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Zielone biatka fluoryzujace

Drozdze (Saccharomyces cerevisiag);
biatko Hog1, wyznakowane GFP.

W nieobecnosci stresu hiperosmotycznego
biatko jest réwno roziozone w cytoplazmie.

Nagrode Nobla z chemii w 2008 r. otrzymali Osamu
Shimomura, Martin Chalfie i Roger Y. Tsien (wszyscy
z USA) za badania nad zielonym biatkiem fluoryzuja-
cym (GFP - Green Fluorescent Protein).

Biatko to zostato odkryte podczas badan nad bioche-
micznymi mechanizmami luminescencji jamochtonéw
wystepujacych w Oceanie Spokojnym i wyizolowane z me-
duzy Aequorea victoria przez Osamu Shimomure w 1962 r.
W r. 1994 Martin Chalfie wprowadzit sekwencje kodujaca
GFP do dwdch innych organizméw: bakterii Escherichia
coli oraz nicienia Caenorhabditis elegans, tak otrzymujac
funkcjonalne biatko, ktére wkrotce znalazto szerokie
zastosowanie w biologii molekularnej. W kolejnych latach
Roger Y. Tsien wprowadzit do dzikiej odmiany GFP mo-
dyfikacje majace na celu zwiekszenie wydajnosci floure-
scencji, skrocenie czasu dojrzewania oraz poszerzenie
palety kolorystycznej.

Pierwszym wyizolowanym z A. victoria biatkiem byta
akworyna, swiecaca na niebiesko pod wptywem wzbudze-
nia ultrafioletem. Jednakze s$wiatto emitowane przez A.
victoria nie ma zabarwienia niebieskiego, lecz zielone.
Idac za tym tropem Shimomura i wspotpracownicy znalezli
drugie biatko, wspotwystepujace z akworyna: zielone
biatko fluoryzujace — GFP. Odkryli, ze ulega ono wzbudze-
niu, na zasadzie zjawiska Férstera, wskutek oddziatywania
z akworyng. Maksimum emisji akworyny przypada
dla A=470 nm, zas$ jedno z maksimoéw absorpcji zielonego
biatka fluoryzujacego wystepuje przy A=480 nm. Dzigki temu
energia emitowana przez wzbudzong akworyne (donora)
jest przekazywana do GFP (akceptora), kitére z kolei
oddaje energie na sposéb promienisty, fluoryzujac na zielo-
no, Amax=509 nm. Wydajnos¢ kwantowa tego zjawiska
jest stosunkowo wysoka: 0,72. Efekt ten, okreslany jako
FRET (Fluorescence (Forster) Resonance Energy Transfer),
ma szerokie zastosowanie w badaniach biologicznych
z uzyciem mikroskopii fluorescencyjnej.

Zielone biatko

fluoryzujgce jest
monomerem

o masie 27 kDa,
sktadajacym  sie

Z pojedynczego
tancucha polipe-
petydowego
o dtugosci
aminokwasoéw.
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scencyjne za-
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(p-hydroksybenzy-
lideno-imidazoli-
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w wyniku cykliza-
cji trzech amino-
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Gly) w pozycjach
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fot. Elzbieta Petelenz & Emma Eriksson
Centre for Biophysical Imaging, Dept. of Physics,
University of Gothenburg, Géteborg, Sweden. 5.7 tancucha
polipeptydowego, a nastepnie ich reakcji z tlenem
czasteczkowym. Chromofor ten jest bardzo stabilny,
poniewaz znajduje sie wewnatrz beczutkowatej struktury,
zbudowanej z 11 antyréwnolegtych arkuszy .

W 1992 r. Martin Chalfie wprowadzit gen kodujacy
GFP, pochodzacy od A. victoria, do dwdéch innych orga-
nizméw: bakterii Escherichia coli i nicienia Caenorhabditis
elegans, otrzymujgc mutanty z obcopochodnym GFP.
W ten sposdb wykazat, ze zielone biatko fluoryzujace
moze ulec ekspresji w dowolnym organizmie, zaréwno
eukariotycznym, jak i prokariotycznym, bez dodatkowej

obrobki enzymatycznej ani udziatu kofaktorow specyficz-
nych dla A. victoria. To odkrycie zrewolucjonizowato
wspéiczesng biologie molekularng, gdyz dostarczyto
narzedzia do nieinwazyjnego badania licznych proceséow
zachodzacych w komérce.

Po wprowadzeniu
do genomu sekwenciji
kodujacej GFP, kon-
trolowanej przez od-
powiedni  promotor,
zamiast sekwencji ko-
dujacej biatko bada-
ne, mozna otrzymac
zielone biatko fluory-
zujace w ilosci odpo-
wiadajace;j ilosci biatka
badanego, proporcjo-
nalnej zarazem do ak-
tywnosci danego pro-
motora. Z kolei, wpro-
wadzajac sekwencje
kodujacg GFP tuz
obok genu kodujace-
go biatko badane
(przed kodonem
STOP), mozna otrzy-
mac¢ biatko fuzyjne sktadajace sie z GFP potaczonego
z biatkiem badanym.

Elzbieta Petelenz:
— Odkrycie GFP zrewolucjoni-
zowato biologie molekularng.

fot. ze zbioréw autorki

Drozdze (Saccharomyces cerevisiae); poréwnanie
sytuacji: no stress i stress. Pod wptywem stresu
hiperosmotycznego GFP Hog1 koncentruje sie

w jadrze komérkowym.

fot. Elzbieta Petelenz & Emma Eriksson

Centre for Biophysical Imaging, Dept. of Physics, University
of Gothenburg, Géteborg, Sweden.

Obecnos¢ znacznika, jakim w tym przypadku jest GFP,
nie wydaje sie wptywac na zachowanie biatka badanego,
co umozliwia $ledzenie lokalizacji takiej hybrydy
przy uzyciu mikroskopii fluorescencyjnej. Dodawanie
kolejnych znacznikbw w réznych kolorach pozwala
na sledzenie kilku proceséw réwnoczesnie. Roger Tsien
wnidst zasadniczy wkiad w ten aspekt zagadnienia
poszerzajac palete barw oraz ulepszajac wtasciwosci
fizyczne i biochemiczne tychze biatek fluoryzujacych.
Przyktady tutaj przytoczone stanowig jedynie czastke
mozliwych zastosowan tych biatek’.
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'z uwagi na charakter PAUzy Akademickiej nie zamieszczamy
odnosnikéw do literatury naukowej podanych przez Autorke
(Red). Wiecej informacji o GFP mozna znalez¢ np. pod adresem:
http:/nobelprize.org/nobel prizes/chemistry/laureates/2008/sci.html




