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BEVEZETES

Az él6lények egyik igen fontos tulajdonsdga a valtozé komyezethez val6 alkalmazkodas
képessége. Kiilonosen fontos ez a helyhez kotott, magasabbrendii ndvények esetében, amelyek nem
képesek a kedvezbtlen hatasokat helyvaltoztatissal elkeriilni, igy a koémyezeti valtozésokra
anyagcseréjiik, illetve fejlédési folyamataik megvéltoztatdsval vélaszolnak. A novények életében
az egyik legfontosabb kérnyezeti tényezd a fény, amely nemcsak energiaforrdsként hasznosul a
fotoszintézis sorén, hanem a novény egész egyedfejlédésére kihat. A Fold tengely korili forgésa
kévetkeztében a fény- és a s6tétszakaszok ciklikusan kovetik egymast. A koryezet fény-, valamint
hémérsékletviszonyainak rendszeresen bekovetkezd, napi ismétlédést mutatd oszcillaciéjahoz
t0rtén6 alkalmazkod4s sordn az él6vildg minden szintjén kialakult egy olyan mechanizmus, amely
lehetGvé teszi ezen periddikus véltozdsok érzékelését, belsd rogzitését és eldrejelzését. Ez az
id6mér8 mechanizmus az (n. biolégiai éra, amely az éltala szabélyozott folyamatoknak ritmikus
Jellegii miikddést biztosit, szabalyosan ismétlédé maximum és minimum értékekkel. Ezen ritmusok
periddushossza hozzévetdleg egy nap, ezért a latin circa diem kifejezés nyomén cirkadién éranak,
az dltala 1étrehozott ritmust pedig cirkadidn ritmusnak nevezziik. A cirkadidn ritmusokra jellemz5,
hogy 4lland$ koriilmények kozott is fennmaradnak és hémérsékletkompenzéltak. A cirkadian 6ra
szabalyozé funkci6ja révén lehetévé valik, hogy a szervezet elére jelezze a ciklikusan bekovetkezs
kérnyezeti véltozdsok idépontjat, és ezekre az életfolyamatainak megfelel§ id6ben torténd
atallitdsaval felkésziiljon, ami egyértelmiien noveli a kémyezethez val6 alkalmazkodds képességét.

A klasszikus 6ramodell szerint a cirkadidn 6rdnak hdrom f6 része van: a bemeneti (,,input”)
oldal, a kdzponti oszcilldtor mechanizmus és a kimeneti (,,output”) oldal. A cirkadidn rendszer
megfelel6 miikédéséhez a belsd biologiai 6ra altal mért idének azonos fizisban kell lennie az
abszolut, kérnyezetben mérhetd idével. A cirkadidn 6ra és a kérnyezetben mért id6 szinkronizécidja
a biolégiai 6ra Gjra és ujra torténd beallitisdval valésul meg, amely bedllitisi folyamatban
ritmikusan valtoz6 komyezeti faktorok vesznek részt. A bemeneti oldal az 6ra miikodését a
kdmyezeti ciklusokkal sszehangol6 jeleket tovébbitja az oszcillitor felé. Az 6rit beallitd két
legfontosabb kémyezeti tényezs a fény és a hémérséklet. A fény érzékelésében novényekben
specidlis fényreceptorok vesznek részt, melyek koziil a fitokrémok és a kriptokrémok vesznek részt
a fényjel oszcillator felé torténd kozvetitésében. A kimeneti oldalon talalhatjuk mindazon a
folyamatokat, amelyekre az oszcilldtor hatést gyakorol. Magasabbrendii ndvényekben a cirkadi4n
6ra szémos folyamatot szabalyoz. Kimutattak, hogy a névénybiol6giai kutatésokban széles kérben
hasznélt kétszikii modellndvény, az Arabidopsis thaliana génjeinek hozzévetdleg 6%-a cirkadian
szabdlyozis alatt 4ll. A génexpresszi6 szintjén megfigyelhetd ritmusok a ndvények biokémiai és

fiziolgiai folyamataiban is megnyilvanulnak. A ndvényekben megfigyelheté cirkadidn ritmusok



nagy szdma ellenére a novényi cirkadidn rendszer elemeirdl és miikodésiikrol még néhany évvel
ezel6tt is igen keveset tudtunk.

Az utdbbi évek intenziv kutatésai eredményeként Arabidopsisban szdmos, az ora
miitkddésében fontos fehérjét azonositottak, amelyek koziil a ndvényi éra kozponti oszcillator
mechanizmusanak felépitésében - mai ismereteink szerint - harom elem vesz részt: a TIMING OF
CAB 1 (TOC1), a CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATED 1 (CCALl) és a LATE ELONGATED.
HYPOCOTYL (LHY) fehérjék (Salome és McClung, 2004). Az Arabidopsis 6ra kozpontl
oszcillitora, hasonldan a t8bbi modellszervezetben leirt oszcillatorokhoz, egy negativ
visszacsatoldsi szabalyozé korbsl 4ll, amelynek negativ szabalyozé elemei az LHY €s CCAl
fehérjék, pozitiv regulacios eleme pedig a TOC]1 fehérje. Az LHY és CCALl fehérjék a TOCI gén
expresszijat gatoljdk, a TOC1 fehérje ezzel szemben indukalja az LHY és CCAl gének
kifejezddését. Az LHY/CCAI és a TOCI gének kifejezodése hozzavetSleg 24 Ords peri6dussal,
ellentétes fazisban ritmizal, amely a kozponti oszcilliciés mechanizmus alapjéul szolgal. Ez az
oszcillaci6 a kimeneti jelatviteli utakon keresztiil tevidik 4t az 6ra altal szabalyozott folyamatokra-
A hérom kozponti éraclembd] felépiilé szabdlyozé kor onmagiban nem elegendd a 24 Ords
periédushossz kialakitasdhoz, tovébbi késleltetd mechanizmusok hidnydban ugyanis a negati\{
visszacsatoldsi kor néhiny 6ra alatt végigfutna. Valoszind, hogy a tobbi éraclem a kozpont!
raelemek kifejez6désének, aktivitisanak, vagy degradcidjénak médositésa révén a oszcillaci6 24
oras periodusanak kialakitdsaban vesz részt.

A ZEITLUPE fehérje a ndvényi cirkadian érdnak egy olyan komponense, amely fehérjék
degradécitjanak a szabalyozisiban vesz részt. A ZEITLUPE (ZTL) egy harom tagbl ané
fehérjecsaldd egyik eleme, amelynek tovabbi tagjai a LOV KELCH PROTEIN 2 (LKP2) €& .a
FLAVIN-BINDING, KELCH REPEAT, F-BOX 1 (FKFI) protein. Mind a harom fehéne
rendelkezik a kovetkez6 harom funkcionalis doménnel: Light, Oxigen, Voltage (LOV) domeén, F-
box domén és ,kelch repeat” domén (Somers és mtsai, 2000; Nelson és mtsai, 2000; Schultz éS.
misai, 2001). A LOV domént kordbban olyan fehérjékben azonositottdk, amelyek kiilso kornyezetl
tényez6k — fény, redox allapot ill. fesziiltség — érzékelésében vesznek részt (Crews és Fan, 1999)
Arabidopsisban  elészér a kék fény receptor fototropin fehérjékben taldltak haSO“lé.
fehérjemotivumot. A fototropin fehérjékben a LOV domén flavin-mononulkeotidot (FMN) kot, ami
a fotoreceptor kromof6rjaként funkcional. (Christie és mtsai, 1999; Briggs és mtsai, 2001b). Az F-
box motivum olyan fehérjékben talélhaté meg, amelyek az tin. Skpl-Cull-F-box (SCF)-protein-
ubiquitin-ligdz komplex részeként a fehérjék iranyitott degradcijaban vesznek részt (Vierstra
2003). Az F-box fehérjék a proteolizis célfehérjéinek felismerését, kotését és a degraddciés
komplex mds elemeihez torténé kapcsoldsat végzik, igy biztositjak a degradaci6s folyamat



szubsztrit specificitasat. A ,kelch repeat” dllati fehérjék széles korében eléfordulé motivum,
amelynek els6dleges feladata protein-protein kolcsonhatdsok Jétrehozésa (Adams és mtsai, 2000).

A fehérjék doménfelépitése alapjan feltételezték, hogy a ZTL csalad tagjai killonbdzd
proteinek fényszabalyozott degradci6jdnak az irdnyitdsdban vesznek részt. Az FKFI
hatdsmechanizmus4nak vizsgdlata sordn kideriilt, hogy ez a fehérje egy i
degradiciojat irdnyitja, amely a virdgzas szabilyozésaban résztvevo egyik kozponti szabalyozégén
Kifejezidését gatolja (Imaizumi és misai, 2005). Az FKF1 fehérje ily médon részt vesz a virdgzds
fotoperiodikus szabélyozasiban. Az fkfl muténs novényben megvaltozik a cirkadidn ritmusok
kifejezddése, ez a fehérje tehat sziikséges a normlis 6ramiikddéshez is (Nelson és mtsai, 2000). Az
LKP2 fehérjérol kimutattak, hogy élesztében osszekapesolddik a ZTL és a TOC1 fehérjével is, bar
ezeknek a kslcsonhatisoknak az in vivo jelent6ségérdl még nem sokat tudunk SCT gt
2004). Az LKP2 tiltermelése aritmidt okoz, hosszinappalon a novények késén virdgoznak, és
megvaltozik a novények hipokotil elongacitjanak fényszabalyozésa is (Schultz és mtsai, 2001).

A ZTL gén mutécisja a cirkadién ritmusok periédushosszanak névekedését okozza (Somers
& misai, 2000). A muténs cirkadidn fenotipusanak megnyilvinulsa a A
valtozik, ami arra utal, hogy a ZTL a fény ,input” jelatviteli lanc egyik eleme lehet. Ezt a
feltételezést erssiti az a tény, hogy a ZTL képes a fitokrém B (PHYB) és a kriptokrém 1 (CRY1)
fotoreceptorok  C-terminilis fragmentjével Osszekapesolédni (Jarillo és mtsai, 2001). Mas és
munkatérsai (2003) kimutatték, hogy a ZTL fehérje a LOV doménen keresztill a TOC1 fehérjével
kaposolodik, és részt vesz a TOCI fehérje degradcidjdban. A 21l mutdnsok hipokotiia vOres
fényben tsrtén nevelés sordn révidebb lesz, mint a vad tipust novényeké, ami arra utal, hogy a
ZTL-nak fontos szerepe van a voros fény dltal szabélyozott folyamatokban is.

Az elmilt évek intenziv kutatésainak eredményeként szamos modellszervezetben sikeriilt
azonositani a cirkadidn 6ra kozponti elemeit és kirajzolodott az 6ra mitkddésének alapelve is. A
felvizolt dramodellek kozos vonasa az, hogy a kozponti oszcillator mechanizmus minden esetben
€8y tn. negativ visszacsatoldsos szabélyoz6 hurokbél 4ll. Bar a cirkadi4n 6ra miikddését elészor
névényekben fedezték fel, és az utdbbi években a novényi modellszervezetként vizsgalt
Arabidopsis thaliana cirkadidn rendszerének kutatésa is felgyorsult, ennek ellenére a ndvényi 6ra
oszcillétor mechanizmusénak elemei koziil csak igen keveset azonositottak, és ezen elemek pontos
mikddési mechanizmusat sem ismertiik. Mivel a novényi cirkadidn éra miikddésérol rendelkezésre
all6 informécis elégtelennek bizonyult a rendszer leirdséra, célul tiiztitk ki, hogy Arabidopsisban Uj
cirkadian 6ra elemeket azonositsunk, és ezek hatasmechanizmusdt, ill. a mar ismert 6raclemekhez

fiz8d6 viszonyat részletesen megismerjitk.



CELKITUZESEK

Munkénk elsddleges célja 1ij cirkadidn 6éra elemek azonositdsa és jellemzése Yol
Arabidopsisban, amelynek kivitelezésére egy mutansizolaldsi projektet inditottunk el. A munkf
sordn azonositottunk szamos olyan mutzliciét, amelyek mar ismert 6ragénben taldlhatok, d"t “f
muténs allél kialakuldsghoz vezettek. Koztuk igen nagy szimban taldltunk a Z7L gént érintd
mutdcidkat, amelyek a ZTL fehérje hdrom funkcionalis doménjében — a LOV/PAS, az F-box e‘ o
wkelch repeat” doménben —helyezkednek el. A korabban jellemzett z:/ mutansok kozill ketto ’ﬂ
wkelch” doménben hordozza a muticiét (Somers és mtsai, 2000), egy pedig a ZTL fehéne
termelSdésének teljes hidnyahoz vezet (Somers és mtsai, 2004), igy ezek vizsgilata nem tette
lehetévé, hogy a ZTL fehérjében azonositott domének funkci6jardl részletesebb képet alkothassunk.
A csoportunk dltal izoldlt z#/ mutansok nagy szdma és a muticiok elhelyezkedése lehetové tette,
hogy az egyes domének kizremiikddését a ZTL fehérje dltal szabalyozott kiilénboz6 folyamatokban
—a mutdnsok fenotipusanak részletes analizisén keresztiil - in vivo korillmények kdzott vizsgaljuk-

; : 1
Munkdm célja a muténs keresés soran azonositott 11 {ij zt/ mutans részletes jellemzése VO L
a kovetkez6 szempontok szerint:

5 A ztl muticiok helyének és természetének meghatdrozésa a 11 (ij mutansban.

2, A mutinsok cirkadidn- és fotomorfogenikus-, valamint virdgzés fenotipusdnak
Osszehasonlitdsa a kordbban leirt z¢/ mutansokéval, azzal a céllal, hogy az esetleges
kiilonbségek révén informéciot nyerjiink a ZTL molekula egyes doménjeinek funkci6jarol.

& A ZTL fehérje kolcsonhatésainak vizsglata a mar leirt kélcsonhaté partner fehéljékke.l’
€lesztd két-hibrid rendszerben, annak a kérdésnek a megvalaszolasara, hogy a ZTL fehéne
egyes doménjei milyen kélcsénhato fehérje kotéséért feleldsek.

4. A fenotipikus vizsgilatok és a fehérje-fehérje kolcsonhatasokrdl élesztsben nyert adatok
Osszevetésével annak meghatarozésa, hogy a ZTL fehérje egyes doménjei milyen mértékben
és médon jérulnak hozz4 a ZTL fehérje killonbozé folyamatokban betdltstt szabalyoz0
szerepéhez.

5.

Annak megdllapitisa, milyen elényskkel jér a cirkadidn rendszer miikodése a novény
dltalénos dllapota, életképessége, vitalitdsa szempontjébél. E cél megvalésitisit a 2l
mutdnsok viselkedésének tanulményozésa révén szerettitk volna elérni.



MODSZEREK

Plazmid konstrukciék készitése

= Transzgenikus Arabidopsis thaliana ndvényvonalak eldéllitdsa és fenntartdsa

EMS mutagenezis

Novényi 6ssz-RNS tisztitis, Northern hibridizécié

N6vényi 8ssz-protein tisztitas, Western-blot analizis

~ Eleszts két-hibrid rendszer hasznalata fehérje-fehérje kolcsonhatds vizsgdlatira

In vivo lumineszcencia-mérés novényekben

Periédushossz adatok szamoldsa BRASS szoftver segitségével a

~ Novények kvantitativ paramétereinek meghatérozdsa (hipokotilhossz, virdgzdsi idS, klorof'ill
felhalmozédas, levél feliilet mérete, névény témege, CO; kotés) kilonbszo fényviszonyok ill.

nappalhosszisag alatt.
EREDMENYEK

1. A cirkadian 6ra mutansok azonositésat célz6 munka sorén koriilbelil 46000 EMS mutagenizilt
novényben vizsgaltuk a CHLOROPHYLL A/B-BINDING (CAB) gén kifejez6désének cirkadidn
ritmusat, és 104 cirkadidn 6ra mutdnst azonositottunk. Ezek koziil két mutici6 a TOC/ génben,
kettd a Gl-ban, egy az ELF3-ban és tizenegy mutici6 a ZTL génben talélhato. Mu'nkénk
eredményeként izolaltunk legaldbb hat olyan muténst, amelyekben a muticié még nem ismert
Oragént érint. Ezen gének azonositasa jelenleg is folyamatban van. :

2. AzrL gén mutdnsokbél torténd szekvenaldsédval megéllapitottuk, hogy a 11 Gj z// mutdcié
koziil egy a LOV/PAS doménben, egy az F-box doménben, kilenc pedig a ,kelch repeat”
doménben tal4lhat. A ,kelch” muticiék mindegyike a kelch” domén B-propeller
struktirdjanak egyik kiils6 felszinén helyezkedik el.

3. Azl mutdnsok cirkadidn 6rdjanak miikodését dllandd homérsékleti- és fényviszonyok
alkalmazdsa mellett vizsgéltuk. A kisérletekben a levélmozgds, valamint a CAB, a COLD
CIRCADIAN CLOCK REGULATED 2 (CCR2) és a CCAI gének kifejezGdésének szabadon futd
ritmusat kdvettitk nyomon kiilénboz6 korilmények kozott. A kisérletek eredményeként
megéllapitottuk, hogy a ZTL fehérje mind fényben, mind sttétben részt vesz a cirkadidn
oszcillicid periédushosszanak és amplitidéjénak szabalyozdsiban. A ZTL tehit nem
egyszeriien a fény ,input” folyamatok eleme, hanem a koriilményektdl fiiggetleniil fontos

komponense az oszcillator mechanizmusénak.



- Megillapitottuk, hogy az tj zt/ mutansok cirkadidn fenotipusanak kifejez6dése nagymértékben
fugg a kisérlet soran alkalmazott fény intenzitdsatol. A z«/ mutinsok periédusa minden vizsgalt
fényintenzitason hosszabb a kontroll ndvényekénél, alacsony intenzitasu vorss ill. kék fényben
azonban ez a kiilonbség sokkal nagyobb, mint erds fényben. Az 4ltalunk izol4lt z¢/ mutinsokban
tehét a cirkadidn 6ra csokkent fényérzékenységet mutat vorss ill. kék fénnyel szemben. Az
egyetlen kivételt ez aldl a LOV/PAS doménben muticiét hordozd ztl-2] mutins képezi,
amelyben a periédushossz valtozasa a fényintenzitas fiiggvényében normalis marad. Ebben a
mutinsban az éra fényérzékenysége megegyezik a vad tipusi novényével, amelybdl arra
kovetkeztettiink, hogy a cirkadian 6ra fényérzékenységének kialakitdsaban a ZTL fehérje
LOV/PAS doménje nem jatszik szerepet.

. A ZTL fehérje a cirkadian szabdlyozdsban betsltstt szerepe mellett részt vesz a novény
hipokotilmegnyulasi folyamatanak reguliciéjaban is. Erds voros fényben, a LOV/PAS mutins
(211-21) kivételével, az 6sszes altalunk azonositott és kordbban leirt z¢/ mutans hipokotilja
révidebb volt a megfelel vad tipuséndl, mig kék fényben nem volt mérhetd kiilsnbség a mutdns
¢s a vad tipusi novények hipokotilhossza kozétt. A LOV/PAS mutdns hipokotilhossza

megegyezett a vad tipust névényével, ezért ugy gondoljuk, hogy a ZTL LOV/PAS doménjének
nincs funkcidja a fényszabélyozott hipokotilelongaci6 reguliciéjaban.

- Megfigyeltiik, hogy hosszt nappalon - a z1/-2] kivételével - az 6sszes vizsgélt z¢/ mutans késébb
virdgzik, mint a megfelelé vad tipusi ndvény. A zt/-2] muténs virdgzasi ideje a t6bbi mutanstol
eltéréen megegyezett a vad tipusi névényekével, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a ZTL
fehérje LOV/PAS doménjének nincs funkcitja a virdgzés fotoperiodikus reguldcidjaban.

- Munkénk sordn megvizsgéltuk a ZTL fehérje szerepét a hémérséklet »input” folyamatokban
illetve a hémérsékletkompenzicié mechanizmusdban is. A kisérleti eredmények azt mutattak,
hogy a mutns névényekben - hasonléan a fénycikluson tortént nevelés sordn tapasztaltakhoz -
hémérsékletciklusokkal is be lehet Allitani a cirkadidn 6ra mikodését. A termociklusokkal
tortént bedllitist kovetden sététbe helyezett névények cirkadian ritmusénak periédusa a zf/
mutdnsokban hosszabb volt a vad tipusban mért periddusnal. Ez azt jelenti, hogy a ZTL fehérje
a fényben nétt, aktiv fotoreceptorokkal rendelkez, z6ld névények mellett a sététben nevelt,
etioldlt névényekben is részt vesz a periédushossz meghatdrozésiban, amelyhez nem szitkséges
a fény jeltviteli utak elézetes aktiviciéja. Megfigyeltik, hogy a z¢/ mutansokban az 6ra
periédushossza nagyobb mértékben valtozik a hémérséklet emelésével, mint az a vad tipusban
tapasztalhatd. A ZTL tehat részt vesz az 6ra normalis hémérsékletkompenzaci6janak
kialakitdsaban is.

. Western analizissel kimutattuk, hogy mindegyik, ltalunk azonositott z¢/ muténs novényben

kifejezédik a ZTL fehérje. A ZTL fehérje mennyisége, a z1/-31 kivételével, minden egyes z!/
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mutdnsban elérte, vagy meghaladta a vad tipusi novényben mért proteinszintet. A

fehé']'emennyiségben mutatkozo eltérések oka nem a megvaltozott mRNS szint eredményeként

allt el6, hanem val6sziniileg a fehérje megvaltozott stabilitdsi viszonyainak kdszénhetSen jon

létre. Két mutdcio (ztl-22 és ztI-27) hatéséra a sejtekben felhalmoz6dé ZTL fehérje mennyisége

megnd a vad tipusban mérhetShoz képest. Valésziniinek tartjuk, hogy mindkét mutdci6

inaktivélja a fehérjét, amely a ZTL protein degradéci6jénak lassuldsat, a fehérje stabilizal6désat,

majd végssoron a megfigyelt fehérjeszint emelkedést eredményezi.

Elesztd két hibrid rendszerben megvizsgaltuk, hogy a kiilénb6z6 doménekben mutins ZTL

fehérjék képesek-e interakcidba lépni a korabban leirt, ZTL-val kélcsénhaté ASK1 (Han és

mtsai, 2004), TOC1 (Més és mtsai, 2003) valamint PHYB-C terminélis (Jarillo és mtsai, 2001)

fehérjékkel. A kisérleteink sorén a kévetkezéket allapitottuk meg:

— az F-box mutéci6 csak az ASK1-ZTL kolcsénhatast gyengiti;

= a ,kelch” mutdns fehérje (ZTL™?") nem képes Osszekapcsolédni a TOCI-gyel, és
nagymértékben cstkkent interakcids készséget mutat az ASK1 fehérjével is;

~ aLOV/PAS doménben mutici6t hordozé fehérje nem 1ép kélesnhatasba a TOC] fehérjével
és cstkken az ASK 1-gyel kialakitott interakci6 erdssége is;

~ a hdrom vizsgalt mutécié kozil (zt/-21, ztl-22, z1l-27) egyik sem befolydsolja a ZTL és
PHYB-C-termindlis kozott 1étrejové kolcsonhatds erdsségét;

= sem a teljes hosszlisdgi PHYB, sem a PHYB funkciondlis N-terminilis fragmentje nem
képes a ZTL-val kapcsolédni, amibdl arra kévetkeztettiink, hogy a kordbban kozolt ZTL-
PHYB-C terminélis kélcsonhatésnak nincs in vivo fiziologids jelentSsége.

- A mutdns fehérjék kélcsonhatésainak vizsgalatdval nyert adatokat a fenotipikus vizsgalatok

eredményeivel dsszevetve megallapitottuk, hogy a ZTL fehérje kettds funkcidval rendelkezik:

~ egyrészt fénytdl fliggetlen médon szabalyozza a cirkadidn ritmusok periddushosszdt és
amplitiddjat a TOCI fehérje degradécidjénak iranyitdsan keresztill;

— maésrészt fontos szabalyozd eleme a vords fény indukalt jelatviteli folyamatoknak; ezen
beliil részt vesz a cirkadidn éra fényérzékenységének bedllitdsédban, a hipokotilmegnytilés
reguldcidjdban és a virdgzas fotoperiddikus indukcidjéban.

A ZTL fehérje hérom kiilénbszé doménjének funkcitjat az alédbbiakban foglalhatjuk dssze:

~ A LOV/PAS domén muticidja csak a cirkadidn funkcié elvesztéséhez vezet, mig a
fényszabalyozott folyamatokban a mutans fehérje normalisan miikodik. Ennek megfeleléen
a vords fény altal szabalyozott folyamatokban a ZTL fehérje LOV/PAS doménje és a
LOV/PAS-TOC]I interakcié nem szikséges a ZTL funkcidjénak betoltéséhez. Valészini,
hogy a fényszabalyozott folyamatokban a ZTL nem a TOCI, hanem egy masik fehérje



degraddci6janak iranyitisival vesz részt. A ZTL fényfiiggetlen orafunkciojahoz

nélkillszhetetlen az intakt LOV/PAS domén jelenléte.

Az F-box mutdci6ja a fehérje mindkét funkcidjat érinti. Az F-box domén részt vesz az SCF

komplex elemének, az ASK1 fehérjének a megkotésében, és valoszinii, hogy mas, az SCF

komplexben miikddé ASK fehérjék ZTL-hoz térténd kapcsolédasi pontjaként is szolgal.

A ,kelch” domén barmely vizsgalt mutécija a ZTL teljes funkciévesztéséhez vezetett. A

»kelch” doménnek nélkiilozhetetlen szerepe lehet a LOV/PAS ill. az F-box domén

intramolekuléris kdlcsénhatdsainak, ill. struktirdjanak kialakitasdban, és ebbol kifolydlag

esszencidlis funkci6ja van a ZTL fehérje megfeleld, aktiv szerkezetének fenntartdsdban.

12. A ztl mutinsok bevonaséval kisérleteket végeztiink annak megéllapitdséra, milyen elényoket
nyujt egy, a kdmyezetével dsszhangban miikddo cirkadian rendszer a névénynek. Kisérleteink
eredményeként megallapitottuk, hogy a megfelelé cirkadian rezonancia, azaz a kiilsé ciklusok
és a belsd oszcillicié periédusinak egyezése, a ndvény produktivitisinak akdr 50%-0S
novekedését is eredményezheti ahhoz az 4llapothoz képest, amikor az endogén ¢ra nem 2
komyezet ciklusainak megfelel6 periédushosszal oszcilldll. A névény produktivitésénak
novekedésében a fotoszintetikus folyamatok hatékonysagénak nvekedése igen fontos szerepet
jatszik. A produktivitis megvéltozdsa a ndvények megnovekedett klorofilltartalman, nagyobb
CO; asszimilacids képességén és nagyobb biomasszaprodukcitjann keresztiil mérhetd le.

Ugyanezen mechanizmusok befolydsolasin keresztiil a megfelelé cirkadian rezonancia
kompeticids elényt is jelent.

OSSZEFOGLALAS

Eredményeink lehetévé tették a ZTL fehérje funkcidjinak részletesebb megismerését.
Legfontosabb eredményiinknek azt tekintjiik, hogy a LOV/PAS muténs azonositisa és jellemzése
révén bebizonyosodott, hogy a ZTL fehérje két kiilsnbozé funkcidval rendelkezik a novényi
folyamatok szabdlyozasaban. A ZTL a kétféle funkcidjat valésziniileg més-mas fehérjék
degraddcitjanak irdnyitisin keresztil l4tjia el. A cirkadidn ora periédushosszénak
meghatdrozasiban a ZTL elsédleges szerepe a TOCI fehérje lebomlasénak szabalyozasa lehet. A
ZTL tovabbi célfehérjéit, amelyek lebomldsénak irdnyitisa révén a ZTL részt vesz bizonyos

fényszabdlyozott folyamatokban, egyelére nem ismerjitk. A jévébeni kutatasok egyik fontos célja
lehet ezeknek a fehérjéknek az azonositésa.
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