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Pierw szy z no bli stów wy izo lo wał biał ko
wy ka zu ją ce flu ore scen cję ze stuł bio -
pła wa Aequ orea vic to ria. Biał ko to na -

zwa no gre en flu ore scent pro te in, czy li
w skró cie GFP. W świe tle ul tra fio le to wym
świe ci ło ono na zie lo no. Shi mo mu ra
w swo ich ba da niach na uko wych zaj mo wał
się bio lu mi ne scen cją, czy li świe ce niem ży -
wych or ga ni zmów. Me du zy te go ga tun ku
wy twa rza ją zie lo ne świa tło w nie wiel kich
or ga nach, umiesz czo nych na brze gu dzwo -
nu. Je śli kil ka dzie siąt ta kich me duz po kroi
się i prze pu ści przez spe cjal ną ga zę, otrzy -
ma my płyn wy ka zu ją cy sła be świe ce nie.
Osa mu Shi mo mu ra po sta wił so bie za cel
wy izo lo wa nie świe cą cej sub stan cji. By ło to
za ję cie nie wia ry god nie pra co chłon ne. Oce -
nia się, że te go rocz ny no bli sta ze brał i „zu -
żył” po nad mi lion me duz! Jed nym z naj -
waż niej szych od kryć by ło stwier dze nie, że
do lu mi ne scen cji ko niecz ny jest wapń. Łą -
czy się on z biał kiem – ekwo ry ną, któ ra
wte dy emi tu je nie bie skie świa tło. To świa -
tło jest ab sor bo wa ne przez GFP, któ re
w efek cie emi tu je ni kłe, ja sno zie lo ne świa -
tło, je śli oświe tli się je świa tłem wi dzial -
nym, a bar dzo ży wą zie leń po na świe tle niu
ul tra fio le tem.

Wy izo lo wa nie biał ka sa mo w so bie nie
by ło by jed nak war te Na gro dy No bla, wszak
biał ka izo lu je się „co chwi lę”. Isto tą GFP
jest moż li wość je go uży cia ja ko mar ke ra.
Ja ko pierw szy na ta ki po mysł wpadł Do -

uglas Pra sher: je śli GFP uda ło by się w ko -
mór ce po łą czyć w ja kiś spo sób z in nym
biał kiem, daj my na to z he mo glo bi ną, to
tak po wsta łe biał ko hy bry do we by świe ci ło,
a więc mie li by śmy moż li wość je go wy kry -
wa nia i lo ka li za cji. Mo że więc spró bo wać
po łą czyć se kwen cję ko du ją cą biał ko GFP
i he mo glo bi ny, two rząc je den gen (np.
przed ko do nem stop se kwen cji ko du ją cej
he mo glo bi nę wsta wić, w zgod nej fa zie,
frag ment DNA ko du ją cy GFP)? W kon se -
kwen cji po wsta nie biał ko fu zyj ne, któ re
po oświe tle niu świa tłem UV bę dzie wy ka -
zy wać zie lo ną lu mi ne scen cję, po zwa la jąc
na wy kry cie he mo glo bi ny. Oczy wi ście he -
mo glo bi nę moż na wy kryć znacz nie ła twiej,
ale ist nie je wie le bia łek, któ rych lo ka li za cji
w ko mór ce nie da się usta lić wcze śniej do -
stęp ny mi spo so ba mi. Wie le z nich peł ni
nie zwy kle istot ne za da nia, uczest ni cząc
w tak waż nych pro ce sach jak np. re gu la cja
eks pre sji ge nów czy trans port in nych bia -
łek do spe cy ficz nych kom par ty men tów ko -
mór ko wych. Dla te go od kry cie te go rocz -
nych no bli stów jest tak waż ne. Sta ło się
bo wiem klu czem do po zna nia me cha ni -
zmów eks pre sji ge nów oraz lo sów bia łek
w ko mór kach.

Ale dla cze go aku rat GFP? Po pierw -
sze, jest to biał ko nie wiel kie, co ma du że
zna cze nie, po nie waż nie bez pie czeń stwo, że
GFP zmie ni wła ści wo ści biał ka, do któ re go
jest do łą czo ne, jest mniej sze. Po dru gie, ja -

Te go rocz na Na gro da No bla przy zna na w dzie dzi nie che mii jest bar dzo...
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ko nie wiel kie biał ko mo że w mia rę ła two
prze miesz czać się we wnątrz ko mór ki.
Po trze cie, w od róż nie niu od in nych te go
ty pu bia łek, w śro do wi sku tle no wym do flu -
ore scen cji GFP nie są po trzeb ne in ne
związ ki czy pier wiast ki (tak jak wapń
w przy pad ku ekwo ry ny u me duz czy ATP
w przy pad ku lu cy fe ra zy u świe tli ków),
a więc do wi zu ali za cji wy star czy na świe tle -
nie ko mó rek pro mie nia mi UV.

Do uglas Pra sher pra co wał nad moż li -
wo ścią za sto so wa nia GFP do wy kry wa nia
ko mó rek ra ko wych. Po trzeb ny był jed nak
mar ker, cha rak te ry stycz ny wy łącz nie dla
no wo two ro wych ko mó rek. Ich wi zu ali za cja
by ła by po tęż nym na rzę dziem w wal ce z no -
wo two ra mi, w któ rych ko mór kach moż na
by ła two ta ki mar ker wy kryć. Wiel ką za słu -
gą Pra she ra by ło rów nież zlo ka li zo wa nie
ge nu ko du ją ce go GFP u Aequ orea vic to ria,
sklo no wa nie go w bak te riach, zse kwen cjo -
no wa nie i opi sa nie se kwen cji ami no kwa so -
wej GFP.

Dru gi z te go rocz nych lau re atów – Mar -
tin Chal fie – wy ko rzy stał GFP w ba da -
niach mo le ku lar nych. Chciał on użyć GFP
ja ko mar ke ra, kon stru ując ge ny, w któ rych
se kwen cja ko du ją ca GFP jest po łą czo na
funk cjo nal nie (w spo sób umoż li wia ją cy
syn te zę w ko mór ce go spo da rza GFP)
z pro mo to rem od po wied nim dla ko mór ki,
do któ rej ta ki kon strukt wpro wa dza no. Ze -
spo ło wi Chal fie go uda ło się skon stru ować
ge ny umoż li wia ją ce wy twa rza nie GFP
w ko mór kach pa łecz ki okręż ni cy (Esche ri -
chia co li) i ni cie nia Ca enor hab di tis ele gans.
Otrzy ma ne trans ge nicz ne or ga ni zmy świe -
ci ły na zie lo no po na świe tle niu świa tłem
ul tra fio le to wym o od po wied niej dłu go ści
fa li. Nie wie le póź niej eks pre sję ge nu dla
GFP uda ło się rów nież uzy skać w ko mór -
kach droż dży, owa dów i ssa ków.

Trze ci na gro dzo ny na uko wiec – Ro ger Y.
Tsien – w zna czą cy spo sób przy czy nił się
do zro zu mie nia dzia ła nia GFP oraz roz wo ju
tech nik zwią za nych z za sto so wa niem GFP.
Stwier dził on, że biał ko nie flu ory zu je w wa -
run kach bez tle no wych. To je go ze spo ło wi
uda ło się otrzy mać mu tan ty o flu ore scen cji

sil niej szej niż na tu ral na, a tak że o flu ore -
scen cji w in nych ko lo rach niż zie lo ny czy wy -
wo ły wa nej przez świa tło nie bie skie, a nie
przez świa tło UV. To ostat nie jest szcze gól -
nie waż ne, bo wiem na świe tla nie ko mó rek
świa tłem ul tra fio le to wym nie jest dla nich
obo jęt ne, co w znacz nym stop niu ogra ni cza
moż li wość pro wa dze nia ob ser wa cji przy ży -
cio wych. W opar ciu o pra ce in nych na ukow -
ców Tsien wniósł rów nież wiel ki wkład
w zba da nie wła ści wo ści biał ka fos fo ry zu ją ce -
go na czer wo no, tzw. DsRed flu ore scent pro -
te in, uzy ska ne go z ko ra low ca Di sco so ma.
W ten spo sób na uka otrzy ma ła ko lej ne na -
rzę dzie, dzię ki któ re mu moż li wa jest wi zu ali -
za cja kil ku związ ków rów no cze śnie.

Obec nie zna my wie le bia łek flu ory -
zu ją cych w róż nych ko lo rach. Dla cze go
ich zna cze nie jest tak wiel kie? Przede
wszyst kim ze wzglę du na po wszech ność
i wie lość za sto so wań. Jed nym z naj czę -
ściej przy ta cza nych przy kła dów jest ob ra -
zo wa nie neu ro nów. Me to da ta, na zwa na
„Bra in bow”, umoż li wia ob ser wa cję flu ory -
zu ją cych w róż nych ko lo rach, po je dyn czych
ko mó rek ner wo wych, po łą czeń mię dzy ni -
mi czy de fek tów wy stę pu ją cych w przy pad -
ku scho rzeń ukła du ner wo we go. Moż na
rów nież ba dać po szcze gól ne neu ro ny lub
ob sza ry mó zgu, uak tyw nia ją ce się w wy ni -
ku za dzia ła nia bodź ca. In nym bar dzo waż -
nym za sto so wa niem jest wy ko rzy sta nie flu -
ore scen cji w ba da niach nad roz wo jem
no wo two rów. W tym przy pad ku wy ko rzy -
stu je się my szy, któ rym im plan tu je się ko -
mór ki no wo two ro we z wklo no wa nym ge -
nem biał ka flu ory zu ją ce go. Moż na
na stęp nie ob ser wo wać prze bieg me ta sta zy,
czy li prze rzu tów ko mó rek no wo two ro wych
w ba da nym or ga ni zmie. Biał ka flu ory zu ją -
ce wy ko rzy sty wa ne są rów nież w ba da niach
nad ma la rią. Za po mo cą me tod flu ore -
scen cyj ne go zna ko wa nia go nad moż na od -
róż nić lar wy sam ców i sa mic. Me to dy flu -
ore scen cji wy ko rzy stu je się rów nież
do ba da nia cy klu ko mór ko we go. Umoż li -
wia ją one bo wiem roz po zna nie fa zy cy klu,
w któ rej znaj du je się ko mór ka. I tak za po -
mo cą me to dy na zwa nej Fuc ci (ang. flu ore -
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scent, ubi qu iti na tion -ba sed cell cyc le in di ca -
tor) moż na od róż nić ko mór ki w fa zie re pli -
ka cji (są żół te) od tych, któ re są w fa zach
G1 (czer wo ne), S (zie lo ne) i G2 (nie wy bar -
wio ne). Za sto so wań bia łek flu ory zu ją cych
jest oczy wi ście znacz nie wię cej. Wy mie ni li -
śmy tu tyl ko kil ka naj waż niej szych.

Flu ore scen cja jest za tem me to dą ob ra -
zo wa nia pro ce sów za cho dzą cych w ko -
mór kach, tkan kach i or ga nach. Na tym
po zio mie or ga ni za cji ży wych or ga ni zmów
pod sta wo wym na rzę dziem ba da cza jest
mi kro skop. W tym przy pad ku – mi kro skop
flu ore scen cyj ny lub mi kro skop kon fo kal ny.

7

Fot. 1. Ją dro pierw szo rzę do we go oocy tu my szy. Chro ma ty na wy bar wio na jod kiem pro pi dy ny (czer wo na), ace ty lo wa ny
hi ston H3 wy zna ko wa ny na ko lor zie lo ny, no wo syn te ty zo wa ny RNA wy zna ko wa ny na ko lor nie bie ski. Fot. M. Me glic ki
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Mi kro skop flu ore scen cyj ny ja ko źró -
dła świa tła uży wa lam py rtę cio wej. Pre pa ra -
ty są wy bar wia ne barw ni ka mi flu ory zu ją cy -
mi, czy li flu oro chro ma mi (np. flu ore sce ina,
ro da mi na, DA PI). Za wie ra ją en do gen ne
sub stan cje flu ory zu ją ce (li po fu scy ny, por fi -
ry ny, chlo ro fil), wklo no wa ne biał ka ta kie
jak wła śnie GFP czy DsRed, bądź też są
zna ko wa ne prze ciw cia ła mi sprzę żo ny mi
z flu oro chro mem (me to dy im mu no lo gicz -
ne). W efek cie moż na ob ser wo wać ob raz,
w któ rym świe ce nie świad czy o obec no ści
po szu ki wa nych przez ba da cza czą ste czek.
Ko lor flu ore scen cji za le ży od wła ści wo ści
sub stan cji flu ory zu ją cej. Mi kro skop flu ore -
scen cyj ny jest wy po sa żo ny w sze reg fil trów: 
– filtr prze pusz cza ją cy je dy nie pro mie nio -

wa nie UV o po żą da nej dłu go ści fa li
(tzw. filtr wzbu dze nia),

– filtr ab sor bu ją cy pro mie nio wa nie ciepl -
ne (pod czer wień),

– filtr umiesz czo ny w tu bu sie lub oku la -
rze, po chła nia ją cy ul tra fio let i chro nią cy
w ten spo sób oczy oso by ba da ją cej pre -
pa rat (tzw. filtr ba rie ro wy).
La se ro wy ska nin go wy mi kro skop

świetl ny, po wszech nie zwa ny mi kro sko -
pem kon fo kal nym lub też współ o gni -
sko wym, jest jed nym z now szych ty pów
mi kro sko pów świetl nych. Róż ni się
od in nych ty pów mi kro sko pów tym, że źró -
dłem świa tła jest la ser, a naj czę ściej mi kro -
skop kon fo kal ny wy ko rzy stu je kil ka la se -
rów emi tu ją cych świa tło o róż nych
dłu go ściach fal. Wiel ką za le tą te go mi kro -
sko pu jest to, że ca ły ob ser wo wa ny obiekt
jest wi dzia ny ja ko ostry, nie ma ob sza rów
roz my tych, nie ostrych. La se ry wzbu dza ją
flu ore scen cję tyl ko w tych frag men tach ko -
mór ki, na któ re są zo gni sko wa ne. Na stęp -
nie w ten sam spo sób ska no wa na jest ko lej -
na, ni żej po ło żo na war stwa ko mór ki.
Oczy wi ście oglą da nie ta kie go pre pa ra tu
za po mo cą oku la ru nie mia ło by więk sze go
sen su. Wi dzie li by śmy tyl ko nie zmier nie
ma ły frag ment pre pa ra tu. Dla te go wszyst -
kie ob ra zy skła da ne są za po mo cą kom pu -
te ra w jed ną ca łość. Otrzy mu je my ostry ob -
raz, któ ry mo że my oglą dać w trzech

wy mia rach. Ma to szcze gól nie du że zna cze -
nie przy pra cy z du ży mi po więk sze nia mi,
gdzie głę bia ostro ści obiek ty wów jest nie -
jed no krot nie znacz nie mniej sza niż gru -
bość pre pa ra tu. Po nad to tech ni ka kom pu -
te ro wa po zwa la na oglą da nie pre pa ra tu
z róż nych stron, two rze nie fil mów ob ra zu -
ją cych prze bieg pro ce sów za cho dzą cych
w ob ser wo wa nym pre pa ra cie. Moż li wa jest
więc ob ser wa cja przy ży cio wa, za tem pew ne
pro ce sy (np. prze miesz cza nie się or ga nel li
ko mór ko wych) mo gą być ob ser wo wa ne
w czte rech wy mia rach. Z ko lei za sto so wa -
nie róż nych dłu go ści fal świa tła la se ro we go
oraz róż nych flu oro chro mów po zwa la
na wzbu dze nie świe ce nia w kil ku ko lo rach
i rów no cze sną de tek cję kil ku ele men tów.

Mi kro skop kon fo kal ny ma za tem
bar dzo du żo za let wła ści wych mi kro -
sko pom świetl nym: sto sun ko wo ła twe
i szyb kie przy go to wa nie pre pa ra tu, naj czę -
ściej na kła da ne go na zwy kłe szkieł ko pod -
sta wo we i za my ka ne go tra dy cyj nym szkieł -
kiem na kryw ko wym, moż li wość ob ser wa cji
du żych obiek tów, ko lo ro wy ob raz, ob ser -
wa cje przy ży cio we oraz sto so wa nie tech -
nik, po zwa la ją ce na roz róż nie nie or ga nel li
lub związ ków za war tych w ko mór kach. Do -
dat ko wo, za sto so wa nie do kład ne go ogni -
sko wa nia za po bie ga uzy ski wa niu ob ra zów
nie ostrych. Choć obec nie pra wie wszyst kie
ty py mi kro sko pów mo gą być wy po sa żo ne
w ka me ry cy fro we i kom pu te ry, to w przy -
pad ku mi kro sko pii ska nin go wej cy fro wa
ob rób ka uzy ska nych ob ra zów po zwa la
na przed sta wia nie ob ra zów trój wy mia ro -
wych. Tak jak i w in nych przy pad kach, pra -
ca z kom pu te rem umoż li wia rów nież do ko -
ny wa nie do dat ko we go kon tra sto wa nia.
Mi kro skop kon fo kal ny ma też oczy wi ście
„kla sycz ne wa dy” mi kro sko pu świetl ne go,
np. nie wiel ka w po rów na niu z mi kro sko -
pem elek tro no wym roz dziel czość i moż li -
wość po więk sze nia ob ra zu. Tym nie mniej,
wraz z co raz po wszech niej szym za sto so wa -
niem bia łek ta kich jak GFP, zna cze nie te -
go mi kro sko pu w na ukach bio lo gicz nych
jest co raz więk sze. Po ten typ mi kro sko pii
się ga ją nie tyl ko bio lo dzy ko mór ki i hi sto -



co nowego w biologii

6/2008

lo dzy, ale tak że bio che mi cy, ge ne ty cy, fi -
zjo lo dzy i tak so no mo wie.

Kil ka za dań zwią za nych z GFP i mi kro -
sko pią
1. Ma la ria jest jed ną z naj groź niej szych

cho rób pa so żyt ni czych. Oko ło 300 500
mi lio nów lu dzi na świe cie cier pi na tę
cho ro bę, a po nad mi lion rocz nie umie -
ra. Za rodź ce ma la rii roz no szo ne są
przez sa mi ce ko ma rów. Ko pu lu ją one
tyl ko je den raz w cią gu ży cia.
W 2005 ro ku opi sa no me to dę wklo no -
wy wa nia flu ory zu ją cych bia łek tak, aby
by ły one wi docz ne w ją drach roz wi ja ją -
cych się larw. W ten spo sób moż na okre -
ślić płeć larw. Skon stru owa no rów nież
ma szy ny, któ re mo gą od dzie lać sam ce
od sa mic, wła śnie na pod sta wie flu ore -
scen cji ją der. Sam ce moż na na stęp nie
wy ste ry li zo wać. 
Określ, jak wy pusz cze nie ste ryl nych sam -
ców wpły nie na wy stę po wa nie ma la rii.
……………………………………………
………………………………...…………
……………………………………………
…………………………………...………
Przy kład pra wi dło wej od po wie dzi:
Wy pusz czo ne ste ryl ne sam ce bę dą ko -
pu lo wać z sa mi ca mi, ale nie do pro wa dzi
to do za płod nie nia, w związ ku z czym
zmniej szy się/wy gi nie po pu la cja ko ma -
rów na da nym te re nie i za rodź ce ma la rii
nie bę dą się roz prze strze niać na da nym
te re nie. 

2. Mi kro skop kon fo kal ny i mi kro skop flu -
ore scen cyj ny to dwa ty py mi kro sko pów
wy ko rzy stu ją cych flu ore scen cję. Po daj
jed ną za le tę mi kro sko pii kon fo kal nej
w po rów na niu ze zwy kłą mi kro sko pią
flu ore scen cyj ną.
……………………………………………
……………………………………………
...…………………………………………
……………………………………………
Przy kład pra wi dło wej od po wie dzi:
Mi kro skop kon fo kal ny umoż li wia uzy -
ska nie ob ra zu, któ ry jest w stu pro cen -
tach ostry. Mi kro skop kon fo kal ny po -

zwa la na unik nię cie uzy ska nia ob ra zu
nie ostre go/roz my te go.
Mi kro sko pia kon fo kal na po zwa la na
uzy ska nie ob ra zu trój wy mia ro we go.

3. Pew nej gru pie na ukow ców uda ło się
stwo rzyć szczep my szy, u któ rych uak -
tyw nio ne neu ro ny pro du ko wa ły GFP.
Ba da no na stęp nie ak tyw ność ko ry wę -
cho wej tych zwie rząt – ob ser wo wa no,
czy neu ro ny w tym ob sza rze mó zgu wy -
ka zu ją zie lo ną flu ore scen cję. Opisz, jak
po win na wy glą dać pró ba kon tro l na
i pró ba ba da na w tym do świad cze niu.
....................................................................
....................................................................
....................................................................
....................................................................
Przy kład pra wi dło wej od po wie dzi:
Gru pa kon tro l na: kil ka na ście/30 my szy
w ko mo rze o sta łym stę że niu CO2. 
Gru pa ba da na: kil ka na ście/30 my szy
w ko mo rze o tym sa mym stę że niu CO2
co w gru pie kon tro l nej, na stęp nie pod -
nie sie nie stę że nia dwu tlen ku wę gla w at -
mos fe rze/ko mo rze (o pew ną war tość).

4. Dzię ki ba da niom przy uży ciu GFP wy -
ka za no, że pew ne ob sza ry mó zgu my szy
re agu ją na wzrost stę że nia dwu tlen ku
wę gla w at mos fe rze z 0,03% do 0,06%.
My szy są zwie rzę ta mi noc ny mi. Określ,
ja kie zna cze nie dla tych zwie rząt mo że
mieć wy czu wa nie zwięk szo ne go stę że nia
CO2 w oto cze niu. 
Przy kład pra wi dło wej od po wie dzi:
Wyż sze stę że nie CO2 mo że ostrze gać
przed zbli ża niem się dra pież ni ka. (W wy -
dy cha nym po wie trzu jest du że stę że nie
CO2). 
....................................................................
....................................................................
....................................................................
....................................................................
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