Doktori (Ph.D.) értekezeés

Gyula Péter

Biologia Doktori Iskola
Szeged
2009



Egy szokatlan szerkezeti Kis GTPaz
novenyi cirkadian oraban betoltott

szerepeének vizsgalata

Doktori (Ph.D.) értekezés

Készitette: Gyula Péter

Témavezetd: Dr. Nagy Ferenc

Magyar Tudomanyos Akadémia
Szegedi Bioldgiai Kozpont
Novénybiologiai Intézet

Foto- és Kronobiolodgiai Csoport

Szegedi Tudomanyegyetem
Természettudomanyi Kar

Bioldgia Doktori Iskola

Szeged
2009



TARTALOMJEGYZEK

ROVIDITESEK JEGYZEKE 1
BEVEZETES.......oocoreeureerecrnecnne 3
A7 id6Zités Elettani JEIENTESEZE ....cc.evuirueruiiieieiee ettt sttt ettt 3
A CITRAAIAN OTQ.....eeieeeet ettt ettt bt bttt e et e be s b sbe e bt e st et et e besaeebene 4
SZAKIRODALMI ATTEKINTES 6
Rendszeresen ismétl6do6 élettani folyamatok .........cccocoeeeiiiiiiiiiiinin e 6
CIrkadian FIEMUSOK ...co.eeeiiiieee ettt ettt be e bbb et e st e saeenbeenee 7
A CITRAAIAN BTttt ettt et et a et s bt bt ettt saesaeenes 12
Novényi életfolyamatok cirkadidn Szabaly0ZAasa .......cceeeeveerriiriieierieeeeee e 16
A 1udfl cirkadian 6rajanak modellje ........coccoviiiiiiiiiiiii et 22
A Kis GTP-KOt6 fehérjéK JElleMZOI .....cccvevveeeieiieiieeeeeee ettt s 35
CELKITUZESEK.......ccoerurernecrnnecnns 40
ANYAGOK ES MODSZEREK 41
Kisérleti anyagok €s ElOIENYEK ......cc.coiiiiiiniiniririeteeee ettt ettt 41
GENELIRAT tETKEPEZES ...ttt sttt e e e s e e seesneesseeseenseensenneens 45
Molekularis bioldgiai és biokémiai MOASZErek ........cocoovieieviiiininiiiiicciccereccee e 49
Eleszton alkalmazott €lJATASOK .........ov.oveerveeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesee e sesse e sese s essssssesessssseensseas 58
Novényeken alkalmazott €[JATASOK ........cecueeriieiiieieeiecieceee et eneens 60
EREDMENYEK .......conevumeurcrnncens 65
Egy Uj cirkadian 6raelem azonositasa........coccveeieiivieniiniiniiiiiictciesteneeenee et 65
A lip1-1 mutans cirkadian 0rajanak jellemMZESe........ccveeveriereerierieeee et 65
Alip1-1 mutans egyED JElIEMZOi.....ccueevuiriiiiiieeeeeeeee ettt sttt 77
A LIPT AN TEITASA ettt sttt ettt sttt sa e bt sttt et nenenes 81



TARTALOMJEGYZEK I1

A LIP1 fEh@rje JEIIEIMZESE ....c.eeeeeeeeeeeee ettt ettt te et e e e et e s seesse e seesseessesssesssesseenseanes 85
AZ EREDMENYEK ERTELMEZESE 99
A LIP1 fehérje mUkodésének modellje ........ccooevirinininiriiiiiiinieneeecece et 99
A LIP1 cirkadian Oran KIVUI NAtASAT ..ccooeeeeeeeieeiieeeeeeeeeeee ettt eeeeettee et e s e eseesateeeessessssnseaseeesenaas 104
OSSZEFOGLALAS. ... 106
SUMMARY ... 108
IDEZETT KOZLEMENYEK 117
SAJAT KOZLEMENYEK 128

KOSZONETNYILVANITAS 129




ROVIDITESEK JEGYZEKE

3xHA

3xMyc

AD
ATL"W~
AM
BD

bHLH
BLAST
BRASS

CCD
ClustalwWw
cps

CTAB
CSM

DTT
DUF

EDTA
EMS
ER

A hemagglutinin-elem haromszor
ismételve

(Myelocytomatosis viral oncogene
homolog) fehérjemintazat haromszor
ismételve

(Activating Domain) a GAL4 atirasi
fehérje atirast serkentd eleme
Adenin-, leucin- és triptofan hianyos
tapoldat

(Arabidopsis Medium) novényi tapta-
laj

(Binding Domain) a GAL4 atirasi fe-
hérje DNS-kot6 eleme

bazikus Helix-Loop-Helix fehérjeelem
(Basic Local Alignment Tool)
(Biological Rhythms Analysis Soft-
ware System)

(charge coupled device)

(Clustered alignment Weights)
(count per seconds) 1 masodperc
alatt beérkez6 fotonok szama
Cetil-trimetil-ammonium bromid
(Complete Synthetic Medium) élesztd
taptalaj

Ditiotreitol

(Domain of Unknown Function) fe-
hérjeelem

Etilén-diamin-tetraacetat

Etil-metan szulfonat
Endoplazmatikus Retikulum

FFT-NLLS(Fast Fourier Transformation Non

FMN
FRC

GAP

GDI

YEB
YNB
YPAD

Linear Least Squares)
Flavin-mononukleotid

(fluence rate curve) egy jelleg fiiggése
a fényer&sségtol

(GTPase Activating Protein) a
GTPazok GTP-hasitasat gyorsito fe-
hérje

(Guanine Dissociation Inhibitor) a
GTPazok nukleotidcseréjét megaka-
dalyozé szabalyozo6fehérje

(Yeast Beef) Agrobacterium taptalaj

(Yeast Nitrogen Base) éleszt6 taptalaj alkotoeleme

GEF

(Guanine Exchange Factor) a GTPazok
nukleotidcserélgje

GTP/GDP Guanozin-trifoszfat/difoszfat

HL"W~

IPTG
LB
LOV
LRR
LW~
MS
NCBI

oNPG
PAS
PEST

Pfr

Hisztidin-, leucin- és triptofan hianyos
tapoldat
Izopropil-B-D-galakto-piranozid
(Luria-Bertani) baktérium taptalaj
(light/oxigen/voltage) fehérjeelem
(Leucin-Rich Repeat) fehérjeelem
Leucin- és triptofan hianyos tapoldat
(Murashige-Skoog) névényi taptalaj
(National Center for Biotechnology
Information)

orto-nitrofenil galaktopiranozid
(Per/Arnt/Sim) fehérjeelem

Prolin-, glutaminsav-, szerin-, és
treoningazdag fehérjemintazat

A fitokrém tavoli voros fényt elnyel
alakja

PHI-BLAST (Pattern Hit Initiated BLAST)

pPCV
Pr

PRC
PRONE
SCF
SDS
SEM

SH3

(Plant Cloning Vector) névényi két-
gazdas plazmid

A fitokrém voros fényt elnyeld alakja
(phase response curve) az 6ra beallit-
hat6sagat az id6 fliggvényében leiré
gorbe

(Plant RHO Nucleotide Exchanger)
fehérjeelem

SKP-Cullin-F-box
Natrium-dodecil-szulfat

(standard error of the means) a ké-
zépértékek standard hibaja

(SRC Homology 3) fehérjeelem

TBLASTN (Translated BLAST on Nucleotide

Tris-HCl

UV-A/B
ww

(Yeast Pepton Adenin Dextrose) éleszt6 taptalaj

database)

Trisz (hidroximetil) amino-metan
klorid s6ja

Ibolyantuli-A/B sugarzas

Két, jellegzetes elhelyezkedésii
triptofant tartalmazo fehérjeelem



ROVIDITESEK JEGYZEKE

Gének nevei

ARF
ARR
ASK
B-TUB
CAB2
CCA1
CCR2

CDC42
CDF1
CIR1
CK2
CKB
Cco
COP1

CRY
CUL1
DET1

ADP-RIBOSYLATION FACTOR
ARABIDOPSIS RESPONSE REGULATOR
ARABIDOPSIS SKP

B-TUBULIN

CHLOROPHYLL A/B-BINDING 2
CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATED 1
COLD CIRCADIAN CLOCK
REGULATED 2

CELL DIVISION CYCLE 42
CYCLING DOF-FACTOR 1
CIRCADIAN 1

CASEIN KINASE 2

CASEIN KINASE (-SUBUNIT
CONSTANS

CONSTITUTIVE PHOTOMORPHO-
GENESIS 1

CRYPTOCHROME = kriptokrom
CULLIN 1

DE-ETIOLATED 1

DEXRAS1 DEXAMETHASONE INDUCED RAS 1

ELF
EPR1
FHY
Fl01
FKF1

FT
GFP
GI
GRP7
HPT

KPP1
LePRK

LHY
LIP1
LKP2
Luc

LUX
MAPK

MBP
MYB

PHOT
PHY
PIF

PRR
RAB
RABL3
RAN

EARLY FLOWERING

EARLY PHYTOCHROME-RESPONSIVE 1
FAR RED ELONGATED HYPOCOTYL
FIONA 1

FLAVIN-BINDING, KELCH-REPEAT,
F-BOX 1

FLORAL TRANSITION

GREEN FLUORESCENT PROTEIN
GIGANTEA

GLYCINE-RICH PROTEIN 7
HYGROMYCIN
PHOSPHOTRANSFERASE

KINASE PARTNER PROTEIN1
Licopersicon esculentum PROTEIN
RECEPTOR KINASE

LATE ELONGATED HYPOCOTYL
LIGHT INSENSITIVE PERIOD 1

LOV KELCH PROTEIN 2

Photinus pyralis (szentjanosbogar)
luciferaz

LUXARRHYTHMO
MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN
KINASE

MALTOSE-BINDING PROTEIN
MYELOBLASTOSIS VIRAL ONCOGENE
HOMOLOG

PHOTOTROPIN = fototropin
PHYTOCHROME = fitokrém
PHYTOCHROME-INTERACTING
FACTOR

PSEUDO RESPONSE REGULATOR
RAS-LIKE PROTEINS IN BRAIN
RAB-LIKE 3

RAS-LIKE NUCLEAR PROTEIN

RAS
RHO
ROP
SAR

SRR1

TEJ
TIC
TOC1
wc
WNK
XCT
YFP
ZTL

RAS SARCOMA ONCOPROTEIN

RAS HOMOLOGUE PROTEIN

RHO OF PLANTS
SECRETION-ASSOCIATED AND RAS-
RELATED

SENSITIVITY TO RED LIGHT REDUCED
1

Szanszkritiil: fényes

TIME FOR COFFEE

TIMING OF CAB 1

WHITE COLLAR

WITHOUT ASPARAGIN AND LYSIN
XAP5 CIRCADIAN TIMEKEEPER
YELLOW FLUORESCENT PROTEIN
ZEITLUPE



BEVEZETES

Az idozités élettani jelentosége

A Fo6ldon nem minden kornyezeti tényezd valtozasa véletlenszer(i. Bolygonk tengely
koriili forgasa kovetkeztében a felszinen a fény erdssége, spektruma és a homérséklet
24 6ranként ismétl6d6 mintazat szerint valtozik. Ehhez a kiszamithaté jelenséghez
szinte minden foldi él6lény alkalmazkodott. Kiilonb6z6 életfolyamataikat, amelyek
fényhez vagy sotéthez kothetdk, a napfelkeltéhez vagy a naplementéhez igazitjak. A
fotoszintetizal6 él6lények szamara a fény az elsérendii energiaforras, ezért szdmukra
kiilonosen fontos, hogy ezt az er6forrast minél hatékonyabban tudjak hasznositani.
Ennek feltétele, hogy mar napfelkelte el6tt felkészitsék fényelnyel6 és hasznosité, va-
lamint a fénykarosodastodl védo rendszereiket [1]. A helyhezkotott névények nem ké-
pesek a kedvez6tlen koriilményeket helyvaltoztatassal elkertilni. Ezért kénytelenek a
stresszvalaszaikat és minden olyan életfolyamatukat is, amely komoly eréforrast igé-
nyel, takarékossagi szempontbdl a legmegfelelébb id6szakra korlatozni, valamint

egymassal idében 6sszehangolni [2,3].

A kiilonb06z6 folyamatok 6sszehangolasara sejtszinten is nagy szilikség van. A sejten
beliili forgalomiranyitas a torlédasok elkeriilése, a csomagok gyors és pontos kézbesi-
tése miatt kulcsszerepet jatszik a sejtek valtozé kornyezethez valé alkalmazkodasaban
[4]. A sejtosztodas id6beli szervezése az egyedfejlodés szempontjabol rendkiviil fon-
tos. Szamos él6lény a sejtosztddast csak egy bizonyos napszakra korlatozza [5]. A kii-
16nb6z6 koriilményeket igénylé biokémiai folyamatokat nem csak térben, de idében is
célszerll szétvalasztani. Példaul az oxigéntermeld fotoszintézist és az oxigénmentes
korilményeket igényld nitrogénkotést a cianobaktériumok nemcsak kiilonb6zd sej-

tekben, hanem eltér6 napszakban is végzik [6]. A hatékony szénmegkotés érdekében a



BEVEZETES 4

pozsgas novények pedig a fotoszintézis fény- és sotétfolyamatat valasztjak szét térben

ésidbben [7].

A cirkadian ora

Az az id6mérd, amely ezt az id6zitést, a kiils6 és a belsé ritmusok 6sszehangolasat le-
het6vé teszi az un. bioldgiai 6ra. Ez egy 6nm{ikddd ritmusképzd rendszer, amely a hoz-
za kapcsolt folyamatoknak hullimz6 mintazatot biztosit. Ezen ritmusok hozzavet6leg
egy napos gyakorisaggal ismétlédnek, ezért a latin circa diem Kkifejezés nyoman
cirkadian éranak, az altala 1étrehozott ritmust pedig cirkadian ritmusnak nevezziik. A
cirkadian ritmusok legfontosabb jellemzdje, hogy allandé kortilmények kozott is
fennmaradnak. A cirkadian 6ra ugyan a kdrnyezett6l fiiggetlentil is képes ritmus el6al-
litdsara, de a miikodésével jaro elény érvényesiiléséhez sziikség van a kiils6 kérnye-
zethez val6 igazodas képességére. Az 6ra ezért a kiils6 kornyezeti tényezdék - elsésor-
ban a fény és a h6mérséklet - altal nap mint nap beallitédik. A cirkadidn 6ra teszi lehe-
tové a nappalhosszusag valtozdsdnak nyomonkovetésével a novény fejlédési folyama-

tainak megfelel6 évszakra val6 id6zitését is.

A rendszerben betoltott szerepiik alapjan a cirkadidn érat felépité elemeket harom
csoportba sorolhatjuk: a ritmusképz6 férezgékor elemei, a kiilvilaggal valé kapcsolatot
biztositd bemeneti elemek, és a 1étrehozott ritmust az élettani folyamatokra kapcsold
kimeneti elemek. A kutatdk figyelemét az elméleti szempontbol legizgalmasabb rész, a
kozponti férezg6kor megismerése koti le els6sorban. A kiilonb6z6 modellszervezetek-
ben (egér, gyiimolcslégy, fonalas gomba, cianobaktérium, ludfli) végzett kutatasok
kideritették, hogy ugyan a férezgékort felépitd elemek egyaltalan nem hasonlitanak a
vizsgalt élélénycsoportokban, az érat felépit6 rendszer szervezd6dése mégis nagyon
hasonlé. gy példaul megéllapithaté, hogy a ritmus el8allitasahoz jellegzetes éragének
és orafehérjék altal 1étrehozott, késleltetett negativ visszacsatolason alapuld szabalyo-
zOhurokra van sziikség. A novényi cirkadian 6ra kutatdsa az utobbi évek jelentds
eredményei ellenére lemaraddsban van a tobbi modellszervezetéhez képest. Noha a
novényi modellszervezetként hasznalt ludfliben (Arabidopsis thaliana) szamos olyan
gént leirtak, amely befolyasolja a cirkadian 6ra miikodését, ezek tobbségét eddig nem
sikeriilt megnyugtatéan elhelyezni egy jol m(ikod6é novényi cirkadian dramodellben. A

jelenlegi, elég vazlatos modell szerint a ritmus létrehozasahoz névényekben két, nega-
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tiv visszacsatolason alapul6 szabalyozdéhurok egyiittmiikodésére van sziikség. A gyor-
san rezg0 un. ,reggeli” hurok és a lassan rezg6 ,esti” hurok 6sszekapcsolasanak ered-
ményeképp alakul ki a kozel 24 6ras ritmus. A rezgékori elemek egy részének miiko-
dése fényszabalyozott, ez biztositja a kornyezettel valé kapcsolatot. A bemeneti ele-
mek koziil igazabol csak a fényelnyeld fehérjék szerepe ismert kielégitéen, a koztiik és
a férezgokor kozotti kapcsolatot biztosito jelatviteli elemek tobbnyire ismeretlenek.
Egyel6re ugyancsak homalyosak a férezgdkor jeleit a vezérelt életfolyamatok felé to-

vabbité kimeneti jelatviteli utak, noha maguk a vezérelt ritmusok jol jellemzettek.
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Rendszeresen ismétlodo élettani folyamatok

Az é16 anyag minden megnyilvanulasi szintjén megfigyelhet6k olyan folyamatok, ame-
lyek id6ben ismétl6d6 mintazatot mutatnak. Ezeket az ismétl6dés gyakorisaga szerint
csoportosithatjuk. Vannak olyanok, amelyek masodperces, perces gyakorisaggal is-
métlédnek. Kozismertek pl. az agyhullamok (tizedmasodperc), a szivverés (~1 ma-
sodperc), a 1égzés, a madardal, vagy a tiicsokciripelés (néhany masodpec), de vannak
kevésbé ismert folyamatok is, mint pl. a sejten beliili kdlciumhullamok (fél perc), a
pollencsé novekedése (1 perc), a szomitdk kialakuldsa a gerincesek embriofejlédése
soran (~20 perc zebrahalban), az élesztésejtek O,-fogyasztasa (40 perc), vagy az em-
ber kiillonb6z6 alvasszakaszainak ismétlédése (90 perc). Ezeket a folyamatokat, mivel
egy napon beliil tobbszor ismétlédnek, ultradidn ritmusoknak nevezziik a latin ultra
diem (egy napon tuli) kifejezés alapjan. Az id6lépték masik végén olyan folyamatokat
talalunk, amelyek tobb nap alatt ismétl6dnek. Ilyenek pl. a gerincesek menstruacios
ciklusa (ragcsalok: 3-5 nap, ember: 25-33 nap), vagy a vidndormadarak koltozése, a
téli alom (évente egyszer). Ezeket infradian ritmusoknak nevezziik (latin infra diem,
egy nap alatti). Vizsgalataink targyat azok a folyamatok képezik, amelyek egy napos
gyakorisaggal ismétlédnek, és amelyeket ezért cirkadidn ritmusoknak hivunk.
Cirkadian ritmusokkal gyakran taldlkozunk a hétkoéznapi életben. Legismertebb meg-
nyilvanuldsa az utazdébetegség (jet lag), amely akkor jelentkezik, ha viszonylag gyorsan
a lakéhelyiinktdl nagyon kiilonb6z6 id6zénaba kertiliink. Cirkadian szabalyozas alatt
all az ember alvas/ébrenlét allapota, de a testh6mérséklet és a vérnyomas is.
Cirkadian ritmusok szinte minden, a fény érzékelésére képes él6lényben megfigyelhe-

t6k a sejtmag nélkiiliektél a gombakon és novényeken keresztiil a gerincesekig [8].
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Cirkadian ritmusok

Alapismeretek, alapfogalmak

Osszefoglaléan napszakos ritmusrél beszéliink, ha egy jelleg természetes viszonyok
kozott 24 oras gyakorisaggal ismétlddik. A cirkadian ritmusok abban kiilénb6znek az
egyszer(, kornyezeti jelek altal vezérelt napszakos ritmusoktol, hogy allandé kiils6
koriilmények kozott is fennmaradnak. Ez egy kornyezettdl fiiggetleniil miikodd, szaba-
lyosan ismétl6dé mintazat kialakitasara képes bels6 6ra (tovabbiakban cirkadian 6ra)
létezésének a bizonyitéka. Ilyenkor az adott ritmusra jellemzd periédus alakul Kki,
amely rendszerint hosszabb vagy révidebb, mint 24 dra, és amely egy id6 utan lecseng.
A természetben ugyan soha nincsenek allandd fény- vagy hémérsékleti viszonyok,
mégis a kutatdsban sokszor alkalmazzuk ezt a kisérleti elrendezést. llyen kortilmények
kozott ugyanis a kornyezet hatasa elhanyagolhatd, a ritmus jellegét kizarélag a

cirkadian rendszer belsé torvényszer(iségei alakitjak: az éra ,,szabadon fut”.

A cirkadian ritmusok ugyan kiils6 kornyezeti jelek nélkiil is fennmaradnak, de
azokkal beadllithaték. A beadllitds soran a bels6 id6 a kiils6hoz igazodik. Mivel az 6ra
lényege a kornyezethez valé alkalmazkodas, ezért a kiils6 id6hoz vald igazithat6sag
alapfeltétele a kornyezeti valtozasok megbizhat6 eldrejelzésének. A bels6 6ra sokféle
kiilsé (stressz)hatasra be képes allitddni, ezek koziil a legfontosabb a fény és a hGmér-
séklet. A kiilonb6z6 kornyezeti jelekre val6 érzékenység azonban nem egyforma a nap
soran, hanem hulldmzé mintazatot mutat. A bels6 6ra ugyanis érzékelSinek cirkadian
szabalyozasaval a sajat beallithatosagat, illetve a kiilsé jelekre adott valaszokat bizo-

nyos napszakokra korlatozza. Ezt a jelenséget zsilipelésnek hivjuk.

A cirkadian ritmusok képesek ellenstlyozni a hémérséklet kémiai reakciokat befo-
lyasolé hatasat. Ennek koszonhetéen a cirkadidn ritmusok szabadon futé periédusa
tag hdmérséklethatarok kozott is kozel 24 6ra marad. A kémiai folyamatok sebességé-
nek homérsékletfiiggését az un. Qo érték mutatja. Ez azt fejezi ki, hogy egy adott fo-
lyamat sebessége hanyszorosara n6, ha a h6mérsékletet 10 °C-kal emeljiik. A cirkadian
ritmusok periddusa alig valtozik a hdmérséklet valtoztatasaval (Q,0=0.8-1.2), ellen-

tétben a kémiai folyamatok sebességével (Q10=2-4).
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A cirkadian ritmusokat az alabbi fogalmakkal tudjuk leirni, amelyeket legegysze-

riibben egy vazlatos abran lehet szemléltetni (1. abra).
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1. abra. Egy cirkadian ritmus vazlatos jelleggorbéje

Az abran egy cirkadian o6ra altal szabalyozott folyamat mérhetd tulajdonsagait tiintettem fel. A beal-
lité fényviszonyokat fekete, illetve fehér savokkal jeloltem. Allando fényviszonyok kozétt a névleges
éjszaka vagy nappal fogalmaval azt fejezziik ki, hogy ekkor kovetkezne a bedllit6 fény/sotét valta-
soknak megfelelé6 napszak. Kisérleteink soran az utolsé bedllité nappal kezdetétdl szamitjuk az
eltelt id6t. Periddusnak nevezziik két egymdst kovetd cstcs id6beli tavolsagat. A cirkadian ritmus
csucsa és volgye kozotti kiillonbség fele a kitérés (amplitido). A ritmus atlagos szintje a kitérések
alapvonalanak tavolsaga a filigg6leges tengely 0 pontjatol. A ritmus fazisat rendszerint a hullam

csucsidejének és egy viszonyitasi id6pontnak a kiillonbségeként adjuk meg.

A periddus egy jelleg ismétlédési gyakorisagat jelenti. Ha a jelleg kifejez6dését az
id6 fuggvényében abrazoljuk, akkor a periddust a hulldammintazat két azonos pontja-
nak (pl. az egymast kovetd csucsoknak) iddbeli tavolsaga adja meg. A szabadon futé
cirkadidn ritmusok periddusa altalaban 20-28 éra (cirkadidn tartomany). A periédus
egy-egy korben kiilonbozhet, a gyakorlatban ezért tobb csucs tavolsagabdl szamolunk
egy atlagot. A ritmus fazisa azt mutatja meg, hogy a cirkadian koron beliil hol tart6z-
kodik a rendszer. Ezt rendszerint a hullam csucsidejének és egy viszonyitasi idépont-

nak (az utolsé bedllité fény kezdetének) a kiilonbségeként adjuk meg. Megegyezés
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szerint a hullam kitérése (amplitiddja) a csdcs és a volgy kozotti kiillonbség fele. A
kitérés egy-egy kor soran eltéré is lehet. A ritmust erdteljesnek mondjuk, ha a kitéré-
sek nem valtoznak nagyon az egymast kovetd korok soran. A ritmus atlagos szintje a
kitérések alapvonalanak tavolsaga a fiiggdleges tengely 0 pontjatél. A hullam alakja
fligg a ritmust kialakit6é folyamatok (felfutas, lefutas) sebességétdl, a csicsok és vol-
gyek id6tartamatol. A kiillonbo6z6 ritmusok hullamalakja nagyon eltérhet: vannak kihe-
gyesedd csucsokkal rendelkez6 ritmusok és elnyultan tet6z0k, szabalyos
szinuszhulldm-szer(iek és vallasak, nagy- és kis kitéréstiek. Névleges éjszakaként vagy
nappalként tiintetjiik fel folyamatos koriilmények alatt a beallit6é fény/sotét valtasok-
nak megfelel6 id6szakokat. Ezzel azt fejezziik ki, hogy ekkor kovetkezne a megfelel
napszak. Kisérleteink soran az utolsé beallité nappal kezdetétdl szamitjuk az eltelt

idét.

Meérési modszerek

Egy cirkadian jelleget sok szempontbdl vizsgalhatunk, ennek megfelel6en sokféle ki-
sérleti elrendezés koziil valaszthatunk. A két leggyakoribb a valés viszonyokat utanzo
valtakozd, illetve a belsé torvényszeriiségek feltérképezésére alkalmasabb allandé
fényviszonyok kozott torténd mérési mod. Utdbbi esetben a vizsgalati alanyokat par
napon keresztiil a valdés napokat utanzé egyszerd fény/sotét valtassal valé beallitas

utan helyezziik allando sotétbe vagy fénybe (fehérbe vagy egyszin{ibe).

A szabadon futé koriilmények kozott mérhetd periddus a legtobb él6lényben fiigg
az alkalmazott fény erésségétdl [9]. Novényekben ez a viszony altaldban forditott: mi-
nél erésebb a fény, annal révidebb a peridédus. A periddus fényfiiggésének megvaltoza-
sa a cirkadian ora fényszabalyozasanak zavarat jelezheti. A periddus fényerdsségtdl
valo fliggését ugy vizsgaljuk, hogy az azonos mdédon beallitott novényeket eltérd erods-
ségii allando fénybe (fehérbe vagy egysziniibe) helyezziik néhany napra, majd a kiala-
kul6 periddust az alkalmazott fényerdsség tizes alapu logaritmusanak fliggvényében
abrazoljuk. Az igy kialakulo6 fényerd6sség-fliggés gorbe (FRC, Fluence Rate Curve) segit-
ségével szerezhetiink ismereteket a kiillonb6zd szinl és erdsségli fényben miikodd

fényérzékel6 rendszerek érintettségérol.

A cirkadian 6rat be lehet allitani egyetlen fényvillanassal is. Ez 1ényegében azt jelen-

ti, hogy a rezg6kor valamely kulcselemének miikodését a fény kozvetleniil vagy koz-
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vetve befolyasolja, példaul ideiglenesen csokkenti annak szintjét. Az dra fazisatol fiig-
gben ez késést vagy sietést okozhat. Ez a kettds valasz az alapja a beallithatésagnak (2.
abra, A mez0), amelynek soran a tul gyorsan vagy tul lassan fut6 bels6 6ra a kiilso rit-

mushoz igazodik.

Kordbban mar emlitettem, hogy az 6ra sajat beallithatdsagat cirkadian szabalyozas
alatt tartja. Ennek készonhet6en az 6ra a nap nagy részében szinte teljesen érzéketlen
a beadllito fényjelekre, mig a legnagyobb faziscstiszasokat a névleges éjfél kornyékén
lehet kivaltani. A természetben ilyenkor nincs fény, ezért val6jaban az 6ra a napfelkel-
te és/vagy a naplemente idején a legérzékenyebb a bedllitdsra. A természetben e két
idépontban valtozik legnagyobb mértékben a fény erdssége (és szindsszetétele), ezért
ez a két legbiztosabb pont a nap folyaman, amelyekhez igazodni lehet. Az egyéb id6-
pontokban fellép6 ideiglenes, nem kiszamithatéan bekovetkezd kornyezeti valtozasok
(pl. egy felhd eltakarja a napot) cirkadidn szempontbdl nem hasznosak, igy érthetd,

hogy az 6ra a nappal soran érzéketlen a beallito jelekre.

Ha a szabadon fut6 éra fazisat kiilonb6z6 idépontokban adott azonos erdsségii és
idétartamu fényvillanassal allitjuk be, és a tapasztalt faziscsuszast az adott fényvilla-
nas idejének fliggvényében abrazoljuk, megkapjuk az un. fazisvalasz gorbét (PRC,
Phase Response Curve, [10]). A kiilénb6z6 szinii és er6sségii fényvillanasokkal eldalli-
tott fazisvalasz gorbék alakja eltérd. Altalaban erésebb fényvillanasokkal nagyobb fa-
ziscsuszasokat lehet kivaltani, mint gyengébekkel. A fényvillanas erejének vagy az 6ra
fényérzékenységének mas modon (pl. genetikai dton) torténd megvaltoztatasa az

egyik fajtaju gorbébdl a masikba valé atmenetet idézheti el6 (2. abra, B mezd).
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2. abra. A fény hatasa a cirkadian 6rara

(A) Az 6ra beallitasanak alapja, hogy egy f6 rezgékorelem miikddését, pl. szintjét egy fényvillanas
ideiglenesen meg tudja valtoztatni (itt csokkenteni). Attdl fiiggden, hogy a villanas melyik fazisban
éri az drat, sietést vagy késést valt ki. (B) A sietéseknek és késéseknek a fényvillanas idejének fiigg-
vényében vald abrazolasaval kapjuk a fazisvalasz gorbét (PRC, Phase Response Curve). Erés villa-
nasokkal nagyobb faziscstiszasokat lehet kivaltani, mint gyengébbekkel. (C) A PRC alakja befolya-
solja az alland¢ fényben kialakulé periédust és annak fényerdsségtol valo fliggését. A magyarazatot
lasd a szdovegben. (D) Az alland6 fényben kiillonb6z6 periédust ritmusok csticsa természetes 24
6ras nap esetén kiilonb6z6 fazisra esik (a rovid periédustaké korabbra, a hossziaké késébbre tol6-
dik). A fazist helyrehozhatjuk, ha a kiilonb6z6 periédusd noévényeket a periédusuknak megfelelé

hosszu- vagy rovidnapos koriilmények kozott neveljiik.

Ugy tartjak, hogy a rovid fényvillanasokkal kivaltott faziscstiszas az alapja a kiilon-
b6z6 erdsségii dllando fényben kialakul6 eltérd periédusoknak is [11]. Eszerint allan-
do fényben az 6ra folyamatosan beallitodik: a cirkadian kor egyik felében késések, a
masik felében sietések torténnek, és ezeknek ereddjeként alakul ki a szabadon futé
periodus. A PRC alakja (a késések és sietések aranya) meghatarozza a szabadon futé

ora periodusat és annak fényfiiggését [12]|. Ha példaul a PRC-n azt latjuk, hogy a sieté-



SZAKIRODALMI ATTEKINTES 12

sek mértéke joval meghaladja a késésekét, akkor az FRC-n a periddus rovidiilni fog a
fény er6sségének novelésével (igy van a vad hatter( ludfliben), mig ha a villanasokkal
inkabb késéseket lehet kivaltani, a periddus novekedni fog az alkalmazott fény eréssé-
gének novelésével (pl. elrontott 6raju valtozatokban). Vegyiink két kiilonboz6 6raval-
tozatot. Az elsd esetben a két 6ra periddusa sotétben megegyezik, de a fény eltéré mo-
don képes gyorsitani 6ket. Amelyikben inkabb sietéseket lehet kivaltani fényvillana-
sokkal, abban a periédus gyorsabban csokken az allandé fény erdsségének novelésével
(2. abra, C mezo, fels6 sav). Ha a két éra periddusa sotétben eltér, de fényérzékenysé-
giik (PRC-jiik) azonos, akkor parhuzamos FRC-t kapunk (2. abra, C mez6, kozépso sav).
Ha a két valtozatban mind a s6tétben kialakulé periédus, mind pedig a PRC eltérd, ak-
kor olyan eltéré meredekségii FRC-ket figyelhetiink meg, amelyek kiindulasi pontja is

eltéro (2. abra, C mezo, also sav).

Az allandé fényben kiilonb6z6 periddusu ritmusok csicsa természetes 24 6ras nap
esetén kiilonbo6z6 fazisra esik: a rovid periédusuiaké korabbra, a hossztiiaké késébbre.
Ezért az ilyen hibas valtozatokban az 6ra altal idézitett élettani folyamatok is mas, nem
megszokott idészakra esnek. Ennek egyik latvanyos kovetkezménye a viragzasi idé
megvaltozasa, amelyet a viragzast szabalyozé gének kifejez6dési csticsanak és a fény-
szakasznak a szétcsuszasa okoz (lasd: 20. oldal). A fazist helyrehozhatjuk, ha a kiilon-
b6z6 periddusu vonalakat a periédusuknak megfelel6 hosszu- (pl. 28 6ra) vagy rovid-
napos (20 éra) koriilmények kozott neveljiik (2. abra, D mezd). llyen médszerrel mu-
tattak meg cianobaktériumokban és ludfiiben, hogy a rovid periédusu valtozatok ro-
vid, a hosszi periddusiak hosszi napos koriilmények kozott novekednek jobban

[13,14]. Ez a bels6 és kiilsd ritmusok 6sszehangolasanak jelentéségét bizonyitja.

Az 6ra miikodését sok mas modon is lehet vizsgalni (pl. a periodus hdmérsékletfiig-
gését, vagy a zsilipelést), mivel azonban dolgozatomban ezzel kapcsolatos kisérleteket

nem mutatok be, eltekintek részletes leirdsuktol.

A cirkadian ora

A cirkadian ritmusok létrejottéért egy a kiils6 kornyezettdl fiiggetlentil is miikodni
képes belsé dra tehet6 felel6ssé. A cirkadian 6ra miikodését sokféleképpen lehet szem-
1éltetni, modellezni (lengbinga, rugémozgas, elektronikus rezgékor, kormozgast leiré

egyenletek, stb). Akarmelyik megkozelitést valasztjuk is, harom alapvet6 kérdést meg
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kell tudnunk valaszolni: 1. hogyan jon létre a rezgés, 2. hogyan lehet a bels6 ritmust a
kiils6 kornyezet ritmusara hangolni (hogyan allithaté be az 6ra kornyezeti jelekkel),
illetve 3. hogyan lehet a létrehozott ismétl6dé mintazatot a vezérelni kivant élettani
folyamatokhoz eljuttatni. Ezt az egyszer(i, a kdztudatba régota [15] bevonult harmas
felosztast (1. férezgdkor, 2. bemenet, 3. kimenet) kovetem én is a cirkadian 6ra miiko-

désének bemutatasa soran (3. abra).

BEMENET FOREZGOKOR KIMENET

génkifejezédés
jelatvitel

. anyagcsere
fényérzékeld 3

héérzékels = stresszérzékenység
—

egyedfejlédés
szervmozgas

3. abra. A cirkadian ora vazlatos felépitése

Miikddés szempontjabdl a cirkadian érat harom egységre bonthatjuk. A férezgékor, amely a kor-
nyezettdl fiiggetleniil képes ismétl6d6 mintazat létrehozasara, legalabb egy serkentd és egy gatlo
folyamatbol all6 negativ visszacsatoldson alapul. A hullAmmintazat létrejottének feltétele a vissza-
csatolas késleltetése. A férezg6kor ugyan képes a kornyezettdl fiiggetleniil is miikédni, de az alkal-
mazkodas szempontjabdl az is fontos, hogy a bels6 ritmus a kiils6, természetes ritmusra hangoldd-
jék. A naponkénti 6rabedllitast a kornyezeti jeleket érzékel6 molekuladk és a hozzajuk kapcsol6dé
jelatviteli elemek férezg6korhoz valé csatolasa teszi lehetévé (bemenet). Az 6rat sokféle kornyezeti
jellel be lehet allitani, de a két legjelentdsebb a fény és a h6mérséklet. A 1étrehozott ismétl6dé min-
tazat a kimeneti jelatviteli utakon keresztil nyilvanul meg a kiilonféle élettani folyamatokban, ame-

lyek a génkifejez6déstdl kezdve a szervmozgasokig minden szinten megfigyelhetdk.

A ,tartos hullam” létrejottének feltételei, a forezgokor felépitése

Hogyan lehet létrehozni egy 6nmiik6dd hullamgerjeszt6 rendszert? A hullam gerjesz-
tése és fenntartasa az elemek (6ragének és termékeik) kozotti kapcsolati halé megfele-
16 elrendezésétdl és az elemi kapcsolatok (atiras, leforditas, fehérjemodositasok, le-
bomlas, stb.) erdsségeinek egymashoz igazitasatdl fligg [16]. Rezgés létrehozasahoz

legalabb egy serkent6 és gatlo folyamatbdl allé negativ visszacsatolasra és a visszaha-
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tas késleltetésére van sziikség. A negativ visszacsatolas lényege, hogy egy elem tobb
lépcs6n keresztiil végiil a sajat miikodésének gatlasat idézi eld. Ez a rendszer azonban
legalabb harom kiilénb6z6 allapotot vehet fel: gyorsan lecsengé (nem rezgd), szaba-
lyosan, illetve szabalytalanul rezgé. A harom allapot kozti &tmenet ugrasszertd, és az

elemek kozotti kapcsolatok erésségének (segédvaltozoknak) atallitasaval valthato ki.

Az ilyen egyszer( rezg6kor altalaban nem tud kell6en erételjes és alland6 periddu-
su rezgést biztositani, ahhoz egyéb szabalyozékorok beépitésére van sziikség. Ilyen
megoldas pl. egy pozitiv visszacsatolas hozzaadasa, amelyrél mar tobb kisérletben is
bemutattak, hogy sziikséges a megfeleld szintli rezgés fenntartdsahoz [17,18]. Masik
megoldas, hogy tobb, kissé eltéréen hangolt hurkot kapcsolunk 6ssze, amelyek Kki-
egyenlitik az egyensulyt megzavard kiilsé és bels6 tényezdk hatasat. Ezen biztositékok
lényege, hogy megprébaljak a rezgdkort a szabalyosan rezg6 allapotban tartani. Egy
cirkadian 6ragén vagy egy fénybemeneti elem elrontasa 6rokletesen megvaltoztathatja
egy segédvaltozé értékét. Ez a szabalyosan rezgd allapotrol valamelyik masik allapotra
val6 atallast eredményezhet (eltéré periddus vagy Kkitérés, gyorsan lecsengé ritmus,

szabdalytalan rezgés).

Hagyomanyosan azokat az elemeket tekintjiik a férezgékor részeinek, amelyek tor-
lése vagy folyamatos miikédése minden megfigyelhet6é ritmus megsziinéséhez vezet,
szintjik vagy miikodésiik cirkadian médon hullamzik, tovabba amelyek szintje vagy
miikodése a fény és egyéb bedllitojelek altal pillanatszer(ien megvaltoztathatd, és ez

egyben minden megfigyelhetd ritmus fazisanak atallitédasahoz is vezet.

Az ora kapcsolata a kiilvildggal a bemeneti elemeken keresztiil

A cirkadian Ora létezésére a kdrnyezeti valtozasok eldrejelzése miatt van sziikség. A
belsé ritmus kiils6hoz valé igazitasat a kornyezeti jeleket érzékel6 jelatviteli rendsze-
rek férezg6korhoz valé csatolasa teszi lehet6vé. A kapcsolatot biztositd jelatviteli
rendszert hivjuk a cirkadidn 6ra bemenetének. A legfontosabb beallité jel a fény és a
hémérséklet, amelyek meghatarozott pontoknal befolyasoljak az 6raelemek miikodé-

sét.

Szamos esetben kimutattak, hogy sajat bemeneti elemeinek mi{ikodését a cirkadian

ora szabalyozza. Modellek tanisaga szerint ez a fajta szabalyozas erdteljesebbé teszi a
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rezgést [19], ezen kiviil pedig biztositja az 6ra beallithatésaganak bizonyos napszakra

valod korlatozasat (a bemenet zsilipelése).

Azokat a géneket tekintjiik a cirkadian 6ra bemeneti elemeinek, amelyek elrontasa
csak az 6ra miikodésének kornyezettdl (pl. fénytdl) valo fliggését valtoztatja meg, de
nem sziinteti meg a ritmust. gy példaul megvaltozhat a periédus, a hulldm tartéssaga
(lecsengés), de a ritmus nem sziinik meg. A bemenetnek a ritmus erdteljességére gya-
korolt hatasa miatt konnyen el6fordulhat, hogy egy bemeneti elem elrontasa kovetkez-
tében legyengiilt ritmust megszlintnek hisziink. Mas koriilmények kozott azonban a

ritmus djra nyilvanvaléva valhat, bizonyitvan a férezgékor érintetlenségét.

Az ora kimeneti elemei dltal szabalyozott folyamatok

Azokat a jelatviteli utakat, amelyeken keresztiil az 6ra a kiilonféle életfolyamatokat
vezérli az 6ra kimeneteinek nevezziik. Cirkadidn szabdalyozas a génkifejez6déstdl a
viselkedésig minden szinten megfigyelhetd. Cianobaktériumokban az 6sszes promoéter
miikodése cirkadian szabalyozas alatt all [20], és névényekben is a gének 89%-anak
kifejez6dése valtozik valamilyen napszakos mintazat szerint [21]. A kiilonb6z6 gének
kifejez6dési csucsai (fazisai) ugyan lefedik az egész napot, mégis a hasonl6 szerepet
bet6ltd gének id6zitése ugyanazon napszakra, legtobbjiik vagy a napfelkelte vagy a
naplemente kornyékére esik [21,22]. A génkifejez6déshez hasonléan az 6sszes tobbi
cirkadian-szabdalyozott folyamat is a szdmara legmegfelel6bb napszakra id6zitédik. A
férezgdkor értelemszertien csak egyféle fazissal rezeg, az ettdl eltéro fazisokat modosi-
t6 kimeneti elemek kozbeiktatasaval lehet létrehozni (fazisatalakiték). Megfigyelték
azt is, hogy egyes Kkimeneti elemek 0nall6 szabalyozéhurkokat alkotnak. Ezen
alrezg6korok elrontasa nem befolyasolja a férezgékor miikodését, csak az adott kime-

netet érinti.

Azokat az elemeket tekintjiik az 6ra kimenetének, amelyek elrontasa nem sziinteti
meg a ritmusképzést és nem valtoztatja meg a periédust sem, hanem csak egyes rit-

musok kifejez6désére (kitérés, fazis, hullamalak) van hatassal.
Kozponti és kornyéki orak

Allatokban cirkadian éra ugyan szinte minden sejtben miikodik, mégis egy kozponti

ora (a hipothalamusz latéidegkeresztezddés feletti sejtcsoportjdban) iranyitasa alatt
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all az 6sszes kornyéki 6ra [23]. Eddigi ismereteink szerint a novényeknek az allatokkal
szemben nincs szervi szinten elkilontlt kézponti és kornyéki o6raja (bar a legujabb,
még nem kozolt eredmények azt sugalljak, hogy mas 6ra miikodik a fold alatti és feletti
szervekben). A novényi cirkadian 6ra minden sejtben 6nalldan, teljes értékiien miiko-
dik, eddig még nem sikertiilt sejtek kozotti 6sszehangolodast, vagy fiiggéséget megfi-
gyelni. Ugyanazon levél két felét ellentétes fazisban beallitva a génkifejez6désben meg-
figyelhetd faziskiilonbség alland6 koriilmények kozott napokig megmarad, nem egyen-

litédik ki [24].

Novényi életfolyamatok cirkadian szabalyozasa

A cirkadian 6ra szamos életfolyamatot szabdalyoz a novény fejlédése soran (4. abra).
Egyesek naponta jatszodnak le, ezeket az 6ra kozvetlentil vezérli. Masok évente ismét-
16dnek, ezek idozitését a cirkadian d6ra kozvetve, a nappalhosszusag valtozasanak

nyomonkovetésével végzi.

4. abra. Cirkadian szabalyozas a névényi fejlédés minden szintjén megfigyelhetd

(A) Csirazas, (B) a szikalatti szar megnyulasa, (C) levélmozgas, (D) a szar koréz6é mozgasa, (E) ar-
nyékelkeriilés, (F) viragzasi id6, (G) viragok kinyilasa, (H) illatanyagok termel6dése és kibocsatasa,
(I) gumoképzés és tapanyagraktarozas, (J) téli nyugalmi allapot, (K) gazcserenyilasok nyitédasa és
zar6dasa, (L) fotoszintézis, (M) fénykarosodas elleni védelem, (N) h6- és fagykarosodas elleni véde-

lem. Az 4bra a Yakir és munkatarsai altal 2006-ban kozolt 6sszefoglalé cikkbdl szarmazik [25].
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Eletfolyamatok kézvetlen cirkadidn szabdlyozdsa

Bizonyitott tény, hogy a cirkadian 6ra mar a névényi élet legkorabbi szakaszaban is
miikodik. Szaraz, nyugalomban lev6é voroshagyma magvak gazcseréje folyamatos so-
tétben is hullimz6 mddon valtozik. Ludfiiben a cirkadian 6rat a magvak beaztatasaval
be lehet allitani. Csirandvényeket sotétben novesztve mar a beaztatast koveté masodik
naptdl megfigyelhetd az 6ragének kifejez6désében a cirkadidn mintazat [26]. Szamos
novényfaj csirazasi idejét a cirkadian éra hatarozza meg a nappalhosszisag mérésén

keresztiil, igy id6zitve azt a legmegfelel6bb évszakra.

A cirkadian szabalyozas a csirazas utani fejlédési szakaszokban sem sziinik meg. A
csirazoé ladfl novénykék szikalatti szaranak megnyulasat a cirkadian éra is szabalyoz-
za: a megnyulas liteme nem egyforma a nap soran, valtakoz6 fényviszonyok kozott
késd este [27], dlland6 fényben a névleges nappal végén 28] a leggyorsabb. Kideritet-
ték azt is, hogy a fény és a cirkadian o6ra egylittesen alakitjak ki a hulldimz6 mintazatot.
A jelenlegi modell szerint [27] ez a kdvetkez6 képpen torténik: a PIF4 és PIF5 atirasi
fehérjék génkifejez6dését a cirkadian 6ra szabalyozza. A csics ugyan a nappal kozepé-
re esik, a fény azonban a fehérjék lebontasat serkentvén megakadalyozza a nappali
megnyulast. Az este elején viszont a cirkadidn volgy miatt nincs elég fehérje. A kiils6
(fény) és belsd (cirkadian ritmus) tényezok ilyen id6beli elrendezésének eredménye,
hogy csak az este végén van elég novekedésserkento fehérje a megnyulas beinduldsa-
hoz. A fény gatl6 hatasa nem teljes, mivel a megnyulas liteme hulldimz6 marad allandé
fényben is. Ezzel hozhat6 kapcsolatba az a megfigyelés is, hogy a cirkadidn éra zavara
rendszerint egylttjar a szikalatti szar hosszanak megvaltozasaval [28]. A modellt né-
miképp bonyolitja, hogy a szikalatti szar megnyulasat sok egyéb tényez6 is befolyasol-
ja, példaul egyes névényi hormonok. Nemrég mutattak ki, hogy az 6sszes, auxin anyag-
cserével és jelatvitellel kapcsolatos gén kifejez6dése, valamint az auxinérzékenység is
cirkadian szabalyozas alatt all [29]. Kés6bb az is kideriilt, hogy nem csak az auxin, ha-
nem a novekedést befolyasol6 egyéb novényi hormonok jelatviteli elemei és az altaluk
szabalyozott célgének kifejez6dése is napszakos ritmusu [30]. Nem kizart, hogy a PIF4
és PIFS atirasi fehérjék éppen ezen gének atirédasat iranyitjak. Erdekes médon az
auxinnak nincs szamottevé hatasa a cirkadian 6ra miikodésére. A mesterségesen, ki-
viilrél adagolt hormon csak a ritmus kitérését csokkenti atmenetileg, a periodust nem

befolyasolja. Ez arra utal, hogy az auxin-rendszert az 6ra egyiranyuan vezérli, nincs
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negativ visszacsatolds. Mas hormonok ugyanakkor képesek befolyasolni a cirkadian

ritmus sebességétis [31].

A novekedés soran a cirkadian é6ra az arnyékelkertilést is szabalyozza. Ennek lénye-
ge a szomszédos novények jelenlétének érzékelése, amelynek a fényforrasért folyta-
tott kiizdelemben van jelentésége. Az arnyékot veté szomszédok jelenlétét a novény
azaltal érzékeli, hogy az arnyékold leveleken keresztiil érkezd fény voros/tavolivoros
aranya a kozvetlen napfényhez képest kisebb. A megvaltozott arany érzékelésében a
fitokromoknak van elsédleges szerepe. A bedrnyékolt novények szaruk és levélnyeleik
megnyulasaval probaljak tilnéni vetélytarsaikat. Az alacsony vords/tavolivoros ara-
nyu fényre adott valasz nem egyforma a nap sordan, a cirkadian o6ra zsilipelése miatt a

naplemente kornyékén a legnagyobb [32].

A novények sziklevelének és valédi levelének szarral bezart szoge szintén folyama-
tosan valtozik a nap soran, amely alland6 kortilmények kozott is megfigyelhet6 [33].
Ennek célja nappal a lehet6 legtobb fény elnyelésének biztositasa, éjszaka pedig a
héveszteség csokkentése. A tényleges levélallast sok egyéb tényezd modosithatja. A
levélmozgas megvaldsitdsanak sejtszintli mddja a kiillonboz6é novényfajokban eltéro.
Mig babban a levélnyél tovének alsé és fels6 oldalan elhelyezkedd sejtek ellentétes
ozmotikus térfogatvaltozasa, addig a lidfiiben ezen sejtek valtakoz6 megnyulasa hozza

létre a fligg6leges iranyt mozgast.

A kozvetlen cirkadidn szabdalyozas mar sejtszinten is megfigyelhetd. llyen latvanyos
sejtszint(i folyamat a gazcserenyilasok nyitédasa és zar6dasa, amelyet a cirkadian éran
kiviil szamos egyéb tényez6 (fény, h6mérséklet, paratartalom, CO,, hormonok, stb.) is
szabalyoz. Az éghajlati koriilmények nagy mértékben befolyasoljak, hogy a nyilasok
melyik napszakban nyitottak a legnagyobb mértékben. Ludfi{iben és a legtobb mérsé-
kelt égovi novényben a gazcserenyilasok napkdzben nyitottak, éjjel pedig bezarédnak
[34]. A szaraz éghajlaton él6 pozsgas novényekben azonban éppen forditott a helyzet
[35]. Nappal a vizvesztést megakadalyozand6 a nyildsok bezarddnak, ez azonban a
gazcserét is megakadalyozza. Annak érdekében, hogy a fotoszintézis emiatt ne alljon
le, ezek a novények a fotoszintézis fény- és sotétszakaszat idében (és térben is) szétva-
lasztottak. A nyitddas kozvetlen szabalyozasan tul a cirkadian 6ra a kiils6é szabalyozoé-

jelek (pl. a fény) hatasat zsilipeli is [36].
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A legkoézismertebb napszakosan ismétlédé sejtszintdi folyamat a fotoszintézis és a
szénmegkotés. A ludfliben szamos, a fotoszintézis fény- és sotétszakaszaban szerepet
jatszo gén kifejezédése all cirkadian szabalyozas alatt. Igy példaul az I-es és Il-es fény-
elnyel6 rendszer klorofill A/B-kot6 fehérjéit kddolé LHCA és LHCB csalddba tartozé
egyes géneké (pl. CAB2), a klorofill szintéziséért felel6s géneké (protoporfirin IX mag-
nézium kelataz), valamint a CO,-megkotésben szerepet jatszo rubisco enzim kis alegy-
ségét (RBCS) és a rubisco aktivazt (RCA) kddol6 géné [22]. Ezen gének altal kédolt fe-
hérjék szintje, s6t azok mddositasa (foszforildldsa) is cirkadian szabdlyozasu [37].
Mérsékelt égovi novényekben a fotoszintézis fény és sotétszakasza is nappal torténik,
mig pozsgas novényekben a cirkadian 6ranak készonhetéen e két folyamat és a hozza-
juk kapcsolddé egyéb folyamatok is (pl. gazcsere) ellentétes fazisban zajlanak. A szén
és a napenergia megkotését végzd rendszereken kiviil a forrasfelhasznalé anyagfelépi-
t6 folyamatokat, valamint a cukor- és aminosavszallitadst, keményitéanyagcserét bo-

nyolit6 fehérjék kifejez6dését is szabalyozza a cirkadian éra [22].

A cirkadian é6ranak rendkiviil fontos szerepe van a stresszvalaszok id6beli szerve-
zésében is. A fény ugyan els6dlegesen energiaforras a novények szamara, de a tul sok
(els6sorban az ultraibolya) fény karos nem csak a fényelnyel6 rendszerekre, hanem a
DNS-re is. A fénykarosodas csokkentése érdekében a névények mar a napfelkelte el6tt
beinditjak a fényvéd6 molekuldk (pl. antocianidok) gyartasaért felelés enzimek génje-
inek kifejez6dését [22]. Nappal nem csak a sok fény, hanem a magas hémérséklet és
ehhez kapcsol6ddan a szarazsag, valamint a talajvizben oldott anyagok best{irtisodése
miatt a s6 és ozmotikus stressz is megviseli a novényeket. Az emlitett kornyezeti té-
nyezOk elviselésére is megteszik a sziikséges ovintézkedéseket a novények: a
gazcserenyilasok szabalyozasan tul egyes akvaporinok, ioncsatornak és pumpak gén-
jeinek kifejez6dését is megfeleléen idéziti az éra. Ejszaka ugyanakkor elsésorban a
hideg jelenti a legnagyobb gondot. Erre felkésziilendé a novények a sejthartyak folyé-
konysagat noveld deszaturazok szintjét kezdi emelni mar a naplemente el6tt. A nové-
nyek a cirkadian ora zsilipelése miatt eltérd mértékben érzékenyek a hidegre és a me-
legre a nap soran: a gyapot példaul a hidegre a nap elején érzékenyebb, a melegre a

nap végén.

Az el6bbiekben felsorolt enzimek és egyéb fehérjék génjeinek kifejez6dését termé-

szetesen atirasi fehérjék vezérlik, ezért ezek szintje is cirkadian modon valtozik. A fej-
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16dési folyamatok és a stresszvalaszok szabalyozasaban hormonok is szerepet jatsza-
nak. Az etilén, brasszinoszteroidok, gibberellinek és auxinok mennyisége cirkadian
moddon valtozik [38-41]. A kiillonb6z6 hormonok szintéziséért, szallitasaért, lebontasa-
ért, raktarozasaért, érzékeléséért felelés enzimek, fehérjék génjei [30], valamint az

ezen hormonok altal szabalyozott célgének egyarant cirkadian szabalyozottak [42].

A nappalhosszusdg altal szabalyozott folyamatok

A mérsékelt égovon az idéjaras egy év soran kiszamithatéan valtozik és ezek a valto-
zasok évente nagyjabdl ugyanugy ismétlédnek. A jol elkiilonithet6 id6jarasi jellegze-
tességeket mutaté idészakokat nevezziik évszakoknak. Az évszakok kialakuldsanak
oka, hogy Nap koriili keringése soran a Fold forgastengelye nem merdéleges a keringési
palya sikjara, hanem ahhoz képest 23,5°-0s szoget zar be. Az évszakok kozotti leg-
szembet(in6bb és legkiszamithatébb kiilonbség a nappalok hosszaban figyelhet6 meg.
A nappalok hossza ugyanakkor nem egyenletesen valtozik, hanem tavasszal és 6sszel a
leggyorsabb. Lényeges kiilonbség e két jellegzetes évszak kozott, hogy tavasszal né,
Osszel viszont csokken a nappalok hossza. A legkézenfekvébb mdd ezért az idébeli
tajékozodasra a nappalhosszusag valtozasi sebességének és irdnyanak egyiittes méré-

se, amely a cirkadidn 6ra és a fényérzékel6 rendszerek egyiittmi{ikodésén alapul.

A legismertebb évszakhoz kotott fejlédési folyamat az 6nfenntarté allapotroél a faj-
fenntart6 allapotra valé atkapcsolds, amely visszafordithatatlan, ezért kiillondsen fon-
tos annak pontos id6zitése. A viragzas id6zitése szempontjabol megkiilonboztetiink
hossztinappalos és rovidnappalos, illetve nappalhosszisagra érzéketlen novényeket. A
hosszu- és rovidnappalos azt jelenti, hogy a novények csak akkor viragoznak (vagy

akkor viragoznak inkabb), ha a nappalok kell6en hosszuak, illetve kell6en rovidek.

A nappalhosszusag mérésének molekulaszinti modellje szerint akkor indul be a vi-
ragzas folyamata, amikor egy cirkadidn mdédon kifejez6d6 fényérzékeny szabalyozo
fehérje kell6en magas szintje elegend6en hosszu ideig egybeesik a fényszakasszal [43].
A ludfiivel folytatott kutatasok megallapitottak, hogy ez a fényérzékeny fehérje a
CONSTANS (CO) [44]. A CO egy cink-ujj mintazatot hordozé fehérje, amely feltételez-
het6éen nem kozvetleniil, hanem az tin. CCAAT-kot6 segédfehérjékkel dsszekapcsolod-
van mas gének atirdsat iranyitja [45]. A cirkadian 6ra oly mdédon szabalyozza a CO

mRNS szintjét, hogy az hosszi nappalon mar joval a naplemente el6tt emelkedni kezd
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és magas szinten marad egészen a kovetkezd reggelig. Rovid nappalon viszont csak
éjszaka ér el magas szintet, és bar a CO mRNS leforditasa gyors, a CO fehérje sotétben
lebomlik. A nappal elején a fény a PHYB-n keresztiil szintén a CO fehérje lebomlasat
serkenti, a nap végén azonban a PHYA és a CRY2 altal elnyelt tavoli voros és a kék
megoévja a CO fehérjét a lebomlastdl [46,47]. Igy végiilis elég CO fehérje csak hosszli
nappalon, a fényszakasz végén tud felhalmozddni. A nappalok hosszabbodasa a nap
végi CO fehérjecsucs kiszélesedéséhez vezet. A CO fehérje a sejtmagba vandorolvan
serkenti az egyik f6 viragzasszabalyozé gén, a FLORAL TRANSITION (FT) atirasat. Az
FT mRNS és fehérje a levelekbdl a csticsi osztddoszovetbe szallitddik, ahol beinditja a
viragzas folyamatat [48]. Meglep6 moddon a viragzas szabalyozasa a révidnappalos
rizsben is hasonléképpen zajlik azzal a kiilonbséggel, hogy a CO-nak megfelel6 gén az

FT-nek megfelel6 gént hosszil nappalon nem serkenti, hanem gatolja.

A cirkadian o6ra az onfenntartd allapotrol a fajfenntart6 allapotra valé atkapcsola-
son kiviil egyéb fejlédési folyamatot is a nappalhossziisag mérésén keresztiil szaba-
lyoz. Ilyen pl. a tdpanyagraktarozo szervek évszakfiiggé kialakulasa (gumoképzés), és
egyes mérsékelt égovi fak téli nyugalmi allapota. Ugy tiinik, hogy ezen folyamatok sza-

balyozasa is a CO és az FT gének miikodéséhez kapcsolddik.

A kiilso és belso ido osszehangolasdnak jelentdsége

Mivel az 6ra az el6bbiekben részletezett modon jelentds szerepet jatszik a kiilonféle
fejlédési- és stresszfolyamatok szabalyozasaban, régota feltételezik, hogy alkalmazasa
noveli az el6lények életképességét. Milyen hatassal van példaul a névények fejlédésé-
re, ha allandé koriilmények kozott nevelik 6ket? Paradicsommal végzett kisérletek azt
mutattak, hogy a novények allandé fényen és hémérsékleten rosszul fejlédnek, kicsik
maradnak és kevés termést hoznak [49,50]. Ha azonban a névényeket allandé fényben
hémérsékletvaltasoknak vetik ala, akkor azok alland6 fényben is megfeleléen fejléd-
nek. Egy masik kisérletben azt vizsgaltak, milyen hatadssal van a fejl6désre, ha a napok
nem 24 orasak. Cianobaktériumokkal végzett kisérletben hosszu (28 6ra) és rovid pe-
riodusu (20 éra) torzseket kevertek dssze és neveltek hosszu (14 6ra fény/14 6ra so-
tét) illetve rovid (10 6ra fény/10 6ra sotét) napos viszonyok kozott. Néhany nemzedék
utan a hosszu napokon nevelt tenyészetben a hosszu periddusu, mig a rovid napokon

neveltben a révid periédusu torzs valt uralkoddéva [13]. Hasonl6 versengéses kisérle-
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teket ludfiivel is végeztek. Az egyik kisérletben azt mutattdk meg, hogy a miikodékeé-
pes oraval rendelkezd novények életképesebbek valtakozd fényviszonyok mellett,
mint a ritmus nélkiiliek [51], egy masik kisérletben pedig egy rovid és egy hosszu pe-
riédusu valtozat novekedését és fejlédését hasonlitottdk 0ssze kiilonb6zd hosszisagu
napok alkalmazasaval. Kideriilt, hogy a rovid periédusu valtozat rovid napos, mig a
hosszu periédusu valtozat hosszu napos koriilmények kézott nétt jobban, bizonyitva a

kiils6 és belsd ritmus 6sszehangoldsanak versenyképességet novel6 hatasat [14].
A ladfi cirkadian 6rajanak modellje

A kozponti oramii felépitése

A kozelmultban végzett kisérletek és a matematikai modellek szerint a ludfi kézponti
rezg6kore harom - dragének és termékeik altal alkotott - dsszekapcsolt negativ visz-
szacsatolason alapul6 szabalyozohurokbdl épiil fel (5. abra). Az els6ként azonositott
hurok harom 6sszetevébdl all. A TIMING OF CAB 1 (TOC1), vagy mas néven PSEUDO
RESPONSE REGULATOR 1 (PRR1) egy esti kifejez6dési, cirkadian-szabalyozott gén
[34]. A sejtmagban elhelyezkedd TOC1 fehérje kozvetett moédon serkenti a két reggeli
MYB-szerd atirasi fehérje, a CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATED 1 (CCA1) és a LATE
ELONGATED HYPOCOTYL (LHY) génjének kifejez6dését [52]. A CCA1 és LHY olyan
szokatlan felépitésli, MYB-elem tartalmi DNS-kotd fehérjék, amelyek a DNS-en
aszimmetrikus nukleotidsorrendet, az Un. esti elemet (AAATATCT) [22] ismerik fel. Az
mRNS-ek és fehérjék cirkadian médon hullamzanak, reggeli csticsokkal. Kifejez6désiik
fénnyel serkenhetd. Szerepiik részben atfed: a két gén barmelyikének tultermelése
minden vizsgalt ritmus megsziinését [53,54|, hidnya a ritmusok periédusrovidiilését
okozza [55,56]; egylittes hianyuk csaknem teljes ritmustalansaggal jar [57]. Kozvetle-
niil kotédnek a TOC1 promoéteréhez és gatoljak annak miikodését [52]. Ennek a kol-
csonos szabalyozasnak kdszonhetéen a TOC1 és a CCA1/LHY gének cirkadian kifejez6-
dése ellentétes fazisu. A matematikai modell egy ismeretlen X elem jelenlétét is feltéte-
lezi, amely a TOC1 fehérje és a CCA1/LHY gének kozott helyezkedik el, feladata az
utobbi gének serkentése. Elképzelhetd, hogy ezt a szerepkort az EARLY FLOWERING 3
(ELF3) és/vagy az ELF4 molekulak toltik be [58], mivel hianyukban a CCA1/LHY kife-
jez6dése dramaian lecsokken [59,60|. Egyesek az ELF4-et egy kiilon szabalyoz6hurok
részeként képzelik el [60].
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5. abra. A névényi cirkadian 6ra modellje.

A jelenlegi elképzelés szerint a k6zponti rezgékor két egymashoz kapcsolt, negativ visszacsatolason

alapulé szabalyozéhurokbdl épiil fel. A reggeli (gyorsan rezgd) hurkot a CIRCADIAN CLOCK

génjei, valamint a baktériumok kételemil rendszerének jelfogd tagjara hasonlit6 PSEUDO
RESPONSE REGULATOR 7 és 9 (PRR7,9) fehérjék és génjeik alkotjak. A CCA1/LHY fehérjék kozvet-
leniil serkentik a PRR7/9 gének atir6dasat, mig a PRR-ek kozvetett moédon gatoljak a CCA1/LHY
géneket. Az esti (lassan rezgd) hurok tagjai a PRR-csaladba tartozé TIMING OF CAB 1 (TOC1) és egy
Y elem, amely valoészintileg a GIGANTEA (GI). Az Y ismeretlen médon serkenti a TOC1 gén kifejezd-
dését, mig a TOC1 fehérje szintén ismeretlen médon gatolja az Y gént. A két hurok tébb ponton is
egymashoz kapcsolodik: a TOC1 egy feltételezett X elemen keresztiil serkenti a CCA1/LHY géneket,
mig a CCA1/LHY fehérjék kozvetleniil a TOC1 promoéteréhez kapcsolédva gatoljak annak miikodé-
sét. A CCA1/LHY nem csak a TOC1, hanem az Y, valamint sajat génjeik kifejez6désére is gatlélag hat.
A modellben négy gén kifejez6dése fénnyel serkenthetd (piros villamok): PRR9, CCA1, LHY, Y. A

modell szerint ezen gének fényérzékenysége az ora fénnyel valé beallithatédsaganak alapja.
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Az ELF3 és ELF4 gének kifejez6dése cirkadian mintazatd, az ELF4-é raadasul fényér-
zékeny is. A fehérjék sejtmagiak, és nem tartalmaznak egyetlen ismert fehérjeelemet

Sem.

Ez az eredeti egyhurkos modell azonban fontos kisérleti eredményekre nem tudott
magyarazatot adni. A tovabbfejlesztett modellben mar egy esti idézitésli hurok is sze-
repel. Ennek 1ényeges Osszetevije egy ismeretlen Y elem, amelynek szerepe a TOC1
gén kifejez6désének serkentése. Az Y génr6l megjésoltak, hogy mind a TOC1, mind
pedig a CCA1/LHY gatolja [58]. Egyes adatok szerint az Y tényezl egy részéért a
GIGANTEA (GI) lehet a felel6s [58,61], masok azonban csak attételes szerepet tulajdo-
nitanak a GI-nak ebben a tekintetben [62-64]. A GI [65,66] egy nagy méretd sejtmagi
fehérje [67], amely nem tartalmaz ismert fehérjeelemet. A GI mRNS és fehérje mennyi-
sége cirkadidn mdédon hulldmzik, kora esti csticsokkal [68]. A gi ndvényben az LHY és
CCA1 gének kifejez6dése erdsen csokkent, ami arra utal, hogy a GI a megfelel6 LHY és
CCA1 szint kialakitasaban jatszik szerepet. A kiillonb6z6 gi valtozatok vizsgalata kimu-
tatta, hogy a GI fehérje a cirkadian ritmusok kitérését és periddusat is befolyasolja: a
gi-2 mutansban a periédus fényerdsség-fiiggése kisebb mértékdi, mint a vad hatter-

ben, a kitérés pedig kicsi [66].

A ludfi génallomanya négy TOC1-hez hasonlé gént tartalmaz, cirkadidn mintazata
kifejez6désiik csucsa kiillonb6z6é napszakokra esik [69]. Legkorabbi a PRR9, majd sor-
ban kovetkezik a PRR7, PRR5, PRR3, végil az esti TOC1/PRR1. A TOC1 és PRR5 hianya
rovid, a PRR7 és 9-é hosszu periddust okoz [34,70,71]. A PRR3, 5, 7, 9 fehérjék, vala-
mint a TOC1 az amino-végiikon a baktériumok kételemi jeltovabbit6 rendszerének
jelfogd tagjara jellemzd fehérjeelemet tartalmaznak, viszont hianyzik beldlik az az
aszparaginsav oldallanc (helyette glutaminsav talalhaté), amely a hagyomanyos két-
elemi rendszerekben hisztidin kinazok altal foszforilalédik, és elengedhetetlen a meg-
felel6 miikodéshez [72,73]. Ennek ellenére a PRR-ek is foszforildlédnak, de nem
hisztidin kinazok, hanem egy rendellenes szerkezetli szerin/treonin kindzcsoport, a
WNK-k altal [74,75]. A PRR-ek a karboxi-végiikbn egy un. CCT (CONSTANS,
CONSTANS-LIKE, TOC1)-elemet is hordoznak, amelyben még egy sejtmagba iranyito6
mintazat is taldlhaté [73,76]. Az ilyen molekulak nem kozvetleniil szabalyozzak az at-
irast, hanem feltételezhet6en egyéb segédfehérjéken keresztiil [77]. A TOC1-re hason-

lit6 gének mindegyikérdl kimutattak, hogy koziik van a cirkadian 6rahoz, noha az egy-
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szeres hidnymutansok cirkadian rendellenesége nem tul feltiing [70,78-80]. A tobb-
szoros hianymutansok azonban mar sulyosabban sériiltek [78,80]. A legszéls6sége-
sebb a prr5/prr7/prr9 mutans, amelyben megsziinik mindenféle ritmus [81]. A kisér-
leti adatok és a modellszamitasok szerint a CCA1/LHY fehérje serkenti a két reggeli
kifejez6désii gén, a PRR7 és 9 kifejez6dését, a PRR7 és 9 fehérje viszont (a TOC1-hez
hasonléan kozvetetten) gatolja a CCA1/LHY géneket. Ez a negativ visszacsatolas ezért

egy reggeli szabalyozohurkot alkot [61,82].

Az el6bb vazolt modellt konnyebb megérteni, ha ugy értelmezziik, hogy val6jaban
egy reggeli (gyors) és egy esti (lasst) rezg6ékor kapcsolodik 6ssze egy djabb hurok se-
gitségével. Ha a gyors hurok elemeit rontjuk el, attél még a masik hurok miikodik, de
ra jellemzdéen lassabban (hosszu periédus). Ha viszont a lassu hurkot tessziik tonkre,
akkor a gyors hurok miikodését figyelhetjiik meg (rovid periddus). A két eltéréen han-
golt rezgbkor egyiittmiikodése sziikséges a cirkadidn 6ra megfelel6 miikodéséhez. Az
egymasba hurkol6do 6raknak ezt a rendszerét mas él6lényekben is leirtak és feltehe-
toleg egy altalanos szervezési elvet tiikroz, melynek célja az er6teljes ritmus és a kiilsé

behatasokkal szembeni ellenalloképesség biztositasa [18].

Toébb olyan éraelem is ismert, amelynek hatdsa az 6rara dramai, még sincs benne a
modellben. Ilyenek példaul a LUX ARRHYTHMO (LUX), amelynek hidnyaban teljes rit-
mustalansag tapasztalhatd [83,84]. Val6jadban ez az egyik legstlyosabb cirkadian tiinet,
amelyet valaha is megfigyeltek. A LUX egy MYB-szer(i DNS-k6t6 elemmel rendelkez6
atirasi fehérje, amely sziikséges a CCA1/LHY megfeleld szintjének kialakitdsahoz és a
TOC1 ritmusanak kialakulasahoz. A LUX a TOC1-hoz hasonléan szabalyozédik, mivel a
CCA1/LHY a promoterében levd esti elemhez kotédve gatolja a kifejezédését. A CIR1
egy a CCA1/LHY fehérjékkel rokon MYB-szer( fehérje, amelynek tultermelése kovet-
keztében szamos d6ragén veszit ritmusanak er6teljességébdl [85]. Az 6ra miikodését
egyéb atirasi fehérjék tultermelése is komolyan befolyasolja [86]. Erre magyarazat

lehet a késébb Kkifejtett heterodimerizalddas, vagy a kiszoritas jelensége.

Az oragének atirédasanak szabalyozasan alapul6 jelenlegi modell nem vesz figye-
lembe szamos atir6das utani szabalyozasi folyamatot, pedig ezek bizonyitottan 1énye-
ges szerepet jatszanak az 6ra miikodésében. Szamos esetben (pl. az ELF3, ELF4, TOC1
tultermelése esetén) bebizonyosodott, hogy az adott gén mRNS szintje nincs jelentds

hatassal az 6ra miikodésére [87-89]. Ennek az a magyarazata, hogy a fehérje miikodé-
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séhez masodlagos fehérjemddositasra van sziikség, ezért a meghataroz6 folyamat a
modositas sebessége, nem pedig az mRNS szintje. Igy példaul a CCA1 fehérje miikodé-
séhez bizonyos szerin és treonin oldallancok foszforilalasa sziikséges [90], a CASEIN
KINASE II (CKII) szabalyozé alegységeinek tultermelése pedig a periddus rovidiilését
okozza [91,92]. Sok érafehérje lebomlasat is masodlagos fehérjemo6dositasok befolya-
soljak. Megfigyelték példaul, hogy a PRR-csaldd tagjai id6ben lépcsézetesen
foszforilalodnak: a TOC1 és a PRR5 fehérjék foszforilaltsaganak mértéke egyenesen
aranyos a ZTL-hoz valé tapadasukkal és igy a lebomlasuk sebességével; a PRR3 és a
TOC1 viszont csak foszforilalt allapotukban hatnak kélcson, amelynek kovetkeztében a
TOC1 leszorul a ZTL-rdl, és igy nem bomlik le [93]. Erdekes médon a PRR3, 7 és 9 fe-
hérjék szintje cirkadian mintazat(, de ez fliggetlen a ZTL-t6l [93,94]. Egyéb elemek,
amelyeknek egyensulyi fehérjeszintjét az 6ra és/vagy a fény szabalyozza: LHY [95],
CASEIN KINASE II B4 (CKB4) [96], XAP5 CIRCADIAN TIMEKEEPER (XCT) [97]. Ezen
fehérjék egy részének lebomlasaban a foszforilalas szintén fontos szerepet jatszik. A
foszforilalas a cianobaktériumok, gombak és allatok cirkadian rendszerében is rendki-
viili fontossagu. Cianobaktériumban példaul kimutattak, hogy pusztan a tisztitott éra-
fehérjék kémcs6ben képesek homérsékletfiiggetlen 24 6ras ritmust el6allitani: a KaiC
fehérje foszforilaltsagi allapota ugyanis - kinaz és foszfataz reakciok kozotti negativ

visszacsatolasnak kdszonhetéen - 24 6ras periddussal hullamzik [98].

Egyéb érdekes fehérjemddositasok lehetdsége is felmertiilt a cirkadidn 6rafehérjék-
kel kapcsolatban. A SPINDLY (SPY) egy 0-kotott 3-N-acetilgliikézamin transzferaz en-
zim, amely a fehérjék glikozilasaban vesz részt és kolcsonhat a GI-val. Hianya hosszu
periddust okoz [99]. Az 6ra sebességét befolyasolja két masik érdekes molekula is: a
TE], amely egy poli(ADP-rib6z) glikohidrolaz [100], és a FIONA (FIO1), amely szerke-
zete alapjan feltehet6en egy S-adenozil-L-metionin-fliggé metiltranszferaz [101]. Egyik

molekulanak sem ismert a miikodési elve és a célfehérjéje sem.

Nincs kelléen kihangsulyozva a heterodimerképzés szabalyozoszerepe sem, pedig
erre is van néhany adat a szakirodalomban. Emlitettem mar a ZTL-szer(i molekulak,
valamint a Il-es csoportba tartozé fitokromok egymassal valé parosodasat. Ennek a
szabalyozasnak a lényege, hogy ha példaul a lehetséges parok koziil a miikod6képes
alak a heterodimer, akkor az egyik alak tultermelése, vagy hidnya egyforman csokkenti

a heterodimer toménységét és lényegében hasonlé tiinetet okoz. Ilyen szabalyozasra
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példa a KIDARI fehérje, amely egy DNS-kotésre képtelen bHLH atirasi fehérje. A
KIDARI a LONG HYPOCOTYL IN FAR RED 1 (HFR1)-gyel képes miikodésképtelen
heterodimert képezni, ezzel gatolva annak DNS-kotését. A KIDARI cirkadian m6don
fejez6dik ki, igy a HFR1 miik6dése is cirkadian mintazatot 6lt annak ellenére, hogy

kifejez6dése nem az [102].

Egyaltalan nem ismert az 6rafehérjék sejten beliili elhelyezkedésének szabalyozasa,
noha egyéb él6lényekben mar bebizonyitottak ennek jelent6ségét a cirkadian ritmus-
képzésben [103]. A névényi 6ra matematikai modelljében is szerepel a sejtmag és a

sejtplazma kozotti anyagforgalom, de ennek molekularis hattere nincs tisztazva [58].

Nemrég mutattak ki ludfiiben a kromatinszerkezet cirkadian szabalyozasat: a TOC1
gén promoteréhez tapad6 hiszton H3 acetilaltsagi allapota, amely a nyitott
kromatinszerkezetre jellemzd, napszakos hullamzast mutat, amely id6ben megel6zi a
CCA1 atirasi fehérje kot6dését. A promoéterhez tapadt CCA1 kivaltja a kromatin zaro-
dasat, feltehet6leg hiszton-deacetilazok odavonzasaval [104]. Ez 6sszhangban van az-
zal a ténnyel, hogy a CCA1 gatolja a TOC1 gén Kkifejez6dését. A kromatinszerkezet

cirkadian szabdalyozasa régota ismert egyéb szervezetekbdl [105].

Vilagosan latszik, hogy az atiras utani folyamatokat nem lehet kihagyni a névényi
cirkadidn éramodellbdl. Az elkovetkezendd évek f6 kutatasi vonala ezért véleményem
szerint ezeknek a folyamatoknak még részletesebb feltérképezése és szerepiik tiszta-
zasa lesz. Nincs kell6en felderitve a mar ismert 6raelemek kozotti kapcsolatrendszer
sem. Jelenleg a sok, fliggetlen kutatécsoportok altal leirt elem 6nmagaban all, nem na-
gyon lehet 6ket elhelyezni egy nagyobb rendszerben. Erre megoldas az lehetne, ha a
kutatok osszehangoltabban végeznék munkajukat, és egységes, el6re meghatarozott

kisérletsorozatokat végeznének el minden egyes azonositott draelem esetében.

A bemeneti oldal elemei

Ahogy azt mar korabban Kkifejtettem, a cirkadian 6ra nyujtotta el6nyok érvényestilésé-
hez a bels6 idének azonos fazisban kell lennie a valds id6vel. Mivel a szabadon futd
cirkadian ritmusok periédusa nem pontosan 24 éra, ezért a belsd és kiils6 ritmusok
szétcsuszasanak elkeriilése érdekében az 6rat naponta hozza kell igazitani a kiilsé
id6hoz. A bedllitast kiillonb6z6 kornyezeti tényezdk (leginkabb a fény és a hdmérsék-

let) hirtelen valtozasa valtja ki, amelyet az erre fogékony érzékelémolekulak fordita-
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nak le biokémiai jelekre. Az érzékeldk a jelet ezutan a hozzajuk kapcsolt jelatviteli ha-
l6zaton keresztil jutattjak el a férezgékorhoz. A jel az 6rafehérjék szintjét vagy miiko-
dését oly modon valtoztatja meg, hogy az a cirkadian kor egy masik fazisara lesz jel-
lemzd. Az 6ra ezutan ettdl a ponttol folytatja tovabb miikodését. Ez a beallitas moleku-

laszinti magyarazata.

A férezgbkor egyes elemei fényérzékenyek. Ezek azok a belépési pontok, amelyeken
keresztiil a bedllité fényjelek elérik az 6rat. igy példaul a fény serkenti a CCA1/LHY
[53,106] és a PRR9 [107], valamint az ELF4 [60] és a GI [58] gén kifejez6dését, ugyan-
akkor a CCA1 mRNS lebomlasat [108] és az LHY mRNS leforditasat is [106]. A fény az
atiras utani szinteken is befolyasolja az 6ra miikodését. A GI és a ZTL fehérje példaul

csak sotétben bomlik, mivel a kék fény gatolja a bomlasukat [62,109,110].

A novényi cirkadian o6ra és a fény kapcsolata egyedi. Mig az ecetmuslica, egér és a
fonalasgomba 6rajanak miikodése folyamatos fényben, a kékalgdké pedig sotétben
ledll, addig a novényeké sotétben és fényben is miikddik. Folyamatos fényben a kiala-
kul6 periédus nagyban fiigg az alkalmazott fény szindsszetételétdl és erdsségétdl, igy a
fazis beallitdsa mellett a fény a rezgés sebességének hangoldsaban is fontos szerepet
jatszik.

Fényérzékelok

A cirkadian 6rat a fény nem a fotoszintézis fényelnyel6 és energiaatalakité rendszerén,
hanem novényijellegzetes érzékel6fehérjéken keresztiil szabdlyozza. Ezek a fehérjék a
fényt a hozzajuk kotott jellegzetes festékmolekulak segitségével nyelik el. A festékmo-
lekulak fényelnyelés altal kivaltott szerkezetvaltozasa torzuldsra kényszeriti az 6ket
megkotd fehérjéket is, ami elinditja a jelatvitelt. A fényérzékeldket az altaluk elnyelt

fény hullamhossza alapjan harom nagy csoportba oszthatjuk [111].

1. Avoros/tavoli voros fényt érzékeld fitokromok [112,113]

2. Az UV-A és kék tartomanyban elnyel6 kriptokrémok, fototropinok és a ZTL-
csalad tagjai [62,114-116]

3. UV-B fényérzékel6 molekulak

A cirkadian 6ra szabalyozasaban a fitokrémok, a kriptokroémok és a ZTL-csalad sze-
repe bizonyitott [62,117-120], jelenlegi tudasunk szerint a fototropinok ebben nem

vesznek részt, az UV-B érzékel6k kiléte pedig egyeldre ismeretlen.
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A fitokrémok olyan, ~125 kDa molekulastlyu hisztidin kindz-szer( fehérjék, ame-
lyek amino-végi fehérjeeleméhez kovalensen kotédik egy nyilt lancu tetrapirrol ter-
mészetl fitokromobilin festékmolekula. A festék fényelnyelési tulajdonsagainak ko-
szonhetben a fitokromoknak két alakjuk van: a voros fényt elnyeld élettanilag hatasta-
lan Pr (Amax=660 nm), valamint a tavoli vorost elnyeld hatasos Pfr (Amax=730 nm). A
fitokromok a sejtben Pr alakban képzddnek, majd voros fény elnyelésekor atalakulnak
Pfr alakba. Ez az alak tavoli voros fény hatasara képes visszakeriilni az eredeti Pr alla-
potba, amelybe egyébként idével s6tétben magatol is visszaalakul. A fitokromok dimer
alakban miikodnek, a parbaallasért felelds elem a molekula kézepén helyezkedik el. A
jellegzetes fitokrémvalaszokat az amino-végi elem fitokrémhianyos névényekben tor-
ténd tultermelésével vissza lehet allitani, ami arra utal, hogy ez a szakasz felelds a jel-
atvitelért [121]. A karboxi-végi kindzelem szerepe a fitokrémok miikodésében még
nem KellGen tisztazott, feltehet6leg az amino-végi jelatvivé elemhez valé hozzaférést
gatolja. A fitokromok sotétben a sejtplazmaban helyezkednek el, fény hatasara pedig a
sejtmagba vandorolnak, ahol kozvetleniil atirasi fehérjékhez kapcsolddva fényfiliggd
gének Kkifejez6dését szabalyozzak [113]. A fitokrémokat lddfiiben 6t gén kddolja, a
PHYA, -B, -C, -D és -E. Az egyes gének altal kodolt fehérjék ugyan hasonlitanak egymas-
ra, a koztiik 1évd kis kiillonbségek azonban eltéré miikodéssel ruhazzak fel 6ket. A
fitokromok miikodésiik alapjan két csoportba sorolhatdk: az I-es csoport tagjai (ladfd-
ben csak egy van, a PHYA) fényben gyorsan lebomlanak, igy legnagyobb mennyiségben
a sotétben csirazo (fold alatti) és sotétben nétt novényekben taldlhaték meg [122]. E
tulajdonsagok egyértelmlien meghatdrozzak a PHYA szerepét: els6sorban a csirazas
meginditasaban és nagyon gyenge fényben a z6ldiilés szabalyozasaban vesz részt. A
[I-es csoportot a tobbi (PHYB-E) gén terméke alkotja. Ezek a fehérjék fényben nehe-
zebben bomlanak, ezért a z6ld névények uralkodé fitokrémjai. Tobbek kozott a zoldii-
1és folyamatat, a szar megnytlasat, az arnyékelkeriilést és a viragzast szabalyozzak. A
[I-csoport tagjai képesek egymassal heterodimereket képezni, ami eléggé megneheziti

az egyes tagok élettani szerepének vizsgalatat [123].

A kriptokrémokat elsé6ként novényekben azonositottak, majd allatokban is leirtak
szerepiiket a cirkadidn 6ra miikodésében [124]. Novényekben els6sorban a kék/UV-A-
fliggb élettani folyamatok (pl. zoldiilés, viragzas, fényfliggd génkifejez6dés) szabalyo-
zasaban jatszanak szerepet. Amino-végiikon egy FAD és MTHF festékmolekulat kot

fotoliaz-szer(, karboxi-végiikon pedig egy szerin/treonin kinaz fehérjeelemet tartal-
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maznak [114]. Sotétben a molekula csukott allapotban van, a karboxi-végi elem elfedi
az amino-végen talalhato jelatvivd elemet. Kék fény hatasara a festékkotd elem szerke-
zetvaltozasa kovetkeztében a molekula sajat magat foszforildlja. Ennek hatasara az
amino-végi elem szabadda valik, lehetévé téve a jelatviteli molekulakkal val6 kolcson-
hatast. A kriptokrémok sejtmagi elhelyezkedéstiek. Ludfliben két eltéréen viselkedd
kriptokrémot azonositottak, amelyeket a CRY1 és a CRYZ gének kodolnak. A két fehérje
fényérzékenysége kiilonbozik: kék fény hatdsara a CRY2 (foszforildlédas utan)
ubikvitindlodik és lebomlik, mig a CRY1 fehérje szintje nem valtozik [125]. Ennek meg-
felel6en a CRY2 szerepe gyenge, mig a CRY1-é inkabb erésebb fényben fontosabb.

Az egyedi fitokrom- és kriptokrémhianyos (phyA, phyB, cry1, cry2) illetve ezek ket-
tds, harmas és négyes hianyvaltozatainak vizsgalata soran sikeriilt meghatarozni, hogy
az egyes fényérzékel6k milyen mértékben vesznek részt az éra fénybemenetének sza-
balyozasaban [118]. A kisérletek soran a beallitott novényeket folyamatos gyenge
fénybe helyezésiik utan kiilonb6z6 szinli fényvillanasokkal kezelték és a levélmozgas
ritmusaban bekovetkez6 faziscsuszast mérték. A kisérletek kimutattak, hogy a PHYA a
tavoli voros- és kék, a CRY1 és CRY2 a kék, a PHYB pedig a voros fény érzékelésében
vesz részt. A phyA/phyB kett6s hidnyvaltozatban csokkent, de nem sz{int meg a voros

fényre adott fazisvalasz, ami tovabbi fényérzékel6k (PHYC-E) szerepére utal.

Novényekben a szabadon futé cirkadian ritmus periddusa a fény er6sségének nove-
l1ésével csokken (2. abra, C mez6) [9]. A fényérzékel6k hidnya a fényerdsség csokkené-
séhez hasonléan a folyamatos fényben megfigyelheté periodus megnyulasaval jar. Az
egyes érzékel6k hidnya csak az altaluk elnyelt hullimhossztartomanyban és jellegzetes
fényerdsségnél mutatkozik meg. Az egyes fényérzékeldk periddusra gyakorolt hatasat
Somers és munkatarsai a kiilonb6z6é hianyvaltozatokban olyan jelz6gén segitségével
vizsgaltak, amelyben a cirkadian o6ra altal vezérelt CAB2 gén promoétere a szentjanos-
bogar luciferaz génjének termel6dését szabalyozta [117]. A luciferaz reakci6 eredmé-
nyeként fény szabadul fel. Ezzel a modszerrel a génkifejez6dés cirkadian ritmusa hosz-
szu ideig mérhetd €16 novényben is. A kutatok kimutattak, hogy a phyA novényekben a
CABZ2:LUC jelz6gén kifejez6désének periddusa gyenge voros és kék fényben a vad hat-
teriéhez képest hosszabb. A phyB novényekben viszont erds voros fényben figyelhetd
meg ugyanez a jelenség. A PHYB mellett minden bizonnyal tovabbi fitokromok is részt

vesznek a voros fény érzékelésében, mivel a phyB novényekben tovabbra is észlelhetd
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a fény periédusrovidité hatasa. Hasonlo kisérletben igazoltadk a CRY1 és CRY2 fehérjék
szerepét a kék fény periédushangolasaban. Erdekes, hogy a phyA/phyB/cryl/cry2
négyszeres hianyvaltozat tovabbra is képes a fényjelek tovabbitasara a cirkadian 6ra
felé, mikozben fényfejlédési képessége gyakorlatilag nincs [126]. Eszerint az emlitett
fényérzékel6kon kiviill masok (PHYC-E, ZTL-csalad) is szabalyozzadk az 6ra fénybeme-

netét.

A ZEITLUPE (ZTL), a LOV KELCH PROTEIN 2 (LKP2) és FLAVIN-BINDING, KELCH
REPEAT, F-BOX 1 (FKF1) egy tGjabb fényérzékel6 fehérjecsalad tagjai. E fehérjék ha-
rom jellegzetes fehérjeelemet tartalmaznak: LOV (Light, Oxigen, Voltage), F-box és
Kelch. Ezek egyiittes el6fordulasa egy molekulan beliil sejteti a fehérjék miikodésének
mikéntjét. A LOV elemet eredetileg olyan baktériumfehérjékben azonositottak, ame-
lyek kiilonféle kornyezeti tényezdk, pl. fény, redox allapot ill. fesziiltség érzékelésében
vesznek részt. Ilyen elemet tartalmaznak a fototropinok, valamint a fonalasgomba
cirkadian o6rafehérjéi, a WC1 és 2 is. A LOV-elem FMN redoxfestéket kot, amelynek
kiilsé hatasra bekovetkezd elektronszerkezeti valtozasa teszi lehet6vé a fent emlitett
kornyezeti jelek érzékelését [127]. A fototropinok, a WC fehérjék és az FKF1 LOV-
elemeinek vizsgalataval sikeriilt kimutatni, hogy ez a fehérjeelem altalanos (kék) fény-
érzékel6ként miikodik [119,128,129]. Az F-box elem olyan fehérjékre jellemzd, ame-
lyek az an. SCF (Skp1-Cull-F-box) ubikvitin-ligaz egyiittes részeként mas fehérjék ira-
nyitott lebomlasaban miikodnek kozre [130-132]. Az F-box fehérjék a lebontand6 cél-
fehérjék felismerését és az ubikvitin-ligazhoz térténd kapcsolasat végzik biztositvan az
ubikvitinnel torténé jelolés célzottsagat. Ludfiiben megdobbentéen sok, mintegy 700
F-box tartalmu fehérje talalhat6, amelyhez valtozatos fehérjefelismerd elemek tarsul-
nak [133]. A Kelch viszont egy altalanosan elterjedt, 3-propeller szerkezeti fehérjefel-
ismerd elem, amelynek valtozékonysaga lehet6vé teszi a célfehérjék egyedi felismeré-
sét [134]. Ez az elemelrendezés azt sugallja, hogy a ZTL csalad tagjai célfehérjék fény-

szabalyozott lebomlasaban vesznek részt.

A ZTL gén elrontasa a cirkadian ritmusok periddushosszabbodasat okozza [135]. A
periddus a fényerdsség fliggvényében erdteljesebben valtozik, mint a vad hatter(i no-
vényben. Ez arra utal, hogy a ZTL a fénybemenet gatléeleme. A hosszu periddus sotét-
ben is megfigyelhet6. Az FKF1 a viragzas nappalhosszusagtol fiiggé szabalyozasaban

kulcszerepet jatszo fehérje. A GIGANTEA (GI) fehérjével egyiitt a CONSTANS (CO) gén
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emellett a cirkadian ritmusok hullamalakja is megvaltozik, tehat ez a fehérje is hozza-
jarul a megfelel 6ramiikodéshez [136]. Az LKP2 tultermelése a ritmusok megsz{inését
okozza, hidnyvaltozatanak hatisa egyelére nem ismert [120]. Az LKP2 fehérjérdl ki-
mutattdk, hogy élesztében (a ZTL-hoz hasonl6éan) 6sszekapcsolddik a TOC1 és PRR5
fehérjével is, bar ezen kolcsonhatasok élettani jelent6ségérél még nem sokat tudunk
[137]. A ZTL-csalad egyes fehérjéi onmagukkal illetve egymassal dimert képezve mii-
kodnek [137]. Mivel a ZTL sem 6nmagaval, sem az FKF1-gyel nem tud parbaallni, csak
az LKP2-vel, ezért a ZTL miikodésének (a TOC1 és PRR5 lebontasa) elvileg erésen
LKP2-fiiggének kell lennie.

A fénybemenet és a férezgékor kozti kolcsonhatast szemlélteti az a tény, hogy a
fitokrom és kriptokrom gének (PHYA, -B, -D, -E; CRY1, -2) kifejez6dése cirkadian min-
tadzatu [138]. Ez lehet az alapja annak a kordbban mar emlitett jelenségnek, hogy az
ora a sajat fényérzékenységét csak bizonyos idészakokra zsilipeli (lasd: fazisvalasz

gorbe, 2. abra, B mez0).

Az eddig leirt kisérleti eredményeket dsszefoglalva megallapithatjuk, hogy a nové-
nyi cirkadian 6ra fénybemenetében az egyes fényérzékel6k a kovetkez6 modon jutnak
szerephez: a PHYA, CRY1, CRY2, ZTL, LKP2 egyarant részt vesznek a kék fénybeme-
netben, mig a tavoli voros fény érzékelésére egyediil a PHYA képes. A PHYA, PHYB,
PHYD és PHYE egymast kiegészitve juttatja el a voros fény hatasait az 6rahoz [139]. A
fényérzékel6k egymas miikodését is befolyasoljak. Leirtak példaul, hogy a PHYA meg-
felel6 miikodéséhez voros és kék fényben a CRY1 [139], a CRY2 fehér fényben valo
miikodéséhez pedig a PHYB jelenléte sziikséges [140]. Egyel6re csak mesterséges
rendszerekben (élesztd kéthibrid és kémcsd) mutattak ki a kélcsonhatast a ZTL, vala-
mint a CRY1 és a PHYB karboxi-végi fehérjeeleme kozott [141]. Ha ilyen kélcsonhatas
valéban létezik az alapvetéen kékfény-érzékel6 ZTL és a vorosfény-érzékel6 PHYB
kozott, akkor az magyarazat lehet a ZTL-hianyos ndvények drajanak voros fényben

megfigyelt viselkedésére.
Jelatviteli utak

Génkolcsonhatasokat feltérképezé kisérletekbdl sikertilt néhdny olyan elemet azonosi-
tani, amelyek a fényérzékeldk és a kdzponti éraelemek kozé helyezhet6k. A fényfejls-

désben sériilt constitutive photomorphogenesis 1 (cop1) és de-etiolated 1 (det1) valto-
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zatokban a vizsgalt ritmusok periédusa allandé s6tétben rovidebb [142]. Hatasuk a
fényfejlodésre és a génkifejez6dés genomszintii mintazatara nagyon hasonld, ezért
feltételezhet6en ugyanabban a szabalyozasi egységben (E3 ubikvitin-ligaz egyitittes)
miikddnek. Nemrég mutattak ki, hogy a COP1 az ELF3 fehérjével egyiitt felel6s a GI
fehérje ubikvitinalasaért és lebomlasaért, és ezt a folyamatot a kék fény a CRY2-n ke-
resztiil gatolja [109]. A DET1 pontos szerepét az 6raban nem ismerjiik, csak annyit
figyeltek meg, hogy hianyaban az LHY fehérje lebomlasa felgyorsul [95]. Ez a hatas
fényfliggetlen, igy a DET1 nem is a fénybemenet, sokkal inkabb a kézponti érami ré-
sze lehet. A FAR RED ELONGATED HYPOCOTYL 1 és 3 (FHY1 és FHY3) hidnyaban ta-
voli voros fénnyel nem allithaté at megfelel6en a fazis [118,143], igy ezen fehérjék is
nélkiilozhetetlenek az 6ra megfelel6 miikodéséhez. Az FHY3 ezentul részt vesz a beal-

lit6 fényjelek zsilipelésében is [144].

A kriptokromok eredendden a sejtmagban taldlhatok [145], a fitokrémok pedig
fényfligg6 mdédon vandorolnak a sejtmagba [113]. Ezek a megfigyelések arra engednek
kovetkeztetni, hogy a fénybemeneti folyamatok korai 1épései a sejtmagban jatszédnak
le, ahol a fényérzékel6k kozvetlentl, vagy jelatvivé molekuldkon keresztiil szabalyoz-
zak a génkifejez6dést. A fitokromok esetében a kozvetlen kapcsolat kiillonféle atirasi
fehérjékkel régota ismert. Az els6ként azonositott PHYB-vel kolcsonhat6 fehérje a
PHYTOCHROME INTERACTING FACTOR 3 (PIF3) volt. Kés6bb szamos rokon fehérjét
azonositottak, amelyek mindegyike kolcsonhat a fitokrémokkal, élettani szerepiik
azonban sokféle [146-148]. A PIF3 egy bHLH atirasi fehérje, amely a bekapcsolt
fitokromhoz tapadva kotédik szamos fény-szabalyozott gén promoterében talalhato
un. G-box mintazathoz [149]. llyen G-box mintazat talalhat6 a CCA1 és LHY 6ragének
promoterében is, amelyekhez a PIF3 szintén képes kapcsolddni. PIF3-hianyos nové-
nyekben az LHY és CCA1 gének fényvalasza er6sen csokken, ami arra utal, hogy a PIF3
fehérje szerepet jatszik a két 6ragén kifejez6désének fényszabalyozasaban. Ez a megfi-
gyelés azt sugallta, hogy az 6ra fazisanak beallitdsa ezen az Uton, a PIF3 kozremiikodé-
sével torténik. Kidertilt azonban, hogy a PIF3 egyaltalan nem vesz részt a cirkadian dra
beadllitdsaban, szerepe a fényfejlédési folyamatok szabalyozasara korlatozodik [150].
Ez azt is jelenti, hogy a CCA1/LHY mRNS szintjének nem sok kéze van a beallitashoz, az
feltehet6en atiras utani folyamatokhoz kothetd. Az LHY mRNS leforditasat a fény ser-
kenti ugyan, de ennek sincs koze a beallitashoz, mivel az LHY-hianyos novényeket

fénnyel gond nélkiil be lehet allitani [106].
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A kriptokrémok és az atiras kozotti jelatviteli Gt is rovidnek tinik. Egy 0j megfigye-
lés magyarazatot adhat a kriptokrémok érara gyakorolt hatasara. Eszerint a COP1 az
ELF3 kozremiikodésével iranyitja a GI lebomlasat, ezt a folyamatot azonban kék fény-

ben a CRY2 gatolja [109].

A kimeneti oldal elemei

Megdobbenté moédon nem csak egyes atirasi fehérjék génjei, hanem az alap atirasi
fehérjeegyiittes 0sszes elemét — beleértve az RNS polimeraz II-t és a TATA-koto fehér-
jét is — kddolo gének is cirkadidn szabdlyozas alatt dllnak [151]. Nem meglepé ezért,
hogy a ludfii génallomanyanak 89%-a mutat valamilyen napszakos ritmust [21], és
legalabb 30%-uk allandé korilmények kozott is hullamzik. Ez felveti annak a lehet6-
ségét, hogy alapvetéen minden gén szamara adott a cirkadian kifejez6dés lehet6sége,
de egyes esetekben, ahol a cirkadian szabalyozas nem kivanatos, ut6lagosan feliiliro-
dik (pl. kromatinmoédositas kovetkeztében, vagy ugy, hogy tobb, ellentétes fazisban

kifejez6d6 atirasi fehérje is hatassal van a célgén kifejez6désére, hatasuk 6sszegzddik).

Hogyan tudja ugyanaz az 6ra a sok szaz, eltérd fazisban rezgé gén kifejez6dését
egyszerre szabalyozni? Szdmos olyan promdterelemet azonositottak, amelyek egy bi-
zonyos fazisu kifejez6désért felelsek. Az un. esti elem (EE) az esti gének tobbségében
megtalalhaté és esti kifejez6dést képes biztositani egy mesterséges jelzé6génnek
[22,152]. Az esti elem jelen van az olyan esti 6ragének promdterében, mint a TOC1, GI,
és a LUX. Ehhez az elemhez kotédik a reggeli kifejez6dési CCA1 és LHY atirasi fehérje,
és gatolja az atirast. Az esti elemen Kkiviil azonositottak egy reggeli elemet (ME), amely
a reggeli kifejez6dési csticcsal rendelkez6 gének promoterében talalhato, valamint egy
un. protein box elemet is (PBX), amely az éjszakai csuccsal hullamzo6 génekre jellemz6
[21]. Ezek az elemek is képesek egy jelzo6génnek megfelel6 cirkadian kifejez6dést biz-

tositani. Ezen elemekhez kot6d6 atirasi fehérjék egyelére nem ismertek.

A novényi cirkadian éraval kapcsolatban is azonositottak a férezgékorhoz csatlako-
z0, de arra vissza nem hatd alrezg6koroket. Ilyen példaul a CCRZ gén és fehérje [153],
valamint az EARLY PHYTOCHROME RESPONSE 1 (EPR1) gén és fehérje kozotti 6nsza-
balyoz6 negativ visszacsatolas [154|. Ezek elrontasa vagy megzavarasa csak a sajat
kifejez6désiikre van hatassal, a férezgékorre nincs. Ezzel ellentétben két érdekes pél-

dat lehet hozni a kimeneti elemek o6rara vald visszahatasanak bemutatasara. A
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CHLOROPLAST RNA BINDING (CRB) fehérje egy zold szintestben miikodé RNS-kot6
fehérje, amelynek elrontasa érdekes médon megvaltoztatja a kdzponti 6ragének kife-
jez6dési mintazatat [155]. Lehetséges, hogy a szintest allapota egy fontos szabalyozo6-
tényez6 az 6ra szdmara. A masik példa a sejtplazma Ca®*-szintjének idébeli valtozasa,
amely cirkadian szabalyozas alatt 4ll. Ugyanakkor azt is bebizonyitottak, hogy a Ca**-
szint megzavarasa visszahat az 6ra miikodésére [156]. Egyel6re nem ismert, hogy a
Ca®* milyen o6rafehérjék miikodését befolyasolja. Legvaldszinilibb, hogy Ca®*-fiigg

fehérjekinazokroél van szé.
A Kis GTP-koto fehérjék jellemzoi

A GTP-azok kétdlldsu molekuldris kapcsoldk

A kis GTPazok olyan egyalegységes 20-40 kDa molekulasulyt fehérjék, amelyek
guanozin-trifoszfat (GTP) kotésére képesek. Ezeket a fehérjéket az els6ként leirt csa-
ladtagrdl RAS-szertl fehérjéknek is nevezik és a haromalegységes G-fehérjékkel, vala-
mint a leforditds folyamatat szabalyoz6é GTP-koté fehérjékkel egyiitt alkotjak a G-
fehérjék un. TRAFAC csaladjat [157,158]. Mindnyajan GTPazok, azonban a Kkis
GTPazoknak kissé eltér6 a szerkezetiik és a miikodési modjuk. Noévényekben az alla-
toktdl eltéréen a haromalegységes GTPaz rendszer nagyon csokevényes, minddssze
egy a-, egy -, és két y-alegység, valamint harom G-fehérjéhez kapcsolt érzékel6 génje

talalhat6 meg a ladfii génallomanyaban [159].

A G-fehérjék bekapcsolt allapotukban GTP-t kotnek, kikapcsoltban pedig GDP-t.
Kiilsd jel hatasara egy nukleotidcserélé segédfehérje (GEF) a GDP levalasztasaval és
egy Uj GTP molekula feltoltésével kapcsolja be a GTPazt. A nukleotidcsere kovetkezté-
ben a GTPaz szerkezeti atrendez6désen megy keresztiil, aminek eredményeképp egy
vagy tobb célfehérjével képes kdlcsonhatni. Olyan segédfehérjék is vannak, amelyek a
nukleotidcserét nem serkentik, hanem gatoljak. Ezek a nukleotidrogziték (GDI,
Guanine-nucleotide Dissociation Inhibitors). A GTP-kotott alak rendszerint gyenge
GTP-bont6 képességgel rendelkezik, ami lehet6vé teszi a kikapcsolt, GDP-kotott alla-
potba vald visszaalakulast. A sejten beliil a GTP-bontast segédfehérjék (GAP-ok) gyor-
sitjak [160-163]. A két kiillonb6z6 alak nem csak eltérd fehérjékkel hat kdlcson, hanem

sokszor a sejten beliil eltérd helyeken is taldlhaté (6. abra). Génhibak eredményeként a



SZAKIRODALMI ATTEKINTES 36

fehérjék elveszithetik atkapcsolhatésagukat, és igy GDP- vagy GTP-kot6 alakban rog-

ziilve kiilonféle élettani rendellenességeket okozhatnak (pl. rakos sejtburjanzast).

I

Bemenet
(kulsé jelek)

Kimenet
(élettani valaszok)

Készenléti allapot
(sejtplazmaban tartas)

6. abra. A kis GTPazok miikodésének vazlata

(A) A kis GTPazok két allapot kozott ingadznak. Kikapcsolt allapotukban GDP-t kétnek, és rendsze-
rint a sejtplazmaban helyezkednek el, mivel a nukleotidrogzité segédfehérjék (GDI-k) letakarvan a
hozzajuk kovalensen kotott lipidhorgonyokat megakadalyozzak azok sejthatydhoz kotédését. A
GDP-kotott fehérjét nukleotidcserél6 segédfehérjék (GEF-ek) is képesek felismerni. A GEF-ek kiils6
jel hatdsara a fehérjéhez kotott GDP-t GTP-re cserélik, ezaltal bekapcsoljadk a GTPazokat. A
lipidhorgony a bekapcsolas soran felszabadulvan lehet6vé teszi a sejthartydhoz kapcsol6dast. A
GTP-kotott molekulak megvaltozott feliiletiikkel képesek a jelatviteli lancban ket kovetd kiilonféle
célfehérjékhez tapadni és azokat bekapcsolni. A GTP-kotott fehérje gyenge GTP-bontd képessége
folytan egy id6 utdn képes magatdl is visszaalakulni GDP-kotott allapotba, a sejten beliil azonban
ezt a folyamatot GTP-bontast serkentd segédfehérjék gyorsitjak (GAP-ok).

(B) A G-fehérjék miikodését egy rokacsapdaéhoz lehet hasonlitani. A felajzott allapotot a GTP rogzi-

ti. A y-foszfat lehasitasakor a feszitett karok visszaugranak az alapallapotba.

A kis GTPazok jelatviteli halézatat tovabb bonyolitja, hogy egy G-fehérjének tobb
kiillonb6z6 GEF-je, GAP-ja és célfehérjéje is lehet. A kiilonféle segéd- és célfehérjékkel
szlba johetd kolcsonhatasok kozotti valogatast olyan fehérjék konnyitik meg, amelyek

osszeszereld allvanyként szolgalnak a kélcsonhaték szamara [164].

A kis GTPazok valtozatos sejtfolyamatokat szabalyoznak, igy példaul a novekedést,

osztodast, sejtvaz atrendezddését, sejtmozgast és a sejten beliili anyagmozgatast. A kis
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GTPazokat 6t nagyobb, és tobb kisebb csalddba sorolhatjuk aminosavsorrendjiik alap-
jan. Az 6t nagyobb csalad a RAS, RHO, RAB, ARF és a RAN [157,165]. Ezeken kiviil
egyéb kisebb csoportok is vannak, mint pl. a RGK (RAD/GEM/KIR), MIRO vagy az un.
cirkuldrisan permutalt GTPazok. Egyre tobb olyan GTPazt irnak le, amelyek sem szer-
kezetiikben, sem miikddésiikben nem hasonlitanak a ,hagyomanyos” kis GTPazokra (a
RAS-nagycsalad régota ismert tagjaira) [158,166]. A RAB, ARF és a RAN csaladok min-
den sejtmagvas €él6lényben megtalalhatok. Az ARF-ok a sejten beliili hartyarendszer
miikodésében a holyagocskak lefliz6dését, mig az egyes RAB-ok a kiilonféle holya-
gocskak célzott mozgasat, féleg azok megfelel6 helyre torténd beolvadasat szabalyoz-
zak [167]. A RAN-ok az RNS-ek és fehérjék sejtmag és sejtplazma kozotti forgalmat
iranyitjak. A RAS és RHO csaladba tartoz6 GTPazok az el6bbiekkel ellentétben Kkifeje-
zetten jelatviteli hal6zatok elemeiként miikodnek. A RAS GTPazok kiils6 serkentd jelek
hatdsara a MAPK kinazlanc bekapcsoldsan keresztiil a sejtosztddast, az utdédsejtek mi-
kodésbeli elkiiloniilését, sejtalakot, apoptozist, kiilonféle stresszvalaszokat szabalyozd
gének Kkifejez6dését inditja be. A RAS-ok miikodéséhez elengedhetetlen a sejthartya-
hoz val6 kotédésiik [168]. A RHO (RHO, RAC, CDC42) GTPazokat el6szor a sejtvaz at-
rendezésével és ehhez kapcsol6dodan a sejtiranyultsag meghatarozasaval, sejtmozgas-
sal, sejtalakkal kapcsolatban irtak le. Késébb kimutattak szerepiiket a génkifejez6dés,
sejtfalépités, H,0,-termelés, sejten beliili anyagmozgatas, sejtosztddas szabalyozasa-

banis [169].

A kis GTP-koto fehérjék dltalanos szerkezeti sajatossdgai

A G-fehérjék legfontosabb, a GTP-kotés és -bontas alapveté miveleteit végzé ~20 kD
molekulasulyu fehérjeelemének (G-elem) szerkezeti felépitése és miikodési elve elég-
gé egyontetli. A G-elem jellegzetes fehérjemintazatokat tartalmaz, amelyek megléte a
nukleotidkotés és bontas szempontjabdl elengedhetetlen. Ezeket G1-G5 mintazatok-
nak hivjuk. A GTP-kotés szempontjabdl legmeghatarozébbak azok a koélcsonhatasok,
amelyek a fehérje aminosavoldallancai és a guanin bazis, valamint a GTP (3- és y-foszfat
csoportjai kozott jonnek l1étre [160,162]. A GTPazok kizaro6lagos guanin nukleotid-
kotése annak koszonhetd, hogy a G4 mintazat (atlagos aminosavsorrendje [N/T]KXD)
aszparaginsavjanak, valamint a G5 mintazat ([C/S]A[K/L/T]) kulcsfontossagu
alaninjanak nukleotid-bazisokkal kialakithaté kapcsolata térbelileg nem teszi lehetévé

az adenin-bazis kotédését, csak a guaninét. A foszfatcsoportok felismerésében a G1
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mintazat - elterjedtebb nevén P-hurok (GXXXXGK[T/S]) - jatszik kozponti szerepet. Ez
a glicingazdag mintazat szinte minden NTP-kot6 fehérjében megtalalhaté. A G2 minta-
zat treonin oldallanca a Mg?*-ion és a foszfatcsoportok kétéséhez sziikséges. A G3 min-
tazat (DXXG) szerepe kettds: szintén részt vesz a nukleotid rogzitésében, masrészt
kozvetlen kozelében taldlhatd a y-foszfat lehasitasaban nélkiilozhetetlen katalitikus

glutamin (Q) oldallanc. A G mintazatok kérnyezete az adott GTPaz csaladra jellemzd.

A nukleotidkotés és bontds nyoman a G-fehérjék alakja megvaltozik, de ez a valto-
zas nem egyforman érinti az egész molekulat. A kis GTPazokban két olyan fehérjerész-
let van, amely jelent6s mértékben torzul, ezeket I-es és Il-es csukldnak (,switch”) hiv-
juk. Mivel a kikapcsolt és bekapcsolt alak kozott ezeknél a szakaszoknal van a legna-
gyobb kiilonbség, a kizardlagosan az egyik alakot felismerd fehérjék (pl. a cél- és se-

gédfehérjék) ide kotédnek.

Maga a G-elem is, de leginkdbb az azon kiviili fehérjerészek kiilonféle toldalékokat
tartalmazhatnak, amelyek az egyes GTPazok miikodésbeli sokféleségéhez jarulnak
hozza. A G-elemben talalhat6 RHO-hurok (10-12 aminosav) példaul csak a RHO
GTPazokra jellemz6, szerepe a célfehérjék felismerésében kulcsfontossagd. A RAN-ok
karboxi végiikon erdsen bazikus toldalékot tartalmaznak, amelynek a sejtmagi elhe-
lyezkedésben van jelentdsége. Altalanossagban elmondhaté, hogy mig a kapcsolgatha-
tosagot biztosité G-elem aminosavsorrendje és szerkezete meg6rz6dott, az ezen elem-

hez csatlakozé toldalékoké nagy mértékben kiilonbozik.

A kis GTPazok miikodését erételjesen befolyasoljak a masodlagos fehérjemodosita-
sok. Igy példaul a sejthartyahoz ill. a segédfehérjékhez valé kapcsolédashoz sokszor
kovalens lipidmoédositas sziikséges. Ehhez a fehérjén megfelel6 helyzetben levs, mo-
dosithaté aminosavoldallancra (pl. cisztein) ill. a médositéenzim kapcsolddasat lehe-
tévé tevl fehérjemintazatra van sziikség. A RAB, RAS, és RHO GTPazok a karboxi-
véglk kozelében, egy CaaX mintdzatban taldlhaté cisztein oldallancon prenilalédnak.
Az ARF-ok amino végi glicinjének a-amino-csoportjara mirisztoil-csoport keriil, a
RAN-ok viszont nem esnek at lipidmddositason [157]. Egyéb modositasok (fehérjeda-
rabolas, foszforilalas, ADP-ribozilalas, nitrozilalas) is ismeretesek, de ezek miikodés-

modosité szerepe még nem kell6képpen tisztazott.
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Novényjellegzetes vondsok

Novényekben a fent emlitett kis GTPaz-féleségek koziil a RAS és a RHO csalad teljesen
hianyzik, szerepiiket mas névényjellegzetes molekulak toltik be. A RHO-khoz kapcso-
16d6 feladatokat példaul az un. ROP (RHO of Plants) molekuldk végzik. N6vényekben
ez a kis GTPaz csalad szabdalyozza a legvaltozatosabb élettani folyamatokat. Ezek koziil
részletesebben a sejtvazatrendez6désben jatszott szerepiiket ismerik. Kivalé névényi
modellrendszer a sejtvazatrendez6dés vizsgalatara a levél bérszoveti sejtjeinek jelleg-
zetes karéjos alakjanak kialakulasa [170], a gyokérszorok fejlédése, valamint a pollen-
tomlé beporzast kovetd iranyitott megnyuldsa. Mivel a ROP-ok szerkezetileg kiilon-
boznek allati RHO-kto6l, nem meglepd, hogy egyes RHO segédfehérjék megfelel6i sem
talalhatok meg novényekben. Igy példaul hidnyoznak a DH-PH-elemet tartalmazé
RHOGEF molekulak, helyettiik PRONE-elemet tartalmaz6 novényjellegzetes ROPGEF-
ek végzik a nukleotidcserét [171]. A ROPGAP-ok is egyediek, szerkezeti és miikddésbe-
li szempontbdl egyarant [172]. A RHO molekuldkat allatokban a sejthartyan atnyulo,
sejten kiviili jeleket érzékeld tirozin-kinazok kapcsoljak be. Novényekben eddig még
egyetlen tirozin-kindzt sem irtak le, pedig a tirozin-foszforilalas megléte bizonyitott
[173]. A ROP-ok egy része feltehet6leg a tirozin-kinaz érzékel6khoz hasonlé elemel-
rendezésl, de eltérd szerkezetli szerin/treonin kinazok altal szabalyozodik: paradi-

csomban az egyik ilyen kinaz kolcsonhat a ROPGEF csalad egyik tagjaval [174].

A sejtosztodast allatokban a RAS és a RHO csaladba tartoz6 GTPazok szabalyozzak.
Ezeket a fentebb emlitett sejthartyan atnyulé érzékeld kindzok hozzak miikédésbe.
Téliik a jel a MAP-kinazladncolaton keresztiil terjed tovabb egészen a célmolekulakig. A
MAP-kinazlancolat bekapcsoldédasanak lehet rovid tava és tartds kovetkezménye is.
El6bbire példa a Ca®**-aramok megvaltozasa és a H,0,-termel8dés, utébbira pedig a
génkifejez6dés modosulasa. Novényekben a MAP-kindz rendszer, amelyet a kiillonféle
stressztényezok illetve hormonalis jelek hoznak miikodésbe, igen fejlett [175,176].
Mivel azonban a RAS-jellegli molekulak hianyoznak, és nem sikertlt eddig biokémiai
kapcsolatot talalni a ROP-ok és a MAP-kinazok kozott sem, lehetséges, hogy az érzéke-
16k és a MAP-kinazok kozotti kozvetitd szerepet is eddig ismeretlen, novényjellegzetes

molekulak toltik be.



CELKITUZESEK

A 1adfd teljes génallomanyanak kozzététele utdn nyilvanvaléva valt, hogy az egyéb
él6lényekben azonositott dragéneknek nincsenek novényi megfelel6ik. Ez annyira nem
meglepd, hisz a cianobaktériumok és a fonalas gombak 6raja is egyedi felépités, kii-
l6nbozik az 6sszes tobbi é161ényétdl. A ndvényi cirkadidn 6ra megismerése érdekében
végzett kutatasok jelentds eredményei ellenére ma még messze vagyunk attol, hogy
elmondhassuk: ismerjiik a novényi cirkadian 6ra felépitését. Célunk ezért az volt, hogy
Uj cirkadian 6raelemeket azonositsunk a névényi modellszervezetként szolgalé luadfi-
ben, majd ezeket szerepiik és mas elemekhez fiz6d6 kapcsolatuk tisztazdsa utdn meg-

kiséreljiik elhelyezni a cirkadian 6ra miikodését leir6 modellben.

Ehhez a CAB2:LUC jelz6gént hordoz6 novény génallomanyaban véletlenszer(
nukleotidcseréket hoztunk létre. Az igy eléallitott valtozatok kozott olyanokat keres-
tlink, amelyekben megvaltozott a jelz6gén kifejez6désének cirkadidn mintazata. Sike-
riilt is azonositanunk egy eddig ismeretlen éragént, amelyet a novény cirkadian visel-
kedése utan LIP1-nek (LIGHT INSENSITIVE PERIOD 1) neveztiink el. A LIP1 miikodé-

sének megismerése érdekében a kovetkezo6 f6bb célokat tiiztiik ki:

A lip1-1 novény cirkadian orajanak jellemzése

A lip1-1 génvaltozat altal érintett élettani folyamatok kortilhatarolasa
A LIP1 gén azonositasa

A LIP1 gén kifejez6désének jellemzése

A LIP1 fehérje miikodésének vizsgalata

A

A LIP1-fiiggd jelatviteli utak feltérképezése
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Kisérleti anyagok és élolények

Tdpoldatok, tdptalajok, antibiotikumok

Bakterialis taptalajok

LB (Luria-Bertani Medium) (pH=7.0): 1% tripton (Reanal), 0.5% éleszt6 kivonat
(Reanal), 1% NaCl (Reanal); taptalajhoz: 1.5% agar (Reanal)

RM (Rich Medium) (pH=7.0): 1% tripton, 0.5% éleszt6 kivonat, 0.5% NaCl, 0.2% glii-
kéz (Reanal)

YEB (pH=7.0): 0.5% marhahts-kivonat (Difco), 0.1% éleszt6 Kkivonat, 0.5%
Bacto®-pepton (Difco), 0.5% szahar6z (Reanal), 2 mM MgSO4 (csiramentesre sziirve,

autoklavozas utdn hozzaadva; Sigma); tdptalajhoz: 1.5% Bacto®-agar (Difco)
Eleszt6 taptalajok

YPAD (pH=7.0) 1% éleszté kivonat, 2% Bacto®-pepton, 2% gliik6z, 0.01% adenin

hemiszulfat (Sigma); taptalajhoz: 1.5% Bacto®-agar

CSM (Complete Supplement Mixture) (pH=7.0): 2% gliik6z, 0.67% yeast nitrogen base
w/o amino acids (Difco), 0.64 g/l Leu /Trp~ CSM (Qbiogene) vagy 0.63 g/l
Ade™/Leu”/Trp~ CSM (Qbiogene); taptalajhoz: 1.5% Bacto®-agar

Novényi taptalajok

MS3 (Murashige-Skoog Medium) [177] (pH=5.6): 4.3 g/l MS sokeverék (Sigma), 3%
szaharo6z, 1% agar (Difco)

AM (Arabidopsis Medium) (pH=5.6): 2.16 g/l MS por, 1% szaharéz, 0.2% phytagel
(Sigma)
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Munkank soran az aldbbi antibiotikumokat hasznaltuk, melyeket csiramentesre
szlirve a tapoldatba ill. taptalajba autoklavozas (121 °C, 25 perc) és 60 °C-ra hiités

utan kevertiink.

Amire hat Antibiotikum Végkoncentracio
Ampicillin (Amp) 100 pg/ml
Escherichia Kanamicin (Km) 50 pg/ml
coli Tetraciklin (Tet) 100 pg/ml
Kloramfenikol (Cm) 170 pg/ml
Karbenicillin (Cb) 100 pg/ml
Agrobacterium
Kanamicin (Km) 50 pg/ml
tumefaciens
Rifampicin (Rif) 25 pg/ml
Higromicin (Hyg) 15 pg/ml
Arabidopsis
Klaforan (Cf)* 200 pg/ml
thaliana
BASTA®** 20 000x

1. tablazat. Az alkalmazott antibiotikumok listaja

* A klaforant nem valogatasra hasznaltuk AM és MS taptalajokban, hanem
azért, hogy csokkentstik a baktériumok altali fert6z6dés esélyét.

** A BASTA® nem antibiotikum, hanem gyomirté. Az AgrEvo (Bad Soden,
Németorszag) cég altal forgalmazott oldatot csiramentesre sz{irve a fenti hi-

gitasban hasznaltuk AM taptalajban.

Plazmidok leirdsa

Baktérium plazmidok

A génépitéshez altaldban pBluescript® II KS/SK plazmidot (Stratagene) hasznaltunk,

vagy egybdl a célplazmidban raktuk 6ssze a géndarabokat.

Idegen gének baktériumban torténé Kkifejezésére a pMAL c2x plazmid (New Eng-
land Biolabs) hazilag moédositott valtozatat hasznaltuk. A modositott valtozatban a
kifejezni kivant fehérje karboxi-végére 6 db hisztidin aminosav is kertl, igy az amilo6z-
oszlopon torténd tisztitas utan egy Ni-agar6z oszlopos tisztitdssal a teljes hosszusagu

fehérjét kapjuk meg (az amino-végi MBP el6tte akar le is vaghat6 Xa faktorral torténd
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emésztéssel). Az idegen gént az izopropil--D-galakto-piranozidra (IPTG) bekapcsolé-

do tac promoter hajtja meg.
Eleszt6 kétgazdas plazmidok

Az éleszt6 kéthibrid kisérletekben a vizsgaland6 fehérjék kodold részeit pGADT7 és
pGBKT?7 (Clontech) kétgazdas plazmidokba klénoztuk. A pGADT7 segitségével a bak-
tériumbdl szarmaz6 GAL4 atirasi fehérje atirast serkentd eleméhez forrasztott fehér-
jéket tudunk magas szinten kifejeztetni élesztében. A pGBKT7 alkalmazasaval viszont
a GAL4 DNS-kot6 eleméhez toldhatjuk a fehérjéket. Az élesztOsejten beliil a GAL4 két
eleme miikod6képes atirasi fehérjévé képes osszeallni, ha a két darabhoz forrasztott
fehérjék kolcsonhatnak [178]. A pGADT7 a plazmidon kédolt LEUZ gén segitségével a
leucin tapanyagfiiggéséget, mig a pGBKT7 TRP1 génje révén a triptofan-fiiggdséget
hidalja at. A két plazmid egyiittes jelenlétét a sejtekben ezért leucin- és
triptofanhianyos (L"W~) taptalajon tudjuk biztositani. Az éleszt6é kéthibrid szliréshez
hasznalt cDNS koényvtarat pACT2-ben (szintén LEUZ gént hordoz) hoztak létre. Ez a
plazmid baktériumban ampicillin-ellenallésagot okoz, ezért a kéthibrid szlirés utan a
vele parban lev pGBKT7 plazmidtél (amely kanamicin-ellenall6sagot képes biztosita-

ni) kénnyen megtisztithato.
Novénybe juttatandé plazmidok

A ladfi genetikai atalakitasara hasznalt pPCV (Plant Cloning Vector) plazmidot Dr.
Koncz Csaba csoportja fejlesztette ki [179]. Ennek BASTA®-ellenallésagot biztositd
valtozatat (pPCVB) Dr. Szekeres Miklds készitette el. Ezek a plazmidok az
Agrobacterium tumefaciens Ti-plazmidjan alapulnak. A jobb és bal oldali hatarelemek
kozotti DNS szakaszt (T-DNS) az Agrobacterium képes atjuttatni novényi sejtekbe, ahol
azok véletlenszertien beépiilnek a novény génallomanyaba. A pPCV plazmidok T-DNS-
ének egyik része olyan elemeket tartalmaz, amelyek lehetévé teszik a plazmid szapo-
rodasat Escherichia coli sejtekben (ORIcor1r  masolasi  kezd6pont és az
ampicillin/karbenicillin ellenallésagot okoz6 B-laktamaz gén), mig a masik részen a
plazmidot hordozdé névények valogatasat lehetévé tevd, a higromicin ellenallésagért
felel6s neomicin-foszfotranszferaz gént (pPCVH), vagy a BASTA® ellenallosagért fele-
16s foszfinotricin-acetiltranszferaz gént (pPCVB) helyezték el. A plazmid T-DNS részé-
be beépitettek egy, a génépitést megkonnyitd, egyedi restrikciéos endonukleaz

hasitohelyeket hordozé szakaszt is.
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A novényekben atmeneti fehérjetermelésre hasznalt pRT104 [180] alapu
plazmidokat Dr. Baké Laszlotél kaptuk (pRT104 3xHA és 3xMyc). Ezekkel olyan
fehérjéket lehet atmenetileg magas szinten Kkifejeztetni névényi sejtekben, amelyek
amino-végén 3xHA vagy 3xMyc horgony van. Az ezekre kifejlesztett ellenanyagok
segitségével fehérjeegyiitteseket lehet tisztitani, illetve ki lehet 6ket mutatni az

egylittesben.

Felhasznalt baktérium- és élesztotorzsek

Génsebészeti miiveletekhez az Escherichia coli XL-1 Blue toérzsét hasznaltuk
(Stratagene). A novénybe juttatandd plazmidokat el6szor Escherichia coli S17-1 tor-
zsébe vittiik be. Ez a torzs képes a plazmidot atadni az Agrobacterium tumefaciens
GV3101 torzsének [181], amely azutan a névénybe viszi be a hatarelemek kozotti ide-

gen DNS-t (T-DNS).

Idegen fehérjék kifejezésére az Escherichia coli BL21 alapi Rosetta™ (Novagen)
torzsét hasznaltuk, mivel ez a torzs hordozza a pRARE plazmidot, amely ritka
antikodonokat k6dol6 tRNS géneket tartalmaz. Ennek segitségével a novényre jellem-
z6 kodongyakorisagi mRNS-ek sokkal nagyobb hatékonysaggal forditédnak le fehér-
jévé a baktériumban. A torzs elénye tovabba, hogy a Lon és az OmpT fehérjebont6 en-
zimek el vannak rontva benne, ezaltal az idegen fehérjék nem bomlanak le a sejten
beliil, valamint hogy a LacY gén elrontadsanak készonhetben a tac promédter miikodése

finoman szabalyozhat6 IPTG-vel.

Az éleszt kéthibrid vizsgalatokhoz a Saccharomyces cerevisiae P]69-4A torzsét
[182] hasznaltuk. Ebben a térzsben harom kiilonb6z6 eredet(i, de egyarant GAL4 fe-
hérje altal szabalyozott promoéterrel meghajtott jelz6gén talalhat6. Ebbdl kettd (HIS3,
ADE?) a P]69-4A tapanyagfiiggését (hisztidin ill. adenin) képes athidalni, ha a vizsgalt
fehérjék kolcsonhatasa kovetkeztében a kifejez6désiik beindul. A harmadik jelz6gén a
LacZ. Ennek terméke, a B-galaktozidaz a szintelen oNPG kiindulasi anyagbdl sarga szi-
ni oldhaté végterméket (vagy a szintelen 5-brom-4-klér-3-indolil-B-D-galakto-
piranozidbdl [X-gal] oldhatatlan kék szinl csapadékot) képes létrehozni, igy nincs

szlikség hidnyos taptalajra a k6lcsonhatasok vizsgalatahoz.
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Faj Torzs Genetikai jellemz6k
recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 (rk™,mk") supE44
XL-1 Blue
relAl lac [F" proAB lacliZAM15 Tn10 (TetR)]
Escherichia S17-1 F~ recA pro hsdR RP4-2 Tcr::Mu Tnr::Tn7 (TmpR, SpcR,
coli StrR)

Rosetta™  lon ompT lacY pRARE (CmR)

Agrobacterium
GV3101  rpoH* hrcA* pMP90RK (GmR, KmR, RifR)
tumefaciens

Saccharomyces PJ69-4A MATa trp1-901 leu2-3, 112 ura3-52 his3-200 gal4A
cerevisiae gal80A LYS::GAL1-HIS3 GAL2-ADE2 met2::GAL7-lacZ

2. tablazat. A munka soran felhasznalt baktérium- és éleszt6torzsek jellemzoi.

Novények

A CAB2:LUC jelz6gént egy példanyban homozigéta formaban hordozé C24 6kotipusu
ladft vonal Dr. Andrew ]. Millar laboratériumaban késziilt [183]. A kisérletekben al-
kalmazott tovabbi jelz6géneket Agrobacterium segitségével juttattuk be a megfelel6
novényekbe (lasd: 60. oldal). A jelzégének kifejez6dését mindegyik hattér esetében
legaldbb 5 fliggetlen vonalban vizsgaltuk meg. A vizsgalt jelz6gén kifejez6dése minden

azonos hatteri névényi vonalban hasonlé mintazatot mutatott.

Genetikai térképezés

Megvaltozott jellegek ludfiiben torténé keresésének tervezését, a hibas gének moleku-
laris genetikai térképezésének menetét, elvét és az alkalmazhaté modszereknek koz-

érthetd 0sszefoglalasat néhany nagyszerii kozleményben talalhatjuk meg [184-186].

Genetikai elvaltozasok létrehozdsa

Nukleotidcserék létrehozasahoz a CAB2:LUC jelz6gént hordoz6 C24 6kotipusi nové-
nyek magjait Dr. Andrew ]. Millar laboratériumaban etil-metil-szulfonattal (EMS) ke-

zelték [183]. Az EMS a DNS-ben G—A (ill. C—>T) cserét eredményez [187]. A kezelést
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kovet6en a magokbdl kinové noévényeket (M; nemzedék) csoportositottak, és hagytak

onbeporzodni.

Elrontott cirkadidn ordju névények keresése

Az igy létrejovd M, nemzedék csirandvényeiben a luciferaz enzim miikodését folyama-
tos sotétben 36 6ran at mértiik (ennek médjat 1asd: 61. oldal), miutan a névényeket 12
ora fény/12 ora sotét valtasokkal beallitottuk. Ez id6 alatt a CAB2:LUC jelz6gén Kkifeje-
z0désében megnyilvanul6 cirkadian mintazat elsé csucsa figyelhetd csak meg, mivel
fény hianyaban a CABZ gén kifejez6dése gyorsan lecseng [188,189]. Noha ilyen kortil-
mények kozott nincs lehetdség a periddus, csak a fazis mérésére, mégis ezt a mddszert
valasztottuk a novények elsé korben torténd valogatasara. Igy ugyanis egyszerre sok-
kal tobb lemezt tudunk lemérni a luminométerben, hiszen nincs sziikség az oldalrol

érkez6 fényt a lemezek felszinére tiikroz6 segédlemezek alkalmazasara.

Az ebbdl a szilirésbdl kivalogatott eltéré lumineszcencia-mintazatot mutaté valtoza-
tok utodait (M; nemzedék) folyamatos sotétben ujravizsgaltuk, hogy a tulajdonsag
oroklédik-e. A megmaradt jelolteket ezutan az elébbiekben leirtakhoz hasonléan, de
folyamatos voros fényben is lemértiik, ily médon meg tudtuk kiillonboztetni a perié-

dusban illetve a fazisban eltéréseket mutatd valtozatokat.

A térképezopopulacio létrehozadsa

A fenti szlirések utan a C24 hatter( lip1-1-et a térképezéshez Col-0 hatteri novénnyel
kereszteztiik, hogy a kapcsoltsagi vizsgalathoz a molekularis tajékozdédasi pontokat és
a mérhet6 cirkadian jellegeket dsszekeverjiik. A keresztezéssel 1étrejovo F; nemzedék
orokitéanyaga minden helyen heterozigéta mintazati. Ekkor torténnek a sziil6i
kromatidak kozotti atkeresztez6dések is, amelynek soran a hibat tartalmaz6 DNS da-
rab a masik hattérre jellemz6 DNS-kornyezetbe keriil. Az egyedekben megfigyelhet6
cirkadian jelleg (periddus vagy fazis) azonban nem egyontetien koztes, mivel a
cirkadian periédust és fazist tobb gén egyiittesen, bonyolult génkolcsonhatasokon ke-
resztll hatarozza meg. Ezek a keresztezés soran szabadon rekombinalddva a jellegek
tobbé-kevésbé folyamatos eloszlasat eredményezik. A helyzetet bonyolitja, hogy a két
vad hattérnek (C24 és Col-0) nem csupan a cirkadian szempontbdl semleges moleku-

laris tajékozodasi pontjai kiilonb6znek, hanem cirkadidn jellege is mar eleve eltér a
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természetes kivalasztédasnak koszonhetéen. Az F; nemzedék egyébként a CAB2:LUC
jelz6génre is heterozigdta, mivel a Col-0 nem tartalmazott ilyen jelz6gént. Az F; nem-
zedék onbeporzassal létrejovd utddainak cirkadian jellegei hasadnak. Természetesen
ekkor sem tisztan az eredeti sziil6i jellegeket kapjuk vissza, hanem a hattérkeveredés

miatt nehezebben elkiilonithetd csoportokat.

Kapcsoltsdgi vizsgalat

A kapcsoltsagi vizsgalathoz a lipl1-1 F, nemzedékének egyedeit a megfigyelhet6
cirkadian jellegeik alapjan szétvalogattuk. A szoba johet6 novényeknek azonban csak a
negyedét tudtuk kivalasztani, mert a tobbi nem tartalmazta a CAB2:LUC jelz6gént, igy a
luminométerben ezeket nem lehetett megmérni. Az egyes csoportok egymashoz vi-
szonyitott aranyaibo6l megallapitottuk a lip1-1 koztes 6rokl6dési. A térképezés bizton-
sagat novelendd csak a legszélsségesebb jellegii hibas egyedeket tartottuk meg. Osz-
szesen 50 ilyen egyed lett a kapcsoltsagi vizsgalat alanya. A kapcsoltsagi vizsgalatnak
egy egyszerl és hatékony mddjat, a hasad6 utédok gongydolitett vizsgalatat valasztot-
tuk [190]. Harom hetes homozigo6ta hibas novények hasonlé méretii leveleib6l DNS-t
tisztitottunk (lasd: 53. oldal), majd a DNS-ekb6l 10-10 pl-t kivéve egy keveréket készi-
tettiink. Ezen a keveréken végeztiik a kis felbontasu genetikai térképezést, amellyel a
hibas gén helyét nagyjabdl egy kromoszémakarra tudtuk behatarolni. Ehhez olyan
molekularis tajékozddasi pontokra volt sziikség, amelyek valamilyen médon kiilon-
boznek a két vad hatterli névényben, ezért segitségiikkel eldonthetd, hogy egy vizsgalt
egyed orokitéanyaga az adott helyen homozig6ta vagy heterozigéta-e. A térképezéskor
még nem allt rendelkezéslinkre a 1udf{i valtozatai k6zo6tti molekularis kiilonbségeket
tartalmaz6 adatbazis, ezért magunknak kellett ilyeneket talalnunk. Végiil sikeriilt egy
olyan gylijteményt dsszeallitani, amely a ludfii mind az 6t kromoszémajan egyenlete-
sen elosztott molekularis tajékoz6dasi pontokbol all. Ezeket a tajékozodasi pontokat
PCR-rel lehet ellendrizni [191] (a részletes leirast lasd: 53. oldal). A kapcsoltsagi vizs-
galat nem mas, mint ezen pontok mintazatanak dsszevetése a megfigyelhetd cirkadian
jelleg mintazataval. Ha a homozig6ta hibas névényekbdl kevert DNS-en végzett PCR
termékek kozil egy vagy tobb kovetkezetesen homozigéta C24 mintazatot mutat, ak-
kor az azt jelenti, hogy a hibas gén ezen tajékozodasi pontok kozelében van. A tébbi
kromoszéman a véletlenszer(i kromatidaparbaallas miatt a hibas cirkadian jelleg ki-

alakitasaban szerepet nem jatszé DNS darabok heterozigota-szeri mintazatot mutat-
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nak. A hibat hordoz6 kromoszéman bekovetkezé atkeresztez6dések teszik lehet6vé,
hogy a kapcsoltsagot a kromoszéman beliil is meg tudjuk allapitani, mivel csak azok a

részek érdekesek szamunkra, amelyek homozigéta C24 mintazatiak maradnak.

Finomtérképezés

Ezt kdvetden olyan atkeresztez6dési pontokat kerestiink, amelyek a hibas gén két ol-
dalan kb. 500 kb-nyi tavolsagra talalhatok (ahol a mintazat homozigdota C24-rdl hete-
rozigotara valt, vagy forditva). Miutan ez sikertlt, a tovabblépéshez egy masik mod-
szert alkalmaztunk. Minél tobb olyan névényt kellett taldlnunk, amelyek a két
hatarolépont helyén DNS mintdzatot valtanak. Ehhez nem gy(jtottiik 6ssze a hibas
egyedeket, hanem valogatas nélkiil neveltiink fel kb. 2 000 novényt (luciferazt tartal-
mazokbdl). Ezek mindegyikének DNS mintazatat a két hatarolé pont helyén meghata-
roztuk. Csak azokat tartottuk meg, amelyek DNS mintazatot valtottak (kb. 5%). Kovet-
kez6 1épésként ezen novények cirkadian jellegét luminométerrel meghataroztuk, és a
kapott eredményeket Osszevetettiik a DNS mintazatukkal. Ekézben a két hatarpont
kozotti szakaszra egyenletesen elosztva Uj tajékozodasi pontokat terveztiink. A meg-
maradt, és mar ismert cirkadian tulajdonsagu egyedeinknek ezeken a pontokon meg-
hataroztuk a DNS mintazatat. A cél olyan ndvények taldlasa volt, amelyek kb. 50 kb-ra

szlkitik a gént tartalmazo szakaszt.

Az elrontott gén azonositdsa

A szakaszt végiil 29.4 kb-nyira sikertilt lesziikiteni. Ezt harom darabban sokszorositot-
tuk PCR-rel, a TaKaRa cég ExTaq hibajavité enzimével, amely nagy DNS darabok sok-
szorositasara is alkalmas. Az oligonukleotidok 5’ végére Kpnl illetve Notl restrikcios
enzimek felismerdhelyeit illesztettiik. A vad hatter( és a lip1-1 novénybdl is 3-3 par-
huzamos sokszorozast végeztiink, hogy a polimeraz altal elkdvetett hibakat a bazissor-
rendek Osszehasonlitdsdnal ki tudjuk szlirni. A darabokat pBluescript® II SK(-)
plazmidba, Kpnl és Notl helyekre varrtuk be, majd bazissorrendjiiket meghataroztuk.
Az eltéréseket azonositand6 a kapott bazissorrendeket 6sszeillesztés utan ClustalW2

eljarassal egymas ala rendeztiik.
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Molekularis bioldgiai és biokémiai modszerek

Génsebészet

A teljes hosszusagu LIP1 cDNS-t (pda02083) a RIKEN cégtdl vasaroltuk [192]. Az
egyéb megszakitdsmentes kddold génszakaszokat az Athanasios Theologis laboratori-
umaban készitett, 3 napos, sotétben nétt ludfii Col-0 valtozatabdl szarmazé cDNS-eket
hordozé A-fag konyvtarbol, a gének prométereit pedig ludfti Ws ill. Col-0 valtozatanak
genomi DNS-ébdl (a novényi genomi DNS tisztitasat lasd: 52. oldal) sokszorositottuk
PCR-rel. Minden sziikséges DNS darabot - a kivant restrikciés enzim hasitohelyekkel a
végiikon - PCR-rel allitottunk el6 hibajavité enzimkeverékkel (TaKaRa ExTaq, Abgene
Extensor Hi-Fidelity enzyme mix, ill. Stratagene PfuUltra™ II Fusion HS) a gyarto ut-

mutatasa szerint.

A restrikciés endonukledz emésztéseket és egyéb DNS mddosito kezeléseket a gyar-
t6 (Fermentas) altal szallitott pufferekben és koriilmények kozott végeztiik, majd a
termékeket agardz gélen (SeaKem® LE, Cambrex), elektroforézissel valasztottuk el, a
megfelel6 DNS darabokat a gélbdl kivagvan fenolozassal tisztitottuk. A darabok 6ssze-
varrasat a T4 DNS ligaz gyartéjanak (Fermentas) Utmutatasai alapjan végeztiik. Az
osszevarrt DNS-eket Inoue mdédszere [193] szerint el6készitett XL-1 Blue sejtekbe egy
gyors és hatékony modszerrel [194] juttattuk be. A plazmidot hordozé baktériumsej-
tek kivalogatasat a megfelel6 antibiotikumot tartalmazé LB lemezeken 37 °C-on 16
oran at végeztiik. A plazmidokat Escherichia coli sejtekb6l a hagyomanyos lugos felta-
ras modositott valtozataval tisztitottuk [195], amelyeket azutan restrikciés enzimek-

kel ellendriztink.
Novényekbe keriilé génépitmények létrehozasa

A CCA1:LUC+, LHY:LUC+ és CCR2:LUC+ jelz6génekben haszndlt szentjanosbogar
luciferdz+ (LUC+; modositott LUC; ez a luciferaz erésebben vilagit, mint a LUC) cDNS-t

a Promega cégtdl vasaroltuk.

A CCR2:LUC+, a CCA1:LUC+ és az LHY:LUC+ jelz6gének létrehozasahoz a CCR2 kodo-
16 része el6tti 2 233 bp-nyi DNS darabot, a CCA1 kddolo része elétti 3 530 bp-nyi DNS
darabot, illetve az LHY k6dol6 része el6tti 1 812 bp-nyi szakaszt sokszorositottuk lud-

fii Ws valtozatabdl ExTaq polimerazkeverék és a kovetkezo6 primerek felhasznalasaval:
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CCRZproF: 5’-CGCAAGCTTAAATCTTCTCCTTCATCACCGCATA-3’
CCR2Z proR: 5-CGCGGATCCTGAAATTTGAAAAGAAGATCTAAGGGA-3’
CCAlproF: 5-CGCAAGCTTCTTCTCGGCATGGAACTTGACTTTGG-3’
CCAlproR: 5-CGCGGATCCCACTAAGCTCCTCTACACAACTTC-3’

LHY proF:  5-TGCGGTCGACTGTTTCAAATAACTGTTATGTCCTA-3’
LHY proR:  5-GGAAGGATCCAACAGGACCGGTGCAGCTAT-3’

A termékeket kozvetleniil a novényi kétgazdas pPCVH LUC+ plazmidba klénoztuk
HindIll-BamHI (CCA1 és CCRZ2), Sall-BamHI (LHY) helyekre. A kisérleteinkben hasz-
nalt CAB2 promoéter a CAB2 gén kodolo része eldtt elhelyezkedd 320 bp-nyi DNS dara-

bot tartalmazza (ezt a génépitményt Andrew Millar laboratériumaban készitették).

A lip1 tiinetegylittes helyreallitasahoz a LIP1:LIP1 és a 35S:YFP-LIP1 génépitménye-
ket készitettiik el. Ehhez a LIP1 k6dol6 részét Pfu polimerazzal Gjrasokszorositottuk az

alabbi primerek felhasznalasaval:

LIP1 CDSF: 5’-TCGCGGATCCGTATGAAGTTTTGGAGGGAACGTGAAAG-3’
LIP1 CDSR: 5’-TCGGGAGCTCTCAGACGTTAATATCCATTCGCTTTGAC-3’

A terméket gélbdl vald tisztitds utdn BamHI és Sacl enzimekkel kezeltiik, és
pBluescript® II SK(-) plazmidba klénoztuk. A LIP1 promotert a LIP1 k6dol6 rész elotti
1 137 bp-nyi szakasz ladfi Col-0 valtozatabol ExTaq polimerazzal torténé sokszorosi-

tasaval allitottuk el6 az alabbi primerekkel:

LIP1proF: 5-CCCAGAATTCCATCCTCGTTGAGATTGTAAGATACC-3’
LIP1proR: 5-CGCCGTCGACTTTTGCTTAACAAGAGCAGATTAGGT-3’

A PCR termékét EcoRI-Sall darabként pBluescript® II SK(-) plazmidba klénoztuk. A
LIP1:LIP1 génépitményt pPCVH plazmidban raktuk 6ssze: el6szor a LIP1 promotert
illesztettlik be EcoRI és Sall helyek kozé, majd e mogé szurtuk be a LIP1 kddolo részét
BamHI és Sacl helyekre. A mikroszkoépos vizsgalatokhoz is hasznalhaté LIP1 tulterme-
16 vonalak el6allitdsahoz a LIP1 kdédol6 részét pPCVB 35S plazmidba varrtuk be a 35S
promdter mogé BamHI-Sacl helyekre. Az YFP stop kodon nélkuli valtozatat a megfele-
16 leolvasasi keretben Sall-BamHI darabként illesztettiik a 35S prométer és a LIP1
kozé. Ugyanebben a plazmidban raktuk 6ssze a LIP1 mRNS leforditasanak vizsgalata-
hoz a LIP1-LUC+ mesterséges fehérjét kodol6 gént is. El6szor a LUC+ gént Smal és Sacl

enzimekkel vagtuk ki pPCVH LUC+ plazmidbdl, és pPCVB 35S plazmid Smal és Sacl
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helyei kozé illesztettiik be. A fehérjék Osszeforrasztasahoz a LIP1 stop kodon nélkiili

valtozatat készitettiik el a LIP1 CDS F és a kovetkezd primer felhasznalasaval:
LIP1 STOP(-) R: 5’- TCGGGAGCTCACAGACGTTAATATCCATTCGCTTTGAC-3’

A terméket BamHI-EcI13611 darabként illesztettiik be a LUC+ elé BamHI-Smal helyek-

re.

Az élesztd kéthibrid eredmények megerdsitésére a novényi sejtekbe juttatando,
atmeneti Kkifejez6dést biztosité génépitményekhez a beépitendé géneket (LIPI1,
ROPGEF7, GI, TOC1, ZTL) az élesztd kéthibrid rendszerben hasznalatos pGADT7
plazmidbdl vagtuk ki EcoRI és Xhol enzimekkel, majd a pRT104 3xMyc és 3xHA
plazmidok EcoRI és Xhol helyei k6zé varrtuk be 6ket (kivéve a GI-t, mivel ezt kozvetle-

niil EcoRI-feltoltott Notl darabként vittiik at EcoRI-feltoltott Xbal helyekre).
Eleszt6be keriil6 génépitmények létrehozasa

Az éleszt6 kéthibrid alapu kolcsonhatads-vizsgalatokhoz a Clontech altal kifejlesztett
pGADT7 és pGBKT7 élesztd kétgazdas plazmidokba, a megfelel6 leolvasasi keretbe
illesztve klénoztuk a LIP1, ROPGEF7, GI, TOC1, ZTL gének megszakitdsmentes kddolo
részét. Ehhez a kérdéses géneket Pfu polimerazzal sokszorositottuk a kovetkezd pri-

merek segitségével:

GEF7 CDSF: 5-TCGGGATCCTTATGGATGGTTCGTCGG-3’

GEF7 CDSR: 5-TATGAGCTCTCAAATCCCAGGATCAAGG-3’

GI CDS F: 5’-CTTTTGCGAATTCATGGCTAGTTCATCTTCATCTGAGAGA-3’

GI CDSR: 5-TTTGCGCTCGAGTTAGCGGCCGCATTGGGACAAGGATATAGT-
ACAGCC-3’

TOC1 CDSF: 5-TTGGCTCGAGGAATTCATGGATTTGAACGGTGAGTGTAAAGG-3’

TOC1 CDSR: 5-TTCTGAGCTCCTACTCGAGAGTTCCCAAAGCATCATCCTG-3’

ZTLCDSF: 5-TGGACTCGAGGGATCCGTATGGAGTGGGACAGTGGTTC-3’

ZTLCDSR: 5-TTTCCCGGGTTACTCGAGATTCGTGAGATAGCTCGCTAGTGAT-3’

A PCR termékeit a megfelel6 enzimekkel valo kezelés utan (GEF7: BamHI-Sacl, GI:
EcoRI-feltoltott Notl, TOC1: EcoRI-Sacl, ZTL: BamHI-Smal) el6szor pGADT7
plazmidba varrtuk be (GEF7: BamHI-Sacl, GI: EcoRI-Ecl1361l, TOC1: EcoRI-Sacl, ZTL:
BamHI-Ecl13611), majd innen vittiik at pGBKT7-be EcoRI és Xhol darabokként EcoRI
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és Sall helyek kozé (kivéve a GI-t, amelyet nem pGADT7-bdl vittiink at, hanem egybdl
pGBKT7-be varrtunk be EcoRI-feltoltott Pstl helyekre).

Baktériumba keriilé génépitmények létrehozasa

A pMALc2X LIP1-cHIS génépitményhez a LIP1 stop kodon nélkiili, megszakitismentes
kodolod részét hasznaltuk, amelyet Pfu polimerazzal allitottunk el6 a kovetkezd prime-

reket hasznalva:

LIP1 MALF: 5-CTTTTGCGAATTCATGAAGTTTTGGAGGGAACGT-3’
LIP1 MALR: 5-TTTGCGCTCGAGTCAGTCGACGACGTTAATATCCATTCGCTT-3’

A termék végeit EcoRI és Xhol enzimekkel alakitottuk ki, majd a pMAL c2X (New Eng-
land Biolabs) plazmidba EcoRI és Sall helyek kozé illesztettiik be. Az MBP-MsROP6
génépitményt a kovetkez6 modon hoztuk létre: a leolvasasi keret megvaltoztatasa ér-
dekében a rekombinacids klénozashoz hasznalt pENTR 2B plazmidban (Invitrogen) a
felvagott Sall helyet T4 DNS polimeraz segitségével feltoltottiik, majd visszazartuk.
Ezutan az MsROP6 kodolé részét ebbe a pENTR 2Bmod plazmidba helyeztiik EcoRI és
Xhol helyek kozé, innen pedig LR rekombinacidval vittiik tovabb egy Gateway rendsze-

rii pMAL c2X Destiny plazmidba.

/7 7

Jo minéségii novényi DNS eloallitdsa klonozdshoz

Koriilbeliil 1 cm? feliilet( levelet folyékony nitrogénben lefagyasztottunk, majd 1.5 ml-
es centrifugacsében elporitottunk. A mintara 500 pl 60 °C-ra elémelegitett 2xCTAB
puffert (2% CTAB, 100 mM Tris-HCl pH=8.0, 20 mM EDTA pH=8.0, 1.4 M NaCl, 1%
PVP-40, 0.5% B-merkaptoetanol) mértiink ra, majd tobbszor 6sszerazva a csovet, 30
percig 65 °C-on tartottuk. 5 percnyi lilepités utan a tormelékmentes feliiltiszét Gj cs6be
szivtuk at és azonos térfogatu kloroformmal raztuk 6ssze. A vizes és a szerves fazist 5
perc centrifugalassal valasztottuk szét. A fels6 vizes fazisbol a nukleinsavakat 0.75
térfogatnyi 2-propanollal szobahémérsékleten 10 perc alatt csaptuk ki, majd 10 perces
centrifugalassal tlepitettiik. A csapadékot 70%-os etanollal mostuk, 1égszivattyival
megszaritottuk és 100 pl csiramentes TE pufferben (10 mM Tris-HCl pH=7.5, 1 mM
EDTA) feloldottuk. A mintat 10 pg RNaz-A enzimmel kezeltiik 37 °C-on 1 éran at, majd
fenol-kloroform (1:1) elegyével raztuk ossze. Centrifugalds utan a vizes fazist kloro-
formmal is tisztitottuk, majd a vizes fazisb6l a DNS-t 0.2 térfogatnyi 3 M natrium-

acetat pH=5.2 és 0.75 térfogatnyi 2-propanol hozzaadasaval szobahémeérsékleten 10
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perc alatt csaptuk ki. Centrifugalasos iilepités és 70%-os etanollal torténé mosas utan
a csapadékot megszaritottuk és 100 pl csiramentes TE-ben oldottuk fel. A mintabdl 1-

2 pl-t hasznaltunk egy PCR-hez.

Sokmintas névényi DNS tisztitasa gyorsteszthez

Az un. ROSE (Rapid One Step Extraction) médszert [196] alakitottuk at ugy, hogy sok
mintat lehessen kényelmesen feldolgozni. Koriilbeliil 1-3 cm? levelet szedtiink 2 ml-es
gylijtécsovekbe (Qiagen), amelyek egy 96 csovet befogado allvanyban, folyékony nit-
rogénben alltak. A csovekbe el6zbleg 1-1 db, 3 mm atmérdjli csapagygolyot is helyez-
tiink. A leszedett és fagyott mintakat gyorsan egy mintafeltaré razégépbe (Mixer Mill,
Retsch) helyeztiik, és 2 percig teljes fokozaton razattuk. Az ily médon porra zuzott
mintakat visszafagyasztottuk, majd roviden lecentrifugaltuk egy szabvanyos 96-os
lemez befogadasara alkalmas hiithetd centrifugaban (Eppendorf). Ezutan a mintakhoz
nyolccsatornds pipettaval 200-200 pl feltarépuffert (10 mM Tris-HCl pH=8.0,
312.5 mM EDTA, 1% Na-lauril szarkozinat, 1% PVPP) adagoltunk. A cséveket ezutan
egy hazilag készitett szerkezettel szorosan lezarva 90 °C-os siit6be helyeztiik 20 perc-
re, majd jégen hitottiik 5 percig. 5 perc centrifugalas utan a feltiltiszékbdél 6-6 pl-t
nyolccsatornds pipettaval atmértiink 1-1 ml csiramentes Milli-Q vizbe, amelyet el6z6-
leg egy 96-csoves, csovenként 2 ml drtartalmu lemezbe (ABgene) mértiink szét. Az igy

kihigitott mintdkbol 2 pl-t hasznaltunk fel egy 10 pl-es PCR-hez.

Sokmintas PCR és PCR alapti genetikai markerek

A PCR-eket 10 pl-es térfogatban végeztiik, 96 csoves PCR lemezekben (ABgene). A le-
mezeket Ujrahasznalhaté gumifedével =zartuk le (Applied Biosystems). A
reakciotérfogatot az 6sszerakashoz két részre valasztottuk. Az egyik részbe a csopor-
tonként valtozd (primer, MgClz, valamint puffer és festék), a masikba a minden cso-
portra egyarant jellemzé osszetevéket (ANTP keverék, Taq polimeraz, valamint szin-
tén puffer és festék) mértiik. A reakcidelegy osszetétele az 6sszerakas utan a kovetke-
z6 volt: 75 mM Tris-HCI pH=8.8, 20 mM (NH4)2S04, 0.01% Tween® 20, 2.5 mM MgC(Cly,
3% szacharoz-krezolvoros keverék, 0.2 mM dNTP keverék (Fermentas), 0.3 uM pri-
merkeverék, 0.25 U Taq polimeraz (hazi készités(i). A végig jéghideg allvanyban tartott

lemezekbe el6szor az elsd oldatot mértiik szét (3-3 pl) nyolccsatornas pipettaval, majd
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egyenként beléjiik mértiik a ROSE mddszerrel tisztitott vizsgdlandé minta DNS-eket is
(2-2 pl). Ezutdn a masodik, enzimet tartalmaz6 oldat szétmérése kovetkezett (5-5 pl).
A lemezeket lezartuk, 6sszekevertiik, majd hiithetd centrifugdban (Eppendorf) roviden
lecentrifugaltuk. Ezutan el6re 95 °C-ra felf{itott PCR gépbe helyeztiik 6ket és elinditot-
tuk a hémérsékleti programot, amely altaldban a kovetkez6 volt: 95 °C 2 perc, 50x(95
°C 30 mp, 55 °C 30 mp, 72 °C 1 perc), 72 °C 3 perc, 4 °C co. Miutan elkésziiltek, SSLP
markerek esetében azonnal 0.5xTBE puffert és 3-4% agarozt (SeaKem™ LE, Cambrex)
tartalmazo gélen valasztottuk el a PCR termékeket, vagy a dCAPS markerek [191] ese-
tében el6bb restrikcios emésztést hajtottunk végre rajtuk: a mintakat 20 pl-re egészi-
tettiik ki a restrikciés enzim szamara legmegfelel6bb pufferrel, szachar6z-krezolvoros
keverékkel, valamint magaval az adott restrikciés enzimmel (3 U/minta). Az emésztést
az enzimnek megfelel§ koriilmények kozott végeztiik egy éjszakan keresztiil, majd a

termékeket a fentiekben leirt médon agar6zgélen valasztottuk szét.

Noveényi RNS tisztitdasa

Ossz-RNS-t ~100 mg, folyékony nitrogénben poritott novényi anyagbél a Qiagen
RNeasy® Plant Mini Kit-jével tisztitottuk (oszlopon térténé RNaz-mentes DNaz keze-
1éssel kiegészitve) a gyarto leirdsa alapjan. A kapott RNS mennyiségét és mindségét a

minta 260 és 280 nm-en mért fényelnyelésébdl hataroztuk meg.

mRNS szint meghatdrozdasa Northern modszerrel

Mintanként 20 ug 6ssz-RNS-t egyesszaluva alakitottunk a felvivé pufferben (1xMOPS,
50% formamid, 7% formaldehid, 0.1 pg/pl etidium-bromid), majd az RNS mintakat
formaldehides, 1%-o0s agaroz gélen valasztottuk el. A gélb6l az RNS-t a Zeta-Probe® GT
(Bio-Rad) pozitivan toltott nylon lapra vittiik at a gyarté utmutatasa alapjan. A hibridi-
zacidhoz probaként hasznalt CCA1 és TOC1 teljes hosszusagu cDNS-t az Amersham cég
Megaprime™ DNA Labelling System jel6l6csomagjat hasznalva jeléltiik [a-*2P]-dCTP
jelenlétében. A lapon a felesleges kot6helyeket kioltépufferben (50 mM foszfat puffer
pH=6.5 [197], 50% formamid, 5xSSC, 0.2% SDS, 1 mg/ml BSA, 1 mg/ml PVP-40, 1
mg/ml fikoll-400, 100 pg/ml egyesszalu heringsperma DNS) egy éjszakan at 42 °C-on
val6 aztatassal fedtiikk le. A radioaktiv prébat egyesszaluva alakitva adtuk a

kioltopufferhez és a hibridizalast 42 °C-on, 24 6ran keresztiil végeztiik. Ezt kovetden a
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lapot cs6kkend toménységii s6 és emelkedé hdmérséklet mellett mostuk: 2xSSC, 0.2%
SDS (2x15 perc, 42 °C); 2xSSC, 0.2% SDS (2x15 perc, 65 °C); 1xSSC, 0.2% SDS (2x15
perc, 65 °C); 0.5xSSC, 0.2% SDS (1x15 perc, 65 °C). Az 1xSSC 6sszetétele: 0.15 M NacCl,
15 mM Nasz-citrat, pH=7.2. A lapot PhosphorImager® (Molecular Dynamics) késziilék
segitségével hivtuk eld. A jeleket az ImageQuant™ (Molecular Dynamics) alkalmazassal

mértiik meg.

mRNS szint meghatdrozdsa folyamatosan mért PCR-rel

Id6pontonként ~100 db novénybdl tisztitottunk 6ssz-RNS-t (lasd: 54. oldal). 0.5-1 pg
RNS-b6l cDNS-t a Fermentas altal gyartott RevertAid™ First-Strand cDNA Synthesis Kit
felhasznalasaval készitettiink a gyart6 Utmutatasainak megfelel6en. A termékeket
RNaz-mentes vizzel 6tszorosére higitottuk. A CCA1, LHY és a TOC1 mRNS szintjét fo-
lyamatosan mért PCR-rel ABI PRISM® 7700 (Applied Biosystems) gépen, ABI SYBR®
Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) alkalmazasaval 15 pl térfogatban hata-

roztuk meg.

Minden kisérletnél készitettiink egy cDNS higitasi sort: a vad hatteri névények egy
napot lefed6 mintdib6ol (cDNS) keveréket csinaltunk, amelyet 1-, 10-, 100-, 1000-
szeresre higitottunk. Ezekben megmértiik a kérdéses mRNS-ek szintjét. Az egyes pri-
merparokkal kapott értékekre egyenest illesztettiink, amelynek meghataroztuk a se-
gédvaltozoit. Az ismeretlen mintdkban az mRNS szinteket ennek a hitelesité egyenes-
nek a segitségével szamitottuk ki. A kapott értékeket a mintak TUB2/3 mRNS-szintjére
vonatkoztattuk. Minden mintat haromszor mértiink meg. A sokszorozashoz hasznalt

primerek az aldbbiak voltak, amelyeket 0.3 uM toménységben alkalmaztunk:

CCA1 RT-PCRF: 5-CTGTGTCTGACGAGGGTCGAA-3’

CCA1 RT-PCRR: 5-ATATGTAAAACTTTGCGGCAATACCT-3’
LHY RT-PCRF: 5’-CAACAGCAACAACAATGCAACTAC-3’
LHY RT-PCRR: 5’-AGAGAGCCTGAAACGCTATACGA-3’
TOC1 RT-PCRF: 5’-ATCTTCGCAGAATCCCTGTGATA-3’
TOC1 RT-PCRR: 5’-GCACCTAGCTTCAAGCACTTTACA-3’

A PCR koriilményei az aldbbiak voltak: 94 °C 2.5 perc, 40%(95 °C 15 mp, 60 °C 1 perc),
95 °C 15 mp, 60 °C 1 perc, 95 °C 15 mp, 60 °C 15 mp.
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Novényi dsszfehérje tisztitdsa

50-100 mg noévényi anyagot folyékony nitrogénben lefagyasztottunk és 1.5 ml-es cs6-
ben porra o6roltik. Az elporitott mintara 300 ul/100 mg 60 °C-ra el6melegitett
feltarépuffert mértiink (4 M urea, 5% SDS, 5% [-merkaptoetanol, 16.66% glicerin). A
mintakat tovabb droltiik addig, amig nagyobb darabokat mar nem lattunk az oldatban,
majd 60 °C-os vizfiird6be helyeztiik 6ket 10 percre. [d6nként er6teljesen 6sszeraztuk a
csoveket. A tormeléket ezutan centrifugalassal iilepitettiik 30 percig. A tiszta feliiliszot

Uj csovekbe mértiik at. Az igy elkészitett mintdk azonnal felvihet6k poliakrilamid gélre.

Fehérjeszint meghatdrozasa Western blot mddszerrel

Mintdnként 10 pl fehérjekivonatot futtattunk 10%-o0s SDS-poliakrilamid gélen
Tris/glicin/SDS futattopufferben. A Kkifuttatott gélb6l 2x15 percen Kkeresztiil
atvivopufferrel (12 mM Tris bazis, 96 mM glicin, pH=8.3, 20% metanol) mostuk ki az
SDS és urea maradvanyokat. A gélbdl az elvalasztott fehérjéket elektroblot késziilékkel
(Bio-Rad; 25V, 1h) atvittiik Immobilon®-P PVDF (polivinilidén-difluorid) miianyag
szlrélapra (Millipore). Az atvitel utan a lapot TBST pufferrel (20 mM Tris-HCI pH=7.5,
150 mM NacCl, 0.05% Tween® 20) oblitettiik at. A szabadon maradt kot6helyeket
kioltopufferrel (5% sovany tejpor, 1% BSA TBST pufferben) semlegesitettiik 4 °C-on
egy éjszakan at. Ezutan a lapot mlianyag zacskoba helyeztiik, amelyet a GFP elleni el-
s6dleges ellenanyag (Clontech, Living Colors A.v. Monoclonal Antibody JL-8, 500-
szoros higitasban) hozzdadasa utdn lehegesztettiink. Az ellenanyagot kioltépufferben
1 6ran keresztiil hagytuk a lapon, majd a lapot kivéve 3x5 perc TBST pufferben torté-
né mosassal tavolitottuk el rola a felesleges ellenanyag maradvanyokat. Ezutan
kioltépufferben 10 000-szeresre higitott, alkalikus-foszfatazhoz kapcsolt egér-IgG el-
leni masodlagos ellenanyagot (Sigma, A-3562) adtunk hozza, és igy tartottuk szoba-
hémérsékleten 1 6raig. Ezt kovet6en 3x10 percig TBST pufferben mostuk. A felesleges
folyadék leitatdsa utdn el6hivé oldatban (100 mM Tris-HCl pH=9.5, 100 mM NacCl,
5 mM MgCl;, 0.02% BCIP, 0.03% NBT) tartottuk szobah6mérsékleten, mig a fehérjesa-
vok lathatova nem valtak. A reakciot vizes oblitéssel leallitottuk, majd a lapot megsza-

ritottuk és képet készitettiink rola.
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Fehérjeegyiittes tisztitdsa novényi sejttenyészetbol

A plazmidokat tartalmazo protoplasztokat (lasd: 64. oldal) s6tétben razattuk 22 °C-on
18 éran at, majd 7 percig 100 g gyorsulassal 6vatosan iilepitettiik 6ket. Az liledéket
50 pl feltarépufferbe (25 mM Tris-HCI pH=7.8, 10 mM MgCl,, 5 mM EGTA, 2 mM DTT,
10% glicerin, 75 mM NaCl, 60 mM [-glicerofoszfat, 0.2% Igepal® CA-630, 0.1 mM
Na3zV0,, 1 mM benzamidin, 1xproteazgatl6 keverék [Roche]) vettiik fel és folyékony
nitrogénben lefagyasztottuk. Jégen hagytuk felengedni, majd a tormeléket 10 percig
ilepitettiik 4 °C-on, 15 000 g gyorsulassal. A tiszta felliliszébol egy kisérlethez 100 pg
osszfehérjét hasznaltunk fel 100 pl térfogatban. Az ellenanyag hozzaadasa el6tt a NaCl
toménységét az oldatban 5 M-os NaCl-dal 150 mM-ra emeltiik. A fehérjeegyiittes meg-
jeloléséhez 1 pg Myc vagy HA ellenanyagot (Sigma) hasznaltunk. Az ellenanyagot 4 °C-
on 2 6raig hagytuk kotédni. Az ellenanyaggal jelolt fehérjeegyiitteseket 10 ul Protein G
Sepharose gyongyokhoz kotottiik 1 6raig 4 °C-on, folyamatosan forgatva. A gyongyo-
ket oszlopba toltottiik és 3x500 pl jéghideg mosopufferrel (1xPBS pH=7.5, 5% glicerin,
0.2% Igepal® CA-630) mostuk. A gyongyokrdl a fehérjéket 35 ul 1xSDS felvivépufferrel
tavolitottuk el 4 perces 95 °C-os kezeléssel. Az igy nyert mintdkat SDS-poliakrilamid
gélen futtatuk meg, a fehérjeegyiittes jelolt tagjait a jelolésre kifejlesztett ellenanyaggal
mutattuk ki az el6z6 alfejezetben leirtak szerint. A lehtizashoz hasznalt fehérje jelen-
l1étének ellendrzésekor nem tisztitottunk fehérjét, hanem csak feltartuk a sejteket a
fent leirt médon, majd a tiszta feliilisz6hoz egybdl felvivopuffert adtunk. A mintakat 5

percig 95 °C-on tartottuk, majd lehiilés utan gélre vittiik.

Mesterséges fehérje tisztitdsa baktériumbal

Az amino-végén MBP, valamint a karboxi-végén 6xHis fehérjedarabokkal 6sszefor-
rasztott LIP1 fehérjét Escherichia coli Rosetta™ torzsébdl (Novagen) tisztitottuk. A
plazmidot hordozé baktériumtelepeket 15 ml ampicillines, kloramfenikolos RM tapol-
datba oltottunk le és egy éjszakan at novesztettiik 37 °C-on. Masnap az egészet aton-
tottiik 250 ml friss RM tapoldatba és tovabb novesztettiik, amig a tenyészet siirlisége
ODs00~0.5 nem lett. Ekkor a sejteket lecentrifugaltuk (5 000 rpm, 5 perc), majd 250 ml
friss, gliikoz- és antibiotikum-mentes LB tapoldatba vettiik fel, amelybe 1 mM tomény-
ségben IPTG-t adtunk. A sejteket ezutan tovabbi 3 6rdn keresztiil razattuk 37 °C-on,
majd Kkiiilepitettiik 6ket. Az tiledéket 10 ml kotépufferbe (20 mM Tris-HCl pH=7.4, 200
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mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT) vettiik fel. A sejteket jégen, ultrahanggal tartuk fel
(7x5 mp, 5 mp-es sziinetekkel). A feltart mintakat hiithetd centrifugaban tlepitettiik
(14 000 rpm, 30 perc, 4 °C). Innentdl az 6sszes miiveletet hidegszobaban végeztiik. A
feltiluszot 6vatosan 500 pl (kotdpufferral atmosott) amiléz gyonggyel (New England
Biolabs) megtoltott oszlopokra (Bio-Rad) vittiik fel. Az oszlopra kotott fehérjét 3x10
ml kotdépufferral mostuk at, majd 1 ml leszoritopufferral (kotépuffer+10 mM maltdz)
nyertik ki. A tisztitott fehérjét Centricon® cs6 (Millipore) segitségével toményitettiik,
majd annyi 87%-os glicerint adtunk hozza, hogy toménysége glicerinra 50%-os legyen.
Az igy elkészitett fehérjét —20 °C-on taroltuk. A fehérjekészitmény mennyiségét és mi-
néségét SDS poliakrilamid gélen valé elvalasztas utan Coomassie festéssel és a His-
farok ellenagyagot (Novagen, His-Tag® Monoclonal Antibody, 70796) felhasznalva

Western blot-tal ellendriztik.

GTP-hasitds vizsgadlata

A baktériumbdl tisztitott fehérje 6nallé (segédfehérjék nélkiili) GTP-hasité képességét
20 pl oldatban (20 mM Tris-HCI pH=8.0, 50 mM NacCl, 5 mM MgCl;, 10 mM EDTA, 1 mM
DTT, 10 uM GTP, 0.7 pCi [a-32P] GTP, 4 uM fehérje) vizsgaltuk szobahémérsékleten 10
oraig. Az elegybdl 1 pl-t szilikagél vékonyrétegre (Merck, Silica gel 60 F2s4, tiveg hor-
dozon) vittiink fel, majd a termékeket 1-propanol:cc.NH4OH:H20 (11:7:2) aranyu ke-
verékében futtatva valasztottuk szét. A megszaritott lemezeken a jeleket

Phosphorlmager® késziilékkel tettiik lathatéva.

Eleszt6n alkalmazott eljarasok

Kolcsonhato fehérjék keresése éleszto kéthibrid sziiréssel

Az éleszt6 kéthibrid vizsgalatokhoz a Saccharomyces cerevisiae P]69-4A torzsét hasz-
naltuk [182]. Az idegen DNS felvételére képes sejtek eldallitasat, a DNS bejuttatasat, a
kéthibrid szlirést, és egyéb élesztdvel kapcsolatos miiveleteket a Methods in Molecular
Biology sorozat kéthibrid rendszerekrdl szdlé kotetében leirtak szerint végeztiik
[198]. A LIP1-gyel kolcsonhaté fehérjék kereséséhez az Athanasios Theologis labora-
toriumaban készitett, 3 napos, sotétben nétt ludfii Col-0 valtozatabol szarmazé, pACT2

plazmidba klénozott cDNS gy(ijteményt hasznaltuk. A konyvtar pGBKT7 LIP1-et tar-
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talmazé sejtekbe torténdé bejuttatasa utan a sejteket A"L"W~ lemezekre szélesztettiik.
Ezzel csak a leger6sebben kolcsonhaté parok novekedését engedtiik meg. A kindtt te-
lepeket csiramentes vizben kihigitottuk, majd uj A"L"W~, L™W~, valamint 10 mM
3-aminotriazollal kiegészitett H'L"W~ lemezre csoppentettiik ki 6ket, hogy kivalogas-
suk a legerésebben kolcsonhatokat. A kivalasztott klonokbdl a kolcsénhato fehérje
génjét hordozd plazmidot (pACT2) tisztitottuk, majd szaporitas céljabdl Escherichia
coli XL-1 Blue sejtekbe vittiik at. A baktériumbdl tisztitott plazmidok Ujra éleszt6be
keriiltek, bizonyitand6 hogy a névekedést a kérdéses plazmid jelenléte tette lehet6vé.
Ezutan meghataroztuk az igéretes klénok plazmidjai altal hordozott ismeretlen cDNS

darabok bazissorrendjét.

A kolcsonhaté parok vizsgalatakor a plazmidok bejuttatasa utan a sejtek egyik felét
L™W~, a masikat pedig A"L"W~ lemezre kentiik ki. Utobbi lemezen csak a valéban kol-
csonhat6 fehérjéket kifejez6 éleszték képesek néni, mig az el6bbin minden olyan
éleszt6 kind, amely tartalmazza a bevitt plazmidpar mindkét tagjat. Ezzel az egyiittes

bejuttatas hatékonysaga ellendrizhetd.

p-galaktoziddz enzimmiikodés mérése

A kolcsonhatds erdsségének szamszer(i becslésére legalkalmasabb moédszer a kol-
csonhatas kovetkeztében Kkifejez6d6 [(-galaktoziddaz miikodésének mérése oldatban.
Ehhez minden L"W~ lemezrdl 3 telepet oltottunk le 3 ml LW~ tapoldatba, és er6sen
razatva ODesoo~0.8-ig novesztettiik 6ket 30 °C-on. Minden egyes minta sejtsiirliségét
megmértiik és feljegyeztiik. A mintakbdl 2 ml-t centrifugaldssal iilepitettiink, majd a
felliliszot Ovatosan eltavolitva az ililedéket folyékony nitrogénben lefagyasztottuk.
Felolvasztas utan a sejteket 665 pl H-pufferbe (100 mM HEPES-KOH pH=7.0, 150 mM
NaCl, 2 mM MgClz, 1% BSA) vettiik fel, majd 55 pl kloroformot és 55 pl 0.1%-0s SDS
oldatot adagoltunk hozzajuk. A keveréket 1 percig er6sen 0sszeraztuk, majd 125 pl
oNPG-oldat (4 mg/ml, H-pufferben) hozzaadasa utan a mintdkat 30 °C-ra helyeztiik
legfeljebb 1 6raig. Az egyes mintakban az enzimmiikodést, amikor az oldat szine koze-
pesen sargara valtozott, 400 pl 1 M-os NaCO3-oldat hozzaadasaval allitottuk le. A leal-
litas idejét feljegyeztiik. 5 perces centrifugalds utdan megmértiik a tiszta feliiliszé 420
nm-en vald fényelnyelését. A B-galaktozidaz enzim miikodését egy viszonylagos érték-

kel (Miller-egység) jellemeztiikk, amelyet a kovetkez6 moddon szamoltunk Kki:
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(1 000x0D420)/(VxTx0Dsoo), ahol V a sejttenyészet térfogata ml-ben, T pedig a ledllitas

ideje percben mérve.

Novényeken alkalmazott eljarasok

Novények elokészitése és nevelése

Feliiletkezeléshez a 1Udfli magjait legalabb 3 napig desztillalt vizben 4 °C-on, s6tétben
duzzasztottuk, majd 10 percig 30%-0s Domestos oldatban aztattuk. Ezutan csiramen-
tes desztillalt vizzel 6tszor atmostuk. Az igy feliiletkezelt magokat AM ill. MS3 leme-
zekre szélesztettlik és altalaban 22 °C-on, 12 6ra fény/12 6ra sotét koriilmények ko-

zOtt neveltiik 6ket programozhatd flités(i és vilagitasi novényneveld kamrakban.

Idegen DNS-t 6roklodden hordozo névények elddllitdsa

A névénybe bejuttatni kivant pPCV plazmidot el6szor Escherichia coli S17-1 torzsébe
vittiik be, majd az ampicillines lemezen kinétt sejteket 2 ml ampicillines LB tapoldat-
ban 16 6ran at novesztettik. Agrobacterium tumefaciens GV3101 torzsébdl YEB tapol-
datban, 24 6ra alatt szintén fiatal folyadékkultirat neveltiink. A két baktériumtenyé-
szetbdl 1-1 ml-t 6sszekevertiink, a sejteket tilepitettiik, majd a tomény baktériumkeve-
réket YEB taplemezen novesztettiik. 24 6ra utan a novekedésnek indult baktériumte-
nyészetbdl kis mennyiséget rifampicin és karbenicillin tartalma YEB lemezre szélesz-
tettiink. A felnovekvd Agrobacterium telepeket legalabb 3 alkalommal kentiik at, mie-

16tt a n6vények kezeléséhez felhasznaltuk volna 6ket.

Az Agrobacterium altal hordozott idegen DNS novényekbe juttatdsara a viragmar-
togatasos modszert alkalmaztuk [199]. A felnevelt novényekrdl magot gydjtottiink,
amelyekbdl a megfelel gyomirtéval, valamint klaforannal kiegészitett AM taptalajon
csiramentes koriilmények kozott kivalogattuk a gyomirténak ellenallé egyedeket (T1
nemzedék). Ezeket a megfelel6 erdsségli gyokérzet kialakulasa utan (10-12 nap) fold-
be iiltettiik és az {iveghazban felneveltiik. Altaldban 20-30 fiiggetlen T1 vonalat allitot-
tunk eld. Vizsgalatainkat a T3 nemzedék idegen génre nézve homozigota egyedein vé-

geztik.
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Fénykezelések

A fénykezelésekhez a Quantum Devices Inc (USA) Snaplite™ LED-eket tartalmazo egy-
szinl fényforrasait hasznaltuk. Az alkalmazott voros fény hulldimhossza 665+15 nm,
eréssége 36 umol/m?/s; a tavoli-vérés fény hullimhossza 730+15 nm, erdssége
20 umol/m?/s; a kék fény hullamhossza 47015 nm, eréssége 38 pmol/m?/s volt, ha

mashogy nem jeloltiik.

Lumineszcencia-mérés élo novényben

A luciferazos jelzégéneket Kkifejezd csiranovényeket 12 o6ra fehér fény (50
umol/m?/s)/12 éra sotét valtakozé fényviszonyok mellett allandé 22 °C-on 6 napig
neveltiik MS3 lemezeken. A mérés kezdete el6tt 6 6raval a csiranévényeket csiramen-
tes koriilmények kozott 96 zsebes lemezbe emeltiik at, melynek minden zsebe 0.25 ml
MS3 taptalajt tartalmazott. Minden névényre 20 ul 2.5 mM-os luciferin oldatot csep-
pentettiink. A mérés a csirazast kovetéd hetedik napon indult. A méréseket
TopCount®NXT™ 6nmiikodd luminométerrel (Packard) végeztiik, amely a lemez zse-
beiben elhelyezett csirandvény altal kibocsatott fényt 1-2 éranként a mérési id6 végé-
ig rogzitette (a modszer részletes leirasat lasd: [189,200]). A luminométerben a min-
takat sotétben vagy voréds fényben (5 umol/m?/s) tartottuk. A folyamatos fényben levd
mintdk csupan a mérések alkalmaval (1-2 6ranként 9 percre) keriiltek a mérétér so-
tétjébe, mely a cirkadian 6ra miikodését nem befolyasolja [183]. A mérési eredmények
feldolgozasa a TopTemp nevili Microsoft Excel makroéval (Dr. Andrew Millar ajandéka)
tortént. A mért értékeket az 6sszes mért érték atlagaval osztottuk el. Ezt az adatot az
id6 fliggvényében abrazoltuk. Az id6tengely 0 pontja az utolsé sotét/fehér fény atme-

net idépontja.

Levélmozgas mérése

A levélmozgas digitalis kameraval val6 rogzitését az Edwards és Millar altal leirtak
szerint végeztiilk [201]. A novényeket 10 napig neveltiik 12 6ra fény/12 éra sotét
valtasokkal, MS3 taptalajon, majd 7 napon keresztiil, folyamatos fehér fényben (50
umol/m?/s), allandé hémérsékleten (22 °C) 2 éranként felvételt készitettiink réluk. A
MetaMorph™ alkalmazas (Universal Imaging) segitségével a levelek fiiggbleges vagy

vizszintes tengely menti elmozduldsat mértiik az id6 fliggvényében.
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Periodusbecslés

A periddusok becslését a Biological Rhythms Analysis Software System [58,189] segit-
ségével végeztik el. A Microsoft Excel alapi makré képes a TopCount®NXT™
luminométer és a levélmozgas kamerarendszer hasznalata soran nyert adatok kiérté-
kelésére. A BRASS program a ,Fast Fourier Transform-Non-Linear Least Squares (FFT-
NLLS)” moédszerrel [202] minden egyes ndovény adatsorara illesztett gérbe alapjan ad
becslést az egyedek periédusara. Minden kisérletben legalabb 80, legfeljebb 120 6ras
mérési idétartambdl szarmazo adatokat hasznaltunk fel. A csoportonként legalabb 20
novény periddusanak statisztikai elemzését a BRASS programmal végeztiik el. A peri-
odus kozépértékének becslése soran csak azokat az értékeket vettiik figyelembe, ame-

lyek 15 és 38 6ra kozé estek (cirkadian tartomany).

A fazis igazithatésdgdnak mérése (PRC)

A CCR2:LUC+ jelz6gént hordozd novényeket 12 o6ra sotét/12 odra fehér fény (50
umol/m?/s) valtasokkal allitottuk be 7 napig, majd folyamatos sotétbe helyeztiik &ket.
Ezutan 3 éranként 1 6ras, ugyanolyan erdsségii fényvillanasokat kaptak. A villanasok
altal kivaltott faziscstiszast a villanas idépontjanak fiiggvényében abrazoltuk. A kiilon-
b6z peridodusui novények fazisainak 0sszehasonlithatésaga érdekében a faziscsisza-
sokat a kovetkez6 mdédon szamitottuk ki: a kezelt névények 1j fazisat (a folyamatos
sotétbe helyezés utan jelentkez6 harmadik cirkadian cstcs idejét) a kezeletlen, folya-
matosan sotétben mérédd novények fazisabol kivontuk. A negativ értékek jelzik ezért
az ora késését, mert a csucs késébb jon, mint a kezeletlenben. A pozitiv értékek a ha-
marabb érkezd, sietd csucsot jelolik. Megmértiik tovabba az adott névényvonal folya-
matos sotétben mérhetd periddusat is. Ezt az értéket elosztottuk 24-gyel, majd a ka-
pott aranyszammal szoroztuk be az Osszes faziskiilonbséget, valamint a villanasok
idépontjait is. [gy minden értéket egy névleges 24 6ras napon beliil tudtunk feltiintetni
(cirkadian id6). A faziscsuszas hibajat a kezelt és a kezeletlen n6vényekben mért fazi-

sok kozépértékhibaibol (SEM) szamoltuk ki az alabbi képlet szerint:

SEMcsﬁszés = \/(SE]VIkezeletlen)2 + (SEMkezelt)Z-
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A szikalatti szar hosszanak mérése

A magokat Petri-csészébe helyezett 4 réteg, desztillalt vizzel megnedvesitett sz{ir6pa-
pirra szértuk, majd 2 napra 4 °C-ra, sotétbe helyeztiik. Ezutan a magok 22 °C-ra kertil-
tek: a csirdzast megindito 6 6ra fehér fény adasa (50 umol/m?/s) utdn 12 éra sotét,
majd a megfelel§ erdsségli és szinii fény (vagy sotét) szakasz kovetkezett. A kezelés 4.
napjan a csiranovényeket 1%-os agar lemezre fektettiik, majd lefényképeztiik 6ket. A
képet MetaMorph™ alkalmazassal (Universal Imaging) dolgoztuk fel, mely az adatokat
az Excel alkalmazas (Microsoft) altal olvashat6va alakitotta, igy a statisztikai kiértéke-
l1ést mar ezzel végezhettiik. Az értékeket az adott vonal s6tétben mért szarhosszara
vonatkoztatva tlintettiik fel, hogy csak a fényfliggé kiilonbségeket lassuk. Minden no6-

vényvonalbdl legalabb 30 egyed szikalatti szarat mértiik meg.

Virdgzasi id6 meghatdrozdsa

A magokat nedves talajra vetettiik, majd 2 napig sotétben, 4 °C-on tartottuk. Ezutan
allandé hémérsékletet (22 °C) biztosité nevel6kamrakba helyzetiik 6ket révid- (8 6ra
fehér fény [60 pmol/m?/s], 16 6ra sotét) illetve hosszi- (16 6ra fehér fény, 8 6ra sotét)
nappalos kortilményeket eldallitva. A viragzasi idét kétféleképpen hataroztuk meg:
vagy a novények télevélrozsainak leveleit szamoltuk meg akkor, amikor a virdgzati
tengely hossza elérte az 1 cm-t, vagy azt mértiik, hogy hany nap telt el eddig a pontig.

Minden mérésben legalabb 30 névény szerepelt.

Mikroszkdpos vizsgdlatok

Epifluoreszcens és fénymikroszképiahoz a csirandvényeket zold biztonsagi fényben
helyeztiik a mikroszkoépos targylemezre, majd Axioskop mikroszképpal (Zeiss) vizs-
galtuk Oket. Az YFP fluoreszkald fehérje gerjesztéséhez és kimutatasahoz YFP-
szlir6készlet hasznaltunk (AHF Analysentechnik). Az eseményeket digitalis Axiocam
kamerarendszerrel (Zeiss) kovettiik nyomon a mikroszkoépos vizsgalat kezdeti 30 ma-
sodpercében. A konfokalis 1ézer-pasztazé mikroszképos vizsgalatokhoz (LSM-510 ne-
vl készilék, Zeiss) a fent leirtak szerint készitettiik el a vizsgalanddé mintakat. A
gerjesztéfényt argon lézer biztositotta: 514 nm (YFP). A digitalis képek tulajdonsagait

az XnView és a GIMP alkalmazassal modositottuk.
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Novényi protoplasztok készitése

50 ml 2-5 napos ludfli Col-0 valtozatabdl készitett sejttenyészetet centrifugalassal
ilepitettiink (5 perc, 1 200 rpm). A leiilepitett sejtekre 25 ml sejtfalbont6é enzimolda-
tot (MS tapoldat, 0.34 M gliik6z, 0.34 M mannitol, 1% cellulaz [Serva], 0.2% macerozim
[Yakult]) ontottiink, majd 50 ml-re toltottiik fel GM-oldattal (MS tapoldat, 0.34 M glii-
koéz, 0.34 M mannitol). A sejteket felkeverés utan két Petri-csészébe ontottiik ki, és
Ujabb 25-25 ml GM-oldattal egészitettiik ki 6ket. 3-4 6ra 28 °C-on torténo razatas utan
a sejteket Kitilepitettiik (5 perc, 1 200 rpm). Az iiledéket 25 ml GM-oldatba vettiik fel,
majd Ujra llepités kovetkezett (5 perc, 1 000 rpm). A sejteket ezutan 5 ml S-oldatba
(MS tapoldat, 0.28 M szachardz) vettiik fel, iilepitettiik (5 perc, 800 rpm). A lebegd6
sejteket leszivtuk, és egy Uj cs6be vittiik at. Mikroszkoép alatt ellendriztiik a mindségii-

ket. A sejtfalmentesitett sejtek gomb alakuak.

Idegen DNS bejuttatdsa novényi protoplasztokba

2.5-3 pg plazmidhoz 50 pl-ben ~2x10° protoplasztot és 150 ul PEG-oldatot (25% PEG
6000, 0.45 M mannitol, 0.1 M Ca(NO3z), pH=9.0) adtunk, és dsszekevertiik 6ket. A sej-
teket szobahdmérsékleten 15 percig sotétben tartottuk, majd 2x500 pl 0.275 M
Ca(NO3), hozzaadasaval allitottuk le a DNS bevitelt. A sejteket iilepités (7 perc, 800
rpm) utan 500 pl GM-oldatba vettiik fel.
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Egy 0j cirkadian oraelem azonositasa

Laboratériumunkban szamos elromlott cirkadian 6raju novényt azonositottunk. Ezek
egy részérdl kideriilt, hogy mar ismert éra gének (ZTL, GI, ELF3, TOC1) 1j valtozatait
hordozzak. Tobb éves munkank eredményét 2006-ban kozzétettiik [203]. A keresés
soran a fent emlitett ismert géneken kiviil egy eddig ismeretlennek igérkezd jeloltiink
is akadt. A cirkadian jelleg alapjan széba johetd ismert 6ragének bazissorrendjét a je-
161tben meghataroztuk. Mivel nem taldltunk eltérést, hozzafogtunk a jelolt jellemzésé-

hez és térképezéséhez.
A lip1-1 mutans cirkadian orajanak jellemzése

A LIP1 gén elrontdsa a cirkadidan ora tobb filiggetlen kimeneti
elemére is hatdssal van

A cirkadian 6ra tanulmanyozasanak legkézenfekvébb modja, ha valamely kimeneti
elemének id6beli mintazatat figyeljiik. Legegyszeriibb, ha ez a kimenet valamilyen
szemmel lathaté tulajdonsag, pl. a levélmozgas [33], vagy a szikalatti szar novekedése
[28]. Ehhez ugyanis nincs szilikség a novények genetikai médositasara, vagy megsem-
misitésére. Sajnos azonban ezeket a jellegeket nem tudjuk egyszerre elég nagy szamu
novényen vizsgalni. Valamivel bonyolultabb az éraszabalyozott gének kifejez6désének
kovetése, de l1étezik ma mar olyan modszer, amellyel ezt él16 novényben folyamatosan
lehet végezni. Ezt a modszert alkalmassa tették igen nagyszamu egyed egyszerre tor-
ténd ellendrzésére [189,200], ezért mi is ezt alkalmaztuk az elromlott 6raju névények
keresése soran. A cirkadian dra allapotanak megvaltozasat a CABZ promoéter miikodé-

sének nyomonkovetésével ellendriztiik. A CABZ gén a zold szintestek fénybegy(jté
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fehérjeegytittesében miikodd klorofill A/B-koté fehérjét kddolja, és mar régdta ismert,
hogy kettds szabalyozas alatt all: kifejez6dését egyrészt a fény, masrészt a cirkadian
ora befolyasolja [204]. Emiatt ezt a gént sokaig modellként alkalmaztak a génkifejezd-
dés fény- és cirkadian szabdalyozasanak vizsgalatara. Novényekben (ludfliben) a CAB2
promdter volt az elsd, amelynek kifejez6dését a szentjanosbogar luciferaz enzimmd-
kodésének nyomonkovetésével vizsgaltak [188]. Az elrontott cirkadian 6raju nové-
nyek keresésére ezt a CAB2:LUC jelz6gént hordoz6 C24 okotipusu 1udf vonalat hasz-
naltuk fel. A névény magjait EMS-sel kezeltiik, hogy véletlenszerdi nukleotidcseréket
hozzunk létre a génallomanyban (lasd: 45. oldal). A kezelt magokat foldbe vetettiik,
majd a kindvé novények magjait betakaritottuk. A magokat MS3 taptalajon csiraztat-
tuk, majd 7 napig 12 o6ra fehér fény/12 6ra sotét fényviszonyok kozott neveltiik. A 8.

napto6l dllandé sotétben luminométerben kovettiik nyomon a jelzégén kifejez6dését.

A lip1-1-et eredetileg korai fazisu valtozatként azonositottuk a reggel kifejez6do jel-

z6gén folyamatos sotétben megfigyelt viselkedése alapjan (7. abra).

o 29 7. abra. A CAB2:LUC jelz6gén Kife-
'S +C24 o s

S . jez6désének mintazata folyama-
o 5 lip1-1

N tos sotétben

g

E A noévényeket 12 o6ra sotét/12 oéra
5 1.5 {

= ; fehér fény (50 umol/m?/s) valta-
[°] 4

E“ 14 y. sokkal allitottuk be 7 napig, majd
Q % o fol t 6tétbe helyeztiik Gket
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>

0.5 F——— (fekete sav). A jelz6gén miikodését
0 12 24 36 48 60  sotétben csak két napig tudtuk

IdG [ora] nyomon kovetni, mivel a CAB2

prométer miikodése fényfliggd.

A CAB2 promoter erds fényszabalyozasa miatt a CAB2:LUC jelz6gén kifejezédése so-
tétben gyorsan, masfél nap alatt lecseng. llyen korilmények kozott nincs lehetdség a
periddus becslésére, mivel ehhez legalabb két jol mérhet6 cstcsra van sziikség. A sza-
badon futé o6ra els6 csticsanak helyzetébdl csak a fazist tudjuk megbecsiilni. Kivancsiak
voltunk, hogy a lip1-1-nek fényben megvaltozik-e a peridodusa, ezért a C24 és lip1-1
novényeket folyamatos vords fényben is megmeértiik. A kisérletbdl kidertlt, hogy

lip1-1 periédusa a vad hatter(ih6z képest 1.5-2 éraval rovidebb (8. abra).
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2.5 8. abra. A CAB2:LUC jelz6gén Kife-
-~ C24

. jez6désének mintazata folyama-
21 lip1-1

tos voros fényben

1.5 1
,\ A novényeket 12 o6ra sotét/12 ora
1 - fehér fény (50 pmol/m?/s) valta-

sokkal allitottuk be 7 napig, majd

Viszonyitott lumineszcencia

0.5 1
folyamatos gyenge vords fénybe
0 - (5 umol/m?/s)  helyeztiikk  6ket.
0 24 48 72 96 120 Luminométerrel a jelz6gén miiko-

Id& [6ra] dését 4 napig kovettiik nyomon. A
lip1-1 rovid periddusa ilyen koril-

mények k6zott mar szembetiind.

Ezek az eredmények azt valoszin(sitették, hogy a lip1-1-ben sotétben megfigyelt el-
térés sem korai fazis, hanem inkabb révid periédus. A folyamatos sotétben kialakuld
periodus megdllapitdsdhoz egy olyan jelzdgénre volt sziikség, amelynek kifejez6dése
nem fényfiliggd. A CCR2 (COLD- AND CIRCADIAN REGULATED 2) gén kifejez6dését csak
gyengén befolyasolja a fény, a CCR2:LUC+ jelz6gén miikodése napokon keresztiil mér-
het6 folyamatos sotétben is [73]. Tovabbi kisérletekhez ezt a mesterséges gént vittiik
be a lip1-1 hatteréiil szolgalé C24 novényekbe. Ezekben a novényekben ugyan van mar
egy CAB2:LUC gén, mivel azonban a LUC+ génvaltozatrol kb. ezerszer hatékonyabban
termel6dik a luciferaz enzim, igy a CCR2 promoter kifejez6dési mintazata érvényestil.
Innen keresztezéssel vittliik at az Uj jelzégént a lip1-1 noévénybe, hogy a kifejezédési

szintek 6sszehasonlithatok legyenek.

Egy masik jelz6gén megvizsgalasara nem csak a fazis-peridodus kérdés eldontése
miatt volt sziikség. Felmertlt ugyanis annak a lehetésége is, hogy az érintett gén csak
egy cirkadian mellékszabalyozokor eleme [154,205], vagy az Odranak egy
szovetjellegzetes dsszetevlje [206-208]. A helyzet tisztazasa érdekében mas cirkadian
kimeneteket is megvizsgaltunk. Az este kifejez6d6, Gjonnan bevitt CCR2:LUC+ jelz6gén
is ugyanazt a rovid periddus tlinetet mutatta folyamatos voros fényben és sotétben is,

mint a CAB2:LUC sotétben (9. abra).
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9. abra. A CCRZ:LUC+ jelz6gén
kifejez6désének mintazata fo-
lyamatos sotétben és voros fény-

ben

A novényeket 12 o6ra sotét/12 ora
fehér fény (50 umol/m?/s) valta-
sokkal allitottuk be 7 napig, majd
folyamatos gyenge vords fénybe (A;
5 umol/m?/s) illetve sotétbe (B)
helyeztiik 6ket. Luminométerrel a
jelz6gén miikodését 5 napig kovet-
tik nyomon. A javitott LUC+
luciferaz sokkal erdsebb fényt bo-
csat ki, ezért miikodése pontosab-
ban és tovabb mérhetd. A CCR2 gén
promoéterének miikodése nem fény-
fiiggd, ezért sotétben is tobb napig
nyomon koévethets. Igy derilt ki,
hogy a lip1 jelleg val6jaban sététben
is rovid periédus, nem pedig korai

fazis.

Egy masik, a génkifejez6déstol eltérd szinten megnyilvanuld, ugyancsak cirkadian

oraszabalyozott folyamat a levélmozgas [33]. A levéllemezek sikjanak fligg6leges (a

fellilrél érkezo fénynek Kitett feliiletet szabalyozd) mozgasat digitalis kamera segitsé-

gével lehet nyomon kovetni [201]. Ezzel a mddszerrel mértiikk meg a levélmozgas

cirkadian mintazatat a lip1-1 és a vad hatteri novényekben. A kisérlet szerint a lip1-1-

ben a levélmozgas periddusa is rovidiilt.

Osszefoglalasként egy tablazatban tiintettiik fel a kiilonbézé cirkadidn kimenetek

periddusbecslését, amelyekbdl kidertl, hogy minden altalunk vizsgalt kimenet perio-

dusa rovidebb a lip1-1 mutansban (3. tablazat).
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Hattér Kimenet Koriilmény Periodus [6ra] SEM (n)

C24 27.92 +0.24 (56)
CCR2:LUC+ Sotét

lip1-1 25.11 +0.28 (55)

C24 27.09 +0.31 (27)
CCR2:LUC+ Voros

lip1-1 25.17 +0.22 (24)

C24 28.35 +0.88 (28)
CAB2:LUC Voros

lip1-1 25.37 +0.26 (56)

C24 27.16 +0.27 (23)
CCA1:LUC+ Voros

lip1-1 24.88 +0.37 (22)

C24 26.52 +0.20 (23)
LHY:LUC+ Voros

lip1-1 24.70 +0.57 (22)

C24 26.95 +0.14 (22)
Levélmozgas Fehér

lip1-1 24.35 +0.24 (23)

3. tablazat. Kimenetek periodusbecslése lip1-1 és vad hatterd novényekben

A jelz6gének vizsgalatakor a csirandvények cirkadian érajat 12 6ra fény/12 dra sotét valtasokkal
allitottuk be 7 napon keresztiil, majd folyamatos sététbe illetve vorés fénybe (5 umol/m?/s) helyez-
tiikk 6ket. A luciferaz milik6dését a szubsztrat hozzdaddsa utan luminométerben mértiik 5 napon
keresztiil. A levélmozgast vizsgal6 kisérletekben 10 napos lip1-1 és vad hatter(i csiranovények le-
vélmozgasat kovettiik nyomon kameraval folyamatos gyenge fehér fényben (1.5 pmol/m?/s). A

periodusbecslést mindkét esetben a BRASS alkalmazassal végeztiik.

Ezek az eredmények azt bizonyitjak, hogy a LIP1 nem egy mellékszabalyoz6kor ré-
sze, és nem is csak egy jellegzetes szovetben miikodik, mivel hianya tobb kiilonb6z6

kimenetet is hasonlé modon érint.

LIP1 hianydban a fény alig befolyasolja az ora periodusat

Ismert tulajdonsaga a cirkadian 6raknak, hogy a szabadon futé korilmények kozott
kialakul6 periddusuk fiigg az ezalatt alkalmazott fény er6sségétdl [9]. Novényekben ez
a viszony altalaban forditott, tehat minél erésebb fényt alkalmazunk, annal révidebb

periddus alakul ki.
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A LIP1 miikodésének fénytdl valo fiiggését vizsgalandé a CCRZ2:LUC+ kifejezddését
mértiik meg sotétben nott vad hatter( és lip1-1 novényekben, amelyeket harom napig
12 6ra 24°C/12 o6ra 18 °C hémérsékletvaltasokkal allitottunk be, majd folyamatos
22 °C-ra helyeztiink. Mind a vad hatteri n6vényben, mind a lip1-1-ben a CCR2:LUC+
kifejez6dése jol mérhetéen hullamzott, de a lip1-1-ben statisztikailag szignifikdnsan
rovidebb periédussal (25.4 £ 0.1 6ra [SEM]), mint a vad hattérben (27.92 * 0.46 6ra).
Ez az eredmény azt mutatja, hogy a LIP1 sziikséges a megfelel6 6ramiikodéshez olyan

novényekben is, amelyek sohasem lattak fényt.

A folyamatos fényben mért peridédus és az alkalmazott fény erdssége kozotti fordi-
tott 6sszefliggés miatt a fényvalasz gorbe (FRC, a periédus dbrazolasa az alkalmazott
fény erdsségének fiiggvényében) meredeksége novényekben negativ. Bizonyos ese-
tekben azonban, példaul a fényérzékelésben szerepet jatszé gének elromlasa, vagy
természetes kivalogatddas eredményeképpen az 0sszefliggés a fény és a periédus ko-

zOtt megvaltozhat, akar meg is fordulhat (pozitiv meredekségii FRC) [12].

A fényvalasz gorbe elballitasdhoz CCR2:LUC+ jelz6gént kifejez6 vad hattert és lip1-1
csiranovényeket allitottunk be 12 éra fény/12 6ra sotét valtasokkal egy héten keresz-
tll, majd kiilonbo6z6 erdsségli folyamatos voros illetve kék fénybe helyeztiik 6ket. A
kialakulé periddusokat a BRASS alkalmazassal szamszer(sitettiik, majd a fényerdsség
fliggvényében abrazoltuk (10. dbra). A kapott eredmények alapjan megallapithatjuk,
hogy a periddus a lip1-1 novényekben kevésbé valtozik a teljes vizsgalt fényerdsség
tartomanyban, mig a vad hatteri noévényekben a periddus egyre csokken, ahogy a
fényer6sség novekszik. E viselkedés alapjan neveztiik el ezt a valtozatot lipI-nek
(LIGHT INSENSITIVE PERIOD 1 = fényfiiggetlen periédus 1). Ha jobban szemtigyre vesz-
szlk a voros fényben végzett kisérlet eredményét, akkor azt is lathatjuk, hogy a gorbe
valdjaban két szakaszra oszthat6: az alacsonytdl a kozepes fényerdsségig a gorbe me-
redeksége a vad hatter(it6l élesen eltérden pozitiv, mig a kozepestdl az erds tartoma-
nyig a vad hatter(ivel megegyezden negativ. Tovabbi fontos megfigyelés, hogy kozepes
és erds voros, valamint erds kék fényben a lip1-1 periddusa megkiilonboztethetetlen a
vad hatter(itdl. Ez a furcsa viselkedés magyarazhaté azzal, hogy vad hatter{ névény-

ben az erds fény a LIP1 miikodését valahogy gatolvan LIP1-hidnyos allapotot idéz el6.
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A 10. abra. A CCR2:LUC+ jelzégén
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A lip1-1 folyamatos sotétben mért periddusa szinte megegyezik az erds fényben
mértével (3. tablazat). Ez tovabb erdsiti azt a feltételezést, hogy a lip1-1 mutansban a
fénynek nincs jelentds hatdsa az 6ra sebességére, az sotétben is ugy miikodik, mintha

erds fényben lenne.

A LIP1 hatadsa az orabedllitasra kora este a legkifejezettebb

A fény nem csak a periédus finomhangoldsahoz sziikséges, hanem a naponkénti 6ra-
beallitashoz is. A cirkadian 6ra a nap egy bizonyos szakara korlatozza a sajat beallitha-
tosagat, legf6képpen a napfelkelte vagy a naplemente kornyékére. Ekkor legnagyobb
ugyanis a fényerdsség valtozasa, ami egy j6 tajékozodasi pont a beallitashoz. Erzé-
kenységének id6zitését az 6ra sajat bemeneti elemeinek cirkadidn szabalyozasaval

oldja meg [19,138,209]. Megvizsgalando, hogy a lip1-1 mutdnsban ez a képesség meg-
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valtozott-e, végigellendriztiik az 6ra beallithatosagat egy teljes cirkadian koéron at. Fo-
lyamatos sotétbe kiengedett csiranovényeket 3 éranként adott 1 6ras voros, kék, illet-
ve tavoli voros fényvillanasokkal kezeltiink. Miutan cirkadian idébe atszamoltuk (lasd:
62. oldal), a faziscstiszasokat a fényvillanasok idejének fiiggvényében abrazoltuk. igy

kaptuk meg az un. fazisvalasz gorbéket (PRC) (11. abra).
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11. abra. A cirkadian 6ra beallithatésaganak vizsgalata fényvillanasokkal

A CCR2:LUC+ jelzégént hordozé novényeket 12 6ra sotét/12 éra fehér fény (50 pmol/m?/s) valta-
sokkal allitottuk be 7 napig, majd folyamatos sotétbe helyeztiik 6ket. Ezutan 3 6ranként 1 dras,
ugyanolyan erdsségii fényvillanasokat kaptak. A villanasok altal kivaltott faziscsiszast a villanas
idépontjanak fiiggvényében abrazoltuk. Az értékek szamoldsdnak és feltliintetésének maédjat lasd a
62. oldalon. A novényeket a kovetkez6 szini(i és erdsségii fényvillanasokkal kezeltiik: (A) kézepes
vords (18 umol/m?/s); (B) erds vords (150 pumol/m?/s); (C) kék (15 umol/m?/s); (D) tavoli vords
(15 umol/m?/s). A faziscsuszasokat és a fényvillanasok idejét az dsszehasonlithatésag miatt 24

orara viszonyitva adtuk meg (cirkadian id6). A sziirke savok az id6tengelyen a névleges nappalt

jelolik.
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A PRC-k 0sszehasonlitdsabdl kideriilt, hogy a lip1-1 sokkal érzékenyebb a késést,
mint a sietést kivalto villanasokra: a lip1-1 PRC-je torzul. A vad hatterd névények PRC-
je is altalaban aranytalan, de éppen forditott médon; ezekben ugyanakkora fényvilla-
nasokkal sietést lehet inkabb kivaltani. A lip1-1 mutans és a vad hatterd kozott a leg-
nagyobb kiilonbség tehat a névleges éjszaka els6 felében (a késéseket kivaltd szakasz-
ban) figyelhet6 meg. A LIP1 ezért feltételezhet6en csak ebben a napszakban miikodik,

amely jelenség a LIP1 miikddésének cirkadian 6ra altali korlatozasaval magyarazhato.

A LIP1 fehérje elsddleges szerepe nem a kézponti oraelemek

RNS-szintii szabdlyozdsa

A jelenlegi modell szerint a névényi cirkadian éra lelke az 6ragének mRNS-ének atira-
san és leforditasan alapul6 visszacsatolasi kor. Az elmélet szerint az 6ragének mRNS
szintjének valtozasa sziikséges a hullimmintazat 1étrehozasahoz és a fazisbeallitashoz
egyarant. Az mRNS szintek elrontdsanak eszerint hatassal kellene lennie a periédusra
és a beadllithatésagra is. Szamos olyan kisérleti eredmény létezik azonban, amelyek
szerint az mRNS szintli szabalyozas nem lényeges a hullammintazat 1étrehozasa szem-
pontjabol, hanem csak kiegészit6 szerepe lehet. Egyre tobb olyan draelemet azonosi-
tanak, amelyek nem mRNS szinten befolyasoljak az 6ra miikodését. A jelenlegi harom-
hurkos modell szerint ha az egyik hurkot elrontjuk, az nem allitja meg az 6rat, mert a
tobbi hurok valamilyen szinten tovabbra is képes mozgasban tartani. Az mRNS szin-
tekben megfigyelhetd torzulasok azonban jellemzdek lehetnek egy-egy hurokra, igy
egy elrontott génrdl j6 eséllyel meg tudjuk mondani, hogy melyik hurok miikédésében

vesz részt.

Annak kideritésére, hogy milyen hatassal van a LIP1 a kézponti éraelemek mRNS
mintazatara, megvizsgaltuk a reggeli CCA1/LHY és az esti TOC1 iddbeli kifejez6dését. A
CCA1:LUC+ és az LHY:LUC+ jelz6gének (prométermiikodés) peridodusat vad hatterd és
lip1-1 csirandvényekben folyamatos gyenge vords fényben ellendriztiik. Azt talaltuk,
hogy a harmadik napra a lip1-1 névényekben a jellegzetes rovid periédus tiinet mind-

két gén mintazataban nyilvanvaldva valt, de az atlagos szint nem valtozott (12. abra).
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12. abra. A CCA1:LUC+ és LHY:LUC+
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A CCA1, LHY és a TOC1 egyensulyi mRNS szintjének hullamzé valtozasat a lip1-2
mutdnsban (a lipl T-DNS beépiiléses miikodésképtelen valtozata Col-3 hattérben)
mértiik meg a jelz6génes kisérlettel megegyez6 koriilmények kozott Northern blot
maddszerrel. Ebbdl a kisérletbdl kidertilt, hogy noha a lip1-2-ben a peridédus a vartnak
megfelel6en rovidebb, sem a reggeli, sem az esti kifejez6désli kozponti éragének atla-

gos mRNS szintje nem valtozik ilyen koriilmények kozott (13. abra).

Ugyanezen gének egyensulyi mRNS szintjét valtakozo6 fény/sotét koriilmények ko-
z0tt nott csiranovényekben is megmértiik folyamatosan mért PCR segitségével. A 14.
abra tanusaga szerint a CCA1 és az LHY génekrdl termel6dé mRNS szintje 6sszemérhe-
t6 a vad hatterd és a lip1-1 novényekben, a TOC1 mRNS szintje azonban jelent6sen

csokkent a lip1-1 mutansban a vad hatter(ih6z képest.
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13. abra. A cirkadian éragének
mRNS-szintjének mintazata fo-

lyamatos voros fényben

A Col-3 hatterd lip1-2 és a megfelel6
vad hatteri novényeket 12 éra so-
tét/12 fehér (50
umol/m?/s) valtasokkal allitottuk

ora fény
be 7 napig, majd folyamatos gyenge
vords fénybe (5 umol/m?/s) helyez-
tiik 6ket. 2 6ranként mintat vettiink
beldliik, amelyekb6l 6ssz-RNS-t
tisztitottunk. A koézponti déragének
mRNS-szintjét Northern blot méd-
szerrel hataroztuk meg, az értéke-
ket a 18S rRNS szintjéhez viszonyit-
va abrazoltuk. A kévetkez6 kozponti
oragének szintjét mértiikk meg:

(A) CCAI (reggeli gén)

(B) LHY (reggeli gén)

(C) TOC1 (esti gén)
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14. abra. A kozponti o6ragének
mRNS szintjének iddbeli alakula-
sa valtakozé fényviszonyok Kko-

zott

A novényeket 12 6ra sotét/12 o6ra
gyenge fehér fény (4 pmol/m?/s)
valtasokkal allitottuk be 9 napig,
kozben 3 éranként mintat vettiink
beldliik, amelyekb6l 6ssz-RNS-t
tisztitottunk. A koézponti déragének
mRNS-szintjét valés idében meért
PCR segitségével hataroztuk meg, az
értékeket a TUBULIN mRNS szintjé-
hez viszonyitva abrazoltuk.

(A) CCA1 (reggeli gén)

(B) LHY (reggeli gén)

(C) TOC1 (esti gén)
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A lip1-1 mutans egyéb jellemzoi

A lip1-1 voros és kék fényben hibdsan fejlodik

A cirkadian jelleg vizsgalata soran a folyamatos voros fénybe kiengedett névényeken
vettlk észre, hogy a lip1-1-nek révidebb a szikalatti szara, ami a fényfejlédés hibajara
utalt. Mivel a szikalatti szar megnyulasanak iitemét a cirkadian 6ra is szabalyozza,
ezért szamos cirkadian éragén elrontdsa egyben a szikalatti szar hosszat is megvaltoz-
tatja [28]. Kideritendd, hogy melyik fényérzékeld jelatviteli Gt zavaraval allunk szem-
ben a lip1-1 esetében, megmértiik a C24 és a lip1-1 szikalatti szaranak hosszat kiilon-

b6z6 szinl és erdsségli fényben (16. abra).

A kisérletek szerint a lip1-1 szikalatti szaranak hossza voros és kék fényben valtozik
meg, a tavoli voros fénytol fliggd jelatviteli ut érintetlen. Szembet(ing, hogy a periédus-
sal ellentétben a szikalatti szarhossz erds fényben is nagyjabol annyira kiilonboézik a
két valtozatban, mint gyenge fényben. Tovabbi lényeges eltérésre utal a periddus és a
szikalatti szar megnyulasanak szabalyozasaban az is, hogy sotétben a vad hatter( és a

lip1-1 névények szikalatti szardnak hossza nem kiilonbozik.

A fényben nétt lip1-1 sejtjeinek alakja eltéro

A fény és a cirkadian o6ra a szikalatti szarhossz megnyuldsat a csucsi osztodoszovet
miikodésén, illetve a képz6do sejtek irdnyitott novekedésén keresztiil szabalyozza. A
sejtek allapotat megvizsgalando, 4 napos, vords fényben (100 pmol/m?/s), illetve so-
tétben nott C24 és a lip1-1 csirandvények szikalatti szaranak bérszoveti sejtjeit mikro-

szkop alatt ellenériztiik (15. abra).

Sotét Voros

15. abra. A fényben nétt lip1-1 szik-
alatti szaranak boérszoveti sejtjei elté-

C24

ré alakuak és méretiiek

4 napos, sOtétben és voros fényben (100
umol/m?/s) nétt vad hatteri C24 és
lip1-1 lip1-1 csiranévények sejtjeinek allapotat

ellendriztiik fénymikroszkoéppal
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A vizsgalatok érdekes eredményre vezettek. A lip1-1 csirandvények bdrszoveti sejt-
jeinek alakja jellegzetes modon eltér a C24-ét6l. Nem alakul ki a vad hattertire oly jel-
lemzd karéjos sejtalak. A fényben nétt lip1-1 sejtjeinek mérete is kisebb, és hasonlé a

sotétben megfigyeltéhez.
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16. abra. A szikalatti szarhossz fényerdsség-fiiggése voros, kék, és tavoli voros fényben

A novényeket nedves sziir6papiron csirdztattuk és 4 napig neveltiik kiilonb6z6 szinl és erdsségii
fényben, allandé hémérsékleten (22 °C). Ezutan a névénykéket egyenként 1%-os agar lemezre fek-
tettiik, minden vonalbdl legalabb 50 egyedet. Miutan lefényképeztiik 6ket, szamitégépes alkalma-
zassal megmértiik szikalatti szaraik hosszat. Az értékeket a vonal sajat, s6tétben mért hosszara
vonatkoztattuk, hogy csak a fényfiiggdé kiilonbségeket lassuk. A kapott viszonyitott értékeket az
alkalmazott fényerdsség fiiggvényében, logaritmusos léptékben dbrazoltuk. A lip1-1 és a vad hatte-
rii novények szikalatti szardnak megnyulasa fényfliggd modon kiilonbozik voros (A) és kék (B)
fényben, azonban a tavoli vords (C) fénytdl fliggd jelatviteli ut érintetlennek latszik. Nincs kiilonb-
ség a két valtozat sotétben mért hosszadban sem (D), ami éles ellentétben 4ll a cirkadian periédus

sotétben megfigyelt eltérésével.
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A lekerekitett sejtalak a sejtfalmenti aktin- és tubulinhal6zatot szervezé ROP
GTPazok miikodésének zavarara emlékeztet [210]. A sejtek kirakdsjaték alakjanak
létrejottéhez két egymast kolcsondsen gatlo folyamatnak, a kidudorodas engedésének
és gatlasanak helyi, valamint sejtkozotti 6sszehangolasara van sziikség, amelyben koz-
ponti szerepet jatszik a ROP2 GTPaz [170,211]. Ha ezt a finom egyensulyt barmilyen
modon megzavarjuk, pl. elrontott GTPazokat termeltetiink, vagy vegyszerrel megbont-
juk az aktinhalézatot, a sejtek lekerekitettek lesznek. A lip1-1 sejtjeinek lekerekitett
alakja arra utal, hogy az aktin- és/vagy a tubulinhalézat valamilyen mddon sériilt eb-
ben a valtozatban. Mivel ez a jelleg sotétben is megfigyelhetd, arra kovetkeztethetiink,

hogy a LIP1 szerepe ebben a folyamatban nem fényfliggé.

A LIP1 gén elrontdsa nem befolyasolja a virdgzasi idot

A cirkadian 6ra egyik legismertebb szerepe az évszakok érzékelése, és az ehhez kap-
csolodo élettani folyamatok szabalyozasa. A hosszuinappalos ludfii viragzasanak meg-
felel6 id6zitését a cirkadian ora és a kiils6 kornyezeti jelek 6sszehangolasa biztositja. A
cirkadian éraelemek elrontasa ezért altaldban egyiittjar a viragzasi id6 nappalhosszu-

sagtol valé fliggetlenedésével [212].

Megvizsgaltuk, hogy a lip1-1-ben zavart szenvedett-e a viragzasi id6 nappalhosszu-
sag-fiiggése. A novényeket nevel6kamraban rovid- (8 6ra fehér fény, 16 6ra sotét) il-
letve hossziinappalos (16 6ra fehér fény, 8 6ra sotét) koriilmények kozott neveltiik. A
viragzasi idot kétféleképpen hataroztuk meg (lasd: 63. oldal). Az eredmények azt mu-
tatjak, hogy ilyen kisérleti koriilmények kozott nem mutathaté ki semmilyen kiilonb-

ségalipl-1 és a vad hatter(i C24 viragzasi idejében (17. abra).
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A lip1-1 névény séérzékeny

17. abra. A viragzasi id6 nem valtozott

meg a lip1-1-ben

A C24 és a lip1-1 novényeket nevel6kamra-
ban neveltiik rovid- (8 6ra fehér fény [60
umol/m?/s]/16 6ra sétét) illetve hosszu-
nappalos (16 6ra fény/8 dra sotét) kortl-
mények kozott, alland6 22 °C-on. A viragzas
idejét kétféleképpen mértiik:

(A) A t6levélrozsa leveleinek szama az 1
cm-es virdgzati tengely megjelenéséig.

(B) Az eltelt id6 az 1 cm-es viragzati ten-

gely megjelenéséig napokban.

A cirkadian 6ra és a stresszvalasz kapcsolatat is szerettiik volna feltérképezni a lip1

mutadnsban, ezért elvégeztiink egy egyszer( kisérletet. Ezt a kisérletet a lip1-1-gyel és a

lip1-2-vel is elvégeztiik, hasonl6 eredménnyel. Itt az utdébbival kapott eredményeket

mutatjuk be, mert ezek latvanyosabbak. Ennek oka lehet az, hogy feltételezésiink sze-

rint a lip1-2 egy olyan valtozat, amelyben nem csak a LIP1, hanem a LIPZ (a LIP1-hez

hasonlé gén) sem miikodik (a magyarazatot lasd az 84. oldalon). A lip1-2-nek a

cirkadian jellege is er6sebb.

A novényeket MS3 illetve 100 mM NaCl-dal kiegészitett MS3 taptalajon csiraztattuk

és neveltiik 10 napon keresztiil. Ez a s6toménység még nem gatolja észrevehetéen a

vad hatter( Col-3 névények csirazasat és fejlodését, de a lip1-2-étigen (18. abra).
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MS3 MS3+100 mM NacCl
miuiNa 18. abra. A lip1-2 s6érzékeny
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S - . isérlethez a lip1-2 mutdnsot és a megfe-
ML W %:. ) | P &
3 B —_— lel6 vad hatterd novényt (Col-3) hasznaltuk,
c°|_3 B . . 1&. ? ‘h Ve % & y ( )
- G o2 mert a jelenség ebben a véltozatban latva-
22 @ ¢ ? t'«?’#*, 'ki“; nyosabb (a lehetséges okokat lasd a szo-
vegben). A névényeket MS3 illetve 100 mM
:!!-J,. . - = :
3 g % e e NaCl-dal kiegészitett MS3 taptalajon csiraz-
N, < 7:_ W S T -y tattuk és neveltiik 10 napon Kkeresztiil. Ez a
lip1-2 |* - -
P ¥ v 1%-‘&, : - : s6tdménység még nem gatolja a vad hatter(
it : - novények csirazasat, ellentétben a lipl1-2-
- jével, amelyek egyaltalan nem csiraznak.

A LIP1 gén leirasa

A lip1-1 mutdns genetikai térképezése és a megvaltozott jelleg
helyreallitdsa

A lip1-1 mutans genetikai térképezésének részleteit, modszertanat az Anyagok és maod-
szerek fejezet Genetikai térképezés részében irtam le. A térképezés eredménye Ossze-
foglalva a kovetkez6: durvatérképezéssel a jelolt gén helyét sikeriilt az 5. kromoszéma
als6 karjanak végére behatarolni (SGCSNP73 és CER435865 kozé). Mivel ebben a tar-
tomanyban tobb ismert cirkadian éragén (ZTL, SRR1, PRR3, TOC1) talalhato, ezért
ezeknek a géneknek a bazissorrendjét mind a lip1-1, mind a C24 névényben meghata-
roztuk. Nem talaltunk eltérést, ezért folytattuk a térképezést. Kb. 200 névény segitsé-
gével meghataroztuk a LIP1 gént kozrefogd, egymastol ~300 kb-ra elhelyezked6 két
molekularis tajékozodasi pontot (LFY3 és CER435865). Ezutan ujabb ~2 000 db,
cirkadian jellegiik alapjan nem el6valogatott névényben hataroztuk meg a tajékozoda-
si pontok mintazatat. Azokat tartottuk meg, amelyekben a két pont mintazata eltért,
tehat koztiik valahol a kromoszéman atkeresztez6dés tortént (az Osszes novény
~5%-a). A mintazatvalté novényeknek meghataroztuk a cirkadian jellegét. Ezzel par-
huzamosan a LFY3 és CER435865 kozotti szakaszra egyenletesen elosztva 12 djabb
molekularis tajékozodasi pontot terveztiink, és megallapitottuk a mintazatukat. Min-

den egyes novény cirkadian jellegét dsszevetettiik tadjékozodasi pontjaik mintazataval,
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és igy a LIP1 gént tartalmaz6 szakaszt végiil sikeriilt lesziikiteniink 29.4 kb-ra, a WRKY
és a CIP8 pontok kozé. Ezt a szakaszt PCR-rel 3 darabban sokszorositottuk, majd klé-
noztuk. A DNS-darabok bazissorrendjének meghatarozasaval kidertlt, hogy a LIP1
azonos az At5g64813 jelll génnel, és hogy a lip1-1 mutansban a gén kodold részének

elsd fele a promoter egy részével egylitt (6sszesen 1 469 bp) hidnyzik (19. abra).

Bizonyitand6, hogy a megtalalt gén felel6s a lip1 tiinetegylittesért, megkiséreltiik az
elvaltozott cirkadian jelleg helyreallitasat mesterségesen létrehozott, majd a lip1-1-be
visszavitt vad hatter(i LIP1 gént tartalmazo6 génépitményekkel. A LIP1 gén kdédolo ré-
szét a pPCV novényi kétgazdas vektorban LIP1 illetve 35S promoéterek mogé varrtuk
be, és a nopalin szintdz gén 3’ le nem forditodo6 végével zartuk le. Olyan génépitmény is
késziilt, amelyben a LIP1 gén elé a megfeleld leolvasasi keretben egy YFP-t kddol6 gént
is toldottunk, hogy a késdébbiekben igy tudjuk nyomon koévetni a YFP-LIP1 fehérje
mozgasat a sejten belill. Az emlitett génépitményeket lipI1-1 noévényekbe vittik be,
majd az idegen gént homozigéta formaban hordozéknak meghataroztuk a cirkadian
jellegét. A lip1-1 tiinetegyiittes sikeres gyégyitasa a 35S vagy a LIP1 promoter altal
szabalyozottan termel6d6 YFP-LIP1 fehérjével megerdsitette a térképezés eredményét

(20. abra).

Erdekes volt azonban, hogy nem sikeriilt ellenkezé cirkadian jellegii (hosszi perié-
dusu) egyedeket talalnunk, még a 35S promoterrel LIP1-et egyenletesen tultermeld
vonalakban sem. Ez arra utalt, hogy a LIP1 miikédésében nem jatszik tal nagy szerepet
sajat mRNS szintjének valtozasa, és hogy a miikod6képes LIP1-nek az RNS-szint feletti

masodlagos mddositasra van sziliksége.
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19. dbra. A LIP1 gén genetikai térképezése és azonositasa

(A) A lip1-1 genetikai térképezésének eredményeként a LIP1 gén helyét az 5-6s kromoszéma alsé
karjara, az MVP7 és az MXK3 BAC-ok altal lefedett szakaszra sikeriilt behatarolni. A keretes cimkék
a durvatérképezés soran alkalmazott genetikai tdjékozodasi pontokat jel6lik. Amint megallapitot-
tuk, hogy géniink az SGCSNP73 és a CER435865 pontok kozott taldlhatd, azonnal meghataroztuk az
itt elhelyezkedd ismert cirkadian 6ragének (ZTL, SRR1, APRR3, TOC1) bazissorrendjét. Eltérést
nem taldlvan folytattuk a térképezést. A kis haromszogek a nagy felbontasu térképezés tajékozodasi
pontjainak helyét jelolik.

(B) A nagy felbontasu térképezés eredményeként a kérdéses szakaszt a WRKY és a CIP8 pontok
kozé sikeriilt leszlikiteniink. Meghataroztuk az MXK3 BAC e két pont kézé esd szakaszanak bazis-
sorrendjét a lip1-1 és a C24 novényekben. Ennek eredményeképpen kideriilt, hogy a lip1-1-ben egy
1469 bp-nyi darab kiesett a At5g64813 jelli gén elejébdl. Eredményeink igazolasahoz egy fiiggetlen,
T-DNS beépiiléses (Col-3 hatter(i) valtozatot szereztiink a Syngenta cégtdl (SAIL_1157_A08; lip1-2).
A vilagossziirke téglalapok az mRNS le nem forditéd6 szabdlyozoérészeit, a sargak az exonokat, a
sotétsziirkék az intronokat jelolik.

(C) Megvizsgaltuk, hogy a lip1-1-ben kifejez6dik-e valamilyen LIPI-szeri mRNS. Northern blot

modszerrel nem talaltunk LIP1 mRNS-t a lip1-1 mutansban.
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20. abra. A lip1 tiinetegyiittes gyogyitasa mesterséges LIP1 génépitményekkel

Bizonyitand6 hogy a megtalalt gén felelGs a lip1-1 rovid periddus tiinetéért, mesterséges LIP1 gén-
épitményeket jutattunk vissza lip1-1 névényekbe. Ehhez a LIP1 gén megszakitatlan k6dolo részét a
LIP1 illetve az egyenletesen magas kifejez6dést biztositd viruseredetii 35S promoéter mogé varrtuk
be. Az utébbi valtozatban a LIP1 kédold rész elé még az YFP fehérjét kddold gént is beillesztettiik
oly modon, hogy az igy keletkezd génrél egy mesterséges, fluoreszcensen jelolt YFP-LIP1 fehérje
képzddjék. Ennek segitségével tudtuk késé6bb megallapitani a LIP1 fehérje sejten beliili elhelyezke-
dését. A novényeket 12 dra fény/12 6ra fehér fény valtasokkal beallitottuk, majd folyamatos gyenge
vords fénybe (5 umol/m?/s) helyeztiik 6ket. A CAB2:LUC jelz6gén jelét 4 napon at kdvettiikk nyomon

luminométerben

A LIP1 gén egy kiilonleges, csak a magvas novényekre jellemzé
kis GTP-koto fehérjét kodol

A LIP1 gén teljes bazissorrendjét 6sszehasonlitva a RIKEN cégtdl vasarolt teljes hosz-
szusagd cDNS bazissorrendjével bebizonyosodott, hogy az adatbazisban szerepld
At5g64813 gén feltételezett szerkezete megfelel a valésagnak. A LIP1 gén altal kédolt
polipeptidhez hasonlé aminosavsorrendi elemeket kerestiink a ludfti elméletileg léte-
z6 fehérjéinek adatbazisaban. Kidertilt, hogy a LIP1 fehérje nagyon hasonlit a kis mo-
lekulatomegli  GTPazokra, de azoktéol nem «csak méretében, hanem
aminosavsorrendjében is eltér. Valoszinlileg ezért sem szerepel a 1udf kis GTPazait
tartalmazo6 jegyzékben [213]. Ludfiben a LIP1 jellegzetes eltéréseit magan visel6 kis

GTPaz-szerii fehérjébdl mindossze kettd van. A LIP1 utan a masik fehérjét, amelyet az
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At5g09910 jelii feltételezett gén kddol LIP2-nek neveztiik el. Mig a LIP1 gén bizonyi-
tottan kifejez6dik n6vényben (szamtalan kisérletbdl szarmazé EST és génlapka adat-
bazis szerint), addig a LIP2-rél semmiféle adat nem allt rendelkezésre. Ebbdl arra ko-
vetkeztettiink, hogy a LIPZ - legalabbis a Columbia hattérben, amelybdl az adatok
tobbsége szarmazik - feltehet6leg nem fejez6dik ki, vagy kifejez6dése alacsony szint(,
esetleg erdsen szovet- ill. fejlédésjellegzetes (pl. pollen, mag, osztdéddszovet, stb.). Ez

lehet az oka annak, hogy nem talalhat6 meg cDNS kényvtarakban és génlapkakon.

A LIP1 és a LIP2 gén bazissorrendjét a C24 hatteri novényeken kiviil meghataroz-
tuk még Wassilevskija (Ws), Landsberg erecta (Ler), Cape verde island (Cvi) és Nossen
(No) okotipusokban is. A LIP1 aminosavsorrendje megegyezik a Col, C24, Ws, Cvi és a
No okotipusban, de a Ler két ponton is kiillonbozik ezektdl (T170l és F270l). A LIP2 fe-
hérjében is van kiilonbség a természetes valtozatok kozott (C24, Ws, Ler, Cvi, No: F2z6l;
C24, Ws, No: V1331). Megemlitendd, hogy a legtobb esetben az eltérés hasonlé aminosa-
vakat eredményez, vagy nem megdrzédott helyeken talalhato, addig a LIPZ Col valto-
zatanak F¢l cseréje egy fontosnak tlin6 aminosavat valtoztat meg lényegesen. Elkép-

zelhet6 ezért, hogy a Col valtozatban a LIP2 fehérje nem mikodik.

Miutan a ladfiiben csak két LIP1-szer( fehérjét talaltunk, kivancsiak voltunk arra,
hogy az élévilag egyéb csoportjaiban megvan-e ez a kiilonleges GTPaz. A LIP1 fehérje
aminosavsorrendjével TBLASTN és PHI-BLAST eljarassal keresgéltiink az NCBI
nukleotid és fehérje adatbazisaiban. A talalatokbdl megallapitottuk, hogy LIP1-szeri
molekuldk csak a magvas novényekben (Spermatophyta) fordulnak eld; nincsenek
prokariétakban, allatokban, gombakban, moszatokban, de mohdakban, harasztokban
sem. Erdekes médon azonban mindegyik fajban csak egy vagy két kiilonbézé LIP-
molekula van. A kiilonb6z6 élélénycsoportok LIP-szerd fehérjéi nagyon hasonlok, a
torzsfejlédés soran alig valtoztak. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy ezek a molekulak

fontos szerepet jatszanak a magvas novények életében.

A LIP1 fehérje jellemzése

A LIP1 fehérje aminosavsorrendjének szamitogépes elemzése

Melyek azok a tulajdonsagok, amelyek a LIP1-et kiilonlegessé teszik a GTPazok koré-

ben? Mint azt a GTPazokrol sz616 fejezetben is bemutattam, a RAS nagycsaladba tarto-
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z6 kis GTPazok tobbsége alig nagyobb maganal a kézponti GTPaz egységnél, amely
altalaban 200-250 aminosav hosszusagu és alcsaladokra jellemzé szerkezet(i. A LIP1
kozponti GTPaz egysége nem hasonlit a hagyomanyos (RAS, RAB, RHO, RAN, ARF,
SAR) kis GTPazokéra. Egyes mintazatai a RAB-csaladra jellemzdk, mig masok egyéb
csaladokhoz teszik hasonlatossa. A hagyomanyos RAS-jellegii kis GTPazok mellett egy-
re tobb furcsa szerkezetli GTPazt irnak le. A LIP1 GTPaz egysége egy ilyen Ujonnan
felfedezett, a RABL3 (RAB-like3) fehérjérdl elnevezett csalad GTPaz egységére hasonlit
(21. abra).

10 AS

E RabL3 GTPaz egység - E

1 28 241 280 320 342

21. abra. A LIP1 fehérje vazlatos szerkezete

A RAB-like3 jellegii kozponti GTPaz egység a molekula kétharmadat teszi ki. Tartalmazza az 6sszes
GTP-kotéshez és hasitashoz szlikséges mintazatot a LIP1-re jellemzd kiegészitésekkel: példaul egy
szeringazdag részlet szakitja meg a GTPaz egységet a célfehérjét kots, a GTP-kotéskor és bontaskor
térben leginkabb atrendez6dd szakaszok kozott. A katalitikus glutamin helyett egy jellegzetes
GHERY-mintazatban elhelyezked6 hisztidin talalhat6. Az N és C az egyedi amino- és karboxi-végi
mintdzatokat, a P pedig egy prolingazdag egységet jel6l, amely feltételezhet6en fehérje-fehérje kol-

csonhatasért felelSs. A kis fekete téglalap 10 aminosav hosszusagot jelol.

Ezek a fehérjék leginkabb a RAB csalad tagjaira emlékeztetnek, de szamos fontos
aminosav hianyzik bel6liik és nem rendelkeznek karboxi-végi prenilalasi mintazattal
sem. Elettani szerepiik nem ismert. Ezen a csoporton beliil a névényi LIP1-szer( mole-

kulak jol elkiilonithet6 alcsoportot képviselnek.

A LIP1 fehérjéket a BioEdit alkalmazasba épitett ClustalW eljarassal egymas ala
rendeztiik, hogy meg tudjuk allapitani a meg6rz6dott aminosavakat, fehérjemintaza-
tokat. Ezaltal meg tudjuk becsiilni, melyek azok a részletek, amelyek a miikodés szem-

pontjabdl fontosak lehetnek.

A LIP1-szer({i molekulak legfeltin6bb sajatossaga, hogy a GTPaz egység mindkét vé-
géhez toldalékok kapcsolédnak. Az amino végi toldalék a nyitvatermd&k és a kétszikiiek

LIP1-szer(i molekulaiban egy jellegzetes, valtakozdéan savas és bazikus aminosavakbol



EREDMENYEK 87

(RERERE) felépiil6 a-csavarboél all (molekulamodellezés alapjan), mig ugyanez a sza-

kasz az egyszikliekben glicingazdag, rendezetlen szerkezetfi.

A LIP1 fehérje mintazatainak szamitégépes elemzését az ELM (Eukaryotic Linear
Motif) internetes alkalmazas segitségével végeztiik (http://elm.eu.org/). A GTPaz egy-
ség karboxi végén egy nagy méret(, prolingazdag szerkezeti elem taldlhat6, amely nem
hasonlit semmilyen ismert fehérjeszerkezeti elemre sem. A prolingazdag elemek els6-
sorban fehérje-fehérje kolcsonhatasban vesznek részt [214]. A LIP1 ezen eleme olyan
mintdzatokat tartalmaz, amely allati fehérjékben az un. SH3-elemet (PQQP), illetve
WW-elemet (PPLP, és foszforilalastol fiiggé6 WSISPVP, RNLTPPP) tartalmaz6 fehérjék-
hez val6 kotédésért felel6sek. SH3-elemet tartalmaznak pl. egyes GEF molekulak, vagy
a sejten beliili anyagforgalomban szerepet jatszé fehérjék. A foszforilalastol fliggd
WW-k6t6 mintazatok egyben prolinfiiggd kindzok (pl. MAPK) felismer6helyei is. En-
nek fényében valik érdekessé, hogy a LIP1 fehérje karboxi-végén egy, az 6sszes LIP1-
szerd molekulaban megdérz6dott mintazat talalhatdé (RSKRMDINV), amely val6jaban a
MAPK kinazlanc fehérjéiben el6fordul6 MAPK-koté mintazattal azonos. A legtébb Kkis
GTPaztol eltéréen a LIP1 amino- és karboxi-végérdl hianyoznak a lipidmdédositashoz

szlikséges felismeréhelyek.

A LIP1 GTPaz két, a GTP-kotéskor és bomlaskor legnagyobb szerkezeti atrendez6-
dést elszenvedd részét egy szeringazdag részlet szakitja meg, amely minden LIP1-
szer(i molekuldban megtalalhaté. Ez a részlet, azon kiviil, hogy CKI és CKII kinaz
felismerdéhelyeket tartalmaz, atfed egy tiin. PEST-mintazattal is, amely a gyorsan bomlo
fehérjékre jellemz6 [215]. A PEST-mintazat er6ssége forditottan aranyos a fehérje
féléletidejével, és ezt igen gyakran foszforilalas szabalyozza [215,216]. A szerin lecse-
rélése glutaminsavra képes utanozni a foszforilalas hatasat nemcsak biokémiai, hanem
élettani szempontbo6l is [217,218]. A LIP1 szeringazdag részének szerinjeit 1épcsbzete-
sen, a NetPhosK eljaras altal el6rejelzett pontokon egymas utan glutaminsavra cserél-
getve azt kapjuk, hogy a PEST-mintazat egyre erdsebbé valik, ami a fehérje életidejével
forditott aranyban all. Ennek a gondolatkisérletnek az eredménye a LIP1 miikodés
szabalyozasanak egy lehetséges mddjat korvonalazza: a LIP1 fehérje szintjét a
cirkadian koron at a foszforilalas miatt folyamatosan valtozo6 er6sségili PEST-mintazat

szabalyozza. Ezt a hipotézist valodi kisérletekkel kell ellendrizni. Az ezekhez sziikséges
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modositott LIP1 fehérjék génjeit (amelyekben a szerinek kodonjait alaninéra vagy

glutaminsavéra cseréltiik) mar eldallitottuk, de kisérleteket még nem végeztiink veliik.

A legérdekesebb kiilonbség a LIP1 és a hagyomanyos GTPazok kozott a GTP-
bontasban fontos szerepet jatszé glutaming, cseréje hisztidinre. Ez a katalitikus glu-
tamin megd6rz6dott szinte mindegyik hagyomanyos kis GTPazban, bar olyan is ismert,
amely mas médon bontja a GTP-t [219]. Ennek a glutaminnak az elrontasa a hagyoma-
nyos GTPazokban a GTP-bonté képesség elvesztéséhez (mikozben a fehérje képes
kotni a GTP-t), folyamatosan bekapcsolt allapot 1étrejottéhez vezet [162]. A LIP1 koz-
ponti GTPaz egységében egyébként az dsszes egyéb, a GTP-kotésben és bontdsban
szerepet jatszé mintazat megtalalhaté (G1: GXXXXGK][T/S], LIP1: GDSGVGKT; G2: T,
LIP1: QTIG; G3: DXXG, LIP1: DVSG; G4: [N/T]KXD, LIP1: NKAD; G5: [C/S]A[K/L/T],
LIP1: IAAAK), igy feltételeztiik, hogy ha nem is a hagyomanyos médon, de képes GTP-t

kotni és bontani.

A LIP1 gén kifejezbdésére elsosorban a fehérjeszintii szabalyo-

zds jellemzo

Mar a lip1 jelleg helyreallitdsakor gyanitottuk, hogy a miikodéképességhez a LIP1
mRNS szintjének cirkadidn szabalyozasara nincs sziikség. Ezt tisztazando6 vad hatteri
novényekben megvizsgaltuk a LIP1 mRNS szintjének idébeli alakulasat: C24 névények
cirkadian érajat 12 éra fehér fény/12 éra sotét valtasokkal allitottuk be, majd allandé
fehér fénybe helyezve a novényeket 3 dranként mintat vettiink beldliik. A mintakbdl
teljes RNS-t tisztitottunk, majd Northern blot mdédszerrel meghataroztuk a LIP1 és a
CABZ2 génekrol termel6d6 mRNS-ek egyensulyi szintjét. A CAB2 mRNS-t 6sszehasonli-
tas céljabol mértik meg, mivel kifejez6dése a fenti koriilmények kozott hatarozott, jol
mérhetden cirkadian mintazatu. Az adatok szamszerisitésekor mindkét gén mRNS
szintjét a mintak 18S rRNS szintjére vonatkoztattuk. Eredményeink szerint a LIP1
mRNS allandé fehér fényben nagyon alacsony szinten, szamottevé cirkadian mintazat

nélkiil fejez6dik ki (Hiba! A hivatkozasi forras nem talalhatd. ).
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0.5 22. abra. A LIP1 és CAB2 gén egyen-

LiP1
- CAB?2 sulyi szintjének mintazata folya-

0.4 matos fehér fényben

A novényeket 12 o6ra sotét/12 ora
fehér fény valtasokkal allitottuk be 7
037 napig, majd folyamatos fehér fénybe
(50 umol/m?/s) helyeztiik &ket. 3
0.2 - oranként mintat szedtiink, amelyek-
b6l 6ssz-RNS-t tisztitottunk. A min-
takban a LIP1 és a CAB2 mRNS szint-

0.1 1 jét Northern blot médszerrel hataroz-

188 rRNS-hez viszonyitott mRNS szint

tuk meg és a kapott értékeket a min-

tdk 18S rRNS szintjére vonatkoztat-

- - - - - tuk.
24 36 48 60 72 84
Id6 [6ra]

Eredménytinket alatamasztjak azok a génlapkas kisérletek is, amelyek soran 11 kii-
16nb6z6 kisérleti elrendezésben mérték meg a ludfd, a rizs, és a nyarfa kozel teljes
génallomanyanak kifejez6dési mintazatat [21]. A kisérletek tantsaga szerint a LIP1
mRNS szintje bizonyos korilmények kozott ugyan mutat napszakos ingadozast (a
génallomany nagy részéhez hasonldan), de csak nagyon alacsony (a CCR2-nél 100-szor

alacsonyabb) szinten, kis kitérésekkel.

A fazisvalasz gorbék tantsaga szerint a LIP1 miikodése cirkadian médon szabalyo-
z6dik. Mivel a fenti adatok szerint ez nem az mRNS egyensulyi szintjének valtozasanal
nyilvanul meg, valamilyen késébbi folyamatnal kell jelentkeznie. Megmutatkozhat a
cirkadian ingadozas a fehérje egyensulyi szintjében, vagy miikodésében is (GTP/GDP-
koté allapot, foszforilalas, egyéb modositasok). A LIP1 egyensulyi fehérjeszintjét LIP1
ellenanyag hianyaban csak kozvetett mddon tudtuk meghatarozni. Elkészitettik a
LIP1 amino végéhez illesztett YFP fehérjét egyenletesen magas szinten kifejezé gén-
épitményt (35S:YFP-LIP1), amelyet lip1-1 noévényekbe vittliink be. Csak a lip1 tiinetet
helyreallité vonalakat hasznaltuk fel a kisérlethez (20. abra). Az YFP-LIP1 fehérjét ki-
fejez6 novényeket 12 o6ra fehér fény/12 o6ra sotét valtasokkal beallitottuk, majd folya-
matos voros fénybe helyeztiik 6ket. Hirom 6ranként mintat vettiink bel6liik, amelyek-

bdl fehérjét tisztitottunk. A mintakban az YFP-LIP1 fehérje szintjét Western blot méd-
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szerrel GFP ellenanyag felhasznalasaval hataroztuk meg. Ugyanazokban a mintakban a
az 0sszfehérje mennyiségét is megmértiik Coomassie Brilliant Blue festéssel. Az YFP-
LIP1 fehérje szintjét a minta 6sszfehérje tartalmara, és a 0 idépontra vonatkoztatva

abrazoltuk az id6 fliggvényében (23. abra).
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23. abra. Az YFP-LIP1 fehérje egyensiilyi szintjének alakulasa folyamatos voros fényben.

A névényeket 12 6ra sétét/12 6ra fehér fény (50 umol/m?/s) valtasokkal allitottuk be 7 napig, majd
folyamatos fehér fénybe (50 umol/m?/s) helyeztiik 6ket. 3 é6ranként mintat szedtiink, amelyekb6l
fehérjét tisztitottunk. A mesterséges, egyenletesen magas szintli mRNS-rél leforditott YFP-LIP1
fehérje egyensulyi fehérjeszintjét Western blot médszerrel mértiik meg GFP ellenanyag felhaszna-
lasaval. Az YFP jelét a minta Coomassie Brilliant Blue (CBB) festéssel mért dsszfehérje tartalmara,
majd az igy kapott értékeket a 0 id6pont jelére vonatkoztattuk. A sziirke csik a névleges éjszakat

jeloli.

Az eredmény nem zarja ki, hogy az YFP-LIP1 és az YFP nélkiili eredeti LIP1 fehérje
egyensulyi szintje cirkadian szabdalyozas alatt all. Ez a m6dszer egyrészt nem alkalmas
finom mennyiségi kilonbségek megbizhatd kimérésére, masrészt egy mesterséges
fehérjét tultermeld vonalrdl van szo, ezért a fenti eredmények egy jol miikods LIP1
ellenanyag elkésziiltéig évatosan kezelend6k. Mindazonaltal a LIP1-éhez megszdélala-

sig hasonl6 mintazatot mértek az XCT gén kifejez6désének vizsgalatakor [97].

Egy fehérje egyensulyi szintjét a képzddés és a lebomlas aranya hatarozza meg.
Szamos példa van cirkadian oOragének leforditas szintjén torténd szabdalyozdsra
[94,106,220]. A riboszéma kiilsé vagy belsé hatasra atkapcsolhat6 olyan lizemmaddba,
amelyben csak bizonyos mRNS-ek leforditasa folyik (pl. h6sokk, tapanyagmegvonas,

sejtosztodas esetén), illetve amelyben egyes mRNS-ek leforditasara ideiglenesen na-
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gyobb figyelem forditédik (pl. hormon vagy fény hatasara). Egy vizsgalandé fehérje
leforditasi sebességének mérésére joO modszer, ha fehérjénket luciferaz enzimhez for-
rasztjuk és luminométerben folyamatos lizemmodban kovetjiik a luciferaz miikodését.
Ebben az esetben ~24 6ra eltelte utan mar csak az Gjonnan termel6d6 fehérje-
luciferaz molekulak jeleit 1atjuk, a korabban felhalmozo6dottak ugyanis miikodésképte-
lenek az oxiluciferin termék erés kotédése miatt [221]. Ha a gént egy folyamatosan
miik6d6 promoter vezérli, akkor az 4j luciferaz enzim mennyisége a hozzaforrasztott
fehérje leforditasanak szabalyozasatol fiigg, ezért a felszabadul6 fény a vizsgalandd
fehérje leforditasarol tajékoztat [94,222]. A LIP1 leforditdsanak vizsgalatadhoz a LIP1
gén stop kodon nélkiili valtozatanak végéhez a megfeleld leolvasasi keretben hozzail-
lesztettlik a luciferaz génjét. Az idegen gén egyenletes kifejez6dését biztositandé 35S
promdtert helyeztiink elé, és az igy eldallt génépitményt lip1-1 novényekbe juttattuk.
Azokat a novényeket tartottuk meg, amelyekben sikeriilt meggydgyitani a lip1
tlinetegylittest. Ezeket a novényeket 12 6ra fehér fény/12 éra sotét valtasokkal bealli-
tottuk, majd folyamatos voros fénybe helyezve 6ket luminométerrel tébb napon ke-
resztlil mértiik benniik a LIP1-LUC+ jelét. Ilyen koriilmények kozott az 0j LIP1 fehér-

jemolekuldk cirkadian mintazat szerint termel6dnek, esti csicsokkal (24. abra).

L 2

e +~ CAB2:LUC/lip1-1

@ 35S:LIP1-LUCHIip1-1
N

& 15

=

€

- Pres

s 1

z [V

o

[=]

N

2 05

> 0 24 48 72 96 120

Id6 [6ra]
24. dbra. A 35S:LIP1-LUC+ jelz6gén Kifejezddése folyamatos voros fényben

A 35S:LIP1-LUC+ novényeket, amelyek a lip1-1 hattérben eleve meglevé CAB2:LUC jelz6gént is egy-
szerre hordoztak, beallitas utan folyamatos gyenge vérds fénybe (5 umol/m?/s) helyeztiik. A jelzo-
gén miikddését luminométerrel mértiik. A LIP1-LUC+ jele sokkal erésebb, mint a CAB2-LUC-é, ezért
egy novényen beliil csak az el6bbi jelét lattuk. Az értékeket az dbran az adott jelz6gén jelének atlag-

ara vonatkoztattuk, hogy a mintazatok dsszehasonlithaték legyenek.
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A LIP1 fehérje megtaldlhato a sejtmagban és a sejtplazmdban is

A LIP1 miikodésének cirkadian befolyasolasara az mRNS vagy fehérje szintjének val-
toztatasan kiviil egyéb lehet6ség is adddik. A LIP1 fehérje sejten beliili eloszlasa, kii-
16nb6z6 sejtszervecskékbe vald iranyitasa, az eltérd allapotu LIP1 molekulak szétvalo-
gatasa is allhat cirkadidn szabalyozas alatt. Az is elképzelhetd, hogy valéjaban a LIP1
az a molekula, amely mas orafehérjék sejten beliili eloszlasat szabalyozza cirkadian

modon.

A LIP1 nyomonkovetésére a fehérjeszint meghatarozasakor mar megismert YFP-
LIP1 fehérjét kifejez6 novényvonalakat hasznaltuk fel. Mivel a fényben nétt novények-
ben a nagy mennyiségi Kklorofill fluoreszcenciaja elnyomja az YFP jelét, ezért vagy so-
tétben nétt novényeken végeztiik a kisérleteket, vagy a fényben nétt névényeknek
olyan sejtjeit vizsgaltuk, amelyekben nincs z61d szintest (levélszdr, szikalatti szar sejt-
jei). A novényeket a vizsgalat soran 30 mp-ig az YFP gerjesztésére alkalmas 514 nm-es
hullamhosszusagu zo6ld 1ézerfénnyel vilagitottuk meg, a kisugarzott 527-560 nm hul-
lamhosszusagu sargaszold fluoreszcens fényt pedig egy a gerjesztd fényt elnyeld szii-
rén keresztiil érzékeltiik. Az eredmények szerint a LIP1 fehérje mind a sejtmagban,
mind a sejtplazmaban el6fordul, utébbiban egyértelmtien valamilyen belsé hartydhoz
(valésziniileg endoplazmas halézathoz) kototten is (25. abra). A sejtmagban a LIP1
egyenletesen oszlik el, sejtmagi csomokat nem képez. A sorozatban készitett felvéte-
lekbdl 6sszedllitott filmen a sejt felszine mentén gyorsan és szaggatottan mozgd apré
fényes alakzatok figyelhet6k meg a sejtplazmaban. Ezek nagy valészinliséggel Golgi
zsakocskak. A névényi Golgi zsdkocskak tobb tulajdonsagukban is kiillonbéznek az alla-
ti megfelel6jiiktdl: sok van bel6liik és gyorsan mozognak, mig az allati sejtekben keve-
sen vannak, jol meghatarozott elhelyezkedésiiek [223]. A LIP1 eloszlasaban nem ész-
leltiink feltiné napszakos ingadozast, és 1ényegében ugyanazt a mintazatot figyeltiik
meg fényben és sotétben nétt névényekben is. Ha létezik is a LIP1 eloszlasanak vala-
milyen cirkadian- vagy fényszabalyozasa, akkor azt ilyen korilmények kozt, ezzel a
maddszerrel nem tudjuk kimérni. Elképzelhetd, hogy a kis mértékid ingadozasok el-
vesznek a nagy hattérben, amelyet az YFP-LIP1 fehérje magas szint{ egyenletes tul-
termelése okoz. Valdszinilibb azonban, hogy ez a valtozatlansag csupan latszélagos,
mivel mikroszképban nem tudunk kilonbséget tenni a LIP1 kiillonb6zd biokémiai

(GTP/GDP-kotd) alakjai kozott. Ezek egymasba alakulasa elképzelésiink szerint nap-
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szakos ingadozast mutat, és nem lehetetlen az sem, hogy a két alak eltérd

sejtszervecskékben halmozodik fel.

25. abra. Az YFP-LIP1 mesterséges fehérje sejten beliili

eloszlasa fényben és sotétben

A novényeket a vizsgdlat soran 30 mp-ig az YFP gerjesztésére

Seijtiireg . alkalmas z6ld lézerfénnyel vilagitottuk meg, a kisugarzott sar-

gaszold fluoreszcens fényt pedig egy a gerjeszt6 fényt elnyeld

ZSékOC(;l(zlag'-PI _ sziirén keresztiil érzékeltiik. A felvételek hamis szinezésiiek.
Sejtmag '.' (A) Az YFP-LIP1 eloszlasa fényben nétt névényekben. A lip1
B tiineteket gydgyitani képes 35S:YFP-LIP1 jelz6gént kifejezd
\ novényeket 12 6éra sotét/12 éra fehér fény valtasokkal allitot-
tuk be 7 napig.

(B) Az YFP-LIP1 eloszlasa sotétben nétt novényekben. Ugyan-
azt a noévényvonalat folyamatos sotétben neveltiik 4 napig (csak
a csiraztatas soran kaptak néhany dra fénykezelést), majd a
fenti médon mikroszkopos vizsgalatnak vetettiik ald. Az ered-

mények szerint a LIP1 fehérje fényben és sotétben is ugyan-

B < Sejtireg

olyan elhelyezkedésli: mind a sejtmagban, mind a sejtplazma-
Sejtplazma ban eléfordul, utébbiban valamilyen bels6 hartyahoz
\ (endoplazmatikus halézathoz, Golgi zsdkocskakhoz) kototten is.

A sejtmagban a LIP1 egyenletesen oszlik el, sejtmagi csomdkat

S imag / nem képez. Semmilyen idébeli valtozas nem figyelhet6 meg az

egyenletesen magas szinten kifejez6d6 YFP-LIP1 eloszlasaban.

Annak bizonyitasara, hogy ez valéban igy van, eldszor is meg kellett mutatnunk,
hogy a LIP1 képes GTP-t kotni. Amennyiben sikeriil megtalalni a GTP-k6tésben és -
bontdsban, valamint a sejten beliili elhelyezkedésben szerepet jatszé aminosavakat,
akkor készithetiink olyan folyamatosan bekapcsolt és bekapcsolhatalan LIP1 valtoza-
tokat, amelyek eltérd sejtszervecskékbe iranyithatok. Annak tanulmanyozasaval, hogy
ezek az atalakitott fehérjék a lip1 tlinetegyiittest milyen mértékben képesek gyogyita-

ni, képet alkothatunk a sejten beliili elhelyezkedés jelentéségérol.
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A tisztitott LIP1 fehérje képes GTP-t hasitani

A LIP1 fehérje aminosavsorrendjének szokatlansaga, kiilonosen a katalitikus glutamin
hianya miatt arra gondoltunk, hogy a LIP1 esetleg elveszithette eredeti GTP-bontd
képességét, és a molekula valamilyen mas, a tobbi kis GTP-kotd fehérjétdl eltéré mo-
don miikodik. Ezt eldontendd, tisztitott LIP1 fehérje GTP-bontd képességét kémcs6ben
ellendriztiik. A kisérlethez LIP1 fehérjét egy jol bevalt baktériumos fehérjetermeltetd
rendszerrel allitottunk eld. A tisztitas megkonnyitésére a LIP1 fehérje két végére egy-
egy idegen fehérjedarabot illesztettiink. Az amino-véghez csatolt malt6zkotd fehérje
(MBP) nem csak az egyszert tisztitds miatt fontos, hanem mert tekercsel§ képessége
kovetkeztében egyben biztositja a hozzaragasztott fehérje megfeleld térbeli szerkeze-
tét is. A karboxi-véghez forrasztott hat hisztidint tartalmaz6 peptid (cHIS) ugyanakkor
egy mas fajta tisztitast is lehetdvé tesz. A két - teljesen eltér6 elven miikodd - tisztitas

egymast kovetd alkalmazasaval teljes hossziisagu, minden egyéb szennyezést6l men-

tes fehérjét kaphatunk.

A tisztitott MBP-LIP1-cHIS GTP-bonté képességét radioaktiv [a32P]-GTP felhaszna-
lasaval végeztiik. A GTP y helyzetii foszfatcsoportjanak hasitasa sugarzé GDP-t ered-
ményez. A reakcié termékeit vékonyrétegen valasztottuk szét. Az eredmények szerint
a baktériumbol tisztitott LIP1 fehérje képes 6nmagaban is GTP-t hasitani (26. abra). A
katalitikus glutamin hidnya miatt a hasitas elve valdszintileg eltér a kis GTP-kot6 fe-
hérjéknél leirtaktol.

26. abra. A baktériumbal tisztitott MBP-LIP1-
cHIS mesterséges fehérje képes GTP-t hasi-

tani
GDP — .

099

A tisztitott MBP-LIP1-cHIS GTP-hasit6 képessé-
gét [a-32P] GTP bomlasanak kimutatasaval vizs-
galtuk. A mintdkat 10 6raig tartottuk szobahd-

mérsékleten, majd a termékeket vékonyrétegen

valasztottuk szét. A jeleket Phosphorlmager®

Ures
MBP

késziilékkel tettiilk lathatova. Viszonyitasként

igazoltan GTP-hasité lucerna ROP6 fehérjét és a

MBP-MsRop6 | il ‘

tisztitdshoz hasznalt MBP-t alkalmaztunk. Az

MBP-LIP1-cHIS

lires mintaba nem tettliink semmilyen fehérjét.
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A LIP1 fehérje kdlcsonhat a ROPGEF7 fehérjével élesztoben

A LIP1 élettani szerepének megismeréséhez nem elég maganak a LIP1 fehérjének a
vizsgalata, fel kell térképezniink a jelatviteli hal6zatat is. Milyen jelek kapcsoljak be és
ki, illetve milyen folyamatokat vezérel a LIP1? Ennek a kérdésnek a megvalaszolasa-

hoz LIP1-gyel kdlcsonhat6 fehérjéket kerestiink éleszt6 kéthibrid modszerrel.

Els6 lépésként a keziinkben levd, éleszté kéthibrid plazmidokba Kklénozott, a
cirkadidn 6raban és a fényérzékelésben szerepet jatszé géneket vizsgaltuk at a vad
hatteri LIP1-gyel valé kolcsonhatas utan kutatva. Sajnos nem talaltunk kélcsénhat6
fehérjéket. Ekkor egy élesztd kéthibrid sziirést hajtottunk végre ismeretlen kélcsonha-
tok azonositasa végett (lasd: 58. oldal). A jeloltek ~75%-a j6l ismert médon hatteret
ad6 hamis kélcsonhaténak bizonyult. A maradék 12 jelolt teljes hosszusagu valtozata-

bol is azonban csak egy hatott kélcson a LIP1-gyel (27. abra).

Ez a fehérje egy akkor még ismeretlen, in. DUF315 elemet hordozé fehérjecsalad
tagjanak bizonyult. Kés6bb megjelent egy cikk, amelyben ennek a 14 tag csaladnak
egy masik képviseldjét jellemezték. Kidertilt, hogy ezek a fehérjék voltaképpen a nové-
nyi ROP GTPazok nukleotidcseréléjeként miikddnek, ezért ROPGEF-eknek nevezték el
Oket, a DUF315 elemet pedig PRONE-elemnek [171]. A mi koélcsonhatonk ROPGEF7
néven szerepel ebben a nyilvantartasban. Egy korabbi k6zleményben ennek a csalad-
nak egy paradicsomban 1év6 rokonarol (KPP1) azt irtak le, hogy koélcsonhat a sejthar-
tyaba agyazddo LePRK1 és LePRK2 LRR receptor kinazok sejten beliili kinaz egységé-
vel, és hogy a pollennovekedés szabalyozasaban van szerepe [174]. Ezek a kutaték a
paradicsom KPP1 ludfii megfelel6inek szoveti kifejez6dését is megvizsgaltak. E szerint
a csalad 14 tagjabdl csak egy fejezédik ki a ROPGEF7-hez hasonlé mintazat szerint
minden szdvetben, a tobbi szovetjellegzetes kifejez6désli (viragpor). Ez némileg meg-
erdsiti a kapott eredményiinket, mivel feltételezziik, hogy a cirkadian éra fontos ele-
mei altaldnosan fejezédnek ki. Ugyanakkor nem zarhatjuk ki, hogy a LIP1 a ROPGEF

csalad mas, szovetjellegzetes mddon kifejez6dd tagjaival is képes kdlcsonhatni.
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A B
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27. abra. A LIP1 kolcsonhat a ROPGEF7 fehérjével élesztoben

(A) LIP1-gyel kolcsonhato fehérjék utan kutattunk éleszté kéthibrid sziliréssel, fényben nétt ludfi
sejttenyészetbdl késziilt cDNS konyvtarat hasznalva. A jeloltek teljes hossziisagu valtozatai koziil
csak a ROPGEF7 fehérje hatott koélcson a LIP1-gyel, mindkét parositdsban. AD, lires pGADT7
plazmid; BD, lires pGBKT7 plazmid. A szines oszlopok azt jelentik, hogy ezek a sejtek A"L"W~ leme-
zen is n6ttek. A ROPGEF7 a GAL4 DNS-kot6 eleméhez illesztve ugyan 6nmaga is képes beinditani a
B-galaktozidaz kifejez6dését (vilagossarga oszlop), de ezt hatékonyabban teszi, ha a GAL4
atirasserkentd eleméhez illesztett LIP1 is jelen van. A B-galaktoziddz enzimmiikodést egységnyi
sejtmennyiségre és idére vonatkoztatva tilintettiik fel (Miller egység).

(B) Az élesztd kéthibrid eredményeket ludfli sejttenyészetben megtermelt, majd onnan agyhoz
kotott ellenanyagok segitségével tisztitott fehérjék kolcsonhatasanak kimutatasaval igazoltuk. A
LIP1 fehérje elejéhez 3xMyc, a ROPGEF7-éhez pedig 3xHA farkat forrasztottunk. A plazmidokat
kozvetleniil ladfd sejtekbe juttattuk, ahol azokrdl fehérjéink atmenetileg egyenletesen magas szin-
ten termelddtek. A sejteket sotétben novesztettiik 18 draig, majd feltartuk dket. Az 6sszeallt LIP1
tartalmu fehérjeegyiitteseket agyhoz kotott Myc ellenanyag segitségével kilonitettiik el, majd az
alkotéelemeket SDS-poliakrilamid gélen valasztottuk szét. A ROPGEF7 jelenlétét HA ellenanyaggal
mutattuk ki. Sikerilt igazolnunk, hogy a ROPGEF7 és a LIP1 ugyanabban a fehérjeegyiittesben ta-
lalhatd. (1,2) A sejttenyészet LIP1 tartalma: 1. nem vittiik be a LIP1-et, 2. Bevittiik a LIP1-et; (3,4) A
ROPGEF7 jelenléte a tisztitott mintdkban: 3. LIP1 hidnyaban nem tisztithaté ROPGEF7, 4. LIP1 je-
lenlétében megjelenik a ROPGEF7 is a fehérjeegyiittesben. WB (Western blot), IP (Immuno-

precipitation).
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Az élesztd kéthibrid kisérletek eredményét ludfli sejttenyészetben megtermelt,
majd onnan agyhoz kotott ellenanyagok segitségével tisztitott fehérjék kolcsonhatasa-
nak kimutatasaval igazoltuk (27. abra, B mezd). Novényi protoplasztokba pRT104
3xMyc-LIP1 és pRT104 3xHA-ROPGEF7 plazmidokat juttatunk be, ahol azokrél a 355
promoternek koszonhet6en atmenetileg magas szinten fejez6dott ki az amino végén
3xMyc horgonyt viseld LIP1, illetve a 3xHA horgonnyal ellatott ROPGEF7 fehérje. A
sejteket sotétben novesztettiik 18 6raig, majd feltartuk 6ket. Az 6sszeallt LIP1 tartal-
mu fehérjeegylitteseket agyhoz kotott Myc ellenanyag segitségével haldsztuk ki az ol-
datbo6l, majd az alkotéelemeket SDS-poliakrilamid gélen valasztottuk szét. Az egylit-
tesben a ROPGEF7 jelenlétét HA ellenanyaggal mutattuk ki. Ezzel a médszerrel sikeriilt
igazolnunk, hogy n6vényi sejteken beliil is 6sszeall olyan fehérjeegyiittes, amelyben a

LIP1 és a ROPGEF7 is megtalalhaté.

A ROPGEF7 fehérje mas esti orafehérjékkel is kélcsénhat

Ezek utan az izgalmas eredmények utan kivancsiak voltunk, hogy milyen egyéb fehér-
jék lehetnek még ebben a fehérjeegylittesben. Emlitettem, hogy leellendriztiik az 6sz-
szes kezlinkben levd fehérje és a LIP1 kdlcsonhatasat, de nem talaltunk kélcsonhatot.
Ezt az ellendrzést végrehajtottuk a ROPGEF7-tel is, és meglep6 eredményeket kap-
tunk. Eleszté kéthibrid kisérletekben a ROPGEF7 az 6sszes vizsgalt fehérje koziil csak
a GIGANTEA, a TOC1 és a ZTL cirkadian érafehérjékkel hatott kdlcson. Az irodalombél
ekkor mar ismert volt, hogy a ZTL és a TOC1, valamint a ZTL és a GIGANTEA fehérje is
koélcsonhat egymassal. Jelenlegi elképzelések szerint a ZTL felel6s a TOC1 fehérje le-
bomlasaért sotétben [224], mig a GIGANTEA a ZTL fehérje bomlasat gatolja meg kék
fényben [62]. Amellett, hogy ezeket a kolcsonhatasokat mi is igazoltuk élesztd
kéthibrid kisérleteinkben, egy 1j, a GIGANTEA és a TOC1 fehérje kozotti kdlcsonhatast
is sikertlt kimutatnunk (28. abra). Ezzel egy érdekes kép kezdett kialakulni a szemiink
el6tt, ugyanis az 0sszes fenti fehérje kifejez6dése vagy miikodése az esti idészakban a
legmagasabb. A ROPGEF7-r6l ugyan egyeldre nincs adatunk, de az eddigi eredménye-
ink szerint a ROPGEF7-tel k6lcsonhat6 LIP1 szintén este miikodik. Feltételezziik, hogy
a LIP1 is jelen van ebben az esti fehérjeegyiittesben, de csak bekapcsolt (vagy kikap-
csolt) allapotaban, és/vagy a ROPGEF7-en keresztiil; talan ezért nem figyelhetiink meg

kolcsonhatast az élesztében. Az Osszes éleszté kéthibrid kolcsonhatast egyébként a
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LIP1/ROPGEF7 egylitteshez hasonléan novényi sejttenyészetben is sikeriilt igazol-

nunk.
B-galaktozidaz enzimmikdédés [U] B-galaktozidaz enzimmiikédés [U]
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
Gl + ZTL — Gl+TOoC! [ ——
Gl +BD } Gl +BD }
AD +ZTL } AD +TOC1 [ #
ZTL+ Gl [ ——— TOC1 + Gl ——
ZTL +BD } AD + Gl 3—
AD + Gl o Toc1+BD [}
AD + BD } GIGANTEA és ZTL AD + BD ’ i GIGANTEA és TOC1
B-galaktozidaz enzimmiikodés [U] B-galaktozidaz enzimmiikodés [U]
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
ZTL + TOC1 Ly GEF + TOC1 =
ZTL + BD } GEF + BD
AD +TOC1 [} AD + TOC1
TOC1 + ZTL } TOC1 + GEF }
TOC1+BD | AD + GEF
AD+ZTL [ % TOC1 + BD
AD + BD -3. ZTL és TOC1 AD + BD T RopGEF7 és TOC1
B-galaktozidaz enzimmiikddés [U] B-galaktozidaz enzimmiikodés [U]
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
Gl + GEF —_—— ZTL + GEF [
Gl + BD } ZTL + BD !"
AD + GEF — AD + GEF E—'
GEF +Gl e— — GEF+2TL [ o~
GEF + BD } GEF + BD }
AD + Gl 3— AD + ZTL }
AD +BD ; RopGEF7 és GIGANTEA AD + BD 3 RopGEF7 és ZTL

28. abra. A ROPGEF7 és egyéb esti 6rafehérjék kolcsonhatasa élesztében

Megvizsgaltuk a keziinkben lev6 0sszes fehérje és a ROPGEF7 koélcsonhatasat éleszt6 kéthibrid
rendszerben. Az 6sszes alany kozilil a ROPGEF7 csak a GIGANTEA, a TOC1, és a ZTL cirkadian o6rafe-
hérjékkel hatott kdlcson (a LIP1-en kiviil, természetesen). A ZTL és a TOC1, valamint a ZTL és a
GIGANTEA kozotti kélcsonhatasokat mar korabban leirtak. Nekiink ezeken kiviil egy ujabbat is
sikeriilt lefrnunk, a GIGANTEA és a TOC1 kozottit. Az emlitett 6rafehérjék mindegyike este fejezédik
ki a legmagasabb szinten. AD, lires pGADT7 plazmid; BD, iires pGBKT7 plazmid. Szines oszlopok:
novekedés AL"W~ lemezen. Vildgossarga oszlopok: ebben az elrendezésben a kérdéses fehérje
onmaga is képes beinditani a f-galaktozidaz kifejez6dését. A B-galaktozidaz enzimmiikodést egy-

ségnyi sejtmennyiségre és id6re vonatkoztatva tiintettiik fel (Miller egység).
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A LIP1 fehérje miukodésének modellje

A LIP1 fehérje hatasdt a fény és a cirkadidn ora gdtolja

Id6tartamatdl és mennyiségétdl fliggden a fény az ora kiillonb6z6 tulajdonsagait befo-
lyasolja. Folyamatos megvilagitas esetén a fény a periodust allitja be. Novényekben a
leghosszabb peridodust folyamatos sotétben mérhetjiik, mig folyamatos fényben a
fényerdsség novelésével egyre rovidebb periddust figyelhetiink meg. Ugyanakkor egy-
szeri fényvillanasokkal jellegzetes faziscsuszasokat lehet kivaltani beallitott, majd fo-
lyamatos koriilmények kozé helyezett novényekben. Eredményeink alapjan ugy gon-
doljuk, hogy a vad hatter(i névényekben a LIP1 a cirkadian periddust hosszabbitja, és
hogy a fény - erdsségétdl fliggd moédon - gatolja ezt a hatast. Erds fényben a lip1-1
vadra jellemz6 periodusu. Ebbdl kovetkezik, hogy ilyen koriilmények kozott vad hatte-
ri novényekben a LIP1 fehérje nem miikodik. Ez a gatlas feltehet6en a LIP1 fényszaba-

lyozott lebomlasan vagy kikapcsolasan keresztiil valésul meg.

A lip1-1 sotétben megfigyelhetd rovid periédusat ugyanakkor megmagyarazhatjuk,
ha feltételezziik, hogy a LIP1 az esti, lassan rezg6 hurok része, igy torlésével a reggeli
(gyorsan rezgd) hurok ,elszabadul”. Ehhez a hatashoz nincs szilikség fényre, az a rend-
szer felépitésébdl, a két eltérd sebességgel rezgbé hurok negativ visszacsatoldssal tor-

ténd O6sszekapcsolédasabol kovetkezik.

A periodus ugyan érzéketlen a fényre a lip1-1 mutansban, a PRC-bdl azonban kide-
riil, hogy a lip1-1 a beadllit6 fényvillanasokra érzékenyebb (jellemzéen a névleges éj-
szaka elsd felében), hiszen jelent6sen nagyobb késleltetd faziscsuszasokat lehetett
kivaltani benne, mint a vad hatter(iben. Ezért inkabb arrél lehet sz6, hogy LIP1 hia-

nyaban az 6ra tulérzékennyé valik a fényre, tehat mar gyenge fényben is ugyanarra az
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értékre all be a periédus, mint erésben. A bevezetésben emlitett 6sszefliggés a PRC és
a periodus fényfiiggése (FRC) kozott a lip1-re is igaznak bizonyult: a lip1-1-ben fényvil-
lanasokkal inkabb késéseket lehet kivaltani, ennek megfelel6en a periédus fényerds-

ségtdl valé fliggése kisebb mértékd (2. abra, C mezo).

A LIP1 elsdsorban fehérjeszinten szabdlyozodik

A PRC azt is megmutatta, hogy a LIP1 m{ik6dését nem csak a fény, hanem a cirkadian
ora is szabalyozza (zsilipeli). Elképzelhetd, hogy a LIP1 fehérje szintjét a cirkadian
koron at a foszforilalas miatt folyamatosan valtozd erdsségili PEST-mintazat szaba-
lyozza. Az a kinaz, amely ezt a foszforilalast cirkadian mintazat szerint végrehajthatja,
valdsziniileg a cirkadian 6raban bizonyitottan szerepet jatsz6 CKII. Cirkadian 6rafehér-
jék ilyen szabdlyozasara van példa az irodalomban [93,216,225]. A LIP1-LUC+ és az
YFP-LIP1 fehérjék szintjében megfigyelhetd cirkadian mintazat ennek a szabalyozas-
nak a meglétét bizonyitja. Mivel ezeket a géneket egyenletesen miikodé promoterek

vezérelték, az ingadozas nem az mRNS-szint ingadozasanak kovetkezménye.

A szeringazdag részlet foszforildlasa nem csak a fehérje lebomlasat, hanem a mi-
kodését is szabdalyozhatja, mivel ez a részlet pont a célfehérjéket koté csuklok kozott
talalhaté. A foszforilalas erds torzulast eredményezhet, megvaltoztatva a LIP1
célfehérjekotd képességét. A két folyamat ossze is fiigghet. Erzékelé rendszerekre
ugyanis altalaban igaz az, hogy a bekapcsolt alakot gyorsan el kell tiintetni a valtoza-
sok nyomon kovethetésége érdekében. Kisérleti adataink alapjan ugy tiinik, hogy a
LIP1 szabalyozasa (az ELF3-hoz és ZTL-hoz hasonl6an) szintén fehérjeszinten zajlik
els6sorban, mivel a LIP1 egyenstulyi mRNS-szintjében nem figyelhet6 meg semmiféle
cirkadian mintazat, tovabba a LIP1 fehérje tultermelése nem valt ki semmilyen 1énye-
ges hatast (pl. hosszu periodust). Ez utobbi megfigyelés arra utal, hogy a LIP1 fehérjé-
nek masodlagos fehérjemodositason kell atesnie ahhoz, hogy miikod6képes allapotba
kertljon. Val6éjaban a modositas sebessége hatarozza meg a LIP1 fehérje hatékonysa-
gat, a nagy mennyiségben jelen levd mddositatlan LIP1 nem hatasos. Ez a médositas
valosziniileg nem lipidmddositas, mert az ehhez sziiksége fehérjemintazatok nincse-
nek meg a LIP1-ben. Legval6sziniibb, hogy a LIP1 GDP-kotott dllapotabol a GTP-kotott
allapotba val6é atkapcsolas ez a mddositas, a sebességmeghatarozé tényezé pedig a

LIP1 GEF-jének miikodése. A masodik legval6szinlibb modositas a foszforilalas.
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A LIP1 fehérje az ora miikodését fehérjeszinten szabdlyozza

A lip1 mutansokban a kozponti 6ragének egyensulyi mRNS szintje nem valtozik, ha
allandé kortlmények kozott vizsgaljuk 6ket. Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy a LIP1
els6sorban nem RNS-, hanem inkadbb fehérjeszinten befolyasolja az 6ra miikodését. A
TOC1 mRNS szintjének csokkenése valtakozé fény/sotét viszonyok kozt nétt lip1-1
novényekben ugyanakkor 6sszhangban van e valtozat révid periédusaval: TOC1-
hianyos névényekben a periodus még a lip1-1-énél is rovidebb. A névényi ora jelenlegi
modellje szerint a TOC1-et a reggeli hurok 6sszetevdi (CCA1 és LHY) gatoljak, mig az

esti hurok osszetevoéi (GI) serkentik.

Vajon mennyire egyedi a LIP1 el6bb leirt miikodése a névényi cirkadian rendszer-
ben? Az ELF3 és a ZTL, valamint az XCT 6rafehérjék miikodését lehet parhuzamba alli-
tani a LIP1-ével néhany tekintetben. Vad hatter(i novényekben az ELF3 a LIP1-hez
hasonl6an tompitja a beallitojeleket és hosszabbitja a periddust, de ezt kizardlag fény-
ben teszi, mivel sotétben a vadra jellemz6 periédust (ugyanakkor nagyon kis kitérése-
ket) figyeltek meg az ELF3-mat hibasan kifejez6 novényekben. Az ELF3 miikodésének
molekulaszintli magyarazatara sokaig kellett varni. Az erre vonatkozé els6 kozvetlen
bizonyitékokat 2008 végén kozolték [109]. Ezek szerint az ELF3 a GI fehérje COP1
altali ubikvitinalasaban illeszt6fehérjeként vesz részt, hianyaban a GI lebomlasa gatolt.
A GI viszont a ZTL fehérjéhez kot6dve gatolja annak miikodését, a TOC1 fehérje
ubikvitinalasat. A TOC1 fehérje a CCA1/LHY gének kifejez6dését serkenti, ezért az
ELF3 hianya végs6 soron felgyorsult TOC1 bomlast és alacsony szintli CCA1/LHY Kkife-
jez6dést eredményez. A ZTL és az XCT hatasa a peridodus fényerdsség-fiiggésére pont
az ellenkezdje a LIP1-ének. A ztl periddusa nagyon hosszu, az xct-jé viszont a lip1-1-
hez hasonldan rovid folyamatos sotétben, amely fényben mindkét esetben er6sebben
csokken, mint a vad névényeké. A ztl és az xct PRC-je azt mutatja, hogy ezek a lip1-1-
gyel ellentétben a sietést kivalté bedllito jelekre érzékenyebbek [97]. A ZTL az érat
atiras utani szinteken befolyasolja, a TOC1 o6rafehérje lebomlasanak serkentésével. Az

XCT is feltehetdleg fehérjeszinten miikédik, de hogy milyen médon, még nem ismert.

Adataink alapjan ugy véljiik, hogy a LIP1 az 6ra sebességét szintén atiras utani szin-
teken befolyasolja, vélhetbleg egy eddig ismeretlen célfehérje - talan a ROPGEF7-tel
kolcsonhatd esti fehérjék valamelyikének - sejten beliili eloszlasat, vagy a

fehérjeegyiittes 6sszetételét szabalyozva. A jelenlegi 6ramodellben a GI fehérje a TOC1
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gén kifejez6dését serkenti, mig a TOC1 fehérje negativ visszacsatolassal hat vissza a GI
gén kifejez6désére. Vajon lehetséges, hogy az altalunk kimutatott GI-TOC1 fehérjeszin-
tl kolcsonhatas egy djabb szabalyozokor (pl. pozitiv visszacsatolas) jelenlétére utal?
Elképzelhetd, hogy a GI nagy méreténél (és egyedi felépitésénél) fogva valojaban egy
Osszeszereld allvany, amelynek feliiletén all 6ssze egy esti cirkadian fehérjeegyiittes.
Ennek része lehet a LIP1 is, a ROPGEF7-en keresztiil. Korabban mar emlitettem, hogy a
kiilonféle GEF-ek és GTPazok célzott 6sszeallasat allvanyfehérjék segitik, igy valogatva

a lehetséges kolcsonhatasok kozott [164].

A LIP1 helye a névényi cirkadian éramodellben

Ha a LIP1-et megprobaljuk elhelyezni a jelenlegi 6ramodellben, akkor azt minden bi-
zonnyal az esti hurkon beliil, valamely fehérje miikodését befolyasolé ponton kell beil-
leszteniink. Legesélyesebbnek a TOC1 fehérje szintjét alakité fehérjelebonté E3
ubikvitin-ligdz egylittes mutatkozik, amelyben a LIP1 a GI-val egyiitt a ZTL m{ikodését
fogna vissza, a TOC1 lebomlasat gatolva ezzel valamilyen szinten. A LIP1 toérlése a
TOC1-hianyos, illetve a ZTL-talm{ikodéses allapotot kozelité koriilményeket idéz el
(rovid periddus). Ellentmondasnak tiinik, hogy a TOC1 lebomlasa és a ZTL, de a LIP1
és a GI miikodése is a kora esti 6rdkban a legnagyobb. Valdszintileg a LIP1 és a GI gatlo6
hatasara eleve akkor van sziikség, amikor a ZTL m{ikodik, szerepiik a megfelel6 TOC1
fehérjeszint bedllitasa. A fény szerepe ebben a folyamatban az lehet, hogy megévja a
TOC1-et a lebomlastol. A LIP1 ezt a hatast kozvetitheti, hidnyaban a fényjel nem jutel a
ZTL-hoz, kovetkezésképp a TOC1 gyorsabban bomlik, pont annyira, mint sététben
(mindenhol egyforman roévid periddus). Feltételeztiik, hogy a LIP1 fehérjeszintjét vagy
miikodését a fény gatolja. Ez egy Ujabb ellentmondashoz vezet: erés fényben a TOC1-
nek fel kellene halmozddnia és hosszu periddust okoznia. Ezzel szemben az FRC sze-
rint a fényerdsség novekedésével a periddus csokken. A magyarazat az lehet, hogy a
periddus kialakitasakor legaldbb két, egymadssal ellentétes hatasu fényszabalyozott
folyamat verseng. Példaul az egyik a TOC1 felhalmozo6dasat vagy miikodését, a masik
pedig a lebomlasat befolyasolhatja, de fényerdsség-fliggésiik eltéré mértéki. Adott
fényerdsségnél a két folyamat ereddjeként alakul ki a periddus: gyenge fényben a fel-
halmoz6das (LIP1 miikoédik), er6sben pedig a lebomlas érvényesiil (nincs LIP1). Ebbél
kovetkezik, hogy a LIP1 az 6ra fénybemenetének egyik eleme. A fenti feltételezéseket a

ztl, toc1 és lip1 mutansok genetikai kolcsonhatdsanak vizsgalataval fogjuk igazolni.
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A LIP1 egy uj biokémiai szerepkort képvisel a cirkadidn draban

A LIP1 a kis GTPazok egy uj csaladjahoz tartozik. Kémcs6ben végzett kisérletben
megmutattuk, hogy a katalitikus glutamin hidnyanak ellenére a LIP1 fehérjének sza-
mottevé GTP-bontd képessége van, ezzel a LIP1 lett az elsd kis GTPaz, amelynek a no-
vényi cirkadidn éraban van szerepe. Legaldbb két masik kis GTPazrol ismert eddig,
hogy részt vesznek a cirkadian éra miikodésében valamilyen él6lényben. A RAB3a gén
elrontasa az egerek viselkedési ritmusanak periddusat valtoztatja meg [226]. Ugyan-
akkor a kozponti 6ra nem sériilt, ami azt jelenti, hogy a RAB3a nem a fénybemenet
vagy a kozponti 6ra része, hanem valo6sziniileg a ritmust el6allité idegsejtek kozotti
kapcsolatot, azok dsszehangolasat befolyasolja. A DEXRAS1 viszont az emlés cirkadian

ora fénybeallité jelekre valé napszakfliggd érzékenységét alakitja [227].

A LIP1 - a kis GTPazok kérében szokatlan - sejtmagi elhelyezkedése jol 6sszeegyez-
tethetd a cirkadidn szerepével, ugyanis az dsszes eddig ismert 6rafehérje sejtmagi el-
helyezkedésii. Mivel a LIP1 a sejtplazmaban is el6fordul, elképzelhetd, hogy a LIP1-nek
a sejtmagitol eltéré miikodésl allapota is van. Ezt kideritendé mar folyamatban van-
nak azok a kisérletek, amelyekben a LIP1-et a sejtmagba illetve a sejtplazmaba kény-
szeritjiik. A kisérlettdl azt varjuk, hogy a lip1-1 cirkadidn tiineteit csak a sejtmagba
kényszeritett valtozattal sikeriil helyreallitani, mig a sejtplazmas valtozat az 6ran kivii-
li tiineteket javitja ki. Ezt a feltételezést erdsitheti az a megfigyelésiink, hogy a mustar-
sejtekbe bel6tt ROPGEF7 a sejtplazmaban helyezkedik el. Ha a ROPGEF7 valéban a
LIP1 célfehérjéje, amely a sejtvazatrendezddést befolyasolja, akkor a LIP1 sejtplazmas
alakjanak a sejtvazatrendezés lehet az egyik - cirkadian 6ratol fiiggetlen - szerepe.
Nehéz megmagyarazni ugyanakkor azt, hogy ha a ROPGEF7 a sejtplazmaban talalhato,
akkor hogyan képes kolcsonhatni novényben a sejtmagi érafehérjékkel (az élesztos
koélcsonhatasokat ugyanis novényi sejttenyészetben is sikeriilt igazolni). Lehetséges,
hogy a ROPGEF7 elhelyezkedése id6ben, vagy kiilsé jel (fény?) hatdsara megvaltozik,
bemegy a sejtmagba. A kérdést a ROPGEF7-et hibasan kifejezé vagy nélkiul6z6 nove-

nyek cirkadian o6rajanak ellendrzése fogja eldonteni.

A ladft fehérjék aminosavsorrendjének elemzése a LIP1-nek minddssze egy kozeli
rokonat mutatta ki (LIP2), amely rendelkezett az 6sszes LIP1-re jellemz6 eltéréssel.

Ugyanakkor szamos, a LIPl-re nagyon hasonlit6 fehérjét talaltunk tobb
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magasabbrendli novényben is, ami a LIP1-szer(i molekuldknak a magvas novények

(Spermatophyta) élettanaban betoltott altalanosabb szerepét valoszinisitik.

A LIP1 cirkadian o6ran kiviili hatasai

A LIP1 cirkadian 6ran kiviili hatasainak feltérképezésekor figyeltiik meg, hogy a lip1-1
fényfejlodése is megvaltozott. A cirkadian jelleggel ellentétben ez azonban fényfiiggé: a
szikalatti szarmegnyulas fény altali gatlasat vizsgaléd kisérletekbdl kidertlt, hogy so-
tétben a lipl1-1 és a vad novény szikalatti szara ugyanolyan hosszu. A LIP1-nek a
cirkadidn 6raban és a fényfejl6désben betoltott szerepének kiilonallosaga nem egye-
duilall6. Hasonl6 jelenséget figyeltek meg a ZTL, a GI, az ELF3 és az XCT esetében is.
Véleményem szerint a LIP1 hidnya a fényérzékel6k felhalmoz6dasan keresztiil vezet-

het a megfigyelt fényfejl6dési tiinetekhez, tehat ez valéjaban egy mellékhatas.

Fénytdl fiiggetlennek tlinik a lipI1-1 novények bdérszoveti sejtjeinek lekerekitett
alakjanak kialakulasa. Ez a hatas az sejtvaz rendellenességére utal, amelyet novények-
ben leginkabb a ROP GTPazok szabalyoznak. A lip1-1 ilyen ROP-szerti tiinete 6sszefiig-
gésbe hozhaté a LIP1-gyel kélcsonhaté ROPGEF7 molekulaval. Ahogy azt mar felvetet-
tem, lehetséges, hogy a ROPGEF7 a LIP1 egyik célfehérjéje, amelyen keresztiil a LIP1 a
ROP-ok jelatviteli halézatahoz kapcsolddik. Ebben az esetben a LIP1 ezen hatasa a
sejtvazatrendezésre attételes, és fliggetlennek tekinthetd a cirkadian 6ratél, amelyet
valdsziniileg mas célfehérjéken keresztiil ér el. Mindazonaltal a sejtvazszerkezet meg-
zavardsa hatassal van a cirkadian o6rara, mivel az aktinhal6zatot megbonté
latrunculin-B roévid periddust okoz, meglepé médon azonban csak sotétben és kék
fényben, vorosben nem. Ez a hatas ugyanakkor a lip1-1-t6l fiiggetlen, mert a lip1-1 pe-
riédusa tovabb rovidithet6 a kezeléssel (nem kozolt adatok). Elképzelhet6, hogy a LIP1
és a latrunculin ugyanarra (t.i. az aktinhalézatra) hat, de kiilonb6z6 irdnybol, ezért

hatasuk 6sszeadodik. A jelenség tisztazasa tovabbi vizsgalatokat igényel.

Masik érdekes megfigyelésiink az volt, hogy a lip1-1-nek nincs viragzasi tlinete, pe-
dig ez ,elvarhat6” lett volna a rovid periédus kovetkezményeként, amelynek hatassal
kellett volna lennie a f6 viragzasszabalyozd CO és az FT kifejez6désére. Ennek magya-
razata lehet az, hogy a LIP1-nek ugy tlinik csak gyenge fényben van szerepe, a viragza-
si kisérleteket viszont erds fényben végeztiik. Masik lehetséges magyarazat, hogy mig

a cirkadian kisérleteket szachar6zos taptalajon végezziik, a viragzasi id6t foldben nétt
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novényeknél mérjiik. Nemrég irtak le egy olyan gént (SFR6), amelynek cirkadian tiine-
te szachardézfiiggd [228], igy felmeriil a lehet6sége, hogy a lip1-1-é is ilyen. El6zetes

eredményeink azt mutatjak, hogy ez lehet a helyzet.

A lip1 mutdnsok soOstresszre érzékenyek. A sostressz-tlirés erésen kothetd a sejt-
hartydban jelenlevd ion- és vizcsatorndkhoz, pumpakhoz, valamint a sejtfal allapota-
hoz. Mindezeket a sejten beliili anyagmozgatas, a sejtvaz allapota nagy mértékben be-
folyasolja, igy a megfigyelt s6érzékenység nem meglepd. Mivel a sejtvazatrendezddés a
fentiekben leirtak miatt valdszintileg nem a cirkadian tiinethez kapcsolédik, ezért fel-
tételezhetben a lip1-1 s6érzékenysége sem a cirkadidn 6ra zavaranak kovetkezménye.
Megfigyeléseink szerint nem csak a cirkadian jelleg, hanem a séérzékenység is
szacharozfiiggd, mivel cukormentes tdptalajon nem jelentkezik. A szachar6z és a

cirkadian 6ra kapcsolatanak vizsgalata egyel6re nem szerepel jovibeli terveink kozott.
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A dolgozatomban ismertetett eredményeket és magyarazatukat a kovetkezéképpen

foglalhatjuk ossze:

1. A lip1-1 minden vizsgalt cirkadidn kimenet peridédusat roviditi, ezért a LIP1 nem
kimeneti szabalyozéelem, hanem a férezg6kor miikodését befolyasolo tényezé.

2. A periédus a lip1-1-ben szinte valtozatlan marad a teljes vizsgalt fényerdsség tar-
tomanyban. Eszerint a LIP1 fontos szerepet jatszik a periddus fényhangolasaban.

3. Erds fényben a lip1-1 periddusa megkiilonboztethetetlen a vad hatter(iétdl. Feltéte-
lezziik, hogy a vad hatter(i névényben az erds fény LIP1-hidnyos allapotot idéz el6.

4. A lip1-1 folyamatos sotétben mért periddusa szinte megegyezik a fényben mérté-
vel: a lip1-1-ben a fénynek nincs jelentds hatasa az 6ra sebességére. Elképzelhetd,
hogy a lip1-1-ben a periddus fényszabalyozasat biztositod jelatviteli tt folyamatosan
bekapcsolt allapotban van, nem képes fogadni a fényérzékel6k fel6l érkezd gatlo je-
let (amelyet a LIP1 kozvetithet).

5. Alip1-1 kora este érzékenyebb a bedllit6 fényjelekre. Ez arra utal, hogy a LIP1 csak
ebben a napszakban fejti ki gatlé hatasat, tehat a LIP1 m{ikédését az ora zsilipeli.

6. Kozponti 6ragének mRNS szintjét alland6 fényben nem érinti jelent6sen a LIP1
elrontasa. A természetes viszonyokat utanzé fény/sotét korilmények kozott azon-
ban az esti kifejez6désli TOC1 mRNS szintje jelentésen csokken, mikézben a reggeli
kifejez6désii CCA1 és LHY szintje nem valtozik. Erre a furcsa viselkedésre egyel6re
nem tudunk magyarazatot adni, de mar masok is megfigyelték.

7. A lip1-1 mutans szikalatti szara vords és kék fényben rovidebb, sotétben és
tavolivorosben viszont a vad hatteriével megegyez6. Ez utébbi azért figyelemre-
méltd, mert a rovid periddus sotétben is megfigyelhetd. Tovabbi érdekesség, hogy
erds fényben, ahol nincs kiilonbség a periédusban, a szikalatti szar szintén rovid.

Eszerint a cirkadian és a fényfejlédési tiinetek mas modon alakulnak ki.
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8. Alip1-1 mutans bOrszoveti sejtjei lekerekitettek, ami az aktinhalézat zavarara utal.

9. Alip1-1novények s6érzékenyek.

10. A térképezés eredményeként kidertilt, hogy a lip1-1 mutansban a LIP1 gén elsé fele
a promoter egy részével egylitt hidnyzik, ezért a lip1-1 hidnyvaltozatnak tekinthe-
to.

11. A lip1-1 tiinetegylittes sikeres gyogyitasa a 35S vagy a LIP1 promoter altal szaba-
lyozottan termel6d6 YFP-LIP1 fehérjével megerdsitette a térképezés eredményeét.

12. A LIP1 egy kiilonleges, a magvas noévényekre jellemz6 kis GTPazt kodol.

13. A LIP1 fehérje aminosavsorrendjének szamitogépes elemzésével a molekula szaba-
lyozasanak egy lehetséges modjat sikertlt felvazolni: a fehérje lebomlasi sebessé-
gét mas ismert 6rafehérjékhez hasonléan 1épcsézetes foszforilalas szabalyozhatja.

14. Mesterséges MBP-LIP1 fehérje segitségével sikeriilt kimutatnunk jelent6sebb GTP-
bonté hatast a LIP1-ben, ami bizonyitja, hogy a szerkezeti kiilonbségek ellenére a
LIP1 valéban egy miikod6képes GTPaz.

15. A LIP1 kifejez6dését tobb szinten is megvizsgaltuk. Eredményeink szerint a
cirkadian o6ra nincs jelentés hatassal a LIP1 mRNS egyensulyi szintjére. Ugyanak-
kor a LIP1 fehérje termel6désében és egyensulyi szintjében a névleges naplemente
kornyékén csicsosodoé cirkadian szabalyozas jelenlétét sikertlt kimutatni. Az YFP-
LIP1 fluoreszcens jelét a sejtek magjadban és plazmajaban is latni lehetett.

16. Eleszt6 kéthibrid sziiréssel azonositottunk egy a LIP1-gyel kélcsénhaté fehérjét, a
ROPGEF7-et. Ez a fehérje egyéb esti kifejez6désii cirkadian érafehérjékkel (ZTL, GI,
TOC1) is 6sszeragad. Ezek a fehérjék egymassal is kolcsonhatnak, ami felveti egy

esti fehérjeegyiittes 1étezésének lehetoségét.

A LIP1 az els6 azonositott kis GTPaz a novényi cirkadian rendszerben. Kisérleteink
alapjan a cirkadian é6ra fénybemenetének szabalyozasaban vesz részt. Megmutattuk,
hogy a LIP1 sziikséges a peridédus fényfiiggé hangolasahoz és az éra fényvillanasokkal
torténd beallitdsahoz, kifejezetten a névleges éjszaka els6 felében. Adataink szerint a
LIP1 az esti hurok részeként - valdsziniileg mas fényérzékeny fehérjék, pl. a ZTL vagy
a GI miikodésének szabalyozasan keresztiil — korlatozza a fényjelekkel valé beallitas
fokat a cirkadian kornek ebben az id6szakaban, amikor a természetben fény nincs je-
len. Lehetséges, hogy a LIP1 védi az drat a tul sok, vagy rosszul idézitett fénytol, ezzel

jarulva hozza a ndévényi 6ra pontos és erdteljes miikodéséhez.



SUMMARY

Introduction

The circadian clock is a biological timing mechanism which provides rhythmicity to
gene expression, metabolism and physiology in many organisms. This internal clock
helps the organisms to anticipate the most predictable periodic environmental change
on Earth: the succession of days and nights, allowing different processes to be
scheduled to the most appropriate time of the day. Precise synchronisation of these
internal processes to rhythmically changing environmental cues has been shown to

enhance fitness of organisms [14].

The genetic circuit underlying the Arabidopsis circadian oscillator was initially
proposed to function through the reciprocal regulation between the CIRCADIAN CLOCK
ASSOCIATED 1 (CCA1), LATE ELONGATED HYPOCOTYL (LHY) and TIMING OF CAB
EXPRESSION 1 (TOC1) genes [53,54,73]. The morning-expressed CCA1/LHY Myb
transcription factors repress the TOC1 gene; conversely, the evening-expressed TOC1
positively regulates the transcription of CCA1/LHY [52]. TOC1 belongs to the PSEUDO
RESPONSE REGULATOR (PRR) protein family, which consists of five members:
TOC1/PRR1, 3, 5, 7 and 9 [69]. Recent results of mathematical modelling and
experimental approaches have revealed two additional regulatory loops coupled to
the CCA1/LHY-TOC1 circuit. The “evening loop” is formed by TOC1 and a hypothetical
factor Y, both expressed in the evening. Y positively regulates TOC1, whereas TOC1
represses Y transcription, which is also inhibited by CCA1/LHY. TOC1 promotes
CCA1/LHY transcription via another hypothetical component, X [58]. It has been
demonstrated that GIGANTEA (GI), a nuclear protein with unknown biochemical
function is an essential contributor to Y function [61]. The “morning loop” is formed by

CCA/LHY and PRR7/9. CCA1/LHY activates PRR7/9 expression in the morning;
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conversely, PRR7/9 inhibit CCA1/LHY during the rest of the day [61,78]. The co-
ordinated function of the three loops is required to generate the ~24 h basic

oscillations in Arabidopsis.

This oscillation is synchronised to the environment via periodic light and
temperature signals normally associated with the natural day/night cycles. Light
signals are perceived by the red/far-red light absorbing phytochrome photoreceptors
and the blue light absorbing cryptochromes [117,139] and are transduced to the
oscillator through the input pathways. The resetting process, also called as
entrainment is essential for setting the phase of the oscillator to the environmental
light/dark cycles. The light input also modulates the pace/period of the clock under
constant light conditions. Each loop of the plant oscillator contains at least one light-
inducible/sensitive component (PRR9, CCA1/LHY, GI) providing a possible molecular
mechanism for resetting. The F-box protein ZEITLUPE (ZTL) [135] and protein kinase
CK2 [229] represent a different level of regulation, since they are not directly involved
in the transcriptional control of clock genes, but they primarily affect the abundance or
activity of certain clock proteins. ZTL directs TOC1 for degradation in a light-
dependent manner [224]|, whereas CK2 modulates the activity of CCA1l via

phosphorylation [90].

In my thesis I report about our team effort resulted in the identification and
characterisation of a novel clock-associated factor, LIGHT INSENSITIVE PERIOD 1
(LIP1). We demonstrated that LIP1 is a negative factor controlling the light-dependent
period shortening of circadian rhythms and light-induced phase resetting during the
subjective night in plants and that LIP1 represents the first small GTPase affecting the
circadian clock function in plants. Small monomeric GTPases form a large family of
eukaryotic proteins with a highly conserved basic biochemical function, which relies
on binding and subsequent hydrolysis of guanine nucleotides in a cyclic manner [165].
Small GTPases are molecular switches shuttling between the GDP-bound inactive and
the GTP-bound active states. Based on their structural and functional similarities,
small GTPases are divided into five subfamilies, RAS, RHO, RAB, RAN, ARF,
respectively [213]. LIP1 owns some characteristics of the above mentioned classes,
but exhibits remarkable differences which makes this molecule a member of a new,

seed plant (Spermatophyta) specific subfamily of small GTPases.
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Research objectives

Despite the progression made toward understanding the Arabidopsis circadian clock,
our knowledge is still incomplete. The present model of the plant circadian clock is
quite oversimplified. In order to facilitate building a more complete model we decided
to conduct a mutant screen searching for new clock components. We created
transgenic plants carrying the CAB2:LUC reporter gene. The firefly luciferase gene
fused to a circadian controlled promoter allowed us to measure the changes of gene
expression pattern in real time in living plants for several days by detecting
bioluminescence. These plants were EMS treated so as to introduce random point
mutations into the genome. Mutants showing altered circadian gene expression
pattern were then selected and genetically mapped to identify the mutated gene

responsible for the observed phyenotype.

Methods

Molecular cloning techniques

» (reation and maintainance of transgenic Arabidopsis thaliana plants

= EMS mutagenesis

* Genetic mapping, high-throughput genotyping PCR

» Invivo luciferase enzyme activity measurements in intact seedlings

* Determination of period length of circadian rhythms by using BRASS software

» Measuring quantitative traits of plants (hypocotyl length, flowering time) under
different light and day-length conditions

* Plant total RNA extraction, Northern blotting, Real-time PCR

» Total plant protein isolation, Western blotting

» Various microscope techniques

» Bacterial expression and purification of fusion proteins

= [nvitro GTPase assay

* Yeast two-hybrid screen and test for protein interactions

» Transient protein expression in plant cells and co-immunoprecipitation of protein

complexes
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Results

lip1-1 affects multiple circadian outputs and period of the clock

lip1-1 was initially isolated as an early-phase phase mutant based on the expression
pattern of the morning-expressed CAB2:LUC circadian output marker during the first
36 h in constant dark (DD). However, prolonged free-running experiments in constant
red light (LL) demonstrated that the period of lip1-1 is 1.5-2 h shorter than that of
wild-type (WT) plants. A different molecular marker, the evening-expressed
CCR2:LUC+ also displayed a similar short period phenotype in LL and DD and leaf
movement rhythms were also shortened in lip1-1. These results indicate that LIP1 is
not a component of the output pathway, because the mutation affects several different

overt rhythmes.

In plants, there is an inverse relationship between the free-running period in LL
and the fluence rate of the light: the higher the fluence rate, the shorter the period. As
a result, fluence rate curves (FRCs, plots of period values as the function of fluence
rates) in plants show a negative slope [34]. To construct FRCs, WT and lip1-1 seedlings
expressing CCR2:LUC+ were entrained by 12:12 LD cycles for one week and
transferred to different fluences of constant red or blue light. Periods in the mutant
seedlings remain almost constant over the tested range of fluence rates, in contrast to
WT plants, where periods are shortened by increasing light intensity. As a result,
periods of WT and mutant plants were indistinguishable at medium and high fluences
of red light and high fluences of blue light. Moreover, periods in lipI-1 plants in DD fall
in the range of period values plotted on FRCs, further corroborating the fact that light

has very little effect on the pace of the clock in lip1-1.
lip1-1 is more sensitive to resetting light stimuli around dusk

Light input is important not only for tuning the period but also for daily entrainment.
It is a well-known phenomenon that the clock restricts its own sensitivity to resetting
stimuli to particular times of the day, especially to around dawn and dusk by rhythmic
regulation of the input components. To test if the mutation affects this function, we
scanned the entrainability of the clock during a circadian cycle. Seedlings free-running

in DD were irradiated for 1 h by red light pulses in every 3 hours. The phase of the
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circadian rhythm shifts upon these resetting light pulses. After correction by the free
running period of the untreated plants the phase shifts were plotted as a function of
the time of the given resetting stimuli, yielding the Phase Response Curves (PRCs) of
lip1-1 and WT plants. The most significant difference between lip1-1 and WT plants in
sensitivity for resetting stimuli can be observed during the first half of the subjective

night. This suggests an important function for LIP1 at this time of the cycle.
Analysis of mRNA abundance of clock components in lip1

To see how period and mRNA level of some of the core oscillator components is
affected by LIP1 we analysed the temporal expression of the morning-expressed core
oscillator genes CCAI1, LHY and the evening-expressed TOCI1. The period of the
CCA1:LUC+ and LHY:LUC+ reporters was tested in WT and lip1-1 seedlings under low
fluences of red light. We found that the 1.5-2 h short period phenotype is apparent in
all cases in the mutant plants by the fourth day of the free run. The rhythmic
accumulation of CCA1, LHY and TOC1 mRNA was measured in lip1-2 (lip1-2 is a T-DNA
insertion null allele of lip1 in the Col-0 accession) under the same conditions by
Northern blot. Although the mutation alters the period of rhythmic expression, the
mean levels of either the morning- or the evening-expressed core oscillator genes are
not affected significantly under free-running conditions. We also defined mRNA
abundance of the same clock genes by quantitative PCR in seedlings grown in LD
cycles. Expression patterns of CCA1 and LHY1 were comparable in lip1-1 and WT
seedlings. In contrast, the abundance of TOCI mRNA was drastically reduced in lip1-1

as compared to WT.
LIP1 encodes an atypical small GTPase

Genetic mapping of the lipI1-1 mutant identified At5g64813 as LIP1 and showed that
the mutation is caused by a deletion eliminating the first half of the gene. Successful
complementation of lip1-1 by expressing the YFP-LIP1 fusion protein under the
control of the 35§ or the native LIP1 promoter verified the mapping data. Based on the
predicted amino acid sequence LIP1 shows significant similarity to small GTPases
[165,213], but with some remarkable differences. LIP1 contains peptide inserts at
several positions which are missing from the classical small GTPases. The most

interesting feature is the replacement of glutamineos (Qo4) for histidine (H). This
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catalytical glutamine is highly conserved in all of the classical small GTPases [162]. Its
mutation results in the loss of GTPase activity (while the protein still binds GTP),
leading to a constitutively active state of the protein. Finally, LIP1 lacks specific motifs

at the N or C terminus for lipid modifications.

We characterised expression pattern of LIP1 at multiple levels. First, we showed
that abundance of LIP1 mRNA in WT seedlings in LL is not significantly affected by the
circadian clock and shows only a very weak oscillatory pattern if any. Second, we
determined abundance of the YFP-LIP1 fusion protein in lip1-1 seedlings
complemented by expressing the 355:YFP-LIP1 transgene under the same conditions.
Results obtained by Western blot analysis does not exclude a possible, low amplitude
circadian oscillation in the YFP-LIP1 protein level with a peak around the subjective
dusk. This expression pattern conditionally supports the PRC data indicating that LIP1
may function at the first half of the subjective night.

Finally we characterised the subcellular localisation of the LIP1 protein in darkness,
where it most clearly exerts its function. 4-day-old etiolated lip1-1 mutant plants
expressing the YFP-LIP1 fusion protein were analysed by confocal microscopy. YFP
fluorescence can be observed both in the nucleus and the cytosol of hypocotyl
epidermal cells. The nucleus was evenly filled with YFP signal; nuclear speckles were
not detected. The subcellular localisation of LIP1 is not significantly affected by light,

since essentially the same distribution pattern was observed in light-grown plants.

In order to test if LIP1 is a functional GTPase, we purified recombinant maltose-
binding protein-LIP1 (MBP-LIP1) fusion proteins from Escherichia coli and tested for
GTP-hydrolysing activity using [a-*?P]-GTP as substrate. Reaction products were
analysed by thin layer chromatography. We were able to detect significant GTP
hydrolysing activity of LIP1, which clearly showes that, despite its atypical nature,

LIP1 is a functional GTPase.

To map the signaling network of LIP1 we conducted a yeast-two-hybrid screen
searching for LIP1 interacting proteins. We identified a strong interactor that turned
out to be one of the 14 member containing ROPGEF family of small GTPase nucleotide
exchangers. The interaction was verified in planta by co-immunoprecipitation. When
we tested interaction between ROPGEF7 and circadian clock proteins we discovered

that it binds several night specific clock proteins. Furthermore, these proteins
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mutually interact with each other. It raises the possibility of a night specific regulatory

protein complex that possibly contains LIP1 as well.

Discussion

LIP1 regulates light input to the plant circadian clock

We propose that LIP1 plays a negative role in controlling circadian period and light
suppresses this effect in a fluence rate dependent manner. Elimination of LIP1
function (e.g. lip1-1) mimics the effect of light and results in a short-period phenotype
even in darkness. It follows that in WT plants LIP1 function is fully suppressed at those
fluence rates, where lip1-1 plants display WT periods. We emphasize, however that
although the period is less sensitive to light in lip1-1, PRCs revealed hypersensitivity to
resetting light pulses in the mutant specifically during the first half of the subjective
night, producing significantly larger phase delays than in WT. The molecular
mechanism by which LIP1 negatively regulates resetting however, remains to be

elucidated.

ELF3, ZTL are known clock-associated factors whose function could be paralleled to
that of LIP1 in some aspects. ELF3 attenuates resetting light signals similarly to LIP1,
but at a slightly later phase. ELF3 negatively regulates period similarly to LIP1, but this
is light dependent: WT periods were observed in DD in plants misexpressing ELF3.
Moreover, ELF3 probably affects the clock via the transcription of CCA1/LHY [87]. ZTL
and XCT has a function in regulating period opposite to that of LIP1. ztl mutants show
extreme long periods in DD that are dramatically shortened by light. However, ZTL
affects the clock at the posttranscriptional level [224]. Based on our data, we propose
that LIP1 controls the pace of the clock acting primarily at posttranscriptional level
and could be involved in the regulation of the abundance or nucleo-cytoplasmic

distribution of its yet unknown target.

Independent of this hypothesis we note that the reduced level of TOC1 mRNA in LD
grown seedlings is consistent with a shorthening of the period in the lip1 mutant, as
strong loss-of-function tocl mutants have even shorter periods than lipl. Current
models of the plant clock mechanism [61,82] indicate that TOC1 is both repressed by

the morning functions of LHY and CCA1, and activated by the evening functions
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including GI. It remains to be determined which regulatory mechanism links LIP1

function to the clock circuit.

Light inhibition of hypocotyl elongation is rhythmically gated by the circadian clock,
and virtually all clock mutants show aberrations in this photomorphogenic response
[28]. Our data indicate a negative role for LIP1, throughout the entire fluence rate
range tested, in red and blue but not in far-red light-dependent inhibition of hypocotyl
growth. Hypocotyl length in dark-grown plants was the same in all genotypes,
indicating that the differences observed were indeed light-dependent. The
hypersensitivity to red and blue light is also apparent at high fluence rates, where the
clock function is not affected by lip1-1. Thus our data suggest a separate role for LIP1
in photomorphogenesis. There is only one small GTPase that has been implicated in
the regulation of hypocotyl elongation so far. PRA2 from pea is a typical RAB-like small
GTPase [230] and was shown to modulate the synthesis of brassinosteroids in the
dark. Misexpression of PRAZ2 in transgenic tobacco results in a dark-specific hypocotyl
phenotype indicating substantially different functions for PRA2 and LIP1 in the
regulation of hypocotyl elongation. It is worth mentioning that lipI mutant plant has
other developmental deficiencies as well. The epidermal cells of lip1 did not show the
well known jigsaw puzzle-like shape but are rounded. This indicates the misregulation
of the cytoskeleton, typical of the mutation of ROP GTPases. Mutant plants are also salt

sensitive.
LIP1 represents a novel biochemical function in the clock

LIP1 belongs to a novel subfamily of small GTPases. In vitro assays demonstrated
significant GTP binding and hydrolysing activity of LIP1, making this protein the first
small GTPase with a role in the circadian network of plants. In fact, there are at least
two other small GTPase that has been implicated in the function of circadian clocks in
any organisms studied so far. Mutations in RAB3a have been suggested to affect the
period of behavioural rhythms in mice [226]. However, the core molecular oscillator
was not affected, indicating that RAB3a is not functioning in the light input pathway or
the oscillator itself, but probably affects the coordination/coupling of rhythm-
generating nerve cells. On the other hand, DEXRAS1 has been implicated in shaping
the phase-dependent responsiveness of the mammalian circadian clock to photic

entrainment cues [227].
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The interaction of LIP1 with a bona fide ROPGEF was suprising because it was
described earlier that ROPGEFs are specific regulators of the ROP family of GTPases
and LIP1 is clearly not a ROP type GTPase, considering its amino acid sequence. It is
possible that ROPGEF is not a regulator but actually a downstream effector of LIP1.
Alternative explanation is that despite different primary structure, LIP1 conformation
mimics ROP. Either way, it may explain the observed typical ROP phenotype, the

distorted shape of epidermal cells and maybe salt sensitivity as well.

Analysis of Arabidopsis protein sequences identified only one close homolog
(named LIP2) of LIP1 sharing the characteristic motifs. Tblastn search of available EST
and genomic databases revealed the presence of highly conserved LIP-like sequences
in several higher plant taxa, but not in non-plant organisms, suggesting a function for
LIP-like molecules that is associated with the physiology of seed plants
(Spermatophyte).

Conclusion

We identified the small GTPase LIP1 as a novel component of the light input pathway
of the plant circadian network. We demonstrate that LIP1 function is required for the
light-dependent modulation of period and for proper resetting of the clock by light
pulses, especially during the early subjective night. Our data show that LIP1 -
presumably through regulation of other light sensitive components, i.e. ZTL or GI -
limits the degree of phase resetting by light pulses at this time of the circadian cycle,
when light is normally not present. It is possible that LIP1 protects the clock from
excessive or mis-timed light and, therefore, contributes to the robustness and accuracy

of the plant circadian clockwork.
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