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Kezdetek

1960-ban, amikor a japan tudds, Osamu Shimomura elkezdte tanulmanyozni az
Aequorea victoria nevii meduzat, nem volt Gtlete, milyen tudomanyos forradalom iranyithatja.
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(green fluorescent protein, GFP) ezzel segitve az élet legkisebb épitdelemeinek
tanulmanyozasat. Ma a tudomany képes tanulmanyozni azokat a bioldgiai folyamatokat is,

crer

szivarvany minden szinében ragyognak.

Amikor a tudomany hasznositotta a modszert, segitségével latott dolgokat, melyek
korabban lathatatlanok voltak, a kutatas mindig hatalmas 1épést tett elére. Ahhoz lehetne
hasonlitani, mint amikor Anton van Leeuwenhoek feltaldlta a mikroszkopot a 17. szdzadban,
¢s egy Uj vilag tarult fel. A tuddsok ennek segitségével képesek voltak eddig ismeretlen
dolgok, baktérium, spermium és vér sejtek vizsgalatara. Ezeknek eddig a 1étezésérdl sem
tudtak.

A 2008-as Kémiai Nobel-dij hasonldan jelentds hatast ért el a tudoméanyban. A GFP
jelentésége a mult évtizedben vezéresillag volt a biokémikusoknak, bioldgusoknak, orvosi
kutatoknak és egyéb tudosoknak. Ennek a fehérjének az erds zold szine megjelenik kék UV
fény alatt. Megvilagitja példaul a novekvo rak tumort, kimutatja az Alzheimer kor fejlédését
az agyban, vagy a pathogenic baktérium novekedését.

Ez még inkabb érdekessé tette a GFP hasznalatat, a kutaté valoban kdvetni tudja a
sejteken beliili fejlodést. A test milliard sejtje pumpdlja a szivizom sejtekbdl és inzulin
eloallito B sejtekbol a makrofagokba, ami elpusztitja a hivatlan baktériumokat. A kutatok ezen
ismeretekkel — hogyan fejlédik és funkcional — nagyobb eséllyel képesek fejleszteni egy
eredményes gyogyszert minimalis side-effect-tel.

Nem konnyili tanulmanyozni a szerkezetét ezeknek a 0.02 milliméter nagysagi
sejteknek. Megfigyelik, hogy épiilnek fel a blokkjai 1-1 sejtnek: a fehérje, szénhidrat és egyéb
molekuldk mar meghaladjak egy kozonséges mikroszkop képességeit. Es igy még inkabb
nehéz kdvetni a kémiai folyamatokat a sejteken beliil, de ez az a kellden részletes szint, amit a
tuddsoknak ki kell dolgozni. Ha a kutatok megértik, hogy kezdenek a sejtek 0j ereket épitent,
talan meg tudnak allitani a rakos daganatokat taplaléd és oxidalo érrendszerek felépitésével.
Ezzel megeldzhetik a rak kialakulasat!

A sejtek kémiai folyamatait rendszerint fehérjék szabalyozzak. Rengeteg kiilonb6zo
fehérje van, és mindegyik kiilonb6z6 szerepet tolt be. A GFP-n keresztiil 1étfontossagu
informaciokat nyerhetnek a kutatok, mivel ezen fehérjék egyikéhez csatlakozik. Lathatjak,
melyik sejt a szokatlan fehérje tartozkodasi helye. Hala a GFP zold fényének, a tudosok mar
felismerik az egyediili nyomat a mikroszkop alatt.

Shimomura halakkal mutatja ki a foszforeszkalé anyagot

Ma a GFP szabvany eszkoze kutatok ezreinek a vilag minden tajan. A felfedezés torténete
Japanban kezdddott a masodik vilaghaboru utani évben. Osamu Shimomura oktatasat
megszakitotta a habora és az atombomba okozta pusztitas. Ennek ellenére 1955-ben
Yashimasa Hirata professzor asszisztensként alkalmazta a Nagoya Egyetem-en . Hirata
professzor egy latszolag lehetetlen project-re alkalmazta — feltarni, mit rejt egy
megsemmisiilt puhatestii, Cypridina, maradvanya: ragyogott, amikor vizzel érintkezett.

Kiilondsnek tlint, hogy Hirata egy ilyen nehéz feladatot adott egy tapasztalatlan
asszisztensnek. Egy vezetd amerikai kutat6 csoport hosszu ideig probalta elszigetelni ezt az
anyagot, igy Hirata eldontotte, hogy nem akarja a munkat egy olyan diaknak adni, akinek
csak arra kell,hogy megkapja a doktoratusat.

1956-ban minden nehézség ellenére Shimomura a kezében tartotta az anyagot. Ez egy
fehérje volt, ami 37-szer hosszabb ideig ragyogott, még fényesebben,mint a megsemmisiilt
puhatestli. Miutan megjelentek az eredményei, Shimomura-t meghivta Frank Johnson a
rangos Princeton Egyetem-re, New Jersey-be. Mint bucst ajandék, Hirata professzor elintézte,
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hogy Shimomura elnyerje a Ph.D.-t a Nagoya Egyetem-t6l — ez rendkiviili cselekedet, mivel 6
valdjdban nem volt feljegyezve, mint doktoral6 tanulo.

Egy hosszu utazés utan, keresztiil a Csendes-0ceanon és Amerika kontinensén,
Shimomura hozzalatott egy masik természetesen foszforeszkald anyag tanulmanyozasahoz.
Ez alkalommal az Aequorea victoria medizabol, aminek a kiilsé szegélye zolden vilagit, ha a
meduiiza izgatott.

Az Aequorea victoria meduza a tengerben ¢l Eszak-Amerika
nyugati partvidékének legtavolabbi részein. A meduza biologiailag
fluoreszkalo szerve az ’esernyd” résznek a pereme.

Shimomura és Johnson meduzat gyiijtott Friday Harbor-ban,
Eszak-Amerika nyugati partvidékén 1961 teljes nyaran. Levagtak a
meduzak vilagito szEélét és keresztiil préselték egy szlirn, igy jutottak
ahhoz, amit 'squeezate'-nek hivnak.( squeezed= dsszenyomva) Egyik
nap, amikor Shimomura egy kevés squeezate-t Ontdtt a tartalyba, az
fényesen villant fel. Eszrevette, hogy tengerviz volt a tartalyban, ami
kalcium ionokat is tartalmazott, ez okozta a kémiai reakciot. Meglepd
moddon a villanas fénye nem z61d volt, mint a medaza szélén. Kék szinii volt.

Johnson és Shimomura egész nyaron alapanyagot gyiijtott €s visszavitte a squeezate-t
kortilbeliil 10.000 medizarol Princeton-ba. Par mg megtisztitasa és folyadékbol kék
foszforeszkald anyagga alakitasa honapokat vett igénybe. Ezt a fehérjét nevezték aequorin-
nak.

UV fényben zdlden foszforeszkal

Az 1962-es tudomanyos publikacioban , melyben Shimomura és Johnson leirtak a
folyamatot, mellyel aequorin nyerhetd, arrdl is beszamoltak, hogy mindezt elszigetelt fehérjén
hajtottak végre, ami napfényben halvanyzdld, villanykorte fényében sargas, és UV fényben
fluoreszkalo zold volt a kisérlet soran. Ez volt az elsd alkalom, hogy leirtdk a GFP-t.
Shimomura ¢és Johnson elészor csak Green Protein-nek hivta, majd késobb nevezték el Green
Fluorescent Protein-nek.

Az 1970-es években Shimomura még kozelebbrdl vizsgalta a GFP fluoreszkalasat.
Ramutatott, hogy a GFP tartalmaz egy kiilonleges szinhordo6 csoportot, egy kémiai csoportot,
ami kibocsatja és el is nyeli a fényt. Amikor UV fény vagy kék fény éri a kromofor —t,
felszivja az energiat a fényben, gerjesztett allapotba keriil. A kdvetkez6 fazisban a kromofor
megszabadul az energiatol. Zold fényt bocsat ki.
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A z01d fluoreszkal6 fehérje 238 aminosavbol
all, egy hosszu lancot alkotva. A lanc véget
ér, ha elérte a lehetd leghosszabb sormintat.
A soron belil a strukturalt 65,66 és 67 alaku

aminosavak vegyi csoportja elnyeli az UV és
a kék fényt, és zolden fluoreszkal.

A meduzaban a GFP kromofor-ja egyszerlien alakitja 4t a kék fényt aequorin-bol zold
fénnyé. Ezért ragyog mas szinben a meduza és az aequorin.

Az a forradalmi a GFP-ben , hogy a fehérjének nincs sziiksége adalékanyagra a
ragyogashoz, ellentétben az aequorin-nal és mas foszforeszkalo fehérjékkel, melyek
folyamatosan igénylik az energia gazdag molekuldkkal valo ellatast. A GFP-t elég UV vagy
kek fénynek kitenni. A fény belép a sejtekbe €s talalkozik a GFP-vel, ami zolden vilagit. Ha a
kutatonak kémiai anyagot kellett hozzaadni, befecskendeztek a sejtbe — a folyamat amivel
megzavarja sejtet €s megneheziti a kivitelezést egy szabad szemmel nem lathat6 mérlegen.

Chalfie-nek van egy brilians otlete

Ennek az évnek a masodik kémiai Nobel-dijasa Martin Chalfie, aki 1988-ban hallott
el6szor a GFP-rdl a Columbia egyetem biologiai foszforeszkald organizmusainak
szeminariuman Nem York-ban. Amikor Chalfie hallott az izz6 fehérjérdl, nagyon
meglepddott.

Mindennapi munkéja kdzben milliméter hosszusagura osztotta a Caenorhabditis
elegans roundworm's gént, ez az egyik legbonyolultabb szervezet a f6ldon. Bar csak 959
sejtbdl all, de rendelkezik intelligenciaval, eloregszik és parosodik. Egyuttal az egy harmada
a roundworm's génnek

Osszefiiggd emberi gén. Végiil de nem utolsésorban az atlatszo C.elegans-t attetszo, ami
megkdnnyiti a kutatasat és tanulmanyozasat hagyomanyos mikroszkop alatt.

Az 1988-as szeminarium alatt, Chalfie rajott hogy a GFP egy fantasztikus eszkoz a
gylriisféreg fehérjéjének vizsgalatara. Az lenne a szerepe, hogy zolden izzon a gytlirtisféreg
kiilonb6z6 aktivitasu sejtjeiben.

Ahhoz, hogy teljesen ki tudjuk értékelni Chalfie otletét, tudnunk kell néhany alapvetd
tényt a sejt biologiarol. Ahogy az elébb emlitettiik,a kiilonbozo fehérjék kivitelezik majdnem
az egész munkat a sejtben, és tobb tizezer fehérje van a testiinkben. Bar mindegyik kiilonb6z6
szerepet tOlt be, az 0sszes fehérje egységesen épiil fel. 20 féle kiilonb6z6 aminosavat
tartalmaznak, ezek egy hosszl ldncba kapcsolddnak 6ssze. Ami megkiilonboztet egy fehérjét
a tobbitdl, az a lanc hossza, az aminosavak sorrendje, és hogy hogyan hajtodnak egymasra a
lancok.

Altalaban mindegyik fehérjének van egy gén leirasa. Amikor egy fehérje keletkezik
egy sejtben, a gén aktivalodik, aminek eredményeként 1étrejon a sejtben az igényelt fehérje.

Példaul, amikor egy nagy taska édességet ebédelsz és emiatt magas lesz a vércukor
szinted az inzulin gén a pancreatic  sejtekhez kapcsolodik. A testben minden sejtnek van
inzulin génje a sejt kozéppontjaban, de csak a béta sejtekre hat a vércukor szint és inditja meg
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az inzulin termelést. A kapcsolo a gén, a kezdeményez6, amelyik kozel van a génben a DNA-
hoz, forditott. Amikor a kezdeményezd aktivalja, elkezdddik az inzulin gén masolésa. ... Ez a
masolat sziikséges, hogy a sejt el tudja érni és el tudja olvasni a genetikai fénymasolatot.

Az inzulin gének masolatat atviszi a sejt kdzéppontbdl a sejt mithelybe, a
citoplazmaba. Ekkor a gén masolatat hasznalja mintaként az aminosavval egyiitt, a fehérje
inzulin képzéséhez. Az inzulin felszabaditja a vércukrot, ahol az hozzétapad az izmokhoz és a
zsir sejtekhez, amik a vérbol elnyelik ¢€s taroljak a cukrot.

Calfie otlete kapcsolatban allt azzal a génnel, ami a GFP-nek egy eltérd génjét
atforditja vagy mas génekkel mas fehérjékbdl, meg akarta nézni a sejtek génjeinek az
atfordito aktivitasat és latni akarta hol tér el a fehérjék eldallitasa. A zold fény jelként akar
hatni a valtoz6 eseményekre.

Egy varatlan felfedezés

Hogy letesztelje otletét, el kellett helyeznie a gént GFP-hez az Aequorea victoria
génallomanyaba. Par vizsgalat utan Chalfie rdjott hogy egy Douglas Prasher nevii kutato
Massachusetts-ben a Woods Hole Oceanographic Institution-ben mar elkezdte kutatni a GFP
gént. Chalfie besz¢lt Prasher-rel és megkérte, hogy vegye fel vele a kapcsolatot, ha sikertilt
elszigetelnie a megfeleld gént. A kutatasi nyelvben ezt hasonmas génnek nevezik. Egy kutatd
elszigetelt egy gént az organizmus génallomanybol, és a DNA technologia segitségével,
helyezt egy egysejtii organizmusban, amivel konnyebben sikeriilt. A kutatok altaldban a
kozonséges Escherichiacoli bélbaktériumot hasznaljak. Akkor tudnak eldallitani baktériumot,
ha a kiviilallo gén aktivélja a fehérje eléallitast.

Par évvel késébb Prasher kiildte a GFP gént Chalfie-nek. Chalfie ekkor egy diplomas
didkot, Ghia Euskirchen-t oktatja, a GFP eldallitasahoz sziikséges E.coli nyeréséért folytatott
kisérletek kozepette.

Egy honappal késébb Euskirchen hivta Chalfie-t. Sikeriilt neki! Végig tudtak kisérni
mikroszkop alatt, mikor az emlitett baktérium zold fénnyel izzott UV fény hatasara. Ez a
felfedezés az alapja a GFP mai forradalmi hasznalatanak. De a felfedezés maga teljesen
varatlan volt.

Az 1990-es évek elején altalanosan feltételezték a tuddsok, hogy a természetesen
fluoreszkald molekulak és pigmentek ( melyek a virdgoknak, halaknak €s egyéb élolényeknek
adjak sziniiket) kiilonb6z6 1épésekben alakulnak ki a sejtekben. Ezeknek a 1épéseknek
sziikségiik van egy fehérjére ellendrizni a kémiai termelddést. Rengeteg szakértd hitte, hogy
néhany kiilonbozo fehérjére van sziikség a kromofor eléallitasahoz a GFP-ben, de Chalfie és
Euskirchen kisérlete ramutatott ezen tétel hibassagara. Nincs tobb fehérje, mint amit a GFP
igényel.

A kovetkezo 1épésben Chalfie elhelyezte a gént amogott a kezdeményezé mogott,
mely aktiv a 6 érintéses receptor neuronokban a C.elegans-ban. Az eredményeket 1994.
februarjaban tették kdzz¢ Chalfie és kollégai egy tudomanyos folyoiratban. A leiras elején az
olvasok lathattak egy abrat a C.elegans-rol, melyben az érintd receptor neuronok fényes
z6lden izzottak.

Tsien készit egy palettat a szivarvany osszes szinével

Ez az a pont, ahol a Nobel-dij harmadik babérkoszortusa, Roger Tsien belépett. A
nagyszerli hozzéajarulasa a GFP forradalomhoz a kutatok palettdjanak kibdvitése volt sok-sok
Uj szinnel, melyek szintén izzottak, rdadasul hosszabb ideig és nagyobb intenzitassal.

El6észor is, Tsien tablazatot készitett arrol, hogy alakul a GFP kromofor kémiailag a
238-aminosav-hosszi GFP fehérjében. A kutatok azeldtt kimutattak, hogy 3 aminosav 65-67
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helyen van kémiai kolcsonhatasban egymassal, alakitva a kromofort. Tsien megmutatta, hogy
ez a kémhatas oxigént igényel, és megmagyarazta, hogy torténhet mas fehérjék segitsége
nélkiil.

A DNA technologia segitségével vette a kovetkezd 1€pést és kicserélt kiilonb6zo
aminosavakat a GFP egyes részeiben. Ez vezetett ahhoz, hogy a fehérje mindkettét elnyeli, és
a szinkép mas részeiben bocsatja ki a fényt. Az aminosav Gsszetételét kutatd kisérleteknek
koszonhetden Tsien ki tudta fejleszteni a GFP 4 valtozatat, mely még er6sebben és egészen
kiilonboz6 szinekben ragyog, igy mint a cian, kék és sarga.. Igy tudjak megfigyelni a kutatok
manapsag a kiilonbozo fehérjéket kiilonbozo szinekben, hogy nyomon kdvethessék koztiik a
kolesonhatasokat.

Egy szint azonban nem tudott Tsien eldallitani GFP-vel, és ez a piros. A piros fény
még konnyebben athatol a biologiai szoveten, és ezért kiilondsen hasznos a kutatoknak, akik a
sejteket és a szerveket kivanjak tanulmanyozni.

Ezen a ponton két orosz kutatd, Mikhail Matz and Sergei Lukyanov, zavarossagot
fedezett fel a GFP forradalmaban. Ugy kutattak a GFP-t, mint fehérjék a fluoreszkalod
korallokban és taldltak hat masik fehérjét, egy vordset, egy kéket és 4 fajta zoldet.

A kivant voros fehérje, a DsRed sajnos nagyobb és nehezebb volt, mint a GFP. A
DsRed négy aminosav lancbdl allt egy helyett, és kisebb része volt hasznosithato fluoreszkalod
jelnek a biologiai folyamatban. Tsien kutatd csoportja megoldotta ezt a problémat,
ujratervezték a DsRed-et, igy mar ez a fehérje is stabill és fluoreszkalasra képes, mint egy
egyediilalld6 aminosav lanc, mely konnyen kapcsolédik mas fehérjékhez.

Ett6] a kisebb fehérjétdl Tsien kutatd csoportja szintén fejlesztett fehérjéket beszeld
nevekkel, mint mPlum, mCherry, mStrawberry, mOrange és mCitrine, a ragyogasuk szine
alapjan. Szamos mas kutatok és cégek szintén kozremiikodtek a fluoreszkalo paletta szineinek
bévitéséhez. fgy mara, 46 évvel azutan, hogy megjelent Shimomura elsé irasa a GFP —r8l, van
egy kaleidoszkopja a GFP-nek, mint fehérjének, amely képes a szivarvany minden szinében
pompazni.

A ,,Brainbow”

A kutatok harmat hasznaltak fel ezek koziil a fehérjék koziil latvanyos kisérletiikben.
Egereken végeztek genetikai modositasokat, hogy eldallitsak a valtozo sarga, cian és voros
szinek 0sszegét, az agyukban 1év6 idegsejteken beliil. Ezen szinek kombinacidja hasonl6 a
szamitogép nyomtatoiban hasznaltakkal. Az eredmény az egér agyanak fluoreszkaldsa volt a
szivarvany szineiben. A kutatok nyomon tudtak kdvetni az idegrosttdl az egyéni sejtek stirii
halozatat az agyban. A kutatok ezt a kisérletet brainbow-nak nevezték el
(Brain=agy,Rainbow=szivarvany) .

Brainbow technikaval megfestett idegsejtek. A modszer a kiilonb6z6 szinii fluoreszeens fehérjék véletlenszerti
kombinalasan alapszik.
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GFP szenzor arzénhez és nehézfémhez

A z061d fluoreszkalo fehérjenek vannak biotechnolégiai alkalmazasai is, beleértve az arzén
érzékelését, még vizben is. Ez egy hatalmas probléma Dél-Kelet-Azsia egyes részein, ahol
természetesen fordul eld arzén, emberek sok ezreit mérgezve. A kutatok rendelkeznek genetikailag
modositott arzén-alld baktériummal, mely z6lden vilagit arzén jelenlétében. A tudosok 1étrehoztak
mas modositott organizmusokat is, hogy fluoreszkaljanak a robbanékony TNT vagy nehézfém, mint
példaul cadmium vagy horgany jelenlétében. Manapsag a jatékokban is gyakran talalkozhatunk GFP-
vel.

Egy megoldatlan rejtély

Amikor Osamu Shimomura tanulmanyozni kezdte a bioldgiailag fluoreszkal6 organizmusokat
a tengerben, meg akarta érteni, mi teszi 6ket ragyogdva. Ez egy tipikus példaja, hogy egy alapkutatas
egy varatlan tudomanyos forradalomhoz vezet. Am egy rejtély még megoldatlan maradt. Miért vilagit
az Aequorea victoria meduza? Sok organizmus €l a tengerben €s hasznal biologiai fluoreszkalo
fehérjét 0sszezavarni az ellenségét, élelmet vonzani, vagy a tarsat csabitani. De senki nem tudja, mi
késztette az Aequorea victoria meduzat, hogy kifejlessze a GFP-t és az aequorin-t.
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