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Bevezetés

A cianobaktériumok oxigén-termeld fotdszintetizdld szervezetek, melyek tobb millidrd
évvel ezelbtt jottek 1étre a Foldon. A fotoszintézis folyamatdnak koszonhetd a Foldet az UV
sugarzastol védo 6zonréteg kialakuldsa, a 1égkoriinkben taldlhaté oxigén és a Foldon taldlhato
szerves anyag nagy részének megjelenése. A fotoszintézis a napfény energidjdnak
begytjtésével kezdddik, amit dgynevezett fénybegy(ijtd antenna fehérje-komplexek, a
cianobaktérium sejtek esetében egy szupramolekuldris fehérje komplex, a fikobiliszéma
végzi. A fikobiliszoma tovédbbitja a fotonok energidjat a fotoszintetikus appardtus
reakcidcentrumaiba, ahol a fényenergia kémiai energiavd alakul at. Ez a hatalmas, koriilbeliil
5-20 x 10° Da témegti fehérje komplex, mely 95 %-os hatékonyséaggal tovabbitja a begytijtott
energiat, foként fikobiliproteinekbdl 4ll. A fikobiliproteinekben kovalensen kotott pigment
molekula, nyilt ldncu tetrapirrol, a fikobilin taldlhat6. Minden fikobiliszoma stabilis
alapegysége a trimerekbe és hexamerekbe szervez6dott fikobiliprotein oligomer. A
fikobiliszoma két f6 szerkezeti egységét kiilonboztethetjiik meg, a magot és a réla eldgazd
rudakat. Az altalunk vizsgdlt Synechocystis PCC6803 cianobaktérium torzsben a magot
harom, allofikocianin trimerbdl 4116 henger alkotja, melyhez hat rid kapcsolédik. A rudak
harom fikocianin hexamerbdl épiilnek fel. A fikobiliszéma szerkezetével és miikodésével
kapcsolatban két f6 kérdés meriil fel. Az egyik, hogyan all 6ssze ez a hatalmas komplex
szerkezet; a masik, hogyan lehetséges ilyen nagy hatékonysagu energiatovabbitds ennyire
korlatozott szdmu pigment és fehérje segitségével. A kevésbé ismert, ugynevezett
kotéfehérjéknek lehet ezekben a folyamatokban meghatdrozé szerepiik. Ezek a fehérjék
indukéljdk a trimerek fej-fej kapcsoldddsat, valamint Osszetartjdk a hexamereket, ezéltal
fontos szerepet toltenek be a fikobiliszoma szerkezetének kialakitdsdban. A fikobiliproteinek
spektroszkdpiai tulajdonsdgainak mddositdsdval kiemelked6 szerepiik van az egyenletes
energiatovabbitdsban is.

A Synechocystis PCC6803 cianobaktérium torzsben az els6 fikocanin hexamert a rid-mag
kotdofehérje kapcsolja a maghoz és tovdbbi fikocianin hexamerek rudakhoz valé
kapcsoldddsaban a 33 €s 30 kDa molekuldris tomegii ridkot6fehérjéknek van szerepe. A rud-
mag kotéfehérjét két gén a cpcGI és cpcG2 kbédolja, melyek miikdodését kordbban nem
vizsgaltdk. Nem ismert, hogy a kiilonb6z6 gének 4ltal kodolt rid-mag kotéfehérjék egymastol
eltér6 szerepet toltenek-e be. A ridkotéfehérjéket kddold gének a fikocianin alegységeit is
kédold cpc operonon taldlhatéak. Ezen az operonon 6t gén taldlhatd, a fikocianin 8 és a
alegységét kodold cpcB és cpcA, valamint a 30, 33 és 10 kDa-os rudkotéfehérjéket kédolo

cpcC2, cpcCl és cpeD gének. Az els6 fikocianin hexamer maghoz torténd kapcsoléddsa utdn
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a tovabbi két fikocianin hexamer kapcsoldddsa két médon lehetséges. Az egyik lehet6ség, a
33 és a 30 kDa-os kotéfehérjék felcserélhetdk és barmelyik kapcsolhatja a kozépso, illetve a
magtol tdvolabbi fikocianin hexamert. A mdsik lehetdség szerint a kozéps6 fikocianin
hexamer kizdrdlag az egyik, mig a magtdl tdvolabbi pedig csak a madsik kotdfehérjét
tartalmazza. A 10 kDa-os kis ridkotéfehérjét még nem vizsgéltdk Synechocystis PCC6803
cianobaktériumban. Mds cianobaktériumokon tortént vizsgélatok alapjan feltételezik, hogy a
10 kDa-os kotéfehérje a rudak végéhez kapcsolddik és a rudak egyforma hosszisdgaért
felel®s.

A fikbiliszoma 4ltal begy(jtott fényenergiat a fotoszintetikus rendszer NADPH és ATP
szintézisében hasznositja. A fotoszintézis utols6 szakaszdban a ferredoxin é€s a NADP* kozott
az elektron dtmenetet a ferredoxin-NADP(H)-oxidoreduktdz (FNR) katalizdlja. Az FNR-t a
petH gén kodolja. A Synechocystis PCC6803-ban az FNR-nak két formédja talalhaté meg: a
fikobiliszoméhoz kapcsol6dd 46,3 kDa-os forma €s a szabad 34,3 kDa-os forma. Széles
korben elfogadott, hogy a 34,3 kDa-os forma a 46,3 kDa-os forma lebontdsdval keletkezik.
ennek a fehérjének az N-termindlis vége metioninnal kezd6dik, mely a fehérjék atirdsanak
kezd6 kodja. A fikobiliszomdhoz kot6dd 46,3 kDa-os FNR-nak az N-termindlis vége a
10 kDa-os kis rudkotéfehérjével nagy hasonldésdgot mutat. Emiatt a hasonlésag miatt
feltételezik, hogy az FNR a kis rudkot6fehérjével versenyben a rudak végéhez kapcsolddik;

de az is felmertilt, hogy az FNR kozvetleniil a fikobiliszoma mag részéhez képes kapcsolddni.

Célkitiizés

Munkénk sordn elsédleges célul tiiztiik ki, hogy meghatarozzuk a kiilonb6z6 kotéfehérjék
szerepét a fikobiliszoma rudak felépitésében.
A kovetkezd kérdésekre kerestiik a vdlaszt:

1. Miutdn a rid-mag kotdfehérje az els6 fikocianin hexamert a mag részhez kapcsolta,
hogyan épitik tovabb a fikobilszoma rudakat a 30 és 33 kDa-os kotdfehérjék?

ii. Mi a 10 kDa-os kotofehérje szerepe a fikobiliszoma szerkezetének kialakuldsaban?

iii. Befolydsolja-e a fikocianin szintézisét a kotéfehérjék hidnya?

iv. Az altalanosan hasznalt Km és Q kazetta beépitése befolyasolja-e cpc operon atirasat?

v. Atirédik-e mind a két rid-mag kotéfehériét kédold gén, a cpcGl és a cpcG2 gén?
Amennyiben igen, akkor mi a szerepiik a fikobiliszoma felépitésében?

vi. Lehetséges-e, hogy a metioninnal kezd6do6 34,3 kDa-os FNR egy a petH génrdl torténd
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vii. Mivel a 46,3 kDa-os FNR N-termindlis része hasonlit a 10 kDa-os kot6fehérjéhez
lehetséges-e, hogy mint ahogyan a 10 kDa-os kot6fehérje az FNR is a fikobiliszéma rudak
végéhez kapcsolodik? Képes-e az FNR kozvetleniil a fikobiliszoma mag részéhez

kapcsolédni?

Kisérleti anyagok és modszerek

Nevelési koriilmények

A vad tipusi és a mutdns Synechocystis PCC6803 cianobaktériumok torzseket fotoautotrof
koriilmények kozott 40 umol m™ s fényen, 32 °C hémérsékleten, széndioxidban gazdag
(~5%) légtérben neveltiik. A neveléshez moédositott BG 11 médiumot haszndltunk, a
kovetkezd osszetétellel: 30 uM vas-citrat, 3 uM EDTA-diNa, 30 uM natrium-nitrat, 250 uM
kalium-foszfat, 250 uM magnézium-szulfit, 250 uM kalcium-klorid, 200 uM nétrium-
karbondt, 10 mM natrium-bikarbondt és ugyanannyi mikroelemmel mint a BG 11-ben.
Amennyiben sziikséges volt 25 ug kanamicint, vagy 50 ug spektinomicint és 5 ug
sztreptomicint adtunk a nevelési oldathoz. Az agaron torténd neveléshez a fenti médiumhoz
1,5 % (w/v) Difco Bacto-agart és 5 mM natrium-tioszulfatot adtunk. Ebben az esetben a

nevelési hémérséklet 30 °C és a fényintenzitds 30 umol m™ s volt.

Fikobiliszoma vizsgdlatdhoz haszndlt mutdns Synechocystis torzsek

Cianobaktérium Jellemzok

torzsek

30f AcpcC2::aphl - cpcC2 68 % -anak kivagasa (21-t61 208-kodig), aphl beépitése (Km")

30r AcpcC2::aphl — mint az el6z0 csak az aphl ellentétes irdnyu beépitésével (Km'")

A30D3 AcpcC2, cpeD :Q - cpcC2 83 % -dnak kivdgdsa (2-t61 230-kédig), a cpc operon transzkripcidjanak ledllitdsa a cpeD elott
(Sp', Sm")

D3 cpeD Q- Q beépitése acpcCl és a cpeD kozé, a cpc operon transzkripcidjanak ledllitdsa a cpeD elott (Sp', Sm')

33 AcpcCl::aphl - cpcCl1 50 % -anak kivagésa (77-t61 220-kédig), aphl beépitése (Km")

CB AcpcC2C1::aphl - cpcC2 és cpcCl teljes kivagdsa (cpcC2 2 k6djatdl a cpcC1 utolsé kodjdig), aphl beépitése (Km")

33¢ psbAII helyre cpcCI-el transzkomplementdlt 33 (Km', Sp’, Sm")

Cbc psbAIl helyre cpcCI-el transzkomplementdlt 33 CB (Km', Sp’, Sm")

D4 cpeD Q- Q beépitése cpeD Hincll helyére, transzkripci6 leéllitdsa a cpcD-ben (Sp', Sm")

WD WT plusz cpeD a psbAIl helyen (Km")

D3D D3 plusz cpeD a psbAll helyen (Km', Sp’, Sm")

D4D D4 plusz cpeD a psbAlI helyen (Km', Sp’, Sm")

CK Acpc operon :: aphl, sacB - cpc operon 85 % -dnak kivagasa, aphl és sacB beépitése (Km', Szukrdz®)

Gl cpeGl i Q - Q beépitése cpcGl Nrul helyére (Sp', Sm")

G2 cpcG2 ::aphl - aph beépitése a cpcG2 Bsp14071 helyére (Km")
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FNR vizsgdlatahoz haszndlt mutdns Synechocystis torzsek

Cianobaktérium Jellemzok
torzsek
I FNR M 113 pontmutécidja I-nd, Q beépitése

FNR V 102 pontmuticiéja nem kezdd V-n4, Q beépitése
Q beépitése, mint I és V-ben

FS1 C beépitése, kéd 110 az FNR-ban stop kéd

FS2 C kivégdsa, kod 113 az FNR-ban stop kéd

Gén transzformdcio

Synechocytis PCC6803 (ODsg,»= 1,0) kultirabdl 3 ml-t lefugéltunk, majd a sejteket dtmostuk
friss médositott BG 11-el és végiil 150 ul médositott BG 11-ben vettiik fel 6ket. Koriilbeliil
2 ug plazmid DNS-t adtunk a sejtekhez, majd 6-12 6rdig kevés fényen tartottuk. Ezutdn
modositott BG 11-es agarra vittiik fel a sejteket, ami ald 12-24 6ra milva antibiotikum

tartalmu oldatot kentiink.

Northern blot

Az RNS mintdkat denaturalds utdn glioxal/DMSO pufferrel natrium-foszfat puffert és
Jjodoacetatot tartalmazé 0,8 % -os agardz gél zsebeibe pipettaztuk. Az RNS-t a gélben 45 V-al
6,5 o6ran 4t 10 mM nétrium-foszfat pufferben futtattuk ugy, hogy a futtaté puffert
folyamatosan kevertettiik a futtaté kdd két oldala kozott. Az elektroforézis utdn a gélt 15
percen 4t 200 ml 0,025 M NaOH oldatban 4ztattuk. Vizes oblités utan 15 percen 4t 200 ml
20 x SSC oldatban enyhén rizatva daztattuk tovdbb a gélt. Az RNS-t kapilldris blottal
nitroceluldz filterbe (Millipore Immobilon TM-Ny+ Transfer membrdn) vittiik 4 20 x SSC
oldattal. Az RNS-t a membrinhoz Stratalinker UV Crosslinker Model 2400-al rogzitettiik. A
hibridizdlast a Millipore javaslata alapjan végeztik. A probak jelolését Amersham
Biosciences Ready-To-Go-DNA (-dCTP) jelol6 kittel végeztiik. A hibridizalast 68 °C-on 16
oran at tartott. Hibridizalas utdn a membrant 1 x SSC és 0,1 % SDS valamint 0,2 x SSC és
0,1 % SDS tartalmu oldattal mostuk, hogy a nem kotott jelolst eltdvolitsuk. A radioaktiv jelet
Molecular Dynamics STORM 860 Phosphorimager-rel rogzitettiik. A felvitt RNS mintdk
mennyiségének Osszehasonlitisdhoz az egyenletesen expresszalodd rnpB génre specifikus

prébat hasznaltuk.



A vizsgélatokhoz felhasznalt probdk:
- a cpc operonrol atir6dé mindharom transzkripttel hibridizal6 proba,
- a cpc operonrdl atir6do két nagyobb transzkripttel hibridizald préba,
- aphl specifikus préba,
- cpeD specifikus proba,
- cpcG1 specifikus proba,
- cpcG2 specifikus proba.

Fikobiliszoma izoldlds

A cianobaktérium kultirdkbdl (ODgg,,,.= 0,8 — 0,9) 500 ml-t szobahémérsékleten lefugéltunk
(6500 g 5 min), majd az igy Osszegy(jtott sejteket atmostuk 0,8 M kélium/natrium-foszfat
pufferrel (pH = 8,0) és lefagyasztottuk — 20 °C-on. A sejteket kiolvasztds utdn Complete™
(Roch) protedzt tartalmaz6é 0,8 M kélium/natrium-foszfat pufferben (pH = 8,0) liveg
gyonggyel hatszor egy percen 4t rdazattuk, hogy feltarjuk a sejteket. A feltart sejteket
tartalmazo6 oldatot 2 percig 1500 g-vel fugdltuk, hogy eltdvolitsuk az liveggyongyot és az
esetleg 0ssze nem tort sejteket. A feliiliszot Gj csébe helyeztiik, majd Triton-100-t adtunk
hozza gy, hogy a végkoncentracidja 0,2 % (v/v) legyen, majd 20 percig szobahdmérsékleten
sOtétben tartottuk. Az oldatot ezutan polikarbonat csében 15 percen at 3100 g-vel fugéltuk
18 °C-on. A centrifugalds utan a feliilisz6t Gvatosan lepipettaztuk a tetején tszo, klorofillt
tartalmazé réteg aldl. A feliiliszobol 2 ml-t Beckman Ultra Clear™ 14x89-es cs6ben 1€pcsds
cukor gradiensre rétegeztiik. A cukor gradiens a kovetkezd rétegeket tartalmazta: 2,0 M
Bml; 1,0M (2 ml); 05 M (2 ml); 0,25M (3 ml). A cukor oldatok 0,8 M
kalium/nétrium-foszfat (pH = 8,0) puffer felhaszndldsaval késziiltek. Centrifugdldas (SW41
rotorral 35000 rpm-el 18 °C-on 16 6ran 4t) utdn a fikobiliszémat tartalmazé kék részeket a

cukorgradiensrdl fecskend6vel gy(ijtottiik 6ssze.

Abszorpcios spektrum

200 wl-t a fikobiliszéma izoldtumbdl 1800 ul 0,8 M kdlium/nétrium foszfat (pH 8,0)
pufferrel kihigitottuk, majd az igy kapott oldat abszorpcids spektrumdt 1 ml-es miianyag
kiivetta felhaszndldsdval Varian Cary-5E dupla spektrofotométerrel, 0,5 nm-enként

rogzitettiik.



Fehérje analizis

A fikobiliszéma izoldtumok fehérje-0sszetételének vizsgélatdhoz 10-20 % Tris-Glicine
gélt, vagy Invitrogene NuPAGE® Novex Bis-Tris 4-12 % gélt hasznéltunk. Harminc ul
fikobiliszoma mintdt (ODq,,,,= 10), illetve a csak mag komplexet tartalmazé mintdkbol
7,5 ul-t azonos mennyiség_ 20 %-os TCA-val jégen 5 perc alatt kicsapattuk. A csapadékot
lecentrifugdltuk (2 min 21000 g 4 °C) és 15 ul pufferben feloldottuk, majd 5 percen at
85 °C—on tartottuk és ezt kovetden felvittik a gélre. A gélek Bio-SafeTM Coomassie
(BIO-RAD) —val, illetve a NuPAGE® Novex Bis-Tris gélt Invitrogene SimplyBlue-val is
festettilk. A gélekr6l CCD kamerdval rogzitettiink képet. Mivel a vad tipus
fikobiliszomdjanak fehérje-osszetétele ismert, igy a mutansok komplexeinek fehérjéit a vad
tipus fehérjéinek elhelyezkedése alapjan azonositottuk. A vad tipus fehérjéit pedig a

molekulasily jelols segitségével azonositottuk.

Eredmények

Molekuléris genetikai médszerek alkalmazdsdval, kiilonbozé fikobiliszoma radkotéfehérje
mutansokat hoztunk 1étre azért, hogy tanulményozzuk a kotdfehérjék szerepét a Synechocystis
PCC6803 cianobaktériumban. Megvizsgaltuk a vadtipusi és a mutdns sejtek
fluoreszcencidjat. Osszehasonlitottuk a vadtipusb6l és a mutdnsokbdl izolalt fikobiliszéma
komplexek abszorpcids spektrumdt, és SDS poliakrilamid gélen megvizsgaltuk a fehérje-
osszetételiiket. Igy meghatdroztuk a kiilonboz6 ridkotéfehériék szerepét a fikobiliszéma
biogenezisében és miikodésében.

i. Vizsgalatainkkal bizonyitottuk, hogy a fikobiliszoma rudak felépiilésekor a kotdfehérjék
meghatarozott sorrendben kovetik egymdst. Az elsé fikocianin hexamer rid-mag kotéfehérje
altal a maghoz torténd kapcsoldddsa utdn a 33 kDa-os kotéfehérje kapcsolja a rudakhoz a
masodik fikocianin hexamert, és csak ezutdn képes a 30 kDa-os kotéfehérje a harmadik, a
rudak magtdl tdvolabbi végén elhelyezkedd fikocianin hexamert beépiteni. A 33 és 30 kDa-os
riudkotéfehérjék nem helyettesitik egymast a fikobiliszoma rudak felépitésében. Eredményiink
0sszhangban van nitrogén éheztetés sordn tapasztaltakkal, amikor legel6szér a magtdl
tavolabbi fikocianin hexamer és a 30 kDa-os kot6fehérje lebomldsat majd ezt kovetéen a
kovetkezd fikocianin hexamer és a 33 kDa-os kot6fehérje lebomlését figyelték meg.

ii. A 10 kDa-os ridkotéfehérje hozzdkapcesolddott azoknak a ridkotéfehérje mutdnsoknak

a fikobiliszomdihoz is melyek rddjai csak egy vagy két fikocianin hexamerbdl élltak. A



mutdnsok azonban kisebb mennyiségben tartalmaztdk a kis radkotéfehérjét, mint a vadtipus;
amit kezdetben a beépitett Km kazetta hatasaval magyaraztuk. Nagyobb mennyiségben
tartalmazta a kis ridkotdfehérjét annak a Km kazettat is tartalmazé mutdns fikobiliszoméja,
melyben a 33 és a 30-as kotéfehérje is jelen volt, mint amelyikben csak a 33-as kot6fehérje
volt jelen. Ez a megfigyelésiink azt bizonyitotta, hogy a kis ridkotéfehérjének nagyobb az
affinitdsa a 30 mint a 33 kDa-os kot6fehérjét tartalmazé fikocianin hexamerekhez. A kis
rudkotdfehérje hidnyos mutdns nem mutatott kiilonbséget a vadtipushoz képest. Ezért
tiltermeltettiik a kis rddkotdfehérjét, hogy meghatirozzuk a szerepét. A mutdnsok melyekben
a kis radkotéfehérjét a psbAIl prométer kontrolja ald helyeztiik azt mutattdk, hogy a transz
visszahelyezett gén terméke gyorsan lebomlik. Ismert, hogy a kotéfehérjék érzékenyek a
proteolizisre amig nem kapcsolddnak a fikobiliproteinekhez.

iii. A kotéfehérjék mennyisége meghatarozza a fikobiliszéméba beépiil fikobiliproteinek
mennyiségét és ezdltal a fotoszintetikus appardtushoz torténd energiatovabbitds
hatékonysdgdt. Szabad, a fikobiliszomdhoz nem kapcsolédd, fikocianinok jelenléte a
kiilonboz6 rudkotéfehérje mutdnsokban azt bizonyitotta, hogy ezeknek a kotéfehérjéknek a
hidnya nem befolydsolja a fikocianin bioszintézist.

iv. A mutdnsaink szelektdldshoz Km és € kazettit haszndltunk. A mutdnsaink
fikobiliszom4ja a Km kazetta beépitésekor kisebb mennyiségben tartalmazta az inaktivalt gén
utan kodolt fehérjéket, ami az adott kotéfehérje hidnydnak, vagy a beépitett Km kazetta
hatasanak a kovetkezménye lehetett. A Km kazettdat széles korben hasznaljak, de nem
vizsgaltdk miként hat a beépitése az inaktivalt gén kornyezetében elhelyezked6 gének
atirasara. A cpc operonrdl atirocd6 mRNS-ek méretének és mennyiségének Northern-blot
analizisével kimutattuk, hogy a kanamicin rezisztencia kazetta genomba torténé beépitése
orientdcidjatdl fiiggetleniil hatdssal lehet més, a beépités altal kozvetleniil nem érintett gén
expresszidjara. A cpc operonrél hairom mRNS irédik at. Legnagyobb mennyiségben az
1,6 kb-0s, a cpcB és cpcA gént tartalmazé mRNS irodik at. A két hosszabb mRNS koziil az
egyik a fikocianin alegységeit kodolé gének mellett a 33 és a 30 kDa-os kotdfehérjék
szekvencidit, mig a masik mindezeken felil még a 10 kDa-os kotéfehérje kédold
szekvencidjat is tartalmazza. Ennek az utobbi két mRNS-nek a mérete €s a mennyisége is
véaltozott a ridkotdfehérje mutdnsokban. A Km kazetta a rddkotSfehérjéket tartalmazo
transzkriptumok stabilitasat csOkkentette. Km kazetta specifikus probaval az aphl
prométerétdl kiindul6 és a kazettdn tilnyild transzkriptumokat mutattunk ki. fgy amennyiben
a Km kazetttdt az 4tirdssal ellentétes irdnyban helyezziik antiszensz mRNS hatdssal is
szamolnunk kell. Vagyis az ellentétes irdnyban atir6dé6 mRNS hozzdkotddhet az eredetileg
atirod6 mRNS-hez, ezdltal akaddlyozva a fehérjedtirdst és igy az inaktivalt gén el6tt
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elhelyezked6 gének daltal kddolt fehérjék mennyiségét is lecsokkentheti. Két kis
ridkotdfehérje hidnyos mutdnst hoztunk létre, az egyikben kozvetleniil a kis riadkotéfehérjét
kodolo génbe épitettiik be az Q kazettit, mig a masikban az Q kazettat a kddolo gén elé
épitettiik be elrontva ezzel az egyik cpc operonrdl 4tirodé mRNS 3¢ stabilizal6 szerkezetét. Ez
utobbi mutans fikobiliszom4ja kevesebb fikocianint tartalmazott mint a vadtipus és a masik
kis ridkotéfehérje mutdns. Ennek oka az érintett mRNS csokkent stabilitdsa lehetett, ezért
arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az Q kazettdnak nincsen 3° stabilizal6 hatésa.

v. RT-PCR-al és Northern-blot analizissel bizonyitottuk, hogy a vadtipusi sejtekben
mindkét riud-mag kotdfehérjét kodoldé cpcGI és cpcG2 génrdl irédik at mRNS. A
fikobiliszoma szerkezetének kialakitdsdban azonban csak a cpcG1 altal kodolt fehérjének van
szerepe, hiszen amikor ezt a gént inaktivaltuk a rudak nem kapcsolddtak a fikobiliszoma mag
részéhez. Ugyanakkor a cpcG2 gén inaktivdldsa nem befolydasolta a fikobiliszOma szerkezetét.

vi. Az FNR 34,3 kDa-os form4jarél altaldnosan elfogadott, hogy a 46,3 kDa-os forma
lebomldsaval keletkezik. Az FNR-t k6dol6é petH gént megvizsgalva azonban két olyan
aminosav kodot taldltunk az els6 metionin utdn melyek lehetnek fehérje atirdsanak kezddé
kédjai: a valin 102 melyet GTG kddol és a metionin 113 melyet ATG kédol. A V mutédnsban
a valin 102 kédjat kicseréltiik szintén valint kédolé GTC kdédra, mely azonban nem fehérje
atirast kezd6 kod. Az I mutansban a metionin 113 ATG kddjét kicseréltiik ATC-re mely nem
fehérje atirast kezd6 kod és izoleucint kodol. A vadtipus és a mutdnsok FNR tartalmat
Western-blot analizissel vizsgéltuk. A vadtipus és a V mutdns mindkét FNR format
tartalmazta, a 46,3 kDa-os format nagyobb és a 34,3 kDa-os format kisebb mennyiségben. Az
I muténs csak a 46,3 kDa-os format tartalmazta, mely jelezheti azt, hogy a metionin 113 egy
madsodik fehérje atirds kezd6 pontja. Amennyiben a metionin 113 a fehérje bontds specifikus
helye, akkor a metionin lecserélése izoleucinra megakaddlyozhatja a fehérjelebontast, ami
szintén lehet a magyardzata annak, hogy csak a nagyobb forma van jelen az I mutdnsban.
mutdnsokat hoztunk létre az eredeti metionin 113 kdédjanak megvéltoztatdsa nélkiil, melyek
koziil az egyikben egy citozin beépitésével a petH génbe, a 110. kod stop kod lesz; illetve a
masikban a petH gén egy citozinjanak eltavolitasaval a 113. kdd lesz a stop kod. Ebben a két
mutdnsban igy az elsé metionintdl induld fehérje atirds ledll a stop kddndl, de amennyiben a
metionin 113 fehérje atirds kezd6 kddja, akkor t6le kiindulva irédhat at fehérje. Ezekben a
mutansokban detektdltuk a 34,3 kDa-os FNR-t, vagyis a metionin 113-tdl kiindulva torténik
fehérje 4tirds a petH génr6l. Ezzel bizonyitottuk, hogy minden kordbbi feltételezéssel
ellentétben a 34,3 kDa-os formdja az FNR-nak Synechocystis PCC6803 cianobaktériumban
nem a 46,3 kDa-os formdjdnak a lebomlasédval keletkezik, hanem egy a petH génrdl torténd
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vii. Az FNR ugyanolyan mennyiségben volt megtaldlhaté a kiilonb6z6 fikobiliszéma rdd
mutansokbdl tisztitott fikobiliszoma mintdkban, mint a vadtipusuban, de nem volt jelen a csak
fikobiliszoéma mag-komplexet tartalmaz6 mintdkban. Ez azt bizonyitotta, hogy az FNR nem
képes kozvetleniil a maghoz kapcsolédni, ugyanakkor nem is a kis ridkotéfehérjével van
versenyben ugyanazon kotShelyért, hanem feltehet6en a rudak maghoz kozelebbi részén

kotddik a rudakhoz.
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