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BEVEZETES

A cirkadian 6ra egy olyan bioldgiai id6zitémechanizmus, amely ismétl6dd idébeli mintazatot
biztosit a génkifejez6désnek, az anyagcserének és egyes élettani folyamatoknak szamos
élélényben. Ez a bels6é o6ra segiti az él6lényeket a legszabdlyosabban ismétl6dd kornyezeti
tényezd, a nappalok és éjszakak valtakozasanak elérejelzésében, lehet6vé téve az életfolyamatok
legmegfelel6bb napszakra valé idoézitését. Ezen belsé folyamatok pontos egyeztetése a

szabalyosan valtozé kiils6 kornyezettel bizonyitottan noveli az él6lények életképességét [1].

A 1Udfd cirkadian o6rajanak genetikai hatterér6l ugy vélik, hogy az a CIRCADIAN CLOCK
ASSOCIATED 1 (CCA1) és LATE ELONGATED HYPOCOTYL (LHY) valamint a TIMING OF CAB 1
(TOC1) gének és termékeik altal létrehozott negativ visszacsatolason alapul [2-4]. A reggel
kifejez6d6 CCA1 és LHY MYB-szer( atirofehérjék gatoljak a TOC1 gént, az este kifejez6d6 TOC1
viszont serkenti a CCA1/LHY atirasat [5]. A TOC1 a PSEUDO RESPONSE REGULATOR
fehérjecsaladba tartozik, amelynek 6t tagja van: TOC1/PRR1, 3, 5,7 és 9 [6].

Matematikai modellezések és ujabb kisérletes eredmények a CCA1/LHY-TOC1 Kkorhoz
kapcsolodo tovabbi szabalyozéhurkok 1étezését valoszintlsitették. Az un. ,esti hurkot” a TOC1 és
egy feltételezett Y elem alkotja, mindketten este fejez6dnek ki. Az Y serkenti a TOCI m{ikddését, a
TOC1 viszont gatolja az Y atirédasat, amelyet még a CCA1/LHY is gatol. A TOC1 a CCA1/LHY
kifejez6dését egy masik feltételezett elemen, az X-en keresztiil serkenti [7]. Bebizonyitottak, hogy
a GIGANTEA (GI), egy ismeretlen m{ikodésli sejtmagi fehérje jelentds o6sszetevije az Y tényez6nek
[8]. Az un. ,reggeli hurok” a CCA1/LHY és a PRR7/9 génekbdl all. A CCA1/LHY serkenti a PRR7/9
kifejez6dését reggel, a PRR7/9 viszont gatolja a CCA1/LHY-t a nap hatralevd részében [8,9]. A
harom szabalyozéhurok 6sszehangolt miikodésére van sziikség ahhoz, hogy 1étrej6jjon a 24 6ras

ritmus.

Ezt a bels ritmust a természetben szabdalyosan valtozé fény és hdmérsékleti jelek allitjak a
kiils6 kornyezet ritmusahoz. A fényjeleket a vorods/tavolivoros fényt elnyeld fitokrémok és a kék
fényt érzékel6 kriptokromok kozvetitik a kozponti 6ramid felé a bemeneti jelatviteli utakon
keresztil [10,11]. A bedllitasi folyamat, amelyet id6zitésnek is hivhatunk, elengedhetetlen a
kozponti drami fazisanak a kornyezetben bekovetkezd sotét/fény valtasokhoz valé hangolasahoz.
Allandé fényben a fény eréssége viszont az éra futasi sebességét/periédusat hatarozza meg. Az
6ra mindegyik szabalyoz6hurkaban van legalabb egy fényérzékeny elem (PRR9, CCA1/LHY, GI),
ami lehetGséget teremt a beallitasra. Az F-box elemet tartalmazé ZEITLUPE (ZTL) fehérje [12] és a
CASEIN KINASE 2 (CK2) fehérjekinaz [13] a szabdalyozas egy masik szintjét képviselik: nem

kozvetleniil az éragének atirasat feliigyelik, hanem az 6rafehérjék szintjét illetve miikodését



befolyasoljak. A ZTL a TOC1 fehérje lebontasat iranyitja fényfiiggd médon [14], mig a CK2 a CCA1

fehérje miikodését allitja foszforilalas segitségével [15].

Dolgozatomban egy Uj Odragén, a LIP1 azonositdsarél és jellemzésérdl szamolok be.
Megmutattuk, hogy a LIP1 gatlé hatdssal van a cirkadian 6ra fényfiiggé periédusrovidiilésére és a
fénybeallitasra a névleges sotét szakasz alatt, valamint, hogy a LIP1 az els§ azonositott kis GTPaz a
novényi cirkadidn rendszerben. A kis egyalegységes GTPazok egy nagy csalddot képeznek a
sejtmagvasok fehérjéin beliil. Biokémiai miikodésiik nagyon hasonld, ami guanin nukleotidok
ismétl6dd kotésén és bontdsan alapul [16]. A kis GTPazok molekularis kapcsoldk, amelyek egy
GDP-kotott kikapcsolt alak és egy GTP-kotott bekapcsolt alak koézott ingdznak. Szerkezeti és
miikodésbeli hasonlésagaik alapjan a kis GTPazokat 6t alcsaladba lehet sorolni: Ras, Rho, Rab, Ran
és Arf [17]. A LIP1 rendelkezik ugyan a fentebb emlitett alcsaladok jellemzdivel, figyelemremélto

eltérései miatt azonban egymagaban egy 0j, csak a magvas novényekre jellemzé csaladot alkot.

CELKITUZESEK

A 1udfi teljes génallomanyanak kozzététele utan nyilvanvalova valt, hogy az egyéb él6lényekben
azonositott oragéneknek nincsenek novényi megfeleléik. Ez annyira nem meglepd, hisz a
kékmoszatok és a fonalas gombak 6raja is egyedi felépitésti, kilonbozik az Osszes tobbi
élélényétdl. A noévényi cirkadidn O6ra megismerése érdekében végzett kutatdsok jelentds
eredményei ellenére ma még messze vagyunk attél, hogy elmondhassuk: ismerjiikk a n6évényi
cirkadian ora felépitését. Célunk ezért az volt, hogy uj cirkadian éraelemeket azonositsunk a
novényi modellszervezetként szolgalé ludfiiben, majd ezeket szerepiik és mas elemekhez f(iz6d6

kapcsolatuk tisztazasa utan megkiséreljiik elhelyezni a cirkadian 6ra miikodését leir6 modellben.

Ehhez a CAB2:LUC jelz6gént hordoz6 novény géndllomanyaban véletlenszeri
nukleotidcseréket hoztunk létre. Az igy el6allitott valtozatok kozott olyanokat Kerestiink,
amelyekben megvaltozott a jelz6gén Kkifejez0désének cirkadian mintazata. Sikerult is
azonositanunk egy eddig ismeretlen 6ragént, amelyet a n6vény cirkadian viselkedése utan LIPI-
nek (LIGHT INSENSITIVE PERIOD 1) neveztiink el. A LIP1 m{ikodésének megismerése érdekében a
kovetkez6 f6bb célokat tliztiik ki:

A lip1-1 novény cirkadian 6rajanak 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 T o

A LIP1-fiiggd jelatviteli utak feltérképezése



MODSZEREK

= Génsebészeti modszerek

= [degen gént hordozd novények elballitasa és fenntartasa

»= Magvak EMS-kezelése

= Genetikai térképezés, sokmintas PCR vizsgalatok

= Lumineszcencia mérése él6 novényekben

= (Cirkadian ritmusok periédusbecslése BRASS alkalmazassal

= Novények mérhetd jellegeinek (szikalatti szar, virdgzasi id6) vizsgalata kilonbo6zo
fényviszonyok kozott

= No6vényi RNS-tisztitas, Northern blot, folyamatosan mért PCR

= Novényi dsszfehérje-tisztitas, Western blot

= Kiilonb6z6 mikroszképos modszerek

= Mesterséges fehérje tisztitasa baktériumbol

=  GTP-bontas vizsgalata kémcsében

= FEleszt6 kéthibrid sziirés és kélcsénhatasvizsgalat

= Idegen DNS bejuttatasa névényi sejtekbe, fehérjeegyiittes tisztitdsa novényi sejtekbdl
EREDMENYEK

1. A lip1-1 minden vizsgalt cirkadidn kimenet periédusat roviditi, ezért a LIP1 nem kimeneti
szabalyozdelem, hanem a férezg6kor miikodését befolyasold tényezd.

2. A periddus a lipl1-1 novényekben szinte valtozatlan marad a teljes vizsgalt fényerdsség
tartomanyban. Eszerint a LIP1 fontos szerepet jatszik a periédus fényhangolasaban.

3. Erds fényben a lip1-1 periédusa megkiilonboztethetetlen a vad hatter(iétol. Feltételezésiink
szerint a vad hatter novényben az erds fény LIP1-hidanyos allapotot idéz elé.

4. A lip1-1 folyamatos sotétben mért periddusa szinte megegyezik a fényben mértével, ami
tovabb erdsiti azt a feltételezést, hogy a lip1-1-ben a fénynek nincs jelentds hatdsa az o6ra
sebességére. Elképzelhetd, hogy a lip1-1-ben a peridédus fényszabalyozasat biztosité jelatviteli
ut folyamatosan bekapcsolt allapotban van, nem képes fogadni a fényérzékeldk feldl érkezd
gatlo jelet (amelyet feltehet6leg a LIP1 kozvetit).

5. A lip1-1 kora este érzékenyebb a beallité fényjelekre. Ez arra utal, hogy a LIP1 csak ebben a
napszakban fejti ki gatl6 hatasat, tehat a LIP1 miikodését az dra zsilipeli.

6. Kozponti 6ragének mRNS szintjét adllandé fényben nem érinti jelent6sen a LIP1 elrontasa. A
természetes viszonyokat utanzé fény/sotét koriilmények kozott azonban az esti kifejez6dési

TOC1 mRNS szintje jelentésen csokken, mikozben a reggeli kifejez6désti CCA1 és LHY szintje



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

nem valtozik. Erre a furcsa viselkedésre egyelére nem tudunk magyarazatot adni, de mar
masok is megfigyelték.

A lip1-1 mutdns szikalatti szdra voros és kék fényben rovidebb, sotétben és tavolivorosben
viszont a vad hatter(iével megegyezd. Ez utébbi azért figyelemreméltd, mert a rovid periédus
sotétben is megfigyelhet6. Tovabbi érdekesség, hogy er6s fényben, ahol nincs kiilonbség a
periddusban, a szikalatti szar szintén rovid. Eszerint a cirkadian és a fényfejl6dési tiinetek mas
modon alakulnak ki.

A lip1-1 mutdns borszoveti sejtjei lekerekitettek, ami az aktinhal6zat zavarara utal.

A lip1-1 novények s6érzékenyek.

A térképezés eredményeként kideriilt, hogy a lipl-1 mutdnsban a LIP1 gén els6 fele a
promdter egy részével egyiitt hidnyzik, ezért a lip1-1 hidnyvaltozatnak tekinthetd.

A lip1-1 tinetegylittes sikeres gydgyitasa a 35S vagy a LIP1 promoter altal szabalyozottan
termel6dd YFP-LIP1 fehérjével megerdsitette a térképezés eredményét.

A LIP1 egy kiilonleges, a magvas novényekre jellemz6 kis GTPazt kddol. A LIP1 tobb helyen is a
hagyomanyos kis GTPazokbdl hidnyzo6 fehérjerészletet tartalmaz. A legérdekesebb kiilonbség
azonban a GTP-bontasban kulcsszerepet jatszé katalitikus glutaming, cseréje hisztidinre. A
LIP1 aminé- és karboxi-végérdl hianyoznak a lipidmédositashoz sziikséges felismerdhelyek.

A LIP1 fehérje aminoésavsorrendjének szamitégépes elemzésével a molekula szabalyozasanak
egy lehetséges modjat sikertlt felvazolni. Eszerint a fehérje lebomlasi sebességét mas ismert
orafehérjékhez hasonldan lépcsézetes foszforilalas szabalyozna, amelyben a kazein kinaz I-
nek és II-nek lehet els6dleges szerepe.

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

A LIP1 kifejez6dését tobb szinten is megvizsgaltuk. Eredményeink szerint a cirkadian éra
nincs jelentds hatdssal a LIPI mRNS egyensulyi szintjére. Ugyanakkor a LIP1 fehérje
termelédésében és egyensulyi szintjében a névleges naplemente koérnyékén cstcsosodo
cirkadian szabalyozas jelenlétét sikeriilt kimutatni. Jellemeztiik az YFP-LIP1 fehérje sejten
beliili eloszlasat is. Az YFP fluoreszcens jelét a sejtek magjaban és plazmajaban is latni lehetett,
utobbiban gyorsan mozgd alakzatokban is, amelyek feltehetleg a Golgi-zsakocskaknak
felelnek meg.

Eleszt6 kéthibrid szliréssel azonositottunk egy a LIP1-gyel kélcsonhat6 fehérjét, a RopGEF7-et.
Ez a fehérje egyéb esti kifejez6désii cirkadian oérafehérjékkel (ZTL, GI, TOC1) is 6sszeragad.
Ezek a fehérjék egymassal is kolcsonhatnak, ami felveti egy esti fehérjeegyiittes 1étezésének

lehetdségét.



AZ EREDMENYEK ERTELMEZESE

Id6tartamatél és mennyiségétdl fliggéen a fény az dra kiilonb6z6é tulajdonsagait befolyasolja.
Folyamatos megvilagitas esetén a fény a periddust allitja be. Novényekben a leghosszabb
periodust folyamatos sotétben mérhetjiik, mig folyamatos fényben a fényerdsség novelésével
egyre rovidebb periodust figyelhetiink meg. Ugyanakkor egyszeri fényvillanasokkal jellegzetes
faziscsuszasokat lehet Kkivaltani beallitott, majd folyamatos korilmények kozé helyezett
novényekben. Eredményeink alapjan ugy gondoljuk, hogy a vad hatterdi névényekben a LIP1 a
cirkadian periédust hosszabbitja, és hogy a fény - er6sségétdl fliggd modon - gatolja ezt a hatast.
Ebb6l kovetkezik, hogy vad hatteri novényekben a LIP1 fehérje nem miikédik azokndl a
fényerdsségeknél, ahol a lipl-1 vadra jellemz6 peridodusu. Ez a gatlas feltehet6en a LIP1

fényszabalyozott lebomlasan vagy kikapcsolasan keresztiil valosul meg.

A lip1-1 sotétben megfigyelhetd rovid periddusat ugyanakkor megmagyardzhatjuk, ha
feltételezziik, hogy a LIP1 az esti, lassan rezg6 hurok része, igy torlésével a reggeli (gyorsan rezg6)
hurok ,elszabadul”. Ehhez a hatashoz nincs sziikség fényre, az a rendszer felépitésébdl, a két
eltér6 sebességgel rezgé hurok negativ visszacsatoldssal torténé oOsszekapcsoldodasabol

kovetkezik.

A periddus ugyan érzéketlen a fényre a lip1-1 mutdnsban, a PRC-bdl azonban kideriil, hogy a
lip1-1 a beadllit6 fényvillanasokra érzékenyebb (jellemz6en a névleges éjszaka elsé felében), hiszen
jelent6sen nagyobb késleltetd faziscsuszasokat lehetett kivaltani benne, mint a vad hattertiben.
Ezért inkabb arrdl lehet sz6, hogy LIP1 hidnydban az éra talérzékennyé valik a fényre, tehat mar

gyenge fényben is ugyanarra az értékre all be a periédus, mint erésben.

A PRC azt is megmutatta, hogy a LIP1 m{ikddését 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 valtozé erdsségli PEST-mintazat szabalyozza. Az a kinaz, amely
ezt a foszforildlast cirkadidn mintazat szerint végrehajthatja, valdsziniileg a cirkadidn éraban
bizonyitottan szerepet jatszo CKII. Cirkadian orafehérjék ilyen szabalyozasara van példa az
irodalomban. A LIP1-LUC+ és az YFP-LIP1 fehérjék szintjében megfigyelhetd cirkadidn mintazat
ennek a szabdlyozdsnak a meglétét bizonyitja. Mivel ezeket a géneket egyenletesen miik6do

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

A szeringazdag részlet foszforilaldsa nem csak a fehérje lebomlasat, hanem a miikodését is
szabalyozhatja, mivel ez a részlet pont a célfehérjéket kot6 csuklok kozott talalhaté. A foszforilalas
erds torzulast eredményezhet, megvaltoztatva a LIP1 célfehérjekotd képességét. A két folyamat
ossze is fiigghet. Erzékel§ rendszerekre ugyanis altaldban igaz az, hogy a bekapcsolt alakot

gyorsan el kell tiintetni a valtozasok nyomon kovethet6sége érdekében. Kisérleti adataink alapjan



ugy tlinik, hogy a LIP1 szabalyozasa (az ELF3-hoz és ZTL-hoz hasonléan) szintén fehérjeszinten
zajlik els6sorban, mivel a LIP1 egyensulyi mRNS-szintjében nem figyelhet6 meg semmiféle
cirkadidn mintdzat, tovabba a LIP1 fehérje tultermelése nem valt ki semmilyen lényeges hatast
(pl. hosszu periddust). Ez utébbi megfigyelés arra utal, hogy a LIP1 fehérjének masodlagos
fehérjemddositason kell atesnie ahhoz, hogy miikoddképes allapotba keriiljon. Valéjaban a
moddositas sebessége hatarozza meg a LIP1 fehérje hatékonysagat, a nagy mennyiségben jelen
levé modositatlan LIP1 nem hatasos. Ez a médositas valdszinlileg nem lipidmddositas, mert az
ehhez sziiksége fehérjemintazatok nincsenek meg a LIP1-ben. Legval6szin{ibb, hogy a LIP1 GDP-
kotott allapotabol a GTP-kotott allapotba  vald atkapcsolds ez a modositas, a
sebességmeghatarozo tényezd pedig a LIP1 GEF-jének miikédése. A masodik legvaldsziniibb

modositas a foszforilalas.

A lip1 valtozatokban a kdézponti 6ragének egyensulyi mRNS szintje nem valtozik, ha allandé
korilmények kozott vizsgaljuk dket. Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy a LIP1 els6sorban nem
RNS-, hanem inkabb fehérjeszinten befolyasolja az 6ra miikodését. A TOCI mRNS szintjének
csokkenése valtakoz6 fény/sotét viszonyok kozt nétt lipI-1 novényekben ugyanakkor
0sszhangban van e valtozat révid periddusaval: TOC1-hidnyos névényekben a peridédus még a
lip1-1-énél is rovidebb. A novényi ora jelenlegi modellje szerint a TOC1-et a reggeli hurok

osszetevdi (CCA1 és LHY) gatoljak, mig az esti hurok 6sszetevdi (GI) serkentik.

Vajon mennyire egyedi a LIP1 el6bb leirt mikddése a névényi cirkadidn rendszerben? Az ELF3
és a ZTL, valamint az XCT érafehérjék miikodését lehet parhuzamba allitani a LIP1-ével néhany
tekintetben. Vad hatter(i novényekben az ELF3 a LIP1-hez hasonléan tompitja a beallitojeleket és
hosszabbitja a periddust, de ezt kizaro6lag fényben teszi, mivel sotétben a vadra jellemz6 peri6dust
(ugyanakkor nagyon kis kitéréseket) figyeltek meg az ELF3-mat hibasan kifejez6 névényekben. Az
ELF3 miikodésének molekulaszintli magyarazatara sokaig kellett varni. Az erre vonatkozd els6
kozvetlen bizonyitékokat 2008 végén kozolték. Ezek szerint az ELF3 a GI fehérje COP1 altali
ubikvitindlasaban illeszt6fehérjeként vesz részt, hidnyadban a GI lebomlasa gatolt. A GI viszont a
ZTL fehérjéhez kotédve gatolja annak miikodését, a TOC1 fehérje ubikvitinalasat. A TOC1 fehérje a
CCA1/LHY gének kifejez6dését serkenti, ezért az ELF3 hidnya végsé soron felgyorsult TOC1
bomlast és alacsony szintli CCA1/LHY Kifejez6dést eredményez. A ZTL és az XCT hatdasa a periédus
fényerdsség-fliggésére pont az ellenkezdje a LIP1-ének. A ztl periddusa nagyon hosszu, az xct-jé
viszont a lip1-1-hez hasonléan rovid folyamatos sotétben, amely fényben mindkét esetben
erdsebben csokken, mint a vad novényeké. A ztl és az xct PRC-je azt mutatja, hogy ezek a lip1-1-
gyel ellentétben a sietést kivaltd beallité jelekre érzékenyebbek. A ZTL az 6rat atirds utani
szinteken befolyasolja, a TOC1 o6rafehérje lebomlasanak serkentésével. Az XCT is feltehetlleg

fehérjeszinten miikodik, de hogy milyen m6don, még nem ismert.



Adataink alapjan ugy véljiik, hogy a LIP1 az 6ra sebességét szintén atiras utdni szinteken
befolyasolja, vélhetbleg egy eddig ismeretlen célfehérje - talan a RopGEF7-tel kdlcsonhaté esti
fehérjék valamelyikének - sejten beliili eloszlasat, vagy a fehérjeegylittes dsszetételét szabalyozva.
A jelenlegi 6ramodellben a GI fehérje a TOC1 gén Kkifejez6dését serkenti, mig a TOC1 fehérje
negativ visszacsatolassal hat vissza a GI gén kifejez6désére. Vajon lehetséges, hogy az altalunk
kimutatott GI-TOC1 fehérjeszinti kolcsonhatds egy 1jabb szabalyozékor (pl. pozitiv
visszacsatolas) jelenlétére utal? Elképzelhetd, hogy a GI nagy méreténél (és egyedi felépitésénél)
fogva valéjaban egy 0Osszeszereld allvany, amelynek feliiletén all Ossze egy esti cirkadian
fehérjeegylittes. Ennek része lehet a LIP1 is, a RopGEF7-en Kkeresztiil. A kiilonféle GEF-ek és
GTPazok célzott Osszeallasat allvanyfehérjék segitik, igy valogatva a lehetséges kolcsonhatasok

kozott.

Ha a LIP1-et megprdbaljuk elhelyezni a jelenlegi 6ramodellben, akkor azt minden bizonnyal az
esti hurkon belil, valamely fehérje miikodését befolyasolé ponton kell beilleszteniink.
Legesélyesebbnek a TOC1 fehérje szintjét alakité fehérjelebonté E3 ubikvitin-ligaz egyiittes
mutatkozik, amelyben a LIP1 a GI-val egyiitt a ZTL miikodését fogna vissza, a TOC1 lebomlasat
gatolva ezzel valamilyen szinten. A LIP1 torlése a TOC1-hidnyos, illetve a ZTL-tdlmiikodéses
allapotot kozelité koriilményeket idéz el6 (rovid periddus). Ellentmondasnak tlinik, hogy a TOC1
lebomlasa és a ZTL, de a LIP1 és a GI miikddése is a kora esti 6rakban a legnagyobb. Valdsziniileg
a LIP1 és a GI gatl6 hatdsara eleve akkor van sziikség, amikor a ZTL miikodik, szerepiik a
megfelel6 TOC1 fehérjeszint beallitasa. A fény szerepe ebben a folyamatban az lehet, hogy
megovja a TOC1-et a lebomlastol. A LIP1 ezt a hatast kdzvetitheti, hiAnyaban a fényjel nem jut el a
ZTL-hoz, kovetkezésképp a TOC1 gyorsabban bomlik, pont annyira, mint sététben (mindenhol
egyforman rovid periddus). Feltételeztiik, hogy a LIP1 fehérjeszintjét vagy miikodését a fény
gatolja. Ez egy Gjabb ellentmondashoz vezet: erés fényben a TOC1-nek fel kellene halmozddnia és
hosszu periédust okoznia. Ezzel szemben az FRC szerint a fényerdsség novekedésével a periddus
csokken. A magyarazat az lehet, hogy a peridédus kialakitasakor legalabb két, egymassal ellentétes
hatasu fényszabalyozott folyamat verseng. Példaul az egyik a TOC1 felhalmozodasat vagy
miikodését, a masik pedig a lebomlasat befolyasolhatja, de fényerdsség-fiiggésiik eltéré mértékdi.
Adott fényerdsségnél a két folyamat ereddjeként alakul ki a periddus: gyenge fényben a
felhalmozdédas (LIP1 miikodik), er6sben pedig a lebomlds érvényesiil (nincs LIP1). Ebbdl
kovetkezik, hogy a LIP1 az 6ra fénybemenetének egyik eleme. A fenti feltételezéseket a ztl, toc1 és

lip1 valtozatok genetikai kdlcsonhatasanak vizsgalataval fogjuk igazolni.

A LIP1 a kis GTPazok egy 0j csalddjdhoz tartozik. Kémcsében végzett kisérletben megmutattuk,
hogy a katalitikus glutamin hianyanak ellenére a LIP1 fehérjének szamottevé GTP-bontd

képessége van, ezzel a LIP1 lett az els6 kis GTPaz, amelynek a névényi cirkadian éraban van



szerepe. Legaldbb két masik kis GTPazrol ismert eddig, hogy részt vesznek a cirkadian dra
miikodésében valamilyen él6lényben. A RAB3a gén elrontdsa az egerek viselkedési ritmusanak
periodusat valtoztatja meg. Ugyanakkor a kdzponti 6ra nem sériilt, ami azt jelenti, hogy a RAB3a
nem a fénybemenet vagy a kozponti 6ra része, hanem valdszintileg a ritmust el6allité idegsejtek
kozotti kapcsolatot, azok 6sszehangolasat befolyasolja. A DEXRAS1 viszont az emlés cirkadian 6ra

fénybeallito jelekre valé napszakfiiggd érzékenységét alakitja.

A LIP1 - a kis GTPazok korében szokatlan - sejtmagi elhelyezkedése jol 6sszeegyeztethetd a
cirkadian szerepével, ugyanis az 0sszes eddig ismert érafehérje sejtmagi elhelyezkedést. Mivel a
LIP1 a sejtplazmaban is el6fordul, elképzelhetd, hogy a LIP1-nek a sejtmagitdl eltéré miikodést
allapota is van. Ezt kideritend6 mar folyamatban vannak azok a kisérletek, amelyekben a LIP1-eta
sejtmagba illetve a sejtplazmaba kényszeritjiik. A kisérlettdl azt varjuk, hogy a lip1-1 cirkadian
tiineteit csak a sejtmagba kényszeritett valtozattal sikeriil helyreallitani, mig a sejtplazmas
valtozat az 6ran kiviili tiineteket javitja ki. Ezt a feltételezést erdsitheti az a megfigyelésiink, hogy
a mustarsejtekbe 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 o6ratdl fiiggetlen - szerepe. Nehéz megmagyarazni
ugyanakkor azt, hogy ha a RopGEF7 a sejtplazmdaban talalhato, akkor hogyan képes kolcsonhatni
novényben a sejtmagi Orafehérjékkel (az élesztés kolcsonhatasokat wugyanis névényi
sejttenyészetben is sikertlt igazolni). Lehetséges, hogy a RopGEF7 elhelyezkedése id6ben, vagy
kiils6 jel (fény?) hatasara megvaltozik, bemegy a sejtmagba. A kérdést a RopGEF7-et hibasan

kifejez6 vagy nélkiil6z6 novények cirkadian érajanak ellendrzése fogja eldonteni.

A 1udfd fehérjék aminosavsorrendjének elemzése a LIP1-nek minddssze egy kozeli rokonat
mutatta ki (LIP2), amely rendelkezett az 6sszes LIP1-re jellemz6 eltéréssel. Ugyanakkor szamos, a
LIP1-re nagyon hasonlité fehérjét talaltunk tobb magasabbrendii névényben is, ami a LIP1-szer(
molekulaknak a magvas novények (Spermatophyta) élettanaban betoltott altalanosabb szerepét

valdszinisitik.

A LIP1 cirkadian o6ran kiviili hatasainak feltérképezésekor figyeltiik meg, hogy a lip1-1
fényfejlodése is megvaltozott. A cirkadian jelleggel ellentétben ez azonban fényfliggd: a szikalatti
szarmegnyulas fény altali gatlasat vizsgal6 kisérletekbdl kidertilt, hogy sotétben a lip1-1 és a vad
novény szikalatti szara ugyanolyan hosszi. A LIP1-nek a cirkadian éraban és a fényfejlé6désben
betoltott szerepének kiillonallésaga nem egyediilallé. Hasonlé jelenséget figyeltek meg a ZTL, a GI,
az ELF3 és az XCT esetében is. Véleményem szerint a LIP1 hidnya a fényérzékel6k
felhalmozddasan keresztiil vezethet a megfigyelt fényfejl6dési tiinetekhez, tehat ez valdjaban egy

mellékhatas.



Fénytdl fliggetlennek tilinik a lip1-1 novények borszoveti sejtjeinek lekerekitett alakjanak
kialakulasa. Ez a hatas az sejtvaz rendellenességére utal, amelyet n6vényekben leginkabb a Rop
GTPazok szabdlyoznak. A lip1-1 ilyen Rop-szerl tlinete Osszefiiggésbe hozhaté a LIP1-gyel
kolcsonhaté RopGEF7 molekuldval. Ahogy azt mar felvetettem, lehetséges, hogy a RopGEF7 a LIP1
egyik célfehérjéje, amelyen keresztiil a LIP1 a Rop-ok jelatviteli hal6zatahoz kapcsolédik. Ebben az
esetben a LIP1 ezen hatasa a sejtvazatrendezésre attételes, és fiiggetlennek tekinthet6 a cirkadian
oratdl, amelyet valoszinlileg mas célfehérjéken keresztiil ér el. Mindazonaltal a sejtvazszerkezet
megzavarasa hatassal van a cirkadian érara, mivel az aktinhalézatot megbonté latrunculin-B rovid
periddust okoz, meglep6 moédon azonban csak sotétben és kék fényben, vorosben nem. Ez a hatas
ugyanakkor a lip1-1-t6l fiiggetlen, mert a lip1-1 periddusa tovabb rovidithetd a kezeléssel (nem
kozolt adatok). Elképzelhetd, hogy a LIP1 és a latrunculin ugyanarra (t.i. az aktinhal6zatra) hat, de
kilonb6zd iranybdl, ezért hatasuk Osszeadodik. A jelenség tisztdzasa tovabbi vizsgalatokat

igényel.

Masik érdekes megfigyelésiink az volt, hogy a lip1-1-nek nincs viragzasi tiinete, pedig ez
»elvarhatd” lett volna a rovid periédus kovetkezményeként, amelynek hatassal kellett volna lennie
a f6 viragzasszabalyozo6 CO és az FT kifejez6désére. Ennek magyarazata lehet az, hogy a LIP1-nek
ugy tilinik csak gyenge fényben van szerepe, a viragzasi kisérleteket viszont erds fényben
végeztiik. Masik lehetséges magyarazat, hogy mig a cirkadian kisérleteket szacharézos taptalajon
végezzik, a viragzasi idét foldben nétt novényeknél mérjiilk. Nemrég irtak le egy olyan gént
(SFR6), amelynek cirkadian tiinete szacharozfiigg6, igy felmeriil a lehet6sége, hogy a lip1-1-é is

ilyen. El6zetes eredményeink azt mutatjak, hogy ez lehet a helyzet.

A lip1 valtozatok soOstresszre érzékenyek. A sdstressz-tlirés er6sen kothetd a sejthartyaban
jelenlevd ion- és vizcsatornakhoz, pumpakhoz, valamint a sejtfal allapotahoz. Mindezeket a sejten
bellili anyagmozgatds, a sejtvaz allapota nagy mértékben befolydsolja, igy a megfigyelt
soérzékenység nem meglepd. Mivel a sejtvazatrendezédés a fentiekben leirtak miatt valoszintileg
nem a cirkadidn tlinethez kapcsolddik, ezért feltételezhetéen a lip1-1 s6érzékenysége sem a
cirkadian 6ra zavaranak koévetkezménye. Megfigyeléseink szerint nem csak a cirkadian jelleg,
hanem a séérzékenység is szacharozfliggd, mivel cukormentes taptalajon nem jelentkezik. A
szachardz és a cirkadian 6ra kapcsolatanak vizsgalata egyelére nem szerepel jovobeli terveink

kozott.



OSSZEFOGLALAS

A LIP1 az els6 azonositott kis GTPaz a novényi cirkadidn rendszerben. Kisérleteink alapjan a
cirkadian 6ra fénybemenetének szabalyozasaban vesz részt. Megmutattuk, hogy a LIP1 sziikséges
a periodus fényfliggd hangolasahoz és az dra fényvillanasokkal torténd beallitasahoz, kifejezetten
a névleges éjszaka els6 felében. Adataink szerint a LIP1 az esti hurok részeként - valésziniileg mas
fényérzékeny fehérjék, pl. a ZTL vagy a GI miikodésének szabalyozasan keresztiil - korlatozza a
fényjelekkel val6 beallitas fokat a cirkadian kornek ebben az id6szakaban, amikor a természetben
fény nincs jelen. Lehetséges, hogy a LIP1 védi az 6rat a tul sok, vagy rosszul idézitett fénytdl, ezzel

jarulva hozza a novényi 6ra pontos és erdteljes miikodéséhez.
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