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ABSTRACT

The Green Fluorescent Protein (GFP) was isolated from the jellyfish Aequorea victoria, and it is used in bi-
ology and biotechnology for monitoring the proliferation of cancer cells and stem cells, and also it is often used as
a biosenzor for qualitative and quantitative determination of metals. Different metals have different impact on the
protein’s fluorescence, some metals reduce the intensity (Cu, Fe, Mg), while others increase (Zn) the fluorescence
intensity emitted by the protein.

The gene encoding the wild-type protein and the two histidine mutant (Q204H-S202H) was introduced in
Escherichia coli BL21 (DE3) Star cells. After cell disruption proteins were isolated by immobilized metal ion affin-
ity chromatography.

Sensitivity of these proteins toward metal ions was investigated at different concentrations of Ci’" ions vari-
ing the pH (6.5-8) and the incubation temperature (20-45°C).

OSSZEFOGLALO

A zold fluoreszcens fehérjét (GFP) az Aequorea victoria meduzabdl izolaltdk, és eldszeretettel alkalmazzak a
biologia és biotechnologia teriileten egyarant rakos sejtek terjedésének és Ossejtek osztoddasanak nyo-
monkévetésére, valamint bioszenzorként is hasznaljak a fémek mindségi és mennyiségi meghatarozasara. Kiilon-
bozo fémek kiilonbozoképpen hatnak a fehérje fluoreszenciajara, egyesek csokkentik (Cu, Fe, Mg), mig masok
novelik (Zn) a fluoreszcencia intenzitasat.

A vad tipusu és a két mutdciot (S202H-Q204H) tartalmazo modositott zold fluoreszcens fehérje genjét tar-
talmazo plazmidot Escherichia coli BI21(DE3) Star sejtekbe transzformaltuk, sejtfeltaras utan a termelt Ossz-
fehérje extraktumbdl affinitas kromatografiaval izolaltuk a fehérjéket.

Az igy eloallitott vad tipusu és mutans zold fluoreszcens fehérjék érzékenységet vizsgaltuk kiilonbozo kon-

crer
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1. BEVEZETO

Egyes szerves vegyliletek magasabb energiaju (gerjesztett) allapotba keriilnek, ha nagy energiaju
fénnyel sugarozzak be dket. A tobbletenergiat késébb ugy adjak le, hogy kdzben fényt sugaroznak ki (emittal-
nak). Fluoreszcenciat bocsajthatnak ki kiilonbozé baktériumok, egysejtiiek, rovarok, hidrak és meduzak
egyarant [1].

A fehérjét O. Shimomura 1962-ben izolalta az Aequorea victoria nevii meduzabol. A medaza kék fényt
bocsajt ki védekezd mechanizmusként, amely fény egy részét a GFP elnyeli és z61d fényt emittal.
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A fehérje molekulatomege 27 kDa, 238 aminosavbol all, és hordos szerkezetét 11 B-lemez alkotja,
melynek kozepén talalhato a fluoreszcenciaért felelds fluorofor (kromofor) csoport, amint az az 1.1.-es abran
is lathat6. Ez a hordds szerkezet védelmet biztosit a kromofor csoport szamara a kornyezeti hatasokkal szem-
ben [2]. A GFP-nek gerjesztési maximuma van 395 és 475 nm-en valamint emisszids maximuma 508 nm-en.
Egy spontan posztranszlacios modifikacio soran képzddik a kromofor csoport, amelyet harom aminosav alkot:
a 65-0s pozicidban egy szerin, a 66-0s pozicidban treonin, mig a 67-es pozicidban egy glicin aminosav talal-
hato (Ser65, Thyr66, Gly67). A fehérje csak a nativ, hdrom dimenzios szerkezet kialakulasa utan fluoreszkal.

Ha a kromofor csoport szerkezetét megvaltoztatjuk, tehat az azt alkotd6 harom aminosav valamelyikét
kicseréljiik mas aminosavra, megvaltozik a fehérje tulajdonsaga, példaul a szine. igy lehet kéken (BFP), sar-
gan (EYFP) vagy pirosan (RFP) fluoreszkalé fehérjét kapni, mely variaciok jelentdsen megndvelik a fehérje
felhasznalasi tartomanyat [3].

A GFP kromofor csoportjaban kicserélve a 65. pozicidban taldlhatd szerint treoninra egy stabilabb
¢és ellenalobb fehérje kaphato, az EGFP. Ahhoz, hogy az EGFP fényt bocsasson ki, a hordd belsejében
talalhatdo harom egymast koveté aminosavnak ciklizalédnia kell, mely soran kialakul egy konjugalt imi-
dazolinon gyuri [4].

A z0ld és egyéb szinl fluoreszcens fehérjék alkalmazasi teriilete igen elterjedt, mivel a fluoreszcens fe-
hérjék egy sejt jelolése soran nem modositjak a molekuldk eredeti funkcidjat. A zold fluoreszcens fehérje szé-
les korben alkalmazott mind a biologia, mind a biotechnoldgia teriiletén egyarant: a sejtbiologidban alkalmaz-
zék biomolekuldk jelolésére, mivel a GFP kdnnyen bejutatthaté a célsejtbe tigy, hogy a molekulat kodolo
DNS szakaszhoz hozzaépitik a fluoreszcens fehérjét kodold génszakaszt, igy a célsejtek vagy enzimek funkci-
0ja ¢és helye is meghatarozhat6, viszont lipidek és cukrok nem jelolhetok vele [5]. Az igen figyelemremélto
FUCKCI eljaras is a tobbszinl fluoreszcens fehérjéken alapszik (Fluorescent, ubiquitination-based cell cycle
indicator) [6]. Tovabba a rakos sejtek terjedésének nyomon kdvetésére, dssejt kutatasban (kovetni tudjak,
hogy az Ossejt mely részébol alakulnak ki bizonyos szdvetek) és bioszenzorként is alkalmazhat6é fémek kimu-
tatasara vizbol és vérbol egyarant [7]. A nehézfémek a kromofor csoport melletti fémkoté helyekre bekapceso-
16dva novelhetik (Zn®") vagy csokkenthetik (Cu®",Fe*",Hg"") a fehérje fluoreszcenciajat a koncentracio fiigg-
vényében.

Mivel ezen fehérjék térszerkezete mar ismert, molekulamodellezéssel kiderithet6, hogy melyek a fe-
hérje struktirajaban azok a helyek, ahol mutaciot kialakitva 0j fémkoté helyeket lehet létrehozni, névelve
ezaltal a fehérje érzékenységét a fém ionokkal szemben. A kutatasunk soran hasznalt EGFP fehérjén mutaciot
hajtottunk végre, a 202-es pozicidoban levo szerint és a 204-es pozicidoban levo glutamint hisztidinre cseréltiik
ki [8]. Az igy létrejott mutans fehérje (Mut2, mivel az eredeti fehérjéhez képest két hisztidinnel tobb talalhato
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vonva a vad tipusu (WT, eredeti EGFP) fehérje fluoreszcencidjanak csokkenése kozott.
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2. ANYAG ES MODSZER

A z0ld fluoreszcens fehérjével végzett kisérletekhez elsd 1épésben sziikségiink volt a fehérjére oldott,
tiszta formaban, lehetéleg minél nagyobb mennyiségben, figyelmebe véve, hogy a méréseket négy kiillonbozo
pH-n és 6t kiillonb6zo hdmérsékleten végeztiik. Ezen okbol kifolyodlag a bakterialis expresszids rendszert (Es-
cherichia coli) valasztottuk fehérjetermelésre, mely rendszer altal nagy mennyiségben €s viszonylag tisztan,
extrém koriilmények nélkiil, olcso taptalajon megfeleld mindségli és mennyiségli fehérjét lehet termeltetni.

A fehérje termelést megeldzden sziikségiink van egy rekombinans vektorra, mely tartalmazza a ter-
meltetni kivant fehérje genetikai kodjat, esetiinkben az EGFP-t kodolo szekvenciat tartalmazé plazmid vektor
a Budapesti ELTE Biokémia tanszék kegyes ajandéka volt, a fehérjén végzett mutaci6 mar a Sapientia
BIBIRC laboratériumaiban valdsult meg.

2.1. Kompetens sejtkultura készitése, transzformalasa

A hasznalt sejtvonalak kivalasztasanal figyelembe kell venni a kiilonb6z6 sejtvonalak rendeltetését. A
kloénozo sejtvonal f6 célja, hogy a baktériumba bejuttatott plazmidot minél tobb példanyban masolja le. A
hangsuly a replikacios folyamatokon van, ezért kevesebb a fehérjetermelésért felelés enzim a klonozod
sejtvonalakban, akkor alkamazzak leginkdbb, mikor a plazmid szaporitasa a f6 cél.

Ezzel szemben az expresszids sejtvonal elsddleges célja a fehérjetermelés. Ennek érdekében a bak-
térium genomjabol kivették az RNaz enzimek egy részét, melyek a mRNS lebontasaért felelnek, igy a mRNS
sokkal stabilabb, és tobb fehérje tud roluk szintetizalodni. Az expresszids sejtvonal esetében a replikacioért
felel6és gének vannak hattérbe szoritva, sok mas fehérjebontd enzim génjével egylitt azért, hogy a baktérium
altal megtermelt fehérjét a sajat enzime ne bontsa le.

Kutatasunk soran kloénozod sejtvonalként DHS5o-t hasznaltunk, expresszids sejtvonalként pedig a
BI21(DE3) STAR sejtvonalat, mivel kompatibilis a pET-rendszerrel, amelyikben az altalunk hasznalt gén
talalhato (pET15b-EGFP).

Az E. coli BI121(DE3)STAR sejtvonalat szélesztjilk LB tapagarra (Luria Bertani:1000 ml-re: 10g trip-
ton, 5g élesztd kivonat, 5g NaCl, pH 7.5), mivel a megfelelo kompetencia kialakitdsdhoz friss folyadék-
kultirédkra van sziikség. Egy kiilonallo teleppel beoltunk 3 ml LB levest, majd 16 oran keresztiil razo
inkubatorban, 150 rpm sebességgel razatjuk. A tenyészetet 100-szorosara higitjuk 50 ml végtérfogatban LB
tapoldattal, és 37°C-on inkubaljuk a log szakasz eléréséig, figyelemmel kovetve a sejtsiirliség novekedését a
600 nm-en mért elnyelés altal. A sejteknek logaritmikus szaporodasi fazisban kell lenniiik, ez a feltétel a
hasznalt E. coli torzseknél ODgy=0.5 értéknél valosul meg. A sejtslirliség nyomonkdvetését CamSpec spek-
trofotométerrel végeztiik.

A novekedési szakasz logaritmikus fazisanak kozepét elérve az Osszes miiveletet jégen kell végezni a
megfeleld hatékonysag biztositasa érdekében.

A tenyészetet (50 ml sejtszuszpenzid) centrifugaljuk, az tilepedett sejteket 10 ml 0°C-os, steril 100 mM-
os MgCl,-oldatban 6vatos pipettazassal szuszpendaljuk, majd 20 percig jégen inkubaljuk. A MgCl, eldsegiti a
plazmid sejtfalhoz valé kdtddését, mivel hozzatapad a sejtfal pozitiv toltésti glikokalix rétegéhez.

Az inkubalas letelte utdn a szuszpenzidt ismét lecentrifugaljuk. A sejteket 1 ml jéghideg, 100 mM-os
CaCl,-oldatban 6vatos razassal szuszpendaljuk, majd egy orat inkubaljuk jégen. Ez a szuszpenzié mar ké-
miailag kompetens sejteket tartalmaz. Hosszabb tava tarolas esetén 200 uL 80%-os steril glicerint adunk a
kompetens sejtekhez, 100 pL-ként szétosztjuk, majd -80°C-on taroljuk Oket felhasznalasig. Hésokkal vald
transzformalas soran kihasznaljuk a plazmamembran azon tulajdonsagat, hogy fluiditasat ndvelve lehet6vé
valik idegen plazmid bejutasa a sejtbe. 1-2 pul pET15bEGFP-WT, valamint pET15bEGFP-Mut2 plazmid pre-
paratumot adunk 100 pl kompetens sejtszuszpenzidhoz, majd 20 percig jégen inkubaljuk, mely id6 alatt a
negativ toltésti plazmidok a Ca®" ionokkal koriilvett sejtek falahoz tapadnak. A hésokk soran a kompetens
sejteket és a plazmidot tartalmazo tubust 42°C-on tartjuk 1 percet, mely id6 alatt a plazmamebrant alkotd
foszfolipid réteg elfolyosodik, és a sejtfalhoz tapadt plazmidok be tudnak jutni a sejtekbe, majd visszatessziik
jégre 2 percre. A sejtekre 0.9 ml szobahdémérsékletti LB tapoldatot toltiink, majd inkubaljuk razatva. Ez az
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szélesztiink ampicillint tartalmazé LB tapagarra, és inkubaljuk.
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2.2. Heterolég expresszio (fehérje termelés)

2.2.1. Starter kulturak eléallitasa

A megfelel6 mennyiségii és mindségli fehérje eldallitdsahoz sziikséges, hogy genetikailag homogén
sejtkultarat allitsunk eld. Ezért 3 ml folyékony LB, 100 pg/ml ampicillint tartalmazé taptalajt egyetlen transz-
formalt teleppel beoltva inditjuk el a starter kultarat. Inkubaljuk razo inkubatorban 12-16 6rat.

2.2.2. Termel6 kultara, fehérje expresszid

A starter kultura elkészitése utan egy 1000 ml-es Erlenmeyer lombikba 1évn6, 100 pg/ml ampicillint
tartalmazo LB tapoldatba ontjikk a kémcsOben talalhato baktérium-szuszpenziot, majd a sejtkultarat tovabb
inkubaljuk 37°C-on, razé inkubatorban 16 6ran at, mely folyamat soran az ampicillin jelenlétének koszonhe-
téen folytonos marad a szelekcio, Csakis azon sejtek maradnak életben, amelyek képesek az ampicillint bon-
tani, mellette viszont a plazmiddal bevitt gén (EGFP vad tipust, illetve a mutans verzid) is termelddni fog
(nagy mennyiségben).

2.3. Nyers sejtkivonat eloallitasa

A heterolog expresszioval termelt fehérje izolalasanak elsé 1épése a sejtfalak roncsolasa. Az erre alkal-
mazhaté modszerek igen sokfélék, az ultrahanggal torténd sejtfal- és sejtmembran roncsolas az egyik legegy-
szerlibb és leghatékonyabb sejtfeltarasi modszer. Az ultrahangos kezelés soran vigyaznunk kell a termel6dott
hémennyiség megfeleld elvezetésére, annak érdekében, hogy a lokalisan kialakult magas homérsékletii ré-
szekben ne denaturalodjon a fehérjénk. A sejtkivonat és a sejttormelék elvalasztasa centrifugalassal torténik,
amelybdl szarmazo feliiliszo tartalmazza az oldott formaban jelen 1évo célfehérjét a sejt Gsszes fehérjéivel
egyutt.

A fehérjetermelés utan a baktérium szuszpenzidt lecentrifugaljuk, majd a sejtpelletet reszuszpendaljuk
10 ml 10 mM MOPS pufferrel, hogy biztositsuk a megfelel6 pH-t (7.5), majd 1 o6ran keresztiil inkubaljuk,
végiil -80°C-ra tessziik.

A sejtszuszpenziot kiolvasztva szonikaljuk 3X1 percig, majd centrifugaljuk. A feliiliszot, mely oldott
formaban tartalmazza a fehérjét, egy tiszta Falcon-tubusba 6ntjiik, majd tisztitjuk.

2.4, Affinitaskromatografias tisztitas

Az affinitaskromatografia mikodési elve a Ni-NTA-t tartalmazd gyantan alapul. A vektor konstrukcio
Osszeallitasanal a zold fluoreszcens fehérje génjét oly modon klonoztak bele a pET15b vektorba, hogy az tar-
talmazzon egy hat hisztidinb6l allé rovid lancot, mely megkonnyiti a fehérje izolalasat az Escherichia coli
altal termelt Ossz-fehérjék koziil. A gyantara pipettazott fehérje His-tag része kapcsolddik a Ni-NTA- hoz,
megtapad rajta, a gyengén- vagy nem kotodott fehérjéket mosas kovetkeztében eltavolitjuk egy imidazolt tar-
talmazo oldattal. Magasabb koncentracioju imidazol oldatot hasznalva (300 mM), elualhatjuk a specifikusan
kotott fehérjéket a nikkel-oszloprol. A lecsepegett minta tartalmazza a fehérjénket, melyet egy Falcon tubusba
Osszegyujtiink.

A kolonnaba 100ul Ni-NTA gyongydt tesziink, az igy megtoltott kolonnat atmossuk kiegyenlitdé pufferrel
(7.5 pH 10 mM MOPS puffer, 300 mM NaCl). A fehérjénket rapipettazzuk a kolonnara, az atfolyt mintat pedig
Osszegyljtjiikk. Ezen folyamat soran a 6 XHis-taget tartalmazé fehérjék megkotddnek a gyanta feliiletén, a tobbi
fehérje pedig valtozatlanul atfolyik az oszlopon. A toltetet ismét atmossuk kiegyenlitd pufferrel, hogy a mecha-
nikusan, nem kémiai kotéssel megtapadt nem specifikus fehérjéket tavolitsuk el. Ezt a miiveletet tobszor megis-
mételjiik, az atfolyt oldatot pedig dsszegyijtjiik kiilon Falcon tubusba. A tobbszori mosast kdvetden a toltetre
pipettazzuk az Elual6é oldatot (300mM imidazol, 7.5 pH 10 mM MOPS puffer, 300 mM NaCl) , amely az
imidazol-tartalmanak koszonhetden leoldja a specifikusan megkotott fehérjéket a Ni-oszloprol. Az atfolyt mintat
Osszegyljtjiik, ellendrizziik a tisztitas sikerességét SDS-gélen, majd dializisnek vetjiik ala.

2.5. Gélelektroforézis 15%-o0s SDS-poliakrilamid-gélben

Az expresszalt fehérjéket ellendrizziik és szétvalasztjuk molekulatomegiik alapjan. A gél tartalmaz
SDS-t (Na dodecil szulfatot), mely biztositja a fehérjének a negativ toltést, igy fesziiltség ala helyezve a fehér-
jék a pozitiv porus felé kezdenek vandorolni a térhalos szerkezetii gélmatrixban.

A gél két részbdl all: az also (futtatd) és a felsé (koncentralo) gél. A felsé gélen koncentralddnak a fe-
hérjék, hogy megnovelve a fesziiltséget egyszerre induljon a molekulatdmeg szerinti elvalasztas, az alsé gélen
pedig szétvalnak a fehérje molekulak molekulatomegiik alapjan.
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A minta elékészitése soran azokat 5 percig fézziik 95°C-on B-merkaptoetanol-glicerin oldatban, igy a
fehérjék denaturalédnak. Ezutan 10 pl-t folvisziink a gélre, 20 percig futtatjuk 50V-on, majd pedig 150V-on
100 percig.

Futtatas utan az als6 gélt kivessziik a két tiveglap koziil és megfestjilk Comassie Brilliant Blue festéket
is tartalmazé oldattal. A felesleges festéket kimossuk szintelenitd oldattal, majd desztillalt vizben taroljuk.
Ezek utan elkiilonithetéek lesznek a kiilonbozd méreti fehérjemolekuldk a molekulasuly-markerhez
viszonyitva, melyet a GelDoc (BioRad) transziluminator segitségével fényképeziink le.

2.6. Dializis

A nikkel-oszlopos tisztitds utan kovetkezik a dializis, melynek szerepe a fémek és az imidazol
eltavolitasa a fehérje oldatbol. Az imidazol az eluald oldat altal keriil kapcsolatba a fehérjével. A tisztitott,
imidazolt tartalmazo fehérje oldatot egy 12.4 kDa atmérdjii dializis membranba helyezziik, mely a porusain
keresztiil a 12.4 kDa-nal kisebb méreti molekuldkat engedi atdiffundalni a koncentracidogradiensnek megfe-
leléen. A 2X1 liter 10 mM MOPS-ot és Amberlite CG50 kationcseréld gyantat tartalmazoé dializis pufferbe
helyezve a fehérjéket 48 oran keresztiil kevertettiik 4°C-on. A kationcseréld gyanta megkoti az oldatban
nyomnyi mennyiségben talalhatdé nehézfémeket, amelyek esetlegesen zavarnak a fluoreszcencia méréseket,
mig az imidazol a dializis membran poérusain keresztiil atdiffundal a dializis pufferbe. Az igy megtisztitott
fehérje keriil tovabbi feldolgozasra.

2.7. Fluoreszcencia csokkenés vizsgalata

A két tipusu (vad tipusti és a mutans) fehérjét 10 pg/ml koncentracidra higitottuk 10 mM MOPS
pufferrel 6.5,-7-7.5,-8 pH-ra. Ezen fehérje oldatokhoz kiilonb6z6 koncentracioban adtunk réz-oldatot, és
készitettiink beldlik 0; 0.05; 0.1; 0.25; 0.4; 0.6; 0.8; 1; 2.5; 5; 10; 20; 30 uM-os végkoncentracioju fehérje-
Cu*'- oldatot. Az igy elkészitett oldatokat 20 percen keresztiil vizfiirdében inkubaltuk egyenként 20°C; 30°C ;
35°C; 40°C; 45°C-on, mig a fehérje-fém komplex stabilizalodott. A hékezelés utan mindenik mintabol két
parhuzamos mérést készitettiink, ¢s atlagot szdmoltunk beldéle. A mikrotitrald lemezt behelyeztiik a fluorimé-
terbe (Fluostar Optima fluoriméterrel), és mivel a fluoriméter termosztat funkcioval is rendelkezik, 10 percet
tipusu és mutans fehérje oldatok fluoreszcencidjat, 485 nm gerjesztési valamint 520 nm elnyelési sziiroket
hasznalva. A gerjesztési és elnyelési spektrumot a modositott zold fluoreszcens fehérje esetén kisérleti uton
hataroztuk meg, felvéve a fehérje teljes spektrumat [7]

A kiilonb6z6 pH-n higitott fehérjét lemértiik mindenik rézkoncentracion, és mind az 6t kiilonb6zé ho-
fokon. Az eredményeket atlagoltuk és kiszamitottuk azt is, szazalékban, hogy mennyit veszit a fluoreszen-
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3. EREDMENYEK ES KIERTEKELES
3.1. Transzformalas

A pET15b plazmidok rendelkeznek ampicillin rezisztens tulajdonsaggal, azaz kodoljak a (-laktamaz en-
zimet, mely az ampicillin laktim gy(iriijét bontja. Ezen enzim termelése esetén ellendrizhetjiik a transzformalas
eredményességét, ha a sejtiink felveszi a plazmidot, 6 is rendelkezni fog ezzel a tulajdonsaggal, s igy kind az anti-
biotikumot tartalmazo specialis taptalajon, mivel hatastanalitani tudja az antibiotikumot a plazmidon talalhato gén
altal. Az anyag és modszerben leirtak alapjan elvégeztiik a transzformalast, majd 100 pl transzformalt baktérium
szuszpenziot pipettaztunk ampicillines taptalajra. A transzformalas sikeresnek bizonyult, mivel a sejtek kindttek az
ampicillint tartalmazo taptalajon. UV fény alatt ezek a fehérjék vilagitanak (3.1 abra).
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3.1. abra
Transzformalas utan ampicillines agaron kifejlodott EGFP-Mutans? telepek
természetes fényben, illetve UV fény alatt

3.2. Fehérje expresszio és tisztitas

A 3.2.abran lathatd, hogy a fehérje affinitas kormatografids tisztitasa sikeres volt, mivel a zdld fluoresz-
cens fehérje a méretének megfeleld molekulasuly marker mellett fut, 29 kDa-nal. Ugyanakkor kijelenthetjiik,
hogy a fehérje oldat nem tartalmaz egyéeb fehérjéket, ezaltal alkalmassa valik a tovabbi vizsgalatok lebonyoli-
tasara.

66 kDa

45 kDa

36 kDa

29 kDa

24 kDa >

20 kDa

14.2 kDa

3.2. abra

Fehérje tisztitas eredménye:
1. Oszlop: molekulasuly marker (Sigma), 2. Oszlop: ssz sejtek,
3. Oszlop: Ni-oszlopon atfolyt fehérjék, 4. Oszlop: Ni-oszloprol eludalt WT fehérje,
5. Oszlop: Ni-oszloprdl elualt Mut? fehérje

3.3. Floureszcencia csokkenés

A fluoreszcencia valtozast mértiik a Wt és Mut2 tipusu fehérjéken egyarant, kiilonboz6é pH, Cu®* kon-
centracioé és hdmérséklet fliggvényében.

0-30 uM-os Cu”" koncentraci6 intervallumban a fluoreszcencia 0.5 pM-nal hirtelen lecsokken, majd
nagyon kis valtozast mutat. Ezen észrevétel utan a méréseinket a 0-1 pM-os Cu®" tartomanyban folytattuk. Azt
tapasztaltuk, hogy ebben a tartomanyban jobban csdkken a fehérjénk fluoreszcenciaja, s ezen belill is a Mut2
z61d fehérje mutat nagyobb valtozast. Alacsonyabb Cu®* koncentracio esetén a Mut2 nagyobb fluoreszcencia
csokkenést mutat mint a Wt tipusu fehérje, azaz a mutacié megndvelte a fehérje érzékenységi tartomanyat,
kisebb koncentracio esetén erételjesebb csokkenést mutat (3.3. abra).
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3.3. dbra
A Wt és Mut?2 fehérje érzékenységi tartomanya

A fluoreszcencia csokkenésének vizsgalata soran a 7.5 pH tartomany bizonyult a legjobbnak, a 3.4.-es
abran a vad és mutans tipust zold fluoreszcens fehérje fluoreszcenciajanak csokkenése figyelheté meg a Cu*
koncentracié (c), hémérséklet (t) és szazalékban megadott fluoreszcencia valtozas (1%) fliggvényében (a felii-
letek a Statistica szoftver felhasznalasaval késziiltek). Az dbran lathato, hogy a Mut2 tipusu fehérje nagyobb
érzékenységet mutatott a Cu®* ionokra nézve, mint a Wt tipust. A két fehérje kozti kiilonbség abban nyilvanul
cserélték a Mut2-ben. A hisztidin 0j fémkaoto helyeket alakit ki a kromofor csoport mellett, ezzel segitve el6 a
fluoreszcencia kioltasat. Ahogy az dbran is jol lathatd, a Wt tipusu fehérje fluoreszcencidja szdzalékban kife-

jezve 100-r6l 70%-ra csokkent a Cu®” koncentracio fliggvényében, mig a 2 hisztidinnel mutalt fehérje fluo-
reszcenciaja 100-r61 40%-ra.
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3.4. dbra
A Wt és Mut?2 fehérje fluoreszcencidjanak(1%) csokkénése Cu’™ koncentrdcio(c)
és homerséklet(t) fiiggvényeben
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4. KOVETKEZTETES

Munkénk soran a vad tipust és a két mutaciot (S202H-Q204H) tartalmazo modositott zold fluoresz-
cens fehérje génjét tartalmazd plazmidot Escherichia coli BI21(DE3) Star sejtekbe transzformaltuk,
sejtfeltaras utan a termelt 6ssz-fehérje extraktumbol affinitds kromatografiaval izolaltuk a vad tipusu és a
mutans fehérjéket.

Az igy eléallitott vad tipusu és mutans zold fluoreszcens fehérjék érzékenységét vizsgaltuk kiilonb6zo

srcr

crcr

alkalmazasat a jovoben ivovizek nehézfém tartalmanak kimutatasara.
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