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Biatko zielonej fluorescencji (GFP) -
ekologiczny marker transformacji
genetycznej 1 narzedzie do obserwacji
procesow w zywej komorce

Elwira Sliwifiska
Katedra Genetyki i Hodowli Roélin, Akademia Techniczno-Rolnicza,
Bydgoszcz

Green fluorescent protein (GFP) - an ecological transformation
marker and a tool for observing processes in the living cell

Summary

The green fluorescent protein (GFP) from the jellyfish Aequorea victoria has
been extensively used as a marker of gene expression and protein targeting in
intact cells and organisms. Since GFP has no toxic effect on cells and it is easy to
detect, it can replace controversial transformation markers such as those for an-
tibiotic or herbicide resistance. The protein can also be used to detect dynamic
responses of signal transduction pathways, subcellular localisation of chimeric
proteins, and transfection efficiency. It allows visualisation of the organelles
and observation of many important cellular processes.
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1. Wstep

Gen gfp, powodujacy wytwarzanie biatka zielonej fluorescen-
cji (GFP - green fluorescent protein) pochodzi z meduzy Aequorea
victoria. Gatunek ten przetwarza niebieskg chemiluminescencje
z innej, pierwotnej fotoproteiny w zielong fluorescencje. Biatko
zielonej fluorescencji zostato odkryte przez Shimomura i in. w ro-
ku 1962 (1), a w roku 1974 Morise i in. (2) oczyscili je i skrys-
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talizowali. Sekwencja cDNA kodujgca GFP zostata opublikowana w 1992 r. (3), a dwa
lata p6zniej Chalfie i in. (4) doniesli o mozliwosci uzyskania ekspresji genu gfp po
jego przeniesieniu do innych organizméw, zaréwno prokariotycznych {Escherichia
coli) jak i eukariotycznych (Caenorhabditis elegans).

Biatko zietonej fluorescencji zbudowane jest z 11 nici P formujacych pusty cylin-
der, przez ktorego Srodek przechodzi helisa niosgca chromofor (usytuowany w po-
blizu geometrycznego $rodka cylindra). Monomery biatka potgczone sg w dimery
(5,6).

GFP ma liczne zalety, ktére zapewniajg mu przewage nad innymi markerami
optycznymi, stosowanymi w badaniach biologii komérki, takimi jak p-glukuronidaza
[GUS; (7)1 czy lucyferaza (LUC; (8)]. Test GUS, jakkolwiek tatwy do obserwacji, wyma-
ga egzogennego substratu, a takze utrwatenia (a zatem zniszczenia) badanej tkanki.
Réwniez test przy uzyciu lucyferazy wymaga egzogennego substratu i chociaz moz-
na go przeprowadzi¢ na zywych komorkach, to bioluminescencja jest stosunkowo
staba i wymaga skomplikowanego systemu detekcji. Ekspresja genu gfp natomiast
moze by¢ oznaczana w rzeczywistym czasie, w zywych komérkach i organizmach,
przez proste wzbudzenie za pomoca $wiatta, nie wymaga substratu, a powstajace
biatko nie jest toksyczne dla komérki. Niewielkie rozmiary GFP (25,9 kDa) umozli-
wiaja konstruowanie komplekséw z innymi biatkami, mozna je réwniez stosowac
przy tworzeniu wektoréw wirusowych. Swiatto fluorescencyjne emitowane przez
biatko moze byé wykrywane za pomocg mikroskopu fluorescencyjnego, cytometru
przeptywowego, a nawet bezposrednio nieuzbrojonym okiem (2,9).

Biatko zietonej fluorescencji wytwarzane w wyniku dziatania pierwotnego genu,
pochodzacego z Aequorea victoria (typu ,,dzikiego”), ma jednakze kilka cech, ktore
ograniczajg jego zastosowanie, takich jak mata intensywnos¢ fluorescencji, zna-
czace opdznienie miedzy syntezg biatka a wytworzeniem zdotnosci do fluorescencji
oraz skomplikowana fotoizomeryzacja. Cechy te mogg by¢ poprawione za pomocg
mutagenezy. Dotad powstato wiele form zmutowanych, a najczesciej wykorzysty-
wang jest S65T, w ktorej seryna 65 zostata zamieniona na treonine. Forma ta, w po-
réwnaniu z typem ,,dzikim", emituje do stu razy wiecej $wiatta, substrat czterokrot-
nie szybciej ulega utlenianiu do formy $wiecacej, a proces wygaszania biolumine-
scencji przebiega znacznie wolniej (10,11).

2. GFP jako marker transformacji

Obecnie gen gfp jest przedmiotem zainteresowania coraz wiekszej liczby bada-
czy, ktérzy wykorzystujg go gtownie jako gen reporterowy i/lub markerowy w pro-
cesie transformacji genetycznej. Mozliwo$¢ stosowania gfp w tym procesie nabiera
szczegOlnego znaczenia wobec kontrowersji, jakie budzi wykorzystywanie genéw
opornosci na antybiotyki czy odpornosci na herbicydy jako genéw markerowych.
Zastgpienie tych gendw przez gfp stwarza szanse unikniecia potencjalnych zagro-
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Zen, jakie dla organizmow zywych stanowi mozliwo$¢ nabycia przez te organizmy
niepozadanej odpornosci.

Stosowanie GFP ma takze te zalete, ze efekt transformacji jest widoczny juz na
bardzo wczesnych etapach kultury. Potwierdza to na przyklad doswiadczenie wyko-
nane przez Panappa i in. (12), ktérzy poddali mikrowstrzeliwaniu zawiesing komé-
rek soi. Obecno$¢ biatka zielonej fluorescencji byla obserwowana juz po uptywie
1,5 godziny. Elliot i in. (13) obserwowali ekspresje gfp w komdrkach trzciny cukro-
wej, tytoniu, kukurydzy i sataty po 48 godzinach od przeprowadzenia transformacji
metodg mikrowstrzeliwania.

Na podstawie dotychczas opublikowanych wynikéw wydaje sie, ze gfp wykazuje
ekspresje u wszystkich gatunkéw, do ktérych prébowano go wprowadzi¢ (tab. 1).
Najwiecej udanych préb transformacji genem gfp przeprowadzono u tytoniu i rzod-
kiewnika, ktdre sg roSlinami modelowymi dla inzynierii genetycznej.

Tabela 1

Przykiady roslin wyzszych, do ktérych wprowadzono gen gfp za pomoca transformacji genetycznej

Roslina Metoda transformacji Literatura
rzodkiewnik Agrobacterium tumefacieris (14-17,43)
mikrowstrzeliwanie (18)
elektroporacja (19,20)
tytor Agrobacterium tumefacieris (14,21-25)
mikrowstrzeliwanie (13,26-28)
elektroporacja (13,29,30)
ryz mikrowstrzeliwanie (31)
kukurydza mikrowstrzeliwanie (13,32)
elektroporacja (11,13,20,33)
pszenica Agrobacterium tumefaciens (34)
jeczmien Agrobacterium tumefaciens (34)
owies mikrowstrzeliwanie (35)
trzcina cukrowa mikrowstrzeliwanie i elektroporacja (13)
soja Agrobacterium tumefaciens (36)
mikrowstrzeliwanie (12)
satata mikrowstrzeliwanie i elektroporacja (13)
szpinak Agrobacterium tumefaciens 37)
banan mikrowstrzeliwanie (38)
bambus elektroporacja (30)
cebula mikrowstrzeliwanie (39,40)
lilia elektroporacja (30)
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3. Wizualizacja specyficznych tkanek roslinnych

Dzieki konstruowaniu wektoréw, zawierajagcych odpowiednie promotory, mozli-
we jest wywotanie ekspresji gfp tylko w specyficznych komoérkach lub tkankach, ta-
kich jak np. komérki szparkowe, czy tkanki przewodzace. Mozna to obserwowac
w transformowanych ro$linach Arabidopsis po zastosowaniu promotoréw CoY lub
KATI, specyficznych odpowiednio w stosunku do floemu i do komérek szparkowych
(15). U bananowca natomiast ekspresje gfp w tkankach przewodzacych liscia i ko-
rzenia powodowaty odpowiednio promotory BT4 i BT5 (38). Po zastosowaniu pro-
motora ZM13 i wprowadzeniu gfp, uzyskano jego ekspresje w ziarnach pytku Trade-
scantia paludosa i Nicotiana tabacum (27). Obecno$¢ GFP stwierdzono réwniez w fa-
giewkach pytkowych.

4, Badanie dynamiki organelli komoérkowych

Biatko zielonej fluorescencji, po fuzji z innymi biatkami, zostalo wprowadzone
do niemalze wszystkich struktur i organelli komoérkowych, takich jak cytoszkielet,
membrany plazmatyczne, retikulum endoplazmatyczne, aparat Golgiego, mitochon-
dria, wakuole i jadro (5). Pozwala to na wizualizacje tych struktur i przebiegajacych
w nich proceséw.

Tak na przykiad, dzieki fuzji GFP z domeng MBD, wigzaca biatka mikrotubut
MAP4, obserwowano dynamike tych struktur w dzielacych sie komdrkach tytoniu
(21). Podobnie, przeprowadzajac fuzje GFP z odpowiednimi biatkami, badano proce-
sy zachodzace w mitochondriach i chloroplastach Arabidopsis thaliana (19). Logan
i Leaver (16), po wprowadzeniu GFP do mitochondriéw rzodkiewnika stwierdzili, ze;
1) mitochondria nie sg réwnomiernie rozmieszczone w cytoplazmie, 2) majg rézny
ksztatt i wielko$¢, 3) sg strukturami wysoce dynamicznymi, zmieniajacymi z duzg
szybkoscig ksztalt i swoje potozenie w komorce. Obserwacje in vivo retikulum endo-
plazmatycznego umozliwito wigczenie do plazmidu, zawierajgcego gfp, sekwencji
powodujacej wprowadzenie produkowanego biatka do tej struktury komorki
(17,42).

Fuzja biatka zielonej fluorescencji z sygnatem lokalizacji jadrowej (NLS) i (3-glu-
kuronidaza umozliwita obserwacje jgdra komorkowego tytoniu (23). Stworzenie ta-
kiego kompleksowego biatka, 0 masie molekutarnej powyzej 100 kDa, spowodo-
wato akumulacje GFP wylgcznie w jadrze. Taki sam kompleks zostat takze wprowa-
dzony do Arabidopsis (15). Obserwowano rézne ksztatty jader, zaleznie od rodzaju
komorek - od kulistych w wierzchotku korzenia do wrzecionowatych w komor-
kach witosnikowych. Jednoczesnie po raz pierwszy zaobserwowano, ze jadra w ko-
rzeniach siewek Arabidopsis sg w ciggtym ruchu, niekiedy przemieszczajgc sie na
znaczne odlegtosci (42). Szybkos¢ tego ruchu zalezata od rodzaju komérki i potoze-
nia jadra i wynosita 0,3-5 pm/min. W celu ustalenia przyczyny tego ruchu traktowa-
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n0) rosliny roztworami substancji powodujacych zmiany w polimeryzacji tubulin lub
aktyny, a takze inhibitorami metabolizmu. Stwierdzono, ze ruchy jader wymagajg
energii oraz sg zalezne od aktyny.

5. Lokalizacja biatek w komorce

GFP umozliwia takze lokalizacje okreslonych biatek w komérce. Tak na przykiad
Mitsuda i in. (43) badali rozmieszczenie w komorce i lokalizacje subkomoérkowa no-
wego typu pirofosfatazy, H+-PPazy, zidentyfikowanej w roslinach rzodkiewnika.
Uwidaczniajac badane biatko poprzez fuzje z GFP, a poszczeg6lne organelle komér-
kowe za pomocg barwnikéw fluorochromowych lub przeciwciat, stwierdzono obec-
no$¢ Fl+-PPazy w aparatach Golgiego.

W cetu sprawdzenia subkomorkowej lokalizacji biatka IFi, hamujacego synteze
ATP w komorkach cebuli, przeprowadzono jego fuzje z GFP (39). Po zwiekszeniu
masy molekularnej kompleksu biatkowego przez dotgczenie p-glukuronidazy, stwier-
dzono tokalizacje biatka IFi w mitochondriach. Potwierdzito to hipoteze, ze biatko
to ma fragment N-terminainy charakterystyczny dla sygnatu lokalizacji mitochon-
drialnej. Roéwnolegle przeprowadzono fuzje GFP z sygnatem lokalizacji jadrowej
(NLS), co spowodowato akumulacje biatka w jadrze komoérkowym. Wprowadzenie
biatka zielonej fluorescencji do jadra postuzyto takze do ustalenia sekwencji amino-
kwasow, funkcjonujgcych jako sygnat lokalizacji jgdrowej (40). Stosujac technike
PGR spowodowano delecje fragmentéw DNA, odpowiedzialnych za przytaczanie po-
szczegblnych aminokwasow biatek LIMS i LIMO lilii, i po fuzji z genem gfp, wpro-
wadzono poszczeg6lne sekwencje do komdrek cebuli. Obserwujac fluorescencije
GFP, zidentyfikowano sekwencje aminokwasowa odpowiedzialng za lokalizacje
jadrowa.

6. Badanie infekcji wirusowej

GFP moze by¢ takze reporterem infekcji wirusowej (44). Po raz pierwszy Baul-
combe i in. (45) wprowadzili gen gfp do wirusa roslinnego, jakim jest wirus X ziem-
niaka. Umozliwito to obserwacje przebiegu infekcji roslin. Dzieki fuzji biatka zielo-
nej fluorescencji z biatkiem odpowiedzialnym za ruch wirusa mozaiki tytoniu, zba-
dano takze powigzanie tego wirusa z cytoszkieletem infekowanych komorek (46).

Podsumowujac nalezy podkresli¢, ze biatko zielonej fluorescencji znajduje obec-
nie szerokie zastosowanie w wielu dziedzinach biologii, takich jak biologia komorki
czy inzynieria genetyczna, i jego rola ciggle wzrasta. Jako biatko nieszkodliwe dla
zywych organizmdw, moze stanowi¢ ekologiczny marker transformacji. Wytwarza-
na przez nie fiuorescencja stuzy takze do wizualizacji okresSlonych struktur i orga-
nelli komorkowych oraz umozliwia lokalizacje biatek, nie wptywajac na procesy zy-
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ciowe badanego organizmu. Nalezy sie spodziewac, ze coraz wigksza liczba bada-
czy bedzie wykorzystywata GFP w swoich pracach i dzieki temu mozliwa bedzie ob-
serwacja zjawisk, ktore nie zostaty do tej pory doktadnie zbadane.
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