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1. BEVEZETES

Az ¢élolények egyik igen fontos tulajdonsidga a valtozé kornyezethez vald
alkalmazkodas képessége. Kiilondsen fontos ez a helyhez kotott, magasabbrendli ndvények
esetében, amelyek nem képesek a kedvezbtlen hatasokat helyvaltoztatassal elkeriilni, igy a
kornyezeti valtozasokra anyagcseréjiik, illetve fejlodési folyamataik megvaltoztatasaval
valaszolnak. A ndvények életében az egyik legfontosabb kornyezeti tényezd a fény, amely
nemcsak energiaforrasként hasznosul a fotoszintézis soran, hanem a ndvény egész
egyedfejlodésére kihat. A Fold tengely koriili forgasa kovetkeztében a fény- és a
sotétszakaszok  ciklikusan  kovetik  egymast. A koOrnyezet fény-, valamint
torténd alkalmazkodas soran az ¢élévildg minden szintjén kialakult egy olyan mechanizmus,
amely lehetové teszi ezen periodikus valtozasok érzékelését, belsd rogzitését és eldrejelzését.
Ez az iddméré mechanizmus az Gn. bioldgiai 6ra, amely az altala szabalyozott folyamatoknak
ritmikus jellegli miikddést biztosit, szabdlyosan ismétloédd maximum és minimum értékekkel.
Ezen ritmusok peridodushossza hozzavetdleg egy nap, ezért a latin circa diem kifejezés
nyoman cirkadian 6ranak, az 4ltala 1étrehozott ritmust pedig cirkadian ritmusnak nevezziik. A
cirkadian ritmusokra jellemzd, hogy alland6 koriilmények kozott is fennmaradnak és
hémérsékletkompenzaltak. A cirkadian ora szabalyozé funkcidja révén lehetdvé valik, hogy a
szervezet eldre jelezze a ciklikusan bekdvetkezd kornyezeti valtozasok idépontjat, és ezekre
az ¢életfolyamatainak megfelelé idoben torténd atallitdsaval felkésziiljon, ami egyértelmiien
noveli a kornyezethez valo alkalmazkodas képességét.

A cirkadian rendszer megfeleld miikodéséhez a belsd bioldgiai 6ra altal mért idének
azonos fazisban kell lennie az abszolut, kornyezetben mérhetd id6vel. A cirkadian ora és a
kornyezetben mért id6 szinkronizacioja a bioldgiai ora Ujra és Ujra torténd beallitasaval
valosul meg, amely folyamatban ritmikusan valtozo kornyezeti faktorok vesznek részt. Az
orat beallito két legfontosabb kornyezeti tényezd a fény és a hdmérséklet.

Magasabbrendii noévényekben a cirkadidn oOra szamos folyamatot szabalyoz.
Kimutattdk, hogy a nodvénybioldgiai kutatdsokban széles korben hasznalt kétsziki
modellndvény, az Arabidopsis thaliana génjeinek hozzavetdleg 6%-a cirkadian szabalyozas
alatt all. A génexpresszio szintjén megfigyelhetd ritmusok a ndvények biokémiai és
fiziologiai folyamataiban is megnyilvanulnak. A ndvényekben megfigyelhetd cirkadian
ritmusok nagy szama ellenére a novényi cirkadian rendszer elemeirdl és miikodésiikrél még

néhany évvel ezeldtt is igen keveset tudtunk.
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A klasszikus 6ramodell szerint a cirkadidn 6ra harom 6 része a kdzponti oszcillator
mechanizmus, a bemeneti oldal és a kimeneti oldal. A névényi cirkadian ora altal szabalyozott
folyamatokrol, azaz a kimeneti oldal végén talalhatd elemekrél mar igen sok informécio all
rendelkezésiinkre. Jol ismertek az ora kdrnyezeti szinkronizaciojaban résztvevd fény bemeneti
oldal legelsé elemei, a fényérzékelésben résztvevd fotoreceptorok is. A ndvényi 6ra kdzponti
elemeirdl, valamint a bemeneti és kimeneti utak jelatviteli mechanizmusaban kézremiikodo
faktorokrol, ill. ezek miikddésérdl azonban kevés informdcio all rendelkezésiinkre. Az egyéb
modellszervezetekben (Synechococcus, Neurospora, Drosophila ¢és egér) megismert
oramodellek k6zos vonasa, hogy a kdzponti oszcillator mechanizmus minden esetben egy un.
negativ visszacsatolasi szabalyoz6 hurokbdl all, amelynek elemei kdlcsondsen szabalyozzak
egymas kifejezddését, illetve aktivitasat.

Az utdbbi évek intenziv kutatdsai eredményeként Arabidopsisban szamos, az
oramiikodésben fontos fehérjét azonositottak, ezek pontos miikodési mechanizmusarol,
egymashoz fiiz6d6 viszonyarol mégis igen keveset tudunk. Az eddig azonositott nagyszamu
oraclem koziil a ndvényi o6ra kozponti oszcillaitor mechanizmusénak felépitésében - mai
ismereteink szerint - csak hiarom elem vesz részt: a TIMING OF CAB 1 (TOCI1), a
CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATED 1 (CCALl) ¢és a LATE ELONGATED HYPOCOTYL
(LHY) fehérjék. Az oszcillatort képezd visszacsatolasi kor negativ szabalyozé elemei az LHY
¢s CCALl, amelyek a TOCI expressziojat gatoljak. A TOC1 fehérje ezzel szemben pozitivan
szabdlyozza az LHY és CCAI gének kifejezddését. Az LHY/CCAI és a TOCI gének
kifejezddése hozzavetdleg 24 oras periddussal, ellentétes fazisban ritmizal, amely a kdzponti
oszcillaciés mechanizmus alapjaul szolgal. Ez az oszcillacié a kimeneti jelatviteli utakon
keresztiil tevédik at az ora altal szabalyozott folyamatokra. A harom kozponti Oraelem
kifejezddésének visszacsatolasi hurkon beliili kolcsonds szabéalyozasa azonban nem elegendd
a 24 o6ras periddushossz kialakitdsdhoz, tovabbi késleltetd mechanizmusok hianyaban ugyanis
a negativ visszacsatolasi szabalyozo kor néhany ora alatt végigfutna. A 24 6réas periddushossz
kialakitasaban szerepet jatszo késleltetd mechanizmusokrél nem sokat tudunk. Valdszinii,
hogy az ujonnan izoldlt oraelemek egy része a kozponti oraelemek kifejezOdésének,
kialakitasaban.

Annak ellenére, hogy az elmult években nétt a cirkadian témaji kozlemények szama, a
ma rendelkezésiinkre 4116 informaciok nem elegendéek a névényi 6ramiikodés teljes leirasara.
Munkénk elsddleges célja ezért tovabbi oraclemek azonositasa és jellemzése volt Arabidopsis

thalianaban, amelynek segitségével a cirkadian szabalyozas még hianyz6 elemeit szerettiik
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volna megtalalni, és a korabban felvazolt 6ramodellbe beilleszteni. Ezzel parhuzamosan a mar
megismert oraclemek funkcidjanak és hatdsmechanizmusanak részletes vizsgalata, valamint

az egyes elemek egymdashoz valo kapcsolatanak feltarasa valt kutatdsaink célpontjava.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Bioldgiai ritmusok

Az ¢ldvilagban széles korben ismertek olyan bioldgiai folyamatok, amelyek ritmikus
jellegiieck. Bioldgiai ritmusnak nevezziikk azokat az ¢€l6 szervezetekben lejatszodd
folyamatokat, amelyek megjelenésében bizonyos ismétlédés, periodicitas figyelhetd meg. A
bioldgiai ritmusok rendkiviil sokfélék lehetnek, mind megjelenésiikben, mind a ritmus
periddusanak hosszaban.

Ultradian (latinul ultra diem = kevesebb mint egy nap) ritmusoknak nevezziik azokat a
bioldgiai ritmusokat, amelyekben a megfigyelt folyamat egy nap alatt tobbszor ismétlodik.
Ezek egy szélsdséges megjelenési forméja az ecetmuslica himjének naszéneke, amelynek
frekvencidja 50-60 masodperces periodicitast mutat (Kyriacou és Hall, 1980). Az infradian
(infra diem = tobb mint egy nap) ritmusok periodushossza t6bb mint egy nap. Ide sorolhat6 a
féemldsok menstrudcios ciklusa, 25-35 napos periddussal. A leghosszabb bioldgiai ritmusok
az un. cirkannudlis ritmusok, mint pl. a téli almot alvé allatok nyugalmi periodusa, amelyek
éves ismétlédést mutatnak. Végezetiil megkiilonboztetjiik az un. cirkadian (circa diem = kozel
egy nap) ritmusokat, amelyek periodushossza kozelitdleg 24 ora. A cirkadian ritmusok szinte
valamennyi ¢€l0 szervezetben megtaldlhatok a Foldon a prokariotaktol az emberig, és a

biologiai folyamatok széles skalajat szabalyozzak.

2.2. A cirkadian ritmusok jellemzoi

A cirkadidn ritmusok specifikus vonasait, a tobbi bioldgiai ritmustol megkiilonboztetd

jegyeit meghataroz6 kritériumait az alabbi pontokban foglalhatjuk 6ssze (Edmunds, 1988).

1. A cirkadidan ritmusok periodushossza megkozelitdleg 24 o6ra. Ciklikusan véaltozo
kornyezetben (pl. fény/sotét vagy homérséklet ciklusokon) a periddushossz (bizonyos
hatarokon beliil) megegyezik a kiilsé ciklus periddushosszaval. Ilyenkor a kiils6 kdrnyezet
ritmikus véltozasa vezérli az oszcillaciot. Allando koriilmények kozott azonban (allandd
fény és homérsékletviszonyok mellett) a ritmikus folyamatok ,,szabadon futnak™ (free-
running) ¢és kialakul a cirkadidn ritmusokra jellemzd sajat periddushossz, amely
kozelitleg, bar soha nem pontosan, 24 ora. Ez az Gn. szabadon futd periodus (free-

running period = FRP).
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2. A cirkadian ritmusok periodikusan valtoz6é kornyezeti stimulusokkal &llithatok be a
kornyezeti ciklusoknak megfelelden. A cirkadian szabalyozas nyujtotta elénydk igazan
csak akkor érvényesiilhetnek, ha a belsé ora éaltal mért id6 megfelel a kiilsd, valos idonek.
A bedllitds (entrainment) az a folyamat, amelynek sordn a belsd, szubjektiv id6 (azaz a
ritmus idozitése, fazisa) szinkronba keriil a valos kornyezetben mérhetd idével (objektiv
1d6). A cirkadian orat bedllitdo legfontosabb tényezd a fény/sotét ill. a meleg/hideg
szakaszok periodikus valtakozasa.

3. A cirkadian ritmusok alland6o koriilmények (konstans fény- és hdmérsékletviszonyok)
kozott is fennmaradnak, és az adott ritmusra jellemzd peridodushosszat mutatjadk. Ez a
jelleg alapvetden megkiilonbdzteti a cirkadian ritmusokat az Un. diurnélis ritmusoktol,
amelyeket kozvetleniil a fény- és/vagy homérsékletviszonyok valtozasa vezérel ¢és a kiilsd
oszcillacid6 megsziinte utan nem folytatédnak tovabb. Allandé koriilmények a
természetben nem tapasztalhatok, csak mesterséges, laboratériumi kornyezetben
alkalmazhatok a cirkadian kisérletek elvégzése soran. Ez a rendszer ugyanakkor rendkiviil
hasznos eszkdznek bizonyult a cirkadian ritmusok kutatdsa sordn, mivel ilyen
koriilmények kozott a kdrnyezeti tényezOk hatasa elhanyagolhatd, és a ritmus jellegét
egyediil annak belsé torvényszeriiségei alakitjak ki. Ebben az egyszerisitett vizsgalati
rendszerben hatékonyabban és konnyebben ismerhetjiik meg a cirkadidn szabalyozasban
résztvevd molekularis mechanizmusokat.

4. A cirkadian ritmusok hdémérsékletkompenzaltak, azaz a kornyezet hdmérsékletének
bizonyos hatarok kozotti valtozasara a cirkadian ritmus periédushossza nem, vagy csak
kis mértékben valtozik. A biokémiai folyamatok sebességének homérsékletfiiggését az un.
Q10 érték mutatja. Ez a paraméter fejezi ki, hogy egy adott folyamat sebessége
hanyszorosdra nd, ha a hdomérsékletet 10°C-kal emeljik. A cirkadidn ritmusok
periddushossza csak minimalis mértékben valtozik a hémérséklet valtoztatasaval (Q10 =

0.8-1.2, szemben az atlagos biokémiai folyamatok 2-4 kozotti Q10 értékével).

2.3. A cirkadian o6ra

Cirkadian oranak nevezziikk azt a belsd idoméré mechanizmust, amely a cirkadian
ritmusok 1étrehozasaban, fenntartasdban ¢és irdnyitasdban vesz részt. A cirkadian orak
miikddésének alapja egy endogén, onfenntartd, negativ visszacsatolds (,,feedback loop”
mechanizmus), amelyben pozitivan és negativan hatd faktorok (6rafehérjék) kolcsonds,

transzkripcids €s transzlacids szintli szabalyozasa vesz részt. A cirkadian o6rak mikodésének
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alapveto feltétele a késleltetés, amelynek révén az egyes oOrafehérjék mennyisége csak a
megfeleld o6ragén indukcidja utdn tobb oraval éri el maximumdat. Ennek hidnyaban a
szabalyoz6 ciklus sokkal rovidebb id6 alatt futna korbe, mint egy nap. A késleltetés
kialakitasaban kiilonb6z6 poszt-transzlaciés mechanizmusok vesznek részt, amelyek az egyes

crer

¢s amelyek eredményeképpen kialakul a viszonylag hosszu, kozel 24 6ras periodushossz.

2.4. A cirkadian ora altalanos felépitése, oraelemek és definiciok

A cirkadian 6ra vazlatos szerkezetét ¢s miikodését a 2.1. abra mutatja be. A klasszikus
modell alapjan (Merrow és mtsai, 1997; Johnson és mtsai, 1998a) az 6ra harom {6 részbdl
épiil fel:

1. A bemeneti oldal (,input”) az 6ra mikddését a kornyezeti ciklusokkal Osszehangold
jeleket tovabbitja az oszcillator felé. Az ora szinkronizacidjaban résztvevo legfontosabb
kornyezeti jelek a fény és a hdmérséklet. A fény-jelet specidlis fotoreceptorok érzékelik és
bonyolult jelatviteli Gton kozvetitik a hatdst az 6ra kdzpontja felé.

2. A kozponti oszcillator egy olyan mechanizmus, amely - az 6t alkotd elemek (gének és
azok fehérjetermékei) kozott fennalld kolcsonhatasokon ¢és egymas kolcsonds
szabalyozasan keresztiil - a kiilsé kornyezettdl fliggetleniil képes oszcillacid 1étrehozédsara
¢s fenntartdsara. Fontos hangstilyoznunk, hogy a kornyezeti paraméterek -ciklikus
valtozasai (amelyek az ,,input” utak révén érik el az oszcillatort) nem sziikségesek a
ritmus kialakitasahoz ¢és fenntartasahoz, de hatassal vannak az oszcillaciod
periddushosszdra, fazisara és amplitidojara is. A kozponti oszcillator elemei (az Un.
oragének ill. érafehérjék) alkotjak a cirkadian ritmusokat l1étrehozo negativ visszacsatolasi
szabalyozokort. Az orafehérjék szabalyozzak onmaguk és mas oraelemek kifejez6dését,
aktivitasat vagy éppen a lebomlasat.

3. A kimeneti oldalon (,,output”) taldlhatjuk mindazon a folyamatokat, amelyekre az
oszcillator hatast gyakorol. Itt szerepelnek az ora altal sejtszinten vagy a szervezet szintjén

szabalyozott biokémiai vagy fiziologiai folyamatok és a cirkadian génexpresszio is.
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2.1. abra. A cirkadian 6ra klasszikus modellje

A cirkadian 6ranak harom f6 része van: ,,input” (bemeneti oldal), k6zponti oszcillator és ,,output” (kimeneti
oldal). A kozponti oszcillator a kdrnyezettdl fliggetleniil kb. 24 6ras oszcillaciot hoz 1étre, mely allando
koriilmények kozott is fennmarad. Az 6ramiikodést a kornyezeti ciklusokkal 6sszehangol6 jeleket az ,.input”
jelatviteli utak kozvetitik az oszcillator felé. A két legfontosabb o6ramiikddést befolyasold kornyezeti
tényez6 a fény és a hémérséklet. Az ora altal szabalyozott folyamatok ill. az altala 1étrehozott cirkadian

ritmusok a cirkadian 6ra kimeneti oldalan talalhatok.

Az egyes oraclemek elhelyezése a fent meghatirozott harom funkcionalis
komponensbdl 4ll6 6ramodellben — a modell egyszeriisége ellenére vagy talan éppen ezért -
nem konnyl feladat, mégis 1étezik néhany kritérium, amely segiti az azonositott drafehérjék
elhelyezését a harom f6 egység egyikében. Ezek a valamennyi modellszervezet cirkadian
orajara kiterjeszthetd kritériumok a kdvetkezok:

1. Az ,input” elemek muticidja megvaltoztatja az o6ra fény- vagy homérséklet altali
beallithatdsagat, illetve az ora érzékenységét ezekre a kdrnyezeti tényezokre. A bemeneti
oldal mutéciodja leggyakrabban az 6ra periodushosszanak, amplitiddjanak vagy fazisanak
a megvaltozasat eredményezi, szélsdséges esetben azonban aritmidt is okozhat. Az o6ra
fénybemenetét érintd mutaciok az 6ra miikodésében leggyakrabban olyan hibdkat hoznak
1étre, amelyek hatéséra fellépd cirkadian aberracio fényfiiggé modon jelentkezik.

2. A kozponti oszcillator elemek kifejezddésének megvaltozasa mutacié vagy az adott elem
tultermelése révén a ritmus barmelyik paraméterének (periddushossz, fazis, amplitudo)
megvaltozasat eredményezheti vagy aritmiat okozhat.

3. Az ,output” elemek mitkddése nem hat vissza az drara, igy mutacidjuk csak az adott elem

illetve az altala szabdlyozott folyamatok mikddését zavarja. Ezek eredményeként az



2. Irodalmi attekintés 13

»output” elemek sériilése csak néhany ritmusban okoz eltérést, mig az oszcillator elemek
mikédése normalis marad. Az ,,output” elemek mutacidja nem okoz periddushossz
valtozast.

A cirkadian ritmusok és az oOramiikddés leirasakor hasznalt fogalmakat

legegyszeriibben egy ritmus sematikus abrajan mutathatjuk be (2.2. dbra). A 2.2. dbra egy

Lsoutput” elem mukodését mutatja. A grafikonon a ritmikus folyamat valamely paraméterét

abrazoltuk az 1d6 fliggvényében ¢€s az orat jellemzd fogalmakat is feltiintettiik.

a.

Periddushossznak (t) nevezziikk a gorbe két azonos pontjanak, pl. két egymast kovetd
maximum pontjanak iddben kifejezhetd tavolsagat. A cirkadian ritmusok esetében a
peridodushossz kozel 24 ora.

A cirkadian ritmus amplitidoja a maximum ¢és a minimum értékek kiilonbségének a fele.
A ritmus fazisén a ritmikus folyamatot leir6 jelleggdrbe egy jellegzetes pontjat, altaldban a
maximumpontjat értjiik, orakban kifejezve.

ZT (zeitgeber time) alatt az 6rat beallitd utolsd kdrnyezeti szignal oOta eltelt id6t értjik,
orakban kifejezve. Mivel az eddig vizsgalt rendszerekben a fény bizonyult az altaldnos
kornyezeti beallitdo jelnek (Edmunds, 1998), ezért ZT = 0 az az id6pont, amikor a
szervezet az utolsé sotét-fény atmenetet (utolsd hajnal) érzékelte az allandé koriilmények
beallta elott. A ZT a laboratoriumokban konstans koriilmények kozott végzett kisérletek
soran alkalmazott kifejezés, mivel a természetben nem léteznek allandé koriilmények.
Természetes kornyezetben az 6ra minden reggel, a fényszakasz kezdetén wjra beallitodik,
igy ilyenkor a ZT skala csak ZT = 0-t6l ZT = 24-ig terjed.

Az alland¢6 koriilmények kozott végzett kisérletekben szubjektiv nappalnak (ill. szubjektiv
¢jszakanak) nevezzilk azt az iddétartamot, amely az oOrat bedllitd (fény/sotét vagy
meleg/hideg) ciklusoknak megfeleléen a belsé 6ra altal jelzett nappali (ill. éjszakai)
szakasznak felel meg. A szubjektiv hajnal tehat a kdrnyezetben rendszerint bekdvetkezd
sotét-fény valtds idépontjat jelenti, a kisérletben alkalmazott allandd fényviszonyok
mellett azonban csak az ora altal jelzett hajnali idopont, amelyet nem kisér valos sotét-

fény atmenet.
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2.2. abra. Egy cirkadian o6ra altal szabalyozott folyamat jelleggorbéje

Az abran egy cirkadian ora altal szabalyozott ritmikus folyamat mérheté paraméterét tiintettiik fel az id6
fliggvényében. A vizsgalat ideje alatt uralkodo fényviszonyokat fekete ill. fehér savokkal jeloltik az id6-
tengely mentén. Periddushossznak nevezzilk a gorbe két azonos pontjanak, pl. két egymast kovetd
maximum pontjanak idoben kifejezhetd tavolsagat. A cirkadian ritmus maximum és minimum értéke kozott
mérhetd kiilonbségnek a fele a ritmus amplitudéja. A ritmus fazisan a ritmikus folyamatot leir6 jelleggdrbe
egy jellegzetes pontjat, altaldban a maximumpontjat értjikk, orakban kifejezve. A tovabbi paraméterek

részletesebb magyarazatat 1asd a szovegben.

2.5. A novényi cirkadian ora felépitése

Bar a cirkadian 6ra miikddését eldszor ndvényekben fedezték fel (de Marian, 1729), az
oszcillator miikodésérdl és elemeirdl nyert legtobb informécionk kékalgakon (Synechococcus
sp.), gombakon (Neurospora crassa), ecetmuslican (Drosophila melanogaster) és egéren
(Mus musculus) végzett kisérletekbol szarmazik (Harmer és mtsai, 2001). A ndvényi
molekularis 6ra miikodésérdl még néhany évvel ezeldtt is meglehetdsen kevés adat allt
rendelkezésiinkre. A novényi cirkadian szabalyozéas folyamatanak molekularis mechanizmusa
legjobban Arabidopsis thalianaban jellemzett, bar szamos adat all rendelkezésiinkre a
Pharbitis nil, Kalanchoe és Phaseolus fajok cirkadian ritmusairol is (Biinnig, 1935; Lumsden
¢s mtsai, 1995; Engelmann és Johnsson, 1998; Borland és mtsai, 1999).

Az alabbiakban az Arabidopsis thaliana cirkadian rendszerét vazolom fel a klasszikus

oramodell szerinti felosztast kovetve, majd az utébbi néhany ¢év kutatomunkdjanak
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eredményeként megismert, bar funkcidjaban nem teljesen jellemzett oOraelemekrol

rendelkezésre allo informaciokat rendszerezem.

2.5.1. Az oszcillator

A novényi kozponti oszcillator vazlatos szerkezetét a Salomé és McClung altal kozolt
(2004) Arabidopsis thaliana 6ramodell alapjan mutatom be (2.3. dbra). A novényi cirkadidn
ora oszcillatora - hasonléan a tébbi modellszervezetben megismert éramechanizmusokhoz -
egy transzkripcids-transzlacios szabalyozason alapuld negativ visszacsatolasi kor, amelynek
harom f6 eleme van (Alabadi és mtsai, 2001): CCAI, LHY és TOCI.

A CCA1l ¢és LHY fehérjék egymassal nagyfokt hasonldosdgot mutatnak. Mindkét
oraeclem atipikus DNS-kotd fehérje, amely a DNS-en aszimmetrikus nukleotid szekvenciat
ismer fel, és ehhez monomer formaban kotédik. A fehérjék tartalmaznak egy MYB-szerii
domént, amelynek egyetlen MYB strukturaja a szekvenciaspecifikus DNS-kotésért felelos. A
MYB domén 4ltalaban 1-3 ismétléd6 MYB szekvencidt tartalmaz, amelyeken beliil a
fehérjelanc egy-egy un. helix-turn-helix szerkezetbe rendezddik (Stracke ¢és mtsai, 2001). A
MY B-domént hordozo transzkripcios regulatorok csaladja Arabidopsisban meglehetdsen nagy
(Riechmann ¢és mtsai, 2000a; 2000b), tobbségiik azonban 2-3 MYB-szekvenciat hordoz, és
dimerek forméjaban kapcsolddik a DNS-lanchoz (Romero ¢és mtsai, 1998). A CCALl fehérjét
eredetileg egy in vitro DNS-kotd vizsgalat soran azonositottdk azon képessége alapjan, hogy a
klorofill A/B-koét6 (CHLOROPHYLL A/B-BINDING = CAB) fehérjét kodoldo gén
promoterében taldlhatd Un. fény-valasz elemhez (light-responsive element = LRE) k&todik
(Kenigsbuch és Tobin, 1995). A késébbiek soran kideriilt, hogy a CCA1 a cirkadian ora
fontos szabalyozdeleme (Wang és Tobin, 1998). Az LHY gén azonositasahoz egy olyan
mutans izolalasi kisérlet sorozat vezetett, amelyben hosszi hipokotila, késon virdgzéd
Arabidopsis novényeket kerestek (Schaffer és mtsai, 1998). Az igy azonositott mutansban
(lhy-1) az LHY gén konstitutivan magas szinten expresszalodik. A CCA1l és az LHY fehérje
altal felismert DNS motivum az AAAATCT vagy az AAATATCT szekvencia; ez utdbbi
szekvencia tipust ,.esti elemnek” (EE = evening element) nevezziik, mivel olyan gének
promoterében azonositottak, amelyek cirkadian kifejezddése este éri el maximumat (Harmer
¢s mtsai, 2000). A CCAl és LHY transzkripcids faktorok specifikusan kotddnek ezen
elemeket tartalmazé promoterekhez és résztvesznek a génexpresszid szabalyozasdban. A
CCAI és az LHY gén expresszidja a cirkadian ora szabalyozasa alatt all: az mRNS és fehérje

akkumulaci6 ritmusdnak maximumat reggeli fazisban (ZT1) mérhetjik. A CCA1/LHY gének
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kifejezédése fénnyel indukalhatd, ami arra utal, hogy ezek a molekulak esetleg részt vesznek
az oOra fazisanak fényindukalt atallitasaban (phase resetting).

A két gén barmelyikének tultermelése szdmos cirkadian o6ra altal szabélyozott
folyamat aritmidjat okozza (Wang és Tobin, 1998; Schaffer és mtsai, 1998). Az aritmia
sOtétben és fényben egyarant megfigyelhet6. A CCALl ill. LHY fehérjét taltermelé novények
késon viragoznak, és hipokotiljuk is hosszabb, mint a vad tipusu novényeké. A két gén
barmelyikének funkcidvesztéssel jar6 —mutdcidja ugyanazon cirkadidn ritmusok
periddushosszanak rovidiilését okozzak, valamint korai virdgzast és hipokotilhossz rovidiilést
eredményeznek a mutans ndvényekben (Green €és Tobin, 1999; Mizoguchi és mtsai, 2002).

Ezen eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy az LHY és a CCAl fehérje
nagyon hasonld szerepet tolt be a ndvényi cirkadidn szabdlyozdsban. A két protein
abundanciajanak megvaltozasa tobbé-kevésbé ugyanazon cirkadidn miikodési zavarokhoz
vezet, ami arra utal, hogy koztiik funkcionalis redundancia all fent. Ezt megerdsiteni latszik,
hogy a novényekben egyikiik hidnya sem okoz aritmiat, mig az [hy/ccal kettds mutans
novények allandd fényben és allando sotétben is aritmidssa valnak (Alabadi és mtsai, 2002;
Mizoguchi és mtsai, 2002; Carré és Kim, 2002). Habar az aritmia 4llandé koriilmények kozott
nem azonnal, hanem csak bizonyos id6 elteltével alakul ki, mégis, a kétféle mutaciot hordozéd
novények cirkadian fenotipusa sokkal erdteljesebb az egyedi mutansokban megfigyeltnél.

A funkcionalis redundancia nem 1j keletli jelenség a cirkadian szabalyozasban: az
emlésokben megtalalhatd mPER1, mPER2 ¢és mPER3 (PER = PERIOD), ill. a
CRYPTOCHROME 1 (CRY1) és CRYPTOCHROME 2 (CRY2) fehérjék is hasonlé modon,
részben atfedd funkciot latnak el a cirkadian 6ra miikédésében (Panda és mtsai, 2002; Chang
¢s Reppert, 2001). Tudjuk, hogy az oszcilladtor elemek minden leirt 6ramodellben negativ
visszacsatolas révén szabalyozzak onmaguk kifejezddését (lasd 2.4. fejezet, oszcillator elem
definicio) (Dunlap, 1999). Mivel az LHY ¢és a CCA1 fehérjék negativan szabalyozzak sajat
transzkripcidjukat (Kim ¢és mtsai, 2003; Wang ¢és Tobin, 1998) és a hidnyuk, vagy
tultermelésiik erds cirkadian fenotipus kialakulasdhoz vezet, valdszinli, hogy a CCAI és az
LHY is a kozponti oszcillator mechanizmus eleme.

A ndvényi kozponti oszcillator mikddése azonban feltételez legaldbb még egy
orafehérjét, amely aktivitasdnak maximuma - szemben az LHY és CCAIl génnel - az esti
idészakra tehetd, és mitkddése révén bezarja a negativ visszacsatoldsos szabalyozokort. Az
oszcillator harmadik eleme a 7OC! gén ill. fehérje, amit egy rovid periodust okozo cirkadidn

ora mutacio térképezése soran azonositottak (Somers és mtsai, 1998a; Strayer és mtsai, 2000).
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A TOCI1 fehérje hasonlit a bakterialis két-komponenst jelatviteli rendszerekben
talalhaté un. ,response regulator” (RR) fehérjékhez (Mizuno, 1998). A kétkomponensi
jelatviteli folyamat tulajdonképpen egy tobblépcsds foszforillaciés mechanizmus, amely soran
egy kiils6 jel hatdsara egy szignaltranszdukcios folyamat indul el. A kétkomponensti rendszer
szenzor fehérjéje egy hisztidin kindz, amelynek bemeneti (,,input”) doménje érzékeli a
kornyezetébdl szarmazd jelet és elindit egy autofoszforillaciés mechanizmust. Ennek
kovetkeztében a szenzor fehérje transzmitter doménjében foszforillalodik egy konzervalt
pozicioban elhelyezekedd hisztidin. A foszfor csoport ezutan attevédik a két-komponensii
rendszer masik elemére, a valasz-szabalyozd (,response regulator”) fehérje fogadd
»receiver’) doménjének konzervalt aszparaginsav oldallancara. A fogadd domén
foszforillaltsagi allapota hatdrozza meg a ,;response regulator” fehérje kimeneti (,,output™)
doménjének az aktivitasat (Stock és mtsai, 2000). A TOCI fehérjében hidnyzik az RR
fehérjékben megtalalhato, foszforillalodo, konzervalt aszparaginsav, igy a TOC1 fehérjét
PSEUDO RESPONSE REGULATOR 1-nek (PRR1) is nevezik. A fehérje a C-termindlis
végen tartalmaz még egy ismert, un. CONSTANS, CONSTANS-LIKE, TIMING OF CAB 1
(CCT) motivumot, amely a CONSTANS fehérjecsalad tagjaiban taldlhaté meg (Robson és
mtsai, 2001). A CCT motivum hozzéavetdleg 45 aminosavbdl allo proteinszakasz, amely
bazikus aminosavakban gazdag, ¢s az N-terminalis végen tartalmaz egy olyan szekvenciat,
amely nukleéris lokalizacios szignalként funkciondlhat.

A TOCI (PRR1) egy 5 elembdl allo géncsalad tagja; a csalad tobbi elemét a késdbbiek
soran mutatom be. A foc/ mutans ndvényekkel végzett kisérletek eredményei alapjan
megallapitottak, hogy a TOCI fehérjének kettds szerepe van: részt vesz a fényjel oszcillator
felé torténd kozvetitésében ill. integralasdban, és fontos szabalyozd funkcidja van a korai
fotomorfogenezisben is (Somers €s mtsai, 1998a; Mas és mtsai, 2003). A TOC1 fehérje voros
fényben esszencialis eleme a kozponti oszcillatornak, mig kék fényben a megfeleld
periodushossz ill. amplitaidé fenntartdsdban fontos. A mutdnsban megvaltozik a
hipokotilmegnyulds fényfiiggd szabalyozéasa, valamint a mutdcio hatasara a ndvények mind
hosszu, mind rovid nappalon kordbban virdgoznak, mint a vad tipusi névények. Ez utobbi
fenotipus a viragzas fotoperiodikus szabalyozasanak zavarat tiikrozi. A cirkadian 6ra altal
szabalyozott ¢lettani folyamatok kozott kiemelkedd jelentdségili a nappalok hosszanak
szezondlis  (évszakfliggd) valtozdsdra adott valaszreakciok Osszessége, azaz a
fotoperiodizmus, amelynek novényekben az egyik legszembetiindbb formdja a viradgzas
indukcidja a nappalok hossziusaganak megvaltozasaval. Az Arabidopsis egy fakultativ

hosszunappalos novény, amely hosszinappalon (16 6ra fény/8 o6ra sotét) hamarabb viragzik,
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mint révidnappalon (8 éra fény/16 ora sotét). A rovidnappalon, nem induktiv koriilmények
kozott észlelt korai virdgzas altaldban arra utal, hogy a novény fotoperiodikus szabalyozasi
folyamatai sériiltek.

A TOCI gén kifejezédése cirkadian ritmust mutat, esti (ZT13) maximummal (Strayer
¢s mtsai, 2000). Promoterének szekvencia analizise kimutatta, hogy tartalmaz egy un. ,.esti
sziikséges (Alabadi és mtsai, 2001). Az Alabadi és munkatarsai altal elvégzett in vitro DNS-
kot vizsgalat kimutatta, hogy a CCAl és az LHY képes a TOC!I promoteréhez kotddni.
Megfigyelték, hogy a CCALl ill. LHY fehérjét taltermeld novényekben a TOCI mRNS szintje
nagyon alacsony, amibdl arra kovetkeztettek, hogy a novényekben az LHY/CCAI1
kozvetleniil gatolja a TOC| transzkripcidjat. A focl-1 mutans ndvényekben az LHY és CCAI
joval alacsonyabb szinten fejezddi ki, mint vad tipusu novényekben, ami amellett sz6l, hogy a
TOCI1 pozitiv regulatora a két MYB fehérje kifejez6désének (Alabadi és mtsai, 2001).

Az Arabidopsis cirkadian oOra oszcillatoranak legegyszerlsitett modellje a fent
expresszidjanak maximumat reggel, a fényfazis kezdete utan koriilbeliil 1 6raval (ZT1) éri el.
Az mRNS-r6l a citoplazmaban képz6dé fehérjék visszajutnak a sejtmagba és ott
hozzakapcsoldodnak a TOCI gén promoter szekvencidjahoz, ahol a TOCI gén kifejezédését
gatoljak. Magas CCA1/LHY szint (ZT1) mellett tehat a TOC1 gén kifejezddése igen alacsony
szintre esik vissza. Ennek kovetkeztében a TOC1 fehérje szintje is csokkenni kezd a sejtben.
Mivel a TOC1 fehérje pozitivan szabalyozza a CCAI/LHY gének kifejezodését, ezért a
csokkend TOC1 szint eredményeként a CCAI/LHY gének expresszidja fokozatosan csdokkenni
kezd. A TOCI fehérje nem kozvetleniil szabalyozza a két MYB faktor kifejez0dését, mivel
nem képes DNS kotésére. A CCA1/LHY fehérjék szintjének csokkenése eredményeként
napkozben a TOCI gén felszabadul a represszid aldl és estére (ZT13) eléri a maximalis
expresszios szintjét. Ennek eredményeként a két MYB fehérje szintje fokozatosan emelkedni
kezd, hogy reggelre, amikor a TOC1 fehérje szintje mar lecs6kkent, Gjra nagy mennyiségben
legyen jelen a sejtekben. Ezzel a 1€péssel a szabalyozd kor bezarul és egy ujabb 24 6rés ciklus
veszi kezdetét.

Az CCAI/LHY ¢és TOCI gének ¢és fehérjetermékeik részvételével 1étrejott
visszacsatolasos szabalyoz6 kor dnmagaban nem elegendd a kozel 24 6ras periodushosszi
ciklusok kialakitasahoz, mivel egyéb szabalyozo 1épések hijan a szabalyoz6 kor néhany ora
alatt végig futna. A napi ritmus létrehozasdhoz szamos késleltetd mechanizmusnak, tovabbi

csatolt szabalyoz6 koroknek kell beépiilnie - a kutatdsok mai eredményei alapjan — a
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2.3. abra. Az Arabidopsis cirkadian ora modellje (Salomé és McClung, 2004)

A TOCI, LHY és CCAI mRNS és fehérje mennyisége napi oszcillaciot mutat. A TOCI maximalis kifejezodése
este (ZT13), mig az LHY és CCAIl maximuma a fényszakasz kezdetén (ZT1) mérhetd. Az LHY ill. a CCAl a
TOC1 gén promoterében talalhatd esti elemhez kapcsolodik, ahol a TOC! expressziot gatoljak. Reggel tehat,
amikor az LHY és CCA1 fehérjébol sok van a sejtben, a TOC1 fehérje szintje nagyon alacsony. Estére a LHY és
CCA1 fehérjék mennyisége a sejtben lecsdkken, a TOC! gén felszabadul a represszio alol, és a sotét fazis elején
eléri a maximalis expresszios szintet. A visszacsatolasi kor pozitiv szabalyozo elemeként az éjszaka folyaman a
TOCI1 aktivalja az LHY és CCAI expresszidjat, melynek kovetkeztében reggelre ismét megemelkedik az
LHY/CCALI fehérje mennyisége a sejtben. Ezzel a kb. 24 6ras oszcillacios kor bezarul és egy ujabb ciklus
kezdddik. A fitokromok (PHY) és kriptokromok (CRY) az o6ra fénybeallitasaban jatszanak szerepet. A lehetséges
modell szerint a fotoreceptorok fény hatasara aktiv formaba keriilnek, majd transzkripcios faktorokkal (PIF =
PHYTOCHROME INTERACTING FACTOR; PIL = PIF-LIKE) kapcsolddva indukaljak a CCAI és az LHY
kifejez6dését. Az Az EARLY FLOWERING 3 (ELF3) és a GIGANTEA (GI) fehérje a megfeleld szintli LHY és
CCA1 génexpresszidhoz sziikséges. A CASEIN KINASE 2 (CK2) a CCALl aktivitasat foszforillacion keresztiil
szabalyozza. A ZTL fehérje a TOCI1 degradaciojat iranyitja, amely a sotét fazisban folyik nagyobb sebességgel.
Az abra fehér szektora a fényszakaszt, a sziirke szektora a s6tét fazist mutatja. Az dbra kdzpontjadban lathat6 éra

a ZT id6t mutatja: ZTO a sotét-fény atmenet idépontjat, ZT12 a fény-s6tét atmenet idejét jeloli.

feltételezett kdzponti oszcillatort alkotd 3 molekula kdlcsonds szabalyozasi mechanizmusat
magaba foglal6 negativ visszacsatolasi korbe.

Az egyik ilyen késleltetd mechanizmus az orafehérjék mitkodésének szabalyozéasa
poszt-transzlacidés modositason keresztiil. A CASEIN KINASE 2 (CK2) fehérjérdl kimutattak,
hogy képes a CCA1 fehérjét foszforillalni (Sugano és mtsai, 1998; 1999). A CK2 fehérje
egyik alegységének tultermelése a ndovény cirkadian ritmusainak peridédushosszaban erésebb
rovidiilést okoz, mint maga a CCA/ gén mutacioja. A CCAl intenzivebb foszforillacidja
mellett tehat a sejtben csokkent CCA1 funkcio jeleit tapasztalhatjuk. A csokkent CCALl
miikddést magyarazhatja a CCAl fehérje degradacidjanak felgyorsuldsa azaltal, hogy a
foszforillacié kovetkeztében a molekulak kijelolédnek a degradaciora. Ezt alatdmasztja, hogy
cirkadian oszcillator kulcs komponensének, a FREQUENCY (FRQ) fehérjének a
foszforillaltsagi allapota is egyértelmiien kihat a molekula stabilitdsara (Yang és mtsai, 2003).

A szintén Neurospora 6raclem, a WHITE COLLAR 1 (WC-1) fehérje hiperfoszforillalodasa

crer

crer

fontossagal bir a kozel 24 o6ras cirkadian oszcillacid kialakitdsdban. A TOC1 degradéciojat
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egy F-box fehérje, a ZEITLUPE (ZTL), fényfiiggé modon iranyitja (Més és mtsai, 2003;
bdvebben lasd a 2.5.2.1. és az 5.11. fejezetekben).

A cirkadidn szabdlyozdsban miikodd6 EARLY FLOWERING 3 (ELF3) ¢és
GIGANTEA (GI) fehérjékrol bebizonyitottak, hogy nélkiilozhetetlen szerepiik van a kora
reggel megfigyelhetd magas LHY és CCAl expresszio kialakitdsaban (Doyle és mtsai, 2002).
Az ELF3 ¢és a GI, a TOCI génhez hasonloan, a sotét fazisban fejezddik ki legmagasabb
szinten, szabalyozd szereplik tehat az éjszaka folyaman érvényesiil. Ezeknek a fehérjéknek a

szerepét részletesebben a kdvetkezd fejezetben ismertetem.

2.5.2. ,,Input”

A cirkadidn rendszer megfeleld miikodéséhez a belsd bioldgiai ora altal mért idének
azonos fazisban kell lennie az abszolut, kornyezetben mérhetd idével. Ennek hidnydban a
novény elveszti mindazon adaptiv elényoket, amelyekhez a cirkadidn szabalyozas révén jut. A
cirkadian ritmusok periddushossza nem pontosan 24 O6ra, ezért az oOra fazisa rendszeres
korrekciora szorul. A cirkadian ora és a kornyezetben mért id6 szinkronizacidja a
természetben minden egyes nap, a bioldgiai ora Gjra és Gjra torténd beallitasaval (,,resetting’)
valosul meg. Az 6ra bedllitasdban ritmikusan valtoz6 kornyezeti paraméterek vesznek részt; a
két legfontosabb bedllitd tényezd a fény és a hdmérséklet (Edmunds, 1988; Roenneberg ¢s
Foster, 1997). Az 6ra beallitdsa molekularis szinten azt a folyamatot jelenti, amely sordn a
kornyezeti jel hatdsara valamely kdzponti 6raclem mennyisége vagy aktivitdsa a ciklus egy
adott pontjan ugy valtozik meg, hogy az igy kialakult egyenstlyban az oszcillator a ciklus egy
masik pontjara jellemzd allapotba kertil (Crosthwaite, és mtsai, 1995). Ezek eredményeként a

cirkadidn ora fazisa megvaltozik és az ora az 0j fazisban oszcillal tovabb.

2.5.2.1 A cirkadian ora beallitasa fénnyel

A ndvényi cirkadian ora és a fény kapcsolata nagyon specialis. Az ecetmuslica, egér és
Neurospora oszcillatoranak miikddése folyamatos fényben ledll, a kékalgak o6rdja konstans
sotétben felfliggeszti miikodését, mig a novények cirkadian 6rdja allandéd sotétben és allando
fényben is miikodik (Millar és Kay, 1991; Strayer és mtsai, 2000). Folyamatos fényben az
oszcillacio periddushossza nagyban fiigg az alkalmazott fény mindségétdl és mennyiségétdl,
igy a megfeleld fazis kialakitdsa mellett a fény ,input” folyamatok az oszcillacid

sebességének bedllitdsdban is igen fontos szabalyozd szerepet jatszanak. A fény ,,input”
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folyamatokban résztvevd fotoreceptorokat elsdként ndvényekben azonositottdk (Somers és

mtsai, 1998b).

A fotoreceptorok szerepe a fény ..input” folyamatokban

A fény érzékelésében a novényekben specidlis receptorfehérjék vesznek részt. A
novényi fotoreceptorokat fényelnyelésiik, illetve hatasspektrumuk alapjdn 3 nagy csoportba
osztjuk (Chen és mtsai, 2004):

1. A voros/tavoli voros fény érzékelésében résztvevo fitokromok.
2. Az UVA ¢és kék fény tartomanyban elnyeld kriptokrom és fototropin fotoreceptorok.

(Cashmore és mtsai, 1999; Lin és Shalitin, 2003; Briggs és mtsai, 2001a; Lin, 2002)

3. UVB fotoreceptorok (Jansen, 2002).

A cirkadian 6rat bedllitd fényimpulzus érzékelésében a fitokrom ¢és a kriptokrom

fényreceptorok szerepe bizonyitott (Somers ¢s mtsai, 1998b; Yanovsky és mtsai, 2001).
A fitokromok két, spektroszkopiai szempontbdl kiilonb6zd forméaban léteznek (Schifer és
Bowler, 2002): a biologiailag inaktiv, Gn. P, formaban ¢és az aktiv Py formdban. A fitokromok
P, formaban szintetizdlodnak, amelynek elnyelési maximuma a vords hulldmhossz-
tartomanyban (Amax=660 nm) van. A foton elnyelésével a molekula szerkezete megvaltozik,
kialakul a biologiailag aktiv, un. Pgi forma, amely a fényindukalt jelatviteli utak
kiindulopontja. Ennek a forméanak az abszorpciés maximuma a tavoli-vords hulldmhossz-
tartomanyba esik (Amax=730 nm), és tavoli vOords fény elnyelésével visszaalakul P, formava,
azaz inaktivalodik (reverzibilis konverzio). A fitokromokat kodold géncsaladnak
Arabidopsisban 5 tagja van, amelyek a PHYA,B,C,D,E nevet kaptak (Sharrock és Quail, 1989;
Clack és mtsai, 1994). Az egyes gének altal kodolt fehérjék nagyon hasonlitanak egymadsra,
szerkezetiik, doménjeik is megegyeznek, de a koztiik meglévo kiilonbségek eltérd funkciokkal
ruhazzak fel 6ket. A PHYA az egyetlen un. I-es tipusu fitokrom Arabidopsisban. Az I-es
tipust fitokrémokra jellemzd, hogy fényben instabilak, gyorsan elbomlanak, igy legnagyobb
mennyiségben a sotétben csirdzo (fold alatti) és sotétben nott, etiolalt ndvényekben talalhatd
meg (Furuya, 1989; Furuya és Schéfer, 1996). E tulajdonsagok egyértelmiien meghatarozzak
a PHYA funkciojat: els6sorban a csirazas meginditasaban jatszik szerepet, illetve nagyon
alacsony fényintenzitdson a de-etiolacio (z6ldiilés) szabalyozasaban vesz részt. A Il-es tipusu
fitokrémkészletet Arabidopsisban a tobbi (PHYB-E) gén terméke alkotja. Ezek a fehérjék
fényben stabilak (Furuya, 1989; Furuya és Schifer, 1996), a zold novények domindns

fitokromjai, ¢és tobbek kozott a de-etiolacid folyamatat, a szar megnyulédsat, az
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arny¢kelkeriilést és a viragzast szabalyozzak. Az etiolalt novények legabundansabb, voros
fény érzékelésért felelds fotoreceptora a PHY A, mig a fényen nétt névényeké a PHYB.

A kék fényt és UVA tartomanyt érzékeld fényreceptorok koziil Arabidopsisban négyet
azonositottak: CRY1, CRY2 (kriptokromok), PHOT1, PHOT?2 (fototropinok), amelyek koziil
a fototropinok nem jatszanak szerepet a cirkadian ora fényérzékelésében. A kriptokrom
fotoreceptorok elsésorban a kék/UVA fény-medialt fotomorfogenikus valaszreakciok (pl. de-
etiolacio, viragzas, fényindukalt génexpresszio) kivaltasaban jatszanak szerepet (Cashmore és
mtsai, 1999; Lin ¢s Shalitin, 2003). Kék fény hatasdra a CRY2 mennyisége csokken, mig a
CRY1 fehérje szintje nem valtozik, ennek megfeleléen CRY2 szerepe alacsony, mig a CRY1-
¢ inkabb magasabb fényintenzitason fontos.

A fényérzékelés elsd 1épéseként a fotoreceptorok aktivalodnak, ami elinditja az
»input” jelatviteli mechanizmust, amelyen keresztiil a kdrnyezet fényviszonyair6l szdrmazé
informacié eléri a kozponti oszcilldtort. Az oszcillatorban ennek hatasara bekovetkezd
valtozasok eredményeként az oszcillacio fazisa megvaltozik (,,phase resetting”). A
fotomorfogenezis sordn aktivalodo fényindukalt jelatviteli folyamatokrol igen sok informécio
all rendelkezéstlinkre (Quail, 2002), am a cirkadian ora fény ,,input” folyamatait, a kiindulasi
1épésen tul (fotoreceptor aktivacid), nem igazan ismerjik. Feltehetd, hogy az ora a
fotomorfogenezisben résztvevd jelatviteli lancokkal ill. szignaltranszdukcidés molekuldkkal
részben atfedd utakat ill. elemeket hasznal (Yanovsky és mtsai, 2001), az e téren gylijtott
adatok azonban igen hianyosak.

Novényi fotoreceptor mutansok (phyA, phyB, cryl, cry?) illetve ezek kettds, harmas és
négyes mutans kombindacidinak vizsgalata soran sikeriilt meghatarozni, hogy ezek a
fotoreceptorok milyen hulldmhossza fény érzékelésével vesznek részt az ora fény ,,input”
folyamataiban (Yanovsky és mtsai, 2001). A kisérletek sordn a fény/sotét ciklusokon nevelt
novényeket folyamatos, gyenge fényre helyezték gy, hogy az utolsé sotét fazis ideje alatt a
novények egy része kiilonb6z0o fénykezeléseket kapott. Vad tipusu ndvényekben a
fénykezelések hatasara az ora 0j fazisra allitodik at. Ezutan a kiilonb6z6 muténs és vad tipusu
ndvényekben a levélmozgéas szabadon futd ritmusat kdvették nyomon tobb napon keresztiil,
majd a fénykezelt novények cirkadian fazisat Osszehasonlitottdk a nem kezelt, kontroll
novényekével. A kisérletek kimutattak, hogy a PHY A fotoreceptor a tavoli vords- és kék fény
érzékelésében, a CRY1 és CRY2 a kék fény érzékelésében, a PHYB pedig a vords fény
érzékelésében, ill. a jel ora felé torténd tovabbitdsdban vesz részt. Vords fény hatdsara a

phyA/phyB dulpa mutians ndvényben a vad tipuséhoz képest csokkent, de még mindig jelentds
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faziscsuszast figyeltek meg, ami arra utal, hogy tovabbi fotoreceptorok (PHYC-E) is részt
vesznek az ora vords fény bemeneti jelének érzékelésében.

A szabadon fut6 cirkadidn ritmus periddushossza a fény intenzitdsdnak novelésével
csokken (Aschoff szabaly; Aschoff, 1979). Fotoreceptorok hidnydban a ndvények nem
képesek bizonyos hullamhossztartomanyok érzékelésére, igy a fotoreceptorok mutacidja a
novényekben a fényintenzitas csokkenéséhez hasonld hatassal van az o6ra mikodésére. A
fotoreceptor mutdnsok dallando fényben torténd vizsgalatakor a szabadon futd ritmus
peridodushosszdnak megvaltozasat figyelhetjiik meg. Somers és munkatarsai egy lumineszcens
riporterkonstrukcid segitségével kiilonboz6 fotoreceptor mutans novényekben kovették
nyomon a CAB2 gén cirkadidn expressziojat. A kisérletben alkalmazott riportergén a
szentjdnosbogar luciferaz (LUC) enzimjét kodold gén volt, amelyet a CAB2 gén
promoterszekvencidja utan épitettek be a riporterkonstrukcioba. A LUC riportergén
alkalmasnak bizonyult a génexpresszio valos idejli, transzkripcios szintli vizsgalatara, mivel a
gén altal kodolt fehérje néhany katalizalt reakcio utan gyorsan lebomlik. A luciferaz altal
irdnyitott reakcid konnyen kimutathaté végterméke a lumineszcencia, amely €16, intakt
novényekben teszi lehetévé a génkifejezddés nyomon kovetését, hosszabb idon keresztiil.
Somers és mtsai (1998) kimutattak, hogy alacsony intenzitasu vords és kék fényben a phyA
mutans novényekben a CAB2:LUC riportergén expresszid cirkadian ritmusanak
periddushossza - a vad tipusu hattérben megfigyelhetd ritmus periddushosszahoz képest -
megnd, mig erds vords fényben ugyanez a jelenség figyelhetd meg a phyB mutansokban. A
PHYB mellett tovabbi fitokromok vehetnek részt a voros fény ,,input” érzékelésében, mivel
novekvo fényintenzitas mellett — hasonléan a vad tipusu névényekhez - a phyB mutansban is
¢észlelhetd a fény periddushossz roviditd hatasa. Hasonld kisérletben, kék fény alkalmazasa
mellett, igazoltdk a CRY1 ¢és CRY2 fehérjék redundans funkciodjat a kék fény bemeneti jel
érzékelésében és tovabbitasaban.

A fent emlitett kisérletek bebizonyitottak, hogy a cirkadian o6ra fény ,,input”
mechanizmuséban tobb fotoreceptor egyiittesen vesz részt, szerepliik a megfeleld fazis ¢és
periodushossz kialakitdsdban redundans. Ezt tamasztja ald az a felismerés, hogy a
phyA/phyB/cryl/cry2 négyszeres mutans novény képes a kornyezetbdl szarmazd fényjel
tovabbitasara a cirkadian oszcillator felé (Yanovsky, 2000). Ez azért is érdekes tény, mivel ez
a mutans képtelen normalis fotomorfogenikus vélaszok kialakitdsara. Mig az egyedfejlodésre
specifikus folyamatok irdnyitasaban ez a négy fotoreceptor domindns szereppel bir, a
cirkadian ora fény ,,input” mechanizmuséaban valdsziniileg tovabbi fotoreceptorok (PHYC-E)

is részt vesznek. A fény ,,input” és az oszcillator kozti kétiranyu kdlcsonhatast szemlélteti az a
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tény, hogy a fitokrom és kriptokrom fotoreceptor gének (PHYA,B,D,E; CRYI,2) cirkadian
modon fejezédnek ki (Toth és mitsai, 2001), amely az o6ra fény ,,input” folyamatokkal
szemben mutatott érzé¢kenységének finom szabalyozasat teszi lehetdve.

Az eddig leirt kisérleti eredményeket dsszefoglalva megéllapithatjuk, hogy a ndvényi
cirkadian ora fény ,,input” mechanizmusaban a kovetkezd fotoreceptorok vesznek részt:

— a PHYA, CRY1 ¢és CRY2 redundans funkcioval rendelkeznek a kék fény jel
kozvetitésében;

— egyedil a PHYA képes a tavoli voros fény érzékelésére és a jel tovabbitisara az
oszcillator felé;

— a PHYA, PHYB, PHYD ¢s PHYE additiv modon a juttatja el a vords fény hatasait az
orahoz (Devlin és Kay, 2000).

A fent bemutatott eredmények mellett leirtak még, hogy:

— a CRY]1 jelenléte sziikséges a PHY A indukalt jelatviteli mechanizmusokhoz voros ill. kék
fényben (Devlin és Kay, 2000);

— aPHYB fehér fényben sziikséges a CRY2 funkcidjahoz (Maés és mtsai, 2000).

Az o6ra és a fény kapcsolata nem meriil ki a fény fazisra gyakorolt hatdsdban. Ismert
tény, hogy az 6ra a 24 oras ciklus soran maga is szabalyozza a fazist modulalé hatasokkal
szembeni érzékenységét. Mdas széval, a cirkadian o6ra a 24 o6ras ciklus folyaman nem
egyforman reagal a ritmust atallito fénykezelésekre: a szubjektiv hajnal el6tt adott
fényimpulzus a ritmus fazisat korabbra hozza (,,phase advance”), a szubjektiv este utan
alkalmazott fénykezelés a fazist késébbre tolja (,,phase delay”), mig szubjektiv nappal az 6ra
csak minimalis faziscsuszassal valaszol az orat beallitd fénystimulusra. A fénykezelés
hatasara kialakult 0 fazisnak a nem fénykezelt mintdk fazisdhoz képest (pozitiv ill. negativ
iranyba) mutatott eltérését a fénykezelés idépontjanak (ZT) fiiggvényében torténd
abrazolasaval az Un. phase response curve (PRC) megrajzolasa valik lehetévé (Johnson,
1990). Az 6ra fény altali beallithatosagadnak mértéke a nap folyaman cirkadian goérbe szerint
valtozik, mivel az Oora fazis-specifikusan gatolja a fénystimulusra adott valaszreakcid
erdsségét. Ezt a jelenséget ,,gating”-nek (kapuzd mechanizmus) nevezziik. A ,gating”
szabalyozasi mechanizmus azonban nemcsak az ora bedllithatosdganak érzékenységében
nyilvanul meg. Régota ismert, hogy a cirkadian 6ra altal szabalyozott gének egy része egyben
fényregulalt is, tehat a fény a fotoreceptorokon keresztiil, az orat kikeriilve kozvetlentil képes
ezeknek a géneknek az expresszidjat szabdlyozni. A fénynek ezt a gyors, kozvetlen hatasat

akut valasznak nevezzilk. A cirkadidn o6ra a ,gating” mechanizmus révén képes
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fazisspecifikusan gatolni a fényre adott akut valasz erésségét, azaz tulajdonképpen az oOra
fazisanak megfeleléen csokkenti, vagy noveli az adott folyamat fényérzékenységét. A gatlo

hatas tehat maga is cirkadidn ritmust mutat.

A fény ..input” jelatviteli lanc elemei

Habar a fény ,,input” elsd 1épésérdl, azaz a fényérzékelésben résztvevd receptorokrol
mar meglehetdsen sok adat 4ll rendelkezésiinkre, a fényreceptoroktdl az oszcillator felé indulod
jelatviteli lanc elemeit még nem sikeriilt egyértelmiien azonositani. Az eddig leirt fény
jelatviteli elemek koziil csak igen kevés szerepét vizsgaltak a cirkadian ,,input”
folyamatokban. A fotomorfogenezisben sériilt constitutive photomorphogenesis 1 (copl) és
de-etiolated 1 (detl) mutansok periddushossza allando sotétében rovidebb lesz (Millar és
mtsai, 1995), bar a COP1 ¢és DET1 hatdsmechanizmusat az 6raban nem ismerjiilk. A FAR
RED ELONGATED HYPOCOTYL 1 ¢és 3 (FHY1 és FHY3) hianyaban tavoli voros fénnyel
nem allithato at megfelelden az ora fazisa (Yanovsky és mtsai, 2000; 2001), igy ezen fehérjék
is nélkiilozhetetlenek az 6ra normalis mitkodéséhez.

A kriptokrom fotoreceptorok a sejten beliil konstitutivan a sejtmagban talalhatok (Guo
¢s mtsai, 1999; Cashmore ¢és mtsai, 1999), a fitokromok pedig fényfliggé mddon a sejtmagba
vandorolnak (Nagy és Schafer, 2000). Ezek a megfigyelések arra engednek kovetkeztetni,
hogy a fényindukalt jelatviteli folyamatok korai 1épései a sejtmagban jatszodnak le, ahol a
fotoreceptorok kozvetlenill, vagy jelatvivd molekuldkon keresztiil szabalyozhatjadk a
fényregulalt gének kifejezddését. A fitokromok altal szabalyozott folyamatok egyik
legfontosabb eleme valoban a génexpresszio kozvetlen szabalyozasa transzkripcios faktorok
kozremiikddésével. Erre bizonyitékot a fitokromokkal kdlcsonhatd fehérjék keresése soran
talaltak. Az elsdként azonositott fitokrom B-vel kolcsonhato fehérje a PHYTOCHROME
INTERACTING FACTOR 3 (PIF3) volt (Ni és mtsai, 1998). A PIF3 egy bHLH tipusu
transzkripcids faktor, amely az aktiv fitokrém molekuldval kapcsoldodva kotddik szamos fény-
indukalt gén promoterében talalhatd, un. G-box szekvencidhoz, és szabéalyozza ezeknek a
géneknek a kifejez6dését (Martinez-Garcia és mtsai, 2000). Ilyen G-box elem talalhaté a
CCAl ¢és LHY oragének promoterében is, amelyekhez a PIF3 szintén kapcsolodni képes.
PIF3-antiszensz ndvényekben (amelyekben a PIF'3 mRNS szintjét antiszensz konstrukcioval
csokkentették) az LHY és CCAI gének fényindukcidja erésen csdkken, ami arra utal, hogy a

PIF3 fehérje in vivo koriilmények kozott szerepet jatszik a két oragén kifejezddésének

crer
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A fenti eredmények alapjan a cirkadian o6ra fény ,,input” mechanizmuséanak leirasara a
kovetkezd modell vazolhatd fel: voros fény hatdsara a PHYB aktiv konformécidba keriil,
bejut a sejtmagba, ahol az LHY/CCAI promoterhez kotott PIF3 transzkripcids faktorhoz
kapcsoladik; az igy 1étrejott (PIF3 homodimerbdl és PHYB-bdl 4l10) transzkripcids aktivator
komplex indukélja az LHY és CCAI gének expresszidjat, ennek eredményeként a sejtben
megemelkedik az LHY és CCA1 fehérje szintje és az 6ra fazisa atallitodik. A modellbdl az
kovetkezik, hogy a PIF3 funkcioja nélkiilézhetetlen az éra fény ,,input” folyamataban. Ennek
azonban ellentmondanak azok a kisérleti eredmények, amelyek szerint a PIF3 tultermelése ill.
funkcidvesztéssel jar6 mutacidja nem valtoztatja meg a cirkadidn ritmusok periédushosszat,
¢€s az oOra vOros fénnyel torténd beallithatdosaga is normadlis marad (Viczian és mtsai, 2005).
Ezen felill a PIF3 transzkripcidja csak igen alacsony amplitidoja cirkadian ritmust mutat.
Ezen eredményeket tekintve megéllapithato, hogy a PIF3-nak nincs jelentés szerepe az ora
miikodésében, ez azonban nem zarja ki annak lehetdségét, hogy a fotoreceptorok a
sejtmagban mas transzkripcidés faktorokkal kapcsolodva szabalyozzak a CCAI1/LHY
oraelemek kifejez0dését, ami az ora atallitdsat kezdeményezi (Yamashino és mtsai, 2003). Ma
még azonban nem ismert, hogy az oszcilldtor mechanizmus mely folyamata reagal elsdként a
bedllito jelre, azaz melyik o6raclem mennyiségének vagy aktivitdsanak kornyezeti jel hatasara
torténd megvaltozasa okozza az ora fazisdnak atallitasat.

A ndvényi cirkadidn rendszer elemeinek keresése soran tobb olyan oraelemet is
azonositottak, amelyeknek az ordban betdltott szerepe és pontos helye nem ismert. Mutans
fenotipusuk alapjan legvalosziniibb, hogy ezek az elemek az oszcillatort a fény ,,input”
folyamatokkal 0sszekotd oldalon talalhatok, ezért ismertetésiikre itt kertil sor.

A ZEITLUPE (ZTL) egy harom tagbol allo fehérjecsalad egyik eleme, amelynek
tovabbi tagjai a LOV KELCH PROTEIN 2 (LKP2) és FLAVIN-BINDING, KELCH
REPEAT, F-BOX 1 (FKF1). A fehérjék harom olyan funkciondlis doménnel rendelkeznek
(Light, Oxigen, Voltage (LOV) domén, F-box motivum ¢s ,.kelch repeat” domén), amelyek
egyediilallo, egy molekuldn beliili kombinacidja a fehérjék potencialis funkciojat sejteti. A
LOV domént korabban olyan proteinekben azonositottak, amelyek kiilsé kornyezeti tényezdk
— fény, redox allapot ill. fesziiltség — érzékelésében vesznek részt. A LOV domén a Period-
ARNT-Sim (PAS) fehérjemotivum egyik altipusa (Somers, 2001), a késébbiek soran ezért a
ZTL fehérje LOV/PAS doménjeként fogom targyalni. A kiilonb6zd fehérjékben eléfordulod
PAS doméneknek legalabb két fo tipusat kiilonboztetjiik meg: egyik tipusa protein-protein
kolcsonhatasok kialakitdsdban vesz részt, masik formaja a kornyezeti jelek érzékelésében

jatszik szerepet (Crews ¢€s Fan, 1999). Ez utobbi csoport ismert tagjai az Arabidopsis
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fototropinok, amelyek a LOV doménen keresztiil flavin-mononulkeotidot (FMN) kotnek. A
fototropinok kék fény fotoreceptorként miikddnek, és a LOV doménen kotott FMN a fehérje
kromoforjaként funkcional (Christie és mtsai, 1999; Briggs és mtsai, 2001b). Az F-box
motivumot olyan fehérjékben talaltdk meg, amelyek az in. SCF (Skp1—-Cull-F-box)-protein-
fehérjék a proteolizis célfehérjéinek felismerését, kotését és a degradacidos komplex mas
elemeihez torténd kapcsolasadt végzik, igy Dbiztositjadk a degradaciés folyamat
szubsztratspecificitasat. A ,kelch repeat” allati fehérjék széles korében eléforduld motivum,
amelynek elsédleges feladata fehérje-fehérje kolesonhatdsok 1étrehozasa (Adams és mitsai,
2000). A ZTL géncsalad tagjai altal kodolt fehérjék feltételezett funkcidja tehat fehérjek

A ZTL gén muticidja a cirkadian ritmusok peridodushosszanak novekedését okozza
(Somers ¢s mtsai, 2000). A mutans cirkadian fenotipusanak megnyilvanulasa a fényintenzitas
fliggvényében valtozik, ami arra utal, hogy a ZTL a fény ,,input” jelatviteli lanc egyik eleme,
amely feltételezést megerdsiti az is, hogy a ZTL képes a PHYB és a CRY1 fotoreceptorokkal
Osszekapcsolodni (Jarillo és mtsai, 2001). A ZTL fehérje cirkadian szabalyozéasban betdltott
szerepét az ,,Eredmények” cimii fejezetben mutatom be részletesen.

Az FKF1 egy, a CONSTANS (CO) fehérje kifejezodését gatld transzkripcios faktor
degradéciojat iranyitja (Imaizumi ¢és mtsai, 2005), amelyen keresztill a virdgzas
fotoperiodikus szabélyozasdban vesz részt. Az fkfl mutans novényben emellett a cirkadidn
ritmusok gorbéje is megvaltozik, tehat ez a fehérje is hozzajarul a normalis 6ramiikddéshez
(Nelson és mtsai, 2000).

AZ LKP2 fehérjérdl kimutattak, hogy élesztdben dsszekapcsolodik a ZTL, a TOC1 és
a PRRS fehérjével is, bar ezeknek a kdlcsonhatdsoknak az in vivo jelentdségérdl még nem
sokat tudunk (Yasuhara és mtsai, 2004). Az LKP2 taltermelése aritmiat okoz, hosszinappalon
fényszabalyozasa is (Schultz és mtsai, 2001).

Az early flowering 3 (elf3) és az early flowering 4 (elf4) mutansok rovidnappalon
koran viragoznak, ¢s fényben nevelve hosszabb a hipokotiljuk, mint a vad tipust ndvényeké
(Zagotta és mtsai, 1996; Doyle és mtsai, 2002; Khanna ¢és mtsai, 2003). Ez utobbi tény arra
utal, hogy az ELF3 és ELF4 pozitiv regulidtora a hipokotil elongécio fényszabalyozott
gatlasanak. Az elf3 ndvények allando fényben aritmidssa valnak (Hicks és mtsai, 1996), mig
sOtétben a vad tipushoz hasonl6 cirkadian ritmusokat mutatnak (Covington és mtsai, 2001).

ELF4 hianyaban, allandé kornyezetben, a vizsgalt cirkadian ritmusok peridodushossza egyes
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névényekben rovidebb, masokban hosszabb lesz, és a ritmus amplitidoja néhany ciklus alatt
nagymértékben lecsokken, majd aritmia 1ép fel. Az ELF3 és ELF4 fehérj¢k a CCA1 ill. LHY
oragének megfeleld szinten torténd kifejezddéséhez is sziikségesek (Doyle és mtsai, 2002).
Az ELF3 ¢és az ELF4 expressziojat a cirkadian ora szabdlyozza. Az ELF4 kifejezddése
emellett fénnyel indukalhatd. Az ELF3 és az ELF4 fehérje nem tartalmaz egyetlen ismert
funkcioval rendelkezé domént sem. Mivel az ELF3 funkcidjara csak fényben van sziikség, ez
az elem valoszinlleg az ora fény ,input” folyamatait szabdlyozza, bar pontos
hatasmechanizmusat még ma sem ismerjiik. Elesztd két-hibrid rendszer alkalmazisaval
kimutattak, hogy az ELF3 képes 0sszekapcsolodni a PHYB fotoreceptorral (Liu és mtsai,
2001), amely az elébbi feltételezést megerdsiti. Az ELF3 és ELF4 konstitutivan a sejtmagban
talalhatdo (Liu és mtsai, 2001; Khanna ¢és mtsai, 2003), ahol valoésziniileg a fitokrom-
szabalyozott génexpresszido jelatviteli elemeként részt vesznek a de-etiolacio, a
fotoperiodizmus, valamint a cirkadian 6ra fény ,,input” folyamatainak szabalyozasaban.
Megfigyelték, hogy az elf3 mutans cirkadidn oraja nem képes a CAB2 akut fényvalaszat
gatolni (sériilt a ,,gating” mechanizmus). A kutatok ezek alapjan arra a kdvetkezésre jutottak,
hogy folyamatos fényben az elf3-ban megfigyelt oOraledllas a fény ,,input” folyamatok
fazisspecifikus gatlasanak hidnyaval — azaz a ,gating” sériilésével — magyarazhato
(McWatters ¢€s mtsai, 2000). Az ELF3 tehat részt vesz az egyes fényregulalt folyamatokat éré
fény mennyiségének a 24 oras ciklus sordn torténd szabalyozdsiban (gating), amely egyfajta
védomechanizmusként szolgadl az orat a nem megfelelé idében éré fény kedvezdtlen
hat4saival szemben.

A GIGANTEA (GI; Fowler és mtsai, 1999; Park és mtsai, 1999) egy sejtmagi fehérje
(Huq és mtsai, 2000), amelynek nincs ismert funkcioval rendelkezé doménje. A GI mRNS és
fehérje mennyisége napi ritmust oszcillaciot mutat, maximuma esti idépontban mérhetd. A gi
mutans névényekben az LHY és CCAI gének kifejezodése erdsen csokkent, ami arra utal,
hogy a GI a megfeleld LHY ¢és CCA1 szint kialakitasaban jatszik szerepet. A GI részt vesz a
viragzas fotoperiodikus indukcidjaban, amelyre a gi mutans hosszu nappalon mutatott eltérd
viragzasi idejébol kovetkeztettek (Park ¢€s mtsai, 1999), valamint szerepe van a
fotomorfogenezis egyes PHYB altal iranyitott folyamatainak szabalyozasaban is (Huq és
mtsai, 2000). A kiilonb6z0 gi mutansok vizsgalata kimutatta, hogy a GI fehérje szerepe a
cirkadian ritmusok amplitidojanak és periodushosszanak szabalyozasaban van. Mivel a GI
kiilonb6zé mutacioi nem okoznak aritmiat (Park és mtsai, 1999), valamint a GI fontos
szerepet jatszik a voros fény indukalt jelatviteli folyamatokban, ezért lehetséges, hogy a GI a

fény ,input” folyamatok egyik utols6 elemeként résztvesz az oszcillatorelemek
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kifejez6désének fényfiiggd moddositdsaban. A rendelkezésre 4ll6 adatok fényében
valoszinlsithetd, hogy a GI egy, az oszcillaitorhoz kapcsolodd szabalyozohurok része,
amelyen keresztiil az ora regulalja a GI gén kifejez6dését (azaz a GI kifejezddése egyben
»output” is), a GI pedig pozitivan szabalyozza a CCAI és LHY 6ragének - valamint 6nmaga —
expressziojat.

Az ELF3, ELF4 ¢és GI fehérjék kozel azonos fazisban fejezddnek ki legnagyobb
mennyiségben; cirkadian expresszidjuk maximuma este, a TOC1 kifejez6dés maximumaval
egy idOben figyelheté meg. Mind a négy fehérje sziikséges a megfeleld szinti CCA1 és LHY
expressziohoz, bar pontos hatdsmechanizmusukat nem ismerjiik, és nem tudjuk, milyen
funkcionalis kapcsolat van koztiik.

A TOC1 (PRR1) fehérje mellett még négy hasonld szerkezetli fehérjét azonositottak
Arabidopsisban, amelyek a kovetkezok: PRR3, PRRS5, PRR7 és PRRY. Mind az 6t fehérje
cirkadian médon fejezédik ki. A PRR9 mRNS felhalmozdédasanak maximuma reggel van,
majd ezt kdveti egymas utan hozzavetdleg 2-3 ora csuszassal a PRR7, PRRS5, PRR3 ¢és PRRI
(TOCI) mRNS akkumulaci6 maximuma (Matsushika és mtsai, 2000). A PRR gének
kifejez6désében tapasztalhatd transzkripcios kaszkad jelenség ellenére eddig semmilyen
bizonyitékunk nincs arra nézve, hogy az egyes PRR fehérjék barmilyen modon részt
vennének egymas kifejezddésének kozvetlen szabalyozéasaban.

Az 6t gén koziil egyediill a PRRY transzkripcidja mutat fényregulaciot: expresszidja
vords fénnyel a fitokrom-kozvetitett jelatviteli mechanizmuson keresztiil indukélhatod (Ito és
mtsai, 2003). A PRR fehérjék részt vesznek a virdgzas szabalyozasaban, a korai
fotomorfogenezis soran a csirandvények fényérzékelési folyamatdban, és szerepiik van a
cirkadian ora periddushosszanak bedllitasaban is (Makino és mtsai, 2001; Matsushika és
mtsai, 2002; Murakami-Kojima és mtsai, 2002; Sato ¢s mtsai, 2002; Kaczorowski és Quail,
2003; Ito és mtsai, 2003; Michael és mtsai, 2003; Yamamoto és mtsai, 2003; Murakami és
mtsai, 2004; Yashuara ¢s mtsai, 2004). A prr5 és prr7 mutansok hosszi nappalon késdbb
viragoznak, mint a vad tipusti névények. A PRRO9 fehérjét taltermeld ndvények a fotoperiodus
hosszatol fiiggetleniil kordbban virdgoznak a kontroll névényeknél, mig a PRR3-at taltermeld
ndvények hosszunappalon késon viragoznak. Voros fényben a PRRS, PRR7 és PRRY fehérje
pozitiv regulatora a fotomorfogenezis folyamatanak. Ezzel szemben a PRR3-at konstitutivan
nagy mennyiségben expresszald ndvények a de-etiolacid folyamatat tekintve vords fényre
hiposzenzitivvé véalnak, azaz a PRR3 negativ szabalyozé faktora a korai fotomorfogenikus
folyamatoknak. A cirkadian 6ra elemek akut fényvalaszdban a PRRS és a PRR7 is negativ

faktorként szerepel: hidnyukban a CCAI, LHY ¢és PRR9 gének fitokrom-kozvetitett
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fényindukcioja sokkal erésebb, mint vad tipusu ndvényekben. Az éraclemek fotoreceptor-
medialt akut fényvalasza az ora fény ,,input” folyamatanak alapvetd mechanizmusa lehet, igy
az 6raelemek akut valaszanak kialakitasaban résztvevo faktorok fontos elemek lehetnek az ora
fény ,,input” mechanizmusaban.

Az prr3,5,7,9 mutansok cirkadian fenotipusa gyenge, altaldban a periddushossz 1-1.5
oras eltérését okozzak, ellentétben a focl-nél tapasztal 3-4 oras kiilonbséggel. A prr3 ill. prr5
mutaciok a cirkadidn ritmusok peridodushosszanak rovidiilését, mig a prr7 és prr9 a
periddushossz megnyuldsat eredményezi (Yamamoto és mtsai, 2003; Eriksson és mtsai, 2003;
Michael és mtsai, 2003). A PRR3,5,7 és 9 fehérjék hianya tehat befolyasolja a szabadon futé
ritmusok periodushosszat, de aritmiat nem okoz. A PRR csalad egyes tagjai kiilonbozd
mértékben jarulnak hozza a fotomorfogenezis és a virdgzas szabdlyozédsdhoz, valamint a
cirkadidn o6ra miikddéshez, és funkcidjuk csak részleges redundanciat mutat.

A PRR fehérjék a sejtmagban talalhatok, ahol lehetséges funkcidjuk a fotoreceptorok
a kettds- és harmas mutansok vizsgalata szolgéltatott (Salomé és McClung, 2005; Nakamichi
¢s mtsai, 2005). A kisérletek kimutattdk, hogy két vagy hdrom PRR fehérje egyiittes
hianyadban sokkal stlyosabb problémak Iépnek fel a cirkadidn szabalyozasban és a
fotomorfogenezis sordn, mint amit az egyes mutaciok hatasanak vizsgalatakor tapasztaltak. A
prr5/prr7 kettés mutansok allandé koriilmények kozott példaul aritmiassd valnak (Nakamichi
¢s mtsai, 2005). A prr7/prr9 ndvényekben fényben nagyon hosszu peridodus mérhetd, sotétben
pedig a novények aritmiasak lesznek (Salomé és McClung, 2005). Kimutattak, hogy a CCA1
fehérje specifikusan kotédik a PRR7 €s PRR9Y promoteréhez, és pozitivan szabalyozza a két
gén expressziojat (Farré és mtsai, 2005), a PRR7 és a PRRY ezzel szemben gétolja a CCAI és
LAY kifejezédését (Salomé ¢s McClung, 2005). Ezek alapjan valdszinti, hogy a déleldtti
fazisban expresszaldédé PRRY és 7 - egy kiilsé szabalyozohurkon keresztiil - kdzvetleniil
kozvetleniil indukélja a PRR9 és PRR7 termelddését, amelyek ezutdn ismeretlen Gton gatoljak
a két 6ragén expressziojat. Erdemes megjegyezni azonban, hogy ez a leiras nem felel meg
teljesen a prr gének cirkadian kifejezodésében tapasztalt kaszkadnak, ugyanis a PRR7
expresszios maximuma 2-3 oraval késobb jelentkezik a PRR9-énél, a valosadgban tehat a
CCA1/LHY aktivald hatdsa nem egyforma mértékben érvényesiilhet a két gén
transzkripcidjan. A CCAI/LHY és PRRY gének kifejezddése mindezek mellett a fitokrémokon
keresztiil fénnyel indukalhatd, amely az egyik lehetséges szabalyozasi pontot jelenti, ahol a

fény hatasa az oszcillatort eléri.
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A legujabb kutatési eredmények arra szolgaltattak bizonyitékot, hogy a PRR7 és PRR9
nemcsak a fény, hanem a homérséklet ,,input” folyamataiban is nélkiilozhetetlen funkcidval
rendelkeznek (lasd: A cirkadidn 6ra bedllitdsa hdmérséklettel c. fejezetben).

Szamos adat 4ll rendelkezésiinkre a prr mutans €s taltermeld novények vizsgalatabal,
amelyeket nem tudunk egyszeriien beleilleszteni a mai 6ramodellbe. Az azonban biztos, hogy
a novényi cirkadian szabalyozast iranyitd kozponti mechanizmus nem irhat6 le egyszertien
egyetlen negativ visszacsatolasi hurok miikodésével. Az dra valosziniileg szamos, egymdasba
kapcsolodo, egymas miikodését szabalyozd kisebb-nagyobb szabdlyozod korbdl épiil fel,
amelyeken keresztiil a kornyezetbdl érkezé jelek tobb ponton is modosithatjdk az o6ra
mukodését, lehetdvé téve a ritmus pontos bedllitdsat és a rendszer finom hangolasat.
Osszefoglalva: habar a PRR fehérjék a PRR1 (TOC1) kivételével nem részei a kdzponti
oszcillatornak, az eddigi eredmények alapjan elmondhatjuk, hogy ezek a molekuldk nagyon
kozeli kapcsolatban allnak az oszcillaitor mechanizmussal, befolyasoljak a létrehozott
ritmusok periddushosszat, amplitaddjat, és valoszintlileg részt vesznek a fény, ill. hdmérséklet
hatasainak kozvetitésében.

A TIME FOR COFFEE (TIC) szerepe elsdsorban a cirkadian ritmusok amplitidojanak
fenntartasaban ¢és a pontos periddushossz kialakitasaban van (Hall és mtsai, 2003). A ftic
mutacido nem egyforman hat minden ,,output” ritmusra: egyeseknél periddushosszabbodast,
masoknal rovidiilést okoz. A kiillonbozd ritmusok amplitaddja is eltérd a tic mutansban: a
CAB? kifejez6dés ritmusanak amplitiddja folyamatos fényben példaul gyorsan csokken, ezzel
szemben a levélmozgas robusztus ritmust mutat. A TIC tehat fényben és sotétben is sziikséges
a normalis cirkadian szabalyozéashoz, €s részt vesz a cirkadidn 6ra gating mechanizmusaban
is. A tic mutans, hasonldan a kordbban ismertetett elf3 és elf4 mutanshoz, fotoperiodikusan
inszenzitiv, és a vad tipustdl eltérd id6ében viragzik.

A SENSITIVITY TO RED LIGHT REDUCED 1 (SRR1) fehérjét egy olyan munka
soran azonositottak, amelynek célja fényszabalyozott fejlédési folyamatokban résztvevd
elemek izolalasa volt (Staiger és mtsai, 2003). Az srr/ mutans csokkent érzékenységet mutat
voros fényre, rovid nappalon kordbban virdgzik a vad tipusu névényeknél, és szamos egyéb,
PHYB-specifikus fényvalasza is sériilt. Ennek megfelelden igen valdszini, hogy az srrl a
fényszabalyozasban a PHYB jelatviteli lanc részeként miikodik. Allando koriilmények kozé
helyezve a mutans szabadon futd ritmusainak periddushossza a vad tipushoz képest rovidiil,
valamint megfigyelték, hogy az akut fényvalasz erésebb, mint a vad tipusti novényekben. Az
SRRI kifejezddése vords fény hatdsara megemelkedik, ami arra utal, hogy az SRR1 az 6ra

fényérzékenységének beallitasdban vesz részt. Az észlelt cirkadian fenotipusok azonban arra
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engednek kovetkeztetni, hogy az SRR1 az 6raban nem egyszertien a PHYB-altal iranyitott
szignalatviteli mechanizmusok részeként funkcional, hanem mas modon vesz részt a cirkadian
szabalyozasban. A fehérjében nem taldlhaté semmilyen ismert funkcioval rendelkezé domén,
¢s a molekula hatdsmechanizmusat sem ismerjiik.

Az itt ismertetett faktorok mindegyikénél megfigyelhetd, hogy mutaciéjuk nemcsak az
ora altal szabalyozott folyamatokat érinti, hanem hatassal van a viragzas fotoperiodikus
indukcigjara és a fotomorfogenezis egyes folyamataira is. Hidnyuk nem okoz &ltalanos
aritmiat, de fontos szereppel birnak a ritmusok amplitidojanak, periddushosszanak

kialakitasaban, igy a normalis 6ramiikddéshez elengedhetetlenek.

2.5.2.2 A cirkadian 6ra beallitasa hoémérséklettel

A fény mellett az orat beallitdé masik fontos kdrnyezeti tényez0 a hédmérséklet. A
kornyezetben tapasztalhatdé magasabb és alacsonyabb hémérsékletli nappalok és éjszakak
ciklikus valtozasa és a laboratoriumi koriilmények kozott alkalmazott meleg/hideg ciklusok
éppen olyan hatasosak az dra szinkronizaciojaban, mint a fény/sétét ciklusok. Egy Kalachoe
faj vizsgalata soran kimutattdk, hogy a CO, asszimilacidjanak ritmusa bedllithaté olyan
homérsékletciklusokkal is, amelyekben az egymast valtdé szakaszok hdmérsékletében nincs
nagyobb kiilonbség, mint 0.5°C (Rensing és Ruoff, 2002). A természetben a fényszakasz
mindig magasabb hdmérséklettel, mig a sotét fazis alacsonyabb hémérséklettel jar, és ez a két
stimulus egylittesen, egymas hatasat erdsitve alakitja nap mint nap az éra fazisat.

Habar a hémérsékletvaltozas 6ramiikddésre gyakorolt hatasat mar régota ismerjik, az
ennek hatterében all6 molekuldris mechanizmusokrél meglehetdsen keveset tudunk. A mar
azonositott oraelemek vizsgdlata soran kideriilt, hogy a PRR7 és PRR9 molekuldk nagyon
fontos szerepet jatszanak az 6ra normalis homérsékletvalaszainak kialakitasaban. Erre az
eredményre az a megfigyelés vezetett, amely szerint a prr7/prr9 mutans 6raja nem allithatd be
termociklusokkal, és a mutans ndvény oraja nem mutat normalis faziscstiszast olyan hideg
kezelésre, amely a vad tipusi ora fazisat jelentdsen megvaltoztatja (Salomé és McClung,
2005). A PRR7 ¢és PRRO tehat nemcsak a fény, hanem a hdmérséklet ,,input” jelek
tovabbitdjaként is szolgal az Arabidopsis 6raban.

A fenti eredményektdl eltekintve nincs informécionk arrél, hogy mely molekuldk
vehetnek részt a hdmérsékleti jelek érzékelésében és azok ora felé torténd kdzvetitésében.
Tulajdonképpen minden, az ¢€l6 szervezetben végbemend biokémiai folyamat érzékenyen

reagal a hdmérséklet megvaltozasara (leginkabb a sebessége valtozasaval), igy a hdmérséklet
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érzékelése a kiilonbozé éldlényekben nagyon hasonlé mechanizmus is lehet. Az utobbi
években bizonyitékot talaltak arra nézve, hogy a fotoreceptor-medialt jelatviteli folyamatok
hémérséklet érzékenyek lehetnek (Mazzella és mtsai, 2000; Halliday és mtsai, 2003), ami
felveti annak lehetdségét, hogy a ndvények fény- és homérséklet érzékelése, illetve ezek

jelatviteli folyamatai bizonyos mértékben atfed6 utakon mehetnek végbe.

2.5.3.,,Output” - cirkadian ritmusok a novényekben

Az élélényekben miikodo cirkadian szabalyozé rendszer 1étére elséként ndvényekben
figyeltek fel. de Marian a XVIII. szazad els6 felében (1729) irta le a Mimosa pudica levelének
napi ritmust mutatd mozgdsat. A cirkadidn ritmusok az ¢l szervezetek folyamatainak
kiilonb6z6 szintjein figyelheték meg.

A cirkadian ora hatast gyakorol a gének kifejezddésére: szamos gén expressszidjat
szabalyozza a transzkripcid vagy a transzlacido szintjén. A ,microarray” technologia
megjelenése lehetdvé tette a génexpresszid kozel teljes transzkriptoma szintjén elvégezhetd
vizsgalatat. Igy lehetség nyilt arra, hogy egyidejiileg, egy kisérleten beliil tébb ezer gén -
Arabidopsis esetében az egész génallomany - kifejezodésérdl kapjunk informaciét. Az elmult
néhany ¢év soran tObb laboratoriumban is végeztek olyan ,microarray” kisérleteket,
amelyekben szabadon futé koriilmények kozott vizsgaltak, mely gének mutatnak cirkadian
kifejezddést. A kisérletek soran fény deriilt arra, hogy az Arabidopsis genom kozel 6%-a
ritmikusan fejezddik ki, €s az expresszids mintdzatok kozott a legkiilonfélébb fazisu ritmusok
1s megtalalhatok (Harmer és mtsai, 2000; Schaffer és mtsai, 2001). Szamos esetben
kimutathat6 volt, hogy az azonos folyamatban vagy reakcidutban résztvevo fehérjéket kodold
gének a napnak ugyanabban a szakaszaban fejezddnek ki a legmagasabb szinten. A
fenilpropanoid bioszintézis enzimeit kddold gének koziil példaul 23 a szubjektiv hajnal
idején, ugyanabban a fazisban termelddik a legnagyobb mennyiségben. Ezek a fehérjék igen
fontosak a fényvédd (fotoprotektiv) pigmentek szintézisében és felhalmozddasaban. A
cirkadidan moddon expresszalt gének egy nagy csoportja a kornyezeti stresszhatdsokra
kozvetleniil is reagél (Kreps és mtsai, 2002). Ezeknek a géneknek a ritmikus kifejezddése
felkészitheti a novényt az eldre jelezhetd, kiszamithatd stresszhatdsokra (pl. reggeli erds
fény), ezaltal is ndvelve a szervezet kornyezeti hatdsokkal szembeni ellenalloképességét.

A génkifejez6dés szintjén érvényesiilé ritmusok végsdsoron a ndvény biokémiai és
fiziologiai folyamataiban jelentkeznek. A cirkadidn ora altal iranyitott fiziologiai folyamatok

koziil a leggyakrabban vizsgalt, és a ndvényi oramiikddés jellemzésére legtobbszor hasznalt
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ritmus a levélmozgas cirkadian ritmusa (Engelmann és mtsai, 1994; Millar és mtsai, 1995). A
novények levelei a nap folyaman jellegzetes mozgast mutatnak. Nappal a ndvények
igyekeznek a levéllemezeiket vizszintes pozicioba helyezni, ezaltal a napenergiat a
legnagyobb levélfeliileten keresztiil, a leghatékonyabban felhasznalni. Ejszaka a levelek
ellenkezd irdnyba, fiiggéleges pozicid felé mozdulnak el. Ez a ritmus nem kozvetlen
fényszabalyozas eredményeként jon létre, mivel allandd fény- és homérsékleti koriilmények
kozott is fennmarad, tehat a cirkadidn ora iranyitdsa alatt all. A ndvények hipokotilja nem
azonos sebességgel novekszik a nap sordn: a megnyulds sebessége este éri el maximumat,
hajnalban pedig novekedési sziinet tapasztalhat6. Ennek folytan a hipokotilmegnyulds napi
ritmust mutat, ami szabadon futdé koriilmények kozott is megfigyelhetd (Dowson-Day és
Millar, 1999). A géazcserenyilasok mérete a nap folyamdn szintén ritmikusan valtozik:
fény/sotét ciklusokon nevelt novényekben a fényszakasz sordn mérhetd sztomakonduktancia
értéke hozzavetdleg haromszorosa a sotétben mért értéknek (Somers és mtsai, 1998a). A
sztomakonduktancia ritmusa 4allando fény ¢és hdémérséklet koriilmények kozott is
megfigyelhetd, vagyis a gazcserenyildsok miikodésének irdnyitasaban a cirkadian ora is
kozremtkodik. A gazceserenyilasok miikodésének ilyen moddon torténd szabalyozasa
kihatassal van a CO, fixalds sebességére is, ami szintén ritmikus jelleget mutat. Ismert
tovabba, hogy szadmos biokémiai folyamat - pl. egyes fotoszintetikus folyamatok is - a
cirkadian ora szabalyozasa alatt allnak.

A fotoperiodizmus egy igen specidlis szabalyozasi folyamat, amelynek kialakitdsaban
a cirkadian ora és a fényregulacio egylittesen vesz részt. Fotoperiodizmusnak nevezzik a
nappalok hosszanak szezonalis valtozasara adott valaszreakcidk Osszességét. A novények
fotoperiodikus érzékelése soran lehetévé valik a nappalhosszisdg éves ritmust mutatd
valtozasanak észlelése, és ennek megfeleléen egyes specidlis folyamatok — pl. fagytiird
rigyek kialakitasa, gumok képzése - megfeleld évszakra torténd idozitése. A folyamatok
megfeleld szezonalitasdnak kialakitdsa egyértelmii szelektiv elonyt jelent a ndvény szamara.
A novényeket tobb csoportra lehet bontani aszerint, hogy a virdgzas indukcioja érzékeny-e a
fotoperiddus hosszara. Ez alapjan elkiilonithetiink rovidnappalos, azaz rovid nappalon (8 ora
fény/16 ora sotét) virdgzo, vagy hosszinappalos, azaz hosszi nappalon, (16 6ra fény/8 6ra
sOtét) viragzo novényeket, valamint a napplahosszisagtol fiiggetleniil viragzd névényeket. Az
elmult évek kutatdsai nyilvanvaldva tették, milyen fontos szerepet jatszik a cirkadian 6ra a
fotoperiodizmus szabalyozasaban: a cirkadidn 6ra a nappalok hosszdnak érzékelésében vesz
részt. A ma felvazolhatdé modell szerint a mechanizmus molekularis hatterének alapjat két

fehérje képezi (Hayama ¢és Coupland, 2003). A FLOWERING LOCUS T (FT)
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Arabidopsisban normalisan hosszinappalos koriilmények kozott fejezédik ki magasabb
szinten, ¢és részt vesz a viragzas indukciojaban. A CONSTANS (CO) transzkripcios faktor
fehérje az FT kifejez6dés pozitiv regulatora, amely az FT expressziojat a transzkripciod
szintjén indukdlja. A CO kifejezddését a cirkadian o6ra szabalyozza, maximumat ZT16 koriil
éri el. Hosszinappalon a CO felhalmozddasa mar a fény fazisban megindul, és még a sotét
beallta el6tt magas szintet ér el, mig rovidnappalos kornyezetben az mRNS és a fehérje
akkumuldcié maximuma a sotétszakaszban figyelhetd meg. A CO fehérje aktivitasahoz
azonban nélkiilozhetetlen a fény, igy a névények virdgzasa csak akkor indul el, ha a ndvény
fényben van, amikor a CO expresszi6é emelkedni kezd, illetve eléri a maximumat. Tehat ha a
fényfazis egybeesik a CONSTANS maximalis expressziojanak - belso ora altal meghatarozott
- idejével, akkor a CO fehérje elegendd mennyiségben és aktiv forméaban all rendelkezésre
ahhoz, hogy a viragzas pozitiv regulatoranak, az FT-nek a kifejez6dését indukalja. Az 6ra a
fotoperiodikus viragzasindukcidban a CO kifejezddés cirkadian szabalyozasan keresztiil vesz
részt. Ennek megfeleléen, ha egy muticio megvaltoztatja az oOra, és ezaltal a kimeneti
ritmusok periodusat vagy fazisat, akkor ez a CO kifejez6dés ritmusanak valtozdsa révén
konnyen a virdgzéas korai indukcidjdhoz, vagy késleltetéséhez vezethet. Az oramutansok
vizsgalata soran tapasztaltak megerdsitik ezt a feltételezést, mivel az eddig izolalt
oramutansokban a virdgzas ideje minden esetben megvaltozott.

Az ,,output” folyamatok szabalyozasaban résztvevd, a ritmikus jelet az oszcillatortdl a
szabalyozott folyamatig vivé elemekrdl kevés ismeret all rendelkezésiinkre. Az EARLY-
PHYTOCHROME-RESPONSIVE 1 (EPR1) (Kuno és mtsai, 2003) ¢s a GLYCINE-RICH
PROTEIN 7 (GRP7) (Heintzen és mtsai, 1997) olyan fehérjék, amelyek kiilon-kiilon egy-egy,
un. alarendelt oszcillatorban (,slave oscillator”) miikodnek. Mindkét fehérje negativ
visszacsatolds utjan szabalyozza Onmaga kifejez6dését, amely szabalyozds egy stabil
oszcillaciot hoz létre. Ez a mini oszcillaciés mechanizmus a cirkadidn 6ra kdzponti
oszcillatoraval szoros kapcsolatot tart fenn, amelyen keresztiil az oOratdl temporalis
informdciot kap. A kozponti oszcillatortol érkezd jel az ily mddon alarendelt oszcillator
miikddését megfeleld fazisba allitja. Az EPRI1 ill. GRP7 oszcillatorok ezutan tovabbkiildik a
ritmikus jeleket az ,output” folyamatok egy része felé. Az alarendelt oszcillatorok hibas
miuikddése, ill. a résztvevd faktorok aberrans kifejez6dése néhany, de nem az dsszes ,,output”
folyamat ritmusat befolyasolja.

A novényi cirkadidn rendszer elemeirdl késziilt fenti 6sszefoglalod tavolrdl sem teljes.

Az elmult évek soran felgyorsult cirkadian kutatdsok eredményeként azonban olyan
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mennyiségii adat halmozodott fel ezekrdl az ora elemekrdl, amelyek teljes korli ismertetése

meghaladja ezen dolgozat kereteit.

2.6. A cirkadian ora jelentosége

Az ¢éldvilagban minden szervezddési szinten megfigyelhetd a cirkadian szabalyozés
valamilyen formdaja. Ennek a molekuléris szabalyoz6 mechanizmusnak a megjelenése az
evoluciods 1épesdk kiilonbozd szintjein taldlhatd, egymassal igen kevés hasonlosagot mutatd
szervezetekben bizonyitja, hogy az oranak nagyon fontos szerepe van az életfolyamatok
szabalyozasaban. Az ¢l0vilag fejlddése soran legalabb négy kiilonboz6 Gton alakult ki hasonlo
tulajdonsagokkal és struktaraval bird éramechanizmus (Young és Kay, 2001), igy nagyon
valoszinii, hogy a cirkadian 6ra megjelenése az evolucié soran szelektiv elényt biztositott az
¢lolények szamara. A kutatok mar hosszl ideje feltételezik, hogy a kozel 24 6rds periddusu
cirkadian regulacio igen fontos szerepet tolt be a valtozo kdrnyezethez torténd alkalmazkodas
folyamatidban, azaz miikddése adaptiv elényhoz juttatja az organizmust, noveli az éldlény
¢letképességét, vitalitasat és versenyképességét.

A cirkadian ora legfontosabb funkcioja valosziniileg az, hogy az adott él6lény szdmara
mintegy eldre jelzi a kornyezeti tényezOk megvaltozasanak idOpontjat. A cirkadian ora az
altala szabalyozott folyamatokon keresztiil felkésziti a szervezetet a megfeleld napszakhoz
val6é alkalmazkodasra, ténylegesen nappali vagy éjszakai lizemmodba allitva azt. Az egyes
folyamatok idébeli programozasa, megfeleld napszakra torténd idozitése teszi lehetdvé
példaul azt, hogy az egyébként inkompatibilis folyamatok azonos térben jatszodhassanak le.
Erre példa a cianobaktériumokban a nitrogénkotés és a fotoszintézis folyamatdnak iddbeli
szétvalasztasa (Mitsui és mtsai, 1986). A novények energiaellatasa szempontjabodl igen fontos,
hogy a nappal soran a fény, mint energia felhasznalasa maximalis hatékonysaggal torténjen.
Ehhez azonban elengedhetetlen, hogy a novény még napfelkelte eldtt felkészitse sejtjeit a
fényenergia maximalis elnyelésére, tehat idOben beinditsa a fotoszintézis fényszakaszahoz
sziikséges molekularis folyamatokat, és biztositsa a fotoszintézisben résztvevdé molekuldk
elérhetdségét ill. utanpotlasat (Kreps és Kay, 1997). Az 6ra masik igen fontos funkcidja, hogy
szabalyozza az ¢€l6lények fotoperiodizmusat, ezaltal lehetové teszi az egyedek szamara a
kornyezet szezondlis valtozasaihoz torténd maximadlis alkalmazkodést és a kedvezdtlen
kortilmények kozotti talélést (Thomas, 1998).

Szamos modon vizsgaltak azt a kérdést, hogy a megfeleléen mikodd ora valdoban

hozzajarul-e az eldlények vitalitasanak noveléséhez, és ha igen, hogyan valosul meg ez a
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szabalyozas. Az egyik lehetséges megkdzelitési mod annak vizsgélata, milyen hatdssal van az
organizmusra, ha olyan koriilmények kozott nevelik az egyedeket, amelyben hidnyoznak a
ritmikusan valtozd kornyezeti tényezOk (dllando fény és hdomérséklet). Paradicsommal
(Lycopersicon esculentum) végzett kisérletek azt mutattdk, hogy a novények alland6 fényen
¢s homérsékleten rosszul fejlodnek, kicsik maradnak és kevés termést hoznak (Highkin és
Hanson, 1954; Went, 1960). Ha a paradicsomot az éallandd6 fény mellett
homérsékletciklusokkal kezelik, azaz a termociklusok révén hosszi tavon is mukodésben
tartjak a cirkadian orat, akkor a novények allando fényben is normalisan fejlédnek. Egy masik
kisérleti elrendezésben azt vizsgaltak, milyen hatdssal van az egyed fejlédésésre, ha olyan
fotoperioduson tartjak, amelynek periddushossza nem egyezik meg az endogén cirkadian ora
periodusaval. A kisérletekben vizsgalt huslégy (Sarcophaga argyostoma) érzékenyen reagalt
a 24 oratol eltérd periddusu fény/sotét ciklusok alkalmazasara: egyedei lassabban néttek,
mintha 24 6ras fotocikluson tartottdk volna dket (Saunders, 1972). Igen érdekes megfigyelés
az is, hogy azok a mutans horcsog €s ecetmuslica egyedek, amelyek cirkadian periodusa eltért
24 6ratol, 24 oras cikluson nevelve hozzavetdleg 20%-kal rovidebb ideig élnek, mint azon
tarsaik, akiknek cirkadian o6raja a kornyezeti ciklusokkal &sszhangban, 24 o6réds periddussal
miikodik (Hurd és Ralph, 1998; Klarsfeld ¢s Rouyer, 1998). Cianobaktériumokon néhany éve
végzett kisérletek egyértelmiien bebizonyitottdk, hogy a versengés soran a kiilsé kornyezet
altal meghatarozott idovel szinkronban és ahhoz hasonlé periddushosszal miikodd cirkadian
ora (azaz a cirkadian rezonancia) kompetitiv elényt jelent az él6lény szdmara (Ouyang és
mtsai, 1998). Egy kisérletben hosszl periddusu (t = 28h) és rovid periddusu (t = 20h) mutans
torzseket kevert kulturdban neveltek hossza (14h fény/14h so6tét; T = 28h) ill. rovid (10h
fény/10 sotét; T = 20h) fotoperioduson. Néhany generacid utdn a hosszu fénycikluson tartott
kultirdban a hosszt periddust, mig a rovid fénycikluson nevelt kultaraban a révid periodusa
mutansok valtak dominans alkotd torzzsé.

A fent vazolt kisérletek bizonyitottdk, hogy a cirkadian 6ra nagyon fontos szerepet
jatszik az él6lények - koztik a novények - egyedfejlodésében, novekedésében, a megfeleld
morfologia kialakitasaban, ezek a paraméterek pedig egyértelmiien meghatarozzak az egyed

¢letképességét €s vitalitasat, valamint talélési esélyeit egy versenyhelyzetben.

2.7. Az Arabidopsis 6ramodell korlatai

Az eldzdekben részletesen ismertetett ndvényi cirkadian szabalyozérendszer kdzponti

mechanizmusat egy negativ visszacsatoldson alapuld szabdlyozdsi mechanizmus képezi. A
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kutatok igyekeztek az elmult tiz év sordn azonositott Ujabb és Ujabb, az oramiikddést
szabalyoz¢ faktorokat a klasszikus modell szerinti harom funkcionalis egység valamelyikében
elhelyezni. Az egyes elemekrdl felhalmozott informéciok gyarapodadsa azonban ahelyett hogy
tisztazta volna ezek pontos szerepét a cirkadian szabalyozasban, egyre bonyolultabba tette az
eredetileg igen egyszertiinek elképzelt névényi 6ra modelljét. Ma mar tudjuk, hogy a cirkadian
ora egyes részeit nem lehet élesen elhatarolni egymastdl, az egyes elemek funkcidja nem
korlatozodik kizarolag az ,,input”, ,,ouput” vagy oszcillator miikodésére. Jol ismert példa erre
az ora ,,input” folyamataiban résztvevé fotoreceptorok kifejezddése, amely maga is cirkadian
szabalyozas alatt all, tehat egyfeldl a cirkadidn ,,output” folyamatok végén talalhatok,
masfeldl pedig az ,,input” jelatviteli lanc elsé elemei. A fényszabalyozéds és a cirkadian

regulacié a novényi sejtekben egymassal szoros kapcsolatban all, amit az bizonyit, hogy a

cirkadidn ora aktivan részt vesz egyes fényszabalyozott folyamatok moédositasdban, a fény

pedig a legerdsebb kornyezeti szabalyozo6 tényezd, amely az 6ra mikddését befolyasolja. A

ma ismert Osszes Arabidopsis 6ramutans fényfiiggd fenotipusos jegyeket is mutat, azaz az

oraclemek funkcidjat részben a fényviszonyok hatdrozzdk meg. Legtobbjiik aberrans
expresszidja nemcsak a cirkadian ritmusok megnyilvanulasat befolyasolja, hanem hatassal
van a fotomorfogenezis, kiilonosen a hipokotil elongacié folyamatara is. Azt azonban maig
sem tudjuk, hogy az 6raelemek funkcidja a fotomorfogenezis egyes folyamataiban fliggetlen-e

a cirkadidn szabdlyozdsban betdltott szerepiiktdl, vagy ezek a faktorok az dramitkddés

szabalyozasan keresztiil - mint ,,output” folyamatot - befolyasoljak a fotomorfogenezis egyes

1épéseit. Tovabbra sem ismerjiik az 6raelemek tobbségének hatasmechanizmusat, nem tudjuk,
milyen kapcsolatban allnak a tobbi orafehérjével, és hogy hogyan jon Iétre az oOra
hozzévetdleg 24 6ras periodushossza.

A Salomé ¢s McClung altal k6zolt (2004) éramodellnek tobb hianyossaga is van:

— Nem tudjuk mi az oka annak, hogy a CCA1/LHY fehérje mennyisége a sejtben csak akkor
kezd emelkedni, amikor a TOC1 fehérje szintje mar elérte ill. taljutott a cirkadian
maximuman. A modell szerint a TOC1 pozitiv regulatora a CCAI/LHY kifejezodésének,
ezek szerint a két MYB fehérjének gyorsabb akkumulaciot kellene mutatnia a sejtekben.
A legvaldszinlibb magyarazat erre, hogy a TOCI nem kozvetleniil indukalja a CCAI és
LHY gének kifejezddését, hanem eldbb egy masik fehérje termelddését szabalyozza, ami
ezutan a két MYB faktor kifejezodését direkt modon regulalja.

— Nem ismert, milyen mechanizmuson keresztiil, illetve milyen fehérjék kozremitkodésével

indukalja a TOC1 fehérje a CCAI és az LHY transzkripcidjat.
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— A TOCI taltermelése nem eredményez magas CCAI/LHY expressziot; helyette csokken
az LHY/CCAI kifejez6dési ritmusanak amplitiddja. Ez a TOCI1 pozitiv regulator
funkcioja ellen szol.

— A CCAI/LHY tultermelésének hatasara csokken az endogén CCAI/LHY mRNS szint.
Nincs informacionk arrdl, hogy ez a negativ visszacsatolas az LHY/CCA1 fehérjék
kozvetlen akcidja révén valosul meg, vagy az elsddleges hatds a TOC/ kifejez6dés gatlasa
¢s igy a pozitiv regulator TOCI fehérje mennyiségének csokkentése.

— Nem ismertek az oszcillaciot késleltetd, a 24 oras periddushossz kialakitasaban résztvevo
mechanizmusok.

— Valoészinii, hogy nem egy, hanem tobbféle oszcillator is miikodik a ndvényi sejtekben. Ezt
tamasztja ald az, hogy bizonyos ,,output” gének expresszidja (CAB2, CAT3, PHYB)
azonos fényintenzitas alatt kiillonb6z6 periddushosszii szabadon futd ritmust mutat (Hall
¢s mtsai, 2002; Thain és mtsai, 2002), ami csak ugy johet létre, ha az egyes gének
kiilonb6z6é peridodushosszi 6rdk kimeneti elemei. Bizonyiték van arra nézve is, hogy
Arabidopsisban két, kiillonboz6 homérsékletérzékenységli 6ra miikodik (Michael és mtsai,
2003). Nem tudjuk azonban, hogy a kiilonb6z6é 6rak oszcilldtorai milyen molekulakbol
¢épiilnek fel és vannak-e k6zos elemeik. Fontos lenne tudni azt is, hogy ezek az 6rdk egy
sejten beliil, egymds mellett miikkddnek, vagy térben ill. id6ben egymastdl elvalasztva,
szovet- vagy fejlédésspecifikus moédon gyakoroljak szabalyozo tevékenységiiket.

— Az 6ra fény beallitdsanak mechanizmusa nem miikddhet a korabban feltételezett, PHYB
¢és PIF3 interakcidjan alapuld, transzkripcids aktivacids mechanizmuson keresztiil, mivel a
PIF3 hidnya nem okoz eltérést az ora miikodésében ill. beallithatosagaban. Igy - a
fotoreceptoroktol eltekintve - nem ismertek a fény ,input” jelatviteli lanc elemei.
Ugyanigy nem ismertek a hdmérséklet ,,input” folyamatok sem.

A felsorolasbdl kitiinik, hogy ismereteink a novényi cirkadian szabdlyoz6 rendszer
mikodésérél meglehetdsen hianyosak. Az elmult években megjelent cirkadian tematikaja
kozlemények nagy szdma ellenére a ma rendelkezéslinkre allo informacidk elégtelennek
bizonyulnak a ndvényi oramiikodés teljes leirdséra, ezért a kovetkezé évek kutatdsainak
elsddleges célja a megismert oOraeclemek funkcidjanak, hatdsmechanizmusénak részletes

vizsgalata, valamint az egyes elemek egymashoz fiz6d6 viszonyanak feltarasa lesz.
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3. CELKITUZESEK

Az elmult évek intenziv kutatdsainak eredményeként szdmos modellszervezetben
sikerlil azonositani a cirkadidn o6ra kozponti elemeit és kirajzolodott az 6ra mitkddésének
alapelve is. A felvazolt oramodellek ko6zds vondsa az, hogy a kozponti oszcillator
mechanizmus minden esetben egy Un. negativ visszacsatolasos szabalyoz6 hurokbdl 4ll. Bar a
cirkadian 6ra miikodését eldszor novényekben fedezték fel (de Marian, 1729) és az utobbi
években a novényi modellnek valasztott Arabidopsis thaliana cirkadian rendszerének kutatasa
is felgyorsult, ennek ellenére a novényi ora oszcillaitor mechanizmusanak elemei koziil csak
igen keveset azonositottak, és ezen elemek pontos mitkodési mechanizmusat sem ismerjuk.

Az el6z6 fejezetben ismertettem a ndvényi Ora mar azonositott elemeit és ezek
lehetséges funkcidjat a cirkadian szabdlyozdsban. Munkank kezdetén e faktorok koziil
azonban alig néhanyat ismertlink, és a cirkadidn 6ra miikodésében betoltott szerepiiket
vizsgald kutatdsok még éppen csak elkezdddtek. A teljes Arabidopsis genom szekvenalasa
eredményeként nyilvanvalova valt, hogy az egyéb szervezetekben megtaldlhatd legtobb
oragénnek (ill. orafehérjének) nincs megfeleld ortologja ndvényekben, feltételezhetd tehat,
hogy az Arabidopsis cirkadian 6raban mikodo fehérjéknek legalabb egy része strukturalisan
¢s funkcionalisan is kiilonbozik a mar jellemzett 6ramodellek fehérjéitol.

Munkank elsddleges célja az volt, hogy Arabidopsisban 1) cirkadian ora elemeket
azonositsunk, és ezek hatdsmechanizmusat, ill. a mar ismert o6raeclemekhez fiz6d6 viszonyat
részletesen megismer;jiik.

A tervezett munka fobb Iépései a kovetkezok voltak:

1. Egy olyan vizsgélati rendszer kialakitasa, amely alkalmas a cirkadidn 6ra mutdnsok
azonositdsara. Az 6ramiikodés jellemzésére a klorofill A/B-kot fehérjét kodold gén
(CAB2) cirkadian expresszidjat a luciferaz (LUC) riportergén segitségével szerettiik volna
nyomon kdovetni. Els6 1épésként tehat a CAB2promoter:LUC riportergén konstrukciot
hordoz6 transzgenikus novényeket kellett 1étrehoznunk.

A CAB2:LUC konstrukcidt hordozo transzgenikus ndvények mutagenizalasa EMS-sel.
Cirkadian 6ra mutansok izolaldsa a CAB2:LUC expresszi6 in vivo nyomon kdvetésével.

A mutaciok genetikai térképezése, az 6ragén azonositasa.

A muténsok jellemzése:

S

Az 6ragén/orafehérje miikodésének vizsgalata, elhelyezése az aktudlis oramodellben.
A fent vazolt munkafolyamat tobb éves, csoportban végzett kutatomunkanak az

elinditasat jelentette, elére nem tervezhetd eredményekkel. Az elébbi munkaterv egy
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mutansizolalasi projekt altalanos sémajat tiikrozi, amely a doktori munkdm megkezdésekor

kiindulasi pontként szolgalt. A késObbiekben a mutdnssziirés soran azonositott 11 0j zeitlupe

(zt/) mutans részletes jellemzését tliztem ki célul, igy a kozvetlen célkitlizések az aldbbiak

szerint modosultak:

l.
2.

A ztl mutaciok helyének és természetének meghatarozasa a 11 1j mutansban.

A mutansok cirkadidn- ¢és fotomorfogenikus-, valamint virdgzas fenotipusanak
Osszehasonlitdsa a korabban leirt z#/ mutdnsokéval, azzal a céllal, hogy az esetleges
kiilonbségek révén informéciot nyerjiink a ZTL molekula egyes doménjeinek
A ZTL fehérje kolcsonhatasainak vizsgalata a mar leirt kolcsonhatd partner fehérjékkel
¢lesztd két-hibrid rendszerben, annak a kérdésnek a megvalaszolasara, hogy a ZTL fehérje
egyes doménjei milyen kdlcsonhato fehérje kotéséért felelosek.

A fenotipikus vizsgalatok és a fehérje-fehérje kolcsonhatasokrol élesztében nyert adatok
Osszevetésével annak meghatdrozasa, hogy a ZTL fehérje egyes doménjei milyen
mértékben és modon jarulnak hozza a ZTL fehérje kiilonb6zd folyamatokban betdltott
szabalyoz6 szerepéhez.

Annak megallapitasa, milyen elényokkel jar a cirkadidn rendszer miikodése a ndvény
altalanos allapota, életképessége, vitalitasa szempontjabol. E cél megvalositasat a z#/
mutansok viselkedésének tanulmanyozasa révén szerettiik volna elérni.

A fent vazolt kisérletek varhatdan ujabb részletekkel gazdagitjak a ZEITLUPE fehérje

cirkadian szabalyozasban, valamint a fotomorfogenezis és a virdgzas folyamataban betdltott

szerepérdl rendelkezésre allo ismereteinket, és lehetévé teszik a ZTL molekula mas

oraclemekkel kialakitott kapcsolatdnak és a fényszabdlyozott jelatviteli folyamatokban

elfoglalt helyének meghatarozasat.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Kisérleti anyagok és organizmusok

4.1.1. Vegyszerek és forgalmazok

A kisérletek soran hasznalt finomvegyszerek tobbségét a Sigma-Aldrich Kft.-t6] szereztiik be.
A luciferint a Biosynth AG cégtdl, a restrikcids endonukledzokat és a DNS moddosito
enzimeket az MBI/Fermentas cégtél, a 32P-vel jelolt nukleotiddkat az Izinta Kft.-t6l

vasaroltuk.

4.1.2. Tapoldatok és taptalajok, antibiotikumok, szelekcio

Bakterialis taptalajok

LB (Luria-Bertani Medium) (pH=7.0): 1% (w/v) tripton, 0.5% (w/v) élesztd kivonat, 1%
(w/v) NaCl

YEB (pH=7.0): 0.5% (w/v) beef extract, 0.1% (w/v) élesztd kivonat, 0.5% (w/v) pepton, 0.5%

(w/v) szaharoz, 2 mM MgCl2 (sterilre szilirve, autoklavozas utan hozzaadva)

A szilard taptalaj készitésénél autoklavozas eldtt 1.5% (w/v) agart tettiink az folyadékba.

Elesztd taptalajok

CSM (Complete Supplement Mixture) (pH=7.0): 2.2% (w/v) gliikoz, 0.67% (w/v) yeast
nitrogen base amino acids (DIFCO), 0.64 g/l Leu-/Trp- (LT) CSM (Biol01, Inc.) vagy 0.63
g/l Ade-/Leu-/Trp- (ALT) CSM (Bio101, Inc.); taptalajhoz: 1.5% (w/v) agar

Novényi taptalajok
MS3 (Murashige-Skoog Medium) (pH=5.6): 4.3 g/l MS (Murashige-Skoog sokeverék,

Sigma), 3% (w/v) szahar6z, 1% (w/v) agar

AM (Arabidopsis Medium) (pH=5.6): 2.16 g/l MS (Murashige-Skoog sokeverék, Sigma)
1% (w/v) szahar6z, 0.2% (w/v) phytagel (Sigma)

1/2 MSO (pH=5.6): 2.16 g/l MS (Murashige-Skoog sokeverék, Sigma), 1% (w/v) agar
MSO0 (pH=5.6): 4.3 g/l MS (Murashige-Skoog sokeverék, Sigma), 1% (w/v) agar
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A munkank soran hasznalt, sterilre sziirt antibiotikumokat autoklavozas (120°C, 25
perc) és 60°C-ra hiités utan kevertiik a tapoldatba, ill. tdptalajba.

Az antibiotikumok felsorolésat az alkalmazott végkoncentracioval egyiitt a kisérleti
organizmus szerint csoportositottuk:

Escherichia coli:

Ampicillin (Amp) 100 pg/ml
Streptomicin (Sm) 100 pg/ml
Tetraciklin (Tet) 100 pg/ml
Agrobacterium tumefaciens:
Karbenicillin (Cb) 100 pg/ml
Rifampicin (Rif) 25 pg/ml

Arabidopsis thaliana:

Higromicin (Hyg) 15 pg/ml
Klaforan (Cf) 200 pg/ml (A klaforant nem szelekcios célra hasznaltuk, hanem azért, hogy az
AM ¢és MS taptalajokban csokkentsiik a bakterialis eredetli fert6zdés esélyét.)

4.1.3. Plazmid konstrukciok

A szubklénozasi 1épéseket pBluescriptll SK plazmid vektort (Stratagene) hasznalva
hajtottuk végre. A plazmid vektor mérete 2964 bp és ampicillin rezisztenciat hordoz.

Az Arabidopsis transzformaldsara hasznalt pPCV (Plant Cloning Vector) binéris
plazmidot Koncz Csaba csoportja fejlesztette ki (Koncz és mtsai, 1994). A pPCV binaris
vektor véazlata a 4.1. dbran lathato.

A CAB2:LUC(+), CCAI:LUC+ ¢és CCR2 (COLD CIRCADIAN CLOCK
REGULATED 2):LUC+ konstrukciokban hasznélt szentjanosbogar LUCIFERAZ (LUC) ill.
LUCIFERAZ+ (LUC: modositott LUC cDNS; az altala kodolt luciferaz enzim erésebb
lumineszcenciat hoz létre, mint a LUC fehérje) cDNS-t a Promega cégtdl vasaroltuk. A
kisérleteinkben hasznalt CAB2 promoter szakasz a CAB2 gén transzlacios start kodonja eldtt
elhelyezkedd 320 bp hosszu gemoni szekvenciat tartalmazza. A kisérletekben hasznalt
promoter szakaszokat genomi DNS templaton végzett PCR sordn amplifikaltuk, majd
izolaltuk. A CCR2 promoter ill. a CCAI promoter a CCR2 ill. CCAI gén el6tt talalhatod
legkozelebbi kodolo szekvencia transzlacids stop kodonja utani elsé nukleotidtol a vizsgalt

gén transzlacids start kodonja el6tti utols6 nukleotidig terjed.
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‘| EcoRI*
Hindlll*
Xbal
Bglll*
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Sall*
Xbal
BamHI*
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4.1. abra. A pPCV novényi klonozé vektor szerkezete

A 7.5 kb méretli, Agrobacterium Ti-plazmid alapu vektor tartalmazza a jobb- és baloldali integracios
hatarszekvencidkat (LB, ill. RB), ezek ko6zé épitve a bakteridlis replikacios origét (ORlcyg) és az
ampicillin/karbenicillin rezisztenciat okozo p-laktaméz kazettat (Ap~), valamint a novényi szelekciot lehetdvé
tevo — a higromicin rezisztenciaért felel6s — higromicin-foszfotranszferaz (HPT) fehérjét konstitutivan kifejezo
kazettat is. A plazmidba épitettek egy, a molekuldris klonozast megkonnyitd, egyedi DNS endonukleaz
hasitohelyeket hordozo polilinker régiot, amelyet 3’ iranyban a nopalin szintdz gén 3’ poliadenilacios szignalja

(NOS) kovet. A NOS szekvencia az expresszalt mRNS megfeleld processzalasat iranyitja névényben.

4.1.4. Baktériumok

A molekularis klonozas sordn az Escherichia coli XL-1 Blue torzsét (Stratagene)
hasznaltuk. Az elkésziilt pPCV alapu bindris plazmid konstrukciokat S17-1 E. coli torzsbe
transzformaltuk, amely képes a konjugédciora a ndvényi transzformdacidé soran hasznalt
Agrobacterium tumefaciens GV3101 (pPM9ORK) (Rif®) torzsével. Az utdbbi két torzs Koncz

Csaba laboratoriumabdl szarmazik (Max-Planck Intézet, K6ln).
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4.1.5. Novények

A mutagenezisben az Arabidopsis thaliana két 6kotipusat, a C24 és a Wassilevskija
(Ws) okotipust hasznaltuk fel. Rendelkezésiinkre allt a CAB2:LUC konstrukcidt 1 kopiaban
hordozo, a transzgénre nézve homozigota, stabil transzformans C24 okotipusu Arabidopsis
vonal (Millar et al., 1995), amelyet a kisérletek soran C24(VT) jeloléssel, vad tipusu hatterti,
kontroll novényként vizsgaltunk. Emellett 1étrehoztuk a CAB2:LUC+ riporter konstrukciot
Wassilevskija (Ws) dkotipusban 1 kopidban hordozé transzgenikus Arabidopsis vonalat (Hall
¢s mtsai, 2001), amelyet a kisérleteinkben Ws(VT) jeloléssel, vad tipusu hatterti, kontroll
novényként hasznaltunk. A transzgenikus novény eldallitdsara a Clough és Bent altal leirt
(1998) Agrobacteriummal torténd viraginfiltracios modszert alkalmaztuk (1asd: 4.3.2. fejezet).

A mutans novények vizsgalatakor alkalmazott tovabbi riportergén konstrukcidkat
(CCR2:LUC+ és CCAI:LUCH) szintén Agrobacterium-kodzvetitett géntranszfer (Clough és
Bent, 1998) segitségével juttattuk be a mutans €s a megfeleld vad tipusu novényekbe. A
riportergének expresszidjat mindegyik hattér esetében (mutans és vad tipus) legalabb 5
fiiggetlen transzformans ndvényi vonalban vizsgaltuk meg. A vizsgalt riportergén
kifejez6dése minden azonos genotipusba tartozd transzgenikus ndvényi vonalban hasonld
mintazatot mutatott.

Tovabbi kisérletekben a kovetkezd mutans és vad tipusti névényvonalakat vizsgaltuk:
tocl-1, tocl-2, ztl-1, ztl-27 mutans (C24 okotipus hattérben) és Columbia-0 (Col-0) vad tipusu

novények.

4.2. Molekularis biolégiai modszerek

4.2.1. Riportergén konstrukciok készitése, transzgenikus novények eloallitasa

A plazmidvektor-konstrukciok készitése soran és a plazmid DNS E. coli sejtekbdl
torténd tisztitdsakor Sambrook és munkatarsai (1989) altal k6zolt modszereket kovettiik.

A riporterkonstrukciokban hasznalt, gemoni DNS-en végzett PCR-ral izolalt
promoterszekvenciakat elsd 1épésként a pBluescriptll (SK) plazmid vektorba épitettiik be, a
PCR soréan alkalmazott oligonukleotid szekvencian talalhato egyedi restrikcids hasitohelyek
segitségével. A klonozas kovetkezd 1épéseként a 4.1. abran lathatdo pPCV vektorba a Stul és
Sacl helyek kozé beépitettiik a LUC+ cDNS-t, igy 1étrehoztuk a LUC+-NOS pPCV vektort. A
LUC+ cDNS el¢ épitettiik be a CAB2 promotert a Hindlll és Sall, a CCR2 promotert €s a
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CCAI promotert pedig a HindIll és BamHI hasitohelyek felhasznaldsaval. Minden elkésziilt

konstrukciot szekvenalassal ellen6riztiink.

4.2.2. Agrobacterium konjugacio

Az elkésziilt binaris plazmid vektort E. coli S17-1 torzsbe transzformaltuk, majd 2 ml-
es, ampicillinnel kiegészitett LB folyadékkulturaban 16 6rén at novesztettiik. Agrobacterium
tumefaciens GV3101 torzsébdl YEB tapoldatban, 24 6ra alatt szintén friss folyadékkultirat
neveltiink. A két baktériumszuszpenziobol 1-1 ml-t Osszekevertiink és YEB taplemezen
egyltt novesztettiink. 24 o6ra utdn a nodvekedésnek indult baktériumtenyészetbol kis
mennyiséget rifampicin és karbenicillin tartalmtt YEB lemezre szélesztettiink, majd a
felnovekvd rezisztens Agrobacterium-telepeket legalabb 3 alkalommal passzaltuk. Az E.
colitdl ilyen moédon megtisztitott Agrobacteriumot hasznaltuk Arabidopsis virag-infiltracios

transzformalasra (lasd: 4.3.2 alfejezet).

4.2.3. A ZTL gén szekvenaldsa

A mutins és a vad tipusi ndvényekbdl genomi DNS-t tisztitottunk a Dean ¢és
munkatarsai (1992) altal k6zolt médon, majd minden genotipusbodl 3 parhuzamos PCR soran
genomi PCR-ban alkalmazott oligbonukleotidak szekvencidja a kdvetkezd volt:

ZTL F: 5°- tgccggatcctcgaggtegctttettgttatagga -3°

ZTL R: 5’- gcegetcgagaaggaaggtgctagtgtcagggttt -3°.

A PCR terméket pBluescriptll (SK) plazmid vektorba klonoztuk az oligonukleotid
szekvenciakon taldlhatd Xhol hasitohelyek felhasznalasaval. A szekvenalashoz hasznalt
oligok szekvencigja a kdvetkezd volt:

ZTL seql: 5’- tcgtttctttgtccaccate -3°
ZTL seq2: 5°- ggaggaaattggttagttgt -3’
ZTL seq3: 5’- cgcatgttaaggaaacttga -3’
ZTL seq4: 5°- agccgcttettgeaatgtag -3°
ZTL seq5: 5°- gectgacaccaagagacgtt -3°
ZTL seq6: 5°- acgctcacttgtgtaaatgg -3’
ZTL seq7: 5’- cctttgaaattccgttcgag -3’
ZTL seq8: 5’- cacgtaaccaaagagagcct -3’
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ZTL seq9: 5’- tagttcggagacaaaatgag -3’
T3: 5’aattaaccctcactaaaggg3’
T7: 5’gtaatacgactcactatagggc

4.2.4. Noveényi 6ssz-RNS tisztitas

1 gramm ndvényi anyagot folyékony nitrogénben lefagyasztottunk és dorzsmozsarban
homogenizaltunk, iiveg centrifugacsébe helyeztiikk, majd 5 ml extrakciés puffert [SO mM
TRIS-HCI pH=8.0, 300 mM NaCl, 5 mM EDTA, 2% SDS, 0.1% (v/v) B-merkapto-etanol, 2
mM ATA (aurin-trikarboxilsav)] mértiink ra. 37°C -on inkubaltuk 30 percig, majd 1 ml 2 M
KCI oldat hozzéadéasa és Osszerazas utan jégen tartottuk 30 percig. 10 perc centrifugalas utan
(15000 g, 4°C) a feliiluszot uj centrifugacsdbe mértiik at €s 2.5 ml 8 M LiCl oldat hozzdadasa
utan 4°C -on 12-16 o6ra alatt csaptuk ki az RNS-t, amit ismételt cetrifugalassal gytijtottiink
0ssze (15000 g, 20 perc, 4°C). A csapadékot 400 pl steril desztillalt vizben oldottuk fel és 1.5
ml-es mikro-centrifugacsOben fenolos extrakcioval tisztitottuk, majd az RNS-t 1/10
térfogatnyi 5 M NaCl ¢és 2.5x térfogatnyi etanollal -20°C -on csaptuk ki 12 6ran at. 20 perc
4°C -on torténd centrifugalast kovetden a csapadékot 70%-os etanollal mostuk, vakuum alatt
szaritottuk, majd 100 pl steril desztillalt vizben oldottuk fel. A kapott RNS mennyiségét a
minta 260 nm-en mért optikai denzitdsabol hataroztuk meg. Az RNS izolalas soran hasznalt
tivegeszkozoket 3%-os H202 oldatban 4ztattuk 60 percig, etanollal atoblitettilk, majd
megszaritottuk. Az RNS izolalas soran hasznalt oldatokat és desztillalt vizet DEPC (dietil-

pirokarbonat) kezeléssel RN4z mentesitettiik Sambrook és mtsai (1989) mddszerét kovetve.

4.2.5. Northern hibridizacio

A ndvényi 0ssz-RNS izolalasat kovetden mintanként 20 pg RNS-t denaturdltunk a
felvivd pufferben (1X MOPS, 50% formamid, 7% formaldehid, 0.1 pg/ul etidium-bromid),
majd az RNS mintakat formaldehides, 1%-o0s agar6z gélen frakcionaltuk. A gélbdl az RNS-t a
Zeta-Probe GT Genomic Tested Blotting pozitivan toltott nylon membranra transzferaltuk a
gyart6 cég (Bio-Rad) altal megadott instrukciok alapjan. A hibridizacidhoz probaként hasznalt
ZTL teljes hossziisagh cDNS-t az Amersham cég Megaprime™™ DNA labelling System (RPN
1606) jelsls kitjét felhasznalva, random primer meghosszabbitasaval jeloltiik [o->*P]-dCTP

jelenlétében. A membrant egy &jszakan at eldhibridizaltuk 42°C-on a hibridizalo pufferben
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[50 mM foszfat puffer pH=6.5 (50 mM Na,HPO4 és 50 mM NaH,PO4 keverékébdl), 50%
formamid, 5X SSC, 0.2% SDS, 1 mg/ml BSA, 1 mg/ml PVP40, 1 mg/ml fikoll, 100 pg/ml
denaturalt hordoz6 DNS)]. A radioaktiv probat denaturalds utan adtuk a hibridizalé pufterhez
¢és a hibridizalast 42°C-on, 24 6ran keresztiil végeztiikk. Ezt kovetden a filtert csokkend
sokoncentracid ¢s emelkedd hémérséklet mellett (2x SSC, 0.2% SDS — kétszer 15 perc, 42°C,;
2x SSC, 0.2% SDS — kétszer 15 perc, 65°C; 1x SSC, 0.2% SDS — kétszer 15 perc, 65°C; 0.5x
SSC, 0.2% SDS — egyszer 15 perc, 65°C) mostuk (1x SSC: 0.15 M NacCl, 15 mM Nas-citrat,
pH=7.2). A filtert specidlis kazettakban exponaltuk, majd a Phosphoimager (Molecular
Dynamics) késziilék segitségével tettiik lathatova a radioaktiv jeleket, amelyeket az

ImageQuant (Molecular Dynamics) szoftver hasznalataval kvantitaltunk.

4.2.6. Noveényi ossz-protein tisztitas és Western-blot analizis (Kim és mtsai, 2003 nyomdn)

12 ora fény/12 ora sotét fotoperioduson nevelt, 10 napos ndvényeket (200 mg)
folyékony nitrogénben lefagyasztottunk és dorzsmozsarban homogenizaltunk. Az elporitott
mintara 1 ml extrakcios puffert mértiink (50 mM TRIS-HCI, pH=7.5, 1 mM EDTA, 1 mM
DTT, 1 mM fenil-metil-szulfonil fluorid, 5 pg/ml leupeptin, 1 pg/ml aprotinin, 1 pg/ml
pepstatin, 5 pg/ml antipain €s 5 pg/ml chymostatin). A mintakat 0sszeraztuk a pufferrel, majd
a sejttormeléket centrifugaldssal tavolitottuk el (14000 g, 10 perc, 4°C). A feliiliszobol
Bradford (1976) moddszerével hataroztuk meg a preparatumok Ossz-fehérje tartalmat, majd
triklorecetsavas kicsapast kovetden a fehérjéket urea/SDS tartalmua pufferben vettiik fel (40
mM TRIS-HCI, pH=6.8, 8 M urea, 5% SDS, 1 mM EDTA ¢és 2% (v/v) B-merkapto-etanol).
Mintanként 40 pg 0Ossz-fehérjét szeparaltunk 8%-os poliakrilamid-SDS gélen (Laemmli,
1970), és az elvalasztott fehérjéket Bio-Rad elektroblot késziilékkel (25 V, 2 h) transzferaltuk
PVDF (polivinil-difluorid) membranra (Millipore). A filtereket blokkold pufferben [10%
(w/v) tejpor, TBS pufferben (10 mM TRIS-HCl pH=8.0, 150 mM NacCl] inkubaltuk
szobahOmérsékleten 1 ordig. Ezt kovetden a filtert poliklondlis anti-ZTL elsddleges
ellenanyag (Colcalico Biological) jelenlétében (1:1000 aranyban higitva) inkubaltuk 3 6ran at.
Ezutan a filtert peroxidazhoz kapcsolt (1:1000 aranyban higitott) masodlagos ellenanyaggal
inkubaltuk, majd a kemilumineszcens jelet specidlis film segitségével tettiik lathatova (ECL

Western Blotting System, Amersham Pharmacia).
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4.2.7. Elesztd két-hibrid rendszer haszndlata fehérje-fehérje kélesonhatds vizsgdlatara

Az élesztd két-hibrid rendszer alkalmazasa soran a Chien és munkatérsai (1991) altal
leirt moddszereket alkalmaztuk. A fehérjék ko-expresszigjahoz a Clontech cég Aaltal
forgalmazott pGADT7 és pGBKT7 élesztd expresszios vektorokat hasznaltuk. A vizsgalt
fehérjéket kodoldé cDNS szekvencidkat a GAL4 fehérje transzkripcios aktivator doménjét
(pGADT?7) ill. a GAL4 fehérje DNS-kot6 doménjét (pGBKT7) kodold szekvencia utan
épitettiik be a vektorba, oly modon, hogy a transzlacid sordn fuzios fehérje keletkezett. A
vizsgalni kivant két fehérjét kifejez6 vektorokat a ko-expresszidhoz élesztébe
transzformaltuk, majd az €lesztd sejteket leucin- €s triptofan-hianyos (LT), ill. adenin-, leucin-
¢és triptofan-hidnyos (ALT) CSM taptalajra szélesztettiik. Ezutan az élesztds lemezeket 5
napig 30°C-on tartottuk. Az ALT lemezen tortént ndvekedést, ill. ennek hidnyéat feljegyeztiik.
A szelektiv taptalajon tortént ndvekedés dokumentaldsdhoz 1-1 élesztételepet az LT és ALT
lemezekr6l 100 ul steril vizben szuszpendaltunk és ebbdl 5 pl-t 4j LT ill. ALT lemezre
cseppentettiink ki. 5 nap 30°C-on tortént ndvesztés utan a telepekrol sikagyas lapszkennerrel
képet készitettiink. Az LT ill. ALT téptalajon nétt tovabbi 3-3 koloniat atoltottunk LT CSM
folyadékba, és az élesztOket folyamatos razas mellett 30°C-on neveltiikk, amig az oldat
stirlisége elérte az ODggp =1 értéket. Az oldatokon elvégeztiik az ONPG mérést, amely sordn
az oldat B-galaktoziddz enzimaktivitasat mérjiikk O-nitrofenil-pB-D-galaktopiranozid szubsztrat
jelenlétében (Yasuhara és mtsai, 2004).

A két hibrid rendszerben vizsgalt PHYB fehérjedarabok a kdvetkezdk voltak:

— PHYB-N: fitokrom B N-terminalis fragment, 1-621. aminosav
— PHYB-C: fitokrom B C-terminalis fragment: 645-1972. aminosav (Jarillo és mtsai, 2001).

A kiilonbdz6 mutans ZTL fehérjéket a cDNS szekvencidban tortént irdnyitott
mutagenezissel hoztuk létre (Quick Change Site-Directed Mutagenesis Kit, Stratagene). A
PHYB fehérje kromoforjat Shimizu-Sato és munkatarsai (2002) szerint izolaltuk.

4.3. Novényeken alkalmazott technikak

4.3.1. Magsterilizalds, novénynevelés

A sterilizdlandd magokat vizbe &ztatds utdn 2 napig 4°C-on taroltuk, majd 10 percig

5%-0s (w/v) kalcium-hipoklorit oldatban aztattuk. Ezutdn steril desztillalt vizzel Gtszor
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atmostuk, majd a steril magokat taptalajra szélesztettiik. Ezt kovetden a ndvényeket 12 h fehér
fény/12 h sotétben, 22°C-on neveltiik steril koriilmények kozott; a méréseket 22°C-on
végeztiik. Az ettdl eltérd nevelési ill. mérési koriilményeket az aktudlis kisérlet ismertetése
soran tlintettem fel. A megvildgitdsra hasznalt fehér fényt fluoreszcens fénycsovek, a
monokromatikus voros (Amax=667nm), kék (Anax=470nm) ill. tavoli vOrds (Amax=730nm) fényt
a Quantum Devices Inc (USA) Snaplite LED (Light Emitting Diode) lampakat tartalmazo

fényforrasai biztositottak.

4.3.2. Transzgenikus névények eloallitasa (Clough és Bent, 1998)

A megfeleld pPCV alapt vektorkonstrukciot hordozd Agrobacterium torzset 300 ml,
100 pg/ml karbenicillint tartalmazé YEB oldatban ndvesztettiik 25°C-on 2 napig (ODsoo= 2.5-
3.0), majd az Agrobacteriumot centrifugalassal (4000 g, 20 perc, 25°C) 0sszegyljtottik és 3
ml YEB oldatban felszuszpendaltuk. Ezutdn folyamatos kevergetés mellett 300 ml 3%-o0s
(w/v) szacharozoldatot, végiil 40 pul Silwet L-77-et (Lehle Seeds) adtunk a szuszpenzidhoz. A
transzformalando, tiveghdzban nevelt Arabidopsis novények teljes virdgzatat 15 masodpercre
a szuszpenziodba meritettiilk, majd a novényeket 1 napig letakarva, a magasabb paratartalmat
biztositva, tartottuk. A felnevelt novényekrdl magot gytjtottiink és a megfeleld szelekcios
agenssel ¢és klafordnnal kiegészitett AM taptalajon steril koriilmények kozott szelektaltuk a
transzforméansokat (T1 nemzedék), amelyeket, miutan megfeleld erdsségli gyokérzetet
fejlesztettek (10-12 nap), foldbe iiltettiink és az liveghazban felneveltiink. Minden konstrukcid
esetében 20-30 fiiggetlen T1 transzformans vonalat allitottunk eld. Vizsgalatainkat a T3
nemzedék transzgénre nézve homozigdta, a transzgént 1 kopiaban hordozd egyedein

végeztik.

4.3.3. EMS mutagenezis

125 ml desztillalt vizbe beaztattunk 1ml Arabidopsis magot (~40000 db), amelyet egy
¢jszakan at 4°C-on, s6tétben inkubaltunk. A megnedvesitett magokat 0,2% (w/v) illetve 0,3%
(w/v) etil-metan szulfonat (EMS; Sigma-Aldrich) 1250 ml térfogatu vizes oldatdban 16 6ran
keresztiil szobahdmérsékleten inkubaltuk folyamatos, lassu keverés mellett. Ezt kdvetden a
magokat 10-szer 1000 ml desztillalt vizzel mostuk at, majd 3 napon keresztiil 4°C-on, vizben,
sOtétben tartottuk. A hidegkezelés utan a magokat iiveghazban foldbe vetettiik tigy, hogy
minden cserépbe 50-80 mag keriilt. A novényeket (M1 generacid) 4 hétig rovidnappalon (8h
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fehér fény/16h sotét), majd ezt kovetden hosszinappalon neveltik. A mutagenizalt
magpopulacioban 30-50%-o0s volt a letalitdis. A ndvényekrdl szarmazd magokat (M2
generacid) cserepenként gyiijtottiik 0ssze, amelyek mindegyike egy-egy mag gytijtot alkotott.

Az M2 magokat gyiijtonként vizsgaltuk a mutans izolalasi munka soran.

4.3.4. In vivo lumineszcencia-méres luminométerrel

A CAB2:LUC(+) (Millar és mtsai, 1992), CCR2:LUC+ és CCAI:LUC+ konstrukciot
kifejez6 csirandvényeket 12 ora fény /12 ora sotét fénycikluson, 22°C-on neveltiik MS3
taptalajon, 7 napig. A mérés kezdete el6tt min. 6 oraval a csirandvényeket steril koriilmények
kozott egyenként egy 96 zsebes mikrotiterlemezbe helyeztiik, amelynek minden zsebe 0.25 ml
MS3 taptalajt tartalmazott. Minden novényre 20 pl 2 mM-os luciferin oldatot cseppentettiink.
A méréseket Topcount automatizalt luminométerrel (Packard) végeztiik, amely minden egyes
- a mikrotiter lemez zsebeiben elhelyezett - csirandvény altal kibocsatott lumineszcenciat 1-2
oranként rogzitette, a mérési 1d6 végéig (2-7 nap). A mérés a csirdzast kovetd 7. napon indult,
a nevelés soran alkalmazott fényciklusoknak megfelelen a fény-sotét &tmenet pillanatdban. A
mérés modjatol fliiggetleniil a novények lumineszcenciajat az elsé 12 ora soran (a nevelési
koriilményeknek megteleld éjszakai fazisban) sotétben mértiik. Ezt kdvetden a mintdkat a
mérés modjatdl fiiggden sotétben, voros vagy kék fényben, ill. fény/sotét ciklusokon tartottuk.
A fényben mért mintdk csupan a mérések alkalmaval (1-2 orankant 9 percre) keriiltek a
mérdtér sotétjébe, ami nem befolyasolja a cirkadian 6ra miikodését (Millar és mtsai, 1995). A
mérési eredmények feldolgozasa a TopTempll nevli Microsoft Excel makro programmal (Dr.
Andrew Millar, University of Edinburgh, UK ajandéka) tortént. A luminométer altal mért
lumineszcenciaértékek az egy masodperc alatt beérkezett fotonok szamat (cps = count per
seconds) mutatjak. Az egyes csirandvény altal adott idépontban kibocsatott lumineszcencia
értékét az adott ndvény altal a teljes mérés soran kibocsatott lumineszcencia atlagéaval
osztottuk el, igy kaptuk meg az adott iddponthoz tartozé normalizalt lumineszcencia értéket.
Az é4brdkon — ha masképpen nem tiintettiik fel — legaldbb 16 csirandvény (normalizalt)
lumineszcencia értékébdl szamolt atlagértéket tiintettiik fel. Ezeket az adatokat az idd

fliggvényében abrazoltuk.
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4.3.5. Luciferdz enzimaktivitas meghatarozasa CCD kameraval

A lumineszcens riportergén konstrukciot kifejezd, transzgenikus csirandvényeket
sOtétben neveltiink MS3 lemezen. A csirdzas kezdetét kovetd hetedik napon a novényeket
sotétben 1 mM luciferin oldattal permeteztiik le, majd s6tétben, tobb napon keresztiil mértiik a
novények lumineszcenciajat egy folyékony nitrogénnel hiitott, nagy érzékenységii CCD
kameraval (LN-CCD-512-TKB, Princeton Instruments, USA). A csiranévények luciferinnel
tortént kezelése utdn 24 o6rdval a mintdkat - a kontroll minta kivételével - kiillonbozd
hulldmhosszi fénnyel kezeltiik, majd ujra visszahelyeztilk a kamera sotét mérdterébe. A
csirandvényekrdl féloranként digitalis felvételt készitettiink, amelyeket a MetaView
szoftverrel (Universal Imaging, USA) elemeztiink. A mérés eredményeként kapott
fényintenzitas-érték aranyos a minta luciferdz aktivitasaval, azaz a riportergén
kifejezodésével, amelybdl a digitdlis kamera zaj-hatterét levonva kapott relativ
aktivitasértéket grafikonon abrazoltuk (Excel szoftver, Microsoft). A csirandvényekrol késziilt

kép fényesség-kiiszobértékeit a MetaView szoftverrel allitottuk be.

4.3.6. Levélmozgas ritmusanak dokumentalasa

A levélmozgés rogzitését megeldzden 10 napig neveltiik a novényeket 12 h fény /12 h sotét
fénycikluson, MS3 taptalajon. A 10. napon genotipusonként 16 csirandvényt taptalajjal egyiitt
atemeltiink egy 16 rekeszre osztott, atlatszo petricsészébe, oly mddon, hogy a rekeszekben
egyesével taldlhatdo Osszes novény 1. par valodi levelének mozgasa - a csésze fliggdleges
helyzetében — oldalrol nézve jol nyomon kovethetd legyen. Ezt kdvetden a csészéket
fiiggdleges helyzetben egy-egy kamera elé helyeztiik, és 7 napon keresztiil, folyamatos fehér
fényben (50 ;,Lmol/mz/s), allando hémérsékleten (22°C) 2 dranként felvételt készitettiink roluk.
Az igy késziilt felvételeket a Kujata Video Imaging System programja segitségével dolgoztuk
fel (Dowson-Day és Millar, 1999). Egy novény vizsgélatakor 2 levél mozgasat tudtuk egy
idében nyomon kovetni és analizalni. A szamitdgépes szoftver segitségével a levelek

fliggbleges vagy vizszintes tengely menti elmozdulésat mértiik az id6 fliggvényében.

4.3.7. Periodushossz adatok szamolasa

Minden vizsgélt ritmikus folyamat periodushosszanak analizisét a Biological Rhythms

Analysis Software System (BRASS; Southern és Millar, 2005) segitségével végeztiik el,
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amelyet Dr. Andrew Millar-t6l (University of Edinburgh, UK) és munkatérsaitol kaptunk. A
Microsoft Excel alapti makro program képes az automatizalt luminométer, a CCD kamera ¢€s a
levélmozgés vided rendszer hasznélata sordn nyert ritmusadatok kiértékelésére. A BRASS
program a Fast Fourier Transform-Non-Linear Least Squares (FFT-NLLS; Plautz és mtsai,
1997) analizis futtatasaval minden egyes, a kisérletben vizsgalt ndvény ritmusara illesztett
gorbe alapjan ad becslést az egyes novények ritmusanak periddushosszara. A periddushossz
meghatarozdsdhoz minden kisérletben minimum 80, maximum 120 6ras mérési idtartambol
szarmazo adatokat hasznaltunk fel. A periddushossz kozépértékének becslése soran csak
azon, a program szerint szamolt periddushossz értékeket vettiik figyelembe, amelyek 15 és 38
ora kozé estek (cirkadian tartomany: 15-38 h). Az azonos genotipusba tartozo, legalabb 20

novény peridodushosszanak statisztikai elemzését a BRASS programmal végeztiik el.

4.3.8. Hipokotilhossz-mérés

A magokat sterilizaltuk és 1/2 MSO taptalajra szélesztettiik, majd 3 napra 4°C-ra,
sOtétbe helyeztiik. Ezutdn a magok 22°C-ra keriiltek (0. napon): a csirazast indukalé 3-6 ora
fehér fénykezelés (50 pumol/m?/s) utan 18-21 o6ra sotét, majd megfeleld intenzitasi és
hullamhosszt fénykezelés (vagy sotét) kovetkezett. A kezelés 4. napjan a csirandvényeket
1%-o0s (w/v) agar lemezre fektettiik, majd sikdgyas lapszkennerrel digitalis képet készitettiink
roluk. A képet a MetaMorph szoftverrel (Universal Imaging, USA) dolgoztuk fel, amely az
adatokat az Excel szoftver (Microsoft) altal felismerhetd formatumuva alakitotta, igy a
statisztikai kiértékelést mar ezzel végezhettiikk. Minden ndvényvonal és alkalmazott
fényintenzitas esetében minimum 30 ndvény hipokotilhosszat mértiik meg. A grafikonokon a
hiopokotilhosszak normalizalt értékeit tiintettiik fel. A hipokotilhossz normalizalt értékét
minden vizsgalt genotipus esetében ugy képeztiik, hogy minden mérési ponthoz tartozd, mm-
ben mért atlag hipokotilhossz értéket elosztottunk az adott vonalhoz tartoz6, sotétben mért,

mm-ben megadott hipokotilhossz értékkel.

4.3.9. A viragzasi idé meghatarozdsa

A magokat nedves talajra vetettiilk, majd 2 napig sotétben, 4°C-on tartottuk. Ezutan
allando homérsékletet (22°C) biztosité klimakamrakba helyzetiik 6ket rovid- (8 ora fehér
fény/16 oOra sotét), illetve hosszinappalos (16 ora fehér fény/8 ora sotét) koriilmények kozé. A

kisérletben hasznalt fluoreszcens fehér fény intenzitisa 60 pmol/m’/s volt. A névények
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télevélrozsainak leveleit akkor szamoltuk meg, amikor a virdgzati tengely hossza elérte az 1
azoknak a napoknak a szdma, amelyek a magok kivetésétdl és fényre helyezéstdl az 1cm-es
virdgzati tengely megjelenéséig teltek el. Az 1cm hosszl virdgzati tengely megjelenésekor a
novényen talalhatd télevek szdma szintén alkalmas a virdgzas idejének a meghatarozasara.
Kisérleteinkben minden ndvényvonalbol 30-40 egyedi novény virdgzasi idejét vizsgaltuk a
télevelek szaméanak meghatidrozasaval. A grafikonon a tdélevelek szdmanak atlagértékeit

tlintettiik fel a ,,standard error’” hibaértékekkel.

4.3.10. A klorofilltartalom meghatarozdsa

A klorofillméréshez a 30 napos ndvények télevélrozsajabol vett leveleket hasznaltuk
fel. A klorofillt 96% etanollal extrahaltuk a levelekbdl, majd Lichtenthaler és Wellburn

(1983) szerint végeztiik el a klorofill mennyiségének meghatarozasat.

4.3.11. A fotoszintetikus gazcsere vizsgalata

A 32 napos novények fotoszintetikus gdzcseréjét multikiivettds infravords
gazanalizatorral (Arabidopsis Special System, PP Systems, Hitchin, UK) vizsgaltuk. A
rendszer lehetdvé teszi, hogy intakt, egyedi ndvényekben, szabalyozott paratartalom, CO,
koncentracio, hémérséklet ¢és fényviszonyok mellett, akar 10 napon keresztil nyomon
kovessiik a gazcsere folyamatat (a CO, mennyiségének valtozéasat). A mintdk gazcseréjét
oranként rogzitettilk: minden 6rdban 10 percen keresztiil rogzitettiik a vizsgélt ndvények

gazcseréjét. A kisérleteket azonos koriilmények kozott kétszer ismételtiik meg.

4.3.12. Kompeticios kisérlet ztl és tocl mutansok kozott

A novényeket 10 napig neveltik MSO taptalajon folyamatos fehér fényben. A
kiilonb6z6é mutans ztl és tocl csirandvényeket egymastol 1 cm-re, kiillon-kiilon illetve vegyes
kultrdban foldbe {ltettilk. A ndvényeket 10 6ra fehér fény/10 ora sotét ill. 14 ora fehér
fény/14 ora sotét fotoperiodusokon neveltiik 3 héten at, majd ezeken elvégeztiik a morfoldgiai
¢s mennyiségi analizist: megmértiik a szaraz és nedves tomeget, a levelek klorofilltartalmat, a

télevelek szamat és a tolevélrozsa atmérdjét.
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4.4. Adatfeldolgozasi, interpretalasi iranyelvek

Minden kisérletiinket legalabb 5 fiiggetlen transzgenikus ndvény-vonalon, ill. 2-3
egymastol fiiggetleniil késziilt mintasoron is elvégeztiik. Mivel ezek hasonld eredményt
mutattak, igy a dolgozatban — ha masként nem jeleztiik — egy-egy kivalasztott reprezentativ

abrasorozat keril bemutatasra.
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5. EREDMENYEK

5.1. Uj cirkadian 6ra mutansok azonositasa

Munkank elsédleges célja az volt, hogy Uj cirkadian 6ra mutdnsokat azonositsunk
Arabidopsis thalianaban. Ehhez elso 1€pésként el kellett donteniink, hogyan kivanjuk nyomon
kovetni a cirkadidn 6ra miikodését a mutagenizalt novényi populacidban. A cirkadian ora
miikddésének tanulméanyozasara a legmegfelelobb az ora altal szabéalyozott valamely
folyamat, azaz kimeneti (,,output”) elem vizsgalata. A cirkadidn o6ra altal szabalyozott
folyamatok kozott megtaldlhato a génexpresszio kozvetlen regulacioja. A génexpresszio
szintjén érvényesiild cirkadidn szabalyozas a ndvény fizioldgiai-, és metabolikus
folyamataiban is megnyilvanul. A cirkadian ora altal szabalyozott Arabidopsis gének koziil a
legismertebb a klorofill A/B-koté fehérjét kodolo CAB2 gén. A CAB2 fehérje a
kloroplasztiszok fénybegyiijté komplexeiben talalhato, és ott a klorofillok megkdtésében
jatszik fontos szerepet. A CAB2 gén expresszidja kettds szabalyozas alatt 4ll: a fény bizonyos
fényreceptorok aktivacidjan keresztiil befolyasolja a gén kifejezddését, és a cirkadian ora is
modellként a génexpresszid fény és cirkadian ora altali szabalyozasanak vizsgalatara (Nagy ¢€s
mtsai, 1988a; Nagy és mtsai, 1988b). Novényekben az egyik CAB gén volt az elsd, amelyrdl
leirtak, hogy kifejezddése cirkadian ritmust mutat (Nagy és mtsai, 1988b). A génkifejezddés
mintazatat részletesen jellemezték mind z6ld, mind etiolalt ndvényekben. Mivel az
Arabidopsis CAB2 gén kifejez6désének szabdlyozasarél rengeteg ismeret allt
rendelkezésiinkre, célszerlinek tlint az 6ranak ezen ,,output” elemét valasztani arra a célra,
hogy a ndvényi cirkadian 6ra miikodésérdl informaciot kapjunk, és ennek segitségével a
mutans novényi populacidoban olyan egyedeket azonositsunk, amelyekben az 6ra hibasan
mikodik.

A CAB2 gén promoterének 320 bazisparos szakasza tartalmazza mindazon szabalyozé
(Millar és mtsai, 1991; 1992). A 320 bp-os CAB2 promoter és a szentjanosbogar luciferaz
(LUC) génjét kodold ¢cDNS fazigjabol felépiild riporter gén konstrukciét mar kordbban is
hasznaltak mind a cirkadian ora, mind a fényregulacié vizsgalatara transzgenikus Arabidopsis
novényekben (Millar és mtsai, 1992). A luciferaz riporter gén hasznélata lehetdvé tette a
génkifejezodés valos idejii nyomon kovetését, és a térbeli valamint az idébeli expresszios

mintazat megfigyelését egyedi, ¢16 ndvényekben.
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Rendelkezésiinkre allt a CAB2:LUC konstrukciot 1 kopidban hordozo, a transzgénre
nézve homozigota, stabil transzformans, C24 okotipust Arabidopsis vonal (Millar és mtsai,
1995), és létrehoztuk a CAB2:LUCH riporter konstrukcidt 1 kopidban hordozo transzgenikus
Arabidopsis vonalat Wassilevskija (Ws) okotipusban,. A LUC+ egy olyan, a LUC cDNS
szekvenciajanak modositasaval eldallitott enzimfehérje, amely hozzavetdleg 100-szor erésebb
lumineszcenciat biztosit, mint a LUC enzim. A riporter konstrukciot hordozé C24 valamint
Ws novények magjait etil-metan-szulfonattal (EMS) kezeltiik. Az ily médon mutagenizalt
magokat (M1 populacid) iiveghdzban foldbe vetettilk, majd a felnevelt ndvényekbdl
Osszegyljtottiik a magokat (M2 populacid). Az M2 populécié csirandvényeiben 7 napos
korban vizsgaltuk a CAB2:LUC(+) expresszi6 idObeli mintazatat.

A cirkadidn ora vizsgalata allando koriilmények kozott torténik, amikor az o6ra és az
altala iranyitott ritmikus folyamat (ebben az esetben a CAB2 génexpresszio) ,,szabadon fut”.
Ilyen korilmények kozott kialakul a cirkadidn ritmusra jellemzd sajat periddushossz.
Kisérleteinkben allandé koriilményeken konstans hdmérsekleti- €s fényviszonyokat értiink. A
mutans keresés soran allandé homérsekleten (22°C) €s folyamatos sotétben kovettiik nyomon
a csirandvényekben a CAB2:LUC(+) expressziot, miutdn a ndvényeket 7 napig neveltiik 12
ora fehér fény/12 ora sotét fotoperidduson (LD 12:12). A CAB2 gén expresszidja sotétben 2
nap utdn olyan alacsony szintre csokken, hogy ezutan nem lehet kovetni a kifejezddés
ritmusat (5.1. abra), igy minden, folyamatos sotétben végzett kisérlet csak 36 oran keresztiil
tartott. Ilyen koriilmények kozott a CAB2 génnek ugyan csak egyetlen expresszios maximum
pontja figyelheté meg, ZT26-27 idépontban (5.1. abra), ami erdsen csokkenti a mutdnssziirés
érzékenységét, de egyuttal lehetdvé teszi nagyobb mennyiségli mutagenizalt névény rovidebb
1d6 alatti atvizsgalasat. Folyamatos fényben tortént mutans izolalasrél mar szamos publikacio
latott napvildgot, amelyekben leirtak tobbek kozott a timing of cab 1 (tocl) (Millar és mtsai,
1995), a zeitlupe (ztl) (Somers és mtsai., 2000) €s a time for coffee (tic) (Hall és mtsai, 2003)
Arabidopsis cirkadian 6ra mutansokat. Ezekben a kisérletekben hozzank hasonldé moédon,
szintén 7 napos korban vizsgaltdk EMS mutagenizalt ndvénypopulacid egyedeinek
CAB2:LUC ritmusat, de minden esetben kevesebb M2 ndévény cirkadian ritmusdnak analizisét

végezték el.
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5.1. abra. A CAB2:LUC+ transzgén ritmikus expresszidja folyamatos sotétben

A vad tipusu, Ws Okotipusu csirandvényeket 7 napig neveltiik 12 h fény/ 12 h sotét fotoperidduson. Ezt
kovetden a ndvények lumineszcenciajat folyamatos sotétben kovettiik nyomon 42 6éran keresztiil, Topcount
luminométerben. A grafikonon egy csiranévénybdl szarmazo adatokat tiintettiink fel. A grafikon ,,x” tengelye
mentén lathatd fekete sav a sotétszakaszt jeloli. A csirandvény altal adott id6pontban kibocsatott
lumineszcencia értéket a vizsgalt csirandvény altal a teljes mérés soran kibocsatott lumineszcencia értékének

atlagéaval osztottuk el, igy kaptuk meg az adott idéponthoz tartozé normalizalt lumineszcencia értéket.

A Ws okotipus hattérbe juttatott riporter gén konstrukcido (CAB2:LUC+) magasabb
luciferaz aktivitdst eredményezett a novényekben, mint a C24 hattérben levd konstrukcid
(CAB2:LUC), ami megkonnyitette a mutdnsok azonositasat a Ws hattérben. Mint azt az 5.1.
tablazat is mutatja, a Ws hattérben kb. haromszor t6bb cirkadidn 6ra mutanst azonositottunk,
mint a C24 hattérben, annak ellenére, hogy a vizsgalt Ws ndvények szama csak koriilbeliil
15%-a volt a C24 ndvények szamanak. Ennek elsddleges oka a két dkotipusban alkalmazott
LUC, valamint LUC+ marker altal 1étrehozott lumineszcencia intenzitasbeli kiilonbsége lehet,
de hozzajarult az is, hogy a Ws magok mutagenezise valoszintileg erésebb volt, mint a C24
magoké (Hall, nem publikalt adatok).

A mutansok azonositasa soran egy kisérletben hozzavetdleg 2000 egyedi csirandvény
CAB2:LUC(+) ritmusat mértiik ZT12 és ZT48 kozott, folyamatos sotétben. A CAB2:LUC(+)
expressziot 36 oran keresztiil kovettiik nyomon és a mérési eredmények analizalasat kovetden
kivélasztottuk azokat a ndvényeket, amelyek a vad tipusi ndvény ritmusatdl valamilyen
moédon eltéré cirkadidn ritmust mutattak. Az 5.1. tablazat a munkank sordn kivalasztott

ndvények szamarol mutat statisztikai 0sszegzést.
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Okotipus | Vizsgalt | Kivalasztott | Megtartott Cirkadian fenotipus
M2 M2 M3 kof | kéf | ar | aa | el | mg
novények | novények | mutansok
C24 40,000 574 25 11 [ 13]1]0]07]0
Ws 5,800 545 79 16 | 54 5121 1

5.1. tablazat. A mutanssziirés eredményének osszefoglaliasa
kof = korai fazis, kéf = késoi fazis, ar = aritmia, aa = alacsony amplitido, el = nagyon erés lumineszcencia,

mg = megvaltozott formaju gorbe

Az 5.1. tablazatban feltiintetett adatokbol leolvashatd, hogy 104 Arabidopsis cirkadian
Ora mutanst azonositottunk, amelyek fenotipusa az M3 generacioba atoroklodott. Ezek
nagyobb része (koriilbeliil 64%-a) késdi fazisu fenotipust mutat; ez a fenotipus a Ws hattérben
jelentkezett igen magas ardnyban. A mutdnssziirés eredményeként Osszesen hat aritmids
mutanst izolaltunk.
alapt molekuléaris markerek hasznalatadval. Miutdn az egyes mutaciokat sikeriilt egy-egy
kromoszdmakarra lokalizalni, megvizsgaltuk, hogy az (ijonnan azonositott mutacié kdzelében
talalhato-e mar ismert 6ragén. Azokban az esetekben, amikor a mutacidé mar ismert draelemet
kodolo kromoszdémarégidhoz mutatott kapcesoltsagot, és az észlelt mutans cirkadian fenotipusa
hasonlitott a mar azonositott o6raelem mutacidja révén eléalldo fenotipusra, a homozigdta
modszerrel a 104 mutans kozott két 0 TOCI, két uj GI, egy 0j ELF3 és tizenegyegy uj ZTL

allélt azonositottunk.

5.2. A mutaciok elhelyezkedése a ZTL fehérje szekvenciajaban

A mutansok azonositdsa soran szamos hosszu peridodusu mutdns novényt talaltunk
(5.1. tablazat). A genetikai térképezés eredményeként megallapitottuk, hogy tizenegy esetben
a mutéacio az 6tds kromoszoma alsé karjara térképezddik. Az Arabidopsis cirkadian 6raban
miikddé — ezen idészakban mar ismert - gének kozil egyediil a Z7L gén mutacidja okoz
hasonl6 cirkadian fenotipust, és ez a gén az 6todik kromoszoma aljan talalhat6. A fenotipus
hasonlosaga és a mutaciok zt/ génhez kozeli elhelyezkedése arra utalt, hogy az altalunk
azonositott 6ra mutaciok allélikusak lehetnek a mar ismert z#/ mutaciokkal (z#l-1, ztl-2;

Somers és mtsai, 2000). A mutans névényekbdl PCR-ral izolalt ZTL gén szekvenalasa soran
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kidertiilt, hogy a tizenegy vizsgalt mutans egy-egy pontmutaciot hordoz a génben. A mutaciok
a fehérje szekvenciadban aminosav cserét vagy korai stop kodon létrehozasa révén a fehérje
rovidiilését okozzdk. Az éltalunk azonositott 11 Uj mutacid €és a korabban leirt z#/ mutdciok

Az etil-metan-szulfonat (EMS) kezeléssel tortént mutagenezis kovetkeztében >99%-o0s
valoszinliséggel keletkezdé mutacio a G/C>A/T tranzicid, mivel az EMS a guanint alkilalja,
O6-etilguanint hozva létre, amely modositott bazis T-vel képez bazispart, nem C-vel
(Ashburner, 1990). A ZTL fehérjében keletkezett mutaciok mindegyike a DNS-ben tortént
G>A nukleotid csere eredményeként allt eld. Az altalunk izolalt mutaciok a ZTL fehérje
mindhdrom funkcionalis doménjét érintik. Korabban nem izoléltak a ZTL PAS vagy az F-box

doménjében mutdncidt hordozo ndvényt, igy eldszor nekiink nyilt lehetdségilink arra, hogy a

crer
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MEWDSGSDLSADDASSLADDEEGGLFPGGGPIPYPVGNLLHTAPCG
FVVTDAVEPDQPIIYV NTVFEMVTGYRAEEVLGGNCRFLQCRGPFAKRRHPLVDSMVVSEIR LOV/PAS domén

zel-21 221 (WS): G,,=>D
KCIDEGIEFQ@ELLNFRKDGSPLMNRLRLTPIYGDDDTITHIIGIQ

FFIETDIDLGPVLGSSTKEKSIDGIYSALAAGERNVSRGMCG

ztl-22 F-box domén
LFQLSDEVVSMKILSRLTPRDVASVS SVCRRLYVLTKNEDLWRRVCONAWGSETTRVLETVE :l
-22 (C24): E,,=>K
GAKRLGWGRLARELTTL
zt1-23
EARAWRKLSVG]gjsv

ztl-24 ztl-2

EPSRC--NFSACAV-GNRVVLFGG---EGVNMOPMNDJTFVLDLNSDYPEWQHVKVSSP Kelch repeat domén

#-23 (WS):  G,,=>D

ztl-25 ztl-26
2l-24 (WS):  P,,=>$S
PPGRW-—-|GHTLTCVNGSNLVVFGGCGQQG-LL—--N| NLDAKPPTWREISGLAP
& o0 plvev: 21-25 (WS): G, =>S

ztl-1 z2l-26 (WS):  D,,=>N

PLPRS--WHSSCTLDGTKLIVSGGCADSGVLL-~ —sE|T FLLDLSIEKPVWREIPAAWT #l-27(C24): G,=D

z£1-27/zt1-28 zl-28 (WS):  G,=>8
PPSRL- —@HTLSVYGGRKILME‘GGLAKSGPLKFRS SDVFTMDLSEEEPCWRCVTGSGMPGAGNPGGVAP z2tl-29 (WS):  Q.,= STOP

ztl-30 (WS)- G:'-(,J:> R
al-31(C24): W, =>STOP
ztl-1 (C24): Dszn ==>N

zt1-31 wl-2(C24): D, =>N
PPRFAWGHGTCVVGGTRAIVL GGQTGEEEMLSELHELSLASYLT .

z£1-29 zt1-30
PP-RL--DHVAVNLPGGRILIFGGSVAG---LESAS[JLYLLDPTEDKPTHRTLNIE[GR

5.2. abra. A mutaciok elhelyezkedése a ZTL fehérje harom funkcionalis doménjében

A ztl-2] mutansban a PAS domén masodik felében tortént mutacid egy, a ZTL fehérje csaladban konzervalt
glicin cseréjét okozza aszparaginsavva. Az F-box mutacid (ztl-22) egy olyan pozicidju glutaminsav cseréjét
eredményezi lizinre, amely ndvényi, allati és gombakban talalhatd F-box fehérjékben nagyfokt konzervaltsagot
mutat. A tobbi 9 mutaci6 a fehérje C-terminalis részén, az Un. kelch ,,repeat” doménben talalhatd. A ztl-23 és a
ztl-30 mutansokban igen hasonld pozicioban, de a hat és fél ismétlddo szekvencia kozill nem ugyanabban a
szekvencidban tortént mutdcié: egy glicin valtozott meg az elsd ismétlddés eldtt talalhato, részleges ,.repeat”
szekvenciaban illetve az 5. ismétl6do szakaszban. A ztl-25 és a ztl-27/ztl-28 mutansokban a masodik, illetve a
negyedik ,,repeat” szekvencidban ugyanaz a pozicidju glicin valtozott meg. A zt/-26 mutans egy a ztl-1 és ztl-2
mutacidhoz hasonld aszpartat-aszparagin aminosavcserét hordoz; ezek a mutaciok a fehérjében az egymast
kovetd elsé harom ismétlédd szakaszban talalhatok. A zt/-24 mutacio egy prolin-szerin cserét eredményez az
els6 ,.kelch repeat”-ben. Munkank soran azonositottunk két olyan z#/ mutanst is (z#/-29 és ztl-31), amelyekben a
mutacio stop kodon 1étrejottét, ezaltal a transzlacio korai befejezését és valdsziniileg rovidebb fehérje termelését
eredményezi. A mutacidok neve mellett feltiintettilk, hogy az egyes mutaciokat melyik Okotipus hattérben

azonositottuk, ill. a korabban azonositott mutaciok (zz#/-1, ztl-2) milyen dkotipusban talalhatok.
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5.3. A ZTL fehérje ,,kelch” doménjében talilhaté mutaciok lokalizacioja egy ,kelch”

domén haromdimenzios szerkezeti modelljén

A ,.kelch repeat” domén altaldban egy Un. B-propeller szerkezetet hoz Iétre. Mindegyik
teljes ,,kelch repeat” (1-5-ig) a propeller egy-egy lemezét képezi, az 1. ,repeat” elétti révid
szakasz és a hatodik hidnyos ,,repeat” szekvencia pedig zarja a propeller strukturat (Li és
mtsai, 2004). A ZTL fehérjében altalunk azonositott ,,kelch” mutaciok elhelyezkedését a
modellként hasznalt diizopropil-fluoro-foszfataz fehérje ,kelch repeat” doménjének 3D
szerkezeti modelljén (Li és mtsai, 2004) a 5.3. dbra mutatja. A diizopropil-fluoro-foszfataz
fehérje ,kelch repeat” doménje az egyetlen olyan, szerkezetileg jellemzett ,,kelch” domén,
amelyben - hasonloan a ZTL fehérjéhez - 6 ismétlodo fehérjeszakasz van.

A modellen jol lathato, hogy az Osszes ,.kelch” domént érintd mutacié a B-propeller
kiilsé oldalan talalhaté hurokszerti fehérjeszakaszokra térképezddik. A propeller lemezszera
struktarait kialakitdo p-rétegekben mutaciét nem taldltunk. A hét, aminosav cserét okozo
mutacid koziil hat a propeller struktira egyik kiilsé oldalara lokalizalhatd. A z#/-31 muténs
novényben a ZTL fehérjébdl csak a legutolsod, a propeller szerkezetbdl kinyuld fehérjeszakasz
hianyzik, mig a zt[-29 mutaci6 a teljes C-termindlis (hatodik) ,repeat” szekvencia

elvesztésével jar.

5.3. abra. A mutaciok helye a ,,kelch” doménben
fluoro-foszfataz fehérje haromdimenzids modelljén (Li és
mtsai, 2004). A szalagdiagramon a hat ,kelch repeat” B-
lemezeibdl felépiild P-propeller strukturaban az N-
terminalis feldl a C-terminalis felé haladva kékbdl zoldre
valtozik az egyes ismétl6dd szakaszok szinezése. A nyilak
az N-terminalis feldl a C-terminalis felé mutatnak.

A: A, kelch” domén alulnézeti képe.

B: A ,kelch” domén oldalnézeti képe.

A mutaciok elhelyezését a modellen Filop Vilmos

(Warwick, UK) segitségével végeztiik el.
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5.4. A ZTL gén mutacidjanak hatasa a cirkadian ora miikodésére

A cirkadidn 6ra mutansok azonositdsa soran a mutagenizalt ndvényi populacidban a
CAB2:LUC(+) riportergén ritmikus expressziojat kovettik nyomon és ennek a ritmusnak a
mutans novényekben tortént megvaltozasa vezetett a fentiekben ismertetett tizenegy 0j zt/
mutans azonositdsadhoz. A folyamatos sotétben vizsgalt CAB2:LUC(+) expresszio az 0sszes
ztl mutansban késdi fazist fenotipust mutat (5.4. dbra). A CAB2:LUC(+) ritmus esetében a
késoi fazis a kisérletben alkalmazott fénykoriilmények kozott mérhetd egyetlen cirkadian
maximum kortlbeliil 5 oras eltolodasat (késését) jelenti (5.4.A é&bra). A lumineszcencia
intenzitds mérés alapjan az alkalmazott riportergén atlagos expresszids szintje egyetlen
mutansban sem valtozott meg 1ényegesen a vad tipusi ndvényéhez képest (5.4.B abra), és a
kiilonboz6 mutans allélok egymashoz képest mért késdi fazisa csak kicsiny eltéréseket mutat
(5.4.A ébra).

Mivel folyamatos sotétben a CAB2 promoter aktivitdsa, ily mdédon a riportergén
kifejezddése is gyorsan, kb. masfél nap alatt lecseng, ezért a mutanssziirés koriilményei kozott
nem allapithaté meg, hogy a z#/ mutdnsok sotétben ténylegesen csak faziseltérést mutatnak,
vagy a késore csuszott cirkadian maximum a periddushossz valtozasanak eredményeként 1ép
fel. Ennek eldontésére az 0j zt/ mutansokban a CAB2:LUC(+) ritmust folyamatos fényben is
megvizsgaltuk. A folyamatos vords fényben végzett kisérlet megmutatta, hogy fényben az
Osszes zt/ mutans 2-3 oraval noveli a CAB2:LUC(+) szabadon futd ritmusdnak
periddushosszat (5.4.C abra).

A voros fény mellett kék fényben és fehér fényben is vizsgaltuk a CAB2 gén és mas
cirkadian modon kifejez6d6 gének (pl. a CCAI és CCR2) cirkadian ritmusat a luciferaz
riportergén segitségével. Ezek a kisérletek azért voltak sziikségesek, hogy eldonthessiik,
mutaciok tobbféle cirkadian ritmust is befolyasolnak, vagy csak a CAB2 gén kifejezddésére
vannak hatassal. Folyamatos voros, kék vagy fehér fényben végzett lumineszcencia méréseink
azt mutattak, hogy a z#/ mutans névényekben minden éltalunk vizsgalt génkifejezodési ritmus
(CAB2, CCAl, CCR2) periddushossza megndvekedik a vad tipust kontrollnévényekéhez
képest.

A cirkadidn 6ra a génkifejez0dés mellett szamos fizioldgiai folyamatot is szabalyoz,
amelyek koziil a leggyakrabban vizsgalt folyamat a napi ritmust mutat6d levélmozgas. A ztl
mutans és a vad tipusu novények levélmozgés ritmusat specialis videokamera rendszerrel

tudtuk nyomon kdévetni. A kisérlet kezdetekor 10 napos Arabidopsis novények levélmozgasat
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hét napon keresztiil rogzitettiik. A vad tipusi (Ws) és néhany, a kiilonb6zé doménekben
tortént mutaciokat reprezentalo z¢t/ mutans ndvényben megvizsgaltuk a levélmozgas cirkadian
ritmusat, és az igy nyert periddushossz adatokat az 5.4.D é&bra grafikonjan tiintettiik fel. A
levélmozgas ritmusanak periddushossza az 0sszes vizsgalt mutans novényben hosszabb volt a
megfeleld vad tipusti novényénél.

szdmos, a cirkadidn ora altal szabdalyozott folyamat valtozik meg kiilonbozd, de allando
megvilagitasti és homérsékletli kornyezetben. A zt/ muticid hatdssal van az ora kdzponti
mechanizmuséra (pl. CCA1 és LHY expresszid ritmusara), amelynek kovetkeztében az ora
kimeneti ritmusait (pl. CAB2 expresszid ¢és levélmozgas) is befolyasolja. Eredményeink
alatdmasztjdk a mar kordbban publikdlt adatokat, amelyek szerint a Z7L gén mutécidja
fényben (fehérben, vorosben és kékben is) a periodushossz megnyuladsdhoz vezet (Somers és
mtsai, 2000).

A zt/ mutansok viselkedésérdl sotétben semmilyen adat nem allt a rendelkezésiinkre,
ezért a mutansok cirkadian 6rajanak mitkodését folyamatos sotétben is megvizsgaltuk. Ehhez
a kisérlethez egy olyan riportergén konstrukciora volt sziikségiink, amelynek a kifejezddése
(ellentétben a CAB2 génnel) fénytdl fiiggetlen, és folyamatos sotétben tobb napon at
kovethetd. A COLD CIRCADIAN CLOCK REGULATED 2 (CCR2) gén egy RNS kot
fehérjét kodol, amelynek kifejezddése robusztus cirkadidn ritmust mutat, expresszidja a
szubjektiv este, ZT12 koriil éri el a maximumat (Carpenter és mtsai, 1994). A CCR2 gén
tipusu ¢€s zt/ mutans novényekbe transzformaltuk. Mivel a z#/ mutansok eredetileg
tartalmaztak egy lumineszcens riporter gént, az ujabb riporter konstrukciot csak a C24 hatteri
mutansokba transzformaltuk be, ahol a CAB2:LUC marker gyenge lumineszcenciajat a
CCR2:LUC+ nagyobb aktivitasa teljesen elfedi (a Ws allélokban CAB2:LUC+ marker van).
A CCR2:LUC+H expresszigjat sotétben toObb napon at vizsgaltuk (5.4.E é&bra). A sotétben
végzett kisérletek eredményeként megéllapithatd, hogy a ZTL gén mutacidja esetén az oOra
sOtétben is hosszabb periddussal mitkddik, mint a vad tipusu novényben. Ez azt jelenti, hogy a
ZTL fehérje mind folyamatos sotétben, mind fényben igen fontos szerepet jatszik a ritmus
periodushosszanak kialakitasdban. Ezen eredményiinket alatamasztjdk az iddkozben
megjelent adatok is (Somers ¢és mtsai, 2004). A periodus hosszabboddsa mellett
megfigyelheté még a ritmus amplitiddjanak a vad tipusban mérhetdnél gyorsabb csokkenése
is, ami arra utal, hogy a ZTL fehérjének - a periodushossz beéllitisa mellett - a ritmus

megfeleld amplituddjanak kialakitasadban is fontos szerepe van.
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5.4. abra. A ztl mutansok cirkadian fenotipusa

A: A CAB2:LUC+ riportergén expresszioja vad tipusu (Ws) és z#/ mutans csirandvényekben allando sotétben.

B: A CAB2:LUC+ kifejez6désének atlagos szintje allandd s6tétben.

C: A CAB2:LUC+ cirkadian expresszidja folyamatos voros megvilagitas mellett (5 pmol/m?/2).

D: A mutans és vad tipusi ndvények levélmozgas ritmusanak periddushossza. A kisérlet soran a novényeket
folyamatos, 50 umol/m?/s intenzitast fehér fényben tartottuk.

E: A CCR2:LUC+ transzgén kifejez6dése mutans és vad tipusu névényekben, allandd sététben.

A ,B” és ,,.D” paneleken lathaté mérési hibahatarok a ,standard error” értékét mutatjak. A grafikon ,,x”
tengelye mentén lathato fehér sav a fényszakaszt, mig a fekete a sotétszakaszt jeloli. A csirandvényeket a

lumineszencia mérés eldtt 7 napig 12 h fény/ 12 h sotét fotoperidduson neveltiik.
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Periodus Periodus Periodus

Genotipus rvtiriis + n ’ kék + n ké!(+v6r6s + n

fényben | SEM fényben | SEM fényben | SEM

[ora] [ora] [ora]

C24 29.5 0.33 | 34 25.9 0.26 | 24 26.10 0.16 |20
ztl-1 35.3 0.79 | 22 32.5 0.48 | 18 33.04 0.34 |16
ztl-22 34.5 0.70 | 24 314 0.57 | 24 31.36 0.45 |18
ztl-27 34.1 0.75 | 21 32.5 0.29 | 35 32.07 0.36 |27
ztl-31 36.4 0.81 | 18 32.7 0.61 | 20 34.30 0.34 |17
Ws 27.3 0.21 | 77 24.7 0.09 | 39 26.32 0.09 |29
ztl-21 294 0.21 | 39 27.9 0.23 | 60 28.68 0.13 |60
ztl-23 33.7 0.66 | 29 29.9 0.35 | 42 31.51 0.28 |23
ztl-24 32.1 0.64 | 23 28.2 0.65 | 19 30.79 0.41 |29
ztl-25 35.0 0.54 | 21 31.2 0.29 | 26 33.60 0.36 |38
ztl-26 32.1 0.61 | 24 28.4 0.43 | 18 32.51 0.50 |58
ztl-28 32.9 0.43 | 29 28.5 0.27 | 28 30.25 0.33 |36
ztl-29 323 0.49 | 22 27.7 0.31 | 28 29.97 0.46 |21
ztl-30 32.7 0.48 | 20 28.4 0.41 | 23 31.49 0.38 |33

5.2. tablazat. A ztl mutansok kiilonb6z6 fénykoriilmények kozott mérheté szabadon futé ritmusinak
periodushossza

A mutansok izolalasa soran azonositott z¢/ mutans ndvények és a zt/-1 mutans novény CAB:LUC(+) riportergén
expresszidjanak cirkadian ritmusat folyamatos vords fényben (5 pmol/m*/s), kék fényben (8 pmol/m?/s) illetve
kék és voros fény egyiittes alkalmazésa (5-5 pmol/m*/s) soran kovettik nyomon Topcount luminométerrel, 5-7
napon keresztiil. A periodushossz értékeket a BRASS program segitségével szamoltuk ki. A mérési
hibahatarokat a standard error kozépértékeként (SEM) tiintettiik fel. ,,n”-nel jeloltiik azon novények szamat,

amelyek periodushossz értékeibol az atlagos periddushosszt szamoltuk.

Az 5.2. tablazat tartalmazza az Osszes altalunk vizsgalt z#/ mutans ndvény
(CAB2:LUC(+) expresszio alapjan megallapitott) szabadon futd ritmusanak periodushosszat
harom kiilonb6zé modon megvilagitott (folyamatos voros fény, folyamatos kék fény illetve
folyamatos kék+vords fény) és konstans hémérsékletli kornyezetben. Az egyes ztl allélok
periodushosszdnak Osszehasonlitdsa eredményeként megallapithatd, hogy a z#/-3/ muténs
rendelkezik a legerésebb fenotipussal (leghosszabb periodus folyamatos fényben és sotétben,
valamint a leggyorsabb amplitid6 csokkenés sotétben), mig a zt/-21 mutatja a leggyengébb
fenotipust (5.4.A, B, C, D abra és 5.2. tablazat). Az eredményekbdl az is kitlinik, hogy a

mutdnsok keresése sordn talalt 11 z#/ pontmutdns fenotipusa hasonld, vagy esetenként
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sulyosabb a null mutansként izolalt zz/-3 mutans novény fenotipusanal (Somers és mtsai,
2004) (5.2. tablazat).

A zt/ muténsok viselkedését diurnélis koriilmények kozott, fény/sotét (LD) cikluson is
megvizsgaltuk. Ebben a kisérletben a CCR2:LUC+ ¢és a CCAI:LUC+ riportergén
expresszigjat kovettiik nyomon (5.5. dbra). Ismert, hogy a CCAI gén kifejez6dése kettds
szabalyozas alatt all: a CCAI gén expressziojat - a CAB2 génhez hasonldan - a cirkadian ora
mellett a fény pozitivan szabalyozza (Wang és mtsai, 1997). A CCAI gén kifejez6désének
cirkadidan maximuma - szabadon futé koriilmények kozott - a szubjektiv hajnal utan
kortlbeliil 2 oraval (ZT2) jelentkezik. A CCAI diurnalis koriilmények kozott is ritmikusan
fejezddik ki, expresszios maximumat vad tipusu novényekben a fény bekapcsolasat kovetden
kortilbeliil 2 6ra mulva lathatjuk (5.5.B é&bra), azonban megfigyelheté az is, hogy a gén
expresszidja mar a sotét fazisban, annak végén emelkedni kezd. Ez bizonyitja, hogy diurnalis
koriilmények kozott a génexpresszid nem (csak) a fény kozvetlen indukcios hatdsara
novekszik meg, hanem - a cirkadian szabalyozas kovetkeztében - az oOra altal eldre jelzett
fényszakasz el6tt mar oOrdkkal emelkedni kezd. A cirkadian kifejez6dés maximumat
megeldzden lathatd egy masik expresszids csucs is, amely a fény altal kdzvetleniil indukalt
génexpressziot, az un. akut fényvalaszt tiikkrozi (5.5.B abra). A CCAI diurndlis kifejezodését
leir6 gorbén a cirkadian maximum az akut fényvalasz csokkend szakaszaban lathato vall
formdjaban jelentkezik. A CCR2 gén esti fazisban ritmizal, maximalis kifejezddési szintje
ZT12 idépontban varhatd, mig minimuma reggel mérhetd (5.5.A abra).

Az 5.5. ébrarol leolvashato, hogy a z#/ mutansokban az LD cikluson mért cirkadian
maximum mindkét vizsgalt gén esetében koriilbeliil 2-3 6raval késobb jelentkezik, mint a vad
tipustt ndvényekben. A mutansokban hidnyzik a sotét fazis végén a fényszakasz elérejelzését
tiikroz0 CCAI expresszidos novekedés, valamint nem lathato, illetve nagyon lecsokkent a
CCAI gén akut fényvalasza. Az elsé eltérés valosziniileg abbol adodik, hogy a megvaltozott
periodushossz kovetkeztében a normalisan a sotét fazis végén jelentkezd expresszid
novekedés a z#/ mutansokban mar a kovetkezd fény fazisra tolodik. A CCAI gén
fényindukciojanak csokkenése vagy hidnya arra utalhat, hogy a ZTL fehérje fontos szerepet
tolthet be a CCAIl gén expressziojanak fényszabalyozasdban. A CCAI gén akut
fényindukciojanak csokkenését zt/ mutansokban mar mas kutatok is kimutattak (Somers ¢és
mtsai, 2004). Somers és munkatarsai a ztl-1, ztl-2 és ztl-3 mutansokban vizsgaltdk a CCAI
mRNS szintjében fény hatdsiara bekovetkezd valtozast, és azt tapasztaltdk, hogy a fény
hatasara etiolalt novényekben bekdvetkezd mRNS felhalmozddas indukcidja nagymértékben

csokkent a zt/ mutdnsokban (Somers €s mtsai, 2004). Megvizsgaltuk, hogy a cirkadian
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kisérletek soran a CCAI expresszid atlagos szintjét befolyasoljak-e a z#/ mutéciok, és azt
tapasztaltuk, hogy a CCA1:LUC+ transzgén kifejezddésébol szarmazo lumineszcencia atlagos
értéke a mutdns novényekben is a vad tipusi ndvényben mérhetéhdz hasonlo értéket mutat.
Az akut fényvalasz erésségében mutatott eltérés a z¢#/ mutdnsokban tehat nem magyardzhat6 a
CCAIl gén kifejezodési szintjének altalanos csokkenésével. Meglep6 moédon a CCR2
génexpresszid diurnalis ciklusa szintén bifazisos gorbével irhato le, annak ellenére, hogy

ennek a génnek a fénykezelésre adott akut valasza eddig nem volt ismert.

5.5. 4bra. A CCR2:LUC+ és a

1.6 CCAL:LUCH+ transzgén kifejezé-
——C24 (VT)

-0 ztl-27 dése rovidnappalos koriilmé-
- - 21-31

nyek kozott
7 napos, 12h fény/ 12h sotét

fotoperioduson  nevelt  csira-
névényekben vizsgaltuk a CCR2
és a CCAI gén expressziotjat.

A: A CCR2:LUC+ expresszid
ritmusa 8h fehér fény/16h sotét

Normalizalt lumineszcencia

fénycikluson.

B B: A CCAI:LUC+ kifejez6dés

——C24 (VT) ritmusa 8h fehér fény/16h sotét

| —o—ztr-27
- 22131

fotocikluson.
A grafikon ,x” tengelye mentén
lathato fehér sav a fényszakaszt,

mig a fekete a soOtét szakaszt

jeloli.

Normalizalt lumineszcencia

Id6 [6ra]

5.5. Fényfiiggé cirkadian fenotipus a ztl mutansokban

Novényekben a szabadon futd ritmus periodushossza (FRP) a kisérlet soran
alkalmazott 4llandd6 fény intenzitdsanak novelésével csokken. A  kiilonbozd

fényintenzitdsokon (de azonos hullamhossza fénykezelés sordn) mérhetd periodushosszt a
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fényintenzitas (altalaban logaritmikus skalan vett értékeinek) fliggvényében abrazolva az un.
»fluence rate curve” (FRC) rajzolhatdé meg. A vad tipusi ndévény FRC-je meghatarozott
meredekséggel bir, amely az alacsony fényintenzitdson mérhetd periddushosszbdl kiindulva a
magasabb intenzitdsokon mérhetd rovidebb periddushosszak fel¢ ereszkedik, azaz a gorbe
negativ meredekségli (5.6. abra). A korabban azonositott ztl-1, ztl-2 és ztl-3 mutansok
vizsgalata soran kideriilt, hogy fenotipusuk erdssége, azaz a vad tipusu novényhez képest
viszonyitott periddushossz eltérés nagymértékben fligg az alkalmazott fény intenzitasatol
(Somers ¢és mtsai, 2000; 2004). A mutinsokban minden vizsgélt vords- és kék fény
intenzitdson hosszabb a cirkadian ritmusok periddusa, mint a vad tipusban. Ez az eltérés
alacsonyabb fényintenzitasok fel¢ haladva sokkal nagyobb, mit magas fényintenzitdson, tehat
a ztl mutansok periddushossza a vad tipusénal erdsebb fényfiiggést mutat (meredekebb a
gorbe). Elsdsorban ez a megfigyelés vezetett arra a kovetkeztetésre, hogy a ZTL fehérje a
cirkadian oraban a fény ,,input” jelatviteli utak fontos eleme lehet (Somers és mtsai, 2000).
Mint azt mar korabban masok (Somers ¢és mtsai, 2004) és mi is kimutattuk (5.4.E éabra), a z#/
mutansok sotétben is hosszl periodusuak, tehat a fehérjének sotétben is fontos szerepe van a
peridodushossz alakitasaban. Ez a tény vildgossa teszi, hogy a ZTL molekula nem kizardlag a
fény ,,input” eleme; a mutansok fenotipusanak fényérzékenysége valosziniileg abbdl adodik,
hogy a ZTL fehérje aktivitasat a fény szabalyozza (Mas és mtsai, 2003).

Az altalunk azonositott zf/ mutinsok jellemzésére meghatiroztuk a kiillonb6zo
mutansok szabadon futd ritmusanak periddushosszat (FRP-t) folyamatos voros illetve kék
fényben, kiilonbozd fényintenzitasokon. A kisérletben a CAB2:LUC+ riportergén ritmikus
expressziojat vizsgaltuk, kontroll névényként a vad tipus (Ws vagy C24) mellett a mar
korabban jellemzett z¢t/-1 mutanst is felhasznaltuk. A kisérlet eredményeként eléallt FRC-t az
5.6. abra mutatja.

Erds voros fényben a CAB2:LUC+ ritmus az 0sszes vizsgalt zt/ mutansban kb. 3.5
oraval hosszabb periddusti, mint a vad tipusit ndévényben (5.6.A, B 4abra). Alacsony
intenzitdsi vords fényben azonban a cirkadidn ritmus periddusa az Osszes vizsgalt ,.kelch”
mutans €és az F-box mutdns esetében koriilbeliil 8-12 6raval hosszabb volt a vad tipust
névényben mérhetd periddushosszndl. Ennek eredményeként a mutdnsok FRC-je sokkal
meredekebb, mint a Ws vagy a C24 novényeké. Az 0j z¢/ mutansok ebben a vonatkozasban
nagyon hasonlitanak a zt/-1 és a ztl-3 mutansokhoz. A ztl-21 ndvény, amely a mutciot a
LOV/PAS doménben hordozza, vords fényben a tobbi mutanstdl eltérden viselkedett. A
LOV/PAS mutans FRC-je parhuzamos a vad tipusu Ws gorbéjével, az 6sszes fényintenzitason

kb. ugyanakkora kiilonbséget, 3.5 6ras periodushosszabbodast mutat (5.6.B abra). Habar a
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cirkadian ritmus peridodushossza a LOV/PAS mutansban a fényintenzitas csokkenésével

megnd, a periddushossz fényintenzitastol valo fiiggése normalis marad, ezért a mutans FRC
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5.6. abra. A ztl mutans és vad tipusi névények FRC-je voros és kék fényben

A 7 napos, 12h fény/ 12h s6tét fotoperioduson nevelt csirandvényeket ZTO iddpontban folyamatos vords (A,

B) ill. kék fénybe helyeztiik (C, D), az abran feltiintetett fényintenzitas alkalmazasa mellett. A csiranévények

CAB2:LUC+ expressziojat Topcount luminométerben kovettiik nyomon. A kiilonb6zd fényintenzitasokon

rogzitett luciferaz aktivitas adatokbol a BRASS program segitségével szamoltuk ki a kiilonb6z6 mutans és vad

tipusu vonalakhoz tartozo periddushossz értékeket, melyeket a fényintenzitas fliggvényében abrazoltunk. A

hibasavokat a standard error értékébol képeztiik.

A: A C24 hattérben izolalt z#/ mutdnsok FRC-je vords fényben.

A: A Ws hattérben izolalt néhany z#/ mutans FRC-je voros fényben.

A: A C24 hattérben izolalt z#/ mutansok FRC-je kék fényben.

A: A Ws hattérben izolalt néhany z#/ mutans FRC-je kék fényben.
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gorbéjének meredeksége megegyezik a vad tipusu novényével. A ztl-2] mutans fenotipusa
nagyon hasonlit a toc/-1 mutanséhoz, a periodushossz valtozas mindkét ndovényben fiiggetlen
az alkalmazott fény intenzitdsatol (Somers és mtsai, 1998a).

Kék fényben az Osszes zt/ mutans hasonldé mddon viselkedik: a mutansok FRC-je
meredekebb, mint a vad tipusu novényé (5.6.C, D abra). Alacsonyabb fényintenzitdsok felé
haladva a periddushossz a mutansokban erdteljesebben nd, mint a vad tipusi ndvényekben,
bar a fenotipus fényintenzitdstol vald fiiggése kék fényben mindegyik mutdnsban gyengébb,
mint vOrds fényben. A z#/-2] mutans, eltérfen a vOrds fényben mutatott fenotipustol,
ugyanugy viselkedik, mint az 0Osszes tobbi vizsgalt allél (5.6.D abra), megallapithatjuk

azonban, hogy ez a mutéacid okozza a leggyengébb fenotipust mind vords, mind kék fényben.

5.6. A ztl mutansok fotomorfogenikus fenotipusa

A ,reverse” genetikai €s ,,forward” genetikai modszerekkel azonositott cirkadian ora
elemek vizsgalata Arabidopsisban megmutatta, hogy az Gsszes ismert 6raclem mitkddése
valamilyen modon kapcsolddik a fényszabalyozasi folyamatokhoz. A kozponti oszcillator
mechanizmusban miikodé TOC]1 fehérjérdl korabban azt gondoltak, hogy az LHY ¢és CCAl
molekuldkkal kozosen, fénytdl fiiggetlen moédon vesz részt az onfenntartd, endogén ritmus
létrehozasaban (Alabadi és mtsai, 2001). A kdzelmultban azonban bebizonyosodott, hogy a
TOCl-nek nagyon fontos szerepe van az oszcillitor mechanizmus, valamint a

fotomorfogenezis folyamata felé mutato, fényszabalyozott jelatviteli utak szabalyozasaban,

crer

crer

befolyasoljak. Az lhy/ccal dupla mutans novény vizsgalataval az is kideriilt, hogy az LHY ¢s
CCA1 fehérjék normalis miikodése elengedhetetlen a cirkadian ritmusok folyamatos fényben
torténd fenntartasdhoz, mig sotétben ezek a fehérjék nem esszencialis 6rakomponensek
(Mizoguchi és mtsai, 2002). Novényekben a cirkadidn 6ra miikodésében résztvevd elemek,
mechanizmusok szoros kapcsolatban allnak a fényszabalyozassal: egyrészt az 6ra képes
szamos, a fény altal kozvetleniil szabdlyozott folyamat fazistol fiiggd gatlasara, masrészt a

Szamos oraelemrdl kimutattdk, hogy hibas miikddése vagy aberrans expresszidja
megvaltoztatja a hipokotil megnyulas fény altali gatlasat, ezaltal a normalisnal hosszabb vagy

rovidebb hipokotil kialakulasdhoz vezet (Hicks és mtsai, 1996; Schaffer és mtsai, 1998; Wang
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¢s Tobin, 1998; Mas és mtsai, 2003). Nem tudjuk azonban, hogy ezek a hatdsok az adott
molekuldnak a fény jelatviteli utakban vald kozvetlen részvétele miatt 1épnek fel, azaz az
oraclemnek van egy oOratol fiiggetlen funkcidja a fotomorfogenezisben, vagy az draelem a
fényszabalyozott folyamatokat indirekt modon, az o6ramechanizmus miikddésén keresztiil
befolyasolja. Ez utébbi lehetéség alapjaul az a megfigyelés szolgal, hogy a
hipokotilmegnytlas folyamata maga is cirkadian ora altal szabalyozott, az 6ra egyik kimeneti
ritmusa, amely konstans koriilmények kozott is megdrzi ritmikus jellegét (Dowson-Day ¢€s
Millar, 1999).

Somers és munkatarsai leirtdk, hogy a ztl-1 és a ztl-3 mutacio, a csirandvényeket
folyamatos voros fényben nevelve, a hipokotil rovidiilését okozza (Somers és mtsai, 2000;
2004). A mutansok vords fényben tapasztalt hiperszenzitivitasa kék fényben nem, vagy csak
igen kis mértékben volt megfigyelhetd. A ZTL fehérjét tultermelé ndvény hipokotilja vords
fényben a vad tipusuéndl hosszabb, mig kékben csak kismértékli eltérést mutat (Somers ¢és
mtsai, 2004).

A ZTL fehérje fotomorfogenezisben betdltott szerepének tisztdzdsara megvizsgaltuk a
11 0j zt/ mutans hipokotil megnyulasat vords és kék fényben. A hipokotilhossz meghatarozasa
elott a csirandvényeket a csirdzastol szamolt 4. napig neveltiik kiilonbozé intenzitdsu és
hullimhosszti  folyamatos fényben, valamint sotétben. A hipokotilhossz adatokat
diagrammokon abrazoltuk, amelyeket az 5.7. dbra mutat be.

A korabbi adatoknak megfeleléen az Ujonnan izoldlt z#/ mutdnsok tobbsége
érzékenyebb a voros fényre, azaz hipokotilja révidebb, mint a vad tipusu névényé (5.7.A, B
abra). A hipokotilndvekedés mutdnsokban tapasztalhat6 eltéré mértékli fénygatlasa magasabb
fényintenzitdson nyilvanul meg legerdsebben. Az egyetlen kivételt a z#-21 (LOV/PAS)
mutans képezi, amelynek hipokotilhossza az egész fényintenzitas-skaldn hozzavetdleg azonos
volt a vad tipuséval (5.7.B ébra). K&k fényben minden z#/ mutans azonos moédon viselkedett: a
vad tipusu csiranovénnyel 0Osszehasonlitva hipokotilhosszuk nem mutatott szignifikdns
eltérést (5.7.C, D abra). A sotétben nétt, etiolalt ndvények hipokotilhossza megkozelitdleg
megegyezik az 0sszes mutansban és a vad tipusban, ami azt jelzi, hogy a mutansok voros
fényben tapasztalt hiperszenzitivitdsa ténylegesen a fényfiiggd szabalyozasi folyamatok

megvaltozasanak az eredményeként jon létre.
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5.7. abra. A ztl mutaciok hatasa a fény altal szabalyozott hipokotilmegnyilas folyamatara

A csirandvényeket a csirazastol szamitott 4. napig neveltilk az abran megadott intenzitasu vords (A, B) ill.
kek (C, D) fényben. Az grafikonok a hipokotilhossz normalizalasat kovetden szamolt adatokat mutatjak be.

A normalizalt hipokotilhossz a fényben mért, mm-ben megadott hipokotilhossz és a sotétben mért

hipokotilhossz érték hanyadosaként all eld. A hibasavokat a standard error értékébdl képeztiik.

A: A C24 hattérben azonositott z¢#/ mutansok és a vad tipusu csirandvények hipokotilhossza voros fényben.

B: A Ws hattérben azonositott néhany zt/ mutans és a vad tipusu csiranévények hipokotilhossza voros

fényben.

C: A C24 hattérben azonositott z#/ mutansok és a vad tipusu csirandvények hipokotilhossza kék fényben.

D: A Ws hattérben azonositott néhany z#/ mutans és a vad tipusu csirandvények hipokotilhossza kék fényben.
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5.7. A viragzas fotoperiodikus indukcidja a zt| mutansokban

A ztl mutdns novények hosszii nappalon a vad tipusndl késébb virdgoznak, ez a
kiilonbség azonban az eddig vizsgalt ztl-1 és ztl-3 mutdns esetében nagyon csekély (Somers és
mtsai, 2000; 2004). Megvizsgaltuk az altalunk izolalt z#/ mutansok virdgzasi idejét hosszu
nappalon tortént nevelés sordn. A kiilonb6z0 vonalak viragzasi idejét jellemzd paramétert az
5.8. ébran tlintettiik fel. A vizsgalt z#/ mutdnsok mindkét Okotipusban kismértékdi, de
szignifikans eltérést mutattak a virdgzasi id6 tekintetében: az altalunk vizsgalt mutdnsok a
korabban leirt z¢/-1 mutdnshoz hasonléan - egy vonal kivételével - késobb virdgoztak a
megfeleld vad tipust ndvényeknél. A varhatd késoi viragzas fenotipust csak egyetlen mutans

vonal, a zt/-2] nem mutatta: a LOV/PAS mutans viragzasanak ideje megegyezik a vad tipust

ndvény virdgzasanak idejével.

5.8. abra. A ztl mutaciok hatasa a
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5.8. A ZTL szerepe etiolalt novényekben

Korabbi kisérleteinkben a ZTL funkcidjat minden alkalommal olyan ndvényekben
vizsgaltuk, amelyeket el6zdleg tobb napon keresztiil fény/sotét ciklusokon neveltiink.
Ezekben a novényekben a fényszabalyozott jelatviteli utak mar aktivalodtak, igy vizsgélatuk
arrol nem ad informacidt, hogy a ZTL akkor is résztvesz-e a cirkadian 6ra miikodésében, ha a
novény még nem latott fényt. A kordbbiakban bemutatott kisérletei eredményeink
bebizonyitottdk, hogy a ZTL fontos szereppel rendelkezik a fényben nevelt ndvények

cirkadian szabalyozasaban. A ZTL fehérje etiolalt novényekben betoltott potencidlis
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szerepének felderitésére mutans €s vad tipusu novényeket neveltiink allando sotétben, majd a
cirkadian o6ra mukodését a CCR2:LUC+ cirkadidn riportergén expresszidjanak nyomon
kovetésével vizsgaltuk. Ahhoz, hogy a novényekben megfelelden szinkronizalt ritmusokat
mérhessiink, az endogén cirkadian oszcillaciot kdrnyezeti faktorok ciklikus valtozasaval kell
beéllitanunk. Ebben a kisérletben nem alkalmazhattuk fény/sotét ciklusokat a cirkadian
muikodés beallitasara, ehelyett a zt/ mutans és a vad tipusi novények oOrajat hdmérsékleti
ciklusokkal szinkronizaltuk. A kisérlet soran a csirandvényeket 3 napig ndvesztettiik
folyamatos sotétben 12h 26°C/12h 22°C homérséklet cikluson. Ezt kovetéen az etiolalt
ndvényeket folyamatos sotétbe, 22°C-ra tettik és a CCR2:LUC+ transzgén kifejezddését
CCD kamera segitségével kovettiik nyomon, 5 napon at. A z#/ mutansok esetében, hasonldéan
a vad tipusu ndvényekhez, a CCR2:LUC+ kifejezddése megfelelden szinkronizalt, cirkadian
ritmust mutatott. Parhuzamos kisérletben megvizsgaltuk, hogy a 12 h fény/12 h sotét, 22°C-os
fotocikluson beallitott mutdns ndvények oraja hogyan viselkedik, a termociklusokkal
beallitott, etiolalt ndovények orajahoz képest. A fotocikluson nevelt ndovényeket 3 napos
korban 22°C-ra, sotétbe helyeztiik. A kisérletek eredményeként megéllapitottuk, hogy a
cirkadian ora a z#/ mutdnsokban mind hémérséklettel, mind fénnyel ugyantgy beallithat6. A
hémérséklet- és a fénybeallitast kovetden a mutansokban é€szlelt hasonléan hosszu periddus
(5.3. tablazat) azt bizonyitja, hogy a ZTL fehérjének etiolalt novényekben is ugyanolyan
fontos szerepe van a periddushossz meghatarozadsdban, mint fényciklusokon nevelt
novényekben. A ZTL fehérje tehat nemcsak a fényen nétt, aktiv fotoreceptorokkal rendelkezd
novényekben sziikséges az 6ra pontos, megfeleld mitkodéséhez, hanem olyan novényekben is,

ahol a fény jelatviteli utak még nem aktivalddtak.
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Hoémérsékletcikluson Fény/sotét cikluson nevelt
nevelt etiolalt novények | névények

A novény | Periodushossz | £+ SEM | Periodushossz | £ SEM
genotipusa | (0ra) (0ra)

C24 (VT) |[27.75 0.20 27.05 0.07
ztl-22 33.20 0.51 33.56 0.10
ztl-27 36.49 0.80 36.43 0.36

5.3. tablazat. A szabadon futé ritmus periédushossza sotétben, hdmérsékleti cikluson illetve fény/sotét
cikluson nevelt ztl mutans és vad tipusu csiranévényekben

A ndvények egy részét 3 napig neveltiik sotétben, 12h, 26°C/12h, 22°C hémérséklet cikluson, majd allando
hémérsékletre (22°C) helyeztiik 6ket. A ndvények masik részét 12h fehér fény/12h sotét fotocikluson, allando
22°C-on neveltiik 3 napig, majd sotétbe, 22°C-ra helyeztiik 6ket. A CCR2:LUC+ ritmust 5 napon at kdvettiik
nyomon CCD kameraval. A ritmus periddushosszat a BRASS program segitségével hataroztuk meg két

mutans és a megfeleld vad tipusu névény esetében.

5.9. Homérsékletkompenzacié a ztl mutansokban

A hoémérsékletkompenzacido a cirkadian ora egyik meghatarozd tulajdonsiga. A
jelenség lényege, hogy a cirkadidn ora altal létrehozott ritmusok periddushossza - adott
hatarokon belill - valtoz6é homérsékleti értékek mellett tobbé-kevésbé allandé marad. Mig az
€10 szervezetekben az enzimatikus reakciok sebessége jol meghatarozhatéan nd a hdmérséklet
emelésével (Johnson ¢és mtsai., 1998a; Pittendrigh, 1954), addig ugyanekkora
hémérsékletvaltozasra a cirkadidn 6ra miikodésének sebessége nem valtozik meg jelentOsen.
Habar a jelenség mar régota ismert, eddig még nem sikeriilt olyan 6raclemeket azonositani,
amelyek a ndvényi 6ra hdmérsékletkompenzaciés mechanizmusaban tdltenek be szerepet.

A ZTL fehérje hoémérsékletkompenzacioban betoltott potenciadlis  szerepének
vizsgalatara a kovetkez6 kisérletet hajtottuk végre: a mutans és vad tipust, kontroll ndvények
CCR2:LUC+ expressziojat 4 kiillonbozé hdmérsékleten mértiik és rogzitettiik, majd a BRASS
program segitségével kiszamoltuk az egyes hdmérsékleti értékekhez és ndvényi vonalakhoz
tartozo periddushossz értékeket. A kisérletet folyamatos gyenge vords fénnyel torténd
megvilagitas mellett végeztiik. Az igy kapott periddushossz értékeket az 5.14. dbra mutatja. A
vad tipust névényben a periddushossz koriilbeliil 4 6raval nd, mialatt a hdmérséklet 12.5°C-
rol 26°C-ra valtozik. Ezt tekinthetjiik a periddushossz normalis — a vad tipusu névényekben

megfigyelhetd — valtozasdnak, amely a hdmérséklet emelés hatdsara jon 1étre. A vizsgalt z#/
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mutansokban, ugyanebben a homérséklettartomanyban a két szélsé hémérsékleti értek kdzott
a periodushossz koriilbeliil 8 oraval valtozik meg. Ez az eredmény arra enged kdvetkeztetni,

hogy a zt/ mutansokban a hdmérsékletkompenzacié mechanizmusa is sériil.

5.9. abra. Hémérsékletkompenza-

40 ci6 a ztl mutans és vad tipusi
)j/j novényekben
36
= -//)/ L A novényeket 7 napig neveltiik 12h
:; 32 fény/ 12h sotét fotoperidduson,
g % majd ZTO idépontban folyamatos
] .
-§ 28 M vorés  fénybe  (1.5pumol/m?/s),
E kiilonbozé hémérsékletii kdrnyezet-
24 ~-C24 (VT)
O ztl-27 be helyeztiik éket. A CCR2:LUC+
-0-ztl-22 . . .
20 : : : génkifejezddés ritmusanak periddus-
10 15 20 25 30

hosszat 12.6°C, 17.4°C, 22.5°C ¢és

Hémérséklet [°C]

25.9°C-on hataroztuk meg.

5.10. A mutans ZTL fehérjék kifejezodése a novényekben

Az Ujonnan azonositott zt/ mutansokban egy-egy pontmutaci6 talalhatd, amelyek
nagyobb részben aminosavcserét okoznak, két esetben pedig - egy korai stop kodon
kialakulasa révén - feltehetéen a fehérjetermék rovidiilését eredményezik (5.1. abra). Az
aminosavcserével jardo mutdciok altalaban a fehérje részleges funkciovesztését okozzak, vagy
a fehérjestabilitas esetleges megvaltozasaval a fehérje mennyiségének drasztikus csokkenését
ill. emelkedését eredményezhetik. Munkank kovetkezd 1épéseként ellendrizni szerettiik volna,
hogy a z#/ mutansokban észlelt fenotipust a ZTL fehérje mennyiségének vagy funkciojanak
megvaltozdsa okozza. Az altalunk izoldlt z#/ mutdnsokban Western analizis segitségével
meghatdroztuk a ZTL fehérje mennyiségét. A kisérletbe azokat a novényvonalakat vontuk be,
amelyek a kiilonboz6 funkcionalis doménekben bekdvetkezett eltérd jellegi mutacidkat
reprezentaljak. Igy a fehérje kimutatasat elvégeztik a LOV/PAS doménben mutans z#l-21, és
harom, a ,.kelch” doménben muténs (z#/-23, ztl-25, ztl-28) vonalban, amelyek a Ws 6kotipus
hattérben talalhatok, valamint a C24 hattert F-box (zt/-22) mutansban, a ,,kelch” doménben

aminosavcserét hordozo z#/-27 és a korai stop kodont hordoz6 zt/-31 mutansban. A Western

analizis eredményét az 5.10. abra mutatja.
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A kisérlet eredményeként megallapitottuk, hogy az Osszes vizsgalt mutansban
termelddik ZTL fehérje, amelynek a mérete - a ZTL™!" mutans fehérje kivételével -
megegyezik a vad tipust fehérje méretével (5.10.A abra). A varakozasnak megfelelden a zt/-
31 mutansban a mutaci6 természetébdl adodoan (W—STOP) a ZTL fehérje mérete kisebb. A
fehérje mennyisége minden vonalban eléri, vagy meghaladja a vad tipusi novényben mérhetd
ZTL mennyiséget, kivéve a zt/-3]1 mutans vonalat, amelyben a ZTL szint minden vizsgalt

idépontban erdteljesen csokkent.

WS
ztl-21 ztl-28 ztl-23 ztl-25 (VT)

—>

C24 (VT) ztl-27 ztl-31 ztl-22

ZT 1 13 1 13 1 13 1 13

L eememwe

5.10. abra. A ZTL fehérje kimutatasa Western analizissel mutans és vad tipusi novényekben

A fehérje mintakat 12h fény/ 12h sotét fénycikluson nevelt 10 napos névényekbdl tisztitottuk. A nyilak a ZTL
nemcsak a ZTL, hanem egyéb fehérjéket is felismer. A blotton lathatd tovabbi szignalok valosziniileg az
aspecifikus jelolodés eredményei.

A: A ZTL fehérje mennyiségét a vad tipusu és z#/ mutans novényekbdl ZT13 iddpontban (1 oraval a fény-sotét
atmenet utan) gyijtott mintakban hataroztuk meg.

B: A diurnalis fehérjeakkumulacio vizsgalatara ZT1 (1 oraval a sotét-fény atmenet utdn) és ZT13 idépontban
szedtiink ndvényi mintdt a mutans és vad tipusu ndvényekbdl. Diurnalis koriilmények kozott, fény/sotét

cikluson, a fehérje felhalmozodas minimuma ZT1, a maximuma ZT13 iddponban mérhetd.

Kim és munkatarsai (2003) kimutattdk, hogy a ZTL fehérje szintje a ndvényi sejtekben
diurnalis oszcillaciot mutat: 12h fény/12h sotét fénycikluson a fehérje felhalmozddas
maximumat ZT13-kor, minimumat ZTIl-kor éri el (5.10.B 4abra). A fehérjeszintben
bekovetkezd ritmikus valtozasok csak diurnélis koriilmények kozott figyelhetok meg, a

fehérje felhalmozddas nem &ll cirkadian szabalyozas alatt. Folyamatos fényben a ZTL szintje
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a diurnalis maximum expresszid szintjét megkdzelitd, allandoan magas értékre, folyamatos
sotétben pedig a diurndlis ritmus minimum értékét megkozelitd alacsony szintre all be. A
fehérje expresszid diurndlis ritmusanak kialakitdsdban egy poszt-transzlacios szabéalyozasi
mechanizmus, a fehérje degradacid vesz részt, amelynek sebessége a nap folyaman (fazistol
fiiggden) eltéré (Kim és mtsai, 2003). A ZTL mRNS felhalmozddasa a nap folyaman nem
mutat jelentds eltéréseket, sem cirkadian, sem diurnalis ritmust, igy a fehérje diurnalis
felhalmozodasaban az mRNS szintet szabalyozé mechanizmusok nem jatszanak szerepet
(Somers és mtsai, 2000).

A fehérje diurndlis ritmust mutatd felhalmozodasat megvizsgaltuk az Ujonnan
azonositott mutans novényekben (5.10.B dbra). Mint azt a Western analizis mutatja, a mutans
fehérjék tobbsége normalis diurnalis felhalmozddast mutat, azaz a fehérje muticidja nem
befolyasolja a ZTL fazis-fiiggd felhalmozodasat. A z#l-27 mutacié a ZTL fehérje fazis-
specifikus stabilizalodasat eredményezi: a ZT1 idépontban vett ndvényi mintdban a vad
tipusnal tobb fehérje mutathatd ki. A zt/-22 mutacid hatasara a ZTL fehérje a ZT1, ésa ZT13
idépontban is nagyobb mennyiségben halmozddik fel, mint a vad tipusu névényben. A z#/-31
mutansban a ZTL szint mindkét idépontban alacsonyabb, mint a vad tipust novényben.

A novényekben felhalmozodd fehérje mennyiségét a fehérje stabilitdsi viszonyai
mellett mRNS-ének akkumulacioja ill. stabilitasa is befolyéasolja. Megvizsgaltuk, hogy az
egyes mutansokban mérhetd megemelkedett vagy csokkent fehérjeszint magyarazhaté-e a
ZTL mRNS mennyiségének mutansokban torténé megvaltozasaval. 14 napos, z#/ mutans és
vad tipusi novények fold feletti részeib6l ZT11 id6pontban mintat szedtiink, majd a
mintakbol 6ssz RNS-t tisztitottunk. Az egyes mintak Z7L mRNS tartalmat Northern
analizissel hataroztuk meg (5.11. dbra). Az eredmények bebizonyitottdk, hogy a ZTL mRNS
mennyisége - a vad tipusban mérheté mRNS szinthez viszonyitva - a mutians ndvények
tobbségében nem mutat 1ényeges eltérést. A mutans ndvényekben tapasztalhatdo fehérje

akkumulacios kiilonbségek tehat a fehérjék megvaltozott stabilitasi viszonyait tiikkrozhetik.
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5.11. abra. A ZTL mRNS mennyiségének kimutatasa vad tipusu és ztl mutans névényekben

A ZTL mRNS mennyiségét Northern analizis segitségével vizsgaltuk (A). Harom parhuzamos kisérletet
hajtottunk végre, amelyek soran mért mRNS mennyiségeket kvantitaltuk. Kontrollként meghataroztuk a
konstitutivan expresszald 18S riboszomalis RNS szintjét is. A ZTL mRNS mennyiség atlag értékét minden
egyes mintaban a 18S riboszomalis RNS mennyiségére normalizaltuk, és a grafikus abrazolasban ezt a

normalizalt értéket tiintettiik fel, a harom kisérlet eredményeibdl szamolt standard error értékével egyiitt (B).

5.11. A ZTL fehérje kolcsonhatasainak vizsgalata éleszté két-hibrid rendszer

segitségével

A ztl gén felfedezését kovetden, a kodolt fehérje szekvencia adatbazis segitségével
tortént analizise soran kidertilt, hogy a ZTL protein harom olyan funkcionalis doménnel
rendelkezik, amelyek kombinacidja még egy ismert fehérjében sem talalhato meg. A ZTL
fehérjecsalad mindharom tagja rendelkezik egy LOV/PAS doménnel, egy F-box doménnel és
egy ,kelch repeat” doménnel. A LOV/PAS domén jelenléte a fehérje fényérzékelésben
betoltott potencidlis szerepére utal. Arabidopsis-ban eldszor a fototropin 1 (PHOTI) és
fototropin 2 (PHOT?2) fotoreceptor fehérjében talaltdk meg ezt a domént (Lin, 2002). A
fototropinok LOV/PAS doménje flavin-mononukleotidot (FMN-t) kot, és ennek segitségével
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abszorbedlja a fényt, amelynek kdvetkeztében a molekula aktivalodik (Cristie és mtsai, 1999;
Briggs és mtsai, 2001b). Idékoézben kimutattak, hogy a ZTL csaldd egyik tagja, az FKF1
fehérje szintén képes a LOV/PAS doménjén keresztiil FMN-t kétni, a FMN fényt abszorbeal,
¢s az igy aktivalt molekula a virdgzas szabalyozasaban tolt be szerepet (Imaizumi ¢és mtsai,
2003). Az F-box motivumot eldszor az Skip-Cullin-F-box (SCF) komplexek elemeként
mikodo, un. F-box fehérjékben azonositottak, jelenléte a molekula fehérje degradacioban
valo részvételére utal (Vierstra, 2003). A ,kelch repeat” domén valosziniileg mas fehérjékkel
vald kolcsonhatasban jatszik szerepet (Adams és mtsai, 2000). A fent emlitett fehérjedomének
egyediilallo kombinacidja a cirkadian 6raban fontos szereppel bird ZTL fehérjében arra
engedett kovetkeztetni, hogy a fehérje névényi cirkadian szabalyozasban betoltott elsddleges
cirkadidn 6ra milkodésében ezaltal eldszor merilt fel a lehetésége annak, hogy a
transzkripcids, transzlacios, protein foszforillacids szabalyozasi mechanizmusokon tul az
iranyitott fehérje degradécio is aktivan részt vehet a hozzavetdleg 24 oras periddusu ritmus
létrehozasaban. A ZTL molekula lehetséges funkcidjanak megismerésére tobb
laboratoriumban is kutatdsok indultak. Ezen kutatdsok egyik célja a ZTL-val kolcsonhatod
fehérjék azonositasa volt.

A kutatdsok eredményeként valt ismertté, hogy a ZTL fehérje élesztd két-hibrid
rendszerben kdlcsonhatasba 1ép a TOC1 fehérjével (Mas és mtsai, 2003). Mas és munkatarsai
kimutattdk, hogy a ZTL-TOC1 kolcsonhatashoz elegendd a fehérje PAS doménjének a
jelenléte, mig a ,,kelch” domén 6nmagaban, vagy az F-box motivummal egyiitt nem képes az
interakcié  létrehozésara. A  fehérjék novényi  fehérjekivonatokbol — tortént  ko-
immunoprecipitacidja megerdsitette, hogy a ZTL-TOC1 kolcsonhatds nemcsak élesztdben,
hanem in planta is mikodik.

Jarillo és munkatarsai (2001) két fényreceptor, a PHYB valamint a CRY1 és a ZTL
fehérje kolcsonhatasat vizsgaltak élesztd két-hibrid rendszerben. A fitokromokrol és a
kriptokromokrol mar kordbban bebizonyosodott, hogy fontos szerepet toltenek be a cirkadian
ora fény altali beallitdsaban. Jarillo és munkatarsainak kisérletei kimutattdk, hogy élesztében a
ZTL kolcsonhatasba 1ép a PHYB fehérje C terminalis fragmentjével (PHYB-C) és a CRY1
fehérje C-terminalis részével (CRY1-C). Ezen kdlcsonhatasok valodisagat in vitro elvégzett
kotési reakcidk szintén alatdmasztjak.

A fenti eredmények alapjan feltételezik, hogy a ZTL, mint F-box fehérje, részt vesz
bizonyos oraelemek ubiquitinalasaban, amely folyamat az SCF tipust ubiquitin E3 ligaz

komplex kozremiikodésével a kijeldlt fehérjék proteoliziséhez vezet. Az SCF tipusu ubiquitin
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E3 ligaz komplex altalaban 3 alegységbdl, a Skpl, a Cullin és az F-box fehérjébol épiil fel. Az
ARABIDOPSIS SKPI-LIKE 1 (ASKI1) fehérjérél Risseeuw ¢és munkatarsai (2003)
kimutattdk, hogy élesztdben kdlcsonhatasba 1ép a ZTL fehérjével, igy sikeriilt azt a molekulat
azonositani, amely a ZTL molekula kozvetlen kapcsolodéasat teszi lehetévé a fehérje
degradacios komplexszel.

Felmertilt a kérdés, hogy az altalunk izolalt z¢/ mutansokban termel6dod hibas fehérjék
képesek-e kolcsonhatast kialakitani a mar ismert kolcsonhatéd faktorokkal, vagy megvaltozik
ez a tulajdonsaguk. Tovabbi kérdés volt, hogy a kiilonb6zd zt/ mutansok cirkadian fenotipusa
magyarazhato-e a mutans fehérje megvaltozott kolcsonhatasaival. A mutans és vad tipusa
ZTL fehérjeket ¢€lesztd két-hibrid rendszerben vizsgaltuk. Elsé Iépésként megismételtiik a
korabban publikalt élesztd két-hibrid kisérleteket a teljes hossziusagti ZTL fehérje €s a teljes
hossztisagu TOC1 ill. ASK1 fehérje, valamint a Jarillo €s munkatérsai (2001) altal kozolttel
azonos hosszusagi PHYB ¢és CRY1 fehérje C-terminalis darabjanak felhasznalasaval. Erre a
kisérletre azért volt sziikség, hogy kideriiljon, az altalunk hasznalt €éleszt6 torzsek €s vektorok,
valamint protokollok alkalmasak-e a leirt kdlcsonhatdsok kimutatdsara. A ZTL-TOC1, ZTL-
ASKI ¢és ZTL-PHYB-C koélcsonhatasokat meggydzden sikeriilt reprodukalni, azaz élesztdben
mind a harom fehérje Osszekapcsolodott a ZTL-val (5.12.A, B, C abra). Mivel a
mutansizolalds soran mindharom funkciondlis doménben azonositottunk mutaciot, igy
lehetéveé valt, hogy az egyes funkciondlis domének fehérje-fehérje interakcidban betdltott
szerepét kiilon-kiilon vizsgaljuk, és ezaltal az egyes domének funkcidjat részletesebben
megismerjik.

A vizsgalni kivant két fehérjét élesztoben ko-expresszaltuk ugy, hogy az egyik fehérjét
a GAL4 fehérje DNS-kotd doménjével, a masik fehérjét a GAL4 fehérje transzkripcios
aktivator doménjével kapcsoltuk Ossze (lasd az ,,Anyagok és moddszerek” cimii fejezetben).
Ha a két fehérje az egyiittes expresszié soran kolcsonhatasba 1ép egymassal, akkor az
¢lesztében transzkripcionalisan aktivaljak a B-galaktoziddz enzim, valamint egy, az adenin
bioszintéziséhez sziikséges enzim termelddését. A két ko-expresszalt fehérje lehetséges
kolcsonhatasanak kimutatasat kettds szelekcios rendszer teszi lehetévé: az adenin hianyos
taptalaj (ALT) alkalmazéasaval csak abban az esetben tapasztalunk éleszté novekedést, ha a
vizsgalt fehérjék az élesztdben megfeleld kozelségbe keriilnek, azaz kolcsonhatasba 1épnek
egymadssal, az élesztében termelt [-galaktoziddz enzimaktivitidsanak mérésével pedig a

kolesonhatés erésségére tudunk kovetkeztetni.
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A teljes hosszusagi ZTL fehérjét a transzkripcios aktivator doménnel (AD =
»activator domain”), vagy a DNS-kot6 doménnel (BD = ,,binding domain”) 6sszekapcsolva
expresszaltuk élesztében, igy a kdlcsonhatasokat mindkét kombindcidban megvizsgalhattuk.

A kisérletben a vad tipustt ZTL mellett harom olyan mutans fehérjét is vizsgaltunk,
amelyek a harom funkcionélis doménben hordoznak egy-egy mutéaciot — tehat megfeleléen
reprezentaljak a kiilonb6zo tipusu €s eltérd helyzetli mutacidkat, lehetévé téve az egyes
domének funkcidjanak szétvalasztasat. Létrehoztuk a z#/-21 (LOV/PAS), ztl-22 (F-box) és zt/-
27 (,kelch”) mutaciot hordozd ZTL fehérjéket és élesztdben ko-expresszaltuk az ASKI,
TOC1, PHYB-C fehérjékkel. A kisérlet eredményét az 5.12. abran foglaltam Gssze.

A teljes hosszasagu ASK1 fehérje minkét orientacioban kifejeztetve (az aktivator ill. a
DNS-ko6té doménnel fuzionalva is) képes Osszekapcsolddni a teljes hosszusagu, vad tipust
ZTL fehérjével (5.12.A abra). Az ASKI1-ZTL kolcsonhatast legerdsebben a PAS/LOV
doménben tortént mutacié befolyasolta: a p-galaktozidiz enzimaktivitas alapjan a ZTL”"*!
mutans fehérje alig mutat kolcsonhatast az ASK1 fehérjével, bar a két fehérjét egyiittesen
kifejezo €lesztd képes néni a szelektiv, adenin hianyos (ALT) taptalajon. Az F-box (ztl-22) és
a ,kelch” (ztl-27) mutaciok kismértékben gyengitik a ZTL-ASK 1 kolcsonhatast.

A TOCI1-ZTL kolesonhatast a fehérjék mindkét orientdcidoban tortént expresszalasa
soran megvizsgaltuk. Az 5.12.B abran csak az egyik fehérje kombinacidt tiintettiik fel, mivel a
TOCI1-BD ¢és a ZTL-AD fuzios fehérjék egyiittes expresszidja eredményeként mérhetd [3-
galaktozidaz aktivitas értékek nem érik el a negativ kontrolloknal mért értékeket, azaz ebben a
kombinacioban a két fehérje nem mutat kdlcsonhatast. Ez a jelenség nem egyedi, szamos
esetben utaltak mar hasonl6 kisérleti eredményre, amely sordn az €lsztds ko-expresszid csak
az egyik orientacidban produkalt kimutathatd kolcsonhatast. A ,kelch” (z#/-27) és PAS (ztl-
21) doménben tortént mutacid teljes mértékben megsziinteti a ZTL-TOC1 kolcsonhatast, mig
az F-box mutécid (ztl-22) nincs jelentds hatassal a ZTL-TOCI interakciora (5.12.B abra).

A fitokrém B C-termindlisa (PHYB-C) csak az egyik orientacioban, a DNS-kotod
doménnel fiziondlva 1ép kdlcsonhatasba a teljes hossziisaghh ZTL fehérjével (5.12.C abra). A
vad tipusi ZTL fehérje mellett megvizsgaltuk a harom kiilonb6z6 mutaciét hordozé ZTL
fehérje kolcsonhatasat is a fotoreceptor C-terminalis darabjaval. A kisérlet eredményei azt
mutatjak (5.12.C abra), hogy egyik mutdci6 sem okoz csokkenést a két fehérje kozotti
kolcs6nhatasban, sét, a z#/-21 és ztl-22 mutacid kismértékben felerdsitette ezt az interakciot.
Egy korabbi fejezetben mar ismertettem, hogy a 3 kiilonbdz6é doménben tortént mutaciok
hatdsara a molekula funkcioja a hipokotil megnytlas folyamatanak szabalyozasaban nem

egyforman valtozott meg. Az F-box és a ,.kelch” mutaciok hiperszenzitivvé tették a ndovényt
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voros fényre, a LOV/PAS mutansban azonban a fényvalasz a vad tipuséhoz hasonlé maradt,
annak ellenére, hogy a fitokrém B fotoreceptor C-terminalisa és a ZTL fehérje kozotti
kolcsonhatas erdssége élesztében egyik mutdcid hatdsara sem valtozott meg drasztikusan.
Mindez azt jelenti, hogy a z#/ mutansokban megfigyelhetd eltérd fotomorfogenikus reakciok
nem magyarazhatok a PHYB fotoreceptor és a mutans fehérjék kozotti kdlcsonhatés

megvaltozasaval.

5.12. abra. A ZTL fehérje kolcsonhatasainak vizsgalata élesztoé két-hibrid rendszerben

A: A teljes hosszasagu, vad tipusu ill. mutans ZTL fehérjék kolcsonhatasa az ASK1 fehérjével.

B: A teljes hosszisagu, vad tipust ill. mutans ZTL fehérjék kolesonhatasa az TOC1 fehérjével.

C: A teljes hosszisagu, vad tipusu ill. mutans ZTL fehérjék kdlcsonhatdsa a PHYB C-terminalis fragmentjével
(PHYBO).

D: A teljes hosszusagt, vad tipusit ZTL fehérje és a teljes hosszusagi PHYB fehérje ill. a PHYB N-terminalis
fragmentje (PHYBN) kolcsonhatasanak vizsgalata. A kisérletben a PHYB konformaciofiiggd
kolcsonhatasanak vizsgalatahoz pozitiv kontrollként hasznaltuk a PIF3 és PHYB interakcidjat . A PHYB-PIF3
interakciot jellemz6 [-galaktozidaz enzimaktivitasi értékeket az abra felsd skaldjan tiintettiik fel; az ezen az
abran bemutatott tovabbi kolcsonhatasokat jellemz6 enzimaktivitasokat az also skédla mutatja.

A diagrammokon a fehérjeparok feltiintetésekor az elsé helyen minden esetben az aktivator doménnel
fuzionalt fehérje, a masodik helyen a DNS-k6td6 doménnel dsszekapcesolt fehérje szerepel. A p-galaktozidaz
aktivitasi értékeket Miller unit-ban adtuk meg. A sziirke savok azokat az enzimaktivitasi értekeket jeldlik,
amelyeket voros fénnyel kezelt (35 umol/m?/s; 5 perc) élesztémintak analizisével nyertiink. A fekete savok
azon mintak enzimaktivitasait jelzik, melyeket vords (35 umol/m%/s) és rogton azutan tavoli voros (25
umol/m?/s; 5 perc) fénnyel kezeltink. Az élesztok szelektiv, ALT és nem szelektiv, LT taptalajon val6
novekedési képességet kép formajaban rogzitettiik; a képeket a savdiagramm mellett tiintettiik fel.

ZTL-ztl-21, ZTL-ztl-22, ZTL-ztl-27 = a megfeleld pontmutaciot hordozé mutans ZTL fehérje
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5.12. abra.
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Mivel felmeriilt a lehetdsége annak, hogy a PHYB C-terminalis és a ZTL molekula
kolcsonhatasanak nincs fiziologias jelentésége in vivo, ezért élesztOben megvizsgaltuk a teljes
hosszlisagu, kromoforral ellatott fitokrom B ¢és a teljes hosszusagi ZTL kolcsonhatasat is
(5.12.D abra). Kromofor jelenlétében a fotoreceptort megfeleld fénykezelés révén aktiv, Py és
vizsgéalhatjuk. Mint azt az 5.12.D abra is mutatja, a teljes hosszusagt PHYB nem mutat
kolesonhatast a ZTL-val. A fotoreceptor N-terminalis fragmentjének kolcsonhatdsat is
megvizsgaltuk a ZTL fehérjével, és azt tapasztaltuk, hogy a fotoreceptor ezen része szintén
nem képes kotddni a ZTL fehérjéhez. Ez azért is meglepd, mert a legijabb kozlések alapjan,
melyeket sajat kisérleti adataink is megerdsitenek, a PHYB fotoreceptor N-terminalis, 450
aminosavas rovid darabja (dimerizacidos doménnel és NLS szekvencidval ellatva) elegendd a
(Oka és mtsai, 2004). Ez azt jelenti, hogy a phyB mutans névényben a vad tipusi novényhez
hasonl6 - voros fényben mért - hipokotilhossz kialakitdsahoz elegendé a PHYB fotoreceptor
N-termindlis szakaszat expresszalni, mivel ez a ndvényben teljesen helyredllitia a PHYB
funkciot. Ezért ugy gondoljuk, hogy a C-termindlis PHYB fehérjefragment és a ZTL kozott
korabban kimutatott fehérje-fehérje kolcsonhatasnak nincs in vivo jelentdsége a ZTL fehérje
altal vorés fényben szabalyozott hipokotilmegnyulas folyamataban. A kisérletben pozitiv
kontrollként egy korabban leirt (Shimizu-Sato és mtsai, 2002), a PHYB N-terminalisaval
kolcsonhatd fehérjét is megvizsgaltunk. Ez a fehérje a PIF3, amely ¢élesztdben
(5.12.D ébra).

Az ¢éleszté két-hibrid kisérletek soran nyert adatok tehat nem minden esetben
szolgaltatnak megfeleld informaciot az egyes fehérjék kolcsonhatdsairdl és lehetséges
funkciodirdl. Kisérleti eredményeink azonban, amelyek a mutans €s a vad tipusu ZTL fehérjék
protein-protein kolcsonhatasainak ¢€lesztében torténd vizsgdlata soran alltak eld, nem

mondanak ellent a mutansok analizise soran tapasztalt fenotipusos jegyeknek.
5.12. A cirkadian szabalyozas elényei Arabidopsisban
Szamos példat ismeriink, amelyek az ¢él6 szervezetekben miikdddé cirkadian

szabalyozas hasznat ¢és eldnyeit mutatjak, mégis igen keveset tudunk arrél, hogyan vesz részt

a cirkadian 6ra a ndvények vitalitdsanak és versenyképességének (,,fitness) novelésében,
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milyen fiziol6giai folyamatokon keresztiil fejti ki hatasat, és hogyan biztosit elonyt a talélésért
folytatott harcban a névényegyedek szamara.

Az Ujonnan azonositott z#/ mutansok részletes jellemzése sordn ismét felmeriilt az a
kutatokat régen foglalkoztatd kérdés, hogyan vesz részt az 6ra a ndvények vitalitdsanak
fejlesztésében. A kérdés megvalaszolasahoz olyan novények vizsgdlatira van sziikség,
amelyek cirkadian 6rdja hibdsan mukodik: nagyon hosszl, vagy nagyon rovid periddust,
esetleg aritmiat okoz. Munkdnk sordn szamos cirkadidn Ora mutanst azonositottunk, és
rendelkezésiinkre allt néhany kordbban jellemzett ramutans is, ami lehetdséget nyujtott arra,
hogy megvizsgaljuk, milyen elénnyel jar a cirkadian szabalyozés a novényekben.

Tudjuk, hogy éalland6 koriilmények kozott a z#/ mutdnsok periodushossza joval
meghaladja a 24 orat, extrém hosszu lehet (5.2. tabladzat). A természetes kornyezetben
azonban - ahol a nappalok ¢és az éjszakdk valtakozésa sordn a fény minden reggel Gjraallitja az
Ora fazisat - a mutacio hatdsa nem tlinik drasztikusnak: fény/sotét ciklusokon a mutansok
cirkadian ritmusénak fazisa néhany oraval késObbre tolodik, mint a megfeleld vad tipusu
novényekben megfigyelhetd ritmus fazisa (5.5. abra). Ennek eredményeként azonban a
mutdns ndvény nem tud id6ben felkésziilni a sotét fazist kovetd fényszakaszra, igy igen
valdszini, hogy a nappalok soran hasznosithatdo fényt, mint energiaforrast nem tudja oly
mértékben kihasznalni, mint a vad tipust névény, amely mar a sotét fazis végén felkésziil a
kovetkezd fényszakaszra. Ez azt jelentheti, hogy - egy esetleges Osszehasonlitdsban - a vad
tipusu novényekben nagyobb hatékonysaggal miikodik a fotoszintézis, ezaltal a ndvény tobb
fényenergiat hasznosithat, ami eltéré ndvekedési iitemet eredményez a mutans €s a vad tipust
novényekben.

A rendelkezésre 4ll6 cirkadian o6ra mutdnsok koziil kivélasztottuk az erdteljes
periddushossz rovidiilést mutatd tocl-1 és tocl-2 (Mas és mtsai, 2003), valamint a nagyon
hosszl periddusu ztl-1 és ztl-27 mutansokat. Célunk az volt, hogy a mutans, valamint a vad
tipusu novények vizsgalatdval meghatarozzuk, milyen mérheté (kvantitativ) elénnyel jar a
novény szamdra, ha a belsd idoméré mechanizmusa a kornyezettel szinkronban, annak
megfelelden kozel 24 oras periddussal miikddik, és ha van ilyen eldny, azt mely folyamatok
szabalyozasan keresztiil éri el az ora. Feltételeztiik, hogy az endogén ora (cirkadian ora)
periodusanak egyezése a kiilsd kornyezet fény-sotét ciklusainak periodusaval - azaz az un.
cirkadian rezonancia jelensége — olyan eldnyt biztosit az egyedfejlodés soran, amely mérhetd
novekedésbeli és morfoldgiai kiilonbségekhez vezet a kiilonb6zd periddust mutansok és vad

tipusu novények kozott végzett 6sszehasonlitasban.
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A vizsgalt problémat két modon kozelitettiik meg:

1. vad tipust, 24 oras periddust novényeket neveltiink 10h fény/10h sotét (T = 20), 12h
fény/12h sotét (T = 24) és 14h fény/14h sotét (T = 28) cikluson;

2. hosszu periodusu, z#/ mutans novényeket és rovid periddust, toc/ mutans novényeket
neveltiink hosszu (T = 28) és rovid (T = 20) fény/sotét cikluson.

Meghataroztuk az adott koriilmények kozott nevelt novények ndvekedésének és
¢letfolyamatainak kiillonb6z6 paramétereit, majd ezeket Osszehasonlitottuk. A nodvények
altalanos allapotat, ellenalloképességét, vitalitasat €s versenyképességét - egy szoval a fitnesst
- leginkabb meghatarozd, azt leginkabb jellemzd paraméterek a novények klorofill tartalma, a
széndioxid asszimilacié mértéke, és ennek megfeleléen a vegetativ novekedésének iiteme. A

kisérlet soran tapasztaltakat a vizsgalt paraméterek szerint a kovetkezokben foglalom 6ssze.

5.12.1. A klorofilltartalom meghatarozasa

Vad tipusi (Col-0) ndvényeket neveltiink kiilonb6zé hossziasdga fény/sotét
ciklusokon, majd 30 napos korban megmértiik a levelek klorofilltartalmat. A novények levele
akkor tartalmazta a legtobb klorofillt, amikor a belsé oszcillator periodushossza (ebben az
esetben kozel 24 6ra) megegyezett a kiilsé fény/sotét ciklusok periddushosszaval, tehat T = 24
esetén (5.13.A é4bra). Barmilyen mds hosszusagt ciklus alkalmazasa sordn szignifikansan
kevesebb klorofill akkumulalodott a novények levelében. Hasonld eredményt hozott két
periddushossz mutans, a ztl-1 €s a tocl-1 ndvények levelének vizsgalata is: a rovid periddust
tocl-1 mutansban 20 oras cikluson tortént nevelés eredményeként volt tobb klorofill, mig a
hosszll periddusu ztl-I mutansban a 28 oras cikluson mértiink magasabb klorofilltartalmat
(5.13.B ébra). Az endogén Ora altal generalt ritmusok periodusanak egyezése a kdrnyezet

oszcillacidjanak periddusaval tehat jelentésen befolyasolja a ndvények klorofilltartalmat.

5.12.2. Széndioxid fixalas

Mivel a klorofilltartalom nagyobbnak mutatkozott a megfeleld cirkadidn rezonancia
esetén, megvizsgaltuk, hogyan alakul a fotoszintetikus folyamatok aktivitasa, ezen beliil a
novények széndioxid kotési képessége a kiilonbdzd periddushosszit mutdnsokban rovid, ill.
hosszi fény/sotét ciklusokon tortént nevelés soran (5.13.E abra). A kisérlet eredményeit
tekintve megéllapithatjuk, hogy mindkét vizsgalt mutans kozel 40 %-kal tobb CO»-t képes

megkotni, ha az endogén bioldgiai 6ra altal meghatarozott periddushossznak megfeleld
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kornyezetbe helyezik Oket. A megfeleld széndioxid kotés egyik alapvetd feltétele a ndvényi
gazcserenyilasok nyitodasanak és zarodasanak tokéletes szabalyozasa. Normalis fény/sotét
ciklusokon megfigyelhetd, hogy a sztoma konduktancia nappal magas értéket mutat, mig
¢jszaka erdteljesen lecsokken. Ennek megfeleléen a nettd széndioxid asszimilacié a nappal
soran mutat igen magas értéket. Ez a jelenség nem kozvetlen fényregulacié eredménye.
Korabbi kisérletek bebizonyitottdk, hogy a gazcserenyilasok nyitdddsa mar a hajnal elsd
napsugarainak érzékelését megelézden megindul, tehat a sztémakonduktancia megemelkedik,
miel6tt a ndvényt reggel megvilagitanank, ami bizonyitja, hogy a gdzcserenyildsok miikdése
cirkadian szabalyozas alatt all (Gorton és mtsai, 1993). Ennek megfeleléen nem meglepd,
hogy a cirkadian 6ra mutdnsokban — amelyekben a hajnal idépontjanak eldrejelzése nem
miikodik tokéletesen - 24 6rés fotoperioduson kisebb hatékonysdggal miikddik a fotoszintézis,

mint a vad tipusu névényekben.

5.12.3. Termésmennyiség

Megvizsgaltuk, hogy milyen hatassal van a cirkadian rezonancia, illetve ennek hidnya
a novény altal produkalt mag mennyiségére, azaz hogyan befolyasolja az 6ra miikodése a
terméshozamot. 24 oras fény/sotét ciklusokon neveltiink rovid periddust focl-1 muténs,
hosszl periddusu zt/-1 mutans és vad tipusi novényeket. A kisérlet végén megszdmoltuk az
egy novényrdl szarmazod magokat és Osszevetettik az igy kapott értékeket a kiilonbozo
genotipusokban. A vizsgalat kimutatta, hogy nincs szignifikans kiilonbség a mutans és vad
tipust novények terméshozamaban, annak ellenére, hogy a mutansok o6rdja nem a
kornyezetnek megfeleléen oszcilldl (rezondl). Ez az eredmény nem meglepd, hiszen
ismeretes, hogy a cirkadian ora csak egy a viragzast érintd, azt szabalyoz6 folyamatok koziil,
a cirkadian rezonancia mellett (megfeleld koriilmények kozott nagyobb, egészségesebb, szebb
novény) szamos egyéb faktor vesz részt a virdgzasi id6 ¢és a varhaté terméshozam

kialakitasaban.
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5.13. abra. A kornyezeti ciklusokkal szinkronban miikédé cirkadian éra altal nyujtott elonyok vizsgalata
Vad tipusu (Col-0) és rovid periddusu (focl-1), valamint hosszi periodusu (z#/-1) mutans ndvényeket neveltiink
20 oras (T = 20; 10 6ra fény/ 10 ora sotét), 24 oras (T = 24; 12 6ra fény/ 12 6ra sotét), és 28 oras (T = 28; 14
ora fény/ 14 ora sotét) cikluson.

A: 30 napos Col-0 (VT) névények levelének klorofilltartalma.

B: 30 napos ztl-1 és tocl-1 névények levelének klorofilltartalma.

C: 32 napos Col-0 (VT) novények f6ld feletti részek 6ssztomege.

D: 32 napos ztl-1 és tocl-1 ndvények fold feletti részek dssztomege.

E: A széndioxid fixalasanak mértéke 32 napos ztl-1 és tocl-1 ndvényekben
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5.12.4. Biomassza képzodes

Megvizsgaltuk a vad tipusu és periodushossz mutins névények vegetativ biomassza
produkciojat kiilonbozo kornyezeti fotociklusokon tortént nevelést kovetden (5.13.C, D abra).
Ha a vad tipusu noévényt T = 20 vagy T = 28 ciklusokon neveltiik, a levélfeliilete ill. a fold
feletti részek Ossztomege koriilbeliil 45 %-kal csokkent a T = 24 cikluson nevelt
novényekéhez képest (5.13.C abra). Ha a ztl és tocl mutans ndvényeket az endogén ora altal
meghatdrozott periddushosszi kornyezeti ciklusokon neveljiik, akkor a fold feletti részek
Ossztomege nagyobb lesz, azaz robusztusabb ndvényeket kapunk (5.13.D ébra), mintha az
endogén oszcillacio periodusatol eltérd hosszuasagu kornyezeti ciklusokon neveljiik 6ket. Ezek
az eredmények azt mutatjak, hogy a megfeleléen miik6dd cirkadidn ora fokozza a ndvény
biomassza képzddését, ami valoszinlileg a fotoszintetikus folyamatok hatékonysaganak
novekedésével magyarazhato.

Mivel a cirkadidn rezonancia pozitivan befolyasolja a novekedés sebességét,
végrehajtottunk egy kompeticids kisérletet, amely sordn a kiilonb6z6 peridodushossza
mutansok kevert populdcidban tortént nevelését kovetden meghataroztuk a ndvények
vitalitasat tliikr6zo kiilonboz6é paramétereket. A focl génben mutaciot hordozo6 focl-2 révid
periddust (t = 20) mutanst és a hosszu periddusu (t = 28) z#/-27 mutans novényeket 20 o6ras
(T = 20) és 28 oras (T = 28) cikluson ndvesztettiik, kevert populacioban. Kontrollként az
0sszes novényvonalat monokultaraban is felneveltiik a kiilonb6z6 naphossziasagu ciklusokon.
30 nap elteltével megvizsgaltuk a ndvények klorofilltartalmat, tomegét, levélszamat és a
télevélrozsajanak a méretét. Az igy nyert adatokat az 5.14. abraban foglaltuk 6ssze. 20 orés
ciklusokon a focl mutans novények fejlédtek jobban, 28 o6ras cikluson ellenben a z¢/ mutans
novények nottek nagyobbra. Vegyes kulturak esetében megfigyeltiik, hogy a névények egy
része elpusztul a foldben. A mortalitdis mindig nagyobbnak mutatkozott abban a mutans
vonalban, amelynek a peridodushossza kevésbé egyezett a kiilsd kornyezet ciklusainak
periddusaval. A mortalitds értékeket az 5.4. tablazatban tiintettiik fel: ezek szerint a zt[-27
mutansok korében T = 20 esetén volt tobb ¢letképtelen ndvény, mig a foc/-2 mutans 28 oras
fotoperioduson mutatott magasabb letalitas értéket (5.4. tdblazat). Ezek az eredmények azt
jelentik, hogy a kornyezettel 6sszhangban miikodoé ora valoban szelekcios eldnyt jelenthet az

¢lolények szamara.
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6. AZ EREDMENYEK ERTEKELESE

6.1. A mutanssziirés eredményeinek 0sszegzése

Uj novényi cirkadian 6ra komponensek azonositasa céljabol végrehajtottunk egy
mutanssziirést, amely soran kozel 46000 egyedi csirandvényben vizsgaltuk meg a
CAB2:LUC(+) riportergén id6beli expresszids mintdzatdt. A mutanssziirés egyes mérései
koriilbeliil 36 6ran keresztiil tartottak. A mérés rovidsége lehetvé tette nagyszamua novény —
hozzéavetdleg 4000 csirandvény/hét/luminométer - rovid id6 alatti atvizsgalasat. A mérések
soran 104 mutans novényt taldltunk, amelyekben a riportergén cirkadidn kifejezddése a
normalistdl valamilyen moddon eltért, és ez a cirkadidn aberrdcid az utddokban is
megfigyelhetd volt (5.1. tablazat). Az észlelt cirkadian fenotipusok koziil legnagyobb
szamban a fazis késObbre csuszasa fordult eld. Az 1-1.5 éranal kisebb periddushossz valtozast
az altalunk létrehozott kisérleti rendszerben nem tudtuk kimutatni, mivel a csirandvények
CAB2:LUC(+) ritmusanak mérésekor masfél-két oranként vettiink fel egy-egy mérési pontot,
igy a ritmust abrazold gorbe felbontasa nem teszi lehetdvé a 1.5 6ranal kisebb eltérések
észrevételét.

Munkénk eredményeként Gsszesen hat aritmias mutanst izolaltunk. Alacsony szamuk
azzal magyardzhatdo, hogy az EMS-sel végzett kémiai mutagenezis pontmutaciok
keletkezésével jar, amelyek - az esetek tobbségében - nem eredményezik a mutéaciot
szenvedett gén funkcidjanak teljes elvesztését, hanem csak részleges funkciovesztéssel jarnak.
Egy masik tényezd, amely befolydsolhatja a mutacié révén fellépd fenotipus stlyossagat, a
géntermékek kozott fenndllo esetleges redundancia. Ilyen jellegli redundéns funkciora jo
példa a korabban leirt LHY és CCAl fehérje részvétele a cirkadian szabalyozéasban, amely
fehérjék aminosav szinten tobb mint 60% azonossagot mutatnak egymassal (Mizoguchi és
mtsai, 2002).

Munkank soran azonositottunk kettd tocl, egy elf3, kettd gi és 11 z#/ mutanst. Ezeket
az eredményeket tekintve ugy tlinik, hogy a miénkhez hasonld, Un. forward genetikai
vizsgalatok - elérve a szaturdci6 szintjét - lassan kimeriilnek. Ezt tAmasztja ald az is, hogy az
ilyen jellegli mutansizolalasi projektekbdl a TOCI, ELF3 és ELF4 gének ujabb €s tjabb
mutans alléljei keriilnek elé (Hasen és mtsai, 2005; és nem publikalt adatok), mig az Gjonnan
azonositott 6raelemek szdma hozzajuk képest csokken. Erdekes megjegyezniink azonban,
hogy a parhuzamosan végzett kisérletek soran egyetlen csoport sem azonositott ccal vagy lhy

mutans novényt, habar a vizsgalati korilmények nem zarjadk ki a lehetdségét ilyen
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oramutansok felismerésének. Az uj éraclemek keresése soran tobbek kozott sok, mar ismert
oragént érinté mutaciot talaltunk, a munka mégis sikeresnek tekinthetd, hiszen a mar ismert
génekben talalt ujabb muticiok lehetdvé teszik az adott 6raelem miitkodésének részletesebb
vizsgalatat és funkcidjanak megismerését.

A fent emlitett mutansok mellett a mutdnssziirés 0 oraclemek azonositasahoz is
vezetett. Csoportunk azonositott egy olyan gént, amelynek a ndvényi cirkadian oraban
betdltott szerepe kordbban nem volt ismert. Ez a gén egy, a kis GTP-kotd fehérjékhez
hasonlosdgot mutatd fehérjét kodol. A gén delécidja a ritmusok periddushosszanak
rovidiilését, valamint fotomorfogenikus folyamatok hibas miikodését okozza. Az \j draclem
azonositasa nagy jelentéséggel bir, mivel névényi rendszerben még nem irtak le hasonlo
struktaraju fehérjét, amely a cirkadian szabalyozasban vesz részt. Csoportunkban jelenleg is
folyik a fennmaradé mutansok vizsgalata és a mutaciok genetikai térképezése. Tobb olyan
mutans novénnyel is dolgozunk, amelyekben a mutacié olyan kromoszoma régiora
térképezddik, ahol nem taldlhatd mar ismert 6ragén. Ezeknek a mutacioknak a lokalizaciojat
az Arabidopsis genomban a 6.1. dbra mutatja. Ezeknek az 0j o6raelemeknek az azonositdsa és
funkcionalis jellemzése gyarapitani fogja a ndvényi cirkadidn szabalyozés mechanizmusarol
ma rendelkezésre allo ismereteinket, €s remélhetéleg hozzédjarul a mar ismert elemek

egymashoz fiiz6d6 viszonyanak részletesebb feltarasahoz is.

6.1. abra. Az wj cirkadian o6ra gének, ill.
I I Il v \ mutiaciok hozzavetdleges térképpoziciéja az
Arabidopsis 6t kromoszomajan

A mutansizolalas soran azonositott mutaciok egy
. része még nem ismert Oragénben talalhat6. A

fekete vonallal ill. savval jelzett kromoszo-

marégiok a kromoszoma alatt feltiintetett

— mutaciok eddig behatarolt poziciojat jelolik.

Tc308 Te557 Tc58 Tc442 Tc = Topcount
Tc522

Munkédnk sordn nagy szamban azonositottunk z#/ mutins ndvényeket, mivel ezek
fenotipusa a vizsgalati koriilményeink kozott igen erdsnek bizonyult. A ZTL gén mutansokban
tortént szekvenalasa soran kideriilt, hogy a 11 zt/ mutacié szétszortan helyezkedik el a harom
funkcionalis fehérjedoménben: 1 LOV/PAS, 1 F-box és 9 ,.kelch” mutanst azonositottunk. A
ZTL fehérjében keletkezett mutaciok mindegyike a DNS-ben tortént G>A nukleotid csere
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eredményeként allt eld. A jovoben érdemes elgondolkodni azon, hogy barmilyen, mutansok
azonositasat célzo kisérletsor kivitelezésekor a kémiai mutagenezist egyéb mutagénnel (is)
végezziink, ami mas jellegli moédositas révén nem G-A tranziciot eredményez. Ha ugyanis az
okozott pontmutdcié minden esetben azonos természetli, akkor a 1étrehozhaté mutacidk szama
¢s clhelyezkedése a genomban korlatozott, rdadasul az ennek eredményeként a
fehérjeszekvencidban bekovetkezd aminosaveserék szdma ¢és tipusa is korlatozott (az
aminosavak sorrendjét meghatdroz6 kodonok koziil csak a G-t tartalmazok potencialis
valtozasat eredményezi olyan kodonokkd, amelyek A-t tartalmaznak). Egy kordbbi szamités
alapjan, az Arabidopsis thaliana kodonhasznalatat figyelembe véve, egy EMS mutagenezis
eredményeként fellépd G>A tranziciok hozzavetdleg 5%-a stop kodont, 65%-a
aminosavceserét okozo (missense) mutaciot hoz létre, 30%-a pedig nem okoz valtozast a
fehérje szekvenciaban (silent mutacio) (McCallum és mtsai, 2000). Allati rendszerekben mar
leirtak olyan mas mutagének hasznalatat, amelyek eltérd jellgli mutaciot okoznak (Anderson,
1995). Ezek bevezetése a novényi vizsgalatokba szélesithetné a mutagenezis eredményeként

A ztl génben okozott muticiok azonositasat kovetden célul tliztik ki, hogy a mar
korabban leirt, de részletesen nem jellemzett ZTL fehérje funkcidjat a keziinkben 1évé 11 1j
mutans allél vizsgélataval részletesebben megismerjiik. A mutaciok elhelyezkedése lehetové
tette azt is, hogy in vivo koriilmények kozott vizsgaljuk a fehérje egyes doménjeinek

hozzajarulasat a ZTL fehérje funkcidjahoz.

6.2. Az 1j ztl mutans novények jellemzése

Az elmult évek sordn szadmos publikécio latott napvilagot, amelyek a ZTL fehérje
funkcigjat hivatottak leirni, azonban egyetlen kutaté csoport sem rendelkezett olyan
mennyiségli (11 allél), mindharom fehérje doménben érintett mutansgylijteménnyel, mint a mi
csoportunk. Igy elészor nekiink nyilt lehetdségiink arra, hogy a ZTL fehérje és az egyes
doménjeinek funkcidjat a mutdnsok fenotipusdnak részletes vizsgalataval, in vivo
koriilmények kozott meghatarozzuk.

Munkénk sordn megvizsgaltuk, hogy a mutans névények milyen koriilmények kozott
mutatnak cirkadian fenotipust. Az 6sszes altalunk azonositott és kordbban leirt z#/ mutansban
a cirkadian ritmusok periodushossza megnd (5.2. tablazat). Ez a hatas fiiggetlen a
megvilagitasi viszonyoktol — tehat sotétben, vords- kék- és fehér fényben is megfigyelheto -,

¢s fliggetlen a vizsgalt ritmikus folyamat jellegétdl is, legyen az a CAB2 (5.4.C abra), a CCR2
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(5.4.E abra) ill. a CCAI gén kifejezédése, vagy akar a levélmozgas ritmusa (5.4.D abra). A
megfigyelt ritmusok amplitidéja a mutansokban kismértékben csokkent; ez a hatas
folyamatos sotétben észlelhetd leginkdbb. A korabbi feltételezéssel (Somers és mtsai, 2000)
ellentétben tehat a ZTL nem lehet pusztan a fény ,,input” folyamatok egyik eleme, mivel a
ZTL funkciojanak sériilése sotétben ugyanolyan, vagy még erdsebb cirkadian fenotipus
kialakulasdhoz vezet, mint fényben. Diurnalis koriilmények kozott a z¢#/ mutansok késoi fazist
mutatnak, valamint sériil a hajnal kdzeledtének cirkadian ora altali eldrejelzése, amire a CCA1
génexpresszid — normalisan - sotét fazis végén jelentkezd novekedésének hianyabol
kovetkeztettiink. Ez azt jelenti, hogy természetes kornyezetben, fény-sotét ciklusokon a zt/
mutans novények nem tudnak idOben felkésziilni a koérnyezet periodikusan ismétlodo
valtozéasaraira, ezaltal a belsd folyamatok iddbeli szervezddése a nap soran valdsziniileg nem
lesz olyan tokéletes mint a vad tipusu ndvényekben. Az Osszes vizsgalt mutans allél koziil a
ztl-31 mutatja a leger6sebb fenotipust, mig a zt/-21 tekinthetd a leggyengébb hatasu
mutacionak. Az eredményeket 6sszefoglalva kijelenthetjiik, hogy a ZTL mind s6tétben, mind
allando fényben fontos eleme a cirkadidn oOrénak, ezen beliill pedig a periodushossz
meghatdrozasaban ¢és a ritmusok amplitudojanak megfeleld szinten tartasaban fontos.
Kisérleteink eredménye szerint a ZTL részt vesz az Ora normalis
megvizsgaltuk a mutdns és vad tipusi novényekben a CCR2 kifejezddés ritmusanak
peridodushosszat kiilonbozd homérsekleti értékek mellett, és azt tapasztaltuk, hogy a ZTL
fehérje hibas mitkddése eredményeként a mutdnsokban a hémérséklet 12-13°C—os emelése a
vad tipushoz képest koriilbeliil kétszer nagyobb periddushossz valtozast okoz. Egy
nemrégiben megjelent publikacié szintén tdmogatja azt a feltételezést, hogy a ZTL esetleg
részt vesz a homérsékletkompenzacidé mechanizmusaban (Edwards és mtsai, 2005). Az
azonositasat tlzték ki célul. Munkédjuk eredményeként azonositottak szamos olyan
kromoszéma régidt, amelyeken kodolt egyes gének fontos szereppel birhatnak a
homérsékletkompenzacié mechanizmusédban. Az egyik ilyen kromoszomarégion beliil
talalhatd a mar ismert Z7L Oragén is. Egy masik kisérleti eredmény a GIGANTEA orafehérje
szerepét hangsulyozza ugyanebben a folyamatban (Gould és mtsai, nem publikalt adatok). A
gi mutans novények cirkadidn fenotipusdnak megnyilvanulasat erésen befolyasolja a
kisérletben alkalmazott hdmérséklet értéke. A szerzok arra a kdvetkeztetésre jutottak, hogy a
GIGANTEA fehérje elsddleges funkcidja az Oramiikodésben annak a hdémérsékleti

tartomanynak a kiszélesitése, amelyen beliil az o6ra még megfeleld pontossiggal képes
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megbizhatd ritmust 1étrehozni és fenntartani a ndvényi szervezetben. Ezen a hémérsékleti
tartomanyon beliil a cirkadidn 6éra miikodése homérséklet kompenzalt.
példaul a hipokotil elongécio gatlasa, a virdagzas fotoperiodikus indukcioja és a cirkadidn ora
fényérzékelési folyamata (Somers és mtsai, 2000; 2004). Az altalunk vizsgalt zz/ mutansok
hipokotilhossza, a korabban ko6zolt adatokkal 6sszhangban, csak erds voros fényben mutatott
eltérést a vad tipusi ndvényekhez képest. Ilyen korilmények kozott a z#/ mutdnsok
tulérzékenységet mutatnak a fényre, és ez eredményezi a rovid hipokotil fenotipus
megjelenését. Az Osszes mutans koziil csak egy viselkedett masképpen, a LOV/PAS
doménben mutéacidt hordozo z#/-21, amelynek hipkotilmegnyuldsa a vad tipusu névényével
egyezett meg (5.7. dbra). A régebben leirt zt/ mutansokon megfigyelték, hogy hossztiinappalon
kicsit kés6bb viragoznak, mint a megfeleld vad tipusti ndovények (Somers és mtsai, 2000). A
vizsgalatokba bevont 11j z#/ mutansok szintén késon virdgoznak hossziinappalos megvilagitas
alatt. Ez alol csak a ztl-21 képez kivételt, amelynek virdgzasi ideje megegyezik a vad tipusu
novényével (5.8. abra). Megvizsgaltuk azt is, megvaltozik-e a cirkadian ora fényérzékenysége
a mutansokban. Ehhez a mutdns és vad tipusi novények egy szabadon futd cirkadian
ritmusanak periodushosszat hataroztuk meg kiillonb6z6 hulldmhosszi- és intenzitasu,
folyamatos fénnyel torténé megvilagitds soran. Régota ismert jelenség, hogy a cirkadian ora
altala generalt cirkadian ritmusok periddushossza rovidebb lesz. A zt/ mutansok vizsgalata
soran kideriilt, hogy a fényintenzitas csokkenésével az 6ra mitkddése sokkal inkabb lassul,
mint a vad tipust novényekben, igy alacsony fényintenzitdson a mutansok ¢és a kontroll
novények periddushossza kozti kiillonbség joval nagyobb, mint er6sebb megvilagitas esetén.
Ez annak a kovetkezménye lehet, hogy a z#/ mutansokban a cirkadidn ora fényérzékenysége
csOkkent. A ztl-21 ebbdl a szempontbol is eltér az 0sszes tobbi mutanstol, mivel a z#/-21
szabadon futd cirkadian ritmusdnak peridodushossza ugyanolyan mértékben valtozik a
fényintenzitds fiiggvényében, mint az a vad tipusu ndvényekben megfigyelhetd. A z#/-21
mutdns vizsgalata alapjan megallapithatjuk, hogy a nodvényben sériil a cirkadian
periddushossz szabalyozasa, de a fényregulacid6 mechanizmusa érintetlen (vad tipusi) marad
(5.6. 4bra).

Minden altalunk vizsgalt mutansban kimutathat6é a ZTL fehérje jelenléte, igy az észlelt
mutdns fenotipusok a megvaltozott ZTL funkcié eredményeként allnak el, nem pedig a
fehérjetermék teljes hidnya kovetkezményeként. Ennek ellenére a mutansok — egy kivétellel -

ugyanolyan sulyos aberracidkat mutatnak, mint a null mutansként leirt z#/-3 (Somers és mtsai,
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2004). Kijelenthetjiik tehat, hogy a ZTL fehérje mindharom doménje hozzéjarul a normalis
ZTL funkcid betdltéséhez.

6.3. A ZTL fehérje domének funkcidjanak vizsgalata

A ZTL fehérje potencialis funkcidjara a kutatok elészor a fehérjeszekvencidban
mutatkozé homologia alapjan kovetkeztettek. A szekvencia analizis sordn felismert harom
fehérje domén funkcidjanak vizsgalatara szdmos laboratériumban indultak kutatdsok. Ezek a
kisérletek a ZTL-val kolcsonhatd fehérjék vizsgalata révén megerdsitették azt a korabbi
feltételezést, amely szerint a ZTL az SCF komplex részeként, annak szubsztratspecificitasat
meghataroz6 F-box fehérjéjeként részt vesz bizonyos fehérjék, koztik a TOCI1 oraelem
2004). Ezek a kisérleti eredmények azonban tobbségében fehérjék in vitro kdlcsonhatasainak
vizsgélatan alapultak.

Az éltalunk izolalt 11 0 mutacié mind a hdrom domént érinti, igy elséként nyilt
lehetdségiink arra, hogy a ndvények fenotipikus valtozasanak megfigyelése révén

meghatarozzuk az egyes domének szerepét a ZTL altal szabalyozott folyamatokban.

6.3.1. Az F-box domén kolcsonhatdasanak vizsgalata az SCF komplex elemeivel

Az F-box motivum altalaban fehérje-fehérje kolcsonhatasok kialakitasdban vesz részt
(Kipreos és Pagano, 2000). Az elsOként leirt F-box fehérjék az SCF ubiquitin-ligdz komplex
elemei, amelyben az ubiquitin-medialt proteolizis szubsztratfelismerd elemeként
funkcionalnak. A ZTL fehérje az F-box doménen keresztiil kapcsolodik az ASK1 fehérjéhez,
amely a Skip-Cullin-F-box (SCF) ubiquitin-ligdz komplex egyik eleme (Han és mtsai, 2004).
Az SCF komplex lehetévé teszi az ubiquitin konjugald enzim €s az F-box fehérje altal kotott
szubsztratfehérje kolcsonhatasat, amelynek eredményeként a célfehérje tobb ponton is
ubiquitinalodik. A degradaciora ily méodon kijeldlt fehérje a 26S proteoszomalis degradécio
révén bomlik le (Hershko és Ciechanover, 1998). A ZTL egyik szubsztrat fehérjéje a TOC1
(Mas ¢és mtsai, 2003), amelynek fazisfiiggd, a fotoperiodus soOtét szakaszaban torténd
degradécioja fontos szabalyozasi pont a ndvényi cirkadian regulacidban.

Az ¢lesztdben elvégzett kolesonhatas-vizsgalatok kimutattdk, hogy a ztl-22 (F-box)
mutacid nincs hatdssal a TOCI-ZTL kolcsonhatasra (5.12. abra), igy a mutansban észlelt

cirkadian fenotipus nem magyarazhaté a ZTL csokkent szubsztratkotd képességével. A ztl-22
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mutdnsban a ZTL fehérje mind reggeli, mind esti fdzisban nagyobb mennyiségben
halmozddik fel a sejtekben, mint a vad tipust novényekben. Ennek ellenére a zt/-22 mutans
periddushossza kozel megegyezik a z#/-31 mutanséval, amelyben a ZTL fehérje joval kisebb
mennyiségben akkumulalédik. Ez arra utal, hogy a ZTL™"** fehérje, annak ellenére, hogy a
szubsztrat fehérjével, a TOCI-gyel (élesztoben) normalisan képes kapcsolodni,
funkcionalisan inaktiv. A ZTL inaktiv allapota valosziniileg egyuttal stabilizalja is a proteint,
amelynek eredményeként ebben a mutinsban magasabb fehérjeszint tapasztalhat6. Han és
munkatarsai létrehoztak egy mutaciot a ZTL F-box doménjében, és megvizsgaltdk, hogyan
valtozik meg a ZTL fehérje kolcsonhatasi képessége és stabilitdsa a mutacié kovetkeztében.
Az F-box mutans ZTL nem volt képes az ASK1 fehérjével sem élesztében, sem a novényben
(in vivo) Osszekapcsolodni (Han és mtsai, 2004). Ugyanez a mutans ZTL protein, hasonléan
az altalunk vizsgalt F-box mutdns (zt/-22) fehérjéhez, stabilabba valt, mint a vad tipusu
fehérje. Habar a zf/-22 muticid6 nem sziinteti meg teljes mértékben a ZTL-ASKI1
kolcsonhatast, hanem csak csokkenti annak erdsségét, mégis, a mutacidé ugyanolyan sulyos
hibékat okoz a cirkadidn szabalyozasban, mint a ZTL funkci6 teljes hidnya a z#/-3 mutansban.
Ezért valoszinti, hogy a zt/-22 mutacid hatasara olyan mas, az SCF komplexben funkcionald
ASK fehérjék ZTL-hoz torténd kapcsolodasa sériil, amelyek szintén fontos szereppel birnak
az SCF*™ komplex miikddésében, és egyuttal a cirkadian szabalyozasban. Mivel a mutci6
hatasara a ZTL™** fehérje kevésbé képes a degradacios komplexhez kapcsolodni, ezaltal
nemcsak a lebomlasra itélt célfehérje, hanem sajat degradacidja is lelassulhat, ami
magyarazatot adhat a z#/-22 mutinsban mérheté magasabb ZTL fehérjeszintre. Osszefoglalva
tehat elmondhato, hogy ha a ZTL nem képes hatékonyan kapcsolodni az SCF komplexhez,

akkor ez a ZTL fehérje stabilizdlodasahoz vezet.
6.3.2. A ,, kelch repeat” domén funkcioja a ZTL fehérje szerkezetének kialakitasaban

A ZTL génben altalunk azonositott mutaciok tobbsége, a ,.kelch” doménben talalhatd
(5.2. abra), valamint itt talaljuk a korabban leirt két mutaciot is (z#/-1 és ztl-2; Somers és
mtsai, 2000). A zt/ mutaciok ily mértéki halmozodésa a fehérje egyik doménjében azt
mutatja, hogy ennek a fehérjerésznek esszencidlis szerepe lehet a ZTL funkciojaban. A
haromdimenzids szerkezeti modellen (5.3. é&bra) betérképezett 1) ,kelch” mutaciok
mindegyike a domén B-propeller strukturajanak valamelyik kiilsé oldalan helyezkedik el, 6
mutacid pedig a propeller szerkezet egyik oldalfelszinén talalhato meg. Mivel a ,kelch”

domén funkcidja - a hasonld fehérjemotivumok szerepének vizsgalatai szerint — fehérje-
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fehérje kolcsonhatasok kialakitdsdban van, valdszinii, hogy a B-propeller szerkezet kiilsé
felszine, amelyen a mutaciok tobbsége talalhatd, normalisan egy protein interakcios feliiletet
képez. Ennek ellenére egyeldre nem talaltak olyan fehérjét, amely a ZTL-hoz a ,kelch”
doménen keresztiil kapcsolodik.

Az élesztd két-hibrid kisérletekben vizsgalt ,.kelch” mutans fehérje (z#/-27) nem tud
Osszekapcsolodni a TOC1 fehérjével (5.12.B abra), annak ellenére, hogy a vad tipust fehérje
»kelch” doménje nem vesz részt a ZTL és TOCI kozti interakcid kialakitdsaban (Mas és
mtsai, 2003). Mas és munkatarsai kimutattdk, hogy a TOCI1 fehérje a LOV/PAS doménen
keresztiil kapcsolodik a ZTL fehérjéhez. A ztl-27 mutacid gyengiti a ZTL és az ASK1 fehérje
kozti kolcsonhatast is (5.12.A &bra), habar az idékdzben napvilagot latott adatok szerint az
ASKI1 protein az F-box doménen keresztiil kapcsolodik a ZTL-hoz. Ezek alapjan nagyon
valdszinii, hogy a ,.kelch” doménnek nélkiilozhetetlen szerepe van a LOV/PAS ill. az F-box
domén intramolekularis kolcsonhatdsainak, ill. struktirdjanak kialakitasaban, és ebbdl
kifolyolag esszencialis funkcidja van a ZTL fehérje megfeleld, aktiv szerkezetének
fenntartasaban.

A ztl-27 az egyetlen a ,.kelch” domént érintd mutacidk kézott, amely a ZTL fehérje
diurnalis felhalmozodasat befolyasolja. A ZTL™"*' fehérje mennyisége a fényszakaszban (ZT1
idépontban) magasabb a vad tipusban mérhetdénél, mig a sotétben (ZT13-kor) nem kiilonbozik
nagymértékben a kontroll novényekben kimutathatdé protein mennyiségétdl. A korabban
jellemzett ZTL™! ¢s ZTL™" muténs fehérje ilyen jellegl, fazisspecifikus stabilizal6édasat nem
tapasztaltak. A ZTL™?" fehérje csokkent kolcsonhatasi képessége a degradacids komplex

(SCF) elemével magyarazatot adhat a fehérje stabilizaciojara.

6.3.3. A LOV/PAS domén szerepe a vords fény indukalt jelatviteli folyamatokban és a

cirkadian szabdlyozasban

A ZTL fehérje a fényben nétt, zold ndvényekben, és a teljes sotétségben nevelt,
etiolalt novényekben is részt vesz a periodushossz meghatarozasaban. Hianya minden esetben
a periodus hosszabbodésat eredményezi, az eddig leirt mutansokban azonban a periodushossz
nagymértékben fiigg a kisérlet soran alkalmazott fény intenzitasatol. A z#/ mutaciok hatasa
sokkal inkabb kifejezddik alacsony intenzitasu (kék vagy vords) fényben, ahol a vad tipust
novényhez képest akar 8-10 oras kiilonbség is mérhetd a periddushosszban (5.6. abra). A ZTL

ennél fogva minden fénykdriilményben részt vesz a vele kapcsolodd TOC1 szubsztrat fehérje

crer
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valamelyest szabalyozza (Més és mtsai, 2003). Ezzel ellentétben a hipokotil megnyulas

gatlasanak folyamata csak erés voros fényben mutat tulérzékenységet a zt/ mutansokban, mig

kék fényben nem mérhetd szignifikdns kiilonbség a z#/ és a vad tipust ndvények hipokotil
elongacidja kozott (5.7. abra; Somers és mtsai, 2004). Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy

a ztl mutansokban a vords fényben észlelhetd rovid hipokotil fenotipus nem a cirkadian

szabalyozas hibas miikodésének masodlagos kdvetkezményeként, hanem a ZTL fehérje egy

masik funkcidjdnak elvesztése eredményeként all el6. Ha a ZTL fehérje a hipokotil
megnyulds folyamatdt a cirkadidn szabalyozason keresztiil, mintegy masodlagosan
befolyasolna, akkor kék fényben, ahol a z#/ mutansoknak tisztan mérhetd cirkadian fenotipusa

van, a hipokotil elongacio folyamata is sériilne. Kisérleteinkkel tehat bizonyitottuk, hogy a

ZTL fehérje kettds szerepet tolt be a ndvény életfolyamatainak szabalyozasaban, és ez a két

funkcid egymastdl elkiiloniil, mint az a LOV/PAS mutans esetében észlelhetd is. A z#/-21

mutans (LOV/PAS) periédushossza jelentdsen meghaladja a vad tipusét (5.2. tablazat), mig a

vords fényben mérhetd hipokotilhossza megfelel a vad tipusénak (5.7. dbra). Emellett a z#/-21

cirkadian oraja ugyanolyan érzékenységet mutat voros fényre, mint a vad tipusti novény, amit

a két vonal parhuzamos FRC gorbéje bizonyit (5.6.B 4bra). A z#/-2] muténs viragzasi ideje

hosszunappalon szintén megegyezik a vad tipusu kontroll ndvényekével, holott a vizsgalt

»kelch” és az F-box mutaciok ugyanezen koriilmények kozott késleltetik a viragzast. A

kordbban leirt ztl-1 és zt/-3 mutaciok szintén a virdgzasi id6 kismértékii eltolodasat okozzak

(Somers és mtsai, 2000; Kim és mtsai, 2005).

A ztl-2] mutacié vizsgalata nyilvanvalova tette, hogy a ZTL fehérje két egymastol
elvalaszthato funkcidval rendelkezik:

— egyrészt fénytdl fiiggetlen szabalyozd szerepet tolt be a cirkadidn 6ra mikodésében,
amelynek soran a peridodushossz és az amplitiddé meghatarozasaban van nélkiil6zhetetlen
funkcioja;

— masrészt a voros fény indukalt jelatviteli folyamatok elemeként részt vesz a cirkadian ora
fényérzékenységének bedllitasdban, a hipokotilmegnyulds fényfiiggd gatldsanak
mechanizmusaban és a viragzas fotoperiodikus szabalyozasaban.

A ztl-2] mutans vizsgalata kimutatta, hogy a vords fény altal szabalyozott
folyamatokban a ZTL fehérje LOV/PAS doménje nem sziikséges a ZTL funkcidjanak
betdltéséhez, mig a fényfliggetlen orafunkcidhoz az intakt LOV/PAS domén jelenléte
nélkiilozhetetlen.

A TOC1 a ZTL fehérjével a LOV/PAS doménen keresztiil kapcsolodik, ez a domén

Onmagaban, a fehérje tobbi része nélkiil is elegendd a TOCI1 fehérje megkotéséhez (Mas és
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1-21 y
221 mutéans

mtsai, 2003). Ezzel az eredménnyel 6sszhangban az éltalunk tanulmanyozott ZTL
fehérje ¢élesztOben nem mutat kdlcsonhatast a TOC1-gyel (5.12.B dbra). Ugyanez a mutacio
egyben az ASK1-ZTL kolcsonhatas erdsségét is csokkenti (5.12.A abra), ami arra utal, hogy a
LOV/PAS domén eldsegiti a ZTL-SCF komplex interakcidjat. Magas intenzitdsu voros
fényben a zt[-21 mutans periddushossza megegyezik a tobbi mutanséval ¢s hosszabb, mint a
vad tipusé (5.6.B abra). Ilyen koriilmények kozott tehat, figyelembe véve a kordbban kozolt
eredményeket (Mdas és mtsai, 2003), a z#/ mutdnsok mindegyikében nagyobb mennyiségii
TOC1 fehérjének kell lennie, mint a vad tipusban, hiszen a mutdns ZTL fehérje nem képes a
TOC1 lebomlasat megfelelden irdnyitani. A feltételezések szerint a zz/ mutansokban ez a
megemelkedett TOC1 fehérje szint felelds a cirkadian periddushossz-, €s a hipokotilhossz
megvaltozasaért, amit alatdmaszt az a megfigyelés, hogy a TOC1 fehérje taltermelése soran a
cirkadidn ritmusok periddushossza megnd, valamint a ndvények tulérzékennyé valnak vords
fényre (Mas és mtsai, 2003). Ez a megemelkedett TOC1 szint azonban nem elegendd a zt/
mutansok tobbségében erds vords fényben megfigyelt hipokotil fenotipus kialakitasahoz,
mivel a zt/-2] mutans hipokotilhossza megegyezik a vad tipuséval. Véleményiink szerint a zt/
mutansok vords fény specifikus hipokotil fenotipusanak megjelenéséért nem a TOCI
csOkkent mértékii degradacioja, hanem sokkal inkabb egy masik, a ZTL altal a degradacios
folyamatok felé szallitott célfehérje ZTL-val mutatott kolcsonhatasdnak megvaltozasa, és
ennek kovetkeztében modosult degradacioja a felelds. Ennek, a ZTL-val kdlcsonhatd masik
fehérjének a kotésében nem a LOV/PAS domén, hanem a fehérje valamely masik doménje
vesz részt. Feltételezziik tehat, hogy a ZTL fehérje nemcsak a TOC1, hanem tobbféle fehérje
degradaciojat is iranyithatja, amelyek kiilonb6z6 szabalyozasi folyamatokban - pl. a cirkadian
ora kozponti oszcillatordban illetve a fotomorfogenezis egyes folyamataiban - toltenek be

valamilyen funkciot.

6.4. A cirkadian szabalyozas elényei Arabidopsisban

A kiilonb6z6 szervezetekben taldlhato cirkadian 6rdk miikodési mechanizmusa nagyon
hasonlo, ezzel szemben az oOrakat felépitd egyes elemek tipusa ¢€s strukturija jelentdsen
kiilonbozik. Ezek alapjan a kutatok feltételezik, hogy a kiilonb6zo orak eltérd fejlédési utakon
johettek 1étre, a cirkadidn 6ra az evolucié soran tobbszor, egymastol fliggetleniil jelent meg.
Nagyon valoszinli, hogy a cirkadidn szabalyozds megjelenése az evolucié soran adaptiv
elonyt jelentett azon él6lények szamara, amelyekben ez a mechanizmus eldszor kialakult. Az

ora legfontosabb szerepe a nappalok ¢és ¢&jszakak valtakozasanak elorejelzése, amelynek
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eredményeként a szervezet idoben felkésziilhet a kornyezeti tényezok, pl. homérséklet és fény
megvaltozasara, €s az elsésorban kornyezetfiiggd belsé folyamatait ennek megfeleléen képes
szabalyozni illetve iddziteni.

Munkénk soran megkiséreltiik meghatarozni, milyen fiziolégiasan mérhetd eldnnyel
jar az, ha a novényekben a cirkadidn o6ra a kornyezettel szinkronban, hibatlanul miikodik.
Ehhez kiilonb6z6 hosszisagu fény/sotét ciklusokon, tn. T ciklusokon, neveltiink vad tipusu,
illetve kétféle periddushossz mutans ndovényeket, majd bizonyos id6 elteltével megmértiik és
Osszehasonlitottuk a novények egyes paramétereit. Tudjuk, hogy a ndvények normalisan
kozel 24 6ras periodusu cirkadian oraja akar 20 vagy 28 6rés periddushosszu ciklusokhoz is
képes alkalmazkodni, ilyenkor azonban minden nap ujra kell allitani az o6ra fazisat, és a
kornyezet ritmikus valtozasainak eldrejelzése helyett minden reggel a kornyezeti tényezdk
megvaltozasa készteti az orat a normalis fazis bedllitdsara. A T ciklusok hosszusagat ugy
valasztottuk meg, hogy mindegyik vizsgalt ndvényvonal cirkadian periddushosszanak
megfeleld hosszusagh T ciklus legyen. Ennek megfelelden a kisérletek soran a novényeket T
= 20, azaz 10 6ra fény/10 6ra sotét, T = 24, azaz 12 ora fény/12 ora sotét és T = 28, azaz 14
ora fény/14 ora sotét cikluson neveltiik. A kisérletek soran a rovid periddusu tocl-1 és tocl-2
mutanst, a hosszi periddusa ztl-1 és ztl-27 mutanst, valamint vad tipusu ndvényeket
vizsgaltunk.

Kiindulasként feltételeztiik, hogy a cirkadidn szabalyozas okozta elénydk elvesznek
abban az esetben, ha a szervezet cirkadian 6raja nem a kornyezeti ciklusoknak megfeleléen
oszcillal, és egy periodushossz valtozast okozd mutacié oly mértékben megzavarja a
kornyezet €s a belsd ora szinkronizaciojat, hogy nem jon létre az un. cirkadian rezonancia a
belsd és kiilsd oszcillacid kozott.

A kiilonb6zd hosszusagu fény/sotét ciklusokon végzett kisérleteink soran kimutattuk,
hogy a kornyezettel szinkronban miikddé cirkadian szabalyozds mellett a ndvényekben
mérhetd fotoszintetikus aktivitds nagyobb volt, mint abban az esetben, amikor az endogén 6ra
periddusa eltért a kornyezeti ciklusok peridodusatol. Ez azt jelenti, hogy 20 oras cikluson a
rovid periddust foc! mutans novények mutattak magasabb CO, aszszimilaciot, mig 28 orés
cikluson a zt/ mutansok. A vad tipusi novények fotoszintetikus folyamatai akkor miikodtek a
leghatékonyabban, amikor a belsd ora altal meghatarozott hozzavetdleg 24 oras peridodusnak
megfeleld T cikluson neveltiik 6ket. Ezzel 6sszhangban megallapitottuk, hogy megfeleld
cirkadian rezonancia (azaz kiils6 és belso periodusok egyezése) esetén, fiiggetlentil attol, hogy
mutans vagy vad tipust novényt vizsgaltunk, a ndvények klorofilltartalma magasabb volt. A

vizsgalt novények produktivitasa a fold feletti részeik 6ssztomegének dsszehasonlitsa alapjan
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akkor volt maximalis, amikor a T ciklus hossza megfelelt a cirkadian 6ra periddushosszéanak.
Kisérleteink soran kimutattuk, hogy a cirkadian 6ra kornyezettel 6sszehangolt miikddése akar
50%-kal is novelheti a ndvény méreteit ahhoz az &llapothoz képest, mikor a cirkadian
rezonancia nem all fenn. Ez azt is jelenti, hogy a 24 dras cirkadian oszcillacid akar hatranyt is
jelenthet egy olyan kornyezetben (pl. mas bolygokon, illetve mesterséges kornyezetben
torténd nevelés soran), ahol a kornyezeti ciklusok periodushossza nem 24 o6ra, hanem ennél
tobb, vagy kevesebb. Az ora éltal az egyedfejlodés soran biztositott eldnyok maximalis
kihasznalasadhoz tehat az a legfontosabb, hogy a belsd 6ra altal iranyitott ritmikus folyamatok
periddusa a lehetd legjobban megkdzelitse a kornyezeti ciklusok periddusat, ami foldi
koriilmények kozott €éppen 24 oranak felel meg.

A cirkadian 6ra szelekcio soran biztositott eldnyének a vizsgéalatara végrehajtottunk
egy kompeticios kisérletet. Ez a kisérlet jol reprezentdlja azt, hogyan lehetett pozitiv
szelekcids tényezd a cirkadian szabalyozas megjelenése az evolucio soran olyan esetekben,
amikor hasonld ¢€l6lények ugyanakkor, ugyanazon az ¢l6helyen éltek, és ugyanazért a
taplalékért versenyeztek. A kisérletben kevert kulturaban neveltiink egy hossza és egy rovid
periddust mutans vonalat hosszu €s rovid fény/sotét cikluson, majd tobb hét eltelte utan
megvizsgaltuk a kétféle mutans novekedését és tulélési aranyat a populacidban. A kisérlet
eredménye azt mutatta, hogy fiiggetleniil a mutans fenotipus jellegétdl, mindig azok a
ndvények ndttek nagyobbra, amelyek cirkadian periddusa kozelebb 4llt a kdrnyezeti ciklusok
hosszédhoz, egyik mutacid sem jelentett univerzalis elényt a masikkal szemben. A vegyes
kultaréas nevelés soran az a mutdns mutatott nagyobb mortalitasi értéket, amelynek 6raja nem
a kornyezetnek megfeleld periodussal oszcillalt.

Megallapithatjuk tehat, hogy a cirkadian 6ra — a fotoszintetikus fénybegyiijtd
komplexek fehérjéi és a klorofill bioszintézisének 0sszehangolasan, valamint a fotoszintetikus
folyamatok megfeleld id6zitésén keresztiil - noveli a fotoszintézis hatékonysagat, ezaltal
lehetové teszi a gyorsabb novekedést, fokozza az egyedek tuléloképességét, amely hatarozott

kompetitiv eldnyhdz juttatja a ndvényeket.
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7. OSSZEFOGLALAS

Munkank elsédleges célja 0j cirkadian ora elemek azonositasa és jellemzése volt
Arabidopsisban, amelynek kivitelezésére egy mutdnsizoldlasi projektet inditottunk el. A
mutanssziirés soran azonositottunk tobb, mar ismert 6ragénben mutacidt hordozé novényt is,
amelyek kozott 11 0j z¢#/ mutans volt. A csoportunk altal izolalt z¢/ mutansok nagy széma
lehetévé tette, hogy a ZTL fehérje egyes doménjeinek kozremiikodését a ZTL fehérje altal
szabalyozott kiilonb6z6 folyamatokban in vivo koriilmények kozott vizsgaljuk.

Kisérleti eredményeinket az alabbiakban foglalhatjuk 6ssze:

1. A cirkadidn o6ra mutdnsok azonositdsat célz6 munka sordn koriilbeliil 46000 EMS
mutagenizalt novény cirkadidn ritmusat vizsgaltuk, és 104 cirkadidn o6ra mutanst
azonositottunk. Ezek koziil két mutacio a TOCI génben, kettd a GI-ban, egy az ELF3-ban
¢s tizenegy mutéacio a ZTL génben talalhat6. Munkank eredményeként izolaltunk legalabb
hat olyan mutanst, amelyekben a mutacié még nem ismert 6ragént érint.

2. Megallapitottuk, hogy a 11 0j z#/ mutacio koziil egy a ZTL fehérje LOV/PAS doménjében,
egy az F-box doménjében, kilenc pedig a ,,kelch repeat” doménjében talalhato.

3. A ztl mutansok cirkadian rendszerének vizsgalata sordn megéllapitottuk, hogy a ZTL
fehérje mind fényben, mind sotétben részt vesz a cirkadian ritmusok periddushosszanak és
amplituddjanak szabalyozasdban. A ZTL tehat nem egyszeriien a fény ,,input” folyamatok
eleme, hanem a korilményektl fliggetleniill fontos komponense az oszcillator
mechanizmusanak.

4. Megallapitottuk, hogy a z#/ mutinsokban - egy mutdns kivételével - a cirkadian 6ra
csokkent fényérzékenységet mutat vords ill. kék fénnyel szemben. A LOV/PAS
doménben mutéciot hordoz6 zt/-21 mutansban az 6ra fényérzékenysége megegyezik a vad
tipust novényével. Ebbol arra kovetkeztettiink, hogy a cirkadian 6éra fényérzékenységének
szabalyozasaban a ZTL fehérje LOV/PAS doménje nem jatszik szerepet.

5. Erés vords fényben, egy mutans kivételével, az dsszes zt/ mutans hipokotilja rovidebb a
vad tipust ndvény hipokotiljanal. A LOV/PAS (ztl-21) mutans hipokotilhossza vords
fényben megegyezik a vad tipusi novényével, ezért gy gondoljuk, hogy a ZTL fehérje
LOV/PAS doménjének nincs funkcidja a fényszabalyozott hipokotil elongacio

6. Hossza nappalon - egy kivétellel - az 6sszes vizsgalt zt/ mutans kés6ébb virdgzik, mint a

vad tipusu novény. A z#/-21 mutans viragzasi ideje megegyezik a vad tipusu novényével,
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10.

11.

ami arra enged kovetkeztetni, hogy a ZTL fehérje LOV/PAS doménjének nincs funkcidja

Megallapitottuk, hogy a z#/ mutans ndvényekben fény- és hdmérsékletciklusokkal is be

lehet allitani a cirkadidn o6ra miikodését, és a ZTL fehérje fényben ndtt, aktiv

fotoreceptorokkal rendelkezé z6ld novényekben é€s etiolalt ndvényekben is részt vesz a

ritmusok periddushosszanak meghatarozasaban.

kialakitasaban.

Western analizissel kimutattuk, hogy mindegyik, altalunk azonositott zz/ mutans

novényben kifejezddik a ZTL fehérje. A ZTL fehérje mennyisége, a z#/-31 kivételével,

minden vizsgalt z¢#/ mutdnsban eléri, vagy meghaladja a vad tipust ndévényben mért

proteinszintet. A mutdnsokban tapasztalt fehérjemennyiségben mutatkozo6 eltéréseket a

mutans fehérjék megvaltozott stabilitdsa okozza.

Elesztd két hibrid rendszerben megvizsgaltuk a kiilonboz6 doménekben mutans ZTL

fehérjék kolcsonhatasat a kordbban leirt, ZTL-val kélcsonhatéo ASK1, TOC1 és PHYB-C

termindlis fehérjékkel. A kisérleteink sordn a kovetkezdket allapitottuk meg:

— az F-box mutaci6é az ASK1-ZTL kolcsonhatast gyengiti,

— a ,kelch” és a LOV/PAS mutacié gyengiti az ASKI-ZTL kdlcsonhatést, ¢és
megsziinteti a ZTL-TOCI interakciot;

— a harom vizsgalt mutacié koziil (z#/-21, ztl-22, ztl-27) egyik sem befolyasolja a ZTL és
PHYB-C-terminalis kozott 1étrejovo kolesonhatas erdsségét; sem a teljes hosszusagu
PHYB, sem a PHYB funkcionalis N-terminalis fragmentje nem képes a ZTL-val
kolcsonhatasba Iépni.

Ezekbdl az eredményekbdl arra kovetkeztettiink, hogy a korabban ko6zolt ZTL-PHYB-C

termindlis kolcsonhatasnak nincs in vivo fiziologids jelentdsége.

Megallapitottuk, hogy a ZTL fehérje kett6s funkcioval rendelkezik:

— egyrészt fénytdl fiiggetlen mdédon szabalyozza a cirkadian ritmusok periddushosszat és
amplitudojat;

— masrészt fontos szabalyozo eleme a vords fény indukélt jelatviteli folyamatoknak;

ezen belil részt vesz a cirkadian ora fényérzékenységének bedllitasaban, a

crer
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12. A ZTL fehérje harom kiilonb6zé doménjének funkcidjat az alabbiakban foglalhatjuk
0ssze:

— A LOV/PAS domén a ZTL fényfliggetlen orafunkcidjdhoz sziikséges. A ZTL
LOV/PAS doménje a TOCI1 fehérje kotéséért felelds. A ZTL az oramiikddés
szabalyozasaban a TOC1 fehérje degradaciojnak iranyitasaval vesz részt.

— Az F-box domén a fehérje mindkét funkcidjdhoz sziikséges. Az F-box domén az
ASKI fehérjének a megkotésében jatszik fontos szerepet, és valoszinii, hogy mas, az
SCF komplexben miikodé ASK fehérjék ZTL-hoz torténd kapcsolodasi pontjaként is
szolgal.

— A ,kelch” doménnek nélkiilozhetetlen szerepe lehet a LOV/PAS ill. az F-box domén
intramolekularis kolcsonhatasainak, ill. strukturajanak kialakitasaban, és ebbdl
kifolyo6lag esszencialis funkcidja van a ZTL fehérje megfeleld, aktiv szerkezetének
fenntartasaban.

13. A ztl és tocl mutans valamint vad tipusi ndvényeken végzett kiséreletek eredményeként
megallapithatjuk, hogy a megfeleld cirkadian rezonancia - azaz a kdrnyezeti ciklusok ¢€s
az endogén oszcillacid periddusdnak egyezése - a novény produktivitdsanak akar 50%-os
novekedését is eredményezheti ahhoz az allapothoz képest, amikor az endogén 6ra nem a
kornyezet ciklusainak megfeleld periddushosszal oszcillal. A ndvény produktivitdsanak
novekedése tobbek kozott a fotoszintetikus folyamatok hatékonysaganak novelésén
keresztiil valosul meg, amely a megndvekedett klorofilltartalmon, a nagyobb CO,
asszimilacids képességen és a nagyobb biomasszaprodukcion keresztiil mérhetd le.
Ugyanezen mechanizmusok befolydsolasan keresztiil a megfeleld cirkadian rezonancia

kompeticids elényt is jelent.

Eredményeink lehetdvé tették a ZTL fehérje funkcidjanak részletesebb megismerését.
Legfontosabb eredményiinknek azt tekintjiilk, hogy a LOV/PAS mutdns azonositasa és
jellemzése révén bebizonyosodott, hogy a ZTL fehérje két kiillonbozo funkcioval rendelkezik
a novényi folyamatok szabdlyozdsaban. A ZTL a kétféle funkciojat valosziniileg mas-mas
meghatarozasaban a ZTL elsédleges szerepe a TOC1 fehérje lebomlasanak szabalyozasa
lehet. A ZTL tovabbi célfehérjéit, amelyek lebomlasanak iranyitasa révén a ZTL részt vesz
bizonyos fényszabalyozott folyamatokban, egyelére nem ismerjiikk. A jovObeni kutatasok

egyik fontos célja lehet ezeknek a fehérjéknek az azonositasa.
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8. SUMMARY

8.1. Introduction

The circadian systems that drive 24h biological rhythms in many organisms evolved as
an adaptation to the Earth’s rotation and its attendant changes in light and temperature
conditions. Plants were the first organisms for which the observation of a circadian rhythm
was published (de Mairan, 1729). The main advantage of having a daily biological clockwork
is that it organizes a temporal program that cues processes to occur at specific phase
relationships to the daily environmental cycle. This programming can enable the organisms to
anticipate the forthcoming rhythmic changes in the environment and allow them to respond
appropriately. Photosynthetic organisms such as plants depend upon sunlight. The availability
of this energy is a 24-h cyclic phenomenon, and therefore it is not surprising that plants
rhythmically mobilize many processes so as to optimally collect every possible drop of the
sun’s energy. Consequently, there are many circadian-controlled processes in photosynthetic
organisms. In plants, circadian rhythms appear to control gene expression, physiological and
biological processes - including circadian rhythms of leaf movements, hypocotyl elongation,
stomatal conductance, photosynthetic capacity, chloroplast movements, nitrogen fixation, ion
fluxes and many more - and the timing component of photoperiodism, which regulates
seasonal reproduction. Clocks with similar properties and regulatory architecture have
evolved at least four times, which could indicate that circadian rhythms confer a selective
advantage (Young and Kay, 2001); however, the basis for their contribution to fitness remains
undetermined (Yanovsky and Kay, 2001; Michael et al., 2003).

Under constant conditions circadian rhythms “free-run” with a period close to, but
never exactly 24 h. This free-running behavior under constant conditions is one of three
diagnostic features of circadian rhythms. The other two are temperature compensation and
entrainment. The core of the circadian system of every model organism can be described as an
oscillator. The components of the oscillator rhythmically regulate their own and each other’s
expression/activity through one or more negative feedback mechanisms at the
transcriptional/translational level, generating a self-sustained oscillation (Young and Kay,
2001). Additional clock-associated factors, which do not carry temporal information and

which may not be rhythmic are required to set the period length of this oscillation close to 24h
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and to adjust other rhythmic properties. The oscillator regulates the expression of overt
rhythms through ,,output” pathways. The phase of the oscillator (subjective time) is set to the
objective time of the environment by periodic environmental signals (light and temperature)
transduced by input pathways. Light signalling to the plant clock is mediated by several
photoreceptors of the phytochrome and cryptochrome families, which themselves are
regulated by the clock (Fankhauser and Staiger, 2002; Millar, 2003; Toth et al., 2001).
Increasing light fluence rates shorten the free-running period length in Arabidopsis (Millar et
al., 1995), likes in many diurnal animals (Aschoff, 1979).

According to the current model (Salome and McClung, 2004), the central oscillator in
Arabidopsis involves the mutual regulation of three genes: CIRCADIAN CLOCK
ASSOCIATED 1 (CCAI) and LATE ELONGATED HYPOCOTYL (LHY) are morning-
expressed genes that repress transcription of TIMING OF CAB EXPRESSION [ (TOCI). The
evening-expressed genes TOCI, GIGANTEA (GI), EARLY FLOWERING 3 (ELF3) and
EARLY FLOWERING 4 (ELF4) are each required for expression of CCAI/LHY to reach
normal levels on the following morning (Hicks et al., 1996; Doyle et al., 2002; Fowler et al.,
1999; Alabadi et al., 2001), though the mechanism of this gene activation is unclear. The
majority of known components of the Arabidopsis circadian system have been identified by
forward genetics (Southern and Millar, 2005), several from limited screens for mutants with
altered circadian timing under constant light, and others from flowering time screens. Each
gene was represented by one or at most two alleles. Recently, a large-scale screen was
reported for mutants with altered rhythmicity of several clock-regulated luciferase (LUC)
reporter genes under constant light (Onai et al., 2004); one of the mutated genes has been
identified as an allele of a putative DNA-binding protein gene, PHYTOCLOCK]! (Onai and
Ishiura, 2005). In contrast, a LUC screen preceded by a screen for long-hypocotyl seedlings
and followed by rapid array-based mapping identified several alleles of TOCI, ELF3, ELF4
and the same putative DNA-binding protein gene, here termed LUX ARRHYTHMO (Hazen et
al., 2005a; Hazen et al., 2005b).

ZEITLUPE (ZTL) was the first component of the plant circadian system to be
implicated in regulated proteolysis. ZTL, LOV KELCH PROTEIN 2 (LKP2) and FLAVIN
BINDING, KELCH REPEAT, F-BOX 1 (FKF1) form a protein family with a unique
signature of three protein domains: an N-terminal Period-ARNT-Sim (PAS)-like LIGHT,
OXYGEN, VOLTAGE (LOV) domain, a central F-box motif and a C-terminal domain of six
kelch repeats that are predicted to form a beta-propeller (Somers et al., 2000; Kiyosue and
Wada, 2000; Nelson et al., 2000; Schultz et al., 2001). F-box proteins are important target-
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specifier components of the Skp1/Cullin/F-box (SCF) type of E3 ubiquitin ligases (Vierstra,
2003). The F-box motif interacts with the Skpl protein, whereas the C terminal is often
responsible for binding the target protein. ZTL is assembled into an SCF*™

together with ASK1 (an Arabidopsis SKP1-like protein), AtCUL1 (Arabidopsis thaliana

complex in vivo

CULIN 1) and AtRBX1, which are core components of characterized SCF complexes in
Arabidopsis (Han et al., 2004). Complex formation requires the presence of a functional F-
box domain in ZTL. Transient reduction in AtRBXI1 levels phenocopies the long-period

phenotype of zz/ mutants, strongly supporting the role of an SCF*™"

complex in the regulation
of circadian rhythms (Han et al., 2004). The proposed function of ZTL is to target the TOC1
protein for degradation (Mas et al., 2003). Surprisingly, TOCI1 can interact with ZTL through
the LOV/PAS domain and not the kelch repeats (Mas et al., 2003; Yasuhara et al., 2004). The
mutation in the kelch domain nonetheless abolished the ZTL-TOCI interaction, suggesting
that the beta-propeller supports protein interactions at the LOV/PAS domain. The unusual
LOV/PAS domain of ZTL suggested that ZTL function could be light-regulated, because the
equivalent domain in other proteins (notably FKF1, Imaizumi et al., 2003) can bind a flavin
chromophore that is photoactive in blue light. Circadian rhythms in z#/ mutants have a long-
period phenotype that is light-dependent: circadian period is longer under low than under high
fluence rates of constant red or blue light (Somers et al., 2000). This is broadly consistent
with the more rapid degradation of TOC1 protein in darkness than in light (Mas et al., 2003).
The putative ZTL chromophore was not expected to absorb red light significantly, but a
physical interaction was demonstrated between ZTL and the C terminal fragments of
phytochrome B (PHYB) and cryptochrome 1 (CRY1) photoreceptor proteins (Jarillo et al.,
2001), such that these photoreceptors might be involved in ZTL function. All known z#/
mutants also had short hypocotyls, because the red-light-controlled inhibition of hypocotyl
elongation was hyper-responsive in the mutants; for this phenotype, the z¢#/ mutations did not
affect blue light responsiveness (Somers et al., 2000 and 2004).

The working model of the Arabidopsis oscillator largely conforms to the expected
negative feedback loop model that has emerged from studies in other model systems. With the
establishment of Arabidopsis as a model plant system and the use of luciferase as a
noninvasive reporter gene (Millar et al., 1992), plant circadian clock research has gathered
speed, although there is still a lot to find out about the function and the relationships of the

clock elements identified in plants.
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8.2. Research objectives

At the beginning of our work only limited information was available about the plant
circadian system. Although the core oscillator loop has emerged, it was clear that additional
components remained to be identified and that only the outlines of the workings of the
Arabidopsis clock had been established. The details of resetting by light and temperature were
also only incompletely known. The main goal of our work was therefore to perform a large-
scale screen to identify new circadian clock mutants. For this, we screened Arabidopsis plants
for altered circadian behaviour by using a reporter system consisting of the firefly
LUCIFERASE reporter gene under the control of the CHLOROPHYLL A/B-BINDING
PROTEIN-encoding gene promoter (CAB2 promoter) that itself is regulated by the circadian
clock. The screen was carried out in constant darkness. The 104 mutants recovered identify
several new clock-affecting genes. In addition, eleven new z¢/ mutants were indentified by our
screen. Mutations in all of the three predicted domains of ZTL protein were recovered, which
provided an opportunity to obtain more detailed information on the function of the different
domains.

Therefore the main objectives of our work were the following:

1. We wished to examine and compare the circadian, photomorphogenic and flowering
phenotypes of the newly indentified and the previously described z#/ mutants. By the
characterization of the new alleles of z#/ we planned to obtain new information on the
function of ZTL in vivo.

2. Using the yeast two-hybrid system we wanted to test the interaction of the mutated and
wild-type ZTL protein with the known interacting partner proteins of ZTL. With this
expreiment we hoped to define the role of the different protein domains in the formation
of functional protein complexes.

3. By comparing the data obtained from the phenotypical tests and the protein interactions in
yeast we wished to define the role of the three protein domains of ZTL in the circadian
clock and in light regulation.

4. Finally, we wished to quantify the advantage gained by matching the endogenous rhythm
with that of the light-dark cycles of the environment, and to identify potential mechanisms

by which the circadian clock confers adaptive advantage in light-dark cycles.
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8.3. Methods

Molecular cloning techniques

Creation and maintainance of transgenic Arabidopsis thaliana plants

EMS mutagenesis

Genetic mapping

Plant total RNA extraction, Northern blotting

Total plant protein isolation, Western blotting

Yeast two-hybrid test for protein interactions

In vivo 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, chlorophyll
accumulation, leaf size, plant weigh, CO, fixation) under different light, temperature and

day-length conditions

8.4. Results and discussion

l.

To identify new components of the Arabidopsis circadian system, we screened ~46,000
M2 seedlings from two EMS-mutagenised populations, recovering 104 mutants with
altered temporal patterns of CAB2:LUC(+) reporter gene expression. Among the mutants
we identified two new timing of cab 1 (tocl), one early flowering 3 (elf3), two gigantea
(gi) alleles and eleven new alleles of ZTL. Six mutant lines were identified that did not
map close to any already known clock-associated genes.

Sequencing of the ZTL gene from the eleven z#/ mutants revealed one mutation within the
LOV/PAS domain, one in the F-box domain and nine new mutations within the kelch
repeat domain of the protein. The positions of the mutated residues in the ZTL kelch
repeats mapped on the external surface of the B-propeller structure of this domain.
Mutations were recovered in all of the three predicted domains of ZTL protein, which
provided an opportunity to obtain more detailed information on the function of the
different domains.

We studied circadian clock function in the z#/ mutants under constant light and
temperature conditions (free-running conditions). The rhythmic expression of well-

characterized promoter:LUC+ fusions (CAB2, CCR2 or CCAI) and the leaf movement
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rhythm were examined in the z#/ mutants under different free-running conditions. All the
ztl alleles displayed long-period phenotypes and lowered amplitude of rhythms under all
conditions. We concluded from these experiments that ZTL is involved in circadian
regulation in both light and darkness, therefore ZTL is not a light input component of the
clock.

4. We found that the strength of the circadian phenotype of the new z#/ mutants is light-
dependent. The circadian periods of the mutants are longer under all light intensities
examined, but the difference between the wild-type and mutant periods is more
pronounced under low than under high fluence rates of constant red or blue light.
Consequently, in agreement with a previous publication (Somers et. al, 2000), we
observed that the circadian clock of the z#/ mutant plants shows reduced sensitivity to red
and blue light, with the exception of the z#/-2/ (LOV/PAS) mutant, the clock of which
shows normal (wild-type-like) sensitivity to red light. The period length of z¢/-21 differs
from the wild-type by ~3.5 hours throughout the entire intensity scale of red light, which
suggests that the LOV/PAS domain is not involved in the determination of the red light
sensitivity of the clock.

5. In addition of the circadian function ZTL is also involved in the control of hypocotyl
elongation by red light (Somers et. al, 2000). At high fluence rates of red light the
inhibition of hypocotyl elongation was enhanced in all z#/ mutants - except in zt/-21
(LOV/PAS), which showed normal response to red light. In blue light there was no
significant alteration in the hypocotyl elongation response in the mutant plants compared
to wild-type. It follows, that the role of ZTL in red light regulation of hypocotyl
elongation does not require an intact LOV/PAS domain.

6. We observed that mutations in the kelch or the F-box domain delayed flowering in long
days, as previously reported for the null allele z¢/-3 (Kim et al., 2005) and the kelch
mutation zt/-I (Somers et al., 2000). In contrast, flowering time in long days was
unaffected in the z#/-2] (LOV/PAS) mutant, which led to the conclusion that the
LOV/PAS domain is not essential for the photoperiodic control of flowering by ZTL.

7. Previously we demonstrated that ZTL affects the circadian period of light-grown plants
transferred to constant darkness, however we had no information about the function of
ZTL in plants which had never seen light. Light-grown plants initially have a light-
adapted complement of photoreceptors, some of which are thought to remain active for
hours to days in darkness. To test the dependence of Z7L function on photoreceptor

signaling, z#/ mutant and wild-type seedlings were grown in constant darkness, under
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thermo cycles. The circadian rhythms of CCR2:LUC+ activity were tested in constant
darkness in the dark-grown seedlings and compared to seedlings grown under light/dark
(LD) cycles. We observed that temperature cycles, similarly to LD cycles, can properly
entrain the mutants’ clocks. After entrainment with temperature cycles, in constant
darkness, z#/ mutants showed an identical, long period like after entrainment with
photocycles, indicating that ZTL regulates the circadian system without ongoing
photoreceptor signalling. To assess the impact of z#/ mutations on the temperature
compensation of the clock, we determined the period length of mutant and wild-type
plants in constant light keeping them at different temperatures. We observed that the z#/
mutants show increased sensitivity to temperature changes: with increasing temperatures
the period of the mutant plants increased faster than in wild-type plants. This means that
ZTL is involved in the temperature compensation mechanism of the clock, although it is
not an essential component.

8. ZTL protein levels were measured in the mutant plants by Western analysis. The results
showed that all mutants tested expressed at least the wild-type level of the protein, except
for ztl-31. ZTL mRNA levels showed little or no effect of the mutations, therefore the
alteration in protein levels in the mutants could be the result of a change in protein
stability. Two mutations (z#/-22 and zt/-27) caused elevated levels of ZTL in the mutant
plants as compared to wild-type. It is possible that both mutations inactivate the protein,
which results in slower degradation of the ZTL protein, making it more stable, and this
may have led to the observed higher levels of ZTL in these two mutants.

9. The domain structure of the ZTL protein family, together with published data, suggests
that ZTL function might be understood at the molecular level in terms of its physical
interactions with degradation targets, the SCF complex and the phytochrome and
cryptochrome photoreceptors. To test this notion, representative mutations located in the
three different domains of ZTL were introduced into the full length ZTL cDNA. The
corresponding mutant proteins were expressed in yeast and tested for interaction with
ASK1, TOC1 and the N-terminal domain (PHYBN, amino acids 1-621), C-terminal
domain (PHYBC, amino acids 645-1272) or full-length phytochrome B. During the
experiment we made the following observations:

— the mutation in the F-box domain reduced the interaction between ASK1 and ZTL;
— the kelch mutant protein (ZTL“"?’
ability to bind ASK1;

) cannot interact with TOC1 and shows reduced
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the LOV/PAS mutant protein does not interact with TOC1 and shows strongly reduced
binding activity to ASK1;

neither of the three examined mutations (zt/-21, ztl-22, ztl-27) influenced the strength
of the interaction between ZTL and PHYB-C; full length PHYB and the N-terminal
functional PHYB fragment cannot bind ZTL; it follows that the in vivo significance of
the ZTL-PHYB-C interaction detected in vitro is unclear.

10. We compared the data obtained from the phenotypical tests and the yeast two-hybrid

experiments and established that the ZTL protein has a dual role:

first, ZTL is involved in the regulation of the period length and amplitude of the
circadian rhythm; this function of ZTL is independent of light;

second, ZTL is an important component of red light signalling: it is involved in the
adjustment of the red light sensitivity of the clock, the regulation of red light-

dependent hypocotyl elongation and the photoperiodic induction of flowering.

11. The functions of the three domains of ZTL protein can be summarized as follows:

Mutation in the LOV/PAS domain caused the loss of the circadian, light-independent
function of ZTL. In contrast, the LOV/PAS mutant protein can normally fulfil ZTL
function in light regulated processes. Accordingly, the LOV/PAS domain and its
interaction with TOCI1 are not essential components of the red light signalling function
of ZTL. It is possible that ZTL functions in light regulated processes by targeting
substrates other than TOC1 to the proteolytic degradation mechanism. The LOV/PAS
domain is indispensable for the light-independent circadian clock function of ZTL.
The F-box mutation affected both functions of ZTL. This domain is involved in
binding ASK1, an element of the SCF complex, and probably also interacts with other
ASK proteins.

All kelch mutations caused the complete loss of ZTL function. The kelch repeat
domain is probably required to maintain the proper structure of the entire ZTL protein,
allowing normal interactions with both TOC1 and ASK proteins. This structural role
might depend on intramolecular interaction of the other ZTL domains with the surface

of the beta-propeller.

12. Using zt/ and tocl mutant plants we wished to quantify the advantage gained by matching

the endogenous rhythm with that of the light-dark cycles of the environment, and to

identify potential mechanisms by which the circadian clock confers advantage in light-

dark cycles. We hypothesised that matching the endogenous clock period (t) with the



8. Summary 117

period of the exogenous light-dark cycle (T) (so called ‘circadian resonance’) provides a
quantifiable advantage due to optimizitaion of phase relationship between clock-
controlled biology and exogenous day-night cycles. To test this hypothesis, we compared
the performance of wild-type plants with that of lines with mutations that alter clock
period length in a range of environmental period lengths that were either matched or
unmatched to the endogenous clock period. Our data demonstrated that the circadian clock
allows plants to increase net photosynthesis. We showed that the circadian clock underlies
a 50 % improvement in Arabidopsis productivity. This may be achieved by correct
anticipation of dawn and dusk, and the synchronization of the synthesis of light harvesting
complex proteins and chlorophyll, both of which are unstable in their unbound state.
Failure to correctly match the endogenous rhythm to the environmental rhythm leads to
reduced leaf chlorophyll content, reduced assimilation, reduced growth and increased
mortality. We propose that optimisation of these parameters by circadian resonance may

represent one of mechanisms that has selected for circadian clock function in evolution.

8.5. Conclusions

The performed mutant screen resulted in the identification of new clock components
and new mutant allelles of already known clock elements, including eleven new alleles of the
ZTL gene. We isolated mutations in all three predicted functional domains of ZTL, which
provided an opportunity to obtain detailed information on the function of the different protein
domains in vivo. The main result of our work is that we could separate the two functions of
ZTL by analysing the mutant phenotypes and the interaction capability of the mutant proteins
with known interacting partner proteins. Performing two distinct functions ZTL is most
probably involved in targeting different substrates to proteosomal degradation. In the
regulation of the circadian clock’s period, ZTL acts mainly through the direction of TOC
degradation, whereas in light signalling ZTL plays a role in the degradation of other, currently
unknown proteins. Although it was previously published that ZTL can interact with the C-
terminal part of PHYB, we have no evidence that any z¢/ mutant phenotype is due to impaired
interaction with this photoreceptor; it is also possible that the ZTL-PHYBC interaction

detected in vitro has no effect in vivo.
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