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Abstract: Green fluorescent protein (GFP) isolated from marine organisms and its usages. Many marine organisms are
luminescent. The proteins that produce the light are primary light producers (aequorin or luciferase) and secondary proteins that
shifts the red light for better penetration into the ocean. Green fluorescent protein (GFP) which is a secondary protein has
extraordinary characteristics because of the fact that it is fluoroscent, has fluorophore made up of modified amino acid residues and
has 3D structure. GFP isolated from the jellyfish Aequorea victoria and the sea pansy Renilla reniformis functions as energy-
transfer acceptors in these organisms. In this study, the molecular structure of GFP that is isolated from marine organisms was
explained and its recently usage was discussed.
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Ozet: Cogu denizsel organizma liminesens dzelliklere sahiptir. Isik olusturan proteinler, primer Isik Greticiler (aequorin ya da
lusiferaz) ve denizde daha iyi nifuz etmesi igin kirmizi 15131 degistiren sekonder fotoproteinlerdir. Bir sekonder protein olan Yesil
floresans protein (GFP) floresans ézellikte olmasi, modifiye olmus amino asit kalintilarindan olusan floroforu bulunmasi ve Ug
boyutlu yapisi nedeniyle sira digi 6zelliklere sahiptir. Deniz anasi Aequorea victoria ve deniz meneksesi Renilla reniformis
tirlerinden izole edilen GFP, bu canlilarda enerji transferinde rol oynamaktadir. Bu ¢alismada, denizsel organizmalardan elde edilen
GFP’nin molekdler yapisi agiklanmis ve gliniimiizdeki kullanim alanlarina deginilmistir.

Anahtar Kelimeler: Aequorea victoria, Renilla reniformis, yesil floresans protein.

ekspresyonu rapor edilebilir,

protein-protein  etkilesimleri

Isik olusturan tlrlerin birbirinden bagdimsiz olarak evrimsel
atalardan kékenlendigi dustndimektedir. Bu organizmalardan
bazilar ilkel 151k Uretme reaksiyonlari olustururken, daha
sonra evrimlesenlerin ise renk degistirici sekonder proteinlere
sahip olduklari gérllmistir. Sekonder proteinlerden GFP,
denizsel organizmalardan izole edilen ve isik olusturan bir
proteindir. Bu protein, aequorin ya da lusiferaz gibi primer
proteinlerden aldi§i mavi 15131, dalga boyu daha kisa olan ve
daha uzak mesafelere ulasan yesil floresans Isiga
doniistlirmektedir.

1970'li yillarin ortalarinda kesfedilen GFP, ancak bilim
adamlar tarafindan genetik calismalarla ¢ogaltildiktan sonra
bir marker olarak kullanilmaya baglanmistir. Aequorea
victoria'dan elde edilen GFP’nin cDNA ve genomik klonlarinin
dizisi ilk olarak Prasher ve dig. (1992) tarafindan ortaya
cikarilmistir. GFP’nin bakterilerde fonksiyonel olarak eksprese
edilebilmesinin, hlicre ve molekiler biyolojide ilgi gekici
arastirmalara olanak saglayacagini ise Chalfie ve dig. (1994)
gdstermistir. GFP’nin (¢ boyutlu yapisinin ortaya gikariimasi
bu proteinin temel fotokimyasal 6zelliklerinin anlasiimasina
yardimci olmustur. Bu yapinin ortaya ¢ikariimasi ile bir cok
arastirma laboratuari 1s1k yayan proteinler, 6zellikle de GFP ile
onun mutantlari Uzerinde yapisal c¢alismalar ylritmeye
baslamistir. GFP ile etiketlenen proteinler tanimlanip yerleri
belirlenebilmekte ve boylece hiicre baglantilari izlenebilir, gen

gozlenebilir ve sinyal olusturan olaylar ortaya cikarilabilir
duruma gelmektedir. Buglne kadar GFP bakteriler, mayalar,
civik mantarlar, bitkiler, Drosophila, zebra baligi ve memeli
hiicrelerinde eksprese edilmistir.

GFP’nin in vivo’da Rolii

Deniz anasi Aequorea victoria ve deniz meneksesi Renilla
reniformis gibi biyoliminesens &zellikteki birgok sdlenter, yesil
floresans protein sayesinde yesil 1s1k yayar.

GFP, A. victoria'da Ca?* ile aktive olmus fotoprotein ve
R. reniformis'de lusiferaz-oksilusiferin kompleksinden enerii
alarak enerji-transfer edici olarak gorev yapar.

Mekanik bir uyarilma ile A. victoria yesil 1sik yaymakla
birlikte, kalsiyum ile uyarilmig aequorinin, A. victorignin
fotositlerinden izole edildiginde ise yesilden daha ¢ok mavi
Isik olusturdugu belirlenmistir. GFP, aktive olmus aequorinden
enerji alan sekonder floresans proteindir. Aequorin 21.4
kDa'luk bir apoprotein, molekiller oksijen ve sdlenterazin (423
molekiler agiriga sahip imidazol bir bilesik) kompleksidir.
Aequorin Ca? ile aktive oldugunda sdlenterazinin, uyariimis
durumdaki  sélenteramide  oksidasyonunu  katalizler.
Sdlenteramid 470 nm’de 11k yayarak (izole edilmis aequorin
tarafindan meydana getirilen mavi isik) temel duruma geri
déner. in vivo'da uyarimig durumdaki sélenteramidden
(aequorin ve Ca?* ile birlesmis) GFP’'ye dogru bir enerji
transferi gergeklesir ve boylece yesil floresans olusur.
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Sekil 1. A. victoria'da biyoliminesens olayi (Ca*2 ile uyarilan aequorinden GFP’ye enerii transferi) (S.Inouye ve F. I. Tsuji, 1996).

A.victoria'daki GFP’nin Temel Bazi Ozellikleri

Aequorea GFP ve Renilla GFP’sinin  evrimsel iligkisi
bilinmemektedir, ¢linkli Renilla GFP’sinin amino asit dizisi
henliz tespit edilememistir. Aequorea GFP’sinin primer yapisi
cDNA dizisi analizi ile ortaya gikariimistir. Aequorea GFP’si,
molekuler agirhig 27 ile 30 kDa arasinda degisen, 238 amino
asitlik bir proteindir ve dogal olarak meydana gelen birgok tipi
vardir. Dogal GFP sulandiriimis solisyonlarda (2 mg/mL’nin
altinda) monomeriktir ve konsantre sollisyonlarda (5
mg/mL’nin Ustlinde) dimeriktir. in vivo'da dimerik GFP’nin
meydana gelip gelmedigi henlz bilinmemektedir.

GFP, geri dontsimlli olarak floresans olmayan bir
proteine denatire olabilir. Ayrica pH ve 1s1 degdisimlerine karsi
kararli bir proteindir. Proteolitik sindirime kargi da oldukca
direnglidir. Bu sira digi kararliigi siki tersiyer yapisindan
kaynaklanmaktadir.

GFP Kromoforu

GFP, diger floresans proteinlerden farkli ézelliklere sahiptir.
Cunka floroforu ayri olarak sentezlenmeyen bir prostetik grup
olup, polipeptit zinciri modifiye olmus amino asit kalintilarindan
meydana gelmigtir.

!

Kromoforun Kimyasal Yapisi

Saflastirlmis GFP’nin, papain ile proteolizi sonucu olugan
hekzapeptitin analizi ile kromoforun, i¢ kisminda Ser-Try-Gly
(serin, tirozin, glisin) dizisinden meydana geldigi belirlenmigtir.
Aequorea ve Renilla'dan elde edilen hekzapeptitlerin amino
asit dizileri agagidaki gibidir.

Aequorea: FSYGVQ (Fenilalanin, serin, tirozin, glisin, valin,

glutamin)
Renilla: FSYGDR (Fenilalanin, serin, tirozin, glisin, aspartat,
arjinin)

Kromofor,  p-hidroksibenziliden-imidazolidon'dur  ve

GFP’nin 65-67 (Ser-dehidro Tyr- Gly) kalintilarindan meydana
gelir. Bu kalintilarin halka olugturmus omurgasi imidazolidon
yapisini olusturur. SYG (serin, tirozin, glisin) amino asit dizisi
diger proteinlerde de bulunmasina karsin, bunlarin higbirinde
ne halka olusumu gézlenir, ne tirozin oksitlenir ne de bu
proteinler floresans yapar.

Kromoforun biyosentezi

Kromoforun biyosentezinde ilk basamak Ser65'in karbonil
grubu (zerine Gly67’'nin  amino  grubunun  nikleofilik
baglanmasidir. Daha sonra suyun ayriimasiyla imidazolidon
halkas! olusur. ikinci basamakta ise Tyr66'nin Caffa-Cbeta bag
oksitlenir.

Sekil 2. Aequorea victoria GFP’sinden elde edilen papain tirevli kromofor peptidin kimyasal yapisi (Cody, C. W. ve dig., 1993).
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Sekil 3. Kromoforun biyosentezi (R. Heim ve dig., 1994).

GFP’nin Absorpsiyon ve Floresans Emisyon Spektrumu
Denatiire  olmus GFP floresans &zellikte degildir ve
absorpsiyon spektrumu belirgin bir sekilde dogal GFP'den
farklidir. Bunun nedeni; kromofor ve onun gevresinin kovalent
olmayan etkilesimlerinin, spektral 6zellikleri Gizerine blyUk bir
etkisinin olmasi ve floresansin, GFP'nin tersiyer yapisindaki
kromofora yakin amino asitler tarafindan meydana
getirimesidir.

A. victoria'dan elde edilen dogal GFP’nin absorpsiyon
spektrumu 395 nm ve 470 nm'de olmak (zere iki
maksimuma sahiptir. Floresans emisyon spektrumunun ise
509 nm’de pik yaptigi ve 540 nm’'ye dogru dlsus gosterdigi
goraldr.

E. colide meydana gelen rekombinant A. victoria-GFP,
benzer spekiral Ozelliklere sahiptir. R. reniformis-GFP’nin
absorpsiyon spektrumu ise farkli olmakla birlikte, emisyon
spektrumu benzerdir.
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Sekil 4. A. victoria'dan elde edilen GFP’nin uyarilma ve emisyon spektrumlari
(M. Chalfie ve dig., 1994).

Forster Dongiisii
GFP merkezinde Férster déngiisi meydana gelir. Bu dongu
Sekil 5'te gdsteriimektedir.
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$Sekil 5. Forster donglist (D. C. Youvan, M. E. Michel-Beyerle, 1996).



Tyr66 hidroksil formda (sol Ustte) ise florofor 395 nm’de
15191 absorplarken, fenolat formda ise (sol altta) ancak 470
nm'de 15131 absorplamaktadir. Fenoller uyariimis durumda
temel durumdan daha ¢ok asidik olduklari icin, protonlu
uyariimis formdaki florofor (sag Ustte), floresans dzellikteki tek
tir olan uyarilmis fenolata (sag altta) dontstr ve 509 nm'de
stk verir. Ozet olarak, ddngiide florofor bir proton absorplar,
sonra protonunu kaybederek bir foton yayar ve son
basamakta bir proton alarak temel duruma geri déner.

Yabani tip GFP ve GFP’nin S65T (proteinin 65. sirasinda
bulunan serinin, triptofana déntsmesi ile olusan tipi) tipinin
yapisi X-i1sini kristalografisiyle ¢ozildukten sonra, Forster
dongusu ve bazi GFP tiplerinin 3 boyutlu yapisi anlagiimistir.

GFP’nin 3 Boyutlu Yapisi

Yang ve di§. (1996), rekombinant yabani tip A. victoria
GFP’sinin kristal yapisini ortaya ¢ikarmiglardir. A. victoria
GFP’sinin S65T tipinin 3 boyutlu yapisi ise Ormé ve dig.
(1996) tarafindan tayin edilmistir.

Sekil 6. GFP'nin (¢ boyutlu yapisi (M. Carson, 1987).

GFP, yeni bir protein katlanma 6zelligi g6stermektedir.
Bu yapi Yang ve dig. (1996) tarafindan beta-figi olarak
adlandiriimigtir. Proteinin digindaki 11 adet beta ipligi cok siki
bir silindir olusturmustur. Beta yapisinin iginde alfa-heliks
vardir ve bunun ortasi kromofordur. Ayni zamanda proteinin
u¢ kisimlarinda da kisa helikal segmentler bulunmaktadir.
Silindir yaklasik 30 A gapinda ve 40 A uzunlugundadir.

Molekiilin merkezinde kromoforun ¢ok siki bir sekilde
baglanmasi ve bu sayede hacim genislemesinin dnlenmesi,
GFP'nin bazi 6zelliklerini agiklayabilir:

- GFP denatirasyona karsi ¢ok direnglidir (90 C'de 6 M
guanidium hidroklorit ile muamele edildiginde ya da pH<4 ve
pH>10)

- N- ucundan Met (metionin)'nin ya da C- ucundan
yediden fazla amino asitin gikarilmasi toplam floresans
kaybina neden olur ve florofor zarar gérmese de protein
absorpsiyon 6zelligini yitirir. Cok kiiglik bir pargasinda hata
olsa bile beta-figi yapisi olusturulamaz.

- GFP, N- ya da C- ucundan bir diger protein ile
birlesebilir. Birlestigi taktirde beta-figi yapisinin yiizeyi oldukga
esnek oldugu icin GFP’nin yapisi bozulmaz.

Katlanma Modeli

Sekil 7°de proteinin katlanma modeli gdsterilmistir. Beta-
iplikler ok bigiminde, alfa-heliksler silindirik yapida ve baglayici
dugimler ise siyah iplikler seklinde gdsterilmistir. ikincil
yapisal elementlerin basinda ve sonunda amino asit
kalintilarinin numaralari verilmistir.

Ormd ve dig. (1996) S65T tipi icin temel olarak benzer
modeli bulmuglardir. Bunun yaninda N- terminalde kisa alfa-
heliks, 6. ve 7. beta-iplikleri arasindaki heliks yerine bir ilmik
oldugunu iddia etmektedirler.

$Sekil 7. GFP'nin katlanma modeli (M. Carson, 1987).

Sisteinler

3. beta-iplikte Cys48 ve icteki helikste Cys70 olmak iizere iki
sistein vardir, bunlar disiilfit bagi olusturmazlar. Cys48 kismen
cbzgenlere maruz kalabilir, ancak Cys70 proteinin merkezine
gémaladir. Bu yapidan dolayr GFP’nin floresans &zelligi,
sodyum ditiyonit gibi glcll indirgeyici ajanlar ile geri
doénusumlu olarak kaybolabilir, ancak beta-merkaptoetanol
(BME), ditiyotreitol (DTT) ya da indirgenmis glutatyon (GSSG)
gibi zayif indirgeyici ajanlar ile muamele edildiginde
kaybolmaz. Buna kargin sulfidril ayiraci ditiyobisnitrobenzoik
asit ile muamelesi, floresansi geri dénlisiimsUz olarak ortadan
kaldirabilir. Serbest sistein kalintisi floresans igin gerekli
olabilir.

Sekil 8. GFP'nin U boyutlu yapis igindeki sistein amino asitlerinin konumlari
(Inouye, S. ve Tsuiji, F.I., 1994).

Triptofan floresansi

GFP, kromofordan (iistte) 13 ile 15 A uzakta bulunan serbest
bir Trp57 (triptofan57)'ye (altta) sahiptir. Trp57, Phe64
(fenilalanin64) ile Phe46 (ortada) ile kromofordan ayrilir ve
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Trp57°nin halka sisteminin uzun ekseni kromoforun uzun
eksenine paralel durumdadir. Bu nedenle, Trp'dan kromofora
etkin bir enerji transferi gergeklesmekte ve bu nedenle ayri bir
triptofan emisyonu gézlenmemektedir.

Sekil 9. GFP yapisindaki kromofor, fenilalanin ve triptofanin konumlari (M.
Ormd ve dig., 1996).

GFP’nin Kullanildigi Alanlar
Dogal GFP ile absorbsiyon ve emisyon spektrumlari benzer
olan rekombinant GFP gunimize kadar bakteriler,
nematodlar, bdcekler ve memeli hlcreleri gibi birgok canlida
eksprese edilebilmistir. Bu sayede in vivo'da gozlenemeyen
birgok olay ortaya ¢ikariimistir. Oregin Drosophila’da, bicoid
mRNA lokalizasyonu igin gerekli exuperantia geninin dretimini
belilemek icin Wang ve di§. (1994) GFPyi kullanmiglardir.
Nancy Hopkins ve calisma arkadaslari (1995) GFP'yi zebra
baligi embriyolarinin gelisimi sirasinda gen ekspresyonun
ozelliklerini gdzlemek igin kullanmiglardir. Bir arastirmada
(Chishima ve dig., 1997) ise insanlardaki karaciger kanserinin
metastazini izlemek igin GFP kullaniimigtir. Bu ¢alismalar,
kobay olarak findik fareleri Uzerinde gergeklestirilmistir. GFP-
S65T cDNA ile transfekte edilmis kanserli hiicre dizisi ¢ok
parlak bir yesil sk CGrettigi icin kolay bir gsekilde
belirlenebilmistir. GFP transfekte edilmis kanserli karaciger
hicreleri  baglangigta  farelerde  inklbe  edilir  ve
transplantasyondan 5 hafta sonra, timér 1 ¢cm ¢apina ulasip,
cok parlak GFP floresansine sahip hale gelir. Bdylece
metastaz rahatlikla gdzlenebilir. GFP ile transfekte edilmis ve
edilmemis timar, benzer metastatik ozellikler gdsterir ¢linki
GFP ekspresyonu metastaz (zerine etkili degildir. 1999
yilinda Yang ve dig. tarafindan yapilan bir ¢alismada hamster
ovaryum hicrelerinde ifade edilen kararli, yiksek dlzeyde
GFP bu hayvanlardaki hiicre dizilerinin metastatik
davraniglarini izlemek igin kullanilmistir. GFP, Wysocka ve
Krawczyle (2000) tarafindan stresle indiklenen hsp70 fare
geni promotorunun aktivitesini izlemek igin bir marker olarak,
Chudakov ve Lokyanov (2003) tarafindan ise canli
hicrelerdeki protein lokalizasyonu ve hareketini belirlemek i¢in
kullanilmistir.

Bitkiler (lizerine yapilan arastirmalara baktigimizda;
Steve Kay (Virginia Universitesi) sirkadiyen ritimlerin

transkripsiyonel ~ kontrollini incelemek icin  GFP le
calismalarini ydrGtirken, Scripps Arastirma Enstitiisi’'nden
Curtis Holt ve Roger Beachy enfekte olmus ttin bitkilerindeki
rekombinant virislerin  yayilimini  izlemek igin  GFP'yi
kullanmiglardir. GFP’nin raportér olarak kullanimi, transgenik
bitki dokularini in vivo'da herhangi bir gelisim basamaginda
izlemeye olanak saglamistir. Bunun i¢in Remans ve dig.
(1999) tutinde S65T (sGFP)yi kullanmistir. Ottenschlager ve
dig. (1999) daha parlak floresans Ozellik gdsteren GFP
geninin mutanat formlarini (GFP4, GFP5ER, GFP4S65C) elde
ederek, titin ve Arabidopsis thaliana gibi bitkilerin polen
gelisimi in vitro'da gozleyebilmiglerdir. Tutlin ve Arabidopsis’in
olgunlasmamis polenleri farkli gelisim basamaklarinda izole
edilip, GFP igeren plasmidlerle borbardiman edilerek kiiltiire
alinmigtir.  Bu sekilde GFP ekspresyonu olgunlasma,
cimlenme ve polinasyon sirasinda her giin gézlenmistir. Son
yllarda GFP transgenik bitki ve hayvanlara gen aktariminda
marker olarak da kullaniimaktadir. Ornegin aycicegine, GFP
geni tasiyan Agrobacterium geni aktarildiktan sonra,
transforme olmus dokularin kolayca tespit edilebilen parlak
yesil floresansi sayesinde optimal bir rejenerasyon ve
transformasyon iglemi diizenlenmigtir (Miller ve dig., 2001).
Elvang ve di§. (2001), ortamda klorofenol bulunmasiyla
gelisimi artan bir bakteri olan Arthrobacter chlorophenolicus ile
bir arastirma gergeklestirmiglerdir. Bakterinin bu 6zelliginden
yararlanilarak, GFP ve lusiferaz geni ile etiketienmis bakteri
hiicreleri klorofenol seviyesi ylksek topradin tespit edildikten
sonra  temizlenmesi igin  kullanlmigtir.Sonug  olarak,
kesfedildikten gok kisa bir stire sonra bu kadar genis kullanim
alani bulunan GFP’nin dniimiizdeki yillarda daha ¢ok yeni
kullanim alanlarinin bulunacagdi ve Ulkemiz denizlerinde de
gelisen bircok deniz organizmasinin farkli amaglar igin
degerlendirilmesi yonlnde galismalarin baglatiimasi gerektigi
inancindayiz.
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