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Fluorescentni proteini-struktura i primjena

uUvoD

Rad grupe Fluorescentni proteini-struktura i primjena koncentriran je na upoznavanje
s uobiCajenim tehnikama molekularne biologije; od pripreme kompetentnih stanica do
ekspresije proteina. Dodatni zadatak je pretraZivanje literature i upoznavanje s

bioinformati¢kim orudem u vizualizaciji proteina.

Slika 1: Struktura zelenog fluorescentnog proteina

Zeleni fluorescentni protein (GFP, slika 1) je dobar model za ovaj projekt buduéi da
pri iluminaciji UV zraCenjem emitira zeleno svjetlo, vrlo dobro je istrazen te pogodan za
upoznavanje s bioinformackim alatima. GFP je otkriven pedesetih godina proslog stolje¢a u
tihooceanskoj meduzi Aequorea victoria. Zbog svjetla koje emitira, postao je vazno orude
znanstvenicima iz podru€ja biokemije, molekularne biologije, fiziologije i mnogih drugih
znanosti. Moze se koristiti za prouCavanje ekspresije gena, kao indikator ili kao biljeg
pomocu kojeg se prate neki drugi proteini ili molekule.

Proces koji je uzrok emisije zelenog svjetla je fluorescencija, a odvija se na fluoroforu,
maloj molekuli koja je dio strukture samog proteina. Fluorofor spontano nastaje od triju
aminokiselina (Ser66-Tyr67-Gly68) unutar samog sredista proteina u slijedu od tri reakcijska
koraka. U dozrelom proteinu fluorofor apsorbira svjetlost valne duljine od 395 nm te manjim
dijelom na 475 nm. Emisija se odvija na 508 nm te manjim dijelom na 503 nm (Slika 2). Cilj
projekta je transformirati Escherichia coli bakterije (soj Rosetta) plazmidom koji sadrzi gen za
zeleni fluorescentni protein. Potaknutu ekspresiju smo dokazali iluminacijom UV zraCenjem i
SDS-PAGE elektroforezom.



izvjestaj S*-2007 FLUORESCENTNI PROTEINI — STRUKTURA | PRIMJENA

=——cpsorpcia =emisija
L 305 508
i
2
£
£
£ 475 503
T
=
o T T 1
300 400 a00 B00

valna duljina / nm

Slika 2: Graf apsorpcije i emisije fluorofora
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MATERIJALI | METODE

KOMPETENTNE STANICE
Stanice E. coli (soj Rosetta) treba uciniti podloZznima transformaciji plazmidima.
Takve, kompetentne stanice pripremljene su uzastopnim resuspendiranjem, hladenjem i

centrifugiranjem stanica u puferu koji sadrzi 50 mM Tris-HCI pH 8.0, 10 mM CaCl..

TRANSFORMACIJA i UZGOJ

Kompetentne Rosetta stanice su potom transformirane CaCl./heat shock metodom
(42° C 80 sec, 0° C 20 sec, slika 3) ¢ime je u njih unesen plazmid koji sadrzi gen za GFP te
gen Ciji produkt bakterijama daje otpornost na kanamicin. Stanice su razmazane na krutom
LB agaru s kanamicinom te su na principu otpornosti na antibiotik selektirane transformirane
stanice. Nakon 16-18 h na 37° C bakterije su s krute podloge presadene u 5 mL tekuceg

medija gdje su na temperaturi 37° C uzgajane do opticke gustoce od priblizno 0.5.

INDUKCIJA EKSPRESIJE

Pri zeljenoj O.D. 0.5 rast baterija je u eksponencijalnoj fazi te se tad ekspresija GFPa
inducirala IPTG-om (i-propil-tiogalaktozid) koji je dodan do konacne koncentracije 1 mmol/L.
Uzgoj je nastavljen slijede¢ih 3-4 h a rezultati su provjereni SDS-PAGE metodom i

iluminacijom UV-om.

IZOLACIJA PLAZMIDA

Iz dijela tekuée kulture izoliran je plazmid uz pomo¢ QIAGENovog miniprep kita.

Slika 3: Heat shock
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REZULTATI
Kolonije koje su rezultat uzgoja transformiranih stanica na krutoj podlozi, presadene
su u tekuci medij. Nakon uzgoja tekuce kulture i indukcije ekspresije, rezultat je provjeren

opti€ki. Fluorescencija koja se pojavljuje nakon osvjetljavanja UVom dokazuje da naSe
bakterije eksprimiraju GFP (slika 4).

Slika 4: GFP je eksprimiran u tekucoj kulturi

Transformirane stanice iz tekuce kulture analizirane su SDS-PAGE elektroforezom (slika 5).
Netransformirana negativna kontrola, te transformirane stanice koje su eksprimirale GFP
lizirane su kuhanjem i analizom na gelu su vidljivi ukupni stanicni proteini. Usporedbom s
markerom vidljivo je da su transformirane stanice eksprimirale protein koji po veli€ini
odgovara zelenom fluorescentnom proteinu.
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Slika 5: SDS-PAGE gel, G- transformirane stanice, K- kontrola, M- marker, GFP (26.9 kDa)

je oznacen strelicom
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ZAKLJUCAK
Tijekom projekta uspjeSno smo pripremili kompetentne stanice, transformirali ih, te
smo potaknuli ekspresiju dodavanjem IPTGa. Escherichia coli stanice koje su preuzele gen,

nakon indukcije su fluorescirale zeleno pri iluminacije UV zraenjem.
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