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Swiecqce bialko
— Nobel 2008

Tegoroczna Nagroda Nobla przyznana w dziedzinie chemii jest bardzo...
biologiczna. Laureatami zostali trzej naukowcy: Osamu Shimomura,

Martin Chalfie i Roger Y. Tsien.
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ierwszy z noblistow wyizolowal biatko

wykazujace fluorescencje ze stulbio-

ptawa Aequorea victoria. Biatko to na-
zwano green fluorescent protein, czyli
w skrocie GFP. W $wietle ultrafioletowym
Swiecilo ono na zielono. Shimomura
w swoich badaniach naukowych zajmowat
si¢ bioluminescencja, czyli Swieceniem zy-
wych organizmdéw. Meduzy tego gatunku
wytwarzaja zielone $wiatlo w niewielkich
organach, umieszczonych na brzegu dzwo-
nu. Jedli kilkadziesiat takich meduz pokroi
si¢ 1 przepusci przez specjalng gaze, otrzy-
mamy plyn wykazujacy stabe $wiecenie.
Osamu Shimomura postawil sobie za cel
wyizolowanie $wiecgcej substancji. Byto to
zajecie niewiarygodnie pracochtonne. Oce-
nia si¢, Ze tegoroczny noblista zebrat i ,,zu-
zyl” ponad milion meduz! Jednym z naj-
wazniejszych odkry¢ bylo stwierdzenie, ze
do luminescencji konieczny jest waph. La-
czy sie on z biatkiem - ekworyna, ktora
wtedy emituje niebieskie $wiatto. To §wia-
tlo jest absorbowane przez GFP, ktore
w efekcie emituje nikle, jasnozielone $wia-
tlo, jesli oswietli si¢ je Swiattem widzial-
nym, a bardzo zywa zielen po naswietleniu
ultrafioletem.

Wyizolowanie biatka samo w sobie nie
bytoby jednak warte Nagrody Nobla, wszak
biatka izoluje si¢ ,,co chwile”. Istota GFP
jest mozliwos$¢ jego uzycia jako markera.
Jako pierwszy na taki pomyst wpadl Do-
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uglas Prasher: jesli GFP udatoby si¢ w ko-
morce polaczy¢ w jaki§ sposob z innym
biatkiem, dajmy na to z hemoglobing, to
tak powstate biatko hybrydowe by $wiecito,
a wiec mielibySmy mozliwos$¢ jego wykry-
wania 1 lokalizacji. Moze wiec sprobowac
potaczy¢ sekwencje kodujaca biatko GFP
i hemoglobiny, tworzac jeden gen (np.
przed kodonem stop sekwencji kodujace;j
hemoglobing wstawi¢, w zgodnej fazie,
fragment DNA kodujacy GFP)? W konse-
kwencji powstanie bialko fuzyjne, ktore
po o$wietleniu §wiatlem UV bedzie wyka-
zywaé zielona luminescencje, pozwalajac
na wykrycie hemoglobiny. OczywiScie he-
moglobing mozna wykry¢ znacznie fatwiej,
ale istnieje wiele bialek, ktorych lokalizacji
w komorce nie da si¢ ustali¢ wezesniej do-
stepnymi sposobami. Wiele z nich petni
niezwykle istotne zadania, uczestniczac
w tak waznych procesach jak np. regulacja
ekspresji gendéw czy transport innych bia-
tek do specyficznych kompartymentéw ko-
moérkowych. Dlatego odkrycie tegorocz-
nych noblistow jest tak wazne. Stalo si¢
bowiem kluczem do poznania mechani-
zmOw ekspresji genéw oraz losdéw bialek
w komorkach.

Ale dlaczego akurat GFP? Po pierw-
sze, jest to bialko niewielkie, co ma duze
znaczenie, poniewaz niebezpieczenstwo, ze
GFP zmieni wlaSciwosci biatka, do ktorego
jest dotaczone, jest mniejsze. Po drugie, ja-
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ko niewielkie biatko moze w miare tatwo
przemieszcza¢ si¢ wewnatrz komorki.
Po trzecie, w odrdznieniu od innych tego
typu biatek, w srodowisku tlenowym do flu-
orescencji GFP nie sa potrzebne inne
zwiazki czy pierwiastki (tak jak wapn
w przypadku ekworyny u meduz czy ATP
w przypadku lucyferazy u Swietlikow),
a wiec do wizualizacji wystarczy naswietle-
nie komorek promieniami UV.

Douglas Prasher pracowal nad mozli-
woScia zastosowania GFP do wykrywania
komorek rakowych. Potrzebny byt jednak
marker, charakterystyczny wylacznie dla
nowotworowych komoérek. Ich wizualizacja
bylaby poteznym narzedziem w walce z no-
wotworami, w ktérych komoérkach mozna
by fatwo taki marker wykry¢. Wielka zastu-
g3 Prashera bylo réwniez zlokalizowanie
genu kodujacego GFP u Aequorea victoria,
sklonowanie go w bakteriach, zsekwencjo-
nowanie i opisanie sekwencji aminokwaso-
wej GFP.

Drugi z tegorocznych laureatéw — Mar-
tin Chalfie — wykorzystal GFP w bada-
niach molekularnych. Chciat on uzyé GFP
jako markera, konstruujac geny, w ktorych
sekwencja kodujaca GFP jest potaczona
funkcjonalnie (w sposdb umozliwiajacy
syntez¢ w komoérce gospodarza GFP)
z promotorem odpowiednim dla komorki,
do ktorej taki konstrukt wprowadzano. Ze-
spotowi Chalfiego udalo si¢ skonstruowac
geny umozliwiajace wytwarzanie GFP
w komorkach pateczki okre¢znicy (Escheri-
chia coli) i nicienia Caenorhabditis elegans.
Otrzymane transgeniczne organizmy Swie-
cily na zielono po naswietleniu $wiatlem
ultrafioletowym o odpowiedniej dlugosci
fali. Niewiele pozniej ekspresje genu dla
GFP udato si¢ rowniez uzyska¢ w komor-
kach drozdzy, owaddéw i ssakow.

Trzeci nagrodzony naukowiec — Roger Y.
Tsien — w znaczacy sposob przyczynit sie
do zrozumienia dziatania GFP oraz rozwoju
technik zwigzanych z zastosowaniem GFP.
Stwierdzit on, ze biatko nie fluoryzuje w wa-
runkach beztlenowych. To jego zespolowi
udalo si¢ otrzyma¢ mutanty o fluorescencji

silniejszej niz naturalna, a takze o fluore-
scencji w innych kolorach niz zielony czy wy-
wolywanej przez S$wiatlo niebieskie, a nie
przez $wiatto UV. To ostatnie jest szczegdl-
nie wazne, bowiem naswietlanie komoérek
Swiattem ultrafioletowym nie jest dla nich
obojetne, co w znacznym stopniu ogranicza
mozliwo$¢ prowadzenia obserwacji przyzy-
ciowych. W oparciu o prace innych naukow-
cow Tsien wniost roéwniez wielki wkiad
w zbadanie wta$ciwosci biatka fosforyzujace-
go na czerwono, tzw. DsRed fluorescent pro-
tein, uzyskanego z koralowca Discosoma.
W ten sposOb nauka otrzymata kolejne na-
rzedzie, dzieki ktoremu mozliwa jest wizuali-
zacja kilku zwiazkdw rownoczesnie.
Obecnie znamy wiele bialek fluory-
zujacych w roznych kolorach. Dlaczego
ich znaczenie jest tak wielkie? Przede
wszystkim ze wzgledu na powszechnosS¢
i wieloS¢ zastosowan. Jednym z najcze-
Sciej przytaczanych przyktadow jest obra-
zowanie neurondw. Metoda ta, nazwana
,Brainbow”, umozliwia obserwacje fluory-
zujacych w roznych kolorach, pojedynczych
komorek nerwowych, polaczen miedzy ni-
mi czy defektéw wystepujacych w przypad-
ku schorzen uktadu nerwowego. Mozna
rowniez bada¢ poszczegélne neurony lub
obszary mdzgu, uaktywniajace si¢ w wyni-
ku zadziatania bodzca. Innym bardzo waz-
nym zastosowaniem jest wykorzystanie flu-
orescencji w badaniach nad rozwojem
nowotworéw. W tym przypadku wykorzy-
stuje si¢ myszy, ktérym implantuje si¢ ko-
morki nowotworowe z wklonowanym ge-
nem biatka fluoryzujacego. Mozna
nastgpnie obserwowac przebieg metastazy,
czyli przerzutéw komorek nowotworowych
w badanym organizmie. Biatka fluoryzuja-
ce wykorzystywane sa rOwniez w badaniach
nad malaria. Za pomoca metod fluore-
scencyjnego znakowania gonad mozna od-
rozni¢ larwy samcow i samic. Metody flu-
orescencji wykorzystuje si¢ rdwniez
do badania cyklu komdrkowego. Umozli-
wiaja one bowiem rozpoznanie fazy cyklu,
w ktorej znajduje sie komorka. I tak za po-
moca metody nazwanej Fucci (ang. fluore-
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scent, ubiquitination-based cell cycle indica-
for) mozna odr6zni¢ komorki w fazie repli-
kacji (sa zotte) od tych, ktore sa w fazach
G1 (czerwone), S (zielone) i G2 (niewybar-
wione). Zastosowan bialek fluoryzujacych
jest oczywiscie znacznie wiecej. Wymienili-
Smy tu tylko kilka najwazniejszych.
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Fluorescencja jest zatem metoda obra-
zowania procesow zachodzacych w ko-
morkach, tkankach i organach. Na tym
poziomie organizacji zywych organizmow
podstawowym narzedziem badacza jest
mikroskop. W tym przypadku — mikroskop
fluorescencyjny lub mikroskop konfokalny.

Fot. 1. Jadro pierwszorzedowego oocytu myszy. Chromatyna wybarwiona jodkiem propidyny (czerwona), acetylowany
histon H3 wyznakowany na kolor zielony, nowosyntetyzowany RNA wyznakowany na kolor niebieski. Fot. M. Meglicki
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Mikroskop fluorescencyjny jako Zro-
dta §wiatta uzywa lampy rteciowej. Prepara-
ty sa wybarwiane barwnikami fluoryzujacy-
mi, czyli fluorochromami (np. fluoresceina,
rodamina, DAPI). Zawieraja endogenne
substancje fluoryzujace (lipofuscyny, porfi-
ryny, chlorofil), wklonowane biatka takie
jak wtasnie GFP czy DsRed, badz tez sa
znakowane przeciwcialami sprzezonymi
z fluorochromem (metody immunologicz-
ne). W efekcie mozna obserwowaé obraz,
w ktorym Swiecenie Swiadczy o obecnosci
poszukiwanych przez badacza czasteczek.
Kolor fluorescencji zalezy od wtasciwosci
substancji fluoryzujacej. Mikroskop fluore-
scencyjny jest wyposazony w szereg filtrow:
— filtr przepuszczajacy jedynie promienio-

wanie UV o pozadanej dtugosci fali

(tzw. filtr wzbudzenia),

— filtr absorbujacy promieniowanie ciepl-
ne (podczerwien),

— filtr umieszczony w tubusie lub okula-
rze, pochianiajacy ultrafiolet i chroniacy

w ten sposOb oczy osoby badajacej pre-

parat (tzw. filtr barierowy).

Laserowy skaningowy mikroskop
Swietlny, powszechnie zwany mikrosko-
pem konfokalnym lub tez wspoéltogni-
skowym, jest jednym z nowszych typow
mikroskopow Swietlnych. Roézni sie
od innych typéw mikroskopow tym, ze Zro-
dtem Swiatta jest laser, a najczesciej mikro-
skop konfokalny wykorzystuje kilka lase-
réw emitujgcych S§wiatto o rdéznych
dtugosciach fal. Wielka zaleta tego mikro-
skopu jest to, ze caly obserwowany obiekt
jest widziany jako ostry, nie ma obszardw
rozmytych, nieostrych. Lasery wzbudzaja
fluorescencje tylko w tych fragmentach ko-
morki, na ktore sg zogniskowane. Nastep-
nie w ten sam sposob skanowana jest kolej-
na, nizej polozona warstwa komorki.
OczywiScie ogladanie takiego preparatu
za pomoca okularu nie mialoby wickszego
sensu. WidzielibySmy tylko niezmiernie
maly fragment preparatu. Dlatego wszyst-
kie obrazy skfadane sa za pomocg kompu-
tera w jedng cato$¢. Otrzymujemy ostry ob-
raz, ktéry mozemy oglada¢ w trzech

wymiarach. Ma to szczegOlnie duze znacze-
nie przy pracy z duzymi powickszeniami,
gdzie glebia ostrosci obiektywOw jest nie-
jednokrotnie znacznie mniejsza niz gru-
bos¢ preparatu. Ponadto technika kompu-
terowa pozwala na ogladanie preparatu
z rOznych stron, tworzenie filmoéw obrazu-
jacych przebieg procesow zachodzacych
w obserwowanym preparacie. Mozliwa jest
wiec obserwacja przyzyciowa, zatem pewne
procesy (np. przemieszczanie si¢ organelli
komoérkowych) moga by¢ obserwowane
w czterech wymiarach. Z kolei zastosowa-
nie r6znych dlugosci fal §wiatla laserowego
oraz roéznych fluorochroméw pozwala
na wzbudzenie §wiecenia w kilku kolorach
i rownoczesng detekcje kilku elementow.
Mikroskop konfokalny ma zatem
bardzo duzo zalet wlasciwych mikro-
skopom Swietlnym: stosunkowo latwe
i szybkie przygotowanie preparatu, najcze-
Sciej nakfadanego na zwykte szkietko pod-
stawowe i zamykanego tradycyjnym szkiet-
kiem nakrywkowym, mozliwoS$¢ obserwacji
duzych obiektow, kolorowy obraz, obser-
wacje przyzyciowe oraz stosowanie tech-
nik, pozwalajace na rozroznienie organelli
lub zwigzkéw zawartych w komorkach. Do-
datkowo, zastosowanie doktadnego ogni-
skowania zapobiega uzyskiwaniu obrazow
nieostrych. Cho¢ obecnie prawie wszystkie
typy mikroskopéw moga by¢é wyposazone
w kamery cyfrowe i komputery, to w przy-
padku mikroskopii skaningowej cyfrowa
obrobka uzyskanych obrazow pozwala
na przedstawianie obrazow tréjwymiaro-
wych. Tak jak i w innych przypadkach, pra-
ca z komputerem umozliwia réwniez doko-
nywanie dodatkowego kontrastowania.
Mikroskop konfokalny ma tez oczywiscie
»klasyczne wady” mikroskopu $wietlnego,
np. niewielka w poréwnaniu z mikrosko-
pem elektronowym rozdzielczo$¢ i mozli-
wo$¢ powickszenia obrazu. Tym niemniej,
wraz z coraz powszechniejszym zastosowa-
niem biatek takich jak GFP, znaczenie te-
go mikroskopu w naukach biologicznych
jest coraz wigksze. Po ten typ mikroskopii
siegaja nie tylko biolodzy komorki i histo-
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lodzy, ale takze biochemicy, genetycy, fi-
zjolodzy i taksonomowie.

Kilka zadan zwiazanych z GFP i mikro-

skopia

1. Malaria jest jedna z najgroZniejszych
chorob pasozytniczych. Okoto 300 500
milionéw ludzi na $wiecie cierpi na te
chorobe, a ponad milion rocznie umie-
ra. Zarodzce malarii roznoszone s3
przez samice komaréw. Kopuluja one
tylko jeden raz w ciagu zycia.
W 2005 roku opisano metode wklono-
wywania fluoryzujacych bialek tak, aby
byly one widoczne w jadrach rozwijaja-
cych si¢ larw. W ten sposdb mozna okre-
§li¢ pte¢ larw. Skonstruowano roéwniez
maszyny, ktére moga oddziela¢ samce
od samic, wtasnie na podstawie fluore-
scencji jader. Samce mozna nastepnie
wysterylizowac.
Okresl, jak wypuszczenie sterylnych sam-
cOw wplynie na wystepowanie malarii.

Przyktad prawidiowej odpowiedzi:
Wypuszczone sterylne samce beda ko-
pulowac z samicami, ale nie doprowadzi
to do zaptodnienia, w zwiazku z czym
zmniejszy si¢/wyginie populacja koma-
rOw na danym terenie i zarodzce malarii
nie beda si¢ rozprzestrzenia¢ na danym
terenie.

2. Mikroskop konfokalny i mikroskop flu-
orescencyjny to dwa typy mikroskopow
wykorzystujacych fluorescencje. Podaj
jedna zalet¢ mikroskopii konfokalnej
w pordwnaniu ze zwykla mikroskopia
fluorescencyjng.

Przyktad prawidiowej odpowiedzi:

Mikroskop konfokalny umozliwia uzy-
skanie obrazu, ktory jest w stu procen-
tach ostry. Mikroskop konfokalny po-
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zwala na uniknig¢cie uzyskania obrazu
nieostrego/rozmytego.

Mikroskopia konfokalna pozwala na
uzyskanie obrazu trojwymiarowego.

. Pewnej grupie naukowcéw udato si¢

stworzy¢ szczep myszy, u ktorych uak-
tywnione neurony produkowaly GFP.
Badano nastepnie aktywno$¢ kory we-
chowej tych zwierzat — obserwowano,
czy neurony w tym obszarze mozgu wy-
kazuja zielong fluorescencje. Opisz, jak
powinna wygladaé proba kontrolna
1 proba badana w tym doSwiadczeniu.

Przyktad prawidiowej odpowiedzi:
Grupa kontrolna: kilkanascie/30 myszy
w komorze o statym stezeniu CO,.
Grupa badana: kilkanascie/30 myszy
w komorze o tym samym stezeniu CO,
co w grupie kontrolnej, nastepnie pod-
niesienie stezenia dwutlenku wegla w at-
mosferze/komorze (o0 pewna wartosc).

. Dzi¢ki badaniom przy uzyciu GFP wy-

kazano, ze pewne obszary mdzgu myszy
reaguja na wzrost stezenia dwutlenku
wegla w atmosferze z 0,03% do 0,06%.
Myszy sa zwierzetami nocnymi. Okresl,
jakie znaczenie dla tych zwierzat moze
mie¢ wyczuwanie zwigkszonego stezenia
CO, w otoczeniu.

Przyktad prawidiowej odpowiedzi:
Wyzsze stezenie CO, moze ostrzegac
przed zblizaniem si¢ drapieznika. (W wy-
dychanym powietrzu jest duze stezenie
CO,).
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