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ABSTRACT

In this work we realized two fluorescent protein (EGFP- Enhanced Green Fluorescent Protein) mutants
by site-directed mutagenesis. The mutants contain one or two histidine residues respectively in the proximity
of the chromophore group. The two histidines (S202H, Q204H) were introduced by substitution of two amino
acids. We investigated the effect of mutations on the structural stability of proteins, however, the effects of
metal ions on the fluorescence of proteins.

OSSZEFOGLALO

Munkank sordan helyspecifikus mutacioval két zold fluoreszcens fehérje (EGFP- Enhanced Green
Fluorescent Protein) mutanst hoztunk létre. A mutdinsok egy, illetve két hisztidint tartalmaznak a fehérje
kromofor csoportjanak kézelében. A hisztidineket két aminosav (S202H, Q204H) kicserélésével juttattuk be a
fehérjébe. Vizsgaltuk a mutacio hatasat a fehérjék szerkezeti stabilitisara, ugyanakkor a fémionok hatasat a
fehérjék fluoreszcenciajara.
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1. BEVEZETES

Napjainkban az ¢é16 szervezet bonyolult miikodésében szerepet jatszd dsszetett molekulakat széleskori-
en alkalmazzak kiilonboz6 ipari miiveletek kivitelezéséhez, kornyezeti problémak megoldasahoz. A fehérjé-
ket a biomérnokdk atalakitjak, Gjratervezik ezaltal 0j funkcionalis tulajdonsagokkal ruhazzak fel dket, ami
lehetové teszi, hogy az ipar szamos teriiletén igényeinket kielégitve ellathassanak kiilonbozo feladatokat. A
fehérjéket gyakran alkalmazzak az élelmiszeriparban, gyogyaszatban és a vegyiparban. Az enzimek kiilonle-
ges tulajdonsagaik révén alkalmasak bonyolult reakciok katalizalasara. Mas fehérjék, mint példaul a recepto-
rok képesek kiilonb6zo vegyiiletek szelektiv felismerésére, ami alkalmassa teszi 6ket bizonyos anyagok kimu-
tatdsara.

A fehérjemérnokség a fehérjék atalakitasanak korszerii technikaja, a fehérjéket kodold gének iranyitott
mutagenézise révén alakitja at a fehérjék szerkezetét. Az atalakitas célja lehet a fehérje mikddésének megér-
tése vagy a fehérjék felruhazasa 1j funkcionalis tulajdonsagokkal, igy azok a természetestdl eltéré koriilmé-
nyek kozott, ipari és gyogyaszati célra is felhasznalhatoak.
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A z06ld fluoreszcens fehérje egy biolumineszcens fehérje, amelyet az 1960-as években izolaltak Adequo-
rea victoria nevii medizabol [1]. 1992-ben kozolték le a fehérjét kodolod gén szekvenciajat, valamint a gfp gén
sikeres klonozasat [2]. Ez egy jelentds eldrelépés volt a fehérje rekombinans technologiaval valo eléallitasa-
ban.

A z0ld fluoreszcens fehérje 238 aminosavbol all. Molekularis szerkezetét 11 beta lemezbdl allo kom-
pakt hordoszert struktira képezi, amely koriilzarja a kromofor csoportot [3]. Ez a kompakt szerkezet védelmet
biztosit a kromofor csoportnak a kornyezeti hatdsokkal szemben [4]. A fehérje kromofor csoportja egy
posztranszlaciés modifikacié soran, spontan moédon képzddik, melynek soran a fehérje polipeptid lancaban
harom egymast kdvetd aminosav (S65, Y66, G67) ciklizalddik, és kialakul egy konjugalt imidazolinon gytrii
[5]. A fehérje csak a nativ harom dimenzids szerkezet kialakulasa utan fluoreszkal. Az EGFP a GFP egyik
mutansa, amely két mutaciot (F64L, S65T) hordoz a kromofor régidban, ezaltal gyorsabban keriil érett alla-
potba és intenzivebben fluoreszkal [6].

A kiilonbo6z6 expresszios rendszerekben termeltetett fehérje képes volt a nativ allapot kialakitasara és
fluoreszcencia kibocsatasara. A GFP génjét szamos mutacionak vetették ala, ezaltal probaltak bizonyos tulaj-
donsagait feljavitani [7]. Hamarosan széleskoriien alkalmaztak fluoreszcens jel6lé molekulaként. Felhasznal-
tak génexpresszid kimutatasara, fuzios fehérjeként a sejtben lejatszodo folyamatok nyomonkdvetésére, mas
fehérjek lokalizacidjanak monitorizalasara [8, 9, 10].
hatasanak vizsgalata a fehérje tulajdonsagaira. Ezaltal probalunk informaciot szerezni a fehérje szerkezete és
tulajdonsagai kozti 6sszefliggésekrol.

2. KISERLETI RESZ

2.1. Az EGFP iranyitott mutagenézise

Az EGFP-t kodolé gén a pET15b vektorba volt klénozva. A pET 15b-EGFP plazmidot L. Radnaitol
(Biokémia Tanszék, Eotvos Lorand Tudomany Egyetem, Budapest) kaptuk. A hisztidinek bevitelét helyspeci-
fikus mutacioval valositottuk meg. A mutaciot a Quick Change Site Directed Mutagenesis Kit leirasa alapjan
végeztiik. A mutacidhoz sziikségiink volt az EGFP génjét hordoz6 plazmidra (pET15b-EGFP), valamint a
mutaciot hordozo primerekre. A primereket ugy terveztilk meg, hogy komplementerek legyenek az EGFP-t
kodolo szekvencia megfeleld szakaszaval, ugyanakkor a megfeleld poziciokban tartalmazzak a hisztidint ko-
dol6 kodonokat.

A mutéci6 soran az EGFP-t kodold szekvenciaban a megfeleld pozicidokban 1évé kodonokat kicseréltiik
hisztidint kodolo kodonokra. A mutacidt a polimeraz lancreakcio (PCR) segitségével hajtottuk végre. A reak-
ci6 soran a mutaciot hordozo primerek bekotddnek az EGFP szekvencia megfeleld szakaszaihoz, és a Tag
polimeraz enzim az eredeti plazmid mintajara kiépiti a mutans plazmidot, beépitve a mutaciot hordozo prime-
reket is.

A folyamat kovetkezd Iépése a PCR reakcié termékének restrikcios emésztése, Dpn 1 restrikcids en-
zimmel, amely a metilezett DNS régiokat hasitja. Az emésztés segitségével eltavolithato a reakcid elegybdl a
mutaciot nem tartalmazoé plazmid, amely metilezett. A mutans plazmidot XL 1-Blue szuperkompetens sejtekbe
transzformaltuk, amelyek képesek a PCR reakcio soran képzodott plazmid DNS-ben 1évo hibak kijavitasara.
Utolsé 1épésként a mutans plazmidot izolaltuk XL1-Blue sejtekbdl, majd tisztitottuk annak érdekében, hogy
az expresszios sejtvonal transzformalasahoz megfeleld plazmid preparatumot nyerjiink.

2.2. Mutans fehérjék expresszidja és tisztitasa

Expresszios sejtvonalként az E. coli STAR sejtvonalat valasztottuk, mivel a szakirodalomban az EGFP-t
hordozo pET 15b plazmidhoz ezt a sejtvonalat ajanljak. A mutans fehérje eldallitasa érdekében a mutans
plazmidot hésokkal transzformaltuk kompetens sejtekbe. A transzformalds utan a sejteket ampicilines (100
pg/ml) Luria Bertani agaros lemezekre szélesztettiik. A sikeresen transzformalt sejteket antibiotikum rezisz-
tencia alapjan szelektaltuk. A kin6tt telepekb6l egyet atoltottunk 3 ml Luria Bertani ampicilines (100 pg/ml)
taplevesbe és noveltiik 2 orat, 37 °C-on. Ezzel a sejtkultaraval, 1 ml/20 ml aranyban, feldusitott ampicilines
taplevest (2YT: 16% baktotripton, 10% éleszt6 kivonat, 5% s0) oltottunk be, és tovabb ndveltiik a sejteket, 16
oran at, 150 RPM razatas mellett. Ezalatt a sejtek megtermelték a rekombinans plazmiddal bevitt gén termé-
két, vagyis a mi fehérjénket.

Mivel a mutans fehérje a sejtek citoplazmajaban expresszalodik, ezért sziikséges a sejtek feltarasa, a fe-
hérje kinyeréséhez. Els6 1épésként a sejteket centrifugalassal kiiilepitettiik, majd 5S0mM Na foszfat-pufferben
(7 pH értéki) felszuszpendaltuk. Ezt kovette a sejtek falanak lizozim enzimmel vald szétbontasa. A lizalas
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eredményeként kapott szuszpenziot két oran at -80 C°-on tartottuk. Kiolvasztds utan a szuszpenziot
szonikaltuk, a DNS feldarabolasa érdekében. Utolsd 1épésként a kicsapddott DNS-t és a fehérjéket centrifuga-
lassal kitilepitettiik, az igy kapott feliiliszo tartalmazta a mi fehérjénket.

Az expresszids vektor tartalmaz egy hat hisztidint kdédold oligonukleotidot, amely az EGFP-t kddold
szekvenciahoz van fuzionaltatva. igy az expresszalt EGFP N-terminalis végén lesz egy hat hisztidinbél allo
oligopeptid, amely képessé teszi a fehérjét, hogy szelektiven kotdédjon a Ni-NTA- Sepharose-hoz. A kotddés
utan a gyartod cégek utmutatdsait kovetve elualjuk a proteint Na foszfat puferrel, amiben az imidazol koncent-
racioja 250 mM.

2.3. Spektralis tulajdonsagok vizsgalata

Vizsgaltuk a vad tipust valamint a mutans EGFP fehérjék emisszids illetve abszorpcids spektrumait.
Az abszorpcioés spektrunok felvételéhez 1ml fehérje oldatot mértiink ki és Varian Cary 50 UV-Vis tipusu
spektrofotométert hasznaltunk. Az emisszids spektrumok felvételéhez a fehérje-oldatot 100X higitasban hasz-
naltuk. A mérésekhez 3ml kvartz kiivettat hasznaltunk, 2-2 ml fehérje oldatot mértiink be és a méréseket
Fluoro Max Spex 320 tipusu fluoro spektrofotométerrel végeztilk A méréseket szobahdmérsékleten végeztiik.

c ey

2.4 Mutans fehérjék denaturaciéjanak vizsgalata

A tisztitott mutans fehérjéket denaturald koriilményeknek tettiik ki, vizsgalva a mutans fehérje szerke-
zeti stabilitasat. A denaturalast kiilonbdz6 koncentracioban guanidin hidrokloridot tartalmazé (0,5M - 6M) Na
foszfat (20mM, pH 7) pufferben vizsgaltuk, szobahdmérsékleten. A denaturaciot a fluoreszcencia intenzitas
valtozasanak mérésével kovettiik.

2.5 Fémionok hatasanak vizsgalata

Vizsgaljuk a kiilonbdzé fémionok (Cu®’, Fe*', Zn**, Ni*") hatasat a muténs illetve vad tipusu fehérjék
fluoreszcencidjara. A mintak tartalmaztak a mutans fehérjét mikromolos koncentraciokban (5-10 uM), vala-
mint a kiilonbdz6 fémionokat 50-200 uM koncentraciokban 20 mM Na foszfat pufferben (pH 7). A méréseket
Fluoro Star Optima tipusu fluoriméterrel végeztiik.

3. ERDMENYEK ES KIERTEKELES

3.1. Mutans fehérjék expresszidja

A z06ld fluoreszcens fehérje termelddése expresszio utan mar rogton ellendrizhet. Ugyanis az altalunk
megtermeltetett fehérje a nativ konformacié kialakitasa utan rovi ido elteltével érett allapotba kertil, és ezaltal
mar természetes fénnyel gerjesztve is szemmel lathatoan fluoreszkal. Ennek kdszonhetéen mar a termeld sejt-
szuszpenzio sargas-zoldes arnyalati lesz.

1. abra
Mutans fehérjék expresszioja
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3.2. Spektralis tulajdonsagok vizsgalata

Felvettiik a vad tipusu illetve mutans EGFP fehérjék abszorbcios és emisszios spektrumait. Az EGFP
abszorbcids maximuma 485 nm-nél, mig emisszios maximuma 509 nm-nél talalhatd. A 7 pH-ju kdzegben a
fehérjek abszorbcids illetve emisszids spektrumai kozel azonosak, vagyis az elvégzett mutacidknak nem volt
hatasa a spektrumokra.

Abszorbancia
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2. abra
Abszorpcios spektrumok
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3. abra
Emisszios spektrumok (Ex. 475 nm)
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3.3. Mutans fehérjék denaturaciéjanak vizsgalata

A GFP akkor fluoreszkal intenziven, ha a kromofor csoport a fehérje belsejében talalhato. Mivel a fe-
hérje fluoreszcenciaja szerkezetfiiggd, ezért a fluoreszcencia csokkenés mérésével informaciot szerezhetiink a
szerkezet széttekeredésérol, nativ allapot elvesztésérol. Munkank soran fluoreszcencia spektroszkdpia segitsé-

crer

crcr

srer

tozasat. Megfigyeltilk, hogy a fehérjék fluoreszcencia intenzitasa csokkent a denaturacié soran. A
denaturaciés folyamat eldrehaladasaval a fehérje szerkezete destabilizalodik, a hordot alkotd beta lemezek
eltavolodnak egymastol, ezaltal lecsokken a kromofor csoport védettsége. A fehérje kromofor csoportja hoz-
zaférhetdvé valik a kisebb molekulak szamara. Az oldatban 1év6 vizmolekulak bejutnak a fehérje belsejébe, és
protonaljak a kromofor csoportot. A protonalt kromofor nem fluoreszkal.

A fehérjék fluoreszcencia intenzitdsanak csokkenését a denaturacio soran az alabbi abrak szemléltetik.
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4. abra
S202H-EGFP mutdns denaturdcioja
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5. abra.
S202H/Q204H-EGFP mutans denaturacioja
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A denaturacios folyamat a kovetkez6 fiiggvénnyel irhato le: I = lo*(exp-kt), ahol Io a denaturacio elotti
fluoreszcencia intenzitas, k- a denaturacid sebességi allandoja és t- a guanidine hidroklorid hozzaadasa utan
eltelt id6. A fenti egyenletbdl meghataroztuk a denaturdcios folyamat sebességi allandoit, amelyeket az 1.
tablazatban foglalunk 6ssze.

Az eredmények alapjan elmondhatd, hogy azonos koriilmények mellett az S202H-EGFP mutans
denaturacioja gyorsabb, mint az S202H/Q204H-EGFP mutansé, amit a nagyobb denaturacios sebbességi al-
lando igazol. Tehat a két hisztidint (S202H/Q204H) hordozé mutans kevésbé érzékeny a denaturaldszer jelen-
l1étére, mint az egy hisztidint (S202H) hordoz6 mutans.

Denaturacios sebességi allandok

1. Tablazat

GuHCI koncentracio | S202H-EGFP mutans

fehérje

S202H/Q204H-EGFP mutans
fehérje

Denaturdcios sebességi
dllandé, k (perc™)

Denaturdcios sebességi
allando, k (perc'l)

6.4 M 0.244 0.0642
5.6 M 0.0553 0.0154
4.8 M 0.01736 0.005230
4M 0.0021 0.001136

3.4. Fémionok hatasanak vizsgalata

Vizsgaltuk a kiilonbdzé fémionok hatasat a vad tipust valamint a mutans fehérjék fluoreszcencidjara. A
szakirodalombdl tudjuk, hogy bizonyos fémionok, ha elég kozel keriilnek a fehérje kromofor csoportjahoz,
akkor kioltjak a fehérje fluoreszcenciajat [11]. Fluoreszcencia kioltasrél beszéliink, amikor a fluorofér altal
kibocsatott fény intenzitasa csékken olyan molekuldk vagy ionok jelenlétében, melyek elektronszerkezete
megfeleld ahhoz, hogy a fluoroforral kolcsonhatasba 1éphessenek [12]. A 6. dbra a cink, vas, nikkel valamint a
réz ionok fluoreszcencia kiolt6 hatasat szemlélteti.

Fluoreszcencia intenzitas

csikkenése %

=20

60 1

OwWT BE35Z202H/Q204H O5202H

a7

a0
40

30
20

10

0 - T T
10 Fe B

Fémek

6. abra

A vad tipusu (WT) illetve mutadns fehérjek érzékenysége a rézionokra

Amint azt a 6. abran is lathato, a rézionok jelenlétében csdkkent leginkabb a fehérjék fluoreszcenciaja.

A vad tipusi EGFP

illetve az S202H/EGFP kevésbé érzékeny a fémek jelenlétére,
S202H/Q204H/EGFP mutans. Az S202H/EGFP mutans érzékenysége kdzel azonos a vad tipusi EGFP érzé-

mint az
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kenységével. Lathatd, hogy a cinkionok jelenlétében az S202H/Q204H/EGFP mutans fluoreszcencidja 14%-al
megndvekedett. Ez az eredmény kissé meglepd, de a szakirodalomban talaltunk hasonloé eredményeket [13].
Az S202H/Q204H/EGFP mutans fokozott érzékenysége a fémionok irant azzal magyarazhato, hogy a fém-
ionok, miutdn hozzakdtddnek a mutacid soran bevitt hisztidinekhez, ezaltal elég kozel keriilnek a kromofor
csoporthoz, és interakcioba 1épnek vele. Kialakul egy komplex az adott fémion és a gerjeszett allapotban 1évo
kromofor k6z6tt, majd a gerjesztett kromofor atadja az energiajat a fémionnak.

KOVETKEZTETESEK

A kapott eredményeink azt igazoljak, hogy a fehérje szerkezete és tulajdonsagai szoros dsszefiiggésben
allnak. Ez a kapcsolat még szembetiin6bb a kromofor kézelében 1évo aminosavak kicserélése esetén. Az alta-
lunk elvégzett mutacio a kromofor kozelében 1évé aminosavakat érintette (tavolsag <10A°), amelyeknek sze-
repe lehet a fehérje spektralis tulajdonsagainak kifejez6désében. A standard koriilmények (298K, ph 7) kozott
felvett fehérje-spektrumok nem kiillonbdznek jelentésen, ami azt sugallja, hogy a mutdcionak nem volt jelen-
tds hatasa a fehérje spektralis tulajdonsagaira.

A fémek fluoreszcencia csokkentd hatasa leginkabb az S202H/Q204H/EGFP mutansnal érvényesiilt.
Tehat a mutacio (S202H/Q204H) hatasara megnovekedett az EGFP érzékenysége a fémionok irant. Azt felté-
telezziik, hogy az altalunk bevitt két hisztidin potencialis fémkotd helyként viselkedik, ezaltal eldsegiti a fém-
ionok kromofor kdzelébe valo jutasat.
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