetd, a

citoszolt a magtol elvalaszto centrifugalast 8800 g-vel, 2 percig, 4 °C-on végeztiik.
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RNS vizsgalatok

Az RNS szintek meghatarozasdhoz a sejtekbdl Tripure® reagens (Roche) segitségével,
a gyartdo instrukcidi alapjan RNS-t izolaltunk. A mintdk DNaz kezelése utdn cDNS-t
készitettiink a QuantiTect® reverz transzkripcios kit (Quiagen), illetve a RevertAid® First
Strand ¢cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific) hasznalatdval a gyartdé eldirdsainak
megfeleléen. A gének relativ expresszidjat ABI-Prism 7000 (Applied Biosystems), késdbb
pedig Light Cycler® 480 rendszer (Roche) haszndlataval hataroztuk meg TagMan hidrolizis
probak alkalmazasaval. Neurospora crassa mintdk esetében aktint, emlds sejtek esetében
Gapdh-t alkalmaztunk haztartasi génként.

Az RNS 5' végének meghatarozasdhoz az 5’RLM-RACE (5° RNA ligase-mediated
rapid amplification of cDNA ends) technikat alkalmaztuk (Ambion Inc., USA).

Human leukocitak izolalasa vénas vérmintabol

A vérmintakat natrium citratot és sejtpreparalé gélt tartalmazo Vacutainer® CPT™
csovekbe (Beckton-Dickinson) vettiik. A plazma mintékat felhasznalasig —80 °C-on taroltuk.
A mononukleéris sejteket a plazma alatti sejtgytirlibdl, mig a neutrofil granulocitakat a
vorosversejtek feletti frakciobdl izoldltuk. A mintdkban maradd vordsvérsejteket ozmotikus
lizis révén eliminaltuk. A mintak tisztasagat metilénkékkel vald magfestéssel ellendriztiik. A
mintakat csak abban az esetben hasznaltuk a kisérletekhez, ha annak tisztasadga legaldbb 97%

volt.

Neutrofil granulocitak szuperoxid termelésének és fagocitozis készségének vizsgalata

A szuperoxidtermelés kovetésére kemilumineszcens modszert alkalmaztunk. A
méréshez hasznalt HBSS (Hank’s balanced salt solution) oldat 0,1 uM lucigenint tartalmazott.
A szuperoxid termelést opszonizalt zimozannal aktivaltuk. Az opszonizalashoz a zimozant
kevert human savoban (3 egészséges férfi donor szérumanak egyenld aranyt keveréke) 30
percig 37 °C-on inkubaltuk. A sejtek stimulalasat kdvetden a lumineszcencia intenzitasat 37
°C-on kovettikk (Mithras LB 940 Multilabel Reader, Berthold Technologies). Az eredmények
értékeléséhez a lumineszcencia valtozast leird gorbék felszalld szardnak meredekségét
hataroztuk meg.

A neutrofil granulocitdk fagocitdzis készségének méréséhez kevert huméan savoval
opszonizalt, GFP-t expresszald Staphylococcus aureus-t (171) hasznaltunk. A baktériumok és

neutrofil granulocitdk 100:1 ardnyu keverékét iiveg fedélemezre centrifugaltuk, amit azutan
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37°C-on 10 percig inkubdltunk 5% CO, jelenlétében. Mosast kovetden a mintakat
paraformaldehiddel fixaltuk, majd Zeiss LSM710 lézer-scanning mikroszkoppal vizsgaltuk.
ZEN 2011 SP2 black edition (Zeiss) szoftver segitségével képeket készitettiink, €¢s 100 neutrofil
granulocitat értékelve meghataroztuk a sejtek fagocitozis indexét (bekebelezett baktériumok

szama/100 neutrofil granulocita).

Immunkémiai eljarasok hormonszint és citokin meghatarozashoz

A human vérplazma kortizolszintjét elektrokemilumineszcens immunoassay (Elecsys, Roche)
segitségével hataroztdk meg a Semmelweis Egyetem Laboratériumi Medicina Intézetében. A
kitet (R&D Systems) hasznaltuk. A vizelet 6-szulfatoximelatonin szintjét kompetitiv ELISA
eljarassal (IBL International) hataroztuk meg, €és a koncentraciot a kreatinin szintre

normalizalva adtuk meg.

Neutrofil granulocitak morfologiai vizsgalata

A sejtek komplexitasanak mértékére jellemzd az oldaliranyt fényszéras (SSC). A
sejtizolalast kovetden a neutrofil granulocitdkat paraformaldehiddel fixaltuk, majd az SSC-t
Beckman Coulter Cell Lab Quanta SC aramlasi citométerrel mértiik. Az adatokat WinMDI 2.9
szoftverrel (Purdue University Cytometry Laboratories, West Lafayette) analizaltuk. A mért
értekeket az adott donor Osszes mintdjdban mért értékek atlagara normalizaltuk.

Az érési stadiumok morfologiai elkiilonitése céljabol ujjbegybdl vett vérbol
targylemezen kenetet is készitettiink, amelyet May-Griinwald/Giemsa oldattal festettiink a
gyartd (Sigma-Aldrich) altal javasolt protokoll szerint. Mintanként 100 sejtet szamoltunk meg

¢€s a sejtmag szegmentaltsaga alapjan négyféle fejlodési alakot kiilonboztettiink meg.

Szivfrekvencia variabilitas (HRV) analizis

A résztvevok altal viselt Actiheart (CamNtech Ltd., UK) késziilék a sziviitések kozott
eltelt 1d6 hosszat (inter-beat-interval, IBI) rogzitette. Az adatok feldolgozasat érvényben 1&vo
szakmai ajanlasok alapjan végeztiik (172, 173). ElsO 1épésként az adatok elfogadhatosagat
vizualis inspekcioval sziirtiik. Az ARTiiFact szoftver segitségével detektaltuk és korrigaltuk a
miutermékeket (174), majd az adatsort 5 perces szegmensekre bontottuk. Azokat a
szegmenseket, amelyek 10%-nal nagyobb aranyban tartalmaztak mitermékeket, kizartuk az

analizisb6l. A HRV analizisére lehetdség van 1d6- és frekvencia tartomanyban is. Az
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id6tartomanyban két paramétert elemeztiink részletesen, melyek a vagus tonus mértékét jol
jellemzik: az egymast kovetd intervallumok szorasat kifejez6 RMSSD-t (root mean square of
successive differences), valamint a pNNS50-et, azaz azon egymast kovetd intervallumok
aranyat, melyek 50 ms-nal nagyobb mértékben kiillonbéznek egymastol. A HRV frekvencia
amelynek révén megallapithatd, hogy a variabilitdshoz milyen frekvenciaji komponens milyen
teljesitménnyel jarul hozza. Az adatfeldolgozashoz a DADISP 6.7-es szoftvert hasznaltuk. Az
5 perces szegmensek  Fourier-transzformaci6 révén  meghatarozott  spektralis
teljesitménystriiségeit a kovetkezd frekvenciatartoméanyokban atlagoltuk: nagyon alacsony
(VLF - very low frequency, 0,0033-t61 0,04 Hz-ig), alacsony (LF - low frequency, 0,04-t61 0,15
Hz-1g) és magas (HF - high frequency, 0,15-t61 0,4 Hz-ig) tartomany.

Statisztikai elemzések

A statisztikai analizishez a SigmaPlot 11.0, illetve a Statistica szoftvert (13.2 verzio,
StatSoft, Tulsa, OK, US) hasznaltuk. Az abrakon, illetve a szGvegben az adatokat altalaban
atlag + vagy + standard hibaként (S.E.M.) abrazoltuk, az ettd] eltérd eseteket a megfeleld helyen
kiilon jeloltem. A szignifikancia hatar p < 0,05 volt, a szignifikans eltérést az dbrakon csillaggal
jeloltik (%, p < 0,05). A tovabbi statisztikai modszerek ¢€s jeldlések leirasa az eredmények

ismertetéséhez kapcsolodva a megfeleld helyen talalhato.
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4. Eredmények és megbeszélés

A megosztott elsd szerzOs kozlemények témajat targyald alfejezetekben részletesen,
abrakkal csak olyan eredményeket mutatok be, amikhez magam végeztem kisérletes munkat.
A tobbi vizsgalat eredményét is természetesen roviden Osszefoglalom, hogy a munka teljes

kontextusdban kovethetd legyen.

4.1. A molekularis oramiikodés vizsgalata  Neurospora  crassa

modellorganizmusban

Ahogy azt a bevezetoben mar emlitettem, a molekuldris idOmérés elvének
konzervaltsaga, valamint a kisérletes rendszer szamos eldnye miatt a cirkadidn kutatas igen
kedvelt modellorganizmusava valt a Neurospora crassa. Molekularis vizsgalatainkat ezért
részben ezen a rendszeren végeztiik, ezeket az eredményeket mutatom be a kovetkezd Ot

alfejezetben.

4.1.1. A foszforilacio szerepe a molekularis 6ra pozitiv komponensének szabalyozasaban

(1. kozlemény)

Vizsgalataink kezdetekor mar ismert volt, hogy a FRQ alapvetd szerepet tolt be a
negativ visszacsatolasban, azaz a WCC aktivitdsanak felfliggesztésében, ugyanakkor a gatlas

1étrejottének molekularis mechanizmusa felderitetlen volt.

4.1.1.1. A FRQ és a WCC kozotti molekularis és funkciondlis kolcsonhatas vizsgalata

A FRQ ¢és a WCC stabil molekularis kdlcsonhatasan alapuld gatlas ellen szoltak a
munkacsoport korabbi eredményei €s irodalmi adatok is. Ezek egyrészt arra mutattak rd, hogy
mig a WCC dontden nukledris elhelyezkedésti (175), addig a FRQ mintegy 90 %-a a
citoplazmaban detektalhat6, masrészt, hogy a WCC nagy része nem depletdlhato a
sejtlizatumbol a FRQ elleni antitesttel (31, 176).

A molekuléris kolcsonhatason alapuld gatlas lehetdsége szempontjabdl alapvetd kérdés
a FRQ ¢és a WCC mennyiségi viszonya a sejtmagban, ahol a negativ visszacsatolas megvaldsul.
Ennek vizsgalatdhoz in vitro szintetizalt, izotoppal jeldlt fehérjékkel készitettiink kalibraciot a
Western bloton detektalt jelhez, aminek alapjan becsiiltik a FRQ ¢és a WCC limitalo

komponensének, a WC-1-nek egyméshoz viszonyitott molaris ardnyat a sejtmag frakciokban.
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Az 6ramiikodés szempontjabol két szélsOséges allapotban tortént a meghatarozas, allando
viladgosban novekvd kultardk mintaibol (LL), illetve DD25-bdl (a vilagosbol sététbe valo
atmenet utan 25 oOraval) szdrmaz6 mintakbol. LL-ben a FRQ fehérje és RNS expresszidja
konstitutivan magas, mig DD25-ben minimalis a transzkripcids aktivitds, azaz ilyenkor a
legalacsonyabb a WCC aktivitasa a cirkadian ciklus folyaman. Mindkét allapotra a WCC
molaris tulsulya volt jellemzd, LL-ben mintegy hétszeres, DD25-ben pedig koriilbeliil 15-
szO0rds mennyiségben detektaltuk a WCC-et a FRQ-hez viszonyitva (dbran nem bemutatott
adat). Ez arra utal, hogy viszonylag kevés FRQ molekula joval nagyobb mennyiségi WCC-et
képes gatlas alatt tartani.

A kovetkezOkben azt vizsgaltuk, hogy a sejt- és magextraktumok kromatografias
elvalasztasat kovetden azonos frakcioban detektalhato-e a FRQ ¢és a WCC. Ehhez Superose 6
felhasznalasaval gélfiltraciot végeztiink. Akar vilagosban, akéar sotétben inkubdlt sejtekbdl
szdrmaz6 mintat vizsgaltunk, a FRQ és a WCC jdl elkiiloniild, minimalis atfedést mutato
frakciokban volt detektalhato (d4bran nem bemutatott adat), ami szintén az ellen sz6l, hogy a két
orakomponens nagy része szoros kolcsonhatasban lenne.

Megismételtiik az immunprecipitacios vizsgalatokat, de csak a FRQ egy kis hanyadat
detektaltuk a precipitatumban (dbran nem bemutatott adat), ami megint csak arra utal, hogy a
WCC-nek csak egészen kis frakcioja képezhet stabil komplexet a FRQ-vel. Az eddig ismertetett
eredményekbdl arra kovetkeztettiink, hogy a FRQ ¢és a WCC kozott valoszintileg tranziens
molekuléris kdlcsonhatas van, ami 6nmagaban nem lehet elég a WCC inaktivalasahoz, viszont
képezheti egy katalitikus gatlas alapjat.

A katalitikus folyamatok koziil kézenfekvonek tlint a foszforilacid, hiszen mindkét WC
fehérje foszfoprotein (34, 175). Els6é kérdés az volt, hogy tudunk-e detektdlni a WCC
foszforilacidos allapotdban FRQ-t6l fliggd valtozast. Ehhez két frg-deficiens torzs
magextraktumait vizsgaltuk: a Afig-ben a teljes firg-t kodolo génszakasz hianyzik, mig a fi-g’-
ben egy korai stop kodon kovetkeztében funkcionalisan inaktiv fehérje keletkezik (177). A
foszforilacido megitéléséhez az elektroforetikus mobilitast vizsgaltuk, ugyanis mind sajat, mind
masok adatai szerint e fehérjék foszforilalt formai lassabban vandorolnak a gélben (7.A abra).
Szemben a wr mintakban lathat6 elnyultabb fehérjejelekkel, a frg-deficiens torzsek mintaiban
viszonylag keskeny, nagyobb mobilitast csikként detektaltuk a WC-1-et és a WC-2-t, azaz
hianyoztak a hiperfoszforilaciora jellemzd fehérjeformak. A foszforilacid részletesebb
elemzéséhez kétdimenzids gélelektroforézist végeztiink a wt (bd vagy firq', ezek szinonimék)

és a frg’ torzs mintaival, majd a fehérjéket Western bloton detektaltuk. WC-1-et sajnos nem
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sikertilt kimutatni a kétdimenzios gélbdl késziilt blotokon, mert a fehérje valosziniileg nem 1ép
be megfeleld mennyiségben az izoelektromos fokuszalashoz hasznalt gélcsikba. A WC-2
formakrol viszont differencialt képet kaptunk (7.A ébra). A DD25-6s idOpontban betakaritott
wi-0 mintdkban szamos, kiilonboz6 izoelektromos pontt WC-2 forma volt jelen, miga fig’-es
mintakban a kevésbé negativ formak dominaltak, ami, az egydimenzios gélelektroforézis
eredményével 0sszhangban, csokkent mértékii foszforilaciora utal. Mindezek alapjan tigy tlinik,

hogy a FRQ eldsegiti a WCC foszforilaciojat.
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7. abra: A WC fehérjék expresszidjat és foszforilacidojat egyarant befolyasolja a FRQ

A) A WC-1 fehérjék szintje és elektroforetikus mobilitasa wt- (fig") és firg-deficiens torzsek magextraktumaban.
Bal oldali abrarész: LL-ben nétt mintak egydimenzios gélen vald elvalasztasat kovetden Western blot analizis
tortént, majd a blotot WC-1 és WC-2 elleni antitesttel hivtuk el6. WC-2 hidnyaban (Awc-2) a WC-1 nem stabil.
Jobb oldali abrarész: A WC-2 foszforilacidjanak vizsgalata kétdimenzios gélbol késziilt immunobloton (DD25-6s
mintak) we-u (firg") és firq® torzsben. B) firg RNS szintek az abran jeldlt torzsekben vildgosban (LL) és sotétben nétt
(DD15 és DD25) kultarakban. Az RNS kvantifikaldsa cDNS-sé valo atirast kovetden valds idejii PCR-rel tortént.
C) A WC-2 foszforilacios allapota a WCC-ben DD15 és DD25 idépontban. fig" és firg® sejtextraktumokat anti-
WC-1 antitesttel precipitaltunk, majd a fehérjéket kétdimenzids gélen szeparaltuk, és az immunoblotot WC-2
elleni antitesttel hivtuk eld.
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A kovetkezd kérdés az volt, hogy latunk-e Osszefliggést a WCC foszforilacioja és
aktivitasa, azaz a firq transzkripcio mértéke kozott. A fiq —es torzs elénye, hogy bar funkcionald
FRQ-je nincsen, a frg RNS detektalhatd benne. A 7.B dbran lathato, hogy akar vilagosban, akar
s6tétben néttek a kultarak, a firg’—ben joval magasabb volt az RNS expresszid, mint a kontroll
mintakban, annak ellenére, hogy a WCC teljes mennyisége ebben a torzsben sokkal
alacsonyabb, mint a w¢-ban. Mindez arra utal, hogy a WCC aktivitdsa nem aranyos a komplex
abszolit mennyiségével, a wr-ban annak egy jelentds része valoszintlileg inaktiv, foszforilalt
formaban taldlhatd, és a nagy aktivitdsi forma a frg-deficiens torzsben is megteleld
mennyiségben jelenlévd hipofoszforilalt WCC.

Mivel a teljes WC-2 készletbdl transzkripcidt serkentd aktivitassal csak a WC-1-gyel
komplexet alkotd frakcid rendelkezik, kovetkezd Iépésként a WC-1 elleni antitesttel
immunprecipitalhatd WC-2 foszforilacidjat elemeztiik (7.C abra). Az dbran nyillal jelolt, nem
foszforilaltnak tekintett fehérjeforma kvantifikdlasa a kovetkezd eredményre vezetett: a
kontroll torzsben DD15 iddpontban a komplexben 1évé WC-2 mintegy 10 %-a, DD25-ben
pedig 6,5 %-a nem volt foszforildlt, amely kiilonbség jol tiikkrozi a két idépont kozotti
aktivitasbeli kiilonbséget. A frg” torzsben viszont a WC-1-hez kapcsolodott WC-2 mennyiség
nagyjabol 50 %-at tette ki a nem foszforilalt forma DD25-ben. Ez azt jelenti, hogy bar e
torzsben a WCC teljes mennyisége csak mintegy negyede a wt-ban talalhatéd fehérjének, a nem
foszforilalt WC-2 abszolut mennyisége még igy is nagyobb, mint a kontrollban, ami

magyardzhatja a torzs vadtipusénal nagyobb transzkripcios aktivitasat.

4.1.1.2. A WCC foszforilacioja és aktivitisa parhuzamosan valtozik

A kovetkezd kérdés az volt, hogy latunk-e a WC-2 foszforilacidjaban cirkadian
oszcillaciét. Ehhez sotétben ndvekvo kultirakbol 4 6ranként vettiink mintat, majd kétdimenzids
gelrdl késziilt Western blot segitségével elemeztiik 6ket (8.A abra). A foszforilacié mértéke
id6ben jellegzetesen valtozott: a hiper- és hipofoszforilalt formak aranya DD12-ben mutatott
minimumot, abban az id6pontban, amikor a FRQ szintje alacsony, megsziinik a negativ
visszacsatolas, €s a frg transzkripci6 nagy aktivitassal ujra indul. A DD20 6r4s mintaban lattunk
ujra nagymértékit WC-2 foszforilaciot, azaz abban az iddpontban, amikor magas a FRQ szintje
¢s erdteljes a negativ visszacsatolds (8.B dbra). Eredményeink tehat azt mutatjak, hogy a WC-
2 foszforilaltsdga oszcillal, ¢s a foszforilaci6 mértéke forditottan ardnyos a transzkripcids

aktivitassal.
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8. abra: A WC-2 foszforilacioja a FRQ szintekhez hasonléan napi ritmust kovet

A) A WC-2 foszforilacidjanak elemzése kiilonbozd ideig sotétben inkubalt frg™ kultirdk sejtlizatuméaban
kétdimenzids gélelektroforézissel és Western-blot technikaval. B) A WC-2 foszforilacio mértékének és a FRQ
expresszid valtozasadnak parhuzamos analizise. Fels6 dbrarész: Az A) abrarészen nyillal jelolt 2-2 hipo- (fekete
nyil) és hiperfoszforilalt (sziirke nyil) fehérjeforma kvantifikalasa denzitometridsan tortént, majd a hiper- és
hipofoszforilalt formak denzitasainak aranyat adbrazoltuk a s6tétben torténd inkubacid idejének fliggvényében.
Als¢ abrarész: A FRQ expresszid analizise egydimenzids gélen, Western blot technikaval kiilonb6zé DD
idépontokban.

A WCC foszforilaciojanak és aktivitdsanak Osszefiiggését tovabb vizsgalandd, olyan
kisérleti koriilményt kerestiink, amelynek soran a WCC foszforilacidjat in vivo markansan
tudjuk valtoztatni. Ehhez egy korabbi megfigyelésiinket hasznositottuk. Azt tapasztaltuk
ugyanis, hogy amennyiben a kultirdkat a fény-sotétség valtas eldtt a transzlaciot gatlo
cikloheximiddel (CHX) kezeljiik, a WC fehérjek elektroforetikus mobilitasaban viszonylag
rovid 1don beliil eltoldédas kovetkezik be (9.A abra), ami a sotétben viszonylag stabil WCC
defoszforilaciojara utal. A jelenség pontos okdt nem tudjuk, de feltételezhetd, hogy a
foszforilacids allapotot befolydsolo kinazok €s foszfatdzok nem azonos sebességgel bomlanak
a sejtben, igy a transzlacid gatldsa a kinaz/foszfatdz-aktivitas egyensulyanak eltolddasahoz és
a WCC fizioldgidsnadl markansabb defoszforilaciojahoz vezethet. Egy masik lehetséges
magyardzat a kindz aktivitas viszonylagos csokkenésére, hogy arra az Gjonnan szintetizal6do
FRQ van serkent6 hatassal, ¢s CHX jelenlétében ez a hatds esik ki. Mint ahogy a 9.B 4bran
lathato, a defoszforilacidval parhuzamosan a frg RNS szint erdteljesen emelkedik. Mivel
ilyenkor (j WC fehérjék nem szintetizalodnak, a meglévd komponensek aktivalddasa lehet az

oka a génexpresszid novekedésének. Megjegyzendd, hogy a frq szint a CHX adast kdvetden
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olyan magas lett, amilyen szintet a cirkadian ciklus folyaman soha nem detektalunk. Ez arra
utal, hogy normal 6ramiikddés mellett a WCC egy jelentds része mindig inaktiv allapotban van.
Amennyiben ugyanezt a kisérletet a fig’—es torzzsel végeztiik, sem a WC-1 foszforilaltsaga,
sem a fig’ RNS szint nem valtozott (9.B abra), ami arra utal, hogy ebben a trzsben a WCC
mar eleve teljes aktivitdssal mitkodott. A Awe-1 torzsben sem kovetkezett be frg RNS szint
valtozas (dbran nem bemutatott adat), ami az el6z6 eredménnyel egylitt arra utal, hogy a
transzkripcids aktivitas valtozasa funkcionald érakomponensek jelenlétéhez kotott, €s nem a
CHX valamilyen orat6l fliggetlen, pleiotrép hatasardl van szo. Fontos megjegyezni azt is, hogy
a FRQ bomlasanak sebessége az LD-valtast kovetden CHX-t6l fliggetlen (20), igy a

transzkripcios aktivitas fokozodasanak valosziniileg nem lehet egyediili oka a FRQ szintjének

valtozasa.
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9. abra: A WCC defoszforilacidja és aktivitasanak novekedése osszefiiggést mutat

A) A WCC CHX hatasara torténd defoszforilacidja. Az allandd vilagosban novo mintdkat a sotétbe torténd
athelyezéssel egyidoben 10 pg/ml CHX-del kezeltik, majd a jelzett idépontokban betakaritottuk. A teljes
sejtlizatumokbol késziilt mintdkat a feltiintetett fehérjék elleni antitesttel Western bloton analizatuk. A nyilak a
kiilonb6z6 mértékben foszforilalt fehérjeformakat mutatjadk. B) Novekvo frq expresszio CHX-del kezelt
kultarakban. Az A) részben ismertetett kezelést kovetden RNS-t preparaltunk, aminek kvantifikdlasa cDNS-sé
valo atirast kdovetéen kvantitativ valds idejii PCR-rel tortént.

Egy kovetkezd kisérletben azt vizsgéltuk, hogy a FRQ szintjének szorosabb,
mesterséges kontrollja esetén is korrelal-e a WCC foszforilacigjanak és aktivitdsanak valtozasa.

Ehhez a fiq’, ga-FRO-His torzsben kinasav hozzaadasaval és elvételével szabalyoztuk a FRQ
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expressziot. A FRQ szintézis indukcidjat kovetden a WC fehérjék szintjének ¢és
foszforilaltsaganak fokozodasaval parhuzamosan csokkent a fig’ RNS szintje. Ezzel szemben
a kinasav kimoséasat kovetéen mérseklodott a WCC foszforilacidja és ezzel egyiddben
emelkedett a fig” expresszi6 (dbran nem bemutatott adat). Mindez megint csak arra utal, hogy
a WCC foszforilaltsaga és aktivitdsa szorosan kapcsolt folyamatok.

A tovabbiakban elektroforetikus mobilitas-eltolodas vizsgalattal (electrophoretic
mobility shift assay, EMSA) kimutattuk, hogy a firq°—es torzs azonos mennyiségii
magextraktuma tobb C-boxot (frg-promdter WCC-et koto régioja) tartalmazoé oligonukleotidot
két, mint a we-bol késziilt preparatum. Ez is megerdsitette azt a feltételezésiinket, hogy a fiq’-
ben 1évé kis mennyiségli, de hipofoszforildlt WCC nagyobb transzkripcios aktivitassal
rendelkezik, mint a fiq -ban taldlhat6 tobb, de jobban foszforillt komplex. Tisztitott FRQ-His
hozzAadasa a fiq’-es magextraktumhoz, illetve a FRQ immunodeplécidja a firg" extraktumbol
nem valtoztatta meg a C-boxhoz valo kétddést, ami amellett szol, hogy a WCC transzkripcids
aktivitasat nem a FRQ-vel val6 kozvetlen komplexképzddés hatarozza meg. Kimutattuk azt is,
hogy a hipofoszforilalt WC-2 forméknak nagyobb az affinitaisa a C-boxhoz, mint a

hiperfoszforilalt formaknak (abran nem bemutatott adatok).

4.1.1.3. A PP2A szerepének vizsgalata a WCC foszforilaciojanak és aktivitasanak
szempontjabol

Természetesen felmeriilt a kérdés, hogy mely foszfataz lehet felelés a WCC
defoszforilalasaért, azaz aktivacigjaért. Vizsgalatainkkal egy idoében mutatta ki Yi Liu
munkacsoportja, hogy amennyiben a PP2A reguléacios alegysége, az RGB-1 fehérje egy RIP
mutacio kovetkeztében hidnyzik, a frg expresszid alacsonyabb, mint a wt-ban (28). Ez egybevag
egy csokkent aktivitdisi WCC jelenlétével a foszfataz-deficiens torzsben. Valdban, a
véarakozasnak megfeleléen, a WC-1 hiperfoszforilalt formai voltak detektalhatok az rgh-1""-
ben (10.A abra). A WC-2 esetében mind DD15-ben, mind DD25-ben négy domindns
fehérjeformat lehetett detektalni a kétdimenzios gél Western blotjan, ami arra utalt, hogy a WC-
2 foszforilacidja nem mutat szamottevd cirkadian ingadozast (10.B &bra). A foszforilacios
ingadozas hidnya a mutdnsban Osszhangban van a frg expresszid alacsony amplitudéja
ritmuséaval (28), ¢és arra utal, hogy a PP2A fontos szerepet jatszik a WCC aktivitdsanak

szabalyozasaban.
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10. abra: A PP2A meghatarozo szerepet jatszik a WCC regulaciojaban

A) A WC-1 PP2A-tdl fiiggd foszforilacios allapota. Vilagosban nétt, a jelzett ideig CHX-del (10 ng/ml) kezelt
frqg" és rgb-I"" kultrak mintdinak Western blot analizise anti-WC-1 antitest segitségével. B) A WC-2
foszforilaciés allapota DD15 és DD25 idépontban az rgh-1*" torzsben. Fels6 abrarész: A fehérjék kétdimenzios
gélen valo szeparalasat kovetden késziilt Western blotot WC-2 elleni antitesttel hivtuk eld. A betiikkel jelolt fekete
és sziirke nyilak kevésbé (a,b) €s jobban (c,d) foszforilalt formakra mutatnak. Alsé abrarész: A felsé dbrarészen
betiivel jelolt fehérjeformak denzitometrias analizise. C) A CHX kezelést kovetd frq szint emelkedés fligg a PP2A
jelenlététél. DD15 idépontban CHX-et adtunk a frg* és rgh-I"""  kulturakhoz, majd a jeldlt idépontokban
betakaritottuk Sket. Az RNS szintek kvantifikélasa valos idejii PCR-rel tortént. D) fiq’-es extraktum hatasara a
WC-1 in vitro defoszforilalédik. A WC-1-et rgb-1%" sejtlizatumbé] immunprecipitaltuk (1. sav), majd 1 orat 30
°C-on frq’-es extraktummal inkubaltuk, a foszfatazt gatlé caliculin nélkiil (2. sav) vagy annak jelenlétében (3. sav),
amit Western blot analizis kovetett. E) A WC-1 defoszforilacidja tisztitott PP2A-val. Az el6z6 pontban leirt
immunprecipitatumot (Input) PP2A AC dimerrel (Upstate Biotech) (PP2A) vagy anélkiil (MOCK) inkubaltuk 20
percig 30 °C-on. A Western blotot anti-WC-1 antitesttel hivtuk el6.
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A tovabbiakban azt vizsgéltuk, hogy a CHX kezelés hatasara bekovetkezd foszforilacio
fligg-e a PP2A aktivasatol. DD15-ben, azaz abban az id6pontban végeztiik a CHX kezelést,
amikor a vadtipusban maximalis a frq expresszid (10.A dbra). Mig a w¢-ban a korabbiakban
latotthoz (LD atmenetkor adott CHX hatasa, 9. abra) hasonloan defoszforilalodott a WC-1 és
jelentdsen emelkedett a frg transzkripcio, addig az rgb-I"" torzsben se a WC-1
defoszforilacioja, se az RNS szint emelkedése nem volt szamottevd (10.A,C dbra). Mindez arra
utal, hogy a WCC CHX hatasara bekovetkezd defoszforilacigjanak €s aktivaciojanak egyarant
feltétele az RGB-1 jelenléte.

A kovetkezd kérdéstlink az volt, hogy a foszfataz-deficiens torzsben hiperfoszforilalt
WC-1 defoszforilalodik-e a fig’-ben jelenlévd foszfatiz hatisara. Ehhez az rgb-I1" torzs
sejtextraktumabol immunprecipitiltuk a WC-1-et, majd a precipititumot fi¢’-es minta
extraktumaval inkubéltuk (10.D abra). A WC-1 elektroforetikus mobilitdsa megnétt, és ez
caliculin A-val, egy hatékony foszfataz gatloszerrel kivédhetd volt. Egy kovetkez0 kisérletben
azt 1s megmutattuk, hogy az immunprecipitdlt WC-1 tisztitott PP2A hatasara is
defoszforilalodik, azaz a fehérje a foszfataz kozvetlen szubsztratja (10.E &bra).

A foszfatdz és a FRQ kozotti esetleges kdlcsonhatas vizsgalatdhoz egy olyan torzset
hoztunk létre, amelyben az endogén fehérje mellett az RGB-1 FLAG-tag-gel rendelkezd
formdja is expresszalodik a gaZ-promoter altal szabalyozott modon. A torzsben a kinasav
hatasara a fiziologidsat meghalad6 RGB-1 szint alakul ki. Az ilyenkor tapasztalt kisebb mértekii
WC-2 foszforilacio arra utalt, hogy a FLAG-tag mellett is funkcidoképes volt a fehérje.
Ugyanakkor a FLAG-tag elleni antitesttel a FRQ nem volt precipitdlhatd, ami annak lehet a

jele, hogy a FRQ ¢és a foszfataz nem alkot stabil komplexet (abran nem bemutatott adatok).

4.1.1.4. Kovetkeztetések

Itt Osszefoglalt munkank a Neurospora crassa cirkadian o6rajanak szabalyozasat uj
megvilagitasba helyezte. Eredményeink alapjan valoszinli, hogy a FRQ a WCC
foszforilacidjanak fokozasa révén gatolja sajait RNS-ének transzkripcidjat. A hiperfoszforilalt
WCC egy inaktiv készletet képez a sejtben, amibdl a PP2A Aaltali defoszforilacid révén
képzddhet aktiv transzkripcids faktor komplex. Ezen adatok és tovabbi irodalmi adatok alapjan
(17, 19, 21) a Neurospora oOra milkodésének egy részletesebb modellje korvonalazddott,

amelyet a 11. dbra részletes leirassal kiegészitve mutat be.
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11. abra: A FRQ-alapu oszcillator molekularis torténései a nap folyaman

Az abra négy szakaszra bontva mutatja a molekularis komponensek alakuldsat: 1. kép: A szubjektiv éjszaka végén
a WCC aktivalja a frq transzkripcidjat, amelyet 4-6 6ra késéssel kovet a FRQ fehérje felhalmozodasa. A FRQ
komplexet alkot az FRH-zal. 2. kép: A nap kdzepén a magban is folyamatosan akkumulalédé FRQ serkenti a
WCC CKla és CK2 altali foszforilaciojat és ezzel inaktivaciojat, aminek kdvetkeztében a firq transzkripcid lassul.
3. kép: A szubjektiv este folyaman a frrg transzkripcié minimalisra csokken. A FRQ folyamatosan foszforilalédik
és a citoplazmaban akkumulalédik, ahol serkenti a WCC inaktiv, azaz foszforilalt form4janak felhalmozddasat. 4.
kép: Az ¢éjszaka folyamén a foszforilalt FRQ lebomlik. Mennyisége csokken, és ennek révén a WCC
defoszforilacidja valik domindnssd a foszforilacioval szemben. Az aktiv WCC a magban kotédik a fig-
promoterhez és ezzel a ciklus jra indul. (8. kdzlemény abraja)

4.1.2. A WC-1 expresszio szabalyozasanak elemzése

(2. és 3. kozlemény)

Mig a WC-1 fehérje mennyisége kis amplitddoju cirkadian oszcillacidét mutat (178) (1.
még 38. abra), addig a we-1 RNS esetében nem sikeriilt allando koriilmények mellett ritmikus
expressziot kimutatni (13, 34), mindez pedig a WC-1 szintek poszttranszkripcios
szabalyozasara utal. Ezzel 6sszhangban, ha egy wc-1 hidnyos torzset igy modositanak, hogy

abban egy indukalhatd, heterolog promoter iranyitja a we-1 kifejez6dését, az indukciot
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kovetden ritmusos fenotipus jelenik meg (178). Ezek alapjan felvetddott a kérdés, hogy van-e

jelentésége a WC-1 expresszid transzkripcid szintli szabalyozasanak az o6ramukodés

szempontjabol.
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12. abra: A WC-1 RNS, illetve fehérje szintjei a kontroll torzsben és azokban a
torzsekben, amelyekben a wc-1 expresszidjat a wr-étol eltéré promoterek szabalyozzak
A) A we-1 RNS expresszioja a we-1" és a Awe-1, ga-we-1 torzsben. A folyékony kultirdk allandé vilagosban
néttek standard médiumban, majd 15 o6ran 4t QA-médiumban (kinasavat tartalmaz6é médium) vilagosban (LL)
vagy sotétben (DD). Az RNS szintek kvantifikalasa valds idejii PCR-rel tortént (n=3). B, C) WC-1 szintek
elemzése Western blot technikaval teljes sejtextraktumon. A jelzett kultardk az A) pontban leirtak szerint (B),
illetve standard médiumban allandé vilagosban (C) néttek.

4.1.2.1. A wc-1 gén kifejezodését tobb promoter szabdlyozza

Mi is 1étrehoztunk egy, a we-1 gént heterolog promoter révén szabalyozé torzset (Awc-
1, ga-wc-1), amelyben kinasavval indukéalhatéo a WC-1 kifejezddése. A torzsben a kontroll, bd
hétteri torzshoz (amit a Awe-1-t61 megkiilonbdztetendd, itt we-1"-nak neveziink) hasonldo WC-
1 RNS és fehérjeszinteket detektaltunk (12.A,B é&bra). Ennek ellenére, a torzs konidizacios
ritmusa allando koriilmények (DD) mellett egy kismertékii, de konzekvens faziskésést mutatott
a we-1"-hoz viszonyitva (1. tablazat). A két torzs kozotti kiilonbség kifejezettebbé valt,
amennyiben kiilonb6z6 fény/sotétség ciklusokban inkubaltuk a futtatd csoveket. A legnagyobb,
4 orat meghaladd faziskésést az igen szélsOséges, 1 oOra vilagos/23 ora sotét ciklus mellett
tapasztaltuk (1. tablazat, 13.A abra). A kovetkezOkben azt vizsgaltuk, hogy a cirkadian ciklus

kiilonb6zo iddpontjaiban alkalmazott rovid fényimpulzusra hogyan reagél a konidizacios fazis
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(13.B abra). Ahogy mar korabban sz6 volt rdla a frq szintek kapcsan, a cirkadian 6ramiikodés
altalanos jellemzdje, hogy a szubjektiv ¢jszaka végén, illetve kora reggel alkalmazott fényinger
késObbi idOpontra allitja at az orat (fazis eldretolddas), mig azok a fényimpulzusok, amik a
szubjektiv nap végén, illetve éjszaka kezdetén érik a szervezetet, faziskésést okoznak.
Vadtipusti 6ramiikodés mellett Neurospora-ban a legnagyobb fazis-eléretolodas a szubjektiv
¢jszaka késO1 szakaszaban adott fényimpulzus esetén volt tapasztalhato, a legnagyobb késést
pedig a szubjektiv ¢jszaka elején alkalmazott fényhatas mellett mértiik. A maximalis
eldretolodas és késés kozotti kiillonbség 8 ora volt a kisérleteinkben. Ez valamivel kevesebb,
mint amit masok kordbban publikaltak (35), az eltérés oka lehet esetleg a taptalaj 0sszetételének
kiilonbozosége (esetiinkben kinasavat tartalmazott). Mig a két torzs fazisvalasza hasonl6 volt a
szubjektiv nappal id0szakaban alkalmazott fénypulzus esetén, addig a szubjektiv ¢jszaka alatti
fényhatasra a Awc-1, ga-wc-1 torzs kisebb faziseltolodassal valaszolt, mint a kontroll, és ennek
kovetkeztében a maximalis eldretolodas és késés kozotti kiillonbség is kevesebb volt, mint 4
ora. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a wc-1 szabélyozott transzkripcidja sziikséges az

ora megfeleld fényvalaszahoz.

1. tablazat: A Awc-1, qa-wc-1 Kkonidizacios ritmusa eltér a kontroll torzsétol

Period (h; mean +s.e.m.) Peak of conidiation (h; mean +s.e.m.)

DD we-1* 21.83+0.17 22.28+0.15 (CT)

Awc-1, qa-wc-1 21.44+0.26 22.81+0.32 (CT)
LD (12:12) we-1% 24.340.32 22.81+0.31 (Z7T)

Awc-1, qa-we-1 24.064+0.024 1.50+0.59 (ZT)
LD (6:18) we-17 24.01+0.32 18.74+0.34 (ZT)

Awc-1, qa-wc-1 24.45+0.13 21.84+0.5 (ZT)
LD (1:23) we-17* 23.62+0.005 8.32+0.20 (Z7T)

Awec-1, qa-we-1 24.07+0.09 12.70+0.27 (ZT)

A futtatécsoveket a leoltast kdvetden 2 napig vildgosban, majd a feltiintetett koriilmények mellett tovabbi 4-5
napig inkubaltuk (n=5-14).

A we-1 gén expresszidjanak tovabbi elemzéséhez a we-1 RNS 5° szakaszat vizsgaltuk
vilagosban nétt we-ti (we-1") kultarak RNS preparatumain. Ehhez az S’RLM-RACE (5’ RNA
ligase-mediated rapid amplification of cDNA ends) technikat alkalmaztuk. Harom kiilonb6z6
5> véget talaltunk: a start kodontodl legtavolabbi a -1222-es, a kovetkezd a -924-es, mig a
harmadik az ORF-on beliil, a +175-0s pozicional induld transzkripcionak felelt meg (13.C
abra). Szekvenalas és diagnosztikus PCR révén megallapitottuk, hogy a -866-o0s és -455-6s

pozicid kozott egy intron helyezkedik el.
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13. abra: A wc-1 transzkripcio komplex szabalyozasa

A) A konidizécids ritmus fazisa fiigg a we-1 promoter mitkodésétol. A jelzett torzsekkel leoltott futtatd csoveket
1:23 6ras LD-ciklusokban inkubaltuk (a rovid sarga szakasz a megvilagitds idészaka). Az atlagos konidium
denzits (n=3) az id6 fiiggvényében van feltiintetve. B) A fénypulzusra adott fazisvalasz a we-1" (fekete vonal) és
a Awce-1, ga-we-1 (szaggatott sziirke vonal) térzsben. A sotétben inkubalt csdveket az adott idépontban 20 percre
vildgosba tettiik. A faziseltolodast kontrollcsovekben (ugyanazon torzzsel leoltott, allando s6tétben 1évo csovek)
mért fazishoz viszonyitva hataroztuk meg, és a fénypulzus idépontjanak fiiggvényében abrazoltuk. A diagram
alatti fekete és szilirke potty6zott szakasz a szubjektiv éjszaka és nappal idészakat jeloli. (C) A we-1 transzkripcidja
tobb helyen inicialodhat. A we-1 gén sematikus abrajan a 5S’RLM-RACE soran azonositott 4 amplikon, és a
megfelelo start helyekhez tartozé lehetséges promoter régiok vannak feltiintetve.

A putativ 5’ végek el6tt (azaz 5’ iranyban) elhelyezkedd we-1 génszakaszok promoter

funkciojat luciferaz (luc) riporter segitségével vizsgaltuk. A bd, his3- torzs transzformalasahoz
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hasznalt konstrukcidokban a luciferaz kddold régioja elé épitettiik be a we-1 gén -2223 és -1
(Paisi-Pprox-luc), a -2223 és -1212 (Pgig-luc), valamint a -1179 €s -1 (Pprox-luc) poziciok kozotti
szakaszokat (14.A abra). A riporter torzseket allando vilagosban inkubaltuk, majd a teljes

sejtextraktumok luciferaz aktivitasat mértiik (14.B ébra).
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14. abra: A wc-1 gén kiilonbozo szakaszainak promoter aktivitasa

A) A luciferaz riporter konstrukciok sematikus szerkezete. B) Az egyes génszakaszok promoter aktivitasa. A
feltiintetett torzsek folyékony kultarait allando vilagosban 25 °C-on inkubaltuk. A teljes sejtextraktumok relativ
luciferdz aktivitasat abrazoltuk gy, hogy a Pgis-Pprox-luic-ot tartalmazo torzsben mérhetd aktivitast tekintettiik 100
%-nak (n=5-8). C) A wc-1.ORF torzsben egy, az aminoterminalis részt nem tartalmaz6 fehérjeforma
expresszalodik. A we-1.ORF és Awc-1, ga-wc-1.NAQ (a 67-1167. aminosavat tartalmazé fehérjeformat
expresszald torzs) allandd vilagosban 25 °C-on néttek standard médiumban, majd a Awc-1, ga-we-1.NAQ-t
kinasav-tartalmu médiumba oltottuk &t 15 érara. A sejtextraktumok Western-blot analizise anti-WC-1 antitesttel
tortént. Reprezentativ blot. D) A FRQ szintjének dsszehasonlitasa a we-1" és we-1.ORF torzsben. A folyékony
kultarak allandé vilagosban (LL) és az LD valtast kovetden 14, illetve 23 oran at sotétben nottek. Felsé abrarész:
Western blot analizis anti-FRQ antitesttel. Reprezentativ blot. Als6 abrarész: A Western blot denzitometrias
kvantifikalasa (n=3). E) A wc-1.ORF torzs lecsengd konidizacids ritmust mutat. 2-2 reprezentativ futtatd cs6 képe
(fels6 abrarész) és az atlagos konidizaciés denzitas az id6 fliggvényében (als6 abrarész).
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A Pgis-Pprox-luc-ot tartalmazo torzs aktivitdsa mintegy 200-szorosa volt a kontroll
torzsének (promoter nélkiili, csak /uc szakaszt tartalmazo konstrukcioval eldallitott luc
elnevezésli torzs), mig a Pgis-luc-ot tartalmazo torzs extraktumdban 40-szeres, a Pyrox-luc-ot
tartalmazo torzs extraktumaban 100-szoros aktivitast mértink. A Pg«-luc esetében az 5’-UTR
természetesen kiilonbozik az endogén we-I RNS, illetve a Pgis-Pprox-luc-ban a disztalis
promoter altal szabalyozottan kifejez6dd RNS 5°-UTR-jatol, ezért a két kiilon konstrukcidhoz
(Paist €s Pprox) tartozo aktivitasok dsszege nem feltétleniil feleltethetd meg az Osszetett promoter
(Pdist-Pprox ) mellett mért értéknek.

A +175-6s poziciondl induld 5’RLM-RACE amplikon fizioldgids relevancidjanak
vizsgalatara egy olyan Awc-1, bd hatterli torzset (we-1.0ORF) hoztunk 1étre, amelyben a Ais3
teljes hosszasagl fehérjénél rovidebb fehérjeformat detektaltunk Western bloton (14.C abra).
Ennek elektroforetikus mobilitdsa gyakorlatilag megegyezett a glutaminban gazdag, N-
termindlis régidt (2. abra) nem tartalmazod fehérjeformaéval, amelynek start kodonja a 67.
aminosavnak (Met) megfeleld pozicioban van. A Western blot kalibraldsa segitségével
becsiiltiik a wz-01 torzs blotjan ebben a magassagban detektalhatd fehérjeforma mennyiségét,
ami a teljes hosszusagu fehérje mintegy negyedének adodott (nem bemutatott adat). Mindez
terminalisan rovidebb fehérjeforma expressziojat szabalyozza. E fehérje fiziologias jelentdsége
egyeldre tisztazatlan. A wc-1.ORF torzsben dallandd vildgosban fiziologias FRQ-szint
detektalhatd, mig sotétben a FRQ szint alacsonyabb, mint a kontrollban (14.D abra). Futtato
csOvon, allando koriilmények mellett a torzs konidizacids ritmusa lecsengd jellegii, a harmadik

naptol elmosddotta valik (14.E abra).

4.1.2.2. A we-1 promoterek reguldaciojanak vizsgalata

A we-1 expresszioja megvilagitas hatdsara gyorsan ¢€s jelentdsen emelkedik (179), amit
adaptacid kovet, €s allando vilagosban a sotétben mértnél valamivel magasabban allandésul az
RNS szint. A we-1 gén fényvalaszat mind a WCC, mind az adaptacioért nagy részben felelds
VVD aktivitasa befolyasolja. Felmeriil a kérdés, hogy mi a helyzet alland6 s6tétben, akkor is
befolyésolja-e a WCC a WC-1 expressziot. Ezt vizsgaltuk abban a wc-/-hianyos torzsben,
amelyben a we-1 gén Pgis-Pprox szakasza iranyitotta a luciferaz atirddasat (Awc-1, Pis-Pprox-

luc). A vadtipusu hattérhez képest mintegy 50 %-os aktivitast mértiink, ami arra utal, hogy a
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WCC sotétben is szerepet jatszik sajat kifejezodésének szabalyozasdban (15.A abra). Ez
Osszhangban volt azzal a megfigyeléssel, hogy a funkcionélis WC-1-gyel nem rendelkez6 wc-
1% illetve a WC-2 hianyaban WC-1-et detektalhaté mennyiségben nem tartalmazd Awc-2
torzsben is alacsony volt a we-1 RNS szintje sotétben (15.B abra). Annak vizsgalatara, hogy a
két promoter szakasz koziil melyik miikodik WC-1-fiiggd modon sététben, a Awe-1 torzset is
transzformaltuk a Pgis-luc €s Pprox-luc konstrukcidokkal. Mig a proximalis promotert tartalmazo
torzsek aktivitasa nem kiilonbozott egymastol, a disztalis promoter aktivitasa WC-1 hianyaban

jelentdsen alacsonyabb volt, mint vadtipust hattér esetén (15.A abra). Ennek alapjan a disztalis

promoter mitkodése fligg a WC-1 jelenlététdl sotétben.
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15. abra: A wc-1 expressziot sotétben is szabalyozza a WCC

A) Kiilonboz6 we-1 promoter szakaszok WC-1-fiiggésének vizsgalata. A feltlintetett konstrukciokkal (1. el6z6
4bra) transzformalt we-1" és Awc-1 torzseket DD23-ban takaritottuk be, és a teljes sejtextraktumok luciferéz
aktivitasat mértik. A we-17, Pisi-Pprox-luc térzsben mérhetd aktivitast tekintettiik 100 %-nak (n=4). B) A wec-1
expresszid vizsgalata we-7-deficiens torzsekben. A folyékony kultirakat DD24-ben takaritottuk be. Az RNS
szintek kvantifikaldsa valos ideji PCR-rel tortént (n=3). C) A Pyox €és Pgis aktivitdsa dlland6 vildgosban és
kiilonboz6 DD idépontokban. A we-1" folyékony kultirajat 24 6ran at vilagosban inkubaltuk, majd (0 iddpont)
allando sotétbe kertiilt a feltlintetett idétartamra. A teljes (fekete vonal) és a Py Specifikus (szaggatott vonal)
RNS mennyiségét valos idejii PCR-rel hataroztuk meg.
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A megfelel6 génszakaszokra specifikus primerek €s proba hasznalataval meghataroztuk
a teljes we-1 RNS mennyiségének és a disztalis promoterhez tartozd transzkriptum szintjének
alakulasat két egymast kovetd cirkadian ciklus folyaman (15.C é4bra). Egyik esetben sem
tapasztaltunk cirkadian oszcillaciot, ami 6sszhangban volt korabbi irodalmi adatokkal (13). Mig
azonban a Pgis-re specifikus RNS szintje nem kiilonbozott vilagosban €s sotétben, addig a teljes
RNS mennyiség vildgosban mintegy kétszerese volt a soététben detektalt szintnek (0. idopont).

Ez pedig arra utal, hogy dontden a proximalis promoter lehet fényre érzékeny.
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16. abra: A fényérzékeny wc-1 promoter szakasz azonositasa

A) A P és Py szakaszok fényreakcidjanak vizsgalata. A we-1" (bal abrarész), illetve a we-1" (wt, bd), Pig-luc
és we-17, Pprox-luc (jobb é&brarész) torzsek folyékony kultirdit a sotétbe torténd athelyezést kovetden 24 oraval
vilagitottuk meg a feltiintetett ideig, majd RNS-t preparaltunk, és azt valos idejii PCR-rel kvantifikaltuk. A DD
kultaradkban (0 id6épont) mért RNS mennyiségre normalizaltunk az abrdzoldsnal. B) A P, promoter mutat
fényérzékenységet. Felso abrarész: A felhasznalt primerek génszakaszokhoz valo illeszkedését mutatd sematikus
abra (F: forward primer, R: reverse primer). A szamok a start kodontdl valé tavolsagot jelolik. Als6 abrarész: az
A) pontban ismertetett médon fénnyel kezelt we-1" kultarabol késziilt cDNS szolgalt templatként a
szemikvantitativ (23 ciklusbol all6) PCR-hez. Az aktint kontrollként hasznaltuk.

A kovetkezkben az egyes promoterszakaszok fényvalaszat vizsgaltuk. Ehhez a we-1"

torzsben a teljes €és a disztalis promoterre specifikus we-1 RNS szinteket hataroztunk meg,
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valamint mértiik a we-1" hatterli Pgig-luc-ot és Pprox-luc-ot tartalmazo térzsekben a luciferaz
RNS mennyiségét (16.A abra). Mindkét esetben ugyanarra a kovetkeztetésre jutottunk: mig a
disztalis promoter csak nagyon mérsékelt fényvalaszt ad, addig a proximalis promoter jelentds
mértékben indukalhato fénnyel. Ezeket az eredményeinket szemikvantitativ PCR vizsgalattal
i1s megerdsitettiik, melynek soran egyrészt a disztalis promoter altal szabdlyozott régiora
specifikus, masrészt a teljes we-1 RNS mennyiséget reprezentald termékeket amplifikaltunk

(16.B abra).

2. tablazat: A disztalis és proximalis prométert tartalmazé torzsek cirkadian
miikodésének osszehasonlitiasa a wr miikodésével

period peak of conidiation

(hours+=SEM) (hours+SEM)

we-1° 21.83+0.17 22.28+0.15 (CT)

DD Awe-1, Py -we-1 22.38+0.42 21.07+1.09 (CT)

Awe-1, P, -we-1 24 .84+0.80 23.45+1.12 (CT)

we-1* 24.3+0.32 22.81+0.31 (ZT)

LD (12:12) Awe-1, Py -we-1 23.96+0.04 21.62+0.35 (ZT)
Awc-1, P -we-1 23.95+0.06 0.1+0.19 (ZT)

we-1" 23.62+0.005 8.32+0.20 (ZT)

LD (1:23) Awe-1, Py -we-1 23.73+0.26 8.51+0.37 (ZT)

Awe-1, P, -we-1 25.03+0.63 15.42+0.75 (ZT)

A futtatécsoveket a leoltast kdvetden 2 napig vildgosban, majd a feltiintetett koriilmények mellett tovabbi 4-5
napig inkubaltuk (n=3-5).

A disztalis és proximalis promoterek szabadon futd ritmusban betdltott szerepének
tanulmanyozasara olyan torzseket hoztunk létre, amelyekben az endogén we-1 gén deletalt,
viszont a his3 lokuszba a Ppox-we-1, illetve Pgig-we-1 konstrukcid épiilt be, azaz a WC-1
kifejezddését a megfeleld promoter szakaszok kiilon-kiilon szabdlyozzak. Mindkét térzsben
kissé csokkent WC-1 szintet detektaltunk (12.C dbra). A torzsek konidizacids ritmust mutattak
mind allandé sotétben, mind LD-ciklusokban. Mig a disztalis promotert tartalmazo torzs
periddushossza sotétben a vadtipuséhoz hasonlo volt, a proximalis promoterrel rendelkezd torzs
hosszabb periddust volt (2. tablazat). A konidizacid fazisaban is a proximalis promoterti torzs
mutatott jelentOsebb eltérést, LD 12:12 6ra esetén 1,3 6rds, mig LD 1:23 6ra esetén tobb mint
7 oras késést detektaltunk a kontrollhoz képest (17.A abra, 2. tablazat). A disztalis promoterrel

rendelkez0 torzsre ezzel szemben a kismértékii fazis eloretolodas volt jellemz6. Eredményeink
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Osszességében arra mutatnak ra, hogy a fiziologias fazis beallitdsdhoz mindkét promoter

mukodésére sziikség van.

A Strain Phase
s ¥ N ¥ S
E3
Awc-1, *
Pdist-wc-1 21 .62 i 035 *
%*
Awce-1,
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B 1 2 3
-. ' ’I ’I ORch-1
Pdist I:’Prox ‘
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al-3 : GGTATCGTCATAGCGTGCGGGTATCGAA
£rgy,. * CTGATGCCGCTCGAAGACCGATGACGC
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17. abra: A wc-1 gén osszetett szabalyozasa és ennek szerepe a konidizacios ritmusban
A) Mindkét prométer mitkodéséhez kotott a konidizacios fazis megfeleld beallitdsa. A jelzett torzsekkel leoltott
futtatd csoveket 12:12 6rds LD ciklusokban inkubaltuk. A denzitometrids analizis eredménye lathatd (sziirke
téglalap: sotét idoszak, sarga téglalap: vilagos iddszak), a konidizacios csticsok fazisat ZT skalan adtuk meg (n =
6). (¢) p<0,05; (*3#3%) p<0,005. B) A WCC szerepe a proximalis és disztalis promoter régiok szabalyozasaban.
Fels6 rész: a putativ CCAAT, TATA és iniciator (Inr) szekvencidk we-1 génen beliili elhelyezkedésének sematikus
abrazolasa. A sziirke téglalapok (Box 1, 2, 3) a GATN tipusu, lehetséges WCC-koto szakaszok elhelyezkedését
mutatjak. Als6 abrarész: a we-1 prométer (Box 1-3), a frg (11) és az al-3 LRE (180) szekvencia dsszehasonlitasa.
A nyilak a GATN szekvenciak iranyultsagat jelolik.

4.1.2.3. Kovetkeztetések és tovabbvezeté megfigyelések

A fent ismertetett munka soran a WC-1 kifejezédésének transzkripcids szinten torténd
szabalyozasat elemeztiik. Hirom, egymastol az 5’ régidban kiilonb6z6 mRNS-t azonositottunk,
¢s megmutattuk, hogy az atirds kezdetétél 5° irdnyban elhelyezkedd génszakaszok

promoéterként mitkodnek (17.B dbra). A Pgiss miikodése sotétben a WCC aktivitasahoz kotott,
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fényre azonban alig reagal. Ezzel szemben a Pp.x 4ltal kontrollalt transzkripcid sotétben
figgetlen a WCC jelenlététdl, ugyanakkor fénnyel hatékonyan indukalhato. Mindkét
transzkripcid iniciacios hely kozelében talalhaté vagy CCAAT box vagy TATA box, és
azonosithatok GATA tipusu, ismétlddo szekvencia szakaszok is, amelyek a WCC kotéhelyéiil
szolgélhatnak (17.B abra). A kodolo région beliil elhelyezkedd Porr-hoz kapcesolt konszenzus
szabalyozd elemeket sajnos nem sikeriilt azonositani, és a promoéter funkciodja is tisztazatlan
egyelOre. A Pprox biztosithatja a WC-1 bazalis szintjét sotétben, az e feletti, WCC-tdl fiiggd
atirodast pedig a Py iranyithatja. Ha fény éri a gombat, akkor viszont a Py« megnovekedett
aktivitasa serkenti gyorsan és hatékonyan a we-1 transzkripciot.

Mi lehet a WC-1 expresszio ilyen komplex szabalyozasanak az értelme? A WC-1
szintnek kitlintetett jelentdsége van, hiszen ez a WCC limitdldé komponense, azaz szintje
meghatarozza az aktivalhato pozitiv faktor mennyiségét. Egyes transzkripcios faktorok
jellegzetes tulajdonsaga, hogy miutan aktivaltak célgénjiiket degradacios tutra terelédnek, azaz
minél aktivabban miikddnek, annal gyorsabb a bomlasuk (181-183). Az altalunk jellemzett
pozitiv visszacsatolas sotétben a Pgis—re, fény hatdsara a Ppx-ra, biztosithatja a WC-1 szint
stabilitasat a WCC megnovekedett aktivitasa esetén.

Fontos szempont az is, hogy a WCC szintjének a FRQ mennyiségéhez kell illeszkednie,
hiszen amikor nagy aktivitassal miikodik a WCC, sok FRQ keletkezik, és a magas FRQ szintrdl
indulva csak ezzel ardnyos WCC mennyiség lehet képes idében felfliggeszteni a negativ
visszacsatolast, €s biztositani az allando periddust dramukodést. Ezt az illesztést segitheti a
WCC mennyiségének FRQ altali szabalyozasa is. Ennek részletes analizisével foglalkozott egy
olyan tanulméanyunk (17), amelyben tarsszerzOként vettem részt, ezért annak lényeges
felismeréseit roviden foglalom Gssze, és az altalam végzett kisérletes munkak koziil csak azt
mutatom be abran, ami az el6z0 tanulmany témajahoz szorosabban kapcsolodik.

A kisérletes munka kezdetekor mar mas munkacsoportok korabbi megfigyelései alapjan
valoszintisithetd volt, hogy a FRQ poszttranszkripcids szinten serkenti a WC-1 expressziot (34,
178). Annak vizsgalatara, hogy ez a szabdlyozas a transzlacié szintjén valdsul-e meg, ami
gyakran az RNS 5’ és 3” UTR-jéhez kotheto (184), olyan torzseket hoztunk 1étre, amelyekben
ezek a régiok hidnyoznak, ugyanis a we-1 atirddasat a kinasavval indukalhat6 ga2-promoter
iranyitja, és a promotert kdzvetleniil kdveti az intront nem tartalmazo6 kodolo régid (18. abra).
A transzformalashoz hasznalt egyik konstrukcidban a teljes kodolo szakasz benne volt, mig a

masik egy N-termindlisan rdviditett, a glutaminban és metioninban gazdag régiot nem

crer
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start kodont tartalmaz, ezért meriilt fel, hogy a transzlaci6 szabdlyozasaban esetleg szerepe
lehet. Kinasavval torténd indukciot kdvetden a Awc-1 hatterii térzsben jelentds, a kontrolléhoz
(frg") hasonld mértékii expresszio volt detektalhatd, mig a fig-hianyos térzsben (firg') nagyon
alacsony, illetve a mi antitestiinkkel nem detektdlhatd mennyiségben voltak jelen a
fehérjeformak (18. 4bra). Ezek szerint, amennyiben a transzlacio szabalyozasban esetlegesen
résztvevd RNS régiokat (3° és 5 UTR, N-terminalis régionak megfeleld szakasz) eliminaljuk
a we-1 génbél, akkor is pozitivan hat az expresszidjara a FRQ. Erdemes még megjegyezni,
hogy a firq'® hatter(i torzsben magasabb (2,3+0,4-szeres, n=4) volt a we-/ RNS mennyisége,
mint a fig -ban. Bar azt nem tudjuk kizarni, hogy az RNS 3’ és 5° UTR-t nem tartalmaz6
szakasza regulacios tulajdonsaggal rendelkezik, adataink leginkdbb arra utalnak, hogy a FRQ-

tél fiiggd pozitiv visszacsatolds poszttranszlacids szinten, €s nem a transzkripcid vagy

transzlacid szintjén valosul meg.

frq* frq'
wc-1 promoter —»[5UTR | Exon 1 T2 [surr] W «~— WC-1
Awe-1 frq™®
ga-2 promoter —»| Exon 1 [ 2]
- g — WC-1
qa-2 promoter —»[ Exon1 2] « WCA
/ N\
(T T 1T

*
. 1:/ WC-1(296-1167)

18. abra: wc-1 génrégiok szerepe a FRQ WC-1 expressziot fokozo hatasaban
Bal oldali rész: a we-1 gén (feliil), valamint a Awe-1 és fig" transzformalasahoz hasznalt konstrukciok (kdzépen
és alul) szerkezete. A doméneket jelz6 szinek megfelelnek a 3. dbran hasznalt szinjeldléseknek. Jobb oldali rész:
a feltiintetett torzsekben expresszalodo WC-1 formak Western blot analizise. A csillag egy aspecifikus
keresztreakciot jelol.

A tanulmany tovabbi eredményei arra mutattak ra, hogy a FRQ térben és idében

elkiiloniilten vesz részt a negativ, illetve a pozitiv visszacsatolasban. Mig a negativ

visszacsatolasban a frissen szintetizalt, kevéssé foszforilalt nuklearis FRQ az aktiv, addig a
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pozitiv visszacsatolasban a citoplazmatikus, foszforilalt FRQ jatszik szerepet. Azt is
alapvetd a WC-1 expressziot fokozo hatas szempontjabodl, ugyanakkor nem sziikséges a negativ
visszacsatolashoz. Eredményeink alapjan egy olyan modell kdrvonalazodik, ami szerint a FRQ
keletkezését kovetden nuklearis represszorbol fokozatosan citplazmatikus aktivatorra valik.
Citoplazmatikus aktivator funkcidja révén eldsegiti sajat transzkripcios regulatoranak inaktiv,
azaz foszforilalt forméaban val6 felhalmozodasat, ami a kovetkezd cirkadian ciklus folyaman

defoszforilalodhat és kifejtheti transzkripcidt serkentd hatasat (11. abra).

4.1.3. A Neurospora crassa ora fényvalaszanak molekularis elemzése

(6. kozlemény)

A cirkadian orak kitiintetett bemenete a kdrnyezeti fényinformaciodt kozvetitd rendszer.
Ugyanakkor tudjuk, hogy az endogén idéméro rendszer igen kiilonb6z6 fényintenzitasnak lehet
kitéve még hasonlo €l6hely esetében is; példaul egy fatdrzs arnyékaban névé gombafonalat
olyan intenzitasu fény ér napkdzben, mint egy masik gombatelepet a fatérzs fénynek kitett
felszinén egy teliholdas ¢jszakan. Ezenkiviil a fényintenzitas erdteljesen fiigg az iddjarastol is.
Nyilvanvaléan az oranak minden fényjelet a napszaknak megfelelden kell interpretalnia,
amibdl arra kovetkeztethetiink, hogy az ora valoszintileg sokkal inkabb a fényintenzitas idébeli
valtozasait értelmezi €s nem az abszolut fényintenzitasok jelentik szaméra az irdnyado
informaciot. Hogy a fényintenzitasok megkiilonboztetése milyen molekularis torténésekhez
kothetd, az a vizsgalataink kezdetekor ismeretlen volt. Ismert volt viszont, ahogy a bevezetdben
mar emlitettem, hogy a Neurospordnak két kék fényre reagald receptora van, az egyik a mindig
jelenlévé WCC, a masik a csak fény hatéasara kifejez6dé VVD.

A VVD-et a fényadaptacidé alapvetd komponenseként irtdk le. Fényérzékelésének
feltétele a LOV doménen beliil egy konzervalt cisztein oldallanc és a flavin kozotti stabil
kovalens kotés létrejotte, ezt nevezzik fotoadduktum képzésnek (185). Kristalyszerkezeti
vizsgélatok szerint a kovalens kapcsolat megakadalyozza, hogy a LOV domén és a fehérje
masik részén talalhato hélix egymadssal kdlcsonhatasba lépjen, aminek révén a LOV domén mas
interakcidk szamara szabaddéa valhat. Amennyiben kialakult az igynevezett fénykonformacio,
a VVD tovabbi fényvalaszra nem képes, csak ha felbomlik a fotoadduktum, ami igen lassu
folyamat (t;,~4,5 6ra) (185, 186). Ismert volt az is, hogy a VVD fény jelenlétében dimert képez,

bar ennek jelentdsége nem tisztazott (187).
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Funkciondlis szempontb6l a VVD-et a FRQ-hez hasonléan az o6ra negativ
komponensének tekintjiik, ami LD-ciklusok mellett hozzdjarul az O6ramilkddes
szabalyozasahoz. VVD hidnyéban a konidizacios ritmus fazisa néhany ords késést mutat, és
elmarad vagy csokken a fényadaptacid, azaz a fény hatasara indukaldédo transzkripcio
novekedés idovel nem mérséklddik (35). Mindezek alapjan az a feltételezés valt az irodalomban
elfogadottd, hogy a fény hatasara keletkez6 VVD valamilyen modon gatolja a WCC
fényreceptor funkcidjat, de a mechanizmussal kapcsolatban semmilyen adat nem allt
rendelkezésre.

A kovetkezOkben bemutatasra keriilé tanulmany célja elsésorban a VVD fényvalaszt
szabdlyozd hatasdnak molekularis elemzése €s az oramiikddéssel kapcsolatos funkciojanak
jobb megismerése volt. Feltételeztiik, hogy a VVD és a WCC kolcsonhatasa sziikséges ahhoz,
hogy megfelelden iitemezett Oramiikdodés j6jjon létre akdr igen kiillonbdzd intenzitast

kornyezeti fényviszonyok mellett is.

4.1.3.1. A VVD fényvalaszt befolydsolo szerepének és cellularis lokalizdaciojanak vizsgalata
A vvd a fényre nagyon gyorsan valaszol6 gének koz¢ tartozik. Kisérleteinkben elsdként
azt vizsgalatuk, hogy fényindukciodja érzékeny-e fényintenzitas valtozasokra. Ehhez el6szor a
sotétben novekvd micéliumokat egészen alacsony intenzitasi fénnyel vilagitottuk meg 4 6ran
keresztiil, majd emeltiik a fényintenzitast sokszorosara, és kdzben jabb mintakat vettiink. A
vartnak megfelelden sotétben gyakorlatilag nem termelddott vvd RNS, majd a kezdeti gyors
fényindukciot kdvetden szintén gyors adaptacid volt tapasztalhato, €s kb. egy ora elteltével az
RNS szint stabilizalodott (19.A d&bra). A fényintenzitds emelésekor az el6z6hdz hasonlod
kinetikaja valaszt lattunk, de az adaptacidét kovetden magasabb szinten stabilizaldédott az
expresszio. Ez megerdsitette azokat a korabbi eredményeket, amelyek szerint a fényadaptéaciot
kovetden a fényintenzitas emelésére képes valaszolni a gomba fényérzékeld rendszere (188).
Tovéabb vizsgaltuk az Osszefliggést a vvd expresszido ¢és a fényintenzitds kozott, és azt
tapasztaltuk, hogy a fényintenzitds valtozast kovetden bedlld stabil expresszid mértéke mind
RNS, mind fehérje szinten mintegy két nagysagrendnyi fényintenzitas kiilonbséget volt képes
tikrozni (19.B,C ébra), azaz a VVD szintek igen széles intenzitastartomanyban képesek
érzékenyen reagalni a fényerdsség valtozasara. EbbOl a szempontbdl a vvd kivételesnek
bizonyult, mert a fényre szintén gyorsan valaszolo frg, al-2 és we-1 gének esetében sokkal

gyorsabb telitddés volt megtigyelhetd (20. dbra).
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19. abra: A VVD expresszio fényfiiggésének és a fehérje sejten beliili lokalizaciéjanak
vizsgalata

A) A vd transzkripci6 fotoadaptacidja €s reaktivacidja. 24 6ran at sététben inkubalt wt (bd) micéliumokat 4 6ran
keresztiil 5 umol x m™ x s intenzitasu fénnyel vilagitottunk meg, majd tovabbi 4 6rara az intenzitast 130 wmol x
m™? x s”'-ra emeltiik. A vvd RNS aktinhoz viszonyitott mennyiségét hatdroztuk meg a feltiintetett idépontokban.
B) Fotoadaptalt allapotban a vvd RNS mennyisége aranyos a fényintenzitassal. A micéliumok a feltiintetett
fényintenzitas mellett ndttek 48 oran keresztiil, a vvd RNS kvantifikalasa az elébbiekben ismertetett modon tortént
6-6 mintabol, két fiiggetlen kisérlet soran (SD). C) A VVD fehérje mennyisége fiigg a fényintenzitastol. A B) pont
szerint inkubalt mintak fehérjelizatumait anti-VVD antitesttel elemeztiikk Western bloton. Reprezentativ blot (n=3).
D) A konidizécios ritmus elemzése alacsony fényintenzitasu LD-ciklusokban. A wt (bd) gombaval leoltot futtatd
csoveket 13:13 6ras LD ciklusokban inkubaltuk a feltiintetett fényintenzitdsokat alkalmazva. A konidiumok
id6beli elhelyezkedését denzitometridsan elemeztiik, és az egymast kdvetd ciklusokat egymas alatt abrazoltuk. A
vildgos és sotét idoszakokat fehér és fekete szakaszok jelolik. Reprezentativ csovek eredményei (n=9). E) VVD-
GFP sejten beliili lokalizacioja. A Avvd, cpcl-vvd-gfp és a megfeleld kontroll torzs micéliumainak fluoreszcens
mikroszképos képe. A DAPI festés a magokat jeloli. F) Formaldehid (FA) fixalast kovetéen a VVD a
magfrakcioban detektalhatd. A vildgosban ndvé wt micéliumokat 1% formaldehiddel inkubaltuk 15 percig a
betakaritast megel6zden (jobb panel). A szubcellularis frakcionalast kdvetéen Western blot analizis tortént anti-
VVD és anti-WC-1 antitesttel.
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20. abra: A vvd és mas fénnyel indukalhato gének (al-2, frq és wc-1) expresszidjanak
fiiggése a fényintenzitastol

A folyékony kulturak 48 6ran at inkubalddtak az adott fényintenzitas mellett. RNS preparalast kovetden, cDNS-t
irtunk és valos idejiit PCR alapjan tortént a kvantifikacio. A legalacsonyabb fényintenzitas mellett mért értéket
tekintettiik 1-nek. Két fliggetlen kisérlet eredményeinek atlagértékeit abrazoltuk.

A rendelkezésiinkre 4ll6 modszerekkel 0,8 umol x m™ x s'-ndl alacsonyabb
fényintenzitds mellett sem RNS, sem fehérje szinten nem tudtuk detektalni a VVD-et, ami
természetesen nem zarja ki, hogy ilyen koriilmények kozott is kis mennyiségben jelen van.
Feltettiik ezért a kérdést, hogy vajon ilyen egészen alacsony fényintenzitasokra reagal-e még a
Neurospora cirkadian 6rdja, azaz érzékeli-e a fényjelet. A kérdés megvalaszolasdhoz futtatd
csovon vizsgaltuk a konidizacios ritmust LD-ciklusok (13:13 ora) mellett, kiilonb6zo
fényintenzitasok alkalmazasaval. Jol lathaté a 19.D abran, hogy még 2,8 nmol x m™ x s
fényintenzitas mellet (ez volt a legalacsonyabb intenzitds, amit stabilan biztositani tudtunk) is
kialakult az LD-ciklusnak megfeleld 26 oras periodushosszl ritmus, azaz az 6ra milkodését
iranyitd fotoreceptor ilyen alacsony fényerdsség €rzékelésére is képes. Az eddig leirtak alapjan
arra kovetkeztethetlink, hogy a Neurospora crassa fotoreceptor rendszere 5 nagysagrendnyi
fényintenzitas tartomanyban is képes a fényerdsség megkiilonboztetésére.

Amennyiben feltételezziik, hogy a VVD kozvetlen interakcid révén gatolja a WCC-et,

azonos sejtkompartmentben kell lennie a két fotoreceptornak. Az régota ismert volt, hogy az
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aktiv WCC a sejtmagban talalhatd, a VVD-et viszont szubcellularis frakcionalast kovetéen a
citoplazma frakcioban talaltdk (189). A VVD sejten beliili lokalizacidjdnak mikroszkopos
vizsgalatahoz egy olyan Avvd hatter(i torzset hoztunk létre, amelyben a konstitutivan aktiv cpc-
1 promoter vezérli egy VVD-GFP fuzios fehérje kifejez6dését. Mig a Avvd-nek a magas karotin
tartalom miatt erds narancsos szine van, a VVD-GFP-t expresszalo torzs a wt-hoz hasonlo
szinezetet mutatott. Ezen kiviil a konidizacids fazis is a wt-nak megfeleld volt, azaz a fzids
fehérje potolta a VVD funkcigjat a Avvd hattér mellett. Fluoreszcens mikroszkoppal vizsgalva
a micéliumokat megallapitottuk, hogy a VVD-GFP mind a citoplazmaban, mind a magban
megjelent, de erdsebb volt a magi festddés, mint a citoszolikus (19.E abra). Mivel a GFP
onmagaban teljesen homogén eloszlast mutatott, arra kdvetkeztethetiink, hogy a VVD jelenléte
segiti eld a fuziods fehérje magban valo dusulasat. Tekintettel arra, hogy ez az eredmény
ellentmondott az irodalmi adatoknak (189), tovabb vizsgalodtunk. Arra gondoltunk, hogy mivel
a VVD egy kisméretii fehérje (21 kDa), elképzelhetd, hogy a frakcionalési eljaras soran kikertiil
a magbol, és ezért nem sikeriilt kordbban a magfrakcioban detektalni. Ebbdl kiindulva a
micéliumok egy részét a betakaritas eldtt 15 percig 1 %-os formaldehiddel kezeltiik, hogy a
fehérjék keresztkotések kialakulasa révén nagyobb komplexeket képezve a "helyilikon"
maradjanak (19.F abra). Mig a kezeletlen micéliumok esetében csak a citoszolban volt VVD
kimutathatd, a formaldehiddel kezelt mintak magfrakciojaban is jelentds mennyiségben tudtunk
VVD-et detektalni, ugyanakkor a citoplazmaban csOkkent a szintje. Eredményeink
Osszességeben arra utalnak, hogy VVD in vivo jelen van a magban is, azaz ott interakcioba

1éphet a WCC-szel.

4.1.3.2. A VVD gatlo hatasa a WCC dimerizdciojara

Irodalmi adatok szerint a VVD fény hatasara dinamikus szerkezetli dimert képez (187).
Feltételeztiik, hogy a LOV domének révén hasonloé dimerizacio létrejohet a WC-1 és a VVD
kozott is, ami megakadalyozhatja a WCC fény jelenlétében jellemzd homodimerizaciojat és
ezzel aktivacigjat. Minden probalkozas ellenére sem sikeriilt koimmunoprecipitacioval
kimutatnunk kolcsonhatést, se a WCC komponensei, se a VVD elleni antitestet hasznalva, ami
arra utal, hogy nem alakul ki stabil komplex a két fényreceptor kozott. A kérdés tovabbi
vizsgélatahoz egy olyan Avvd hatter(i torzset hoztunk Iétre, ami egy Strep-tag-gel (8 aminosav
tartalmu jelolés) rendelkez6 VVD fuzids fehérjét expresszal. A VVDgy, fehérjét streptavidin
analoggal, Streptactin-nal fedett gyongydkkel tisztitottuk, aminek soran kis mennyiségben, de

specifikusan megjelent az eludtumban a VVD-del egylitt a WCC mindkét komponense (21.

54



dc 175220 . . . .. .
- Kaldi Krisztina Akadémiai doktori értekezés

abra), mig az RGB-1 fehérje, ami szintén jelentds mennyiségben volt kimutathato a

fehérjeextraktumban (input), nem volt detektalhat6 az eluatumban.

cpc-1-vvdy,,., Avvd
VVD |~ ammap 21. abra: A VVD kolcsonhatasa a WCC-
: szel
WC-2 . - v . A Awd, cpc-1-wd-Strep  torzs teljes fehérje
extraktumat Strep-Tactin oszlophoz adtuk, majd
WcC-1 . . mosast kovetden desthiobiotin tartalm pufferrel
tortént az elucié. A 3. és 4. eltcids frakciok (E3 és
E4) Western blot analizise tortént a feltiintetett
RGB-1 ! e ) . g
—— antitestekkel. I= input
| E3 E4 | E3 E4

A VVD és a WC-1 kozotti, valoszinilileg gyenge €s atmeneti kolcsonhatas lehetdségét a
munkacsoport mas tagjai €lesztd két-hibrid rendszer alkalmazasaval vizsgaltdk tovabb. Ennek
soran sikeriilt kimutatni, hogy a két fehérje LOV doménje fény jelenlétében egymassal
kapcsolatba 1éphet, mig sotétben a domének nem keriilnek kolcsonhatdsba (dbran nem
bemutatott adat).

A kovetkez0 kérdéstlink az volt, hogy a WCC fény hatasara bekovetkezd dimerizaciojat
képes-e gatolni a VVD és a WC-1 LOV doménje kozotti kolcsonhatas. A magextraktumokban
az aktiv, DNS-hez kotddé WCC-et radioaktivan jelzett oligonukleotiddal jeldltiik, aminek
szekvenciaja a frq promoéter WCC-kotd elemének felelt meg. EMSA segitségével
megkiilonboztethetd az alacsonyabb mobilitasu, fényhatasra 1étrejové WCC dimer, ugyanis az
a gélben lassabban vandorol, mint a monomer. Amennyiben fényben inkubalt
magextraktumhoz a VVD megvilagitott rekombindns valtozatat (Hise-VVD3e) adtuk, dontéen
a sotét allapotra jellemz6é monomer WCC forma jelent meg az autoradiografias képen (abran
nem bemutatott adat). Ez az eredmény arra utal, hogy a Hise-VVD36 képes a fény altal aktivalt
WCC-et semlegesiteni, azaz a sotét formava alakitani. Ezutan egy hasonld minta sététbe kertilt,
¢s anti-His antitestet adtunk hozza, amirdl feltételeztiik, hogy oligomerizalja és igy neutralizalja
a VVD szarmazékot. Valoban, az EMSA-n els6sorban WCC dimer volt detektalhatd, annak
ellenére, hogy nem tortént Gjabb fényexpozicid (dbran nem bemutatott adat).

Ahhoz, hogy a WCC széles tartomdnyban képes legyen fényintenzitasok
megkiilonboztetésére, egy frakcionak mindig sotét konformécioban kell lennie. A kérdes

alaposabb tanulméanyozéasahoz sotétben inkubalt micéliumokat kiilonb6z6 intenzitasu fénnyel
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vilagitottunk meg, ¢s a WCC dimer kialakuldsanak kinetikajat EMSA segitségével vizsgaltuk.
Mig a WCC aktivacioja viszonylag gyorsan végbe ment (pl. kozepesen alacsony fényintenzitas
mellett 20-30 percet vett igénybe), a dimer féléletideje sotétbe helyezést kovetden kb. 4 ora volt
(abran nem bemutatott adat). A két folyamat sebességét figyelembe véve feltételezhetjiik, hogy
mig erds, tartdos megvilagitasnal a WCC nagyon kis része van sotét konformacioban, addig
kozepes fényintenzitasnal 10 % feletti lehet ez az ardny, alacsony, derengd fény mellett pedig
meghaladhatja a 30 %-ot. Ezek az aranyok lehetdvé teszik, hogy mérsékelten erds
fényintenzitds mellett a rendszer tovabbi intenzitasvaltozasokra érzékenyen tudjon reagalni.
Eddig bemutatott eredményeink pedig Osszességében arra utalnak, hogy ennek a valaszképes

WCC frakcidnak a fenntartasaban alapvetd szerepe van a VVD-del kialakitott kdlcsonhatasnak.
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22. abra: A VVD WCC-et gatlo és egyben stabilizal6o hatasa

A) A VVD-et tartalmazo6 fuziés fehérjét konstitutivan kifejez6 térzsben (Avvd, cpcl-vvd-gfp) fény jelenlétében
stabilabb a WC-1, mint a wt-ban. Sotétben ndvekvd micéliumokat CHX-del (10 ug/ml) 30 percig inkubaltunk,
majd a feltlintetett idOtartamra vilagosba helyeztiink. A fehérjelizatumok Western blot analizise anti-WC-1
antitesttel tortént. B) A sotétben is kifejez6dé VVD-GFP erételjesen gatolja az al-2 fényindukciojat. A sététben
nové folyékony kultirak a megfelelé iddszakra vildgosba keriiltek, majd betakaritottuk Oket és RNS-t
preparaltunk. Az al-2 RNS szintek kvantifikaldsa valds idejii PCR-rel tortént. Reprezentativ kisérlet eredményei
(n=4). C) Erdteljes és nem adaptaldodo al-2 transzkripeio jellemzd a Avvd torzsben. A feltiintetett torzsekkel a
kisérlet a B) pontban leirtak szerint zajlott. D) A FRQ ¢és a VVD stabilizalo hatdsa a WC-1-re. A megjeldlt,
vildgosban névo kulturdkbol késziilt fehérjelizatumok WC-1 szintjeit Western bloton vizsgaltuk. long exp. =
hosszu expozicio; reprezentativ blot (n=3).
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A DNS-hez ko6t6do, aktivalt WCC gyorsan bomlik (190). Ebbdl az kovetkezik, hogy
amennyiben a VVD géatolja a WCC aktivitasat, varhato, hogy annak stabilitasat is befolyasolja.
Ha sotétben novekvd micéliumokat az 0 szintézist gatlo CHX-del kezeliink, majd fényre
helyeziink, a WC-1 szintje viszonylag gyorsan csokken (22.A abra). Ilyen koriilmények kozott
VVD nincs jelen a rendszerben, hiszen annak szintézise csak a fényhatast kovetden indulna el,
de a szintézist a CHX gatolja. Amennyiben ugyanezt a kisérletet a VVD-GFP fehérjét
konstitutivan expresszalo Avvd, cpcl-vvd-gfp torzzsel végeztiik, amelyben mar a CHX kezelés
elott jelen volt a fehérje, a kezelést kovetden 6 oraval is jelentds mennyiségben lehetett WC-1-
et detektalni, ami arra utal, hogy a s6tétben szintetizalt VVD szadrmaz¢€k stabilizalta a WCC-et.
Ezzel parhuzamosan azt is kimutattuk, hogy a fényindukcio6 idépontjaban jelen 1évé VVD-GFP
hatékonyan gatolja a fény altal indukalt al-2 transzkripcidt (22.B abra), ugyanakkor a VVD
hianyos torzsben a fényvalasz elsOsorban az adaptacids fazisban (amikor mar megjelenik a
VVD a we-ban) kiilonbozik a wz-0 térzsben tapasztalttol (22.C).

A WCC szintje ¢€s aktivitdsa, ahogy azt mar korabban emlitettem, nem csupan a VVD-
tol fiigg. Poszttranszkripcios szinten a FRQ gatolja és stabilizalja a WCC-et (190, 191), és
ahogy azt el6z6 munkankban kimutattuk, a WCC is pozitivan hat a WC-1 kifejezédésére (192).
A FRQ ¢és a VVD WC-1-et, és igy magat a WCC-et stabilizal6 hatdsanak elemzéséhez
Osszehasonlitottuk a WC-1 szinteket kiillonb6z0 mutans térzsekben (22.D édbra). Ahogy az
korabbrél mar ismert volt, mind a miikodd FRQ fehérjét nem expresszalo fig’-es térzsben, mind
a Avvd torzsben kevesebb WC-1 mutathaté ki, mint a wt-ban. Ezutan a két torzset kereszteztiik,
1étrehozva a fiq’, Avvd torzset, amiben még alacsonyabb volt a WC-1 expresszio. Ez arra utal,

hogy a FRQ ¢és a VVD egymastol fliggetlentil vesz részt a WCC stabilizalasaban.

4.1.3.3. A nap folyaman szintetizalodo VVD elnyomhatja az éjszakai fényjelek ritmust zavaro
hatasat

Eddigi eredményeink szerint a keletkezé VVD mennyisége egy bizonyos tartomanyban
aranyos a fényintenzitas erdsségével, és azt is lattuk, hogy a VVD hatékonyan gatolni képes a
WCC fény altali aktivacidjat. Amennyiben a VVD gatlé hatdsa ardnyos a mennyiségével, a
VVD szint egy molekularis memoriaként szolgalhat a megel6z6 fényperiddusra vonatkozdan.
Ebben az esetben azt varhatjuk, hogy a VVD "overexpresszidja" esetén az érarendszer bizonyos
fényintenzitast negligalhat, és ilyenkor a peridodushossz nem alakul az LD ciklusnak
megfelelden. Ezt ugy vizsgaltuk, hogy a Avvd és a Avvd, cpcl-vvd-gfp torzs konidizacios

ritmusat Osszehasonlitottuk kiillonbozo fényintenzitasti, de mindig 26 o6ra periodusua LD
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ciklusokban (23.A abra). Mig a VVD-et nem expresszald torzs még egészen alacsony
fényintenzitasra is érzékeny volt, addig a VVD-GFP-t fénytdl fiiggetleniil, viszonylag nagy
mennyiségben kifejezd torzs csak magasabb fényintenzitas mellett vette fel az endogén
periodustdl jelentdsen kiilonbodzo 26 oras periddushosszt, alacsonyabb fényintenzitdsok esetén

szabadon fut6 periodussal hozta a konidiumokat, azaz ugy viselkedett, mintha allando6 s6tétben

lenne.
A C
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23. abra: A VVD szerepe a Neurospora ora fényérzékelésében

A) Allando magas VVD expresszi6 hatisira az ora fényérzékenysége csokken. A konidizaciés ritmus
denzitometrias elemzése kiillonb6z6 intenzitast fény alkalmazasaval 13:13 6ras LD ciklusok mellett tortént a Avvd
és Avvd, cpcl-vvd-gfp torzsben. A vilagos fazisban mérhet6é fényintenzitasok vannak feltiintetve. Reprezentativ
futtatd csovek adatai (n=9). Az egymast kdvetd ciklusok konidium csomdinak idébeli elhelyezkedése egymas ala
rendezve lathat6 az dbrakon. A vilagos és sotét idoszakokat fehér és fekete szakaszok jelolik. B) A VVD szintek
alakuldsa a soOtét fazisban. Vilagosban novekvd folyékony kultirdk a jelzett idére sotétbe keriiltek. A
fehérjelizatumok Western blot analizise anti-VVD antitesttel tortént. A csillag keresztreakciot jeldl, ami
toltéskontrollként is szolgalhat. C) A VVD jelenléte sziikséges a természetes fotoperiddushoz valo
alkalmazkodashoz. A futtatdcsovekben a jelzett torzsek természetes fényviszonyok mellett (egy allando
hémeérsékletii (21°C) szoba ablakaban) novekedtek. A holdfazisokat az abra aljan jeloltiik. 6 nap denzitometrias
elemzése lathato 2-2 reprezentativ cs6 adataival (n=6).

Felmeriil a kérdés, hogy mi lehet az élettani funkcidja a fényvalasz VVD-fiiggd
deszenzitizacidjanak. Tudjuk, hogy a természetben a fotoperiddusok zajosak lehetnek. Jellemzd
ez az éjszakai idOszakra is, ami nem mindig jelent teljes sotétséget. Igy példaul egy teliholdas
&jszakan a fényintenzitas akar 20 nmol x m™ x s is lehet, ami adataink szerint joval meghaladja
a WCC fénykiiszobét, €s ennek ellenére nem zavarja meg a ritmust, a rendszer sotét periddust
érzékel. El6szor azt vizsgaltuk, hogy a fényperidodusban szintetizalt VVD milyen féléletidovel
rendelkezik (23.B abra). Lathatjuk, hogy a VVD mennyisége bar viszonylag gyorsan csokken

az LD atmenetet kovetden, gyakorlatilag a tejes sotét periddusban detektalhatdo marad, azaz
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képes lehet a WCC aktivitasanak befolyasolasdra. Ennek vizsgélatara futtatd csoveken
vizsgaltuk a wt és a Avvd ritmusat természetes fény mellett (23.C 4bra). A vizsgalat kezdetekor
ujhold volt, a végére (6 nappal késébb) pedig majdnem félhold. Mig a wr a teljes idészakban
robusztus ritmust mutatott, addig a Avvd-ben 3-4 nap utdn a ritmus ellapult, majd egyaltalan
nem volt detektdlhato. A jelenség megerdsitéséhez laboratoriumi, azaz jobban kontrollalt
kortilmények mellett is végeztiink kisérletet. A két torzzsel leoltott futtatd csdoveket 12:12 oras
eros/gyenge fény ciklusokban inkubaltuk, gy hogy a gyenge fényperiddusban mi szabalyoztuk
a fény intenzitasat, 0, 240 és 800 nmol x m™ x s™'-es értékeket beallitva (24. dbra). Amig a wt
esetében még a legnagyobb intenzitas mellett is felismerhetd volt a ritmus a denzitometrids
képen, addig a Avvd -ben méar 240 nmol x m™ x s™'-es intenzitas mellett sem volt joI kivehet6
oszcillacié. Eredményeink alatamasztjak azt a hipotézisiinket, hogy természetes, azaz éjszakai
fényhatasokt6l nem mindig mentes fényviszonyok mellett a VVD aktivitasa sziikséges a

cirkadian ora robusztus mukodéséhez.
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24. abra: VVD-re sziikség van mesterséges holdfény mellett is a ritmus kialakulasahoz
A) Futtaté csovekben a wtr és a Avvd torzs konidizacids ritmusat elemeztiik 12:12 6ra erds/gyenge fény
ciklusokban. Az erds fénynek a fehérrel, a gyenge fénynek (intenzitdsa az abran fel van tlintetve) a sziirkével jelzett
idészakok feleltek meg. Reprezentativ csovek denzitometrias analizise (n=4).

4.1.3.4. Osszefoglalds és kivetkeztetések

kapcsolatban: a fény hatdsara dimerizalodo és aktivaloddo WCC készlet egy részét molekularis
interakcid révén a némi késéssel megjelend VVD Gjra monomer allapotba hozza, ezzel
inaktivalja és egyidejlileg stabilizalja azt (25. dbra). A VVD tehat eldsegiti, hogy a WCC sotét
konformécioban, azaz Ujra aktivalhatdo formaban akkumulalddjék, aminek kovetkeztében a

fényérzékeld rendszer egy fényintenzitds novekedésre ismét reagalni tud. Fontos tulajdonsaga
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a VVD-nek, hogy viszonylag széles tartomanyban a fényhatas er0sségével és idejével ardnyos
az expresszi®janak nagysaga, aminek révén a VVD készlet molekuldris memoriat képezhet a
megeldz6 1dOszak fényintenzitasara vonatkozdan. Ezzel §sszefiiggésben megmutattuk, hogy a
fehérje a fotociklus sotét tazisdban még 10-12 6ra multan is kimutathatd, igy gatolni képes,
hogy a WCC gyenge fény hatasara aktivalodjék, és ezaltal destabilizalja az dramiikddést. Erre
utalnak azok az eredményeink is, amelyek szerint VVD hianyéban természetes fotociklusokban
mar a félhold fénye is megzavarja a ritmusos miikddést Neurosporaban, mig a wt-ban ez nem
okoz ritmuszavart. Mindez azt jelenti, hogy természetes koriilmények kozott a VVD a cirkadian

ora esszencialis komponense.

Deg. , , e segge
A 25. abra: A WCC és a VVD Kkozotti
@ kolcsonhatas szerepe a fényadaptacioban

@

Light [

W jeloli a WCC-et, V a VVD-et, a fényaktivalt
fehérjék mellett pedig csillag szerepel. Fény hatasara
a WCC aktivalodik ¢és dimerizalodik, és ezzel
egyidejlileg serkenti a vvd atirasat. A fény altal aktivalt
és DNS-hez kotodé WCC gyorsan bomlik (Deg.).
Amint a VVD a fényintenzitds mértékével aranyos
mennyiségben felhalmozodik, koélcsdnhatasba 1¢ép a
WCC-szel, verseng annak homodimerizacidjaval és
megakadalyozza a DNS-hez vald kotddését. A fény
altal aktivalt WCC-bdl és VVD-bdl kialakuld dimer
inaktiv, és a fotoadduktum felbomlasa révén lassan
Ujra  sotét konformacioba keriil. Ekkor, azaz
fotoadaptalt allapotban, a rendszer Gjra valaszképes
lesz, és reagalhat a fényintenzitas ujabb novekedésére.

Light Light
Induction Adaptation

Darkness

A VVD mellett a WCC aktivitasat és degradacidjat a FRQ is gatolja, ez a hatas fénytdl
fliggetlen. Azt tapasztaltuk, hogy a FRQ és a VVD WCC stabilitast befolyasolo hatdsa additiv.
Fontos megjegyezni, hogy bar a FRQ mennyis€g nem olyan érzékeny indikatora a
fényintenzitasnak, mint a VVD szintje, a FRQ expresszio is joval magasabb vilagosban, mint
sOtétben, azaz bizonyos mértékben a FRQ mennyiség is illeszkedik az LD ciklusokban
fluktualo WCC aktivitdshoz ¢és szintekhez, és ez szintén hozzajarulhat az oOramiikddés

stabilizalasahoz.
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Mind a WCC, mind a VVD LOV doménjét viszonylag lassi fotociklus jellemzi
szemben mas ismert LOV domének perces vagy szekundumos nagysagrendii fotoadduktum
stabilitasaval (186, 193, 194). Azt gondoljuk, hogy ez az elhuz6do aktiv allapot egyfajta
elsimito hatast biztosit, aminek révén a fényérzékeld rendszer a fényperiodus maximalis jeleire
emlékezik, és rovid, zajszerli fényintenzitas fluktuacidok (pl. amikor egy felhd rovid idore

eltakarja a napot) nem tevddnek at ra.

4.1.4. A reaktiv oxigén szarmazékok (ROS) hatasa a molekularis 6ra miikodésére

(7. és 8. kozlemény)

Ennek a kérdéskornek a vizsgalatat a munkacsoport egy véletlen megfigyelése inditotta
el. A konidizacids ritmus allando6 koriilmények mellett csak bizonyos genetikai hattér (pl. bd)
mellett, illetve specidlis (altaldban ROS tartalma vagy annak termelését serkentd vegyiiletet
tartalmazo) taptalajon figyelheté meg. Mivel egy bizonyos gén hidnyanak hatasat nem bd
hatter(i torzsben vizsgaltuk, a futtatdcsoves kisérlet taptalajahoz ROS generator menadiont
adtunk. Meglepddve tapasztaltuk, hogy LD-ciklusokban a menadion mennyiségétdl fliggden

valtozik a wt-ban a konidizacids fazis, és ezen a nyomon elindulva kezdtiik meg vizsgalatainkat.

1
Olz
singlet
oxygen CAT,
<— peroxiredoxin
SoD .
]\energy absorption l peroxidase
0, 0y H,0,
molecular superoxide hydrogen
oxvech gaich peroxide

spontaneous

dismutation
NO’
ONOO" OH’
peroxi- hydroxil
nitrite radical

26. abra: Kiilonb6zo6 reaktiv oxigén szarmazékok keletkezése a sejthen

Az utdbbi évtizedekben nyilvanvalova valt, hogy a kiilonb6z6 ROS-ok (26. dbra)

nemcsak toxikus faktorként lehetnek jelen a sejtekben, hanem fontos szignalizacids szerepet is
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betdltenek (195-197). igy Neurospora crassa-ban is tsbb ROS-fiiggd cellularis folyamatot irtak
le, ide tartozik tobbek kozott a ndvekedés és a differencialodas szamos részfolymata. A NOX-
1 nevii NADPH-oxidaz aktivitasahoz kotott a normalis hypha novekedés, a szexualis és
aszexualis fejlodés, mig a NOX-2 mikodése dontden a szexudlis sporaképzést befolyasolja
(198). A fényvalaszokban is szignalizacios szerep jut a ROS képzddésnek, ilyen a karotin
szintézis novekedése és a termotest polaritdsanak fénytdl fliggd alakulasa (199).

Vizsgalataink kezdetekor mar néhany szoérvanyos adat rendelkezésre allt arra
vonatkozolag is, hogy bizonyos ROS tipusok részt vehetnek a cirkadidn ritmus
szabalyozasaban. Zebrahal Z3 sejtekben kimutattak, hogy a H,O, kezelés oragén expressziot
indukal benniik, €s szinkronizalja a zPerl expresszidjanak oszcillaciojat, a H,O, szintet
csokkentd katalaz overexpresszidja pedig ezzel ellentétes hatasokat valt ki (200). Drosophila-
ban viszont a ROS gatldlag hatott az o6ramiikddésre, ugyanis H,O, hatdsara a lokomotor
aktivitads ritmusdnak amplitidéja alacsonyabb lett (201). Neurospora-ban, amellett, hogy
magasabb ROS koncentraciok mellett kifejezett konidizacios ritmus figyelheté meg (47, 202),
a ROS szintek katalaz és NOX-1 fliggd cirkadidn ingadozasat irtdk le (203). A felsorolt
megfigyelések ellenére egyetlen organizmussal kapcsolatban sem allt rendelkezésre adat arrol,
hogy a ROS szintek befolyasoljak-e a ritmus két alapvetd paraméterét, a periddust és a fazist.
Epp ezért talaltuk kiilondsen izgalmasnak megfigyelésiinket, és kezdtiink tovabbi vizsgalatokba

a ROS termelés ¢€s a cirkadian szabalyozas kapcsolatanak részletesebb tanulményozésara.

4.1.4.1. A ROS szintek hatdsa a cirkadian ora fazisara

A menadion vagy K3 vitamin egy olyan vegyiilet, amit a sejtek konnyedén felvesznek
¢és flavoenzimeikkel szemikinonna alakitanak. A szemikinon rendkiviil instabil, spontidn
reoxidacidval Gjra menadionnd alakul, és ekdzben szuperoxid anion (Oy") keletkezik. A mar
emlitett, véletlen megfigyelést eredményezd kisérletekeinkben azt tapasztaltuk, hogy LD-
ciklusokban a menadion koncentracio-fiiggd moédon megvaltoztatja a we- térzs (ezuttal a
legéltalanosabban hasznalt FGSC 2489-es wr) konidizacids fazisat (27.A abra). Mivel nem bd
hatteri volt a torzsiink, gyengébb intenzitasuak, de azért jol detektalhatoak wvoltak a
konidizacios csomok a futtatocsdvekben. A menadion hatasa jelentds volt, az altalunk hasznalt
maximalis, 150 uM menadion koncentracido csaknem 4 6ras fazis eldretolddast okozott. A
kovetkezOkben kimutattuk, hogy a menadion hatisa hdémérséklet-ciklusokban is
megfigyelhetd, azaz nem fiigg attol, hogy milyen kornyezeti paraméter vezérli a ritmust (27.B

abra).
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A ROS szintet a tovabbiakban a taptalajhoz torténd H,O, hozzdadassal noveltiik. A
H,0; egyrészt emelheti a O, szintet a szuperoxid dizmutdzok (SOD-ok) (26. é&bra) altal
katalizalt reakcid végtermék gatldsa révén, masrészt novelheti a H,0,-bol keletkezd
szabadgyokok mennyiségét. A 27.C abran lathatd, hogy H,O, hatdsara is koncentraciofiiggd
fazissietés tapasztalhato. A H,O,-ot katalaz (CAT) alakitja tovabb a sejtben (26. dbra). Mivel
a CAT-1 szerepe meriilt fel a cirkadian ritmus szabalyozasaval kapcsolatban Neurospora-ban
(203), osszehasonlitottuk a wt €s a cat-1 delécids mutans fazisat, de nem talaltunk szignifikéns
kiilonbséget (27.D abra). Elképzelhetd, hogy a cat-1 kiesését a kisérleti koriilményeink mellett
mas kataldzok aktivitasa kompenzalni képes, de az is lehetséges, hogy a CAT-1

szubsztratjaként szolgalé H,O, frakcid nem jatszik szerepet a fazis meghatarozéasaban.

A C
1 H,0,
\ 05
0 omMm WA
= A DN 0 4
s U
s 2 |
P —_ - \ = |
5 S . 2mmM \ N 235
3 @ g g
g '§_ 22 1 * vt A £ 23 - *
€ M
\
21 4 4mM '\ i 22.5 4
NS Ty
VS
20 T T 1 r T 1 22—
0 50 100 150 12 24 12 0 2 4
menadione (uM) zT (h) H,0,(mM)
B D
T,/T, = 28°C/22°C
oo T R S
aopv [T | 2¢-327:0.24h : , ] A$=0.26+0.38 h

27. abra: A ROS szint valtozasa modositja a konidizacio fazisat

A) Menadion koncentracié fiiggé modon korabbra allitja a we-u térzsben (FGSC 2489) a fazist. A taptalajhoz a
feltiintetett koncentracioban menadiont adtunk, a csoveket LD-ciklusokban (12:12 6ra) inkubaltuk. Bal abrarész:
a konidium denzitds valtozasa és az illesztett szinusz gorbe az id6 fiiggvényében. A nyilak a fazis referencia
pontokat (konidizacios "onset", "peak"”, "offset", "trough") jelolik. A szaggatott fehér vonalak az "onset", illetve a
"peak" referenciapontokat kotik Gssze. Reprezentativ csdvek. Jobb dbrarész: A peak-hez tartozé idOpontok a
menadion koncentraci6é fiiggvényében. (n=11-17, ANOVA, Tukey HSD teszt) B) A menadion hémérséklet
ciklusok mellett is hat a fazisra. A wi-u torzzsel leoltott futtatdé cséveket sotétben, 28°C/22°C (12:12 ora)
ciklusokban inkubaltuk. A 0 és 100 uM menadiont tartalmaz6 mintak kozott mért faziskiilonbség van feltiintetve,
a nyilak a konidium denzitdas maximumat jelolik. A csdvek hosszat ugy allitottuk be, hogy a napi novekedési
szakaszok nagyjabol azonosak legyenek. Reprezentativ csovek (n=4-8). C) H,O, hatasa a konidizaci6 fazisara. A
kisérleti koriilmények és az analizis az A) pontban leirtakkal egyezd volt. (n=5-16, ANOVA, Tukey HSD teszt)
D) A katalaz-1 aktivitasa nem befolyasolja a konidizacid fazisat. A futtatdé csdveket LD-ciklusokban (12:12 éra)
inkubaltuk, és a két torzs kozotti faziskiilonbséget tiintettiik fol. Reprezentativ csovek (n=6).
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A kovetkezokben a SOD aktivitds szerepét vizsgaltuk a sod-I hidnyos torzs (RIP
mutans, FGSC 7438) segitségével, hiszen ebben a torzsben az endogén O, szint

megvaltozasaval szamolhatunk.
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28. abra: A SOD-1 aktivitas és az endogén ROS termelés szerepe a konidizacios fazis
szabalyozasaban

A) A sod-1 mutansra korabbi fazis és fokozott menadion érzékenység jellemzo. A w1 (ebben az esetben FGSC
988) és sod-1 hianyos torzsekkel leoltott futtatod csdveket LD-ciklusokban (12:12 6ra) inkubaltuk menadion nélkiil,
illetve 5 uM menadionnal. A konidium denzitas valtozas (illesztett szinusz gorbével) az id6 fliggvényében lathato,
a kis nyilak a fazis referencia pontokat (1. el6z6 abra) jelolik. A szaggatott fehér vonalak az "onset"-nek megfeleld
referenciapontokat jelolik. Reprezentativ csdvek. (n=4) B) A ROS szintet csokkentd NAC faziskésést okoz. A bd
torzzsel leoltott, 5 mM NAC-t, illtve NAG-t tartalmazd taptalajjal készitett futtatd cséveket LD-ciklusokban (12:12
ora) inkubaltuk. Az analizis és abrazolas az A) pontban leirtaknak megfelelden tortént. (n=4) C) SOD-1gLag
fehérje detektalasa a ga-sod-1r146, bd torzsben. A feltiintetett torzsek micéliumait 16 6ran 4t kinasav tartalmu
médiumban inkubaltuk. A két transzformans €s a kontroll torzs (bd) teljes sejt extraktumat Western bloton anti-
FLAG antitest segitségével analizaltuk. D) A qa-sod-1r;46, bd és bd (control) torzsek micéliumait 16 6ran at
kinasav tartalmt médiumban inkubaltuk. A sod-1 RNS mennyiségét valds idejii PCR segitségével hataroztuk meg.
(n=3) E) A SOD-1 overexpresszidja faziskéséshez vezet. A ga-sod-1p,46, bd ¢és bd (control) torzzsel leoltott
futtatd csoveket LD-ciklusokban (12:12 6ra) inkubaltuk. A taptalaj kinasavat tartalmazott. Az analizis és abrazolas
az A) pontban leirtaknak megfeleléen tortént. (n=5)

64



dc 1752 20
- Kaldi Krisztina Akadémiai doktori értekezés

LD-ciklusokban a sod-1 hidnyos torzs fazisa tobb mint egy 6rdval korabbi volt, mint a
wt-€, és a fazis fokozottan érz¢keny volt menadionra: mig a wt-ban kis mennyiségii, azaz 5 uM
menadion nem befolyasolta a konidizacié 1ddzitését, addig ugyanez a koncentracio a delécids
torzsben korabbi id6pontra allitotta a fazist (28.A abra). Az érzékenység fokozodas hatterében
elképzeléseink szerint az allhat, hogy a menadion hatasara képz6dé O, SOD-1 hianyaban
kevésbe alakul tovabb, és ez jelentds O, -szint emelkedéshez vezethet. A tovabbiakban azt is
igazoltuk, hogy a sod-1 mutacié mérhetdé mértékben eltolja a sejtekben a ROS egyensulyt: a wi-
sal 0sszehasonlitva emelkedett O, és cs6kkent H,O, szintek voltak detektalhatok (29. ébra).
Szemben a sod-1-gyel a sod-2 hianya nem okozott fazisvaltozast (nem bemutatott adat). Fenti
eredményeink Osszességében arra utalnak, hogy a menadion fazisra gyakorolt hatdsat inkabb a

O,, és nem a beldle képzddd H,O, kozvetiti.
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29. abra: SOD-1 hianyaban megné a O, -termelés és csokken a H,O; szintje

A) O,-termelés fiiggése a SOD-1 jelenlététdl. Allando vilagosban névekvd folyékony kulturakbol kivett
micéliumokhoz lucigenint tartalmazé puffert adtunk, és mértik a lumineszcenciat, amit a szarazsulyra
normalizaltunk. B) A H,0,-szint fiiggése a SOD-1 jelenlététsl. Allandd vilagosban névekvd folyékony
kultarakbol kivett micéliumokhoz Amplex Red-et és tormaperoxiddzt tartalmazé puffert adtunk, 1,5 orat
szobahOmérsékleten inkubaltuk a mintakat és mértiik a fluoreszcenciat, amit a szdrazsulyra normalizaltunk.

Mivel a kornyezeti koriilmények napszaki valtozasa mellett bizonyos taptalajokon és
novekedési koriilmények mellett kimutattak ritmusos konidizéciot olyan torzsekben is,
amelyekben hianyzott valamelyik kozponti 6rakomponens (204), a kovetkezOkben azt
vizsgaltuk, hogy a frg gén hianyaban tudunk-e menadionra érzékeny ritmust detektalni. A fiq'’,
bd torzs azonban igen magas menadion koncentrdcid mellett sem mutatott ritmusos
konidizaciot, ami azt jelenti, hogy az altalunk detektalt, menadionra érzékeny ritmus

1étrejottének feltétele a FRQ-WCC fiiggd oszcillator miikodése.
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Miutan az eddig bemutatott eredmények szerint emelkedett ROS szintek mellett
megvaltozik a konidizaci6 fazisa, a kdvetkezOkben arra voltunk kivancsiak, hogy a nyugalmi
ROS termelés is hatassal van-e ritmusra. A normal, ROS-mentes taptalajon is konidizéacids
ritmust mutatd bd torzset vizsgaltuk, és a bazdlis ROS szintek csokkentése céljabol N-
acetilciszteint (NAC) adtunk a téptalajhoz. A kontroll, N-acetilglicin (NAG) tartalmu
taptalajhoz képest faziskésést tapasztaltunk (28.B abra). A bazalis ROS szint tovabbi
manipuldlasara SOD-1-et overexpresszald torzset hoztunk létre, amelyben a ga-promoter
indukalasat kovetden jol detektalhato volt a FLAG-tag-et hordozo fehérje (28.C dbra). Az RNS
mennyiségbdl kovetkezden a kontrollhoz képest mintegy kétszeres SOD-1 szint alakulhatott ki
a sejtekben (28.D abra). LD-ciklusokban a vartnak megfelelden faziskésés volt mérhetd (28.E
abra), ami ugyancsak arra utalt, hogy a bazalis koriilmények mellett termel6dd O, is szerepet
jatszik a konidizacios fazis szabalyozasaban.

Mi lehet a forrasa a bazalis koriilmények kozott megjelend O, —nak? O, termelddik a
sejtben egyrészt kiilonbdzé metabolikus folyamatok soran, masrészt NOX enzimek aktivitasa
révén. Neurospora-ban két NOX enzim ismert, a NOX-1 és NOX-2 (198). LD-ciklusokban
vizsgaltuk a konidizacios fazist nox-1, nox-2 és nor-1 (mindkét NADPH oxidaz miikodés¢hez
sziikséges szabalyoz6 alegységet kodolo gén) delécids mutansokban, de nem talaltunk eltérést
a kontrollhoz képest (3. tablazat), ami arra utal, hogy nem a NOX-aktivitashoz, hanem inkdbb
Megjegyzendd, hogy a nor-I deléciés mutans heterokariota, igy nem zarhato ki, hogy a
meglévo alacsonyabb NOR-1 szint nem limitalja az 6ramiikddés szabalyozdsahoz esetlegesen

sziikséges NOX aktivitast ebben a torzsben.

3. tablazat: A nox mutansok fazisa nem kiilonboézik a kontrollétol

nox-1 nox-2 nor-1
fazis (ZT, h, SEM) 23.824+0.36 n=9 23.25+0.27 n=4 23.9+£0.41 n=8
kontroll fazisa (ZT, h, SEM) 24.0+0.20 n=16 23.7240.13 n=14  24.06+0.22 n=6
kontroll torzs FGSC #2489 FGSC #988 mus51 FGSC #9718
p (egyszempontos ANOVA) p>0.05 p>0.05 p>0.05

Az egyes torzseket futtatdé csovon vizsgaltuk LD-ciklusban (12-12 6ra). Fazisként a konidizacié maximumanak
ZT iddpontjat adtuk meg.

4.1.4.2. A ROS szerepe a konidizdcios fazis homérsékletfiiggésének szabalyozasaban
Mivel az eddig ismertetett eredményeink alapjdn els6sorban a metabolizmus soran

keletkez6 ROS szerepe tlint valdsziniinek a konidizacidé id6pontjanak szabalyozéasaban, a
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metabolizmus pedig erdsen fligg a kdrnyezeti hdmérséklettdl, a kovetkezokben azt vizsgaltuk,
hogy a ROS szintek és a ritmus hdmérsékletfiiggése kozott latunk-e Gsszefiiggést. A hipotézist
aldtdmasztotta az az irodalmi adat is, amely szerint a hémérséklet emelkedés hatdsara
Neurospora-ban kimutathatéan névekszik a O, -termelés (205). Eldszor a wt-t FGSC 988 ¢és
bd torzsek konidizacidjanak fazisat hasonlitottuk 6ssze LD-ciklusokban (12:12 6ra) 25 és 30°C-
on. Mindkét térzsben a magasabb homérseklethez szignifikansan koraibb fézis tartozott, azaz
viszonylag mérsékelt hdmérsékletvaltozas hatassal van a konidizacio idozitésére (30.A abra).
Erdekes modon a hatas kifejezettebb volt a bd torzsben, ami arra utalhat, hogy a RAS-1 aktivitas
(ami irodalmi adatok szerint a bd genotipus kovetkezménye (202)) szerepet jatszik a

homérsékletvaltozasra adott valasz kialakitasaban.
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30. abra: A homérséklet ROS-fiiggé6 moédon befolyasolja a konidizacio fazisat

A) A konidizacié fazisa homérsékletfiiggd. A wr-t FGSC 988 és a bd torzzsel leoltott futtatd csoveket LD-
ciklusokban (12:12 o6ra) inkubaltuk 25, illetve 30 °C-on. Bal oldali abrarész: A jobb Osszehasonlithatdsag
érdekében a csovek hosszat ugy allitottuk be, hogy a napi ndvekedési szakaszok nagyjabol azonosak legyenek. A
sotét és vilagos periddusokat a csovek képe folott jeloltiik. A sziirke nyilak a magasabb, a fekete nyilak az
alacsonyabb homérsékleten mutatjak a konidizacié maximumat. 2-2 reprezentativ csé képe. Jobb oldali abrarész:
Az atlagos fazisok statisztikai Osszehasonlitasa, sziirke oszlop: 25 °C, fekete oszlop: 30 °C (egyszempontos
ANOVA, n=12-16). B) A ROS megkotése homérsékletfiiggd mdodon befolyasolja a fazist. A bd torzzsel leoltott
futtatd csoveket LD-ciklusokban (12:12 éra) inkubaltuk 25, illetve 30 °C-on. A diagramm az NAC és NAG
tartalma csovek kozotti faziskiilonbséget mutatja. (n=4) C) A sod-I mutans fazisa érzékenyebb a
hémérsékletvaltoztatasra, mint a wz-é. A kontroll és a sod-1 tdrzzsel leoltott futtatd csovek LD-ciklusokban (12:12
ora) voltak 25 vagy 30 °C-on. A két hdmérsékleten mért fazisok kiilonbségeit mutatja a diagramm. (n=10-19)

A ROS esetleges kozvetité szerepének vizsgalatara NAC-t adtunk a tiptalajhoz két
kiilonb6zd koncentracidban, és az NAC okozta faziskésést hasonlitottuk 6ssze (30.B dbra). A
kisérletekben a bd torzset hasznaltuk, hiszen mas w0 térzs NAC jelenlétében nem mutat
ritmusos konidizaciot. Mig 25°C-on 1 mM NAC mellett tobb mint egy 6ras késést mértiink,

addig 30°C-on csak atlagosan 36 perc volt az eltolodas. A 25°C-on tapasztalthoz hasonlo
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mérsékelt fazis modositd hatashoz 30°C-on joval magasabb, 5 mM NAC koncentraciora volt
sziikség. Mindez arra utal, hogy a ROS szint emelkedés szerepet jatszik abban, hogy magasabb
hoémérsékleten koraibb fazis alakul ki. A kérdés tovabbi elemzéséhez a sod-1 mutans fazisat
vizsgaltuk szintén 25 és 30°C-on. Ebben a torzsben azt varjuk, hogy egy adott
hoémérséekletemelkedés nagyobb O, - szint emelkedést okoz, mint a we-ban, hiszen a keletkezd
tobblet O, tovabb alakuldsa akadalyozott. A 30.C 4bran lathatd, hogy a hdmérsékletvaltozas a
sod-1 defektusos torzsben valdoban nagyobb fazisvaltozast eredményezett, mint a kontroll
torzsben. A kiilonbséget statisztikai analizis eredménye is alatdmasztotta, szignifikdns torzs x
hoémérséklet interakci6 volt kimutathato (p=0,004, két-szempontos ANOVA, n=10-19).
Eredményeink Osszességében arra utalnak, hogy a hdmérsekletvaltoztatas a ROS szint

modositasan keresztiil befolydsolja a konidizacid 1dézitését.

4.1.4.3. A ROS szintek valtozdsa befolydasolja a molekularis ora miikiodését

Annak eldontésére, hogy a ROS szint fazisra gyakorolt hatdsa a molekuldris oOra
modulalasan keresztiil valdsul-e meg, vagy esetleg csak az ora kimenete moddosul, a
kovetkezOkben a molekularis 6rakomponensek szintjét €s mitkdodését vizsgaltuk a ROS
termelés fliggvényében. LD-ciklusokban a frq expresszid igen nagy amplitidoval valtozik,
hiszen a vilagosbani magas szinteket kdvetden sotétben hirtelen csokken az RNS szint, és csak
a sOtét szakasz végén latunk ismét mérsékelt emelkedést (31.A 4bra). Amennyiben a frg RNS
expressziot az LD-ciklus sotét fazisaban menadion jelenlétében mértiik, azt tapasztaltuk, hogy
mar az iddészak elsé felében novekedésnek indul a szintézis (31.B dbra). Ha a fazis elsd felében
(ZT 14,5) és kozepén (ZT 17) mért RNS szintek aranyat képeztiik, a menadion jelenlétében
kapott arany szignifikdnsan nagyobb volt, mint a kontroll koriilmények mellett szamolt
hanyados, €s ez a kiilonbség novelhetd volt a menadion koncentracio novelésével (31.C abra).
Mindez arra utal, hogy a molekularis o6ra fazisa a konidizacios fazishoz hasonldan reagal
menadionra. Megjegyzendd, hogy a molekularis 6ra vizsgalatdhoz hasznalt folyékony
kultarakhoz magasabb menadion koncentraciokat kellett alkalmaznunk, mint a futtaté csovek
taptalajahoz. A folyékony médiumban tapasztalt kisebb menadion érzékenységért az ilyen
koriilmények mellett kimutatott magasabb SOD-1 aktivitas lehet felelos (206). A kovetkezd
vizsgalatban a frq expressziot a wt-u és a sod-I mutans torzsben hasonlitottuk Gssze az
elézéekhez hasonléan az LD-ciklus sotét fazisaban (31.D abra). A mutansban, a vartnak
megfeleléen, kordbban indult novekedésnek az RNS expresszio, mint a we-ban (torzs x 1d6

interakcid, két-szempontos ANOVA, p=0,023).
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31. abra: LD-ciklusokban a ROS szint emelkedése a firq expresszio fazisanak

megvaltozasahoz vezet

A) A frq expresszio id6beli valtozasa LD-ciklusban. w-u (FGSC 2489) torzs folyékony kultarait LD-ciklusokban
(12:12 6ra) inkubaltuk, majd a megjeldlt idopontokban betakaritott mintakban a frq RNS szintet valds-idejii PCR-
rel hatdroztuk meg. A vilagos és sotét idoszakot az abra fels6 részén jeldltiik. (n=3) B) Menadion jelenlétében
korabbra helyezddik a frq expresszid minimuma. A vizsgalat az A) pontban leirtaknak megfelelden tortént. A
kultarak menadion mentes (-MEN, feliil) vagy 300 uM menadiont (+MEN, alul) tartalmazo folyékony médiumban
néttek. Egy idésorozat mintai ugyanabbol a kulturabol szarmaztak, és az expresszids értékeket ugyanazon kultara
mintainak atlagos értékére normalizaltuk. (n=3) C) A firq expresszi6 menadion hatasara bekdvetkezo
faziseltolddasanak elemzése. Az A) pontnak megfelelden folyt a mintafeldolgozas. A ZT17-es és ZT14,5-6s
mintak frq expresszidinak hanyadosat képeztiik. (ANOVA, Tukey-HSD teszt, n=5-9) D) A sod-1 mutansban (also
abrarész) elobb emelkedik a firq expresszid, mint a wt-ban (FGSC 988) (fels6 abrarész). A vizsgalat az A) pontban
leirtaknak megfeleléen tortént. A csillag azokat az id6pontokat jeldli, amiknek az értéke szignifikdnsan
kiilonbozott az 6sszes minta atlagos értékétdl (egymintas t-proba, n=6). E) A frg-promoter aktivitasanak fazisa a
sod-1 mutacié mellett koraibb, mint wt-0 hattérben. 2 napig LD-ciklusban inkubaltuk a mintékat, majd a kovetkezd
ciklus sotét fazisaban detektaltuk a luciferaz aktivitast. A lumineszcencia értékeket a 0 idépontos minta értékére
normalizaltuk. A nyilak a minimum pontokra mutatnak. A csillag a wt értékét6l vald szignifikans eltérést jelzi
(egyszempontos ANOVA, n=14-36). F) A sod-1 mutansban az Gjonnan szintetizalt, hipofoszforilalt FRQ mar a
sotét fazis végén detektalhatd. A fehérjemintdk a D) pont mintdibol késziiltek. A Western blot analizishez anti-
FRQ antitestet hasznaltunk. TP: total protein, Ponceau-festés (mintafelviteli kontroll)
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Az oramiikddés SOD-1-tdl fiiggd megvaltozasdnak megerdsitésére létrehoztuk a sod-1,
frg-luc torzset, amelyben hidnyzik a SOD-1, és a frg promoter altal szabalyozott luciferaz
aktivitas in vivo kovethetd. Itt is az LD-ciklus sotét tazisat vizsgaltuk, és azt tapasztaltuk, hogy
SOD-1 hianyaban a promoter aktivitas minimum pontja szignifikdnsan korabbra esik, mint a
megfeleld kontroll torzsben (31.E abra). A faziskiilonbséget fehérje szinten is detektaltuk: a
hipofoszforilalt formaban megjelend, azaz nagyobb elektroforetikus mobilitasti, Ujonnan
szintetizalt FRQ ZT22-23 idépontban mar egyértelmiien detektalhatd volt a sod-1 mutadnsban,

mig a kontroll térzsben ZT23-ban is csak igen kis mennyiségben jelent meg (31.F abra).
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32. abra: ROS hatasara megvaltozik a cirkadian éra periodushossza

A) A sod-1 overexpresszidja periddus hosszabbodashoz vezet. A qa-sod-1r; 46, bd és a bd (control) torzzsel
leoltott, kinasavas taptalajt tartalmazo futtatd csoveket 24 oraig vilagosban, majd allandé sotétben inkubaltuk. Az
egyes csovek denzitometrids gorbéjének atlagat abrazoltuk (bal abrarész). A fekete és sziirke nyilak az elsé és
utolsd napon jelolik a denzitds maximumat a két torzsben. A periddus megallapitasahoz a denzitometrias képeket
a Chrono programmal analizaltuk (jobb abrarész) (egyszempontos ANOVA, n=10). B) Menadion jelenlétében
rovidebb a periddus. A bd, fiq-luc in vivo luciferaz aktivitasa. A mintakat a leoltast kdvetden 2 napig vilagosban
inkubaltuk, majd allandé sotétben mértiikk a luciferaz aktivitast. Bal abrarész: Az aktivitds id6beli lefutasat
abrazoltuk (6sszes mérés atlaga). A fekete és sziirke nyilak az els6 és a 3. napon a maximalis aktivitas fazisat
jelolik menadion nélkiil és annak jelenlétében. A jobb értelmezhetdség érdekében a gorbék kezdeti szakaszait
egymasra fektettiik. A 0 idopont az elsd napi minimalis aktivitds idépontjanak felel meg a menadionnal kezelt
mintakban. Jobb abrarész: A Chrono programmal meghatarozott periodusok (egyszempontos ANOVA, n=9-12).
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Eddig ismertetett adataink Osszességében azt valoszinlsitették, hogy a ROS szintek
elsddlegesen az oszcillator miikodésére hatva befolydsoljak a konidizacids ritmust. Ebben az
esetben viszont varhato, hogy az érafunkcio6 allando, azaz szabadon fut6 koriilmények mellett
is érzékeny ROS-ra, azaz a ROS szintt6l fiigghet a periodus. A kovetkezokben ezért
meghataroztuk a szabadon futd periddushosszt a SOD-1-et overexpresszald, a megteleld
kontroll, valamint a bd, frq-luc térzsekben menadion jelenlétében és anélkiil (32. abra). A SOD-
1 szint emelkedése szignifikans periddus hosszabbodast, mig menadion jelenléte periodus
csOkkenést eredményezett. Ez az eredmény Osszhangban van egyrészt a faziskiilonbséggel
kapcsolatos megfigyeléseinkkel, valamint azokkal az irodalmi adatokkal, amelyek szerint
SOD-1 hianyaban a wt-hoz képest rovidebb periddus detektalhatod (47).

Mivel a frq szintek oszcillacigjanak 1ddébeli eltolodasa a WCC aktivitdsanak
fazisvaltozasaval jarhat, és, ahogy azt kordbbi eredményeink igazoltdk, a WCC aktivitasat
annak foszforilaltsaga hatdrozza meg, megvizsgaltuk, hogy a ROS szintek ¢s a WCC
foszforilacids allapota kozott latunk-e Osszefiiggést. Ahogy azt a korabbiakban mar
bemutattam, a WC-2 foszforilaltsaga Western bloton jol megitélhetd, hiszen a hiperfoszforilalt
fehérjeformak mobilitasa kisebb a gélben, mint a nem vagy hipofoszforilalt formaké. LD
ciklusokban a WC-2 hiperfoszforilalt formai dominalnak a vildgos szakaszban, mig az LD-
atmenetet kovetden fokozatos defoszforilacio figyelheté meg (33.A dbra). Ezt a folyamatot a
wt-ban €s a sod-1 mutansban Osszehasonlitva azt tapasztaltuk, hogy bar kismértékben, de
gyorsabb volt a defoszforilaci6 SOD-1 hidnyaban. Ahogy kordbban mar lattuk, a WCC
defoszforilaciojat a transzlaciot gatldé CHX-del torténd kezelés meggyorsitja. Ilyen
koriilmények mellett a két torzs kozott a defoszforilacido sebességének kiilonbsége még
kifejezettebb volt (33.B dbra).

A WCC defoszforilacidjaban, ahogy korabban lathattuk, alapvetd szerepet jatszik a PP2A.
Ezen kiviil kiillonb6zé organizmusokban Osszefliggést talaltak a ROS szintek és a PP2A
aktivitasa kozott (207-210). Ebbdl kiindulva teljes sejtlizatumokban PP2A aktivitast mértiink,
ami a sod-1 mutansban szignifikansan magasabb volt, mint a w¢-ban, ¢s menadion kezelésre
tendencidzus emelkedés volt kimutathatd (33.C abra). A kovetkezd kérdés az volt, hogy a
magasabb ROS szinteknél tapasztalt emelkedett PP2A aktivitas hozzajarul-e a WCC gyorsabb
defoszforilaciojahoz, és ezaltal koraibb aktivalasahoz a cirkadian ciklus soran. A ROS szint
(300 uM) menadionnal kezeltiik, majd két o6raval késobb betakaritottuk. Az ezekbdl a
kultarakbdél nyert lizatumokat 10 percig 37 °C-on inkubaltuk, és kovettik a WC-2
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foszforilacidjanak alakulasat. A 33.D abran lathatd, hogy mig a menadionnal nem kezelt sejtek
lizatumaban gyakorlatilag nem valtozott a WC-2 foszforilaltsaga az inkubaci6 soran, addig a
kezelt sejtek mintaiban a kis mobilitasu fehérjeformak mennyisége jelentdsen redukalodott. A
folyamat gatolhato volt a PP2A specifikus gatloszerével, okadansavval, ami egyértelmiien arra
utal, hogy a megnovekedett PP2A aktivités felelds a gyorsabb defoszforilacioért a menadionnal

kezelt sejtek mintaiban.
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33. abra: A ROS szint befolyasolja a WCC PP2A-fiiggo defoszforilaciojat

A) A sod-1 mutansban a ciklus sotét fazisaban gyorsabb a WC-2 defoszforilacidja, mint a wz-ban. Az LD-ciklusban
(12:12 6ra) novo kulturakat a jelzett iddpontokban takaritottuk be, majd a teljes sejtextraktumokat Western bloton
anti WC-2 antitesttel analizaltuk. Reprezentativ blot (n=4). TP: TP: total protein, Ponceau-festés (mintafelviteli
kontroll) B) CHX kezelés hatasara gyorsul a WC-2 defoszforilacidja és a sod-1 mutans és a wt-u torzs kozotti
kiilonbség kifejezettebbé valik. Az A) pontnal leirtaknak megfelel6en zajlott a kisérlet, annyi kiilonbséggel, hogy
az utols6 LD-valtaskor a kultirakhoz 10 ug/ml CHX-et adtunk. C) A ROS szint befolyasolja a PP2A aktivitast. A
kultarakat alland6 vilagosban inkubaltuk, majd a teljes sejtextraktumok PP2A aktivitasat mértiik. Az aktivitasokat
a menadionnal nem kezelt wz-1 minta aktivitdsahoz viszonyitottuk. (n=4, egymintas t-préba) D) A WC-2 in vitro
defoszforilacidja gyorsabb a menadionnal kezelt kulturak mintaiban. Az LD-ciklusokban névé folyékony kultirak
egy részéhez ZT13 idépontban 300 uM menadiont adtunk, majd azokat két 6éraval késébb (ZT15) betakaritottuk.
A lizatumokat a feltlintetett ideig 37 °C-on inkubaltuk okadansav (OK, 10 nM) jelenlétében vagy anélkiil, és
Western bloton elemeztiik a WC-2 foszforilacidjat. A nyil a hiperfoszforilalt WC-2 formara mutat. TP: TP: total
protein, Ponceau-festés (mintafelviteli kontroll). Reprezentativ kisérlet (n=3). E) A menadion a PP2A-fiiggé WC-
2 defoszforilaciot befolyasolja. A kisérlet a feltiintetett torzsekkel az A) pontban ismertetettnek megfelelden folyt,
annyi valtoztatassal, hogy a kultardk egy részéhez (+MEN) ZT11-ben 300 uM menadiont adtunk, majd az LD
atmenetkor minden kulturat 10 ug/ml CHX-del kezeltlink. (n=3)
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A kovetkezd kisérletekben a PP2A regulatoros alegységét nem tartalmazo rgb-1
mutansban vizsgaltuk a WC-2 defoszforilacidjat a ciklus sotét fazisaban. A defoszforilacio
gyorsitasara itt is CHX-et adtunk a kultardkhoz. Méar menadion nélkiil is jelentdsen lassult
defoszforilacio volt tapasztalhaté a mutansban a wt-hoz képest, €s mig menadion hatdsara a
defoszforilacio tovabb gyorsult a wt-ban, addig az rgh-1 térzsben nem tortént kifejezett valtozas
(33.E abra). Mindez amellett szol, hogy a ROS szint ndvekedése valoban a PP2A aktivitas

novelésén keresztiil hat a molekularis orara.

4.1.4.4. Osszefoglalds és tovibbvezets gondolatok

Kimutattuk, hogy a bazilis és az emelkedett ROS termelés egyarant hatdssal van a
cirkadian ora miikodésére mind a kiilsé koriilmények ciklikus valtozasai esetén, mind allando
kornyezeti viszonyok mellett. A kiilonb6z6 ROS formak koziil e folyamatban elsésorban a Oy
szerepét igazoltuk. O, alapvetden két uton képzddhet Neurospora-ban, NOX aktivitas Gtjan,
illetve a metabolizmus sordn. A NOX mutansokban azonban nem lattunk a wz-t6l eltér6 ritmust.
Ennek ellenére ezen enzimek szerepét az 6raszabalyozasban nem zarhatjuk ki teljesen, hiszen
lehetséges, hogy kompenzalni képesek egymas funkcidjanak kiesését. A kérdést nox-1, nox-2
kettds mutans eldallitdsaval €s vizsgalataval lehetne tisztazni. Mindenesetre a kompenzacio
ellen szol, hogy a két mutansnak igen eltéré a fenotipusa, azaz az enzimek sejtmiikodésben
betoltott funkcidja is jelentdsen kiilonbozhet (198). Eddigi megfigyeléseink tehat, beleértve a
homérsékletvalaszt is, inkabb azt valdszintsitik, hogy a metabolizmus soran keletkez6 O, szint
a meghatiroz6 az Ora szabdlyozasa szempontjabol. Eredményeink szerint az oOra
szabalyozasaban szerepet jatszik a sod-1 aktivitas is. Itt is felmeriilhet a két SOD enzim
kompenzacios egyiittmiitkodésének lehetdsége, bar a SOD-1 funkcid kiesésének SOD-2 altali
kompenzacidja valoszintitlen, hiszen a két enzim sejten beliili lokalizacidja részben kiilonbozik
(211).

Kimutattuk azt is, hogy a ROS szint befolydsolja a PP2A aktivitasat. Az eddigiek
alapjan egy olyan modell rajzoldodik ki, ami szerint a ROS szint emelkedése, novelve a PP2A
aktivitasat ¢és ezaltal gyorsitva a WCC defoszforilaciojat, képes korabbra iitemezni a
konidizacios fazist és roviditeni a cirkadian periodust. Yoshida és munkatarsai egy masik
lehetdséget vetettek fel a ROS szint és a molekuléris ora kozotti kdlcsonhatast illetden (203).
In vitro rendszerben, rekombinans fehérjék alkalmazaséaval azt talaltak, hogy H,O, fokozza a
WCC DNS-hez valo kotddését, €s feltételezték, hogy ez a folyamat all in vivo is az aktivitas

fokozodas hatterében. Bar a mi eredményeink nem erdsitették meg ezt a mechanizmust, nem
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zarhato ki, hogy a ROS szintek a PP2A aktivitds befolydsolasa mellett a LOV doménre
kozvetleniil hatva is befolyéasoljak a molekularis orat.

A ROS szintek hatdsaval kapcsolatos eredményeink egy érdekes human megfigyeléssel
is kapcsolatba hozhatok. Jol ismert tény, hogy a kor elérehaladtaval koraibbé valik az alvasi
fazis. Elképzelhetd, hogy ebben a folyamatban szerepet jatszik az ids korban csokkent

antioxidans aktivitas, €s az ezzel jaro ROS szint ndvekedés 6ra mitkodést modositod hatéasa.
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34. abra: A ROS termelés és az idomérés kozotti kolcsonhatasok lehetéségei Neurospora
crassa-ban
Részletes magyarazat a szovegben. FWO = FRQ/WC-based oscillator, FLO = FRQ-less oscillator

A ROS szintek és a belsé idomérés kozotti kolcsonhatds, mint ahogy arra mar a
bevezetdben is utaltam, kétiranyu és igen sokrétii lehet. A fobb kdlcsonhatési lehetéségeket a
34. dbra foglalja 6ssze. A klasszikus TTFL alapt Neurospora oszcillator egyrész kdzvetlentil,
a ROS homeosztazist befolydsolod faktorok (pl. kataldzok, karotinoidok) expresszidjanak
szabalyozasan keresztiil, masrészt kdzvetve, a metabolizmust és a morfogenezist befolyasolva
is szabalyozza a ROS szintek idébeli alakulasat. Kitiintetett szerepe lehet a fényhatasnak a ROS
¢s az oOra kozotti kolcsonhatasban, ugyanis a fény a ROS szintek és az ora egyarant fontos

reguldtora. A ROS szintek emelkedése segiti a nem-klasszikus oszcillatorok (FLO-k)
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miukodéséhez kothetd ritmusos fenotipus megjelenését is (42, 212). A kordbban mar emlitett
ritmusos peroxiredoxin aktivitds Neurospora-ban is részt vehet a ROS szintek alakitasaban, €s
ritmusanak nem feltétele, de szabalyozoja az FWO (96). Egyre tobb megfigyelés tdmasztja ala
a metabolizmus ¢€s a ritmus kétiranyu szoros kolcsonhatasat. Az FWO idében koordinalja a
metabolikus folyamatokat €s ezaltal a ROS termelést is, ugyanakkor a metabolikus kdrnyezet
valtozasai gyakran kozvetleniil, poszttranszlaciés mechanizmusokra hatva modositjak a
metabolizmus iddbeliségét, €s igy a ROS termelés ritmusat is. Ilyenkor a ROS szint valtozasa,
visszahatva a klasszikus oszcillatorra, segithet a cirkadian o6ra és a metabolizmus

szabalyozasanak szinkronizalasaban.

4.1.5. A RAS2 monomer G fehérje szerepe az 6ramiikodés metabolikus
kompenzacidjaban

(11. kdzlemény)

Az el6z0 fejezetben bemutatott tanulmany mellett szamos, kiilonb6z6 organizmusokon
végzett vizsgalat eredménye mutatott ra a cirkadian idémérés €s a metabolizmus kozotti
kapcsolatra. E kolcsonhatés egy fontos jellemzdje a metabolikus kompenzacid, ami azt jelenti,
hogy a taplalék ellatottsagtol, és igy a metabolikus folyamatok jellegétdl €s intenzitdsatol
fliggetlen a cirkadian ritmus periddusa. Egyelore viszonylag keveset tudunk arrdl, hogy milyen
molekularis torténések allnak a metabolikus kompenzacio hatterében. Neurospora-ban a CSP-
1 (conidial separation 1) nevill transzkripcios represszort azonositottdk, mint a kiilonb6zd
cukorszintekhez val6 adaptacio egyik kulcs faktorat (213). A felallitott modell alaptétele, hogy
a WCC Aéltal szabdlyozott mddon expresszaldéddo CSP-1 gatlé faktorként visszahat a we-1
transzkripciora. Altalanos jelenség, hogy a gliikoz szint emelkedése a transzlaciot serkenti, ami
onmagaban a WC-1 szintézis novekedését is maga utan vonna. A CSP-1 éaltali negativ
visszacsatolas — csOkkentve a rendelkezésre all6 wc-I RNS mennyiséget — viszont
kompenzaciot biztosithat a megemelkedett transzlacids aktivitas ellenére.

Figyelmiink azért irdnyult a RAS-medidlta utvonalak felé, mert azokrol élesztdben
ismert volt, hogy kdzponti szerepet jatszanak a gliikkdz szint érzékelésében. Tekintettel arra,
hogy Saccharomyces cerevisiae-ben és Neurospora-ban ugyanaz a két RAS (RASI és RAS2)
altipus talalhatd, ugyanakkor az élesztdvel ellentétben Neurospora-ban igen jol jellemzett a
molekuléris 6ra miikddése, kézenfekvonek tlint a RAS szignalizacid és az ora kolcsonhatasat

Neurospora-ban vizsgalni.
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A RAS monomer G fehérjék jellemzdéen tobb olyan folyamat szabalyozasaban
szerepelnek, amelyeket a cirkadian ora is regulal, ilyenek példaul a sejtnovekedés, a
metabolizmus, illetve az onkogén transzformacié (214, 215). Néhany, a RAS szignalizacio és
a cirkadian 6ra kozotti kolcsonhatasra utalo konkrét adat mar vizsgalataink kezdetekor 1s ismert
volt. Kimutattadk, hogy az 6ra befolyasolja a RAS fehérjék expresszigjat kiilonbozé emlds
szovetekben (216-218), illetve hogy a RAS-medialta utvonalak az 6ra kimenetét képezhetik
vagy hathatnak kimeneti utakra (219-227). Neurospora-ban a RAS-1 fehérje aktivalé mutacioja
(bd torzs) mellett minimal taptalajon is detektalhatd konidizaciods ritmus, e térzsben a we-1
expressziot jobban serkenti a megvilagitas (202), és ahogy az el6z6 fejezetben ismertettiik, a
konidizacios fazis nagyobb homérsékletérzékenységet mutat (228). Drosophila-ban a pozitiv
komplex CLOCK/CYCLE aktivitasat szabalyozza a RAS (229), egérben pedig a
dexamethasonnal indukéalhato6 RAS fehérje (DEXRAS1) szerepelhet az ora bemeneti
faktoraként (230-233). Raksejtekben az onkogén RAS részt vesz az 6ramiikddés elnyomasaban
(234), egér SCN-ben pedig kimutattdk, hogy a RAS szignalizaci6, az ERK-re ¢és a glikogén
szintetaz kinazra hatva, a peridodus regulatora (235). A RAS medialta utvonalak és az
oramukodés kozotti kolecsonhatasokra vonatkozo soktérii adat, valamint a metabolizmus és a
RAS szignalizaci6 €lesztében ismert Osszefliggése alapjan meriilt f61 benniink a kérdés, hogy

vajon a cirkadian 6ra metabolizmus altali szabalyozasaban lehet-e szerepe a RAS2 fehérjének.

4.1.5.1. A RAS2 mutdacio hatdsa a cirkadidan ritmusra Neurospora crassa-ban
Vizsgalatainkhoz a Neurospora Genom Projekt keretében eldallitott Aras?2 (FGSC
12467) torzset hasznaltuk, amelynek fenotipusa megegyezett a kordbban ras mutdnsként
jellemzett smco7 torzs fenotipusaval (236). Agar tartalmu taptalajon a torzs kevés
légmicéliumot és ennek megfelelden viszonylag kismennyiségli konidiumot fejleszt, amik
félhold alakban rendezddnek a ferde agar felso részére (35.A 4bra), mig folyékony médiumban
a lassu, kolonialis (labdaszeril) ndvekedés jellemz6 rd. Annak bizonyitasara, hogy valdban a
ras2 génhiany felelds ezekért a morfologiai jegyekért, létrehoztunk egy olyan torzset, ami a
Aras2 hattér mellett a cpc-1 promoter iranyitdsaval expresszalja a RAS2 FLAG peptiddel
megjeldlt valtozatat. A Aras2, cpc-1-ras2 torzsben a vadtipushoz hasonldé mennyiségben
detektaltunk ras2-specifikus RNS-t, és az anti-FLAG antitest egy, a vartnak megteleld
nagysagu fehérjét ismert fel Western bloton (35.B abra). A fzids fehérje expresszidja révén a
Aras?2 hattér mellett a wt-ra (FGSC 2489) jellemz6 fenotipus alakult ki (35.A dbra), ami arra

utal, hogy a FLAG-gel jelolt fehérje funkcionalis szempontbol megfelel az endogén RAS2-nek.
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35. abra: A RAS2 hianyanak hatasa a konidizaciés ritmusra

A) A Aras2 we-t6] eltérd fenotipusa és a novekedési defektus kompenzalasa a RAS2g A heterolog expresszidja
révén. Reprezentativ ferde agar csovek képe. B) A RAS2pAg expresszidjanak vizsgalata. Bal dbrarész: A ras2
RNS actin-hoz viszonyitott kifejezédése ferde agar kulturakban (n=4). Jobb abrarész: Vilagosban nétt folyékony
kultirak sejtextraktumainak Western blot analizise anti-FLAG antitesttel. A csillag aspecifikus fehérjecsikot jeldl,
TP: total protein, Ponceau-festés (mintafelviteli kontroll). C) Menadion hatisara sem jelenik meg konidizacios
ritmus Aras2 DD kultirdkban. A futtaté cs6 taptalaja a feltiintetett koncentracidban tartalmazott menadiont.
Reprezentativ csovek képei. D) LD ciklusokban faziskésés tapasztalhatdo a Aras2-ben. A feltiintetett torzsek
futtatdcsovei mellett a konidizacios cstcs (nyil) fazisat adtuk meg. A jobb Osszehasonlithatésag érdekében a
csovek képét tigy allitottuk be, hogy a napi novekedési szakaszok azonosak legyenek. Reprezentativ csovek képei.

A cirkadian fenotipus vizsgéalatara el6szor allandod koriilmények mellett végeztiink
futtatocsoves vizsgalatot. Az smco7 torzzsel kapcsolatban korabban leirtaknak megfelelden a
Aras?2 igen lassu novekedést mutatott. Tekintettel arra, hogy a Aras2 nem bd hatterli torzs,
menadiont tartalmazd futtatocsovon vizsgaltuk a ritmust. Mig a kontrollban viszonylag
alacsony menadion koncentracié (30 uM) mellett is kifejezett volt a ritmusos konidizacio, a
mutansban nem jelentek meg konidiumcsomok még 100 uM menadion jelenlétében sem (35.C
abra), azaz megvaltozott a ritmus ROS érzékenysége. Ez volt az els6 megfigyelés, ami arra

utalt, hogy a ras2 mutécio hatassal van a cirkadian oszcillatorra vagy annak kimenetére.
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Mivel a valtozo kornyezeti koriilmények erdteljesebb ritmus generalo hatassal birnak, a
futtatocsoves vizsgalatokat 12:12 6ra L/D-ciklusokban folytattuk. Ilyen koriilmények mellett a
Aras2-ben is ritmusos sporaképzés volt megfigyelhetd, de a konidizacié késett a wr-hoz képest
(35.D abra). A Aras2, cpc-1-ras2 torzsben viszont a wt-nak megfeleld fazist detektaltunk, ami
egyrészt igazolja, hogy a RAS2 hidnya volt felelds az 6ramiikodés megvaltozasaért, masrészt

arra utal, hogy a fehérje FLAG epitoppal val6 jelolése a funkcidt nem befolyésolta.

4.1.5.2. A RAS?2 és a molekularis ora kozotti kolcsonhatas vizsgalata
Miutén a futtatdcsdvon tett megfigyelések arra utaltak, hogy a RAS2-nek szerepe lehet

a cirkadian ritmus szabalyozasdban, a RAS2 molekularis 6ramiikodésre kifejtett hatdsat

vizsgaltuk.
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36. abra: A RAS2 és a cirkadian ora kolcsonhatasanak vizsgalata

A) A Aras2-ben hosszabb periddusu és kevésbé robusztus a frg-prométer aktivitdsanak ritmusa, mint a wt-ban. A
feltiintetett torzsek in vivo luciferdz aktivitdsat mértiik glilkéz-mentes és gliikoz-tartalmu téptalajon. Egy
reprezentativ kisérlet parhuzamos méréseinek atlagat mutatjak a goérbék (n=10-14). A fekete és piros nyilak a
megfeleld torzsben a luciferaz aktivitdas maximumanak megfeleld idépontokat jelolik. B) A periddus gliikkoz
érzékenysége Aras2-ben. Az A) pontban ismertetett kisérletek kvantitativ analizise. (n=22-28) C) A ras2
expresszid nem mutat ritmust. A wz-11 torzs folyékony kultirait az LD-atmenetet kovetden a feltiintetett iddpontban
takaritottuk be, majd a firq és a ras2 RNS actin-hoz viszonyitott expresszidjat hataroztuk meg. (n=3)

Egy olyan ras? génhianyos torzset hoztunk létre, amelyben a frg promoter altal

szabalyozott luciferaz aktivitas alapjan tanulmanyozhaté az oszcillatorfunkcio. Alland6
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koriilmények kozott detektalva a luciferaz aktivitast, ras2 hianyaban a wt-énal mintegy egy
oraval hosszabb peridodust mértiink (36.A, B abra). Ez a kiilonbség a késObbiekben gliikoztol
fliggbnek bizonyult. Mig a wr-ban gliikoz hozzdadasa a tiptalajhoz nem okozott sem a
periddusban, sem a ritmus robusztussagaban valtozast, addig a Aras2 hattér mellett a periddus
tovabbi egy oraval hosszabb lett, €s az oszcillacié amplitudoja kifejezetten csokkent. Mindez
arra utal, hogy az 6ramikodés metabolikus kompenzacidja a RAS2 miikddését igényli.

A kovetkezdkben arra voltunk kivéancsiak, hogy a cirkadian ora hatassal van-e a ras?2
kifejezddésére. Az 36.C abran lathato, hogy mig a frq szintek ritmusos valtozasa jol kovethetd,
ugyanezekben a mintakban a ras2 RNS nem oszcillal, azaz a ras2 nem ora altal kontrollalt gén.

Az 6rakomponensek fehérje szintii tanulmanyozaséaval folytattuk vizsgalatainkat. Mivel
a periddushosszal kapcsolatos eredményeink szerint a ras2 hidnya gliikdz jelenlétében
erdteljesebb fenotipussal parosul, folyékony kultirdink médiuma gliikozt tartalmazott.
Amennyiben a kultardkat alland6 vilagosban inkubaltuk, minimalis FRQ szint kiilonbséget
lattunk a Aras2 és a wt kozott, viszont a nagyobb elektroforetikus mobilitasu, hipofoszforilalt,
azaz frissen szintetizalt fehérjeformak egyértelmiien nagyobb mennyiségben voltak jelen
Aras2-ben, mint a wt-ban (37.A abra). A WC-1 expresszioja is emelkedett volt a mutansban, és
mindkét WC fehérje hiperfoszforilalt formai dominaltak. Ezutan szubcelluléris frakcionalast
végeztlink az orakomponensek sejten beliili elhelyezkedésének vizsgalata c€ljabol. A Aras2
magi frakcioja tobb hipofoszforilalt FRQ-et tartalmazott, mig a WC fehérjeformak esetén
megint csak a hiperfoszforilacid iranyaba valo eltolddas volt jellemzé a wr-hoz képest (37.A
abra). Jellegzetes volt még a mutansban a WC-1 hiperfoszforilalt formajanak felszaporodasa a
citoszolikus frakcioban. Mindezek a foszforilacids valtozasok egy olyan modellbe illeszthetdk,
ami szerint ras2 hidnyaban nagyobb mennyiségben jelenik meg a hipofoszforilalt FRQ a
magban, amirdl tudjuk, hogy eldsegiti a WCC foszforilaciojat €s inaktivaciojat.

Az oszcillator miikodésének tovabbi elemzéséhez 4allandd sotétben ndvekvo
kultardkban vizsgaltuk a FRQ szintek i1dofliggd valtozasait. Mindkét torzs mintdiban
oszcillaciot lattunk, ugyanakkor a mutansban kismértékli faziskéseés, valamint, elsdsorban a
masodik napon, egyértelmli amplitaiddé csokkenés volt tapasztalhaté (37.B, C 4abra). A
faziskésést joOl reprezentalta a Aras2 DD12-es mintajaban a kontrollban mértnél alacsonyabb
frg RNS szint, valamint a bloton a frissen szintetizalt, hipofoszforilalt FRQ minimalis

mennyisége (37.D éabra).
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37. abra: Az 6ra komponensek expressziojanak és oszcillaciojanak eltérése Aras2-ben

A) A FRQ ¢és a WC fehérjék megvaltozott expresszidja és foszforilacioja RAS2 hianyaban. A folyékony
médiumban, allandé fény mellett nétt kultirakbol teljes sejt extraktumot (bal oldali abrarész), illetve citoszol (C)
és magfrakciot (N) készitettiink (jobb oldali abrarész), és a feliratnak megfeleld fehérjéket Western bloton
detektaltuk. Reprezentativ blot képe. A folytonos €s szaggatott vonalu nyilak a hiper-, illetve hipofoszforilalt
fehérjeformakra mutatnak. Az RGB-1 citoszolikus markerként szolgalt, TP: total protein, Ponceau-festés
(mintafelviteli kontroll), 1 (long): hossz, s (short): rovid filmexpozicié. B) A FRQ oszcillacié vizsgalata. Az LD
atmenettel szinkronizalt sotétben névoé kultirakat az abran jeldlt idopontokban takaritottuk be és a fehérje
extraktumokat Western bloton analizaltuk. Reprezentativ blot képe. C) A FRQ szintek cirkadian valtozasa Aras2-
ben és wt-ban. A B) abrarészben bemutatott vizsgalatok denzitometrias analizise. A FRQ-specifikus szignal-t az
ugyanazon kisérlet mintaiban mért atlagos denzitashoz viszonyitva adtuk meg. (n=4) D) DD12-ben a Aras2-ben
alacsonyabb frg RNS szint és kevesebb hipofoszforilalt FRQ fehérje detektalhatd a wt-hoz képest. Az RNS szint
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mérése valos-idejii PCR-rel (fels6 abrarész) (n=4), a fehérje analizis Western blottal (als6 abrarész) tortént.
Reprezantativ blot képe. A nyil hipofoszforilalt FRQ formara mutat. E) A FRQ foszforilaci6éjanak részletesebb
elemzése. DD16 és DD26 kozott két oranként vettiink mintat a folyékony médiumban novo kulturakbol, majd a
fehérjeextraktumokat Western blottal elemeztiik. Reprezentativ blot képe. A szaggatott vonal a DD16 idéponthoz
tartozd6 FRQ jel elektroforetikus mobilitasi tartomanyanak felét jeloli, ami szerint hiper- és hipofoszforilalt
formakat kiilonboztettiink meg. TP: total protein, Ponceau-festés (mintafelviteli kontroll). F) A FRQ
fehérjeszignal kalibracidja. Emelkedé mennyiségti (25-125 %) we-u fehérjemintat analizaltunk Western bloton. A
FRQ-specifikus fehérje csikokhoz tartozé denzitdsokat abrazoltuk, majd regresszids egyenest illesztettiink a
pontokra. G) A FRQ expresszio és foszforilaciéo kvantifikalasa. Bal oldali abrarész: A FRQ mennyiségének
meghatarozasa DD16-o0s fehérjemintdkon az F) abrarészben bemutatott kalibracidés egyenes alapjan. 100%-nak
tekintettiik a wz-u mintdkban mért atlagos denzitast (n=4, #*=: p < 0,005, parositott t-proéba). Jobb oldali abrarész:
A hiper-és hipofoszforilalt FRQ formakat (E) abrarész) denzitometriasan hasonlitottuk Ossze a feltiintetett
idépontokban (n=3, #=#*: p < 0,005, szignifikans id6 x torzs interakcid6 (ANOVA), Tukey HSD teszt).

A wt-ban DD16-t6l kezdve a FRQ egyre fokozodo foszforilacioja figyelhetd meg, ezért a két
torzs kozotti foszforilacios eltérés alaposabb vizsgalatdhoz DD16 és DD26 kézott nagyobb
felbontasban hasonlitottuk dssze a kiilonb6z6 FRQ forméak mennyiségét (37.E abra). A Aras2-
ben a FRQ szint minden idépontban alacsonyabb volt, mint a kontrollban. DD16-ban kalibracio
segitségével becsiiltiik a teljes FRQ mennyiség aranyat a két torzsben, eszerint a FRQ
expresszio mintegy 60 %-a a wr-ban mért szintnek és a foszforilaciobol fakadd mobilitas
csokkenés is jelentdésen elmaradt a we-ban tapasztalttol (37.F, G abra). Meghataroztuk az
erdsebben ¢és kevésbé foszforilalt formak aranyat a kiilonb6z6 idOpontokban, €s a statisztikai
elemzgés szignifikans id6 x torzs interakciot mutatott. Eredményeink tehat azt mutatjak, hogy a
RAS2 hatassal van a FRQ mennyiségének ¢és foszforilacidjanak alakulasara allando
kortiilmények, azaz miikodo ora mellett is.

Irodalmi adatok szerint a WC-1 mennyisé€g csak kismértékben oszcillal (178, 237), ezt
tapasztaltuk mi is a wr-u mintdinkon (38. A, B abra). Ezzel szemben Aras2-ben, bar a WC-1
szintje hasonld volt, mint a kontrollban (38.C 4bra), nem tudtunk ritmusos WC-1 expressziot
detektalni. Ez megint csak arra utal, hogy a molekularis 6ra miikodése kevésbé robusztus RAS2
hianyéaban.

Mivel a FRQ foszforilacioja hatassal van a fehérje sejtmagba kertilésére, az pedig
alapvetd a negativ visszacsatolds szempontjabol, a kovetkezOkben a FRQ szubcelluléris
megoszlasat vizsgaltuk a cirkadian ciklus folyamén (39. abra). Az LD atmenetet kovetéen a
FRQ mennyisége mind a magban, mind a citoszolban csdkken, majd DD16-ban, az
ujszintézissel egyidejlileg, jelentds nuklearis frakcid detektalhatd, de ennek szintje DD20-ra

mar ujra csOkken. A Aras2-ben DDI16-ig hasonld tendencia tapasztalhatdo, de mar ekkor
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nagyobb a magi FRQ-frakcio, mint a vadtipusban, és az jelentds marad egészen DD24-ig. A

ket torzs kozotti kiillonbség statisztikai elemzése szignifikans térzs hatdst mutatott.
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38. abra: A WC-1 expressziojanak osszehasonlitasa allandé koriilmények kozott Aras2-

ben és wt-ban

A) A WC-1 szintek alakuldsa DD8 és DD40 id6pontok kozott a két torzsben. Az LD atmenettel szinkronizalt
sotétben novo kultirakat az abran jelolt iddpontokban takaritottuk be €s a fehérje extraktumokat Western bloton
analizaltuk. B) Relativ WC-1 szintek 0sszehasonlitdsa we-ban és Aras2-ben. Az el6z6 pontban bemutatott kisérlet
blotjain tortént a denzitometrias mérés, a WC1-specifikus szignal-t az ugyanazon kisérlet mintdiban mért atlagos
denzitashoz viszonyitva adtuk meg (n=3-6). C) DD24-ben hasonldé a WC1 expresszio a két torzsben. Felso
abrarész: A feltiintetett torzsek kulturait a fény-sotétség atmenetet kovetden 24 oOraval takaritottuk be, és a
fehérjeextraktumokat Western blot segitségével analizaltuk. Reprezentativ blot képe. Als6 abrarész: A Western
bloton detektalt szignal denzitometrias analizise (1. e16z6 pont). (n=4, egymintas t-proba; n.s. = nem szignifikans).

A bemutatott eredmények alapjan megéllapithatjuk, hogy a RAS2 részt vesz a FRQ

sejten beliili elhelyezkedésének szabalyozasaban.
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39. abra: A RAS2 szerepet jatszik a nuklearis FRQ szintek szabalyozasaban

A) DD4 és DD32 kozott négy oOranként vettiink mintat a folyékony médiumban névo kultirakbol, majd
szubcellularis frakcionalast kovetéen a fehérjemintak FRQ szintjét Western blot alapjan elemeztiik. Bal oldali
abrarész: reprezentativ. Western blotok képe. C: citoszol frakcid, N: magi frakcid; az RGB-1 citoszolikus
markerként szolgalt, TP: total protein, Ponceau-festés (mintafelviteli kontroll). Jobb oldali abrarész: A DD16 és
DD20 mintak esetében a magi és citoszolikus szignalok aranyat szamoltuk. Ugyanazon kisérletben a wz-ban
megallapitott aranyt tekintettiik 1-nek (n=3-4, *=*: p < 0,01, egymintas t-proba).

4.1.5.3. A molekularis ora gliikozra adott valaszat befolydsolja a RAS2

Tekintettel arra, hogy a RAS2 cirkadian fenotipusra vald hatdsa gliikozfiiggdnek
bizonyult, a kovetkezOkben arra voltunk kivancsiak, hogy a FRQ expresszidjara ¢és
szubcellularis megoszladsara masként hat-e a gliik6z a Aras2-ben, mint we-ban. Vilagosban névo
kultardkat egy ¢€jszakdn at glikdézmentes médiumban inkubaltunk, majd 0,5%, illetve 4%
gliikozt adtunk hozza. Az alacsonyabb gliikozszint mellett wz-ban gyakorlatilag nem valtozott
a FRQ mag ¢és citoszol kozotti megoszladsa, mig Aras2-ben a fehérje magban valo
felhalmozodasa volt megfigyelhetd (40. abra). A magasabb (4%) gliikozkoncentracid hatdsara
mindkét torzsben jelentdésen nétt a hipofoszforilalt FRQ mennyisége, de Aras2-ben ennek joval
nagyobb hanyada jutott a magra, mint a wz-ban. Mivel a magas gliikozkoncentracio szamottevo
ozmotikus terhelést jelent, a gliikkdz hatasanak specifikussagat vizsgalando, megismételtiik a
kisérletet ugyanolyan ozmotikus koncentracioban adott NaCl-dal is, de az nem befolyésolta a

nuklearis FRQ szintet Aras2-ben (nem bemutatott kisérlet). Eredményeink tehat arra utalnak,
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hogy a RAS2 részvételével miikodo utvonal szerepet jatszik az oszcillatormiikddés valtozo

gliik6z mennyiségekhez val6 alkalmazkodasaban.
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40. abra: A RAS2 gatolja a FRQ gliikoz hatasara bekovetkez6é magi akkumulaciojat

A standard médiumban, alland6 vilagosban ndvesztett gombat 16 o6ran at gliikoz-mentes médiumba oltottuk at,
majd 0,5 %, illetve 4 % gliikkdzt adtunk a kultrdkhoz és azokat tovabbi 4 6rat inkubaltuk. Bal oldali abrarész:
reprezentativ blotok képei. A FRQ szinteket a teljes (T), a citoszolikus (C) és magi (N) frakcidkban Western blottal
analizaltuk. Az RGB-1 citoszolikus markerként szolgalt, TP: total protein, Ponceau-festés (mintafelviteli kontroll).
Jobb oldali abrarész: Denzitometrias analizis. A magi és citoszolikus szignalok aranyat szamoltuk, és ugyanazon
kisérletben a wz-ban megallapitott aranyt tekintettiik 1-nek (n=4, egymintas t-proba, n.s. = nem szignifikans).

4.1.5.4. A cirkadian ora és a RAS?2 kozotti lehetséges szignalizdacios utak vizsgdlata

Saccharomyces cerevisiae-ben a RAS2 mind a MAPK ftvonalat, mind az
adenilatciklazhoz kapcsolt szignalizacids utakat befolyasolja (238-240). Neurospora-ban a
MAPK ortolégot MAK2-nek hivjak (241, 242). Osszehasonlitottuk az aktiv, azaz foszforilalt
MAK?2 szinteket a wt-ban €s a Aras2-ben, de nem tapasztaltunk kiilonbséget (41.A ébra), ami
arra utal, hogy valoszinlileg nem a MAK2 kozvetiti a RAS2 hatdsat a mi kisérleti
koriilményeink mellett. Ezutan az adenilatciklazhoz kapcsolt szignalizacid szerepét vizsgaltuk,
¢s kimutattuk, hogy az adenilatciklaz E. coli-ban expresszalt RAS-koté doménje in vitro
specifikusan koti a RAS2-t, ami felveti annak lehetdségét, hogy a RAS2 és az adenilatciklaz in
vivo 1s komplexet képez (41.B ébra).

84



dc_1752_20

Kaldi Krisztina Akadémiai doktori értekezés
n.s
A C wt, frq-luc —
— control
3 — 8Br-cAMP Y
wt  Aras2 s 3 0
— 55 kDa § 5 o 196
- V— Q g
P-MAK2 — 42kDa 2 8
GE) 1 ‘g,_ 19.2
TP . 5
g 0+ T T T T d 18.8
24 3% 48 60 T2 84 9 BEr-CAMP - N
2 n.s. hours after LD transfer
1
g 1.5 Aras2, frg-luc ol %k
s — control
[——
= -[ — 8-Br-cAMP
2 3 2
3 3 2 e
S 8 2
5 05 ° 2 26
’ : 3
0 g ?g_ 222
wt Aras2 %
° 0 4 T T T T T 1 21.8
S 24 3% 48 60 72 84 % SBr-cAMP - .
hours after LD transfer
B D
» <
B <& Aras2 *
o\o N S Cc N Cc N 1
® © <© rRee1 S
< o _
3 5 3 8-Br-cAMP ) g_ o8
\*f: *90 \*\6 r-Ci . TP 5 % 06
5 O
anti-FLAG | WD . - RGB-1 2 04
[
A J control ” ~ TP % 02
T 0
8-Br-cAMP - +

41. abra: A RAS2 és az ora kozotti szignalizacio vizsgalata

A) A P-MAK szintek nem kiilonbdznek we-ban és Aras2-ben. Vildgosban nétt kultirak teljes sejtextraktumainak
vizsgéalata Western bloton. Fels6 abrarész: Reprezentativ blot képe. A P-MAK?2 detektalashoz egy anti-phospho-
p44/42 MAPK antitestet (Cell Signaling) hasznaltunk. Als6 abrarész: A blotok denzitometrias kvantifikalasa (n=5,
kétmintés t-proba). TP: total protein, Ponceau-festés (mintafelviteli kontroll). B) In vitro interakcié a RAS2 és az
adenilatciklaz RAS-k6td doménje kozott. E. coli-ban expresszalt GST-t, illetve GST-AC-RBD-t kotottiink
glutation-agar6z gyongyokhoz, majd azokat RAS2pj,.-et tartalmazd Neurospora extraktummal inkubaltuk, és
mosast kovetden a fehérjéket mintapufferrel eludltuk. A mintdkat Western bloton elemeztiik anti-FLAG antitest
segitségével. C) A cAMP analdg megvaltoztatja a ras2 hidnyos torzs peridodusat. Bal oldali abrarészek: A
feltiintetett tdrzsek in vivo luciferaz aktivitdsat mértilk 8-Br-cAMP jelenlétében (piros gorbe), illetve anélkiil
(fekete gorbe). Egy reprezentativ kisérlet atlagat mutatjak a goérbék (n=6). Jobb oldali dbrarészek: A kisérletek
kvantitativ analizise a Crono-programmal tortént. n=19-20, #x*: p < 0,005, kétmintas t-préba, n.s. = nem
szignifikans D) A 8-Br-cAMP gatolja a FRQ gliik6z-fliggd felhalmozodasat a magban Aras2-ben. A kisérlet
részletei és az analizis mdodja megegyezik a 40. abranal leirtakkal, annyi kiegészitéssel, hogy a gliikkdz adasat
megelézéen 1 oraval 1 mM 8-Br-cAMP-t vagy oldoészert (control) adtunk a kultrakhoz. Bal oldali abrarész:
reprezentativ blot képei. Jobb oldali dbrarész: Denzitometrias analizis (n=4, egymintas t-proba).

Az utvonal tovabbi elemzéséhez megvizsgaltuk, hogy a membranpermeabilis ¢és
viszonylag stabil cAMP analég, a 8-Br-cAMP hogyan befolyasolja a frg-promoter miikodését
gliik6z jelenlétében. Mig we-U hattér mellett a cAMP analdg nem volt hatassal a periodusra,

addig a Aras2-ben kismértékben, de rovidebbé tette a periodushosszt (41.C abra). Ezen kiviil a
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8-Br-cAMP megakadalyozta Aras2-ben a gliikdz hatisara bekovetkez6 FRQ akkumulaciot a
magban (41.D abra). Osszefoglalva, eredményeink azt valdsziniisitik, hogy cAMP szerepel

hirvivoként a RAS2 és a molekularis 6ra kozotti kolcsOnhatasban.

4.1.5.5. Kovetkeztetések

Eredményeink elsdként utaltak arra, hogy a RAS2 a cirkadian ora szabalyoz6 faktora
Neurospora-ban. Ezen kiviil gy gondoljuk, hogy a RAS2 olyan jelatviteli itvonal tagja, amely
segiti a megfeleld amplitddoji és allando periddushosszii 6ramiikodés fenntartasat valtozo
metabolikus koriilmények esetén is. E kompenzacidos mechanizmust a kovetkezé modell
magyarazhatja: a kornyezeti gliikoz szint ndvekedése altalaban a sejtek transzlacios aktivitasat
noveli, ami a FRQ szintézisének emelkedését is jelenti. Ugyanakkor a gliik6z néveli a RAS2-
PKA utvonal aktivitdsat. Amennyiben a PKA foszforilalja a FRQ-et (26), mérséklddik a fehérje
magban valo felhalmozddasa €s az intenzivebb FRQ szintézis ellenére nem gyorsul a negativ
visszacsatolas. Mindezek eredményeként a gliikoz koncentracidé novekedése ellenére a periddus
valtozatlan maradhat. Elképzelésiink jo 6sszhangban van egy, a vizsgélatainkkal egy id6ben
publikalt elképzeléssel (243). Eszerint a FRQ aktivitasat meghatarozo foszforilacios torténések
sebessége jatszik fo szerepet a periddus meghatarozasaban, szemben a korabbi elképzeléssel,
amelyik a FRQ szintézis és bomlds egymdéshoz viszonyitott intenzitdsat tekintette
elsédlegesnek.

Bar eredményeink a cAMP-PKA-kozvetitette utvonal szerepét valosziniisitették, nem
zarhato ki, hogy hasonléan mas gombakban talaltakhoz, MAP kindzok is szerepet jatszanak a
RAS2 aktivaciot kovetd jeltovabbitasban. Mintdinkban az Erk homoldog nem tiint
meghatarozonak ebbdl a szempontbdl, de mas MAP kinazok (JNK, p38) részvételét nem
vizsgaltuk behatobban.

Osszességében ugy gondoljuk, hogy a cirkadian 6ra miikddésének metabolikus
szabalyozasaban a CSP1 és a nemrég jellemzett PRD-1 mellett a RAS2 t6lt be fontos szerepet.
Mig a CSP1 hianya roviditi a periddust, a prd-1 és ras2 mutansokban a kontrollénal hosszabb
periddus detektalhato. A tobb pillérli és részben ellentétes irdnyu szabalyozasok egyenstlya
biztosithatja az 1dOmérés stabilitasat valtozo metabolikus kornyezet mellett. Mig a CSP1
elsésorban a WC-1 szint szabalyozasat iranyitja (213), a PRD-1 molekularis hatasat pedig nem

ismerjiik (244, 245), a RAS2 a FRQ moddositasan keresztiil szolhat bele a folyamatba.
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4.2. A human oramikodés és annak zavaraval osszefiiggé allapotok
vizsgalata

Korabbi kisérletes munkam ¢€s az intézetben miik6dé mas munkacsoportok kiterjedt
metodikai €és elméleti tapasztalatai az immunbioldgiai kutatdsok terén, valamint az ehhez
kapcsolddd tamogatd 1égkor batoritott arra, hogy a cirkadidn o6ra miikddésére iranyuld
molekuléris vizsgéalatainkat human fehérvérsejtekre is kiterjessziik. Az elsé ilyen témaju
tanulmanyunkat mutatom be a fejezet elején.

Az utdbbi idében a kronobiologiai kutatadsok homlokterébe kertilt a leggyakoribb human
kronikus ritmuszavar, a szocidlis jetlag kovetkezményeinek vizsgalata. Ez az izgalmas,
kozegészségiigyl szempontbol is nagy jelentdségli probléma régota érdekelt minket, igy két

tanulmanyunk is foglalkozik vele, ezeket ismertetem a fejezet masodik felében.

4.2.1. Neutrofil granulocitak ritmusos miikodésének vizsgalata

(10. és 12. kozlemény)

A dolgozat bevezetd fejezetében mar szoltam az immunmuikodések €s a cirkadian ora
kozotti kapesolatok klinikai jelentdségérdl €s a szabalyozassal kapcsolatos néhany kisérletes
eredményrdl. Vizsgalataink kezdetekor ismert volt, hogy a vér mononuklearis sejtfrakciojaban
jol detektalhatok a molekularis ora kiilonb6zé komponensei, ugyanakkor a vérben legnagyobb
szamban jelenlévd neutrofil granulocitakkal kapcsolatban csak igen hézagosan alltak adatok
rendelkezésre.

A neutrofil granaulocitdk a velesziiletett immunitds esszencidlis elemei, elsésorban
bakterialis €és gombas fertézésekkel szemben nyujtanak védelmet. A mikrobakat sejtfelszini
receptoraikkal ismerik fel, ami a sejtek aktivalodasdhoz és a mikrobak bekebelezéséhez vezet.
A koérokozok elpusztitasaért felelds effektor funkcidk a fagocitozis, a degranulécid, a reaktiv
oxigénszarmazékok (ROS) termelése, valamint a Neutrophil Extracellular Trap (NET) képzése.
Emellett a sejtek extracellularis vezikuldkat is termelnek, melyek tobbek kozott mas
aktivalasban (248, 249), és antibakterialis hatast is kifejtenek (250). Mig a neutrofil
granulocitak alulmiikddése fatalis kimenetelli fertdzésekhez vezethet (251), addig ugyanezen
sejtek talmiikddése stlyos autoimmun és kronikus gyulladasos allapotok kialakuldsat idézheti

el3 (252, 253).
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A neutrofil granulocitak miikodésének 1ddbeli szabalyozottsdgara mar utaltak adatok.
Egéren végzett kisérletekbdl ismert volt, hogy a neutrofil sejtek szoveti sériilést kovetd vagy
endotoxin hatasara torténd kivandorldsa a vérpalyabol napi ritmust kovet, ami elsdsorban az
endothelsejtek adhézids receptorainak ritmikus kifejezédésére vezethetd vissza €s adrenerg
szabdlyozas alatt all (112). A CXCLS5 nevi, epitelidlis kemokin megjelenése is ritmusos a
tiidoben, ami a neutrofil sejtek inflammatorikus valaszainak iddbeliségét is meghatarozza
(254). A neutrofil granulociték egyes felszini receptorainak és fagocita aktivitdsdnak ritmusos
voltara utald adatok is rendelkezésre alltak (255-257). Ismert volt tovabba, hogy a neutrofil
granulocitdk szama a vérben kis amplitidoja napi ingadozast mutat (124, 258), és egy igen
részletes, egérmodellen végzett munka eredményei arra utaltak, hogy az eloregedett neutrofil
sejtek vérbdl csontveldbe vald aramlasa, azaz eliminacidja is ritmusos (153). Bar ritmusos Per/
expressziot kimutattak neutrofil granulocitdban €s ismert volt, hogy endotoxinra érzékeny az
oragének szintje (259, 260), a nyugvo granulocitdk molekularis 6ramitkodésének elemzése nem
tortént meg.

Joggal mertilhet fel a kérdés, hogy egy, a periférids keringésben minddssze néhany 6rat
tartozkodo sejtben érdemes-e az dramiikddést vizsgalni, hiszen a sejtkészlet egy napon beliil is
t5bbszor megujul. Ugy gondolkodtunk, hogy amennyiben a keringd neutrofil granulocitdkban
szinkron modon miikddik a molekularis o6ra, akkor az d6rakomponens kifejezédésnek a

populacidé dinamizmusa ellenére ritmusosnak kell lennie a teljes sejtkészlet szintjén.

4.2.1.1. Neutrofil granulocitikban és a mononukledris sejtekben kiilonbozik az oragének
expresszioja és poszttranszlacios modosuldsa

Szamos, a hemopoetikus vonalhoz tartozo sejtben — igy makrofagokban, eozinofil
granulocitdkban, T ¢és B limfocitakban, valamint dendritikus sejtekben — mutattak ki
molekularis 6ramiikddést, azaz az Oragének oszcillalo expressziojat (261-268). Neutrofil
granulocitdkban korabban nem tortént ezzel kapcsolatban részletes elemzés. Munkéank elsd
1épéseként ezért human sejtek RNS prepardtumain a jol ismert éragének expresszids mintazatat
vizsgéaltuk a nap folyaman ¢és azt Osszehasonlitottuk a mononukleéris frakcioéval. Az
egeészséges onként vallalkozoktodl 4 dranként vettiink vért, €s minden mintabol mononukledris
frakciot és neutrofil granulocitdkat kiilonitettiink el, amikbdl fehérje és RNS prepardtumokat
készitettiink. Az RNS méréseknél el6szor Gapdh-t hasznaltunk haztartasi génként, ugyanis ezt
mas leukocitdk oOragén monitorozasdhoz mar kordbban alkalmaztak (262, 269-271). A

mononukledris sejtekben mindegyik Per gén, valamint a Dbp is szignifikans ritmicitast
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mutatott, aminek fazisa a korabban leirtakkal egyezo volt (263,267, 272) (42. ébra, 4. tablazat).
A Bmall esetében csak tendenciozus ritmus volt kimutathaté (p=0,055), mig a Rev-erba
expresszioja nem valtozott szabalyosan. Az ugyanezen személyek neutrofil granulocita mintait
vizsgélva teljesen mas képet lattunk. Csak a Perl, a Dbp és a Rev-erba kifejez6dése volt
ritmusos, mig a masik harom gén esetében nem detektaltunk szignifikdns oszcillaciot. Ezek az
adatok arra utalnak, hogy neutrofil granulocitdkban és mononukledris sejtekben alapveten

kilonbozik a molekularis 6ra mukodése.
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42. abra: Az 6ragén expresszios mintazatok osszehasonlitasa a mononuklearis frakciéban

és neutrofil granulocitakban

Az RNS szint mérése valos-idejii PCR-rel tortént. A feltlintetett gének Gapdh-hoz viszonyitott expresszidjat az
adott donor dsszes mintajaban mért értékek atlagahoz viszonyitottuk (n=6). A szaggatott vonallal rajzolt gorbék
24 oras periddusu szinusz gorbe szignifikans illeszkedését jelolik.
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4

4. tablazat: RNS szintek akrofazisai mononuklearis sejtekben és neutrofil

granulocitakban
ier . c AKkrofazis
Sejttipus Cirkadian gén (h : min) p
Perl 8:26 0,0128
Mononuklearis Per2 7:15 0,0002
sejtek Per3 5:46 0,0001
Dbp 3:44 0,0400
Perl 9:51 0,0308
Neutrofil )
granulocitak Dbp 2:40 0,0024
Rev-erb 1:24 0,0022

Az akrofazist 24 6rés peridodusu illesztett szinusz gorbe alapjan hataroztuk meg (Time Series Analysis - Single
Cosinor v 6.2 Software (Expert Soft Technology), n=6).

Mivel méréseinkben relativ expressziot hatdrozunk meg, csak akkor 6sszehasonlithatok
az adatok, ha feltételezziik, hogy a haztartasi gének expresszidja egyik sejtben sem ingadozik
idében. Ennek ellenérzésére megvizsgaltuk egy masik gyakran alkalmazott haztartasi génhez,
az aktinhoz viszonyitott Gapdh szinteket, ami azonban nem mutatott 1dofiiggést (nem
bemutatott adat). A kovetkezOkben az oragénexpressziot egy belsé kontrollhoz, a Bmall-hez
képest is meghataroztuk. Az volt ugyanis az alaphipotézisiink, hogy amennyiben hasonlo
oramiikddés van a kiilonbozo sejtekben, akkor az 6ragének egymdashoz viszonyitott ardnya is
hasonld. Két idépontban végeztiik el a részletesebb elemzést, €jjel 1 és délutan 13 drakor (43.A
abra). Mig az igy szamolt Perl szintek nagyjabdl hasonloak voltak a két sejtféleségben, a masik
négy gén esetében szignifikansan kiilonb6zd expresszios szinteket kaptunk. Mindez megint
csak arra utal, hogy a két sejtfrakcioban jelentOsen eltérd az 6ramitkodés.

A kovetkezOkben a molekuléaris 6ra alapvetd komponenseinek, a PER2-nek ¢és a
BMALI-nek a fehérje szintli expresszidjat hasonlitottuk dssze a nap kiilonb6zo idépontjaiban
a két sejtfrakcioban. A mononukledris frakcioban a PER2 gyengén, de detektalhat6 volt minden
idépontban, mig a neutrofil granulocitakbdl szarmazé mintdk hasonlo fehérjemennyiséget
tartalmazo mintaiban nem tudtunk PER2-t kimutatni (43.B abra). A BMALI expresszio is
jelentds kiilonbséget mutatott a két sejttipusban. A mononuklearis sejtekben jol detektalhato,
kis amplitaddoju, az RNS szint valtozasat kovetd fehérjeszinteket lattunk, ami két elkiiloniild
csikként, azaz kiilonb6z6 elektroforetikus mobilitast fehérjeformaként jelent meg. A neutrofil

granulocita frakcidoban viszont igen kicsi volt a bloton a jelintenzitds, és az a nagyobb
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mobilitasu fehérjeformanak felelt meg.
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43. abra: Kiilonbségek az 6ra komponensek megjelenésében mononuklearis sejtekben és

neutrofil granulocitakban

A) Az ébran feltiintetett gének RNS szintjei mononuklearis sejtekben (fekete oszlop) és neutrofil granulocitadkban
(fehér oszlop). Az RNS szint mérése valos-idejiit PCR-rel tortént. Az idépontok a vérvétel idejét jelzik, a Bmall
volt a viszonyitasi gén. Ismétléses ANOVA, Dunn’s féle tobbszords dsszehasonlitas, n=10-12. B) A PER2 és a
BMALI1 expresszidjanak Osszehasonlitasa a jeldlt sejtek lizaitumédban Western blot technikaval. A vérvételi
jeloltik. A B—AKTIN detektalasa és a teljes fehérje festés (Ponceau, TP) mintafelviteli kontrollként szolgalt. C)
A BMALI fehérjeformak osszehasonlitasa Western blot technikaval alkalikus foszfatazzal kezelt (+CIP) és nem
kezelt (-CIP) mononukledris sejtlizatumban.
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A BMALI-rdl ismert, hogy foszforilacigja alapvetden befolydsolja a mitkodését (68,
273, 274), és hogy, amint mi is megmutattuk a mintdnkon, a foszforilacid ebben az esetben is
elektroforetikus mobilitas csOkkenést okozhat (43.C abra). Ezek alapjan a neutrofil sejtekben

csokkent mértekii a BMAL-1 foszforilacioja.
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44. abra: A BMALI1 sejten beliili elhelyezkedése kiilonb6z6 periférias leukocitakban

A) A fehérvérsejtek immunfestése anti-BMALI és izotipus kontroll antitesttel. A sejtfrakciokat délutan 13 érakor
vett vérmintabol preparaltuk, a mononuklearis €s neutrofil sejtek preparatumat 1:1 volumenaranyban kevertiik.
Piros: sejtmag (ToPro), zold: BMALTI elleni antitest vagy izotipus kontroll (Alexa 488), N: neutrofil granulocita,
M: monocita, L: limfocita. B) A BMALI1-specifikus jelol6dés statisztikai analizise. A jelintenzitasokat az azonos
fedélemezen 1év0 monocitdkon mért atlagos magi jelintenzitdsra normalizartuk. N: sejtmagi jelintenzitas, C:
citoplazmatikus jelintenzitds, n=28-41, ANOVA, Bonferroni korrekcié.

Tekintettel arra, hogy irodalmi adatok szerint a BMAL1 foszforilacidja és nuklearis
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lokalizacioja Osszefiiggést mutat (273), a tovabbiakban a fehérje sejten beliili lokalizaciojat
vizsgaltuk immunfestéssel (44.A abra). A nukledris festédés joval alacsonyabb intenzitast volt
neutrofil granulocitdkban, mint limfocitdkban és monocitdkban, ¢s miga BMALL jel nagyjabol
egyenletesen oszlott meg a mag és a citoszol kozott monocitakban, és dusult a limfocita
magokban, neutrofil granulocitakban elsdsorban a citoszolra lokalizalodott.

Eredményeinket 6sszefoglalva, az érakomponensek expresszios kiilonbsége, valamint
azok foszforilaciojanak €s szubcellularis eloszlasanak eltérése arra enged kovetkeztetni, hogy
a neutrofil granulocitak és a mononuklearis vérsejtek molekularis 6réja eltéré modon miikodik,

¢s a neutrofil granulocitak gyengébb (downregulélt) 6rafunkcidval rendelkeznek.

4.2.1.2. PLB-985 sejtek differencidlodasa folyamdn valtozik a PER?2 expresszidja

Az eddig ismertetett eredmények alapjan feltételezhetd, hogy a myeloid differenciacio
folyaman a molekularis 6ra miikddése jelentds valtozdson megy at. Ennek tovabbi vizsgalata
céljabol a PLB-985 myeloid leukémia sejtvonalon kovettiik a PER2 expresszidjat a sejtek

granulocita iranyba valo differencialodasanak indukalasatol kezdve.
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45. abra: A PER2 expresszio valtozasa PLB-985 sejtekben a neutrofil granulocita iranyba

valo differencialodas folyaman

A) Az Iigh2, a Cxcr4, a Gp9I""* (bal oldal) és a Per2 RNS szintje (jobb oldal) a differencialas indukalasatol
szamitott kiilonb6z6 id6pontokban. Az RNS szint mérése valos-idejit PCR-rel tortént, Gapdh volt a referencia gén.
1-nek tekintettiik az adott sejtkultira 24 6ras mintdjan mért értéket. n=4, egyszempontos ANOVA, Tukey teszt.
B) A PER2 ¢és a f—AKTIN szintjének vizsgalata. Bal oldali dbrarész: reprezentativ Western blot. Bal oldalon a

denzitometrias analizise (n=4, egymintas t-proba). TP: total protein, Ponceau-festés (mintafelviteli kontroll)
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Differenciacios markerként detektaltuk a Cxcr4, az Itgh2 és a Gp91”"™ (NADPH oxidaz
alegység) szintjét is. Mig a markerek mennyisége a négy napos differencialodas folyaman
jelentésen novekedett, egyértelmii csokkenés volt megtigyelhetd a Per2 RNS Bmall-hez
viszonyitott mennyiségében (45.A abra). Hasonl6 valtozast lattunk a fehérjében, a PER2 szintje
joval alacsonyabb volt a 4. napon, mint az els6 napon, ugyanakkor, ahogy az irodalmi adatok
alapjan varhaté volt (275), a B—AKTIN expresszio erdsodott (45.B abra). Megfigyeléseink
szerint tehat a granulocita iranyba valo differencialodas folyaman jelentdsen modosul az egyik

kozponti 6rakomponens expresszidja.

4.2.1.3. Kortizol hatdsa a neutrofil granulocitik oragén expressziojara

Amennyiben a molekularis 6ra mukodése gyengiilt, azaz nem robusztus neutrofil
granulocitakban, felmertil a kérdés, hogy a sajat periférias ora helyett vajon szisztémas hatasok
képesek-e a sejteket ritmusos miikddésre késztetni. A kortizolnak jol ismert a ritmusos
expresszioja, €s azt is tudjuk, hogy immunsejtek miikdodését is befolyasolhatja. Eldszor
donoraink kortizol szekréciojanak id6beli lefutasat vizsgaltuk, amihez a vérplazma mintakban

meghataroztuk a hormon koncentraciojat (46.A abra).
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46. abra: Kortizol hatasara n6 a Perl expresszio neutrofil granulocitakban

crer

s

mintajaban mért értékek atlagahoz viszonyitottuk. A szaggatott vonal 24 6ras peridodust szinusz gorbe szignifikans
illeszkedését jeloli (akrofazis: 9:33 6ra, n=4). B) Kortizol hatdsa a neutrofil granulocitak 6ragén expresszidjara.
Az izolalt sejteket 60 percig kezeltiik 300 ng/ml kortizollal. Az RNS szinteket valds-idejli PCR-rel, Gapdh-hoz
viszonyitva hataroztuk meg. Az értékeket a kontroll (csak vivéanyaggal kezelt) mintdkban mérhetd expresszios
szintekhez viszonyitottuk (n=4, egymintas t-proba).
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A kortizolszintek a vartnak megfeleld napi ingadozast mutattak, reggeli maximummal és
késd esti minimummal. A kovetkezd kérdésiink azt volt, hogy kortizol hatdsara valtozik-e
neutrofil granulocitdkban egyes Oragének expresszidja. Ehhez délutani vérmintakbol
preparaltunk sejteket, ekkor a kortizol mennyisége csokkend fazisban van a vérben. Az izolalt
sejteket egy oran at inkubdltuk olyan mennyiségli hormonnal, ami a fizioldgias
koncentraciotartomdnynak megfeleld. Meglepd nagyon karakterisztikus kiilonbséget
tapasztaltunk a génexpresszidban: mig a Perl expresszioja tobbszorosére ndtt a kezeles
nyomadn, a tobbi dragén szintje nem mutatott szamottevo valtozast (46.B dbra).

Megfigyeléseink arra utalnak, hogy a Perl kifejezddését neutrofil granulocitdkban a
glukokortikoid receptor befolyasolni képes, €s igy a Perlszint reggeli emelkedése e sejtekben

részben vagy egészben a kortizol szint valtozasdnak kovetkezménye lehet.

4.2.1.4. A periférias neutrofil granulocita populdacio korszerinti dsszetételének napszaki
valtozdsai

Egy, a vizsgalatainkkal parhuzamosan megjelend tanulmany kimutatta, hogy egérben a
neutrofil granulocitdk vérbdl csontveldbe vald visszadramldsa napi ritmust kovet, és ezzel
parhuzamosan valtozik a periférids sejtpopulacioban az idds/fiatal sejtek megoszlasa (153,
276). Mivel a neutrofil granulocitak patogénekkel szembeni valaszkészsége valtozhat a sejt
¢rése soran, a periférias sejtpopuldcion beliili koreloszlds valtozas — alternativ
mechanizmusként — hozzajarulhat a neutrofil granulocita miikodés napszaki valtozasaihoz.
Ezt a lehetdségét jartuk korbe a tovabbiakban.

A CXCR4 kemokin receptor expresszidja egér neutrofil granulocitak érése és oregedése
soran novekszik (153, 276), igy annak vizsgalatara, hogy a periférids human neutrofil
granulocita populacidé mutat-e valtozast a nap soran a fiatal/idds sejtek aranyat illetéen, mértiik
hogy hogyan alakul a kiilonb6zd id6ben nyert mintdkban a Cxcr4 RNS szintje (47.A 4bra). A
receptor kifejezddése szignifikans oszcillaciot mutatott, melynek maximuma az esti 6rakra esett
(akrofazis: 20 ora). Tovabbi kormarkerként szolgalhat a neutrofil granulocitdk granulum
készlete, amirél jO informécidt szolgaltat az éaramldsi citométerrel mérhetd oldaliranyt
fényszoras (SSC) (153, 277), ami szintén ritmusosnak bizonyult (47.B ébra). Ezek az
eredmények tehat arra utalnak, hogy a neutrofil granulocita populacid kor szerinti dsszetétele
valtozik a nap folyaman: az idds sejtek (magasabb Cxcr4 szintek és alacsonyabb SSC) aranya
magasabb az esti/¢jszakai idészakban, mint a reggeli/nappali id0szakban. A kormegoszlas

morfologiai kdvetésére ujjbegybdl vett vérbol keneteket készitettiink reggel 7 €s este 19 orakor,

95



dc 1752 20
- Kaldi Krisztina Akadémiai doktori értekezés

¢s a magmorfologia alapjan négy kategoriaba soroltuk a sejteket az érettség sorrendjében:
metamielocita/band, szegmentl, szegment 2 ¢és hiperszegment (47.C abra). Amennyiben a
metamielocita/band és szegmentl sejteket fiatalnak, a szegment 2 €s hiperszegment sejteket
pedig iddsnek tekintettiik, napszaki kiilonbség volt kimutathat6é a két csoport ardnyaban. Az

el6z6 adatokkal Gsszhangban az esti mintakban szignifikdnsan magasabb volt az 1dds sejtek

aranya, mig a reggeli mintakban nem volt kiilonbség a fiatal €s id6sebb populacid nagysagaban

(47.C 4bra).
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47. abra: A neutrofil granulocita populacio korszerinti 6sszetételének vizsgalata

A) Periférias neutrofil granulocitdk Cxcr4 expresszidjanak valtozdsa a nap folyaman. A 3 oranként vett
vérmintakbol preparalt sejtek RNS szintjeit valés idejii PCR segitségével hataroztuk meg. Referenciagénként
Gapdh-t alkalmaztunk. Az adatokat az adott donor dsszes mintajaban mért értékek atlagahoz viszonyitottuk. A
szaggatott vonal 24 6ras periddushosszi szinusz gorbe szignifikans illeszkedését mutatja (n=6, cosinor analizis).
B) Neutrofil granulocitdkon detektalt oldaliranyu fényszords (SSC) a nap kiilonb6z6 idopontjaiban. A mintavétel,
a normalizalds €s a gorbeillesztés modja egyezik az A) pontban leirttal (n=4). C) Neutrofil granulocita érési
stadiumainak vizsgalata a magmorfologia alapjan. A keneteket reggel 7 és este 19 6rakor készitettiik (bal oldali
abrarész). Minden keneten 100 sejtet szamoltunk meg és megallapitottuk, hogy milyen az egyes fejlédési alakok
szazalékos megoszlasa a mintdban (jobb oldali abrarész) (n=5, kétszempontos ANOVA, Tukey-teszt) D) A

s

egyezik az A) pontban leirttal (n=4).
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Mivel a neutrofil granulocitak csontvel6bdl valo kiaramlasanak, valamint homing-janak
¢s eliminacidjanak is fontos szabalyozoi a kiilonbozdé csontveldi citokinek €s kemokinek,
feltételeztiik, hogy ezek mennyisége is idobeli valtozast mutat. A CXCR4 receptor liganduma
a CXCL12 nevii kemokin, amely legnagyobb mennyiségben a csontveldben termelddik (278,
279), igy a vérplazméaban mérheté koncentracidja a csontveld miikodésének indikéatora lehet.
A 47.D abran lathatd, hogy a CXCL12 plazma koncentracidja ritmusosan valtozik a nap
folyaman, mégpedig hasonl6 fazisban, mint a sejtekben mérhetd Cxcr4 expressziod (47.A abra).

Eredményeink megerdsitik feltevésiinket, miszerint a neutrofil granulocitak 1dofiiggd
eliminaciojaban és a populacid korszerinti Osszetételének szabalyozésaban szerepe lehet a

csontveld ritmusos mukodésének.

4.2.1.5. A neutrofil granulocitak valaszkészségének ritmusos valtozdsa

Ahogy arra mar utaltunk, a neutrofil sejtek érése soran a Gp91”"* expressziojanak
novekedése figyelhetdé meg. Mivel a neutrofil granulocita populacié korszerinti megoszlasa
ritmusosnak bizonyult, felvetéddtt, hogy a Gp9I7"** expresszi6 is napi ingadozast mutat. Azt
tapasztaltuk, hogy az RNS szint oszcillal, és maximuma a késé esti idészakban mérhetd (48.A
abra), tehat a vartnak megfelelden akkor, amikor az 1dds sejtek aranya magasabb a keringésben.
Természetesen felmeriilt, hogy ez az expressziovaltozas a funkcid iddbeli valtozasaval jarhat.
Az RNS szint maximumdat és minimumat roviddel kovetd idOpontokban izolalt sejteket
opszonizalt zimozannal stimulaltunk, és 6sszehasonlitottuk a szuperoxid termeld képességiiket.
Szignifikdnsan magasabb volt a sejtek szuperoxid termelése az €jjel 1 6ras mintak esetében,
mint a kora délutdni mintakban (48.B abra).

A kovetkezd kisérletben a sejtek egy masik jelentds effektor valaszat, a fagocitozis
kapacitast vizsgaltuk. Kevert human savoval opszonizalt, GFP-t expresszald Staphylococcus
aureus-t adtunk a sejtekhez és meghataroztuk a fagocita indexet. Az éjszakai id6pontban izolalt
sejtek joval tobb baktériumot kebeleztek be, mint a nappal nyert sejtek (48.C dbra), ami szintén
azt tamasztja ald, hogy az idésebb, azaz esti-¢jszakai 6rakban nagyobb aranyban eléfordulod

sejtek hatékonyabban vesznek részt az immunvalaszban.
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48. abra: A neutrofil granulocitak valaszkészségének napszaki kiilonbségei

A) A Gp9I"" expresszi6 napi ingadozast mutat. Felsé dbrarész: A 3 oranként vett vérmintakbol preparalt sejtek
RNS szintjeit valés idejii PCR segitségével hataroztuk meg. Referenciagénként Gapdh-t alkalmaztunk. Az
adatokat mindig az adott donor dsszes mintajaban mért értékek atlagara normalizaltuk (n=6). A szaggatott vonal
24 6rés periodushosszu szinusz gorbe szignifikans illeszkedését jeldli (cosinor analizis). Also abrarész: A Gp917"*™
expresszio statisztikai 6sszehasonlitasa 13 orakor és 1 6rakor izolalt neutrofil granulocitdkban (n=14, **p<0,01,
egymintas t-proba). B) A neutrofil granulocitak szuperoxid termel6 képességének valtozasa. A sejteket 13 érakor
(fehér vonal) és 1 orakor (fekete vonal) izolaltuk, majd kevert human savoval opszonizalt zimozannal stimulaltuk
a szuperoxid termelést. Fels6 abrarész: Szuperoxid termelés a stimulust kdvetden az id6 fiiggvényében (n=4). Also
abrarész: Statisztikai Osszehasonlitas, ahol az értékeket az adott donor 13 6rés értékeire normalizaltuk (n=4,
**p<0,01, egymintas t-proba). C) Neutrofil granulocitak fagocita aktivitdsanak napszaki kiilonbsége. A sejteket
13 orakor és éjjel 1 orakor izoldltuk, majd kevert human savdoval opszonizalt, GFP-t kifejezd S. aureus-szal
inkubaltuk. Fels6 abrarész: Reprezentativ felvételek. Alsé abrarész: A fagocita-index (100 sejt altal bekebelezett
baktériumok szdma) statisztikai 0sszehasonlitasa. Az értékeket az adott donor 13 6ras értékeire normalizaltuk
(n=3, *p<0,05, egymintas t-proba).

4.2.1.6. Az eredmények értelmezése, kovetkeztetések

Eredményeink szerint neutrofil granulocitdkban, szemben mas fehérvérsejtekkel, nem
detektalhatd robusztus oszcillatormiikodés. Elképzelhetd, hogy ez a jelenség éppen a sejtek
gyors, a periférian is folyo érésével van Osszefliggésben, ugyanis hasonlé megfigyeléseket irtak
le més olyan szdvetek (thymus €s here) vizsgalata kapcsan, amelyek gyorsan differencialodo
sejteket tartalmaznak (280, 281). Ezek alapjan felmeriilt, hogy az orafunkci6 felfiiggesztésre

keriil a sejtdifferencialodéas folyaman, bar a folyamat mechanizmusa egyeldre nem ismert.
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Az ora molekularis komponensei koziil vizsgalatainkban haromnak az expresszidja
mutatott oszcillaciot a neutrofil sejtekben. Mig a Perl esetében eredményeink arra utaltak, hogy
a kortizol ingadozasra adott valaszrol van sz6, a Dbp €s a Rev-erba ritmusos expressziojanak
hatterérél egyelére nem 4all rendelkezésre adat. Mivel mindkét gén glukokortikoid
érzékenységet mutat hepatocitdkban (282, 283), itt sem zéarhatd ki a kortizol szabalyozo
szerepe. Elképzelhetd, hogy nem kozvetlen és/vagy gyors kortizol hatasrdl van sz6 ebben az
esetben, ¢és igy az altalunk alkalmazott 1 6ras kezelés nem jol modellezte az in vivo viszonyokat.
Hosszabb, esetleg in vivo kezeléssel lehetne tovabb vizsgalni a kérdést.

A neutrofil granulocitak eliminacidés mechanizmusai koziil a szuperoxid termelés és a
fagocitdzis napszaki valtozasat tapasztaltuk. Irodalmi adatok szerint élesztd sejtek
bekebelezésekor humén neutrofil granulocitak fagocitozis hatékonysaga alacsony amplitadoju
napi ingadozast mutat, aminek maximuma az €jszaka soran mérhetd (256). Mi Staphylococcus
aureus-t hasznalva tobb mint Gtszords kiilonbséget tapasztaltunk a nappali és ¢éjszakai
fagocitozis készség Osszehasonlitdsakor, azaz joval nagyobbat, mint amekkorat élesztovel
kapcsolatban irtak le. Ez a kiilonbség arra utal, hogy az ora fagocitozis készségre gyakorolt
hatasa fiigghet a mikroorganizmus tipusatol.

Eredményeink alapjan felvetddik, hogy a periférids neutrofil granulocitakészlet
valaszkészségének napszaki valtozasaiért a sejtkészlet kor szerinti megoszlasdban tapasztalhato
oszcillacié felelds. Ezzel kapcsolatban a kovetkezd modellt tAmasztjak ala adataink (49. ébra).
A reggeli ordkban az alacsony CXCLI12 szint a csontvelében a fiatal neutrofil granulocita
alakok mobilizaciojat segiti. Ennek kovetkeztében ebben az iddszakban a Cxcr4 szint
viszonylag alacsony a periférids sejtkészletben. A keringésben a sejtek érésen mennek
keresztiil, aminek soran egyre novekszik a Cxcr4 és tovabbi érési markerek (pl. Gp917"*™)
kifejezddése. Az érett sejtek ardnyanak novekedését a sejtek keringésbdl torténd intenziv
eliminacioja koveti, aminek révén a késo esti, ¢jszakai idészakban a sejtpopuldcioban mérhetd
Cxcr4 szint Ujra csokken. Ennek az elimindcionak lehet oka a megndvekedett csontveloi
CXCLI12 szekrécid ebben az idészakban. Az, hogy a CXCL12 szekrécid napi ingadozasa a
csontveléi  sztromasejtek  oramiikodésének  kovetkezménye-e  €s/vagy  szisztémads
mechanizmusok (pl. adrenerg hatasok) hozzak-e l1étre, egyeldre nem ismert. Casanova-Acebes
¢s munkatarsai egéren végzett vizsgalatok soran kimutattdk, hogy a csontveldbe visszavandorlo
érett neutrofil sejteket bekebelezd makrofagok olyan szignalokat generalnak, melyek gétoljak

crcr

vérpalyaba (153). Ez a visszacsatolasi mechanizmus segitheti a csontveldi ki/bevandorlési
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ritmus elmélyitését, stabilizalasat. A CXCL12-vel ellentétes hatasu a csontveldi endotélsejtek
¢s megakariocitak altal termelt CXCL2, amely a neutrofil granulocitak keringésbe torténd
kijutasat serkenti (284, 285). Erdemes lenne azt is vizsgalni, hogy a CXCL?2 és receptoranak a
CXCR2-nek a kolcsonhatasa is hozzajarul-e a periférias sejt populacié korbeli dsszetételének
szabalyozasahoz. Ezen kivill a melatonin szabalyozd szerepe is felmeriil, ugyanis az
serkent6leg hat a neutrofil granulocitdk kemotaxisara (286), ¢s ennek megfeleléen az éjszakai
magas melatoninszint hozzajarulhat a fiatal neutrofil alakok csontvelobdl torténd
mobilizaciojahoz. A csontveldn kivill a 1€p és a mdj szintén fontos szerepet tdltenek be a
neutrofil sejtek eliminacidjaban, igy ezen szervek ritmusos mitkodése szintén hozzajarulhat a
periférias neutrofil granulocita populacio kor szerinti eloszlasdnak ingadozasahoz. A keringd
sejtkészlet nagysaganak és érettség szerinti 0sszetételének idobeli valtozasat befolyasolhatja a

sejtek marginaciojanak és a kiilonb6z6 szovetekbe vald kidramlasanak ritmicitasa is.

Rhythmic CXCL12 secretion in the bone marrow
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49. abra: A human neutrofil granulocita populacio kor szerinti megoszlasanak valtozasa

(abra felso része) és a sejtszam alakulasa (alsé abrarész) a nap folyaman
Tovabbi részletes magyarazat a szovegben.

A periférian 1év6 neutrofil sejtek hatékonysagat nemcsak kor szerinti megoszlasuk,
hanem abszolut szamuk is befolyasolja, ami szintén cirkadidn szabalyozas alatt all. Sajat (nem

bemutatott adat) és masok adatai alapjan (123, 124) a neutrofilszam maximalis értéke az este

100



dc 1752 20
- Kaldi Krisztina Akadémiai doktori értekezés

20 ¢és a hajnali 2 o6ra kozotti idészakra esik. Megallapithatjuk tehat, hogy mind a sejtszam
ingadozasai, mind a sejtek valaszkészségének ritmusa alapjan a keringd sejtkészlet maximalis
hatékonysaga az esti, kora éjszakai 6rdkra tehetd. Az iddbeli valtozasok bioldgiai eldnye lehet,
hogy a nappali id6szakra mérseklédd gyulladasos jelenségek nem korlatozzék annyira az
aktivitast. Ugyanakkor a jelenség szerepet jatszhat egyes gyulladasos tiinetek hajnali, reggeli

sulyosbodaséaban is.

4.2.2. Az alvas idozitése és az egyetemi tanulmanyi teljesitmény kozotti osszefiiggések

(9. kozlemény)

Az emberi szervezet ritmusos mukodésének legtobbet vizsgalt mutatdja az alvas-
¢brenléti ritmus. Az alvas idObeli jellemzd6it alapvetden két szabalyozasi mod hatdrozza meg, a
homeosztatikus €s a cirkadian szabalyozas. Az idObeli viszonyok nagyobb populédcion valod
kovetésére altalaban kérddiveket hasznalnak. Tobb ilyen kérddiv 1étezik, de a szocidlis jetlag
meghatarozasdra csak az MCTQ (Munich ChronoType Questionnaire) terjedt el mint
megfelelden validalt eszkoz (138, 140), aminek alapjdn mara mar tobb mint 100 ezer adat all
rendelkezésre a vilag legkiilonb6zébb pontjairdl.

Az MCTQ kiilon kérdez ra a munkanapi és szabadnapi elalvasi, ébredési adatokra és
egyéb, az alvas i1dozitését befolyasold tényezdkre. A kronotipus jellemzésére a szabadnapi
alvasi kozépidét (MSF,) hasznaljuk, mégpedig egy, a hétkozben felhalmozott alvashiany
szerint korrigalt formaban (erre utal az ,,sc” index). Az MSF az az id6pont, ami eldtt €s utdn
ugyanannyit alszik a vizsgélt személy, atlagos értéke az eurdpai felnodtt lakossagban 3:30 és
4:.00 o¢ra kozé esik. Mig a hagyoméanyos munkaidé a korai tipusok természetes
alvasiddzitéséhez illeszkedik, addig a késdi tipusok esetében gyakori a hétkoznapi és a hétvégi
vagy szabadnapi alvésablak jelentds eltérése. Ezen eltérés mértékét jellemzi a SJL, ami
definicié szerint a munkanapi €s szabadnapi alvasi kozépidok kiilonbsége. A kronotipus
jellegzetesen valtozik az €letkorral, 20 és 25 éves kor kozott van az MSF,, maximuma (287),
amibdl adoddan a szocialis jetlag ezt a korosztalyt sGjtja a leginkabb. Ez a tény kiilondsen
indokoltta teszi a SJL hat4sainak ebben a korcsoportban torténd vizsgalatat.

Tanulményok sora foglalkozott mar azzal a kérdéssel, hogy az alvds mennyisége €s
mindsége milyen Osszefiiggést mutat memoria funkciokkal és a tanulmanyi teljesitménnyel.
Logikusnak tiinik, hogy a kronikus alvashiany a gyenge teljesitmény prediktora, €s hogy mind

az alvashossz, mind az alvasmindség pozitiv 0sszefiiggést mutat a tanulmanyi teljesitménnyel
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(288-291). Fontos megemliteniink, hogy egyes vizsgéalatok szerint az alvas iddzitése
meghatarozobb a tanulmanyi teljesitmény szempontjabol, mint az alvas hossza (292, 293), és
Osszefliggés mutathatd ki a reggeli-esti preferencia (kronotipus) ¢és a feladatmegoldas
eredményessége kozott is, mégpedig aszerint, hogy mikor torténik a tanuldok tudasanak
felmérése (294, 295).

A fentiek alapjan feltételeztiik, hogy az alvas i1ddzitése hatassal lehet egyetemiink
hallgatoinak tanulmanyi teljesitményére is, és hogy ebben a hatasban a SJL meghatarozo

tényezd lehet, sot, esetleg jobb prediktornak adodik, mint a kronotipus.

4.2.2.1. A vizsgadlt minta alapveto jellemzoi, valamint az idozondn beliili elhelyezkedés és a
kronotipus osszefiiggései

A vizsgalatba bevont személyek (n=753) a Semmelweis Egyetem azon orvostan-,
fogorvostan-, illetve gyogyszerész hallgatoi kozil keriiltek ki, akik 2009 és 2012 kozott
hallgattdk az é¢lettan targyat. Leforditottuk az MCTQ-t angolr6l magyarra, majd validalas
céljabol egy fiiggetlen nyelvi szakértOvel visszafordittattuk angolra. A kérd6éiv immaéron
magyar valtozatat télen, a szorgalmi idészak folyaman toltotték ki a hallgatok, aminek alapjan
meghataroztuk alvasuk alapvetd idébeli jellemzdit (5. tablazat). Az éatlagos MSF (4:04) a
felndtt populéciora jellemzd tartomanyban volt, és a SIL mértéke (1 o6ra 24 perc) is kozel esett
a mas tanulményokban megallapitott értekekhez (140, 296). Mintankban a férfiak késdbbi
kronotipusuak voltak, mint a nék, ez korabbi eredményekkel szintén dsszhangban volt (127,

129).

5. tablazat: A teljes mintara, illetve a két nemre jellemz6 alvasmutatok.

All Male Female p
MSF (local time, h:min) 4:50 am +0:02 5:03 am + 0:05 4:45am +0:03 0.001
MSW (local time, h:min) 3:27 am +0:02 3:36am + 0:04 3:23am +0:02 0.001
MSFsc (local time, h:min) 4:04 am +0:02 4:18am + 0:04 3:57am +0:02 <0.001
SJL (h:min) 1:24 +£0:02 1:28 + 0:04 1:22 +£0:02 0.23

A két nem adatainak 6sszehasonlitdsa kétmintas t-probaval tortént (n=753, ebbdl 241 férfi, 512 nd).

Az MCTQ németorszagi adatainak elemzése kapcsan Roenneberg ¢s munkatarsai
(131) megmutattak, hogy a kronotipus szorosan korreldl a vizsgalt személyek lakdhelyének
foldrajzi hosszasagi fokaval, ami azt jelenti, hogy ahol kordbban kel fel a nap az adott id6z6nan

beliil, ott koraibb az atlagos kronotipus. Budapest ebben az id6zénaban kifejezetten keleten
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helyezkedik el, €s ezzel 0sszhangban a legkorabbi idépontra esett a mintank atlagos alvasi
kozépideje. A 50. abran az is jol lathato, hogy az atlagos MSF. érték (€letkor és nem szerint
normalizélva) jol illeszkedett a németorszagi mintat jellemzd korrelacios egyenesre. Igy a
korabban vizsgalt populaciotol az idézonaban joval keletebbre €lok felmérésével sikertilt

megerdsiteniink a kronotipus és a foldrajzi elhelyezkedés kozotti szoros kapesolat tényét.

4.8 -
46 -
4.4 -
4.2 -

4

3.8 1

MSFg,c (local time, hours)

3.6 1

34 T r r r r r r
5 7 9 11 13 15 17 19
West Longitude (°) East

50. abra: Az atlagos kronotipus és az id6zonan beliili foldrajzi elhelyezkedés osszefiiggése
A németorszagi adatok (iires karikdk, (131)) és a mintankra jellemz6 adat (piros teli karika). Az MSFsasc nem,
¢életkor és hétkoznapi alvashiany figyelembevételével korrigalt érték. (n=753)

4.2.2.2. Az SJL és a tanulmanyi teljesitmény kozotti dsszefiiggés

Kovetkezd elemzéseinkben csak azoknak a hallgatoknak az adatait vettiik figyelembe,
akiknek a tudasat ugyanazon rendszer szerint értékeltek élettanbol, ezek a 2010 és 2012 kozott
intézetlinkben tanuld orvos- €s fogorvostanhallgatdk koziil keriiltek ki. Az élettan targy terén
nygjtott teljesitményt tobb szempontbdl is reprezentativnak éreztik a tanulmanyi
teljesitOképesség vizsgalatara. Egy nagy integrativ tantargyrdl van sz6, aminek megteleld
teljesitéséhez egyarant van sziikség memorizalasra és komplex folyamatok logikus atlatasara.
Ugyanakkor az élettani ismeretek elsajatitasa kiilondsebb, készségszeri adottsagokat nem
igényel. A targy teljesitése a preklinikai modul megkezdésének egyik feltétele, ami a targy
tanuldsanak motivaciojat szintén erésen meghatarozza.

A hallgatok tanulmanyi teljesitménye a szorgalmi idészakban a heti rendszerességgel
irt tesztek eredményei, a vizsgaiddszakban pedig egy irasbeli €s egy szdbeli vizsga alapjan keriil
értékelésre (51. dbra). Ebbdl mi az irasbeli szamonkérések szazalékos értékeit hasznaltuk az

Osszehasonlitasokban. A heti tesztekbdl 0sszesen 12-t irtak a hallgatok, ezek 10-10 kérdést
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tartalmaztak az elmult id6szak eldadasainak anyagabol. Mindig a heti gyakorlat legelején, azaz
delelotti gyakorlatoknal reggel 8, délutani gyakorlatoknal 14 ora koriil volt a dolgozat, és 15
perc allt rendelkezésre a megoldéasara. A vizsgaiddszakban a hallgatok 8:30 orakor kezdték a

tesztirast, és 25 kérdést 45 perc alatt kellett megvalaszolniuk.

Winter tim | Summer time
June and
Februa March April Ma
i P g end of August
Lecture term Exam period
N | e | e | e [ [ | e [ | e [ [ | e
SIEIEIEIEIE & & &8 EE Final Test

Average of weekly test grades (%) Final test grade (%)

51. abra: A szemeszter idobeosztasa az élettan tesztekkel és a szigorlattal
A szorgalmi idészak 2-13. hetén keriilt sor a heti tesztekre, mig a zardévizsgat a majus kozepétdl junius végéig
terjedd idészakban tették le a hallgatok egy altaluk valasztott vizsganapon.

A nemek kozotti eloszlas és az egyes alvasi ritmus mutatok hasonloak voltak a
korabban elemzett nagyobb mintéban talaltakhoz (6. tablazat). Erdekes modon, bar a gyakorlati
idépontok kozpontilag keriiltek elosztasra, a reggeli gyakorlatokra jar6é hallgatok atlagos
MSF,.-je koraibb volt, mint a délutani gyakorlatokon résztvevokeé. Ez a kiilonbség valosziniileg
nem vezethetd vissza a kronotipus "atalldsara", ugyanis minden hallgatonak szinte minden nap
volt korai 6rdja valamilyen targybol. Mindenesetre ezek alapjan a tesztiras idejét mint kofaktort
be kellett vezetniink a tovabbi elemzésekbe. Szemben az atlagos kronotipussal, a SJL nem

mutatott kiilonbséget a két csoport kdzott.

6. tablazat: Az MSF,. és a SJL mértéke, valamint a tanulmanyi teljesitmény mutatoi az
egyes hallgatoi csoportokban

Faculty Sex Time of weekly test
Medicine Dentistry Male Female Morning Afternoon
n=181 n=:66 p n=78 n=169 p n=129 n=118 p
MSF. (local time, 4:04am=+0:04 3:51am+0:07 0.097 4:16am=+0:06 3:55am=+0:04 0.014 3:52am=+0:04 4:13am=+0:05 0.007
h:min)
SJL (h:min) 1:24 +0:03 1:15+0.05 0.11 1:27 +0:05 1:19+0:03 0.26 1:18+0:04 1:28+0:04 0.109
Weekly average 71.13+0.72 63.33+1.33 <0.001 69.05+1.12 69.01+0.78 0.98 69.00+£0.97 68.67+0.88 0.80
grade (%)
Final grade (%) 75.12+1.08 68.80+1.55 <0.001 74.78+1.72 71.91+£0.98 0.12 72.97+1.15 73.23+1.39 0.88

Az 6sszehasonlitdsok kétmintés t-probaval torténtek.
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Tekintettel arra, hogy a fogorvostanhallgatok mind a heti szdmonkéréseken, mind a
vizsgéan gyengébben teljesitettek, mint az orvostanhallgatdk (6. tablazat), a kart is figyelembe
kellett venniink mint kofaktort. Mivel a minta homogén volt életkor tekintetében (20,52+1,48
év, SD), azzal nem kellett korrigdlnunk, viszont a nem minden tovabbi elemzésiinkben
kofaktorként szerepelt.

A minta jellemzését kdvetden tobbvaltozos linearis regresszids analizissel vizsgaltuk
az alvasmutatok ¢és a tanulmanyi teljesitmény Osszefiiggéseit. Az alvds hossza se
munkanapokon, se szabadnapokon nem mutatott Gsszefiiggést a heti tesztek eredményével
(B=0,66, p=0,33; illetve B=-0,53, p=0,29). A kronotipus €s a hétkéznapi alvési kozépidd
(MSW) sem korrelalt a szemeszter alatti tanulmanyi teljesitménnyel. Ezzel szemben a SJL és a
teljesitmény kozott negativ Osszefliggést allapitottunk meg, tehat a nagyobb mértéki SJL

rosszabb évkozi eredményekkel tarsult (7. tdblazat, 52.A abra).

7. tablazat: Regresszios analizis az MSF,,, a SJL, az MSW és a tanulmanyi teljesitmény
kozotti osszefiiggések vizsgalatara

Weekly average grade Final exam grade Grade difference
B (with 95% CI) p B (with 95% CI) p B (with 95% CI) p
MSFs —0.93 (—2.16 to 0.29) 0.135 0.55 (—1.16 to 2.28) 0.523 1.45 (-0.19 to 3.11) 0.084
SJL —1.81 (—3.42 to —0.19) 0.028 —0.17 (-2.27 to 1.92) 0.871 2.46 (0.27 to 4.65) 0.028
MSW —0.61 (—2.24 to 1.02) 0.464 0.20 (—2.11 to 2.42) 0.863 0.19 (—2.06 to 2.44) 0.868

A nem, a heti teszt irdsanak ideje (délelétt vagy délutan) és a kar kofaktorként szerepelt az 6sszehasonlitasokban.
B: nem standardizalt regresszids koefficiens, CI: konfidencia intervallum.
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52. abra: A SJL Kkapcsolata a heti tesztek eredményeivel (A), a vizsga tesztek
eredményeivel (B) és a két teszt eredményei kozotti kiilonbséggel (C)

30 perces SJL intervallumokra es6 atlagértékeket tiintettiink fel az dbran. Mivel az els6 és az utolsé intervallumba
kevesebb mint 10 személy tartozott, ezek dbrazolasat elhagytuk. Amennyiben a statisztikai analizissel kapcsolatot
lehetett talalni, a linearis regresszionak megfeleld trendvonalakat tiintettiink fel.
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Kovetkezo kérdésiink az volt, hogy vajon kronotipustol fiiggden masképp teljesitenek-
e a hallgatok a délelétti, illetve délutani teszteken. Mig a reggeli 6rdkon résztvevok korében
negativ korrelaciot lattunk a kronotipus ¢€s a teszt eredmények kozott (B=-2,37, p=0,026), a
kora délutani tesztek esetében nem volt 6sszefiiggés. A kérdés tovabbi vizsgalatdhoz a median
szerint eldszor két csoportba rendeztiik a hallgatdkat, a koraibb ¢és kés6ibb tipusok csoportjaba,
majd gyengébben ¢€s jobban teljesitOket kiilonboztettiink meg (53.A 4bra). Mindkét kronotipus
csoportban kiszamoltuk a gyengén teljesités esélyhanyadosat kiilon-kiilon a reggeli és délutani
tesztirdsra. A reggel irok korében tobb mint kétszer nagyobb eséllyel voltak gyengébben
teljesitok a késoibb kronotipusok, mint a koraiak, mig a délutani csoportban forditott volt az
Osszefliggés (53.B 4bra). Logisztikus regresszids elemzéssel pedig azt allapitottuk meg, hogy a
késdi tipusok nagyobb valdsziniiséggel teljesitettek gyengén reggel, mint a korai csoportba
tartozok, és bar a délutani csoportokndl inverz tendencia volt megfigyelhetd, az nem érte el a
szignifikancia kiiszobot (53.A abra). Itt érdemes visszaemlékezniink, hogy a délutani tesztiras

7o

14:00 ora kortl volt, ami nem szamit extrém idépontnak sem a korai, sem a késdi tipusok

2 E
1.5
1 -
) l I
0 -
ter type

szempontjabol.

Low High Adjusted
achievers achievers odds ratio p

Morning test-takers

Odds for being weak achiever

Earlier type 28 37 2.44 0.017
Later type 43 21
Afternoon test-takers
Earlier type 35 24 0.54 0.10
Later type 26 33 Earlier type| Later type |Earlier type| La

Morning tests Afternoon tests

53. abra: A Kkronotipus, a tesztiras idopontja és a tanulmanyi teljesitmény kozotti

kapcsolat vizsgalata

A) Regresszid analizis eredményei. A tablazatban megadott szempontok szerint mind a reggeli, mind a délutani
tesztirokat a szovegben részletesen leirt médon késdi és korai, illetve jobban és gyengébben teljesiték csoportjaba
soroltuk. Az els6 két oszlopban az egyes csoportok 1étszama lathatd. A logisztikus regresszios vizsgalatban a nem
szerepelt kofaktorként. B) A gyenge teljesitmény esélye a teszt iddpontjanak és a kronotipusnak a fiiggvényében
az A) pont tablazatanak adatai alapjan. n=247

A vizsgaidészakban a hallgatoknak altalaban nincsen id6hoz kotott tevékenységiik, és
igy maguk oszthatjak be tanuldsi €s pihenési idejiiket. Ezek alapjan feltételeztiik, hogy a
hallgatokat ebben az idészakban joval kevésbé érinti a SJL, mint a szorgalmi iddszakban,

amikor csaknem minden nap reggel 8 orakor kezdddik eldadasuk vagy gyakorlatuk.
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Feltételezésiink ellendrzésére a hallgatdkat egy tovabbi rovid kérddiv kitoltésére kértilk meg.
Ebben arr6l nyilatkoztak, hogy szabadabban vélaszthatjdk-e meg alvési idejliket a
vizsgaiddszakban, mint a szorgalmi id0szakban, illetve, hogy az alvasuk iddzitése inkabb a
szorgalmi id0szak munka- vagy hétvégi napjaihoz hasonléan alakul-e. A megkérdezettek 93
%-a valaszolt a feltételezettnek megfelelden, ami tehat arra utal, hogy a vizsgaiddszakban joval
kevésbé jellemz6 a hallgatokra a SJL, mint a szorgalmi iddszakban. Ezutan megvizsgaltuk,
hogy van-e korrelaci6 az alvasi jellemzok €s a vizsgateszt eredménye kozott (7. tdblazat, 52.B
abra), de nem volt Osszefiiggés. Ez viszont arra utal, hogy azok a hallgatok, akiknek a
hétkoznapi idObeosztasa jelentdsen kiilonbozott a biologiai orajuk szerinti ideélis beosztastol a
szorgalmi iddszakban (azaz nagy volt a SJL-lik), jobban tudtak tanulni és teljesiteni a
vizsgaiddszakban, azaz akkor, amikor szabadon oszthattdk be idejiiket és nem volt SJL-iik.
Ebbdl a gondolatbdl kiindulva megvizsgaltuk, hogy a hallgatok egyéni teljesitménykiilonbsége
a két iddszak kozott mutat-e Osszefliggést a szorgalmi iddszakban tapasztalt SJL-gel (7.
tablazat, 52.C abra). Lathatjuk, hogy a vizsgaidészakban tapasztalt teljesitményjavulds a
szorgalmi id0szakhoz képest pozitivan korrelalt az SJL-gel. Mindez arra mutat, hogy a SJL

hozz4jarult a szorgalmi iddszakban tapasztalt gyengébb tanulmdanyi teljesitményhez.

4.2.2.3. Osszefoglalds, kivetkeztetések, limitdciok

Mintankban az atlagos kronotipus és a lakohely 1d6zonan beliili elhelyezkedésének
Osszefliggése ertekes adattal erdsitette meg azt a korabbi feltevést, hogy még a modern, varosi
ember esetében is a természetes fényviszonyok (napkelte, napnyugta idOpontja) szamitanak a
legmeghatarozobb "Zeitgeber"-nek. Ezen kiviil adatpontunk jo illeszkedése a korabban felvett
korrelacids egyenesre az altalunk magyarra atiiltetett MCTQ validitdsanak aldtdmasztasara is
szolgalt.

Eredményeink szerint a SJL negativan korrelal a heti tesztek eredményével. Ezzel
szemben a korabbi SJL nem mutatott dsszefliggést a vizsgateszt eredményével, amit abban az
1d6szakban irtak a hallgatok, amikor sajat ritmusuk szerint alhattak, azaz nem volt SJL-ik. A
hetenkénti teszt idOpontja szintén befolyasolta a tanulmanyi teljesitményt, kiilonosen a reggeli
tesztek esetében volt nyilvanvald a kapcsolat, ilyenkor ugyanis a relative késdi tipusok
gyengébben teljesitettek, mint a koraiak. Erdemes még egyszer kiemelni azt is, hogy az alvas
hossza a mintankban nem mutatott Osszefliggést a teljesitménnyel. Fontos elonye volt a
rendelkezésiinkre all6 adatoknak, hogy individualis teljesitmény kiilonbségeket is meg tudtunk

hatarozni a két id0szak kozott. Ennek kapcsan azt lattuk, hogy a szorgalmi idészakban nagyobb
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SJL-gel rendelkezd ¢€s gyengébb teljesitményt mutatdé hallgatok a vizsgaiddszakban
eredményesen tudtak tanulni, és ezzel korabbi lemaradasuk a vizsgara kompenzalodott. Ugy
gondoljuk, hogy ebben az SJL. megsziinése a vizsgaiddszakra fontos faktorként szerepelhet. Bar
a kronotipus szorosan korrelal a SJL-gel, mintankban csak a SJL mutatott Gsszefliggést a
tanulmanyi teljesitménnyel, a kronotipus nem. Ennek alapjan feltételezziik, hogy a kronotipus
tanulasi eredményességre valo hatdsdban (amit mas tanulmanyok felvetettek) (294, 295, 297,
298), meghatarozd medialo tényezd lehet az alvasi iddablak szocialis kényszer sziilte eltérése a
bels6 ora altal diktalt alvasidézitéstol.

Az eredmények értékelésekor bizonyos limitald tényezdket is figyelembe kell venni.
Tanulméanyunkban az alvdsnak csak mennyiségi mutatéit hasznaltuk, az alvasmindséget nem
mértilik, pedig az is befolydsolhatja a tanulményi teljesitményt. Mintankban nagyobb aranyban
voltak nék, mint férfiak, ezért a nemet kofaktorként figyelembe kellett venniink az elemzéskor.
A nemi ardnyok egyébként jol megfeleltek az eurdpai egyetemek orvosi fakultasaira jellemzo
nemi Osszetételnek. A heti tesztek és vizsgatesztek Osszehasonlitdsanak limitald tényezdje
lehet, hogy mig a heti tesztek egy viszonylag kis anyagrészt kértek szdmon, a vizsgateszt
anyaga a teljes tananyagbol kertilt ki.

Eredményeink egy Uj teriileten, az egyetemi tanulmanyi teljesitménnyel kapcsolatban
mutatnak rad a SJL negativ hatasaira, és egyben felhivjdk a figyelmet a SJIL mérséklésének
fontossagara. Ennek megfelelden a kovetkezd fejezet végén, amiben a SJL egy tovabbi
fiziologids mukodéssel vald kapcsolatanak elemzését ismertetem, roviden Osszefoglalom
javaslatainkat arra vonatkozolag, hogy milyen modon lehetne csokkenteni a SJL mértékét

tarsadalmunkban.

4.2.3. A szocialis jetlag osszefiiggése az alvasminodséggel és a szivmiikodés
szabalyozasaval

(13. kozlemény)

Epidemiologiai €s kisérletes adatok alapjan ma mar elfogadott, hogy a cirkadian ritmus
komoly zavaraival jar6 allapotok, mint példaul a tobbmiiszakos munkavégzés vagy a gyakori
jetlag, kiilonboz6 kardiovaszkularis megbetegedések rizikofaktorai (299-303). Ugyan a SJL
jobbara mérsékeltebb ritmuszavarral jar, de sokkal nagyobb populacidt érint, mint az elébb
emlitett allapotok, ezért a kardiovaszkularis rendszerre kifejtett esetleges negativ hatasa szintén

komoly népegészségiigyi problémat jelenthet.
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A most i1smertetésre keriild tanulmanyban a szocidlis jetlag €és a kardiovaszkularis
szabalyozas 0sszefliggésének vizsgalatdhoz alanyaink szivfrekvencia variabilitasat (heart rate
variability = HRV) elemeztiik. A szivfrekvencia variabilitds a sziv autondm idegrendszeri
szabalyozasat jol jellemz6 mutato (172, 173). Szempontunkbdl a modszer fontos elénye volt,
hogy tudomanyos célra validalt, kényelmesen, természetes otthoni kornyezetben hordhat6
mérdeszkoz allt rendelkezésiinkre. A HRV az egymast kovetd szivverések kozotti idétartamok
valtozékonysagat jellemzi, amit alapvetden a szimpatikus €s paraszimpatikus idegrendszer
aktivitdsa hatdroz meg. Az egészséges autondém szabalyozas paraszimpatikus dominanciaval
parosul, amire a relative nagy HRV jellemzd. A HRV csokkenése ezzel szemben a szimpatikus
aktivitas fokozodasara utal, ami viszont kardiovaszkularis megbetegedések ismert rizikofaktora
(172, 304). Mivel az autonom idegrendszer milkddése és az alvasszabalyozas szoros
kapcsolatban allnak egymadssal, a HRV az alvasmindségnek és az alvashatékonysagnak is
elfogadott mutatoja. Az elalvast a paraszimpatikus tonus novekedése kiséri, ennek megfelelden
az elalvastdl kezdve a HRV fokozatosan novekszik, és maximumat a lasst hullamua alvas
stadiumaban éri el (305-308), amit a legpihentetdbb alvasszakasznak tekintiink (309).

Vizsgalatainkban arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy a jelentés SJL-nek kitett
egyénekben a hétkdzbeni, a kronotipus szerinti endogén alvasfazistol eltérd alvasiddzités

hatassal van-e a kardiovaszkularis szabalyozasra €s az alvasmindségre.

4.2.3.1. A vizsgdlatban résztvevok alapveto jellemzoi, napi ritmusuk és alvasidozitésiik
jellegzetességei

Egészséges fiatal férfi egyetemistdk korében olyan Onkéntes vizsgélati alanyokat
kerestiink, akik viszonylag szabalyos idébeosztas szerint €ltek mind a munkanapokon, mind a
hétvégeken. Fontos volt az is, hogy az eldzetesen kitoltott MCTQ kérddiv alapjan a kiilonb6zo
mértékt SJL-gel rendelkezdk hasonlod aranyban forduljanak el a mintidnkban. A minta kor
(23,2+1,5 ¢év, SD), BMI (22,8+2,5, SD) ¢és szocialis helyzet (budapesti egyetemistak) szerint
homogénnek volt tekinthetd. A résztvevok elmondasuk szerint egészségesek voltak, gyogyszert
nem szedtek, és egyikiikk anamnézisében sem szerepelt alvaszavar vagy kardiovaszkularis
megbetegedés. Fontos feltétel volt az is, hogy a vizsgalati idészakot megel6z6 hdnapban nem
vettek részt jetlag-gel jard utazason. Az esetleges kardiovaszkularis riziko felmérése céljabol
egy rovid kérddiven nyilatkoztak dohdnyzassal, koffein tartalmu italok fogyasztasaval €s fizikai
aktivitassal kapcsolatos szokasaikrol, valamint vérnyomasukrdl és koleszterin szintjiikrol. Csak

azok maradtak a mintaban, akiknél ennek alapjan nem volt megallapithatd fokozott
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kardiovaszkularis kockazat. Kértiik a résztvevOket, hogy a vizsgalati iddszakban
tartozkodjanak az extrém fizikai megerdltetéstol €s az alkohol fogyasztastol. A fenti
szempontok szerint a mérést kovetden megismételtiik az interjit, aminek nyoman az el6szor
kivalasztott 35 alanybol 33-an feleltek meg minden kritériumnak, igy az 6 adataikat vettiik
figyelembe az elemzés soran.

A vizsgalat 2016/17 tele és 2017 tavasza kozott zajlott, a tavaszi oraatallitast kovetd két
hétben sziinetelt. Minden hdnapban hasonl6 szamu kicsi és nagy SJL-i alanyunk volt, és egy-
egy résztvevd szamara egy hétig tartott a vizsgalat. Fontos volt, hogy alanyaink megszokott
kornyezetiikben ¢€lve, tevékenységiiket a szokasos iddbeosztdsuk szerint végezzék. Ennek
megfeleléen tobbségiik ébresztdorara kelt a munkanapokon, viszont mindannyian maguktol
¢bredtek hétvégén. A hét teljes idészakaban alvasnaplot vezettek, aminek alapjan az erre a
periddusra vonatkozd SJL-liket meg tudtuk hatarozni. Egy hétkoznap (szerda) €s ugyanazon
hét szombat ¢jszakajan hordtak a HRV meghatarozashoz sziikséges, EKG alapt késziiléket
(Actiheart), ugyanezen napokon este €s reggel vizelet mintat tettek el, és rogton ébredés utan
kitoltottek a Groningen alvasmindség kérddivet. A két vizsgalati éjszakara vonatkozo elalvasi
¢s €bredési 1dOt az Actiheart software hatdrozta meg, ezeket az idopontokat az alvasnaplo
alapjan ellendriztiik. Az eszerint szamolt SJL-t hasznaltuk késébb a HRV paraméterekkel valo
korrelacios analizisekben.

A SJL medianja (93 perc) szerint két csoportba soroltuk a résztvevoket, a kisebb és
nagyobb SJL-liek csoportjaba. A 93 perces érték jol megfelelt az eurdpai felndtt lakossagra
jellemzo atlagértéknek (138, 310, 311), és ennél adodott egy viszonylag nagyobb kiilonbség
(10 perc) két egymast kovetd SJL érték kozott. A két csoport se kor, se BMI szerint nem

kiilonbozott szignifikansan (adatok a 13. kézleményben).

8. tablazat: Az alvas idozitésének és idétartamanak osszehasonlitasa a kisebb és nagyobb
SJL-ii csoportban

Comparisons

Workday Free day Workday Free day
Time (hh:mm) Lower SJL Higher SJL Lower SJL Higher SJL p P
Bedtime 23:45 (00:52) 23:51 (00:49) 23:56 (00:48) 01:27 (00:52) 0.775 <0.0001
Sleep onset 283:57 (00:50) 00:03 (00:51) 00:09 (00:50) 01:36 (00:51) 0.713 <0.0001
Waking up 07:09 (00:39) 07:02 (00:28) 08:45 (01:09) 10:00 (01:40) 0.540 0.019
Sleep duration 07:13 (00:56) 06:59 (00:43) 08:35 (01:11) 08:25 (01:27) 0.433 0.706

A csoportra jellemz6 atlagértékek vannak feltiintetve (SD). Kétmintas t-préba, n=17 (kisebb SJL-1i csoport; lower
SJL), n=16 (nagyobb SJL-ii csoport; higher SJL)
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Elsoként azt kivantuk ellendrizni, hogy a vizsgalat hetében alanyaink valoban a rajuk
jellemzd ritmus szerint aludtak-e. Ehhez az alvasi naplobol nyert adatokat 6sszehasonlitottuk a
korabban kitoltott és az altalanos alvési jellemzdikre rakérdezé MCTQ adataival. Mind a
kronotipus (MSFy), mind a SJL esetében jo korrelaciot kaptunk (r=0,702, p<0,001; illetve
r=0,763, p<0,001, Pearson-féle korrelacio). A 8. tdblazat kiilon mutatja a két résztvevd csoport
alvasi idOadatait a vizsgalat napjaira vonatkozoan. Hétk6znapokon a két csoport adatai nem

JoN4

kiilonboztek, mig hétvégén a nagyobb SJL-{ csoport szignifikdnsan késobb fekiidt le és aludt
el, és természetesen masnap késobb kelt, mint a masik csoport. Mindkét csoport hasonlo
mértékben hosszabban aludt hétvégén, mint hétkoznap. Mivel a homeosztatikus
alvasszabalyozas egy fontos faktora az ébren toltott idO, ezt is meghataroztuk mindkét mérés

eldtti napra, de sem csoport, sem csoport x nap hatast nem talaltunk (9. tablazat).

/s

9. tablazat: A mérést megel6zoen ébren toltott ido 6sszehasonlitasa a két csoport kozott

Lower SJL Higher SJL
workday free day workday free day
time awake (hh:mm) 16:35 (00:15) 15:21 (00:16) 16:34 (00:09) 15:07 (00:19)

A csoportra jellemzd atlagértékek vannak feltiintetve (SEM). Kétszempontos ANOVA-val se csoport, se csoport
x nap hatds nem mutathat6 ki (p=628). n=17 (kisebb SJL-1i csoport; lower SJL), n=16 (nagyobb SJL-{i csoport;
higher SJL)

Az endogén ritmus indikdtoranak tekintett melatonin gyorsan metabolizalodik 6-
szulfatoximelatoninna, ami a vesén keresztiil valasztodik ki, igy vizeletben megjelend

mennyisége jol jellemzi a melatonin elvalasztast.

10. tablazat: A melatonin metabolit kreatininre normalizalt koncentracioja a reggeli és
esti vizeletben: csoportok kozotti 6sszehasonlitas

Comparisons
Workday Free day Workday  Free day
6-sulfatoxymelatonin/
?;fﬁf;?}:;ﬁ;lo Lower SIL Higher SJL Lower SJL Higher SJL P p
Evening 2.143 (0.645) 2.293 (0.410) 3.654 (0.715)  3.988 (1.048) 0.242 0.796
Morning 10.557 (1.354)  10.791 (1.718)  16.021 (4.165) 12.502 (2.318) 0.858 0.648

A csoportra jellemzé atlagértékek vannak feltiintetve (SEM). Mann-Whietney U teszt, n=17 (kisebb SJL-i
csoport; lower SJL), n=14 (nagyobb SJL-1i csoport; higher SJL)
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Alanyaink reggeli €s esti mintdi kozott jelentds kiilonbség volt, a metabolit
koncentraciojanak atlagos egyéni hanyadosa (reggeli/esti) 6,75+0,75 volt, ami jol mutatja, hogy
a résztvevok cirkadian ritmusa a fiziologidsnak megfeleld volt. Ugyanakkor sem az esti, sem a
reggeli melatonin koncentracié nem mutatott 6sszefiiggést a SJL-gel (10. tablazat), azaz a

melatonin vizeletben mérhetd szintje nem tlint a ritmusvaltozas érzékeny indikatoranak.

4.2.3.2. A HRV idotartomdnyban torténd elemzése

Els6 megkozelitésként az alvas teljes idétartaméra szamitott atlagos variabilitas
mutatokat hasonlitottuk 6ssze a két nap kozott a két vizsgalati csoportban kiilon-kiilon. Erre az
id6tartamra egyediil a legaltalanosabb HRV paraméter, az SDNN (standard deviation of the
normal to normal intervals; a ciklushosszak szorasai) mutatott kiilonbséget a két nap kozott: a
nagyobb SJL-gel rendelkezd csoportban a hétvégi érték magasabb volt, mint a hétkéznapi (11.
tablazat).

11. tablazat: A teljes éjszakara szamitott szivfrekvencia mutatok és o6sszehasonlitasuk

Comparisons

Lower SJL Higher SJL Lower SJL Higher SJL
Workday Free day Workday Free day P P
HR (1/min) 59.1 (2.1) 58.1(1.3) 57.8(1.8) 57.2(2.1) 0.520 0.739
SDNN 86.8 (7.3) 95.1 (6.4) 91.5(6.2) 102.2 (6.9) 0.088 0.018
RMSSD 61.1(8.3) 64.9 (7.4) 64.1 (4.5) 72.8(5.4) 0.422 0.092
pNN50 32.8 (5.1) 36.2 (4.3 37.7 (3.6) 44.2(3.9) 0.540 0.107

Az elalvastol ébredésig mért szivfrekvencia és HRV adatok atlagat mutatja a tablazat. A munka- és szabad
napokra vonatkozo értékeket hasonlitottuk 6ssze mindkét csoporton beliil. Parositott t-proba, n=17 (lower SJL),
n=14 (higher SIL).

Kovetkez6 1epésként részletesebb elemzést végeztiink, amihez az alvast masfél oras
szakaszokra osztottuk, és a HRV paramétereket egy-egy id0szakaszra atlagolva abrazoltuk az
elalvastdl kezdve. Mivel a minimalis alvashossz 6 6ra volt a mintdnkban, 4 egymast kovetd
idéblokkot elemeztiink mindkét éjszaka. A vagus aktivitas jellemzésére leggyakrabban hasznalt
paraméterek, a pNN50 (az 50 ms-nal nagyobb szomszédos RR-intervallum kiilonbségek
szazalékos eldfordulasa) és az RMSSD (az egymés utini RR-intervallum kiilonbségek
négyzetes kozeépértéke) alakulasat mutatja a 54. dbra. Az ismétléses ANOVA vizsgélat soran
harom faktort (csoport, nap €s alvasi blokk) vettiink figyelembe, amelyek koziil a blokknak volt
hatdsa mindkét HRV paraméter esetében, a pNNS50 esetében pedig nap x blokk x csoport
interakcid i1s kimutathat6 volt (p=0,015). Az abran lathatd, hogy az alacsonyabb SJL-1i csoport
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esetében a két nap gorbéje nagyon hasonlo lefutast volt. Ezzel szemben a magasabb SJL-u
csoportban az elsé két alvasi blokkban az egyénenkénti HRV értékek jelentdsen kiilonboztek,
mégpedig olyan modon, hogy a szabad nap €jszakédjanak elsd felét nagyobb variabilitas, azaz
jelentésebb paraszimpatikus aktivitds jellemezte, mint a munkanapi alvas azonos
1d6szegmensét. A post hoc teszt alapjan egyetlen alvasi idoblokkban sem volt kiilonbség a két
csoport kozott. Az RMSSD esetében a pNN50-nél tapasztalthoz hasonlo6 tendenciat lattunk, de

az interakcio itt nem érte el a szignifikancia szintet (p=0,059).
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54. abra: A HRYV paraméterek alakulasa az alvas folyaman

A pNN50 (A) és RMSSD (B) adatok atlagat 1,5 6ras idészakokra szamoltuk, és kiilon abrazoltuk a szabad (z61d)
és munkanapokra (piros) vonatkozo6 értékeket mind a kisebb (fels6 panel), mind a nagyobb (alsé panel) SJL-i
csoportban. Az utolso alvasi blokk adata (a tengelytorés utan kiilon pontként feltiintetve) a hétkoznapi alvas utolsod
1,5 orajara szamolt érték, illetve szabadnapon az ennek megfeleld idészakra vonatkozoé atlagos HRV (ugyanannyi
idével az elalvastdl szamitva, mint a hétkdznapon). Az els6 hat 6ras adatokat ismétléses ANOV A-val elemeztiik
(faktorok: nap, alvasi blokk, résztvevd csoport), post hoc tesztként Fisher tesztet alkalmaztunk. Az alvas végi
adatok Osszehasonlitasa parositott t-probaval tortént. n=15 (lower SJL), n=11 (higher SJL)
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Felmeriilt benniink, hogy az alvas elsd felében-harmadaban tapasztalt kiilonbséget nem
kompenzalja-e egy ellentétes iranyu eltérés az alvas végén, azaz egy olyan idészakban, ami
egyeseknél kimaradt az eddig ismertetett elemzeésbdl (itt nyilvanvaloan azokrdl van szo, akik 6
oranal tobbet aludtak). Ennek vizsgalatdhoz a hétkdznapi alvasi idészakok utolsdé masfél 6rajara
¢s az ennek megfeleld hétvégi iddszakra (ugyanannyi idovel az elalvast kdvetden) is elvégeztiik
az Osszehasonlitast, de nem taldltunk kiilonbséget a két éjszaka kozott (54. abra, utolsé pontok

a diagrammokon), azaz az alvas végén nem kompenzalodott a korabbi alvasszakaszban

tapasztalt kiilonbség.
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55. abra: A két nap kozotti HRV kiilonbség és az SJL kapcsolatanak vizsgalata

A) A HRV paraméterek két nap kozotti kiilonbsége korrelal az SJL-lel az alvés els6 két érajaban. Meghataroztuk
az RMSSD (fels6 abrarész) és pNNS50 (als6 abrarész) els6 két érara vonatkozo atlagértékét, és a szabad napi -
munkanapi értékek individualis kiilonbségeit korrelaltattuk az SJL értékével. Abrazolaskor a 30, illetve (kisebb
elemszam esetén) 60 perces SJL intervallumokhoz tartozé atlagértékeket €s a linedris regressziot jellemz6 trend
vonalat tiintettiik fel. Pearson-féle korrelacid, n=30. B) Az alvasi id6 korabbra tolédasa alacsonyabb HRV-vel
parosul a hétkdznapokon. Fels6 abrarész: Az elemzett id6szak szemléltetése. Minden vizsgalt személy esetében a
hétkdznapi és hétvégi elalvasi idopont kozotti idotartamra (shift, kétiranyt nyillal jeldlt, az elalvastol szamitott
azonos hosszusagl idoszak a két napon) hataroztuk meg az atlagos HRV értékét mind a munkanapon, mind a
szabad napon. Parositott t-proba, n=18, p=0,016 (RMSSD), 0,009 (pNN50)

A kovetkezokben a SJIL és az alvas elsd szegmenseiben tapasztalt, két nap kozotti HRV
eltérések Osszefiiggéseire dsszpontositottunk. Amennyiben az elsé 3 orat vizsgaltuk (az 54.
abran 1évo elsd két alvasi blokknak megfeleld iddszak), a SJL és a szabadnapi-munkanapi

egyéni pNNS5O kiilonbség pozitiv korreldciot mutatott (Pearson-féle korrelacio, r=0,39,
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p=0,033, n=30). Ha az elemzést az elsd két orara szlikitettiik, mind a pNNS50 (r=0,414, p=0,023,
n=30), mind az RMSSD (1=0,365, p=0,047, n=30) esetében pozitiv dsszefliggést lattuk (55.A
abra), azaz nagyobb SJL-hez nagyobb HRV kiilonbség tarsult. Az eddigiek alapjan ugy tiinik,
hogy a kronotipusnak nem megfeleld, korai elalvds a hétkéznapokon HRV csokkenést
eredményez az alvas els6 néhany orajaban a hétvégi értékekkel dsszehasonlitva. Kovetkezd
elemzésiink ezért pontosan arra az iddszakra iranyult, ami megfelelt az elalvasi id6 két nap
kozotti eltolodasanak (55.B abra). Azok adatait dolgoztuk fel, akiknél minimum 25 perc volt
ez az iddOintervallum. Feltételezéslinkkel 0Osszhangban mindkét paraméter esetében

szignifikansan alacsonyabb volt a HRV a hétkéznapokon, mint a szabadnapokon.

4.2.3.3. A HRYV frekvencia tartomanyban térténo elemzése

A HRV szabad ¢és munkanapok kozotti valtozasat a frekvencia tartomdnyban valod
elemzéssel is vizsgaltuk. Ha a spektralis teljesitmény-siiriség (power spectral density, PSD)
két nap kozotti kiilonbségét elemeztiik az alvas elsé két 6rajaban, a nagyobb SJL-i csoportban
szignifikans eltérést lattunk tobb frekvencia tartomanyban is, mig az alacsonyabb SJL-u

csoportban nem volt kiilonbség (56.A éabra).
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56. abra: A HRYV frekvencia tartomanyban torténé analizise az alvas els6 két orajaban

A) A teljesitménysiiriiségek két nap kozotti kiillonbsége a nagyobb (felsé abrarész) és kisebb (alsé abrarész) SJL-
U csoportban. A csillaggal jelolt tartomanyokban szignifikans a kiilonbség a két nap kozott. Egymintés t-proba,
n=13 (higher SJL), n=17 (lower SJL) B) A kiilonbdz6 frekvencia tartomanyba es6 abszolut teljesitmények napok
kozotti 6sszehasonlitisa a nagy €s kis SJL-U csoportban. Parositott t-proba, n=13 (higher SJL), n=17 (lower SJL).

115



dc 175220 . . . .. .
- Kaldi Krisztina Akadémiai doktori értekezés

Ha frekvencia tartomanyokban kiilon-kiilon végeztiink 6sszehasonlitast, azt lattuk, hogy
a napok kozotti eltérés a nagyobb SJL-Ui csoportban az alacsony (LF) és a magas (HF)
frekvencia tartoméanyban volt jelentds, mig a nagyon alacsony frekvenciatartomanyban (VLF)
nem volt jellemzd (56.B 4bra). Az LF tartomany jellemzi tipikusan a vagus aktivitast (173, 312,
313), a HF tartomany pedig a szimpatikus €s paraszimpatikus tonus egyiittes markere. A
szimpatikus aktivitds elfogadott mutatdja az alacsony frekvenciaja tartomdnyra es6 normalizalt
teljesitmény (LFnu=LF/(LF+HF)), ebben nem lattunk kiilonbséget (56.B abra). Osszességében
tehat ezek az eredmények is arra utalnak, hogy a nagy SJL-U csoportban a paraszimpatikus

modulécio volt kiilonbozo a két éjszaka elsd két orajaban.

4.2.3.4. Az SJL és a szubjektiv alvasmindség osszefiiggése

Az alvasmindség vizsgalatdhoz a Groningen alvasmindség kérddiv validalt, magyar
valtozatat hasznaltuk (314, 315). Ez a kérd6iv az elmult éjszakai alvdsra vonatkozo 15,
egyszerlien értelmezhetd, eldontendd kérdésbdl all. 14 kérdésre adott valasz alapjan rendel

szamot (GSQS score) az alvasmindséghez, a nagyobb Osszérték rosszabb, az alacsonyabb jobb

alvasmindséget jelez.
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57. abra: A SJL és az alvasminéség osszefiiggése

A) Nagyobb SJL-hez rosszabb alvasminéség tarsul hétkéznapokon. Abrazolaskor a 30, illetve, az utolsé pontnal
a kisebb elemszam miatt 90 perces SJL intervallumokhoz tartozo atlagértékeket és a linearis regressziot jellemz6
trend vonalat tlintettiik fel. Pearson korrelacio; hétkoznapokon (felsé abrarész): r=0,404, p=0,02, n=33; szabad
napokon (alsé abrarész): r=-0,041, p=0,82, n=33 B) A nagyobb SJL-ii csoport rosszabb alvasmindségrol szamolt
be a hétkdznapokon. Az egyes csoportok atlagos GSQS értéke szabad és munkanapokon. Pérositott t-proba, n=17
(kisebb SJL), n=16 (nagyobb SJL)
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Vizsgalatunkban a SJL 0sszefiiggést mutatott a munkanapi alvasmindséggel, mégpedig
ugy, hogy nagyobb SJL-hez rosszabb alvasmindség tarsult. Ezzel szemben a szabad napokon
nem volt Osszefliggés (57.A abra). Amennyiben a két csoport értékeit kiilon vizsgaltuk, azt
lattuk, hogy a kis SJL-i csoportba tartozok alvasmindsége hasonld volt a munka- és szabad
napokon, mig a nagyobb SJL-gel rendelkezdknek rosszabb volt a munkanapi alvdsmindsége,
mint a sajat szabadnapi alvdsmindségiik, illetve mint a masik csoport¢ a hétkéznapon

(kétmintés t-proba, p=0,043) (57.B éabra).

4.2.3.5. Az eredmények dsszefoglaldsa, limitalo tényezok, tovabbvezeto gondolatok

Megfigyeléseink szerint az alvés els6 néhany ordjaban a SJL mértékével aranyosan
kiilonbozott vizsgalati alanyaink munkanapi €s szabad napi HRV-je, azaz minél inkébb eltért
az adott egyén munkanapi alvéasidézitése a kronotipusdhoz kozelebb 4ll6 szabadnapi
alvasiddzitéstol, anndl gyengébben érvényesiilt a paraszimpatikus aktivitas a kardiovaszkularis
szabalyozasaban. Kimutattuk azt is, hogy ezt az eltérést nem kompenzalta ellentétes iranyu
kiilonbség az alvas késobbi szakaszaiban. Ezek alapjan azt mondhatjuk, hogy az endogén
ritmustdl eltérd, szocialis tényezdk altal meghatirozott alvéasidézitéshez Osszességében
kedvezobtlenebb autonom regulacid tarsult hétkoznap éjszaka. A nagyobb SJL-gel (és ennek
megfeleléen késObbi kronotipussal) rendelkezdk esetében feltételezhetjiik, hogy biologiai
orajuk a hétkdznapi alvasuk kezdeti iddszakaban nem hat serkentdleg alvasukra, mig hétvégén,
amikor késObb fekszenek le, cirkadidn ritmusuk is segiti alvasukat elmélyiteni, annak
regenerativ jellegét novelni. Az alvasiddzités és cirkadian szabalyozas szerepét erdsiti az a tény
is, hogy a két csoport alvashossza, és igy hétkoznap felhalmozodott alvdsmegvondsa kozott,
valamint az egyes napokon ébren toltott ideje (meghatdrozd homeosztatikus alvasszabalyozasi
faktor) k6zott nem volt kiilonbség.

Fontos jellemzdje volt vizsgalatainknak, hogy egyéni HRV valtozasokat vett
figyelembe. A HRV abszolut értéke ugyanis az egyének kdzott hasonld koriilmények mellett is
igen nagy kiilonbozdségeket mutat, ezért az egyéni értékek valtozasai informativabbnak
tekinthetdk. Az abszolut HRV értékek egyéni kiilonbségeinek okai nagyrészt ismeretlenek
(316), de tudjuk, hogy az autoném szabalyozas plaszticitasan tul kiilonb6zd agyi régiok
strukturdlis és funkciondlis tulajdonsagaival is 0Osszefiiggést mutatnak (304, 317).
Mindazonaltal érdemes megjegyezni, hogy a nagyobb SJL-Ui csoport atlagos HRV értékei

mindkét éjszaka magasabbak voltak a masik csoporténal. Nagyobb elemszam mellett végzett
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tovabbi vizsgalatok donthetnék csak el, hogy a nagyobb SJL-hez és/vagy késdi kronotipushoz
tipikusan nagyobb ¢jszakai HRV tarsul-e.

Irodalmi adatok szerint a HRV paraméterek mind egészséges, mind patologias
koriilmények kozott szenzitiv indikatorai a kardiovaszkularis rendszer milkddésének.
Egészséges férfiakban a vagus tonust jellemzé HRV paraméterek szoros dsszefliggést mutattak
az endothel funkcidval (318). Egy igen nagy szamu adatra (22 ezer alany adatai 8
tanulmanybol) tamaszkod6d metaanalizis szerint egészséges emberek esetében is noveli a
kardiovaszkularis betegségek jovObeni kialakuldsanak valoszinliségét a normal tartomanyon
beliili, de viszonylag alacsony HRV (319). Ezen kiviil az autoném regulaci6 megvaltozasa
hozz4ajarulhat magas vérnyomas kialakulasahoz, a koronariak allapotanak romlasédhoz, aritmiak
¢s kongesztiv szivelégtelenség kifejlodéséhez (320-324). Mindezek alapjan eredményeink arra
hivjak fel a figyelmet, hogy a SJL negativ hatassal lehet a kardiovaszkularis szabalyozasra, €s
ezaltal novelheti a sziv- és érrendszeri megbetegedések kialakuldsanak kockazatat.

Az autondm idegrendszer miikodése €s az alvas szabalyozas kozotti szoros kdlcsonhatas
régbta ismert, aminek révén a HRV az alvasmindség egyik indikatoranak is tekinthetd. igy nem
meglepd, hogy mintdnkban a HRV valtozashoz hasonléan a hétkdznapi szubjektiv
alvasmindség is negativ dsszefiiggést mutatott a SJL-gel. Osszességében eredményeink arra
utalnak, hogy a SJL kdrosan befolyasolja a kardiovaszkularis szabalyozast, valamint az alvas
mindségét és hatékonysagat.

Eredményeink értékelésekor ezuttal is figyelembe kell venni bizonyos limitalo
tényezOket. Bar az értékelt mintank sok szempontbdl homogén volt, a minta viszonylag
kicsinek tekinthetd. Annak érdekében, hogy ciklikus hormondlis hatdsok ne limitaljak az
értékelést, csak férfiakat vontunk be a tanulméanyba, igy nem zarhato ki, hogy a talalt
Osszefliggések ndkre nem vagy csak részben €rvényesek. A homogenitas érdekében csak fiatal
alanyaink voltak, ezért egy tovabbi tanulmany témaja lehetne, hogy a kor befolyasolja-e az
altalunk talalt 6sszefliggéseket. Ez azért is érdekes, mert tudjuk, hogy az alvasszabalyozas az
¢letkorral jelentdsen valtozik.

Mindkét tanulmanyunk eredményei és szamos, az utdobbi néhany évben megjelent, a
SIL egészségkarositd hatasat valdszinisitd irodalmi adat is nyomatékositja e ritmuszavar
mérseklésének fontossdgat. A munkaidé rugalmasabbd tétele, az iskolai i1ddbeosztas
megvaltoztatasa, a reggeli munka- vagy oktataskezdésnek a korcsoporthoz illesztett (késObbre)
1d6zitése nagymértékben hozzdjarulhatna a SJL csokkentéséhez. Fontos elgondolkozni a nyari

1d6szamitas karos kovetkezményein és megsziintetésén is, hiszen az a cirkadidn ora fazisanak
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késObbre allitdsaval tovabb fokozza a SJL-et. Ilyen szempontbol iidvozlendd, hogy
kronobiologusok egyre intenzivebben lépnek fol a nyari idészamitds megszilintetése érdekében
kiilonbo6z6 tarsadalmi forumokon is. Ugyanakkor nem szabad elfeledkezni a megfeleld egyéni
stratégidk fontossagardl sem. A reggeli idészakban a kornyezd fényintenzitds novelése, a
napkdzbeni gyakoribb természetes fényexpozicid, ugyanakkor az esti 6rdkban a nagy
intenzitdsi mesterséges fény keriilése bels6é orank féazisat korabbra allithatja. Mivel a
taplalkozas szintén hatékony fazismeghatarozo, étkezéseink megfeleld 1dozitése is fontos

eszkoze lehet cirkadian 6rank megfeleld beallitasanak.
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5. Az eredmények osszefoglalasa

Az O6ra negativ komponense, a FRQ ¢és a pozitiv komponens WCC molekularis
egylittmikodésének 1) aspektusat tartuk fel. Kimutattuk, hogy a FRQ eldsegiti a WCC
foszforilacigjat, amivel egyidejlileg a komplex frg-promdterhez vald kotddése gatlodik.
Ezzel szemben a hipofoszforilalt komplex kotddik a promodterhez €s aktivalja a géndatirast.
A WCC foszforilacidjanak kdzponti szabalyozo szerepét aldtdmasztja az az eredményiink
i1s, mely szerint a foszforilacid ritmusosan valtozik a cirkadidn ciklus folyaman.
Megmutattuk azt is, hogy a WCC defoszforilacidja és ezaltali aktivacidja a PP2A

mukodéséhez kotott.

Részletesen elemeztiik a WC-1, a WCC mennyiségét limitald faktor expresszidjanak
szabalyozasat. A wc-1 génen belil harom, kiilonb6zé funkcidja promoter-régiot
azonositottunk. Eredményeink egyértelmiivé tették, hogy a WC-1 kifejezddésének
transzkripcid szinten torténd szabalyozasa fontos szerepet jatszik a kimeneti ritmus
fazisanak bedllitasaban. Tovabbi eredményeink pedig arra utaltak, hogy a FRQ

poszttranszkripcids szinten hatva serkenti a WC-1 expressziot.

Kimutattuk, hogy a WCC fényindukalta dimerizaciojat és ezzel aktivalodasat egy masik
kék-fény receptor, a VVD a WCC-szel dinamikus heterodimert képezve gétolja. A VVD
szintje érzékeny indikatora a megel6z6 i1ddszak fényintenzitdsdnak, molekularis
memoriaként mitkddve, védi a cirkadidn orat a zavard, révid vagy kis intenzitast
fényingerektdl, igy miikodése alapvetd feltétele a ritmus stabilitdsdnak természetes

fényhatasok mellett.

Kimutattuk, hogy a bazalis és az emelkedett ROS szint hatdssal van a cirkadidn ora
miikddésére mind ciklikusan valtoz6, mind &allandé kornyezeti koriilmények esetén.
Megfigyeléseink azt valdszinilsitik, hogy a metabolizmus sordn keletkezé ¢s SOD-1
aktivitastol is fiiggd O, mennyiség a meghatarozo az Ora szabalyozasa szempontjabol.
Kimutattuk tovabba, hogy a PP2A-aktivitds fiigg a ROS szinttdl, igy a ROS termelés
emelkedése a WCC defoszforilaciojan keresztiil befolyasolhatja annak aktivitasat és igy az

oramukodést.

Eredményeink szerint a monomer G fehérje RAS2 részt vesz az Oramilkddes

stabilizalasdban valtozo kornyezeti gliikoz koncentracidé mellett. Kimutattuk, hogy RAS2
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hidnydban a negativ komponens FRQ foszforilacioja és sejten beliili lokalizacidja
megvaltozik, és hogy a RAS2 kolcsonhatasba 1€p az adeniléatciklazzal. Eredményeink

alapjan valoészint, hogy a RAS jelatviteli atvonal cAMP-fiiggd modon vesz részt az

crer

Részletesen elemeztiik a molekularis 6ra komponenseinek expresszidjat human neutrofil
granulocitdkban, ¢s nem taldltunk minden alapvetd komponensre kiterjedé robusztus
oszcillaciot. Kimutattuk azonban, hogy a keringd neutrofil granulocita készlet érettség
szerinti Osszetétele cirkadian ingadozast kovet. Eredményeink arra utalnak, hogy a
neutrofil sejtek valaszkészségének napszaki valtozasait nem a sajat molekuléris 6ra, hanem
szisztémas faktorok szabalyozhatjak, ¢s hogy a szabdlyozas egy lényeges eleme lehet a

sejtkészlet érettség szerinti 6sszetételének idobeli valtozasa.

Vizsgalataink alapjan megallapithato, hogy a szocidlis jetlag negativan korrelal tobb
¢lettani funkcioval. Ezen beliil kimutattuk, hogy nagyobb szocialis jetlag-hez gyengébb
tanulmanyi teljesitmény tarsul, és hogy a viszonylag késoéi tipusok rosszabbul teljesitenek
reggel, mint a korai tipusok. Tovabbi vizsgdlatainkban a szocidlis jetlag negativ
Osszefiiggést mutatott a sziv autondm szabalyozasat jellemzé HRV mutatokkal, és ezzel

parhuzamosan a nagyobb szocidlis jetlag-hez rosszabb hétkdznapi alvasmindség tarsult.
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6. Koszonetnyilvanitas

A dolgozatot zarva, szeretnék koszonetet mondani mindazoknak, akik az évek soran
tudomanyos gondolkoddsomat, szemléletemet formaltak, illetve biztatdsukkal, tanacsaikkal
vagy anyagi eszkozokkel tdimogattak a munkamat.

Els6ként szeretnék megemlékezni gimnaziumi tanaraimrol és arr6l a szellemi
kozosségrol, amely, akkori nevén a Fazekas Mihdly Fdvarosi Gyakorlé Gimnaziumban
kortilvett. Fontosnak érzem kiemelni matematika tandrom, Téborné Vincze Marta, magyar
tandrom, Siimeginé dr. Téth Piroska és torténelem tanarom, Jovérné Szirtes Agota nevét, akik
elemzd gondolkodasra €és problémamegkozelitésre, igényes munkéra tanitottak.

A tudomany vilagdba TDK témavezetom, Dr. Kapus Andras vezetett be, akinek
baratsaga, tamogatdsa a PhD tanulmanyaim alatt is meghatdroz6 volt. Koszoném PhD
témavezetOmnek, Dr. Ligeti Erzsébetnek, hogy a kordbbi kozds munkat kovetden is
figyelemmel kisérte tevékenységemet, tanacsokkal, eszkozokkel tamogatta munkamat.
K6szoném az Elettani Intézet igazgatéinak, Dr. Fony6 Attilanak, Dr. Spit Andrasnak és Dr.
Hunyady Lészlonak a munkdmhoz nyujtott segitséget, a megfeleld feltételek biztositasat.

Szeretettel gondolok vissza azokra az idészakokra, amiket Wilhelm Just, Felix Wieland,
késObb pedig Walter Neupert munkacsoportjaban tolthettem. Didkként, illetve fiatal kutatoként
példat jelentett szamomra tudomany iranti aldzatuk, kutatoi szemléletiik, timogatd emberségiik.

Dr. Michael Brunner mellett el6szor Miinchenben, majd Heidelbergben 6sszesen hat
évig dolgoztam. Gondolkoddsmodja azota is vezérfonalként szolgal szamomra, biliszke vagyok
baratsagara, ¢és halas azért, hogy 6nallé munkacsoport alakitdsomat eszk6zokkel is tamogatta.

Nagyon koszondm egykori és jelenlegi kozvetlen munkatarsaimnak Dr. Gyongydsi
Norbertnek, Dr. Ella Krisztinanak, Stdy Agnesnek, Szoke Anitanak és Makara Krisztinanak,
hogy csatlakoztak munkacsoportomhoz, ¢s kitartasukkal, lelkesedésiikkel, szakmai
hozzaértéstikkel €s igyekezetiikkel szdmos akadaly lekiizdésében tarsaim voltak. Vitathatatlan
érdemiik laborunk baratsagos €és tdmogatd 1égkorének megteremtése, megdrzése. Koszonom a
laborban dolgozo6 didkkords hallgatok lelkes egytittmiikodéseét is.

K6szondm az Elettani Intézet munkatarsainak a sok segitséget. Kiilon koszonet illeti Dr.
Mocsai Attilat és Dr. Geiszt Miklost, akikkel a PhD megkezdése ota dolgozunk egyiitt és
egymads mellett, ¢s mind eszkdzokkel, mind tanacsokkal segitették munkamat.

Végiil koszondom csaladomnak, hogy mindvégig mellettem alltak, szeretettel és

megértéssel tdmogattdk munkamat.

122



dc_1752_20

Kaldi Krisztina Akadémiai doktori értekezés

10.

11.

12.

13.

14.

7. Irodalomjegyzék

Tannenbaum GS, Martin JB. Evidence for an endogenous ultradian rhythm governing growth
hormone secretion in the rat. Endocrinology. 1976;98(3):562-70. Epub 1976/03/01. doi:
10.1210/endo-98-3-562. PubMed PMID: 1261487.

Tannenbaum GS, Martin JB, Colle E. Ultradian growth hormone rhythm in the rat: effects of
feeding, hyperglycemia, and insulin-induced hypoglycemia. Endocrinology. 1976;99(3):720-7.
Epub 1976/09/01. doi: 10.1210/end0-99-3-720. PubMed PMID: 954665.

AschoffJ. CIRCADIAN RHYTHMS IN MAN. Science (New York, NY). 1965;148(3676):1427-
32. Epub 1965/06/11. doi: 10.1126/science.148.3676.1427. PubMed PMID: 14294139.

Reyes BA, Pendergast JS, Yamazaki S. Mammalian peripheral circadian oscillators are
temperature compensated. Journal of biological rhythms. 2008;23(1):95-8. Epub 2008/02/09. doi:
10.1177/0748730407311855. PubMed PMID: 18258762; PubMed Central PMCID:
PMCPMC2365757.

Kozma-Bognar Laszld NF. Sejtbiologia. In: Gabor S, editor. Sejtbioldgia: Medicina; 2004.

Jud C, Schmutz I, Hampp G, Oster H, Albrecht U. A guideline for analyzing circadian wheel-
running behavior in rodents under different lighting conditions. Biological procedures online.
2005;7:101-16. Epub 2005/09/02. doi: 10.1251/bpo109. PubMed PMID: 16136228; PubMed
Central PMCID: PMCPMC119038]1.

Bell-Pedersen D, Cassone VM, Earnest DJ, Golden SS, Hardin PE, Thomas TL, et al. Circadian
rhythms from multiple oscillators: lessons from diverse organisms. Nat Rev Genet.
2005;6(7):544-56. Epub 2005/06/14. doi: 10.1038/nrg1633. PubMed PMID: 15951747, PubMed
Central PMCID: PMCPMC2735866.

Konopka RJ, Benzer S. Clock mutants of Drosophila melanogaster. Proc Natl Acad Sci U S A.
1971;68(9):2112-6. Epub 1971/09/01. doi: 10.1073/pnas.68.9.2112. PubMed PMID: 5002428;
PubMed Central PMCID: PMCPMC389363.

Siwicki KK, Eastman C, Petersen G, Rosbash M, Hall JC. Antibodies to the period gene product
of Drosophila reveal diverse tissue distribution and rhythmic changes in the visual system.
Neuron. 1988;1(2):141-50. Epub 1988/04/01. doi: 10.1016/0896-6273(88)90198-5. PubMed
PMID: 3152288.

Hardin PE, Hall JC, Rosbash M. Feedback of the Drosophila period gene product on circadian
cycling of its messenger RNA levels. Nature. 1990;343(6258):536-40. Epub 1990/02/08. doi:
10.1038/343536a0. PubMed PMID: 2105471.

Froehlich AC, Liu Y, Loros JJ, Dunlap JC. White Collar-1, a circadian blue light photoreceptor,
binding to the frequency promoter. Science (New York, NY). 2002;297(5582):815-9. Epub
2002/07/06. doi: 10.1126/science.1073681. PubMed PMID: 12098706.

Belden WIJ, Lewis ZA, Selker EU, Loros JJ, Dunlap JC. CHDI remodels chromatin and
influences transient DNA methylation at the clock gene frequency. PLoS Genet.
2011;7(7):¢1002166. Epub 2011/08/04. doi: 10.1371/journal.pgen.1002166. PubMed PMID:
21811413; PubMed Central PMCID: PMCPMC3140994.

Merrow M, Franchi L, Dragovic Z, Gorl M, Johnson J, Brunner M, et al. Circadian regulation of
the light input pathway in Neurospora crassa. EMBO J. 2001;20(3):307-15. Epub 2001/02/07.
doi: 10.1093/emboj/20.3.307. PubMed PMID: 11157738; PubMed Central PMCID:
PMCPMC133466.

Guo J, Cheng P, Liu Y. Functional significance of FRH in regulating the phosphorylation and
stability of Neurospora circadian clock protein FRQ. J Biol Chem. 2010;285(15):11508-15. Epub
2010/02/18. doi: 10.1074/jbc.M109.071688. PubMed PMID: 20159972; PubMed Central
PMCID: PMCPMC2857029.

123



dc_1752_20

Kaldi Krisztina Akadémiai doktori értekezés

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

Froehlich AC, Loros JJ, Dunlap JC. Rhythmic binding of a WHITE COLLAR-containing
complex to the frequency promoter is inhibited by FREQUENCY. Proc Natl Acad Sci U S A.
2003;100(10):5914-9. Epub 2003/04/26. doi: 10.1073/pnas.1030057100. PubMed PMID:
12714686; PubMed Central PMCID: PMCPMC156301.

He Q, Cheng P, Yang Y, He Q, Yu H, Liu Y. FWDI1-mediated degradation of FREQUENCY in
Neurospora establishes a conserved mechanism for circadian clock regulation. EMBO 1J.
2003;22(17):4421-30. Epub 2003/08/28. doi: 10.1093/emboj/cdg425. PubMed PMID: 12941694;
PubMed Central PMCID: PMCPMC202367.

Schafmeier T, Kaldi K, Diernfellner A, Mohr C, Brunner M. Phosphorylation-dependent
maturation of Neurospora circadian clock protein from a nuclear repressor toward a cytoplasmic
activator. Genes Dev. 2006;20(3):297-306. Epub 2006/01/20. doi: 10.1101/gad.360906. PubMed
PMID: 16421276; PubMed Central PMCID: PMCPMC1361701.

Dunlap JC, Loros JJ. Making Time: Conservation of Biological Clocks from Fungi to Animals.
Microbiol Spectr. 2017;5(3). Epub 2017/05/21. doi: 10.1128/microbiolspec. FUNK-0039-2016.
PubMed PMID: 28527179; PubMed Central PMCID: PMCPMC5446046.

Querfurth C, Diernfellner AC, Gin E, Malzahn E, Hofer T, Brunner M. Circadian conformational
change of the Neurospora clock protein FREQUENCY triggered by clustered
hyperphosphorylation of a basic domain. Mol Cell. 2011;43(5):713-22. Epub 2011/09/03. doi:
10.1016/j.molcel.2011.06.033. PubMed PMID: 21884974,

Gorl M, Merrow M, Huttner B, Johnson J, Roenneberg T, Brunner M. A PEST-like element in
FREQUENCY determines the length of the circadian period in Neurospora crassa. EMBO J.
2001;20(24):7074-84. Epub 2001/12/18. doi: 10.1093/embo0j/20.24.7074. PubMed PMID:
11742984; PubMed Central PMCID: PMCPMC125781.

He Q,ChalJ, He Q, Lee HC, Yang Y, Liu Y. CKI and CKII mediate the FREQUENCY-dependent
phosphorylation of the WHITE COLLAR complex to close the Neurospora circadian negative
feedback loop. Genes Dev. 2006;20(18):2552-65. Epub 2006/09/19. doi: 10.1101/gad.1463506.
PubMed PMID: 16980584; PubMed Central PMCID: PMCPMC1578678.

Diernfellner AC, Querfurth C, Salazar C, Hofer T, Brunner M. Phosphorylation modulates rapid
nucleocytoplasmic shuttling and cytoplasmic accumulation of Neurospora clock protein FRQ on
a circadian time scale. Genes Dev. 2009;23(18):2192-200. Epub 2009/09/18. doi:
10.1101/gad.538209. PubMed PMID: 19759264; PubMed Central PMCID: PMCPMC2751991.

Baker CL, Kettenbach AN, Loros JJ, Gerber SA, Dunlap JC. Quantitative proteomics reveals a
dynamic interactome and phase-specific phosphorylation in the Neurospora circadian clock. Mol
Cell. 2009;34(3):354-63. Epub 2009/05/20. doi: 10.1016/j.molcel.2009.04.023. PubMed PMID:
19450533; PubMed Central PMCID: PMCPMC2711022.

Mehra A, Shi M, Baker CL, Colot HV, Loros JJ, Dunlap JC. A role for casein kinase 2 in the
mechanism underlying circadian temperature compensation. Cell. 2009;137(4):749-60. Epub
2009/05/20. doi: 10.1016/j.cell.2009.03.019. PubMed PMID: 19450520; PubMed Central
PMCID: PMCPMC2718715.

Pregueiro AM, Liu Q, Baker CL, Dunlap JC, Loros JJ. The Neurospora checkpoint kinase 2: a
regulatory link between the circadian and cell cycles. Science (New York, NY).
2006;313(5787):644-9. Epub 2006/07/01. doi: 10.1126/science.1121716. PubMed PMID:
16809488.

Huang G, Chen S, Li S, Cha J, Long C, Li L, et al. Protein kinase A and casein kinases mediate
sequential phosphorylation events in the circadian negative feedback loop. Genes Dev.
2007;21(24):3283-95. Epub 2007/12/15. doi: 10.1101/gad.1610207. PubMed PMID: 18079175;
PubMed Central PMCID: PMCPMC2113029.

Yang Y, Cheng P, Zhi G, Liu Y. Identification of a calcium/calmodulin-dependent protein kinase
that phosphorylates the Neurospora circadian clock protein FREQUENCY. J Biol Chem.
2001;276(44):41064-72. Epub 2001/09/12. doi: 10.1074/jbc.M106905200. PubMed PMID:
11551951.

124



dc_1752_20

Kaldi Krisztina Akadémiai doktori értekezés

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

Yang Y, He Q, Cheng P, Wrage P, Yarden O, Liu Y. Distinct roles for PP1 and PP2A in the
Neurospora circadian clock. Genes Dev. 2004;18(3):255-60. Epub 2004/02/12. doi:
10.1101/gad.1152604. PubMed PMID: 14871927; PubMed Central PMCID: PMCPMC338279.

Cha J, Chang SS, Huang G, Cheng P, Liu Y. Control of WHITE COLLAR Ilocalization by
phosphorylation is a critical step in the circadian negative feedback process. EMBO J.
2008;27(24):3246-55. Epub 2008/11/21. doi: 10.1038/emboj.2008.245. PubMed PMID:
19020516; PubMed Central PMCID: PMCPMC2609740.

Linden H, Macino G. White collar 2, a partner in blue-light signal transduction, controlling
expression of light-regulated genes in Neurospora crassa. EMBO J. 1997;16(1):98-109. Epub
1997/01/02. doi: 10.1093/emboj/16.1.98. PubMed PMID: 9009271; PubMed Central PMCID:
PMCPMC1169617.

He Q, Cheng P, Yang Y, Wang L, Gardner KH, Liu Y. White collar-1, a DNA binding
transcription factor and a light sensor. Science (New York, NY). 2002;297(5582):840-3. Epub
2002/07/06. doi: 10.1126/science.1072795. PubMed PMID: 12098705.

Crosthwaite SK, Loros JJ, Dunlap JC. Light-induced resetting of a circadian clock is mediated by
a rapid increase in frequency transcript. Cell. 1995;81(7):1003-12. Epub 1995/06/30. doi:
10.1016/s0092-8674(05)80005-4. PubMed PMID: 7600569.

Talora C, Franchi L, Linden H, Ballario P, Macino G. Role of a white collar-1-white collar-2
complex in blue-light signal transduction. EMBO J. 1999;18(18):4961-8. Epub 1999/09/16. doi:
10.1093/emboj/18.18.4961. PubMed PMID: 10487748; PubMed Central PMCID:
PMCPMC1171567.

Lee K, Loros JJ, Dunlap JC. Interconnected feedback loops in the Neurospora circadian system.
Science (New  York, NY). 2000;289(5476):107-10.  Epub  2000/07/07.  doi:
10.1126/science.289.5476.107. PubMed PMID: 10884222.

Heintzen C, Loros JJ, Dunlap JC. The PAS protein VIVID defines a clock-associated feedback
loop that represses light input, modulates gating, and regulates clock resetting. Cell.
2001;104(3):453-64. Epub 2001/03/10. doi: 10.1016/s0092-8674(01)00232-x. PubMed PMID:
11239402.

Chen CH, DeMay BS, Gladfelter AS, Dunlap JC, Loros JJ. Physical interaction between VIVID
and white collar complex regulates photoadaptation in Neurospora. Proc Natl Acad Sci U S A.
2010;107(38):16715-20. Epub 2010/08/25. doi: 10.1073/pnas.1011190107. PubMed PMID:
20733070; PubMed Central PMCID: PMCPMC2944764.

Liu Y, Merrow M, Loros JJ, Dunlap JC. How temperature changes reset a circadian oscillator.
Science  (New  York, NY). 1998;281(5378):825-9. Epub  1998/08/07.  doi:
10.1126/science.281.5378.825. PubMed PMID: 9694654.

Hunt SM, Elvin M, Crosthwaite SK, Heintzen C. The PAS/LOV protein VIVID controls
temperature compensation of circadian clock phase and development in Neurospora crassa. Genes
Dev. 2007;21(15):1964-74. Epub 2007/08/03. doi: 10.1101/gad.437107. PubMed PMID:
17671094; PubMed Central PMCID: PMCPMC1935033.

Diernfellner A, Colot HV, Dintsis O, Loros JJ, Dunlap JC, Brunner M. Long and short isoforms
of Neurospora clock protein FRQ support temperature-compensated circadian rhythms. FEBS
Lett. 2007;581(30):5759-64. Epub 2007/11/27. doi: 10.1016/j.febslet.2007.11.043. PubMed
PMID: 18037381; PubMed Central PMCID: PMCPMC2704016.

Smith KM, Sancar G, Dekhang R, Sullivan CM, Li S, Tag AG, et al. Transcription factors in light
and circadian clock signaling networks revealed by genomewide mapping of direct targets for
neurospora white collar complex. Eukaryot Cell. 2010;9(10):1549-56. Epub 2010/08/03. doi:
10.1128/EC.00154-10. PubMed PMID: 20675579; PubMed Central PMCID:
PMCPMC(C2950426.

Iwasaki H, Dunlap JC. Microbial circadian oscillatory systems in Neurospora and
Synechococcus: models for cellular clocks. Current opinion in microbiology. 2000;3(2):189-96.
Epub 2000/04/04. doi: 10.1016/s1369-5274(00)00074-6. PubMed PMID: 10744993.

125



dc_1752_20

Kaldi Krisztina Akadémiai doktori értekezés

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

Brody S, Oelhafen K, Schneider K, Perrino S, Goetz A, Wang C, et al. Circadian rhythms in
Neurospora crassa: Downstream effectors. Fungal genetics and biology : FG & B.
2010;47(2):159-68. Epub 2009/10/06. doi: 10.1016/j.fgb.2009.09.006. PubMed PMID:
19800017.

Granshaw T, Tsukamoto M, Brody S. Circadian rhythms in Neurospora crassa: farnesol or
geraniol allow expression of rhythmicity in the otherwise arrhythmic strains frq10, wc-1, and we-
2. Journal of biological rhythms. 2003;18(4):287-96. Epub 2003/08/23. doi:
10.1177/0748730403255934. PubMed PMID: 12932081.

Lakin-Thomas PL, Brody S. Circadian rhythms in Neurospora crassa: lipid deficiencies restore
robust rhythmicity to null frequency and white-collar mutants. Proc Natl Acad Sci U S A.
2000;97(1):256-61. Epub 2000/01/05. doi: 10.1073/pnas.97.1.256. PubMed PMID: 10618405;
PubMed Central PMCID: PMCPMC26650.

Lombardi L, Schneider K, Tsukamoto M, Brody S. Circadian rhythms in Neurospora crassa:
clock mutant effects in the absence of a frq-based oscillator. Genetics. 2007;175(3):1175-83.
Epub 2007/01/24. doi: 10.1534/genetics.106.068270. PubMed PMID: 17237512; PubMed
Central PMCID: PMCPMC1840085.

Schneider K, Perrino S, Oelhafen K, Li S, Zatsepin A, Lakin-Thomas P, et al. Rhythmic
conidiation in constant light in vivid mutants of Neurospora crassa. Genetics. 2009;181(3):917-
31. Epub 2009/01/14. doi: 10.1534/genetics.108.097808. PubMed PMID: 19139144; PubMed
Central PMCID: PMCPMC2651064.

Yoshida Y, Maeda T, Lee B, Hasunuma K. Conidiation rhythm and light entrainment in
superoxide dismutase mutant in Neurospora crassa. Mol Genet Genomics. 2008;279(2):193-202.
Epub 2007/12/18. doi: 10.1007/s00438-007-0308-z. PubMed PMID: 18084778.

Reppert SM, Weaver DR. Molecular analysis of mammalian circadian rhythms. Annu Rev
Physiol. 2001;63:647-76. Epub 2001/02/22. doi: 10.1146/annurev.physiol.63.1.647. PubMed
PMID: 11181971.

Schibler U. The daily timing of gene expression and physiology in mammals. Dialogues Clin
Neurosci. 2007;9(3):257-72. Epub 2007/11/01. PubMed PMID: 17969863; PubMed Central
PMCID: PMCPM(C3202490.

Debruyne JP, Noton E, Lambert CM, Maywood ES, Weaver DR, Reppert SM. A clock shock:
mouse CLOCK is not required for circadian oscillator function. Neuron. 2006;50(3):465-77.
Epub 2006/05/06. doi: 10.1016/j.neuron.2006.03.041. PubMed PMID: 16675400.

DeBruyne JP, Weaver DR, Reppert SM. CLOCK and NPAS2 have overlapping roles in the
suprachiasmatic circadian clock. Nat Neurosci. 2007;10(5):543-5. Epub 2007/04/10. doi:
10.1038/nn1884. PubMed PMID: 17417633; PubMed Central PMCID: PMCPMC2782643.

Landgraf D, Wang LL, Diemer T, Welsh DK. NPAS2 Compensates for Loss of CLOCK in
Peripheral Circadian Oscillators. PLoS Genet. 2016;12(2):¢1005882. Epub 2016/02/20. doi:
10.1371/journal.pgen.1005882. PubMed PMID: 26895328; PubMed Central PMCID:
PMCPMC4760943.

Preitner N, Damiola F, Lopez-Molina L, Zakany J, Duboule D, Albrecht U, et al. The orphan
nuclear receptor REV-ERBalpha controls circadian transcription within the positive limb of the
mammalian circadian oscillator. Cell. 2002;110(2):251-60. Epub 2002/08/02. doi:
10.1016/s0092-8674(02)00825-5. PubMed PMID: 12150932.

Akashi M, Takumi T. The orphan nuclear receptor RORalpha regulates circadian transcription of
the mammalian core-clock Bmall. Nat Struct Mol Biol. 2005;12(5):441-8. Epub 2005/04/12. doi:
10.1038/nsmb925. PubMed PMID: 15821743.

Guillaumond F, Dardente H, Giguere V, Cermakian N. Differential control of Bmall circadian
transcription by REV-ERB and ROR nuclear receptors. Journal of biological rhythms.

2005;20(5):391-403. Epub 2005/11/04. doi: 10.1177/0748730405277232. PubMed PMID:
16267379.

126



dc_1752_20

Kaldi Krisztina Akadémiai doktori értekezés

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

Sato TK, Panda S, Miraglia LJ, Reyes TM, Rudic RD, McNamara P, et al. A functional genomics
strategy reveals Rora as a component of the mammalian circadian clock. Neuron. 2004;43(4):527-
37. Epub 2004/08/18. doi: 10.1016/j.neuron.2004.07.018. PubMed PMID: 15312651.

Ueda HR, Chen W, Adachi A, Wakamatsu H, Hayashi S, Takasugi T, et al. A transcription factor
response element for gene expression during circadian night. Nature. 2002;418(6897):534-9.
Epub 2002/08/02. doi: 10.1038/nature00906. PubMed PMID: 12152080.

Panda S, Antoch MP, Miller BH, Su Al, Schook AB, Straume M, et al. Coordinated transcription
of key pathways in the mouse by the circadian clock. Cell. 2002;109(3):307-20. Epub 2002/05/23.
doi: 10.1016/s0092-8674(02)00722-5. PubMed PMID: 12015981.

Storch KF, Lipan O, Leykin I, Viswanathan N, Davis FC, Wong WH, et al. Extensive and
divergent circadian gene expression in liver and heart. Nature. 2002;417(6884):78-83. Epub
2002/04/23. doi: 10.1038/nature744. PubMed PMID: 11967526.

Yamaguchi S, Mitsui S, Yan L, Yagita K, Miyake S, Okamura H. Role of DBP in the circadian
oscillatory mechanism. Mol Cell Biol. 2000;20(13):4773-81. Epub 2000/06/10. doi:
10.1128/mcb.20.13.4773-4781.2000. PubMed PMID: 10848603; PubMed Central PMCID:
PMCPMC85912.

Yamajuku D, Shibata Y, Kitazawa M, Katakura T, Urata H, Kojima T, et al. Cellular DBP and
E4BP4 proteins are critical for determining the period length of the circadian oscillator. FEBS
Lett. 2011;585(14):2217-22. Epub 2011/06/04. doi: 10.1016/j.febslet.2011.05.038. PubMed
PMID: 21635892.

Hamaguchi H, Fujimoto K, Kawamoto T, Noshiro M, Maemura K, Takeda N, et al. Expression
of the gene for Dec2, a basic helix-loop-helix transcription factor, is regulated by a molecular
clock system. Biochem J. 2004;382(Pt 1):43-50. Epub 2004/05/19. doi: 10.1042/BJ20031760.
PubMed PMID: 15147242; PubMed Central PMCID: PMCPMC1133913.

Honma S, Kawamoto T, Takagi Y, Fujimoto K, Sato F, Noshiro M, et al. Decl and Dec2 are
regulators of the mammalian molecular clock. Nature. 2002;419(6909):841-4. Epub 2002/10/25.
doi: 10.1038/nature01123. PubMed PMID: 12397359.

Kawamoto T, Noshiro M, Sato F, Maemura K, Takeda N, Nagai R, et al. A novel autofeedback
loop of Decl transcription involved in circadian rhythm regulation. Biochem Biophys Res
Commun. 2004;313(1):117-24. Epub 2003/12/16. doi: 10.1016/j.bbrc.2003.11.099. PubMed
PMID: 14672706.

Lowrey PL, Takahashi JS. Mammalian circadian biology: elucidating genome-wide levels of
temporal organization. Annu Rev Genomics Hum Genet. 2004;5:407-41. Epub 2004/10/16. doi:
10.1146/annurev.genom.5.061903.175925. PubMed PMID: 15485355; PubMed Central PMCID:
PMCPMC3770722.

Sato F, Kawamoto T, Fujimoto K, Noshiro M, Honda KK, Honma S, et al. Functional analysis of
the basic helix-loop-helix transcription factor DEC1 in circadian regulation. Interaction with
BMALIL. Eur J Biochem. 2004;271(22):4409-19. Epub 2004/11/25. doi: 10.1111/.1432-
1033.2004.04379.x. PubMed PMID: 15560782.

Mitsui S, Yamaguchi S, Matsuo T, Ishida Y, Okamura H. Antagonistic role of E4BP4 and PAR
proteins in the circadian oscillatory mechanism. Genes Dev. 2001;15(8):995-1006. Epub
2001/04/24. doi: 10.1101/gad.873501. PubMed PMID: 11316793; PubMed Central PMCID:
PMCPMC312673.

Sahar S, Zocchi L, Kinoshita C, Borrelli E, Sassone-Corsi P. Regulation of BMAL1 protein
stability and circadian function by GSK3beta-mediated phosphorylation. PLoS One.
2010;5(1):e8561. Epub 2010/01/06. doi: 10.1371/journal.pone.0008561. PubMed PMID:
20049328; PubMed Central PMCID: PMCPMC2797305.

Partch CL, Shields KF, Thompson CL, Selby CP, Sancar A. Posttranslational regulation of the
mammalian circadian clock by cryptochrome and protein phosphatase 5. Proc Natl Acad Sci U S
A. 2006;103(27):10467-72. Epub 2006/06/23. doi: 10.1073/pnas.0604138103. PubMed PMID:
16790549; PubMed Central PMCID: PMCPMC1502481.

127



dc_1752_20

Kaldi Krisztina Akadémiai doktori értekezés

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

1.

82.

&3.

Busino L, Bassermann F, Maiolica A, Lee C, Nolan PM, Godinho SI, et al. SCFFbxI3 controls
the oscillation of the circadian clock by directing the degradation of cryptochrome proteins.
Science  (New  York, NY). 2007;316(5826):900-4. Epub  2007/04/28.  doi:
10.1126/science.1141194. PubMed PMID: 17463251.

Gallego M, Virshup DM. Post-translational modifications regulate the ticking of the circadian
clock. Nat Rev Mol Cell Biol. 2007;8(2):139-48. Epub 2007/01/25. doi: 10.1038/nrm2106.
PubMed PMID: 17245414.

Meng QJ, Logunova L, Maywood ES, Gallego M, Lebiecki J, Brown TM, et al. Setting clock
speed in mammals: the CK1 epsilon tau mutation in mice accelerates circadian pacemakers by
selectively destabilizing PERIOD proteins. Neuron. 2008;58(1):78-88. Epub 2008/04/11. doi:
10.1016/j.neuron.2008.01.019. PubMed PMID: 18400165; PubMed Central PMCID:
PMCPMC3756141.

Siepka SM, Yoo SH, Park J, Song W, Kumar V, Hu Y, et al. Circadian mutant Overtime reveals
F-box protein FBXL3 regulation of cryptochrome and period gene expression. Cell.
2007;129(5):1011-23. Epub 2007/04/28. doi: 10.1016/j.cell.2007.04.030. PubMed PMID:
17462724, PubMed Central PMCID: PMCPMC3762874.

Hirano A, Fu YH, Ptacek LJ. The intricate dance of post-translational modifications in the rhythm
of life. Nat Struct Mol Biol. 2016;23(12):1053-60. Epub 2016/12/07. doi: 10.1038/nsmb.3326.
PubMed PMID: 27922612.

Yoo SH, Mohawk JA, Siepka SM, Shan Y, Huh SK, Hong HK, et al. Competing E3 ubiquitin
ligases govern circadian periodicity by degradation of CRY in nucleus and cytoplasm. Cell.
2013;152(5):1091-105. Epub 2013/03/05. doi: 10.1016/j.cell.2013.01.055. PubMed PMID:
23452855; PubMed Central PMCID: PMCPMC3694781.

Cardone L, Hirayama J, Giordano F, Tamaru T, Palvimo JJ, Sassone-Corsi P. Circadian clock
control by SUMOylation of BMALI. Science (New York, NY). 2005;309(5739):1390-4. Epub
2005/08/20. doi: 10.1126/science.1110689. PubMed PMID: 16109848.

Asher G, Gatfield D, Stratmann M, Reinke H, Dibner C, Kreppel F, et al. SIRT1 regulates
circadian clock gene expression through PER2 deacetylation. Cell. 2008;134(2):317-28. Epub
2008/07/30. doi: 10.1016/j.cell.2008.06.050. PubMed PMID: 18662546.

Hirayama J, Sahar S, Grimaldi B, Tamaru T, Takamatsu K, Nakahata Y, et al. CLOCK-mediated
acetylation of BMALI1 controls circadian function. Nature. 2007;450(7172):1086-90. Epub
2007/12/14. doi: 10.1038/nature06394. PubMed PMID: 18075593.

Nakahata Y, Kaluzova M, Grimaldi B, Sahar S, Hirayama J, Chen D, et al. The NAD-+-dependent
deacetylase SIRT1 modulates CLOCK-mediated chromatin remodeling and circadian control.
Cell. 2008;134(2):329-40. Epub 2008/07/30. doi: 10.1016/j.cell.2008.07.002. PubMed PMID:
18662547; PubMed Central PMCID: PMCPMC3526943.

Akashi M, Tsuchiya Y, Yoshino T, Nishida E. Control of intracellular dynamics of mammalian
period proteins by casein kinase I epsilon (CKlIepsilon) and CKlIdelta in cultured cells. Mol Cell
Biol. 2002;22(6):1693-703. Epub 2002/02/28. doi: 10.1128/mcb.22.6.1693-1703.2002. PubMed
PMID: 11865049; PubMed Central PMCID: PMCPMC135601.

Lee C, Etchegaray JP, Cagampang FR, Loudon AS, Reppert SM. Posttranslational mechanisms
regulate the mammalian circadian clock. Cell. 2001;107(7):855-67. Epub 2002/01/10. doi:
10.1016/s0092-8674(01)00610-9. PubMed PMID: 11779462.

Tsuchiya Y, Akashi M, Matsuda M, Goto K, Miyata Y, Node K, et al. Involvement of the protein
kinase CK2 in the regulation of mammalian circadian rhythms. Sci Signal. 2009;2(73):ra26. Epub
2009/06/06. doi: 10.1126/scisignal.2000305. PubMed PMID: 19491384.

Vielhaber E, Eide E, Rivers A, Gao ZH, Virshup DM. Nuclear entry of the circadian regulator
mPER1 is controlled by mammalian casein kinase I epsilon. Mol Cell Biol. 2000;20(13):4888-
99. Epub 2000/06/10. doi: 10.1128/mcb.20.13.4888-4899.2000. PubMed PMID: 10848614;
PubMed Central PMCID: PMCPMC85940.

128



dc_1752_20

Kaldi Krisztina Akadémiai doktori értekezés

84.

85.

86.

87.

88.

9.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

Toh KL, Jones CR, He Y, Eide EJ, Hinz WA, Virshup DM, et al. An hPer2 phosphorylation site
mutation in familial advanced sleep phase syndrome. Science (New York, NY).
2001;291(5506):1040-3. Epub 2001/03/10. doi: 10.1126/science.1057499. PubMed PMID:
11232563.

Xu'Y, Padiath QS, Shapiro RE, Jones CR, Wu SC, Saigoh N, et al. Functional consequences of a
CKldelta mutation causing familial advanced sleep phase syndrome. Nature.
2005;434(7033):640-4. Epub 2005/04/01. doi: 10.1038/nature03453. PubMed PMID: 15800623.

Shanware NP, Hutchinson JA, Kim SH, Zhan L, Bowler MJ, Tibbetts RS. Casein kinase 1-
dependent phosphorylation of familial advanced sleep phase syndrome-associated residues
controls PERIOD 2 stability. J Biol Chem. 2011;286(14):12766-74. Epub 2011/02/18. doi:
10.1074/jbc.M111.224014. PubMed PMID: 21324900, PubMed Central PMCID:
PMCPMC3069476.

Jakubcakova V, Oster H, Tamanini F, Cadenas C, Leitges M, van der Horst GT, et al. Light
entrainment of the mammalian circadian clock by a PRKCA-dependent posttranslational
mechanism. Neuron. 2007;54(5):831-43. Epub 2007/06/08. doi: 10.1016/j.neuron.2007.04.031.
PubMed PMID: 17553429.

Mehta N, Cheng AH, Chiang CK, Mendoza-Viveros L, Ling HH, Patel A, et al. GRK2 Fine-
Tunes Circadian Clock Speed and Entrainment via Transcriptional and Post-translational Control
of PERIOD Proteins. Cell reports. 2015;12(8):1272-88. Epub 2015/08/19. doi:
10.1016/j.celrep.2015.07.037. PubMed PMID: 26279567.

Kaasik K, Kivimae S, Allen JJ, Chalkley RJ, Huang Y, Baer K, et al. Glucose sensor O-
GlcNAcylation coordinates with phosphorylation to regulate circadian clock. Cell Metab.
2013;17(2):291-302. Epub 2013/02/12. doi: 10.1016/j.cmet.2012.12.017. PubMed PMID:
23395175; PubMed Central PMCID: PMCPMC3597447.

Harada Y, Sakai M, Kurabayashi N, Hirota T, Fukada Y. Ser-557-phosphorylated mCRY?2 is
degraded upon synergistic phosphorylation by glycogen synthase kinase-3 beta. J Biol Chem.
2005;280(36):31714-21. Epub 2005/06/28. doi: 10.1074/jbc.M506225200. PubMed PMID:
15980066.

Kurabayashi N, Hirota T, Sakai M, Sanada K, Fukada Y. DYRK1A and glycogen synthase kinase
3beta, a dual-kinase mechanism directing proteasomal degradation of CRY2 for circadian
timekeeping. Mol Cell Biol. 2010;30(7):1757-68. Epub 2010/02/04. doi: 10.1128/MCB.01047-
09. PubMed PMID: 20123978; PubMed Central PMCID: PMCPMC2838083.

Lamia KA, Sachdeva UM, DiTacchio L, Williams EC, Alvarez JG, Egan DF, et al. AMPK
regulates the circadian clock by cryptochrome phosphorylation and degradation. Science (New
York, NY). 2009;326(5951):437-40. Epub 2009/10/17. doi: 10.1126/science.1172156. PubMed
PMID: 19833968; PubMed Central PMCID: PMCPMC2819106.

Papp SJ, Huber AL, Jordan SD, Kriebs A, Nguyen M, Moresco JJ, et al. DNA damage shifts
circadian clock time via Hausp-dependent Cryl stabilization. Elife. 2015;4. Epub 2015/03/11.
doi: 10.7554/eLife.04883. PubMed PMID: 25756610; PubMed Central PMCID:
PMCPMC4352707.

Tamaru T, Hattori M, Honda K, Nakahata Y, Sassone-Corsi P, van der Horst GT, et al. CRY
Drives Cyclic CK2-Mediated BMAL1 Phosphorylation to Control the Mammalian Circadian
Clock. PLoS Biol. 2015;13(11):¢1002293. Epub 2015/11/13. doi: 10.1371/journal.pbio.1002293.
PubMed PMID: 26562092; PubMed Central PMCID: PMCPMC4642984.

Robles MS, Boyault C, Knutti D, Padmanabhan K, Weitz CJ. Identification of RACK1 and
protein kinase Calpha as integral components of the mammalian circadian clock. Science (New
York, NY). 2010;327(5964):463-6. Epub 2010/01/23. doi: 10.1126/science.1180067. PubMed
PMID: 20093473.

Edgar RS, Green EW, Zhao Y, van Ooijen G, Olmedo M, Qin X, et al. Peroxiredoxins are
conserved markers of circadian rhythms. Nature. 2012;485(7399):459-64. Epub 2012/05/25. doi:
10.1038/nature11088. PubMed PMID: 22622569; PubMed Central PMCID: PMCPMC3398137.

129



dc_1752_20

Kaldi Krisztina Akadémiai doktori értekezés

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

Eastman CI, Mistlberger RE, Rechtschaffen A. Suprachiasmatic nuclei lesions eliminate
circadian temperature and sleep rhythms in the rat. Physiol Behav. 1984;32(3):357-68. Epub
1984/03/01. doi: 10.1016/0031-9384(84)90248-8. PubMed PMID: 6463124,

Kawamura H, Ibuka N. The search for circadian rhythm pacemakers in the light of lesion
experiments. Chronobiologia. 1978;5(1):69-88. Epub 1978/01/01. PubMed PMID: 357115.

Moore RY, Eichler VB. Loss of a circadian adrenal corticosterone rhythm following
suprachiasmatic lesions in the rat. Brain Res. 1972;42(1):201-6. Epub 1972/07/13. doi:
10.1016/0006-8993(72)90054-6. PubMed PMID: 5047187.

Ralph MR, Foster RG, Davis FC, Menaker M. Transplanted suprachiasmatic nucleus determines
circadian period. Science (New York, NY). 1990;247(4945):975-8. Epub 1990/02/23. doi:
10.1126/science.2305266. PubMed PMID: 2305266.

Stephan FK, Zucker I. Circadian rhythms in drinking behavior and locomotor activity of rats are
eliminated by hypothalamic lesions. Proc Natl Acad Sci U S A. 1972;69(6):1583-6. Epub
1972/06/01. doi: 10.1073/pnas.69.6.1583. PubMed PMID: 4556464; PubMed Central PMCID:
PMCPMC426753.

Maywood ES, Reddy AB, Wong GK, O'Neill JS, O'Brien JA, McMahon DG, et al
Synchronization and maintenance of timekeeping in suprachiasmatic circadian clock cells by
neuropeptidergic signaling. Curr Biol. 2006;16(6):599-605. Epub 2006/03/21. doi:
10.1016/j.cub.2006.02.023. PubMed PMID: 16546085.

Harmar AJ, Marston HM, Shen S, Spratt C, West KM, Sheward WJ, et al. The VPAC(2) receptor
is essential for circadian function in the mouse suprachiasmatic nuclei. Cell. 2002;109(4):497-
508. Epub 2002/06/28. doi: 10.1016/s0092-8674(02)00736-5. PubMed PMID: 12086606.

Moore RY, Speh JC, Card JP. The retinohypothalamic tract originates from a distinct subset of
retinal ganglion cells. J Comp Neurol. 1995;352(3):351-66. Epub 1995/02/13. doi:
10.1002/cne.903520304. PubMed PMID: 7706557.

Chen D, Buchanan GF, Ding JM, Hannibal J, Gillette MU. Pituitary adenylyl cyclase-activating
peptide: a pivotal modulator of glutamatergic regulation of the suprachiasmatic circadian clock.
Proc Natl Acad Sci U S A. 1999;96(23):13468-73. Epub 1999/11/11. doi:
10.1073/pnas.96.23.13468. PubMed PMID: 10557344; PubMed Central PMCID:
PMCPMC23971.

Hamada T, Yamanouchi S, Watanabe A, Shibata S, Watanabe S. Involvement of glutamate
release in substance P-induced phase delays of suprachiasmatic neuron activity rhythm in vitro.
Brain Res. 1999;836(1-2):190-3. Epub 1999/07/23. doi: 10.1016/s0006-8993(99)01565-6.
PubMed PMID: 10415417.

Tischkau SA, Mitchell JW, Tyan SH, Buchanan GF, Gillette MU. Ca2+/cAMP response element-
binding protein (CREB)-dependent activation of Perl is required for light-induced signaling in
the suprachiasmatic nucleus circadian clock. J Biol Chem. 2003;278(2):718-23. Epub
2002/11/01. doi: 10.1074/jbc.M209241200. PubMed PMID: 12409294.

O'Neill JS, Reddy AB. The essential role of cAMP/Ca2+ signalling in mammalian circadian
timekeeping. Biochem  Soc  Trans. 2012;40(1):44-50. Epub  2012/01/21. doi:
10.1042/BST20110691.  PubMed PMID: 22260664; PubMed Central PMCID:
PMCPMC3399769.

Buhr ED, Yoo SH, Takahashi JS. Temperature as a universal resetting cue for mammalian
circadian oscillators. Science (New York, NY). 2010;330(6002):379-85. Epub 2010/10/16. doi:
10.1126/science.1195262. PubMed PMID: 20947768; PubMed Central PMCID:
PMCPMC3625727.

Schibler U, Gotic I, Saini C, Gos P, Curie T, Emmenegger Y, et al. Clock-Talk: Interactions
between Central and Peripheral Circadian Oscillators in Mammals. Cold Spring Harb Symp
Quant Biol. 2015;80:223-32. Epub 2015/12/20. doi: 10.1101/sqb.2015.80.027490. PubMed
PMID: 26683231.

130



dc_1752_20

Kaldi Krisztina Akadémiai doktori értekezés

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

Druzd D, de Juan A, Scheiermann C. Circadian rhythms in leukocyte trafficking. Semin
Immunopathol. 2014;36(2):149-62. Epub 2014/01/18. doi: 10.1007/s00281-013-0414-4. PubMed
PMID: 24435096.

Scheiermann C, Kunisaki Y, Lucas D, Chow A, Jang JE, Zhang D, et al. Adrenergic nerves
govern circadian leukocyte recruitment to tissues. Immunity. 2012;37(2):290-301. Epub
2012/08/07. doi: 10.1016/j.immuni.2012.05.021. PubMed PMID: 22863835; PubMed Central
PMCID: PMCPMC(C3428436.

Hirai T. Regulation of Clock Genes by Adrenergic Receptor Signaling in Osteoblasts. Neurochem
Res. 2018;43(1):129-35. Epub 2017/07/29. doi: 10.1007/s11064-017-2365-y. PubMed PMID:
28752422,

Hastings M, O'Neill JS, Maywood ES. Circadian clocks: regulators of endocrine and metabolic
rhythms. J Endocrinol. 2007;195(2):187-98. Epub 2007/10/24. doi: 10.1677/JOE-07-0378.
PubMed PMID: 17951531.

Krieger DT. Rhythms of ACTH and corticosteroid secretion in health and disease, and their
experimental modification. J Steroid Biochem. 1975;6(5):785-91. Epub 1975/05/01. doi:
10.1016/0022-4731(75)90068-0. PubMed PMID: 171514.

Boden G, Ruiz J, Urbain JL, Chen X. Evidence for a circadian rhythm of insulin secretion. Am J
Physiol. 1996;271(2 Pt 1):E246-52. Epub 1996/08/01. doi: 10.1152/ajpendo.1996.271.2.E246.
PubMed PMID: 8770017.

Klerman EB. Clinical aspects of human circadian rhythms. Journal of biological rhythms.
2005;20(4):375-86. Epub 2005/08/04. doi: 10.1177/0748730405278353. PubMed PMID:
16077156.

Haus E. Chronobiology in the endocrine system. Advanced drug delivery reviews. 2007;59(9-
10):985-1014. Epub 2007/09/07. doi: 10.1016/j.addr.2007.01.001. PubMed PMID: 17804113.

Papavasiliou SS, Brue T, Jaquet P, Castanas E. Pattern of prolactin diurnal secretion in normal
humans: evidence for nonlinear dynamics. Neuroendocrinology. 1995;62(5):444-53. Epub
1995/11/01. doi: 10.1159/000127034. PubMed PMID: 8559276.

Plymate SR, Tenover JS, Bremner WJ. Circadian variation in testosterone, sex hormone-binding
globulin, and calculated non-sex hormone-binding globulin bound testosterone in healthy young
and elderly men. J Androl. 1989;10(5):366-71. Epub 1989/09/01. doi: 10.1002/j.1939-
4640.1989.tb00120.x. PubMed PMID: 2592266.

Degaute JP, van de Borne P, Linkowski P, Van Cauter E. Quantitative analysis of the 24-hour
blood pressure and heart rate patterns in young men. Hypertension. 1991;18(2):199-210. Epub
1991/08/01. doi: 10.1161/01.hyp.18.2.199. PubMed PMID: 1885228.

Johnson MP, Duffy JF, Dijk DJ, Ronda JM, Dyal CM, Czeisler CA. Short-term memory, alertness
and performance: a reappraisal of their relationship to body temperature. J Sleep Res.
1992;1(1):24-9. Epub 1992/03/01. doi: 10.1111/j.1365-2869.1992.tb00004.x. PubMed PMID:
10607021.

Haus E, Smolensky MH. Biologic rhythms in the immune system. Chronobiol Int.
1999;16(5):581-622. Epub 1999/10/08. doi: 10.3109/07420529908998730. PubMed PMID:
10513884.

Sennels HP, Jorgensen HL, Hansen AL, Goetze JP, Fahrenkrug J. Diurnal variation of
hematology parameters in healthy young males: the Bispebjerg study of diurnal variations.
Scandinavian journal of clinical and laboratory investigation. 2011;71(7):532-41. Epub
2011/10/13. doi: 10.3109/00365513.2011.602422. PubMed PMID: 21988588.

Dimitrov S, Benedict C, Heutling D, Westermann J, Born J, Lange T. Cortisol and epinephrine
control opposing circadian rhythms in T cell subsets. Blood. 2009;113(21):5134-43. Epub
2009/03/19. doi: 10.1182/blood-2008-11-190769. PubMed PMID: 19293427; PubMed Central
PMCID: PMCPMC2686184.

131



dc_1752_20

Kaldi Krisztina Akadémiai doktori értekezés

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

Cao GY, Li Y, Jin PF, Hu X. Circadian rhythm in serum iron levels. Biol Trace Elem Res.
2012;147(1-3):63-6. Epub 2011/12/27. doi: 10.1007/s12011-011-9304-6. PubMed PMID:
22198869.

Roenneberg T, Wirz-Justice A, Merrow M. Life between clocks: daily temporal patterns of human
chronotypes. Journal of biological rhythms. 2003;18(1):80-90. Epub 2003/02/06. doi:
10.1177/0748730402239679. PubMed PMID: 12568247.

Hsu PK, Ptacek LJ, Fu YH. Genetics of human sleep behavioral phenotypes. Methods in
enzymology. 2015;552:309-24. Epub 2015/02/25. doi: 10.1016/bs.mie.2014.10.046. PubMed
PMID: 25707283.

Roenneberg T, Kuehnle T, Pramstaller PP, Ricken J, Havel M, Guth A, et al. A marker for the
end of adolescence. Curr Biol. 2004;14(24):R1038-9. Epub 2004/12/29. doi:
10.1016/j.cub.2004.11.039. PubMed PMID: 15620633.

Roenneberg T, Kantermann T, Juda M, Vetter C, Allebrandt KV. Light and the human circadian
clock. Handbook of experimental pharmacology. 2013(217):311-31. Epub 2013/04/23. doi:
10.1007/978-3-642-25950-0 13. PubMed PMID: 23604485.

Roenneberg T, Kumar CJ, Merrow M. The human circadian clock entrains to sun time. Curr Biol.
2007;17(2):R44-5. Epub 2007/01/24. doi: 10.1016/j.cub.2006.12.011. PubMed PMID:
17240323.

Atkinson G, Batterham AM, Dowdall N, Thompson A, van Drongelen A. From animal cage to
aircraft cabin: an overview of evidence translation in jet lag research. Eur J Appl Physiol.
2014;114(12):2459-68. Epub 2014/10/25. doi: 10.1007/s00421-014-3026-3. PubMed PMID:
25342081.

Karlsson B, Knutsson A, Lindahl B. Is there an association between shift work and having a
metabolic syndrome? Results from a population based study of 27,485 people. Occup Environ
Med. 2001;58(11):747-52. Epub 2001/10/16. doi: 10.1136/0em.58.11.747. PubMed PMID:
11600731; PubMed Central PMCID: PMCPMC1740071.

Rajaratnam SM, Arendt J. Health in a 24-h society. Lancet. 2001;358(9286):999-1005. Epub
2001/10/05. doi: 10.1016/S0140-6736(01)06108-6. PubMed PMID: 11583769.

Willyard C. Hungry for sleep. Nat Med. 2008;14(5):477-80. Epub 2008/05/09. doi:
10.1038/nm0508-477. PubMed PMID: 18463650.

Tenkanen L, Sjoblom T, Harma M. Joint effect of shift work and adverse life-style factors on the
risk of coronary heart disease. Scand J Work Environ Health. 1998;24(5):351-7. Epub
1998/12/30. doi: 10.5271/sjweh.355. PubMed PMID: 9869306.

Feillet C, van der Horst GT, Levi F, Rand DA, Delaunay F. Coupling between the Circadian
Clock and Cell Cycle Oscillators: Implication for Healthy Cells and Malignant Growth. Front
Neurol. 2015;6:96. Epub 2015/06/02. doi: 10.3389/tneur.2015.00096. PubMed PMID:
26029155; PubMed Central PMCID: PMCPMC4426821.

Wittmann M, Dinich J, Merrow M, Roenneberg T. Social jetlag: misalignment of biological and
social time.  Chronobiol Int.  2006;23(1-2):497-509. Epub  2006/05/12.  doi:
10.1080/07420520500545979. PubMed PMID: 16687322.

Levandovski R, Dantas G, Fernandes LC, Caumo W, Torres I, Roenneberg T, et al. Depression
scores associate with chronotype and social jetlag in a rural population. Chronobiol Int.
2011;28(9):771-8. Epub 2011/09/08. doi: 10.3109/07420528.2011.602445. PubMed PMID:
21895489.

Roenneberg T, Allebrandt KV, Merrow M, Vetter C. Social jetlag and obesity. Curr Biol.
2012;22(10):939-43. Epub 2012/05/15. doi: 10.1016/j.cub.2012.03.038. PubMed PMID:
22578422,

Koopman ADM, Rauh SP, van 't Riet E, Groeneveld L, van der Heijden AA, Elders PJ, et al. The

Association between Social Jetlag, the Metabolic Syndrome, and Type 2 Diabetes Mellitus in the
General Population: The New Hoorn Study. Journal of biological thythms. 2017;32(4):359-68.

132



dc_1752_20

Kaldi Krisztina Akadémiai doktori értekezés

142.

143.

144.

145.

146.

147.

148.

149.

150.

151.

152.

153.

154.

155.

Epub 2017/06/21. doi: 10.1177/0748730417713572. PubMed PMID: 28631524; PubMed Central
PMCID: PMCPMC5564947.

Parsons MJ, Moffitt TE, Gregory AM, Goldman-Mellor S, Nolan PM, Poulton R, et al. Social
jetlag, obesity and metabolic disorder: investigation in a cohort study. Int J Obes (Lond).
2015;39(5):842-8. Epub 2015/01/21. doi: 10.1038/ij0.2014.201. PubMed PMID: 25601363,
PubMed Central PMCID: PMCPM(C4422765.

Wong PM, Hasler BP, Kamarck TW, Muldoon MF, Manuck SB. Social Jetlag, Chronotype, and
Cardiometabolic Risk. J Clin Endocrinol Metab. 2015;100(12):4612-20. Epub 2015/11/19. doi:
10.1210/j¢.2015-2923. PubMed PMID: 26580236; PubMed Central PMCID: PMCPMC4667156.

Cohen MC, Rohtla KM, Lavery CE, Muller JE, Mittleman MA. Meta-analysis of the morning
excess of acute myocardial infarction and sudden cardiac death. Am J Cardiol. 1997;79(11):1512-
6. Epub 1997/06/01. doi: 10.1016/s0002-9149(97)00181-1. PubMed PMID: 9185643.

Purcell H, Mulcahy D, Fox K. Circadian patterns of myocardial ischaemia and the effects of
antianginal ~ drugs.  Chronobiol Int.  1991;8(5):309-20. Epub  1991/01/01.  doi:
10.3109/07420529109059167. PubMed PMID: 1818781.

Mulcahy D, Purcell H, Fox K. Should we get up in the morning? Observations on circadian
variations in cardiac events. Br Heart J. 1991;65(6):299-301. Epub 1991/06/01. doi:
10.1136/hrt.65.6.299. PubMed PMID: 1675866; PubMed Central PMCID: PMCPMC1024669.

Gagnon B, Lawlor PG, Mancini IL, Pereira JL, Hanson J, Bruera ED. The impact of delirium on
the circadian distribution of breakthrough analgesia in advanced cancer patients. J Pain Symptom
Manage. 2001;22(4):826-33. Epub 2001/09/29. doi: 10.1016/s0885-3924(01)00339-6. PubMed
PMID: 11576799.

Pollmann L, Harris PH. Rhythmic changes in pain sensitivity in teeth. Int J Chronobiol.
1978;5(3):459-64. Epub 1978/01/01. PubMed PMID: 567624.

Sutherland ER. Nocturnal asthma. The Journal of allergy and clinical immunology.
2005;116(6):1179-86; quiz 87. Epub 2005/12/13. doi: 10.1016/].jaci.2005.09.028. PubMed
PMID: 16337443,

Straub RH, Cutolo M. Circadian rhythms in rheumatoid arthritis: implications for
pathophysiology and therapeutic management. Arthritis and rheumatism. 2007;56(2):399-408.
Epub 2007/02/01. doi: 10.1002/art.22368. PubMed PMID: 17265475.

Halberg F, Johnson EA, Brown BW, Bittner JJ. Susceptibility rhythm to E. coli endotoxin and
bioassay. Proc Soc Exp Biol Med. 1960;103:142-4. Epub 1960/01/01. doi: 10.3181/00379727-
103-25439. PubMed PMID: 14398944.

Edgar RS, Stangherlin A, Nagy AD, Nicoll MP, Efstathiou S, O'Neill JS, et al. Cell autonomous
regulation of herpes and influenza virus infection by the circadian clock. Proc Natl Acad Sci U S
A. 2016;113(36):10085-90. Epub 2016/08/17. doi: 10.1073/pnas.1601895113. PubMed PMID:
27528682; PubMed Central PMCID: PMCPMC5018795.

Casanova-Acebes M, Pitaval C, Weiss LA, Nombela-Arrieta C, Chevre R, N AG, et al. Rhythmic
modulation of the hematopoietic niche through neutrophil clearance. Cell. 2013;153(5):1025-35.
Epub 2013/05/28. doi: 10.1016/j.cell.2013.04.040. PubMed PMID: 23706740; PubMed Central
PMCID: PMCPMC4128329.

Hand LE, Hopwood TW, Dickson SH, Walker AL, Loudon AS, Ray DW, et al. The circadian
clock regulates inflammatory arthritis. FASEB journal : official publication of the Federation of
American Societies for Experimental Biology. 2016;30(11):3759-70. Epub 2016/11/03. doi:
10.1096/17.201600353R.  PubMed PMID: 27488122; PubMed Central PMCID:
PMCPMC5067252.

He W, Holtkamp S, Hergenhan SM, Kraus K, de Juan A, Weber J, et al. Circadian Expression of
Migratory Factors Establishes Lineage-Specific Signatures that Guide the Homing of Leukocyte
Subsets to  Tissues. Immunity. 2018;49(6):1175-90.e7. Epub 2018/12/12. doi:

133



dc_1752_20

Kaldi Krisztina Akadémiai doktori értekezés

156.

157.

158.

159.

160.

161.

162.

163.

164.

165.

166.

167.

168.

169.

10.1016/j.immuni.2018.10.007. PubMed PMID: 30527911; PubMed Central PMCID:
PMCPMC6303219.

Petrovsky N, Harrison LC. The chronobiology of human cytokine production. International
reviews of immunology. 1998;16(5-6):635-49. Epub 1998/07/01. doi:
10.3109/08830189809043012. PubMed PMID: 9646180.

Arvidson NG, Gudbjornsson B, Elfman L, Ryden AC, Totterman TH, Hallgren R. Circadian
rhythm of serum interleukin-6 in rheumatoid arthritis. Annals of the rheumatic diseases.
1994;53(8):521-4. Epub 1994/08/01. doi: 10.1136/ard.53.8.521. PubMed PMID: 7944637,
PubMed Central PMCID: PMCPMC1005392.

Perry MG, Kirwan JR, Jessop DS, Hunt LP. Overnight variations in cortisol, interleukin 6, tumour
necrosis factor alpha and other cytokines in people with rheumatoid arthritis. Annals of the
rheumatic diseases. 2009;68(1):63-8. Epub 2008/04/01. doi: 10.1136/ard.2007.086561. PubMed
PMID: 18375536; PubMed Central PMCID: PMCPMC2596304.

Hashiramoto A, Yamane T, Tsumiyama K, Yoshida K, Komai K, Yamada H, et al. Mammalian
clock gene Cryptochrome regulates arthritis via proinflammatory cytokine TNF-alpha. J
Immunol. 2010;184(3):1560-5. Epub 2010/01/01. doi: 10.4049/jimmunol.0903284. PubMed
PMID: 20042581.

Narasimamurthy R, Hatori M, Nayak SK, Liu F, Panda S, Verma IM. Circadian clock protein
cryptochrome regulates the expression of proinflammatory cytokines. Proc Natl Acad Sci U S A.
2012;109(31):12662-7. Epub 2012/07/11. doi: 10.1073/pnas.1209965109. PubMed PMID:
22778400; PubMed Central PMCID: PMCPMC3411996.

Nguyen KD, Fentress SJ, Qiu Y, Yun K, Cox JS, Chawla A. Circadian gene Bmall regulates
diurnal oscillations of Ly6C(hi) inflammatory monocytes. Science (New York, NY).
2013;341(6153):1483-8. Epub 2013/08/24. doi: 10.1126/science.1240636. PubMed PMID:
23970558; PubMed Central PMCID: PMCPMC3836670.

Spengler ML, Kuropatwinski KK, Comas M, Gasparian AV, Fedtsova N, Gleiberman AS, et al.
Core circadian protein CLOCK is a positive regulator of NF-kappaB-mediated transcription. Proc
Natl Acad SciU S A.2012;109(37):E2457-65. Epub 2012/08/17. doi: 10.1073/pnas.1206274109.
PubMed PMID: 22895791; PubMed Central PMCID: PMCPMC3443185.

Carter SJ, Durrington HJ, Gibbs JE, Blaikley J, Loudon AS, Ray DW, et al. A matter of time:
study of circadian clocks and their role in inflammation. J Leukoc Biol. 2016;99(4):549-60. Epub
2016/02/10. doi: 10.1189/j1b.3RU1015-451R. PubMed PMID: 26856993.

Lam MT, Cho H, Lesch HP, Gosselin D, Heinz S, Tanaka-Oishi Y, et al. Rev-Erbs repress
macrophage gene expression by inhibiting enhancer-directed transcription. Nature.
2013;498(7455):511-5. Epub 2013/06/04. doi: 10.1038/nature12209. PubMed PMID: 23728303;
PubMed Central PMCID: PMCPMC3839578.

Sato S, Sakurai T, Ogasawara J, Takahashi M, Izawa T, Imaizumi K, et al. A circadian clock
gene, Rev-erbalpha, modulates the inflammatory function of macrophages through the negative
regulation of Ccl2 expression. J Immunol. 2014;192(1):407-17. Epub 2013/12/07. doi:
10.4049/jimmunol.1301982. PubMed PMID: 24307731.

Hrushesky WJ. Tumor chronobiology. J Control Release. 2001;74(1-3):27-30. Epub 2001/08/08.
doi: 10.1016/s0168-3659(01)00307-8. PubMed PMID: 11489480.

Ella K, Mocsai A, Kaldi K. Circadian regulation of neutrophils: Control by a cell-autonomous
clock or systemic factors? Eur J Clin Invest. 2018;48 Suppl 2:¢12965. Epub 2018/06/08. doi:
10.1111/eci.12965. PubMed PMID: 29877596.

Ballesta A, Innominato PF, Dallmann R, Rand DA, Levi FA. Systems Chronotherapeutics.
Pharmacol Rev. 2017;69(2):161-99. Epub 2017/03/30. doi: 10.1124/pr.116.013441. PubMed
PMID: 28351863; PubMed Central PMCID: PMCPMC5394920.

Vogel H. A convenient growth medium for Neurospora crassa (medium N). Microbial Genetics
Bulletin. 1956;13:42-3.

134



dc_1752_20

Kaldi Krisztina Akadémiai doktori értekezés

170.

171.

172.

173.

174.

175.

176.

177.

178.

179.

180.

181.

182.

183.

Luo C, Loros JJ, Dunlap JC. Nuclear localization is required for function of the essential clock
protein FRQ. EMBO J. 1998;17(5):1228-35. Epub 1998/04/18. doi: 10.1093/emboj/17.5.1228.
PubMed PMID: 9482720; PubMed Central PMCID: PMCPMC1170471.

Schwartz J, Leidal KG, Femling JK, Weiss JP, Nauseef WM. Neutrophil bleaching of GFP-
expressing staphylococci: probing the intraphagosomal fate of individual bacteria. J Immunol.
2009;183(4):2632-41. Epub 2009/07/22. doi: 10.4049/jimmunol.0804110. PubMed PMID:
19620311; PubMed Central PMCID: PMCPMC2881311.

Malik M. Heart rate variability: standards of measurement, physiological interpretation and
clinical use. Task Force of the European Society of Cardiology and the North American Society
of Pacing and Electrophysiology. Circulation. 1996;93(5):1043-65. Epub 1996/03/01. PubMed
PMID: 8598068.

Laborde S, Mosley E, Thayer JF. Heart Rate Variability and Cardiac Vagal Tone in
Psychophysiological Research - Recommendations for Experiment Planning, Data Analysis, and
Data Reporting. Front Psychol. 2017;8:213. Epub 2017/03/08. doi: 10.3389/fpsyg.2017.00213.
PubMed PMID: 28265249; PubMed Central PMCID: PMCPMC5316555.

Kaufmann T, Sutterlin S, Schulz SM, Vogele C. ARTiiFACT: a tool for heart rate artifact
processing and heart rate variability analysis. Behav Res Methods. 2011;43(4):1161-70. Epub
2011/05/17. doi: 10.3758/s13428-011-0107-7. PubMed PMID: 21573720.

Schwerdtfeger C, Linden H. Localization and light-dependent phosphorylation of white collar 1
and 2, the two central components of blue light signaling in Neurospora crassa. Eur J Biochem.
2000;267(2):414-22. Epub 2000/01/13. doi: 10.1046/1.1432-1327.2000.01016.x. PubMed PMID:
10632711.

Cheng P, He Q, He Q, Wang L, Liu Y. Regulation of the Neurospora circadian clock by an RNA
helicase. Genes Dev. 2005;19(2):234-41. Epub 2004/12/31. doi: 10.1101/gad.1266805. PubMed
PMID: 15625191; PubMed Central PMCID: PMCPMC545885.

Aronson BD, Johnson KA, Dunlap JC. Circadian clock locus frequency: protein encoded by a
single open reading frame defines period length and temperature compensation. Proc Natl Acad
Sci U S A. 1994;91(16):7683-7. Epub 1994/08/02. doi: 10.1073/pnas.91.16.7683. PubMed
PMID: 8052643; PubMed Central PMCID: PMCPMC44466.

Cheng P, Yang Y, Liu Y. Interlocked feedback loops contribute to the robustness of the
Neurospora circadian clock. Proc Natl Acad Sci U S A. 2001;98(13):7408-13. Epub 2001/06/21.
doi: 10.1073/pnas.121170298. PubMed PMID: 11416214; PubMed Central PMCID:
PMCPMC34682.

Ballario P, Vittorioso P, Magrelli A, Talora C, Cabibbo A, Macino G. White collar-1, a central
regulator of blue light responses in Neurospora, is a zinc finger protein. EMBO J.
1996;15(7):1650-7. Epub 1996/04/01. PubMed PMID: 8612589; PubMed Central PMCID:
PMCPMC450076.

Carattoli A, Cogoni C, Morelli G, Macino G. Molecular characterization of upstream regulatory
sequences controlling the photoinduced expression of the albino-3 gene of Neurospora crassa.
Mol Microbiol. 1994;13(5):787-95. Epub 1994/09/01. doi: 10.1111/j.1365-2958.1994.tb00471.x.
PubMed PMID: 7815938.

Kodadek T, Sikder D, Nalley K. Keeping transcriptional activators under control. Cell.
2006;127(2):261-4. Epub 2006/10/24. doi: 10.1016/j.cell.2006.10.002. PubMed PMID:
17055428.

Punga T, Bengoechea-Alonso MT, Ericsson J. Phosphorylation and ubiquitination of the
transcription factor sterol regulatory element-binding protein-1 in response to DNA binding. J
Biol Chem. 2006;281(35):25278-86. Epub 2006/07/11. doi: 10.1074/jbc.M604983200. PubMed
PMID: 16825193.

Alarcon C, Zaromytidou Al, Xi Q, Gao S, Yu J, Fujisawa S, et al. Nuclear CDKs drive Smad
transcriptional activation and turnover in BMP and TGF-beta pathways. Cell. 2009;139(4):757-

135



dc_1752_20

Kaldi Krisztina Akadémiai doktori értekezés

184.

185.

186.

187.

188.

189.

190.

191.

192.

193.

194.

195.

196.

197.

198.

69. Epub 2009/11/17. doi: 10.1016/j.cell.2009.09.035. PubMed PMID: 19914168; PubMed
Central PMCID: PMCPMC2818353.

Gebauer F, Hentze MW. Molecular mechanisms of translational control. Nat Rev Mol Cell Biol.
2004;5(10):827-35. Epub 2004/10/02. doi: 10.1038/nrm1488. PubMed PMID: 15459663.

Zoltowski BD, Schwerdtfeger C, Widom J, Loros JJ, Bilwes AM, Dunlap JC, et al.
Conformational switching in the fungal light sensor Vivid. Science (New York, NY).
2007;316(5827):1054-7. Epub 2007/05/19. doi: 10.1126/science.1137128. PubMed PMID:
17510367; PubMed Central PMCID: PMCPMC3682417.

Zoltowski BD, Vaccaro B, Crane BR. Mechanism-based tuning of a LOV domain photoreceptor.
Nat Chem Biol. 2009;5(11):827-34. Epub 2009/09/01. doi: 10.1038/nchembio.210. PubMed
PMID: 19718042; PubMed Central PMCID: PMCPMC2865183.

Zoltowski BD, Crane BR. Light activation of the LOV protein vivid generates a rapidly
exchanging  dimer. Biochemistry. 2008;47(27):7012-9. Epub  2008/06/17.  doi:
10.1021/bi8007017. PubMed PMID: 18553928; PubMed Central PMCID: PMCPMC2743001.

Schwerdtfeger C, Linden H. Blue light adaptation and desensitization of light signal transduction
in Neurospora crassa. Mol Microbiol. 2001;39(4):1080-7. Epub 2001/03/17. doi: 10.1046/j.1365-
2958.2001.02306.x. PubMed PMID: 11251826.

Schwerdtfeger C, Linden H. VIVID is a flavoprotein and serves as a fungal blue light
photoreceptor for photoadaptation. EMBO J. 2003;22(18):4846-55. Epub 2003/09/13. doi:
10.1093/emboj/cdg451. PubMed PMID: 12970196; PubMed Central PMCID: PMCPMC212719.

Schafmeier T, Diernfellner A, Schafer A, Dintsis O, Neiss A, Brunner M. Circadian activity and
abundance rhythms of the Neurospora clock transcription factor WCC associated with rapid
nucleo-cytoplasmic shuttling. Genes Dev. 2008;22(24):3397-402. Epub 2009/01/15. doi:
10.1101/gad.507408. PubMed PMID: 19141472; PubMed Central PMCID: PMCPMC2607078.

Schafmeier T, Haase A, Kaldi K, Scholz J, Fuchs M, Brunner M. Transcriptional feedback of
Neurospora circadian clock gene by phosphorylation-dependent inactivation of its transcription
factor. Cell. 2005;122(2):235-46. Epub 2005/07/30. doi: 10.1016/j.cell.2005.05.032. PubMed
PMID: 16051148.

Kaldi K, Gonzalez BH, Brunner M. Transcriptional regulation of the Neurospora circadian clock
gene wce-1 affects the phase of circadian output. EMBO Rep. 2006;7(2):199-204. Epub
2005/12/24. doi: 10.1038/sj.embor.7400595. PubMed PMID: 16374510; PubMed Central
PMCID: PMCPMC1369249.

Kasahara M, Swartz TE, Olney MA, Onodera A, Mochizuki N, Fukuzawa H, et al. Photochemical
properties of the flavin mononucleotide-binding domains of the phototropins from Arabidopsis,
rice, and Chlamydomonas reinhardtii. Plant Physiol. 2002;129(2):762-73. Epub 2002/06/18. doi:
10.1104/pp.002410. PubMed PMID: 12068117; PubMed Central PMCID: PMCPMC161699.
Zayner JP, Antoniou C, French AR, Hause RJ, Jr., Sosnick TR. Investigating models of protein
function and allostery with a widespread mutational analysis of a light-activated protein. Biophys
J. 2013;105(4):1027-36. Epub 2013/08/27. doi: 10.1016/j.bpj.2013.07.010. PubMed PMID:
23972854; PubMed Central PMCID: PMCPMC3752136.

Finkel T. Oxidant signals and oxidative stress. Curr Opin Cell Biol. 2003;15(2):247-54. Epub
2003/03/22. doi: 10.1016/s0955-0674(03)00002-4. PubMed PMID: 12648682.

Lambeth JD. NOX enzymes and the biology of reactive oxygen. Nat Rev Immunol.
2004;4(3):181-9. Epub 2004/03/25. doi: 10.1038/nri1312. PubMed PMID: 15039755.

Brown DI, Griendling KK. Nox proteins in signal transduction. Free Radic Biol Med.
2009;47(9):1239-53. Epub 2009/07/25. doi: 10.1016/j.freeradbiomed.2009.07.023. PubMed
PMID: 19628035; PubMed Central PMCID: PMCPMC2763943.

Cano-Dominguez N, Alvarez-Delfin K, Hansberg W, Aguirre J. NADPH oxidases NOX-1 and
NOX-2 require the regulatory subunit NOR-1 to control cell differentiation and growth in

136



dc_1752_20

Kaldi Krisztina Akadémiai doktori értekezés

199.

200.

201.

202.

203.

204.

205.

206.

207.

208.

209.

210.

211.

Neurospora crassa. Eukaryot Cell. 2008;7(8):1352-61. Epub 2008/06/24. doi: 10.1128/EC.00137-
08. PubMed PMID: 18567788; PubMed Central PMCID: PMCPMC2519770.

Yoshida Y, Hasunuma K. Reactive oxygen species affect photomorphogenesis in Neurospora
crassa. J Biol Chem. 2004;279(8):6986-93. Epub 2003/11/20. doi: 10.1074/jbc.M310060200.
PubMed PMID: 14625272.

Hirayama J, Cho S, Sassone-Corsi P. Circadian control by the reduction/oxidation pathway:
catalase represses light-dependent clock gene expression in the zebrafish. Proc Natl Acad Sci U
S A.2007;104(40):15747-52. Epub 2007/09/28. doi: 10.1073/pnas.0705614104. PubMed PMID:
17898172; PubMed Central PMCID: PMCPMC2000381.

Grover D, Ford D, Brown C, Hoe N, Erdem A, Tavare S, et al. Hydrogen peroxide stimulates
activity and alters behavior in Drosophila melanogaster. PLoS One. 2009;4(10):¢7580. Epub
2009/10/29. doi: 10.1371/journal.pone.0007580. PubMed PMID: 19862323; PubMed Central
PMCID: PMCPMC2763216.

Belden WJ, Larrondo LF, Froehlich AC, Shi M, Chen CH, Loros J]J, et al. The band mutation in
Neurospora crassa is a dominant allele of ras-1 implicating RAS signaling in circadian output.
Genes Dev. 2007;21(12):1494-505. Epub 2007/06/19. doi: 10.1101/gad.1551707. PubMed
PMID: 17575051; PubMed Central PMCID: PMCPMC1891427.

Yoshida Y, ligusa H, Wang N, Hasunuma K. Cross-talk between the cellular redox state and the
circadian system in Neurospora. PLoS One. 2011;6(12):e28227. Epub 2011/12/14. doi:
10.1371/journal.pone.0028227. PubMed PMID: 22164247; PubMed Central PMCID:
PMCPMC(C3229512.

Gyongyosi N, Kaldi K. Interconnections of reactive oxygen species homeostasis and circadian
rhythm in Neurospora crassa. Antioxid Redox Signal. 2014;20(18):3007-23. Epub 2013/08/24.
doi: 10.1089/ars.2013.5558. PubMed PMID: 23964982.

Lin WS, Kapoor M. Increase in superoxide production by heat-shocked cells of Neurospora
crassa, demonstrated by a fluorometric assay. Int J Biochem. 1992;24(7):1081-6. Epub
1992/07/01. doi: 10.1016/0020-711x(92)90377-d. PubMed PMID: 1327889.

Gessler NN, Sokolov AV, Bykhovsky VY, Belozerskaya TA. Superoxide dismutase and catalase
activities in carotenoid-synthesizing fungi Blakeslea trispora and Neurospora crassa fungi in
oxidative stress. Appl Biochem Micro+. 2002;38(3):205-9. doi: Doi 10.1023/A:1015454921023.
PubMed PMID: WOS:000175781200002.

Wu F, Wilson JX. Peroxynitrite-dependent activation of protein phosphatase type 2A mediates
microvascular endothelial barrier dysfunction. Cardiovasc Res. 2009;81(1):38-45. Epub
2008/09/16. doi: 10.1093/cvr/cvn246. PubMed PMID: 18791203; PubMed Central PMCID:
PMCPMC2605194.

Caraballo JC, Yshii C, Butti ML, Westphal W, Borcherding JA, Allamargot C, et al. Hypoxia
increases transepithelial electrical conductance and reduces occludin at the plasma membrane in
alveolar epithelial cells via PKC-zeta and PP2A pathway. Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol.
2011;300(4):L569-78. Epub 2011/01/25. doi: 10.1152/ajplung.00109.2010. PubMed PMID:
21257729; PubMed Central PMCID: PMCPMC3075095.

Sommer D, Coleman S, Swanson SA, Stemmer PM. Differential susceptibilities of
serine/threonine phosphatases to oxidative and nitrosative stress. Arch Biochem Biophys.
2002;404(2):271-8. Epub 2002/07/31. doi: 10.1016/s0003-9861(02)00242-4. PubMed PMID:
12147265.

Cicchillitti L, Fasanaro P, Biglioli P, Capogrossi MC, Martelli F. Oxidative stress induces protein
phosphatase 2A-dependent dephosphorylation of the pocket proteins pRb, p107, and p130. J Biol
Chem. 2003;278(21):19509-17. Epub 2003/03/07. doi: 10.1074/jbc.M300511200. PubMed
PMID: 12621062.

Chary P, Dillon D, Schroeder AL, Natvig DO. Superoxide dismutase (sod-1) null mutants of
Neurospora crassa: oxidative stress sensitivity, spontaneous mutation rate and response to

137



dc_1752_20

Kaldi Krisztina Akadémiai doktori értekezés

212.

213.

214.

215.

216.

217.

218.

219.

220.

221.

222.

223.

224.

mutagens. Genetics. 1994;137(3):723-30. Epub 1994/07/01. PubMed PMID: 8088518; PubMed
Central PMCID: PMCPMC1206032.

Yoshida Y, Ogura Y, Hasunuma K. Interaction of nucleoside diphosphate kinase and catalases
for stress and light responses in Neurospora crassa. FEBS Lett. 2006;580(13):3282-6. Epub
2006/05/16. doi: 10.1016/j.febslet.2006.01.096. PubMed PMID: 16697373.

Sancar G, Sancar C, Brunner M. Metabolic compensation of the Neurospora clock by a glucose-
dependent feedback of the circadian repressor CSP1 on the core oscillator. Genes Dev.
2012;26(21):2435-42. Epub 2012/11/06. doi: 10.1101/gad.199547.112. PubMed PMID:
23124067; PubMed Central PMCID: PMCPMC3490001.

Buday L, Downward J. Many faces of Ras activation. Biochim Biophys Acta. 2008;1786(2):178-
87. Epub 2008/06/11. doi: 10.1016/j.bbcan.2008.05.001. PubMed PMID: 18541156.

Weeks G, Spiegelman GB. Roles played by Ras subfamily proteins in the cell and developmental
biology of microorganisms. Cell Signal. 2003;15(10):901-9. Epub 2003/07/23. doi:
10.1016/s0898-6568(03)00073-1. PubMed PMID: 12873703.

Duffield GE, Best JD, Meurers BH, Bittner A, Loros JJ, Dunlap JC. Circadian programs of
transcriptional activation, signaling, and protein turnover revealed by microarray analysis of
mammalian cells. Curr Biol. 2002;12(7):551-7. Epub 2002/04/09. doi: 10.1016/s0960-
9822(02)00765-0. PubMed PMID: 11937023.

Gerstner JR, Vander Heyden WM, Lavaute TM, Landry CF. Profiles of novel diurnally regulated
genes in mouse hypothalamus: expression analysis of the cysteine and histidine-rich domain-
containing, zinc-binding protein 1, the fatty acid-binding protein 7 and the GTPase, ras-like
family member 11b. Neuroscience. 2006;139(4):1435-48. Epub 2006/03/07. doi:
10.1016/j.neuroscience.2006.01.020. PubMed PMID: 16517089; PubMed Central PMCID:
PMCPMC1602105.

Takahashi H, Umeda N, Tsutsumi Y, Fukumura R, Ohkaze H, Sujino M, et al. Mouse
dexamethasone-induced RAS protein 1 gene is expressed in a circadian rhythmic manner in the
suprachiasmatic nucleus. Brain Res Mol Brain Res. 2003;110(1):1-6. Epub 2003/02/08. doi:
10.1016/s0169-328x(02)00543-0. PubMed PMID: 12573527.

Eckel-Mahan KL, Phan T, Han S, Wang H, Chan GC, Scheiner ZS, et al. Circadian oscillation of
hippocampal MAPK activity and cAmp: implications for memory persistence. Nat Neurosci.
2008;11(9):1074-82. Epub 2009/01/23. doi: 10.1038/nn.2174. PubMed PMID: 19160506;
PubMed Central PMCID: PMCPMC2772165.

Hayashi Y, Sanada K, Fukada Y. Circadian and photic regulation of MAP kinase by Ras- and
protein phosphatase-dependent pathways in the chick pineal gland. FEBS Lett. 2001;491(1-2):71-
5. Epub 2001/02/28. doi: 10.1016/s0014-5793(01)02153-6. PubMed PMID: 11226422.

Huang CC, Ko ML, Vernikovskaya DI, Ko GY. Calcineurin serves in the circadian output
pathway to regulate the daily rhythm of L-type voltage-gated calcium channels in the retina. J
Cell Biochem. 2012;113(3):911-22. Epub 2012/03/01. doi: 10.1002/jcb.23419. PubMed PMID:
22371971; PubMed Central PMCID: PMCPMC3296962.

Ko GY, Ko ML, Dryer SE. Circadian regulation of cGMP-gated channels of vertebrate cone
photoreceptors: role of cAMP and Ras. J Neurosci. 2004;24(6):1296-304. Epub 2004/02/13. doi:
10.1523/INEUROSCI.3560-03.2004. PubMed PMID: 14960600; PubMed Central PMCID:
PMCPMC2667374.

Ko ML, Liu Y, Dryer SE, Ko GY. The expression of L-type voltage-gated calcium channels in
retinal photoreceptors is under circadian control. J Neurochem. 2007;103(2):784-92. Epub
2007/08/09. doi: 10.1111/j.1471-4159.2007.04816.x. PubMed PMID: 17683482; PubMed
Central PMCID: PMCPMC2361098.

Ko ML, Liu Y, Shi L, Trump D, Ko GY. Circadian regulation of retinoschisin in the chick retina.
Invest Ophthalmol Vis Sci. 2008;49(4):1615-21. Epub 2008/04/04. doi: 10.1167/i0vs.07-1189.
PubMed PMID: 18385082; PubMed Central PMCID: PMCPMC2367121.

138



dc_1752_20

Kaldi Krisztina Akadémiai doktori értekezés

225.

226.

227.

228.

229.

230.

231.

232.

233.

234.

235.

236.

237.

238.

Shimizu K, Okada M, Nagai K, Fukada Y. Suprachiasmatic nucleus circadian oscillatory protein,
a novel binding partner of K-Ras in the membrane rafts, negatively regulates MAPK pathway. J
Biol Chem. 2003;278(17):14920-5. Epub 2003/02/21. doi: 10.1074/jbc.M213214200. PubMed
PMID: 12594205.

Tsuchiya Y, Minami I, Kadotani H, Todo T, Nishida E. Circadian clock-controlled diurnal
oscillation of Ras/ERK signaling in mouse liver. Proc Jpn Acad Ser B Phys Biol Sci.
2013;89(1):59-65. Epub 2013/01/16. doi: 10.2183/pjab.89.59. PubMed PMID: 23318682;
PubMed Central PMCID: PMCPMC3611956.

Williams JA, Su HS, Bernards A, Field J, Sehgal A. A circadian output in Drosophila mediated
by neurofibromatosis-1 and Ras/MAPK. Science (New York, NY). 2001;293(5538):2251-6.
Epub 2001/09/22. doi: 10.1126/science.1063097. PubMed PMID: 11567138.

Gyongyosi N, Nagy D, Makara K, Ella K, Kaldi K. Reactive oxygen species can modulate
circadian phase and period in Neurospora crassa. Free Radic Biol Med. 2013;58:134-43. Epub
2013/01/02. doi: 10.1016/j.freeradbiomed.2012.12.016. PubMed PMID: 23277144,

Weber F, Hung HC, Maurer C, Kay SA. Second messenger and Ras/MAPK signalling pathways
regulate CLOCK/CYCLE-dependent transcription. J Neurochem. 2006;98(1):248-57. Epub
2006/06/30. doi: 10.1111/j.1471-4159.2006.03865.x. PubMed PMID: 16805811.

Bouchard-Cannon P, Cheng HY. Scheduled feeding alters the timing of the suprachiasmatic
nucleus circadian clock in dexrasl-deficient mice. Chronobiol Int. 2012;29(8):965-81. Epub
2012/08/30. doi: 10.3109/07420528.2012.707264. PubMed PMID: 22928915; PubMed Central
PMCID: PMCPMC3707842.

Cheng HY, Dziema H, Papp J, Mathur DP, Koletar M, Ralph MR, et al. The molecular gatekeeper
Dexrasl sculpts the photic responsiveness of the mammalian circadian clock. J Neurosci.
2006;26(50):12984-95. Epub 2006/12/15. doi: 10.1523/JNEUROSCI.4253-06.2006. PubMed
PMID: 17167088; PubMed Central PMCID: PMCPMC6674968.

Cheng HY, Obrietan K. Dexras]1: shaping the responsiveness of the circadian clock. Semin Cell
Dev Biol. 2006;17(3):345-51. Epub 2006/06/13. doi: 10.1016/j.semcdb.2006.03.006. PubMed
PMID: 16765612.

Koletar MM, Cheng HY, Penninger JM, Ralph MR. Loss of dexras] alters nonphotic circadian
phase shifts and reveals a role for the intergeniculate leaflet (IGL) in gene-targeted mice.
Chronobiol Int. 2011;28(7):553-62. Epub 2011/08/13. doi: 10.3109/07420528.2011.592235.
PubMed PMID: 21834641.

Relogio A, Thomas P, Medina-Perez P, Reischl S, Bervoets S, Gloc E, et al. Ras-mediated
deregulation of the circadian clock in cancer. PLoS Genet. 2014;10(5):¢1004338. Epub
2014/05/31. doi: 10.1371/journal.pgen.1004338. PubMed PMID: 24875049; PubMed Central
PMCID: PMCPMC4038477.

Serchov T, Jilg A, Wolf CT, Radtke I, Stehle JH, Heumann R. Ras Activity Oscillates in the
Mouse Suprachiasmatic Nucleus and Modulates Circadian Clock Dynamics. Mol Neurobiol.
2016;53(3):1843-55. Epub 2015/03/13. doi: 10.1007/s12035-015-9135-0. PubMed PMID:
25762011.

Kana-uchi A, Yamashiro CT, Tanabe S, Murayama T. A ras homologue of Neurospora crassa
regulates morphology. Mol Gen Genet. 1997;254(4):427-32. Epub 1997/04/28. doi:
10.1007/s004380050435. PubMed PMID: 9180696.

Gai K, Cao X, Dong Q, Ding Z, Wei Y, Liu Y, et al. Transcriptional repression of frequency by
the IEC-1-INO8O complex is required for normal Neurospora circadian clock function. PLoS
Genet. 2017;13(4):¢1006732. Epub 2017/04/14. doi: 10.1371/journal.pgen.1006732. PubMed
PMID: 28403234; PubMed Central PMCID: PMCPMC5406019.

Hohmann S. Osmotic stress signaling and osmoadaptation in yeasts. Microbiol Mol Biol Rev.
2002;66(2):300-72. Epub 2002/06/01. doi: 10.1128/mmbr.66.2.300-372.2002. PubMed PMID:
12040128; PubMed Central PMCID: PMCPMC120784.

139



dc_1752_20

Kaldi Krisztina Akadémiai doktori értekezés

239.

240.

241.

242.

243.

244.

245.

246.

247.

248.

249.

250.

Johnson C, Kweon HK, Sheidy D, Shively CA, Mellacheruvu D, Nesvizhskii Al, et al. The yeast
Skslp kinase signaling network regulates pseudohyphal growth and glucose response. PLoS
Genet. 2014;10(3):¢1004183. Epub 2014/03/08. doi: 10.1371/journal.pgen.1004183. PubMed
PMID: 24603354; PubMed Central PMCID: PMCPMC3945295.

Lengeler KB, Davidson RC, D'Souza C, Harashima T, Shen WC, Wang P, et al. Signal
transduction cascades regulating fungal development and virulence. Microbiol Mol Biol Rev.
2000;64(4):746-85. Epub 2000/12/06. doi: 10.1128/mmbr.64.4.746-785.2000. PubMed PMID:
11104818; PubMed Central PMCID: PMCPMC99013.

Dettmann A, Heilig Y, Valerius O, Ludwig S, Seiler S. Fungal communication requires the MAK-
2 pathway elements STE-20 and RAS-2, the NRC-1 adapter STE-50 and the MAP kinase scaffold
HAM-5. PLoS Genet. 2014;10(11):¢1004762. Epub 2014/11/21. doi:
10.1371/journal.pgen.1004762. PubMed PMID: 25411845; PubMed Central PMCID:
PMCPMC(C4239118.

Pandey A, Roca MG, Read ND, Glass NL. Role of a mitogen-activated protein kinase pathway
during conidial germination and hyphal fusion in Neurospora crassa. Eukaryot Cell.
2004;3(2):348-58. Epub 2004/04/13. doi: 10.1128/ec.3.2.348-358.2004. PubMed PMID:
15075265; PubMed Central PMCID: PMCPMC387641.

Larrondo LF, Olivares-Yanez C, Baker CL, Loros JJ, Dunlap JC. Circadian rhythms. Decoupling
circadian clock protein turnover from circadian period determination. Science (New York, NY).
2015;347(6221):1257277. Epub 2015/01/31. doi: 10.1126/science.1257277. PubMed PMID:
25635104; PubMed Central PMCID: PMCPM(C4432837.

Adhvaryu K, Firoozi G, Motavaze K, Lakin-Thomas P. PRD-1, a Component of the Circadian
System of Neurospora crassa, Is a Member of the DEAD-box RNA Helicase Family. Journal of
biological rhythms. 2016;31(3):258-71. Epub 2016/04/01. doi: 10.1177/0748730416639717.
PubMed PMID: 27029286.

Emerson JM, Bartholomai BM, Ringelberg CS, Baker SE, Loros JJ, Dunlap JC. period-1 encodes
an ATP-dependent RNA helicase that influences nutritional compensation of the Neurospora
circadian clock. Proc Natl Acad Sci U S A. 2015;112(51):15707-12. Epub 2015/12/10. doi:
10.1073/pnas.1521918112. PubMed PMID: 26647184, PubMed Central PMCID:
PMCPMC4697410.

Dalli J, Serhan CN. Specific lipid mediator signatures of human phagocytes: microparticles
stimulate macrophage efferocytosis and pro-resolving mediators. Blood. 2012;120(15):e60-72.
Epub 2012/08/21. doi: 10.1182/blood-2012-04-423525. PubMed PMID: 22904297; PubMed
Central PMCID: PMCPMC3471524.

Duarte TA, Noronha-Dutra AA, Nery JS, Ribeiro SB, Pitanga TN, Lapa ESIJR, et al.
Mycobacterium tuberculosis-induced neutrophil ectosomes decrease macrophage activation.
Tuberculosis (Edinb). 2012;92(3):218-25. Epub 2012/03/07. doi: 10.1016/j.tube.2012.02.007.
PubMed PMID: 22391089.

Pluskota E, Woody NM, Szpak D, Ballantyne CM, Soloviev DA, Simon DI, et al. Expression,
activation, and function of integrin alphaMbeta2 (Mac-1) on neutrophil-derived microparticles.
Blood. 2008;112(6):2327-35. Epub 2008/05/30. doi: 10.1182/blood-2007-12-127183. PubMed
PMID: 18509085; PubMed Central PMCID: PMCPMC2532806.

Watanabe J, Marathe GK, Neilsen PO, Weyrich AS, Harrison KA, Murphy RC, et al. Endotoxins
stimulate neutrophil adhesion followed by synthesis and release of platelet-activating factor in
microparticles. J Biol Chem. 2003;278(35):33161-8. Epub  2003/06/18.  doi:
10.1074/jb¢.M305321200. PubMed PMID: 12810708.

Timar CI, Lorincz AM, Csepanyi-Komi R, Valyi-Nagy A, Nagy G, Buzas EI, et al. Antibacterial
effect of microvesicles released from human neutrophilic granulocytes. Blood. 2013;121(3):510-
8. Epub 2012/11/13. doi: 10.1182/blood-2012-05-431114. PubMed PMID: 23144171; PubMed
Central PMCID: PMCPMC3548170.

140



dc_1752_20

Kaldi Krisztina Akadémiai doktori értekezés

251.

252.

253.

254.

255.

256.

257.

258.

259.

260.

261.

262.

263.

264.

265.

Ottonello L, Dapino P, Pastorino G, Dallegri F, Sacchetti C. Neutrophil dysfunction and increased
susceptibility to infection. Eur J Clin Invest. 1995;25(9):687-92. Epub 1995/09/01. doi:
10.1111/j.1365-2362.1995.tb01987.x. PubMed PMID: 7498244.

Alavi A, Sajic D, Cerci FB, Ghazarian D, Rosenbach M, Jorizzo J. Neutrophilic dermatoses: an
update. Am J Clin Dermatol. 2014;15(5):413-23. Epub 2014/08/27. doi: 10.1007/s40257-014-
0092-6. PubMed PMID: 25154386.

Wright HL, Moots RJ, Edwards SW. The multifactorial role of neutrophils in rheumatoid arthritis.
Nat Rev Rheumatol. 2014;10(10):593-601. Epub 2014/06/11. doi: 10.1038/nrrheum.2014.80.
PubMed PMID: 24914698.

Gibbs J, Ince L, Matthews L, Mei J, Bell T, Yang N, et al. An epithelial circadian clock controls
pulmonary inflammation and glucocorticoid action. Nat Med. 2014;20(8):919-26. Epub
2014/07/30. doi: 10.1038/nm.3599. PubMed PMID: 25064128; PubMed Central PMCID:
PMCPMC(C4268501.

Hriscu ML. Modulatory factors of circadian phagocytic activity. Ann N Y Acad Sci.
2005;1057:403-30. Epub 2006/01/10. doi: 10.1196/annals.1356.032. PubMed PMID: 16399910.

Melchart D, Martin P, Hallek M, Holzmann M, Jurcic X, Wagner H. Circadian variation of the
phagocytic activity of polymorphonuclear leukocytes and of various other parameters in 13
healthy male adults. Chronobiol Int. 1992;9(1):35-45. Epub 1992/01/01. doi:
10.3109/07420529209064514. PubMed PMID: 1555260.

Niehaus GD, Ervin E, Patel A, Khanna K, Vanek VW, Fagan DL. Circadian variation in cell-
adhesion molecule expression by normal human leukocytes. Can J Physiol Pharmacol.
2002;80(10):935-40. Epub 2002/11/27. doi: 10.1139/y02-121. PubMed PMID: 12450059.

Jilma B, Hergovich N, Stohlawetz P, Eichler HG, Bauer P, Wagner OF. Circadian variation of
granulocyte colony stimulating factor levels in man. Br J Haematol. 1999;106(2):368-70. Epub
1999/08/25. doi: 10.1046/j.1365-2141.1999.01543.x. PubMed PMID: 10460592.

Kusanagi H, Mishima K, Satoh K, Echizenya M, Katoh T, Shimizu T. Similar profiles in human
period] gene expression in peripheral mononuclear and polymorphonuclear cells. Neurosci Lett.
2004;365(2):124-7. Epub 2004/07/13. doi: 10.1016/j.neulet.2004.04.065. PubMed PMID:
15245792.

Haimovich B, Calvano J, Haimovich AD, Calvano SE, Coyle SM, Lowry SF. In vivo endotoxin
synchronizes and suppresses clock gene expression in human peripheral blood leukocytes. Crit
Care Med. 2010;38(3):751-8. Epub 2010/01/19. doi: 10.1097/CCM.0b013e3181cd131c. PubMed
PMID: 20081528; PubMed Central PMCID: PMCPMC2929957.

Arjona A, Sarkar DK. Evidence supporting a circadian control of natural killer cell function. Brain
Behav Immun. 2006;20(5):469-76. Epub 2005/11/29. doi: 10.1016/j.bbi.2005.10.002. PubMed
PMID: 16309885.

Baumann A, Gonnenwein S, Bischoff SC, Sherman H, Chapnik N, Froy O, et al. The circadian
clock is functional in eosinophils and mast cells. Immunology. 2013;140(4):465-74. Epub
2013/07/24. doi: 10.1111/imm.12157. PubMed PMID: 23876110; PubMed Central PMCID:
PMCPMC3839650.

Boivin DB, James FO, Wu A, Cho-Park PF, Xiong H, Sun ZS. Circadian clock genes oscillate in
human peripheral blood mononuclear cells. Blood. 2003;102(12):4143-5. Epub 2003/08/02. doi:
10.1182/blood-2003-03-0779. PubMed PMID: 12893774.

Bollinger T, Leutz A, Leliavski A, Skrum L, Kovac J, Bonacina L, et al. Circadian clocks in
mouse and human CD4+ T cells. PLoS One. 2011;6(12):¢29801. Epub 2012/01/05. doi:
10.1371/journal.pone.0029801. PubMed PMID: 22216357; PubMed Central PMCID:
PMCPMC3247291.

Hayashi M, Shimba S, Tezuka M. Characterization of the molecular clock in mouse peritoneal
macrophages. Biol Pharm Bull. 2007;30(4):621-6. Epub 2007/04/06. doi: 10.1248/bpb.30.621.
PubMed PMID: 17409491.

141



dc_1752_20

Kaldi Krisztina Akadémiai doktori értekezés

266.

267.

268.

269.

270.

271.

272.

273.

274.

275.

276.

277.

278.
279.

280.

James FO, Boivin DB, Charbonneau S, Belanger V, Cermakian N. Expression of clock genes in
human peripheral blood mononuclear cells throughout the sleep/wake and circadian cycles.
Chronobiol Int. 2007;24(6):1009-34. Epub 2007/12/14. doi: 10.1080/07420520701800736.
PubMed PMID: 18075796.

Kusanagi H, Hida A, Satoh K, Echizenya M, Shimizu T, Pendergast JS, et al. Expression profiles
of 10 circadian clock genes in human peripheral blood mononuclear cells. Neurosci Res.
2008;61(2):136-42. Epub 2008/03/14. doi: 10.1016/j.neures.2008.01.012. PubMed PMID:
18336944,

Silver AC, Arjona A, Hughes ME, Nitabach MN, Fikrig E. Circadian expression of clock genes
in mouse macrophages, dendritic cells, and B cells. Brain Behav Immun. 2012;26(3):407-13.
Epub 2011/10/25. doi: 10.1016/j.bbi.2011.10.001. PubMed PMID: 22019350; PubMed Central
PMCID: PMCPMC3336152.

Archer SN, Viola AU, Kyriakopoulou V, von Schantz M, Dijk DJ. Inter-individual differences in
habitual sleep timing and entrained phase of endogenous circadian rhythms of BMAL1, PER2
and PER3 mRNA in human leukocytes. Sleep. 2008;31(5):608-17. Epub 2008/06/04. doi:
10.1093/sleep/31.5.608. PubMed PMID: 18517031, PubMed Central PMCID:
PMCPMC(C2398752.

Ebisawa T, Numazawa K, Shimada H, Izutsu H, Sasaki T, Kato N, et al. Self-sustained circadian
rhythm in cultured human mononuclear cells isolated from peripheral blood. Neurosci Res.
2010;66(2):223-7. Epub 2009/11/04. doi: 10.1016/j.neures.2009.10.007. PubMed PMID:
19883700.

Fukuya H, Emoto N, Nonaka H, Yagita K, Okamura H, Yokoyama M. Circadian expression of
clock genes in human peripheral leukocytes. Biochem Biophys Res Commun. 2007;354(4):924-
8. Epub 2007/02/06. doi: 10.1016/j.bbrc.2007.01.063. PubMed PMID: 17274950.

Hida A, Kusanagi H, Satoh K, Kato T, Matsumoto Y, Echizenya M, et al. Expression profiles of
PERIODI1, 2, and 3 in peripheral blood mononuclear cells from older subjects. Life Sci.
2009;84(1-2):33-7. Epub 2008/11/18. doi: 10.1016/;.1fs.2008.10.012. PubMed PMID: 19013183.

Tamaru T, Hirayama J, Isojima Y, Nagai K, Norioka S, Takamatsu K, et al. CK2alpha
phosphorylates BMALI to regulate the mammalian clock. Nat Struct Mol Biol. 2009;16(4):446-
8. Epub 2009/03/31. doi: 10.1038/nsmb.1578. PubMed PMID: 19330005; PubMed Central
PMCID: PMCPMC6501789.

Tamaru T, Isojima Y, van der Horst GT, Takei K, Nagai K, Takamatsu K. Nucleocytoplasmic
shuttling and phosphorylation of BMAL1 are regulated by circadian clock in cultured fibroblasts.
Genes Cells. 2003;8(12):973-83. Epub 2004/01/31. doi: 10.1046/j.1365-2443.2003.00686.x.
PubMed PMID: 14750952.

Meyer WH, Howard TH. Changes in actin content during induced myeloid maturation of human
promyelocytes. Blood. 1983;62(2):308-14. Epub 1983/08/01. PubMed PMID: 6871465.

Martin C, Burdon PC, Bridger G, Gutierrez-Ramos JC, Williams TJ, Rankin SM. Chemokines
acting via CXCR2 and CXCR4 control the release of neutrophils from the bone marrow and their
return following senescence. Immunity. 2003;19(4):583-93. Epub 2003/10/18. doi:
10.1016/s1074-7613(03)00263-2. PubMed PMID: 14563322.

Borregaard N, Cowland JB. Granules of the human neutrophilic polymorphonuclear leukocyte.
Blood. 1997;89(10):3503-21. Epub 1997/05/15. PubMed PMID: 9160655.

http://www.proteinatlas.org/ENSG00000107562-CXCL12/tissue.

Nagasawa T, Kikutani H, Kishimoto T. Molecular cloning and structure of a pre-B-cell growth-
stimulating factor. Proc Natl Acad Sci U S A. 1994;91(6):2305-9. Epub 1994/03/15. doi:
10.1073/pnas.91.6.2305. PubMed PMID: 8134392; PubMed Central PMCID: PMCPM(C43359.

Alvarez JD, Chen D, Storer E, Sehgal A. Non-cyclic and developmental stage-specific expression

of circadian clock proteins during murine spermatogenesis. Biol Reprod. 2003;69(1):81-91. Epub
2003/02/28. doi: 10.1095/biolreprod.102.011833. PubMed PMID: 12606319.

142



dc_1752_20

Kaldi Krisztina Akadémiai doktori értekezés

281.

282.

283.

284.

285.

286.

287.

288.

289.

290.

291.

292.

293.

294.

295.

296.

Alvarez JD, Sehgal A. The thymus is similar to the testis in its pattern of circadian clock gene
expression. Journal of biological rhythms. 2005;20(2):111-21. Epub 2005/04/19. doi:
10.1177/0748730404274078. PubMed PMID: 15834108.

Torra IP, Tsibulsky V, Delaunay F, Saladin R, Laudet V, Fruchart JC, et al. Circadian and
glucocorticoid  regulation of Rev-erbalpha expression in liver. Endocrinology.
2000;141(10):3799-806. Epub 2000/10/03. doi: 10.1210/endo.141.10.7708. PubMed PMID:
11014236.

Wouarin J, Schibler U. Expression of the liver-enriched transcriptional activator protein DBP
follows a stringent circadian rhythm. Cell. 1990;63(6):1257-66. Epub 1990/12/21. doi:
10.1016/0092-8674(90)90421-a. PubMed PMID: 2261643.

Burdon PC, Martin C, Rankin SM. The CXC chemokine MIP-2 stimulates neutrophil
mobilization from the rat bone marrow in a CD49d-dependent manner. Blood. 2005;105(6):2543-
8. Epub 2004/11/16. doi: 10.1182/blood-2004-08-3193. PubMed PMID: 15542579.

Day RB, Link DC. Regulation of neutrophil trafficking from the bone marrow. Cell Mol Life Sci.
2012;69(9):1415-23. Epub 2011/11/03. doi: 10.1007/s00018-011-0870-8. PubMed PMID:
22045556.

Pena C, Rincon J, Pedreanez A, Viera N, Mosquera J. Chemotactic effect of melatonin on
leukocytes. J Pineal Res. 2007;43(3):263-9. Epub 2007/09/07. doi: 10.1111/j.1600-
079X.2007.00471.x. PubMed PMID: 17803523.

Roenneberg T, Kuehnle T, Juda M, Kantermann T, Allebrandt K, Gordijn M, et al. Epidemiology
of the human circadian clock. Sleep Med Rev. 2007;11(6):429-38. Epub 2007/10/16. doi:
10.1016/j.smrv.2007.07.005. PubMed PMID: 17936039.

Beebe DW, Rose D, Amin R. Effect of chronic sleep restriction on adolescents' learning and brain
activity in a simulated classroom: A pilot study. Sleep. 2008;31:A77-A8. PubMed PMID:
WO0S:000255419000235.

Estrada A, Killgore WD, Rouse T, Balkin TJ, Wildzunas RM. Total sleep time measured by
actigraphy predicts academic performance during military training. Sleep. 2008;31:A134-A.
PubMed PMID: WOS:000255419000404.

Gomes AA, Tavares J, de Azevedo MH. Sleep and academic performance in undergraduates: a
multi-measure, multi-predictor approach. Chronobiol Int. 2011;28(9):786-801. Epub 2011/11/15.
doi: 10.3109/07420528.2011.606518. PubMed PMID: 22080785.

Wolfson AR, Carskadon MA. Sleep schedules and daytime functioning in adolescents. Child
Dev. 1998;69(4):875-87. doi: DOI 10.1111/1.1467-8624.1998.tb06149.x. PubMed PMID:
WOS:000076070300002.

Eliasson AH, Lettieri CJ, Eliasson AH. Early to bed, early to rise! Sleep habits and academic
performance in college students. Sleep Breath. 2010;14(1):71-5. Epub 2009/07/16. doi:
10.1007/s11325-009-0282-2. PubMed PMID: 19603214.

Genzel L, Ahrberg K, Roselli C, Niedermaier S, Steiger A, Dresler M, et al. Sleep timing is more
important than sleep length or quality for medical school performance. Chronobiol Int.
2013;30(6):766-71. Epub 2013/06/12. doi: 10.3109/07420528.2012.763132. PubMed PMID:
23750895.

Besoluk S, Onder I, Deveci I. Morningness-Eveningness Preferences and Academic Achievement
of  University  Students. = Chronobiology  International.  2011;28(2):118-25.  doi:
10.3109/07420528.2010.540729. PubMed PMID: WOS:000286901900004.

Clarisse R, Le Floc'h N, Kindelberger C, Feunteun P. Daily Rhythmicity of Attention in Morning-
Vs. Evening-Type Adolescents at Boarding School under Different Psychosociological Testing
Conditions. Chronobiology International. 2010;27(4):826-41. doi:
10.3109/07420521003794051. PubMed PMID: WO0S:000282027300008.

Rutters F, Lemmens SG, Adam TC, Bremmer MA, Elders PJ, Nijpels G, et al. Is social jetlag
associated with an adverse endocrine, behavioral, and cardiovascular risk profile? Journal of

143



dc_1752_20

Kaldi Krisztina Akadémiai doktori értekezés

297.

298.

299.

300.

301.

302.

303.

304.

305.

306.

307.

308.

309.

310.

311.

biological rhythms. 2014;29(5):377-83. Epub 2014/09/26. doi: 10.1177/0748730414550199.
PubMed PMID: 25252710.

Onyper SV, Thacher PV, Gilbert JW, Gradess SG. Class start times, sleep, and academic
performance in college: a path analysis. Chronobiol Int. 2012;29(3):318-35. Epub 2012/03/07.
doi: 10.3109/07420528.2012.655868. PubMed PMID: 22390245.

Preckel F, Lipnevich AA, Boehme K, Brandner L, Georgi K, Konen T, et al. Morningness-
eveningness and educational outcomes: the lark has an advantage over the owl at high school. Br
J  Educ Psychol. 2013;83(Pt 1):114-34. Epub 2013/02/02. doi: 10.1111/1.2044-
8279.2011.02059.x. PubMed PMID: 23369178.

Grimaldi D, Carter JR, Van Cauter E, Leproult R. Adverse Impact of Sleep Restriction and
Circadian Misalignment on Autonomic Function in Healthy Young Adults. Hypertension.
2016;68(1):243-50. Epub 2016/06/09. doi: 10.1161/HYPERTENSIONAHA.115.06847. PubMed
PMID: 27271308; PubMed Central PMCID: PMCPMC4902172.

Hulsegge G, Gupta N, Proper KI, van Lobenstein N, W 1J, Hallman DM, et al. Shift work is
associated with reduced heart rate variability among men but not women. Int J Cardiol.
2018;258:109-14. Epub 2018/02/13. doi: 10.1016/j.ijcard.2018.01.089. PubMed PMID:
29433969.

Knutsson A. Health disorders of shift workers. Occup Med (Lond). 2003;53(2):103-8. Epub
2003/03/15. PubMed PMID: 12637594.

Morris CJ, Purvis TE, Hu K, Scheer FA. Circadian misalignment increases cardiovascular disease
risk factors in humans. Proc Natl Acad Sci U S A. 2016;113(10):E1402-11. Epub 2016/02/10.
doi: 10.1073/pnas.1516953113. PubMed PMID: 26858430; PubMed Central PMCID:
PMCPMC4790999.

Vetter C, Devore EE, Wegrzyn LR, Massa J, Speizer FE, Kawachi I, et al. Association Between
Rotating Night Shift Work and Risk of Coronary Heart Disease Among Women. JAMA.
2016;315(16):1726-34. Epub 2016/04/27. doi: 10.1001/jama.2016.4454. PubMed PMID:
27115377; PubMed Central PMCID: PMCPMC5102147.

Thayer JF, Yamamoto SS, Brosschot JF. The relationship of autonomic imbalance, heart rate
variability and cardiovascular disease risk factors. Int J Cardiol. 2010;141(2):122-31. Epub
2009/11/17. doi: 10.1016/j.ijcard.2009.09.543. PubMed PMID: 19910061.

Chouchou F, Desseilles M. Heart rate variability: a tool to explore the sleeping brain? Front
Neurosci. 2014;8:402. Epub 2015/01/08. doi: 10.3389/fnins.2014.00402. PubMed PMID:
25565936; PubMed Central PMCID: PMCPMC4263095.

Elsenbruch S, Harnish MJ, Orr WC. Heart rate variability during waking and sleep in healthy
males and females. Sleep. 1999;22(8):1067-71. Epub 2000/01/05. PubMed PMID: 10617167.

Tobaldini E, Nobili L, Strada S, Casali KR, Braghiroli A, Montano N. Heart rate variability in
normal and pathological sleep. Front Physiol. 2013;4:294. Epub 2013/10/19. doi:
10.3389/fphys.2013.00294. PubMed PMID: 24137133; PubMed Central PMCID:
PMCPMC(C3797399.

Trinder J, Kleiman J, Carrington M, Smith S, Breen S, Tan N, et al. Autonomic activity during
human sleep as a function of time and sleep stage. J Sleep Res. 2001;10(4):253-64. Epub
2002/03/21. PubMed PMID: 11903855.

Akerstedt T, Hume K, Minors D, Waterhouse J. Good sleep--its timing and physiological sleep
characteristics. J Sleep Res. 1997;6(4):221-9. Epub 1998/03/11. PubMed PMID: 9493521.
Haraszti RA, Ella K, Gyongyosi N, Roenneberg T, Kaldi K. Social jetlag negatively correlates
with academic performance in undergraduates. Chronobiol Int. 2014;31(5):603-12. Epub
2014/02/05. doi: 10.3109/07420528.2013.879164. PubMed PMID: 24491157.

Pilz LK, Keller LK, Lenssen D, Roenneberg T. Time to rethink sleep quality: PSQI scores reflect
sleep quality on workdays. Sleep. 2018;41(5). Epub 2018/02/09. doi: 10.1093/sleep/zsy029.
PubMed PMID: 29420828.

144



dc_1752_20

Kaldi Krisztina Akadémiai doktori értekezés

312.

313.

314.

315.

316.

317.

318.

319.

320.

321.

322.

323.

324.

Montano N, Porta A, Cogliati C, Costantino G, Tobaldini E, Casali KR, et al. Heart rate variability
explored in the frequency domain: a tool to investigate the link between heart and behavior.
Neurosci Biobehav Rev. 2009;33(2):71-80. Epub 2008/08/19. doi:
10.1016/j.neubiorev.2008.07.006. PubMed PMID: 18706440.

Scholz UJ, Bianchi AM, Cerutti S, Kubicki S. Vegetative background of sleep: spectral analysis
of the heart rate variability. Physiol Behav. 1997;62(5):1037-43. Epub 1997/10/23. PubMed
PMID: 9333197.

Meijman TF dV-GA, de Vries G. The evaluation of the Groningen Sleep Quality Scale.
Groningen: Heymans Bulletin. 1988;HB 88—13—EX.

Simor P KF, Bodizs R, Bardos G. A szubjektiv alvasmindség kérdéives vizsgalata: a Groningen
Alvasmindség Skala hazai validalasa. Mentalhigiéné és Pszichoszomatika. 2009;10(3):249-61.

Goldberger JJ, Challapalli S, Tung R, Parker MA, Kadish AH. Relationship of heart rate
variability to parasympathetic effect. Circulation. 2001;103(15):1977-83. Epub 2001/04/18. doi:
10.1161/01.¢ir.103.15.1977. PubMed PMID: 11306527.

Kumral D, Schaare HL, Beyer F, Reinelt J, Uhlig M, Liem F, et al. The age-dependent
relationship between resting heart rate variability and functional brain connectivity. Neuroimage.
2019;185:521-33. Epub 2018/10/13. doi: 10.1016/j.neuroimage.2018.10.027. PubMed PMID:
30312808.

Pinter A, Horvath T, Sarkozi A, Kollai M. Relationship between heart rate variability and
endothelial function in healthy subjects. Auton Neurosci. 2012;169(2):107-12. Epub 2012/07/04.
doi: 10.1016/j.autneu.2012.05.005. PubMed PMID: 22749462.

Hillebrand S, Gast KB, de Mutsert R, Swenne CA, Jukema JW, Middeldorp S, et al. Heart rate
variability and first cardiovascular event in populations without known cardiovascular disease:
meta-analysis and dose-response meta-regression. Europace. 2013;15(5):742-9. Epub
2013/02/02. doi: 10.1093/europace/eus341. PubMed PMID: 23370966.

Chen PS, Chen LS, Fishbein MC, Lin SF, Nattel S. Role of the autonomic nervous system in
atrial fibrillation: pathophysiology and therapy. Circ Res. 2014;114(9):1500-15. Epub
2014/04/26. doi: 10.1161/CIRCRESAHA.114.303772. PubMed PMID: 24763467, PubMed
Central PMCID: PMCPMC4043633.

Colhoun HM, Francis DP, Rubens MB, Underwood SR, Fuller JH. The association of heart-rate
variability with cardiovascular risk factors and coronary artery calcification: a study in type 1
diabetic patients and the general population. Diabetes Care. 2001;24(6):1108-14. Epub
2001/05/26. PubMed PMID: 11375379.

Schroeder EB, Liao D, Chambless LE, Prineas RJ, Evans GW, Heiss G. Hypertension, blood
pressure, and heart rate variability: the Atherosclerosis Risk in Communities (ARIC) study.
Hypertension. 2003;42(6):1106-11. Epub 2003/10/29. doi:
10.1161/01.HYP.0000100444.71069.73. PubMed PMID: 14581296.

Florea VG, Cohn JN. The autonomic nervous system and heart failure. Circ Res.
2014;114(11):1815-26. Epub 2014/05/24. doi: 10.1161/CIRCRESAHA.114.302589. PubMed
PMID: 24855204,

Fukuda K, Kanazawa H, Aizawa Y, Ardell JL, Shivkumar K. Cardiac innervation and sudden
cardiac death. Circ  Res. 2015;116(12):2005-19. Epub  2015/06/06. doi:
10.1161/CIRCRESAHA.116.304679. PubMed PMID: 26044253; PubMed Central PMCID:
PMCPMC4465108.

145



dc 1752 20
- Kaldi Krisztina Akadémiai doktori értekezés

8. Kozleményjegyzék

8.1. Az értekezés alapjaul szolgalo kozlemények

Osszesitett impakt faktor: 126,47 Hivatkozasok szama: 618
1.

Schatmeier T., Haase A., Kaldi K. (megosztott elso szerzd), Scholz J., Fuchs M. and
Brunner M.

Transcriptional feedback of Neurospora circadian clock gene by phosphorylation-dependent
inactivation of its transcription factor (2005)
Cell 122: 235-246 IF: 29,431

2.

Kaldi K., Herreros Gonzalez B. and Brunner M.

Transcriptional regulation of the Neurospora circadian clock gene wc-1 affects the phase of
circadian output (2006)

EMBO Reports T: 199-204 IF: 8,175

3.

Schafmeier T., Kaldi K., Diernfellner A., Mohr C. and Brunner M.

Phosphorylation dependent maturation of Neurospora circadian clock protein from a nuclear
repressor towards a cytoplasmic activator (2006)

Genes Dev. 20: 297-306 IF: 15,050

4.

Brunner M. and Kaldi K.

Interlocked feedback loops of the circdaian clock of Neurospora crassa (2008)

Mol Microbiol. 68: 255-262 IF: 5,213

5.
Kozma-Bognar L. and Kaldi K.
Always on time: synchronization of the fungal and the plant circadian clock by light (2008)

ChemBioChem 9: 2565-2573 IF: 3,322

6.

Malzahn E., Ciprianidis S., Kaldi K. (megosztott els6 szerzd), Schafmeier T. and Brunner
M.

Photoadaptation in Neurospora by competitive interaction of activating and inhibitory LOV
domains (2010)

Cell 142:762-72 IF: 32,401

146



dc 175220 . . . .. .
- Kaldi Krisztina Akadémiai doktori értekezés

7.

Gyongydsi N., Nagy D., Makara K., Ella K. and Kaldi K.

Reactive oxygen species can modulate circadian phase and period in Neurospora crassa
(2013)

Free Radic Biol Med 58: 134-143 IF: 5,710

8.

Gyongydsi N. and Kaldi K.

Interconnections of ROS homeostasis and circadian rhythm in Neurospora crassa (2014)
Antioxid Redox Signal. 20: 3007-3023 IF: 7,407

9.

Haraszti R. A., Ella K., Gydngy6si N., Roenneberg T. and Kaldi K.

Social jetlag negatively correlates with academic performance in undergraduates (2014)
Chronobiol Int. 31: 603-12 IF: 3,343

10.

Ella K., Csépanyi-Komi R. and Kaldi K.

Circadian regulation of human peripheral neutrophils (2016)

Brain Behavior and Immunity 57: 209-221 IF: 5,964

11.
Gyongyosi N., Szoke A., Ella K. and Kaldi K.
The small G protein RAS2 is involved in the metabolic compensation of the circadian clock

in the circadian model Neurospora crassa (2017)
J Biol Chem 292: 14929-14939 IF: 4,010

12.

Ella K., Mocsai A. and Kaldi K.

Circadian regulation of neutrophils: Control by a cell-autonomous clock or systemic factors?
(2018)

Eur J Clin Invest. 2018;e12965. IF: 2,784

13.

Stidy A. R., Ella K., Bodizs R. and Kaldi K.

Association of Social Jetlag With Sleep Quality and Autonomic Cardiac Control During
Sleep in Young Healthy Men (2019)

Front Neurosci. 2019 Sep 6;13:950. IF: 3,648 (2018)

147



dc 1752 20
- Kaldi Krisztina Akadémiai doktori értekezés

8.2. A PhD dolgozat elkészitését kovetden sziiletett tovabbi kozlemények

Kaldi K., Bauer M.F., Sirrenberg C., Neupert W. and Brunner M.

Biogenesis of Tim23 and Tim17, integral components of the TIM machinery for matrix
targeted preproteins (1998)

EMBO J. 17:1569-76 IF: 13,171

Kaldi K. and Neupert W.
Protein translocation into mitochondria (1998)
Biofactors 8: 221-224 IF: 1,852

Geiszt M., Szeberényi J., Kaldi K. and Ligeti E.

Role of different Ca®" sources in the superoxid e production of human neutrophil
granulocytes (1999)

Free Rad Biol Med 26:1092-1099 IF: 4,079

Donzeau M., Kaldi K. (megosztott elso szerzo), Adam A., Paschen S., Wanner G., Guiard
B., Bauer M. F., Neupert W. and Brunner M.

The preprotein translocase component Tim23 links the inner and outer mitochondrial
membranes (2000)

Cell 101: 401-412 IF: 32,440

Paschen S.A., Rothbauer U., Kaldi K., Bauer M.F., Neupert W. and Brunner M.
The role of the TIM8-13 complex in the import of Tim23 into mitochondria (2000)
EMBO J. 19:6392-6400 IF: 13,999

Lacza Z., Kaldi K., Kovecs K., Gorlach C., Nagy Z., Sandor P., Beny6 Z. and Wahl M.
Involvement of prostanoid release in the mediation of UTP-induced cerebrovascular
contraction in the rat (2001)

Brain Res. 896: 169-174 IF: 2,489

Kaldi K., Szeberényi J., Rada B. K., Kovacs P., Geiszt M., Mocsai A. and Ligeti E.
Contribution of phopholipase D and a brefeldin A sensitive ARF to chemoattractant induced

superoxide production and secretion of human neutrophils (2002)
J. Leuk. Biol. 71: 695-700 IF: 4,132

Horvath B., Hrabak A., Kaldi K., Sandor P. and Benyo6 Z.

Contribution of the heme oxigenase pathway to the maintenance of the hypothalamic blood
flow during diminished NO synthesis (2003)

J. Cereb. Blood Flow Metab. 23: 653-657 IF:5, 370

Lacza Z., Dézsi L., Kaldi K., Horvath E.M., Sdndor P. and Beny6 Z.

148



dc 1752 20
- Kaldi Krisztina Akadémiai doktori értekezés

Prostacyclin-mediated compensatory mechanism in the coronary circulation during acute NO
synthase blockade (2003)
Life Sci 73: 1141-1149 IF: 1,944

Kaldi K., Kalocsai A., Rada B. K., Mezd G., Molnar G., Bathori G.Z. and Ligeti E.
Degranulation and superoxide production depend on cholesterol in PLB-985 cells (2003)
Biochem. Biophys. Res. Commun. 310:1241-1246 IF: 2,836

Rada B.K., Geiszt M., Kaldi K., Timar C. and Ligeti E.
Dual role of phagocytic NADPH oxidase in bacterial killing. (2004)
Blood 104: 2947-2953 IF: 9,782

Sirokmany G., Szidonya L., Kaldi K., Gaborik Z., Ligeti E. and Geiszt M.

Sec14 Homology Domain Targets pSORhoGAP to Endosomes and Provides a Link between
Rab and Rho GTPases (2006)

J. Biol. Chem. 281: 6096-6105 IF: 5,808

Ruisanchez E., Cselenyak A., Papp R.S., Németh T., Kaldi K., Sandor P. and Beny6 Z.
Perivascular expression and potent vasoconstrictor effect of dynorphin a in cerebral arteries
(2012)

PlosOne 7: 37798 IF: 3,730

8.3. A PhD dolgozat elkésziiltét megel6zéen megjelent kozlemények

Kapus A., Szaszi K., Kaldi K., Ligeti E. and Fonyo A.

Ruthenium red inhibits mitochondrial Na" and K" uniports induced by magnesium removal
(1990)

J. Biol. Chem. 265: 18063-18066 IF: 6,698

Kapus A., Szaszi K., Kaldi K., Ligeti E. and Fony6 A.
Is the mitochondrial Ca2" uniporter a voltage-modulated transport pathway? (1991)
FEBS Lett. 282: 61-64 IF: 3,479

Kaldi K., Diestelkotter P., Stenbeck G., Auerbach S., Jikle U., Magert H.-J., Wieland F.T.

and Just W.W.
Membrane topology of the 22 kDa integral peroxisomal membrane protein (1993)
FEBS Lett. 315:217-222 IF: 3,339

Kaldi K., Szaszi K., Susztdk K., Kapus A. and Ligeti E.
Lymphocytes posses an electrogenic H' transporting pathway in their plasma membrane
(1994)

149



dc 1752 20
- Kaldi Krisztina Akadémiai doktori értekezés

Biochem. J. 301:329-334 IF: 4,262

Geiszt M., Kaldi K., Szeberényi J. and Ligeti E.
Thapsigargin inhibits calcium entry into human neutrophil granulocytes (1995)
Biochem. J. 305:525-528 IF: 4,159

Susztak K., Kaldi K., Kapus A. and Ligeti E.
Ligands of purinergic receptors stimulate electrogenic H'-transport of neutrophils (1995)
FEBS Lett. 375:79-82 IF: 3,842

Kaldi K., Szaszi K., Koncz G., Susztdk K. and Ligeti E.

Arachidonic acid activatable electrogenic H transport in the absence of cytochrome bssg in
human T lymphocytes (1996)

FEBS Lett. 381:156-160 IF: 3,750

150



