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Summary

When autofluorescent protein such as green fluorescent protein (GFP) is ex-
cited with light of a specific wavelength, it emits light of a longer wavelength
without further addition of substrates. Gfp belongs to a family of reporter genes
which provide easily detectable phenotypes to microbial cells and are, there-
fore, a valuable tool for the study of microorganisms in the environment, espe-
cially for analysis of processes such as microbe-plant interactions, biofilm for-
mation, horizontal gene transfer (HGT) and gene expression analysis in different
conditions (under influence of biological, physical and chemical factors), and
bacterial biosensors costruction. In this paper, the main possibilities ofgfp gene
as a marker application in microbial ecology, gene expression analysis and
biosensors development are presented.
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1. Wstep

Technologia genéw reporterowych jest obecnie szeroko wyko-
rzystywana nie tylko do monitorowania proceséw zachodzacych
w komdrce zwigzanych z transdukcjg sygnatow komorkowych
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i ekspresjg okreslonych genéw, lecz réwniez geny te staly sie podstawowym na-
rzedziem uzywanym w wielu laboratoriach do monitorowania in situ horyzontalne-
go transferu genéw miedzy mikroorganizmami, ich aktywnosci w glebie, tkankach
roslinnych i zwierzecych, podczas formowania biofilmu oraz w konstruowaniu bio-
sensoréw (1-3).

W kreowaniu genetycznie zmodyfikowanych mikroorganizméw wyrézniono
dwie gtéwne strategie, pierwsza z nich dotyczy uzycia metabolicznych markeréow
wymagajacych do wykrycia ich ekspresji dodatkowych substratow. Do tej kategorii
gendw naleza: gen lacZ kodujacy enzym p-galaktozydaze, gen xylE kodujacy dioksy-
genaze 2,3-katecholu, gen gusA kodujacy P-glukuronidaze, gen phoA kodujacy fosfa-
taze, geny prokariotycznej i eukariotycznej lucyferazy oraz geny opornosci na anty-
biotyki i metale ciezkie. Drugg grupe gendéw reporterowych stanowig geny odpo-
wiedzialne za synteze autofluorescencyjnych biatek (AFPs, ang. autofluorescent prote-
ins). Jednym z najbardziej popularnych genetycznych markeréw nalezacych do tej
grupy okazat sie pochodzacy z meduzy Aeguorea victoria gen gfp (ang. green fluore-
scent protein), ktérego produktem ekspresji Jest Swiecace na zielono biatko GFP.
Biatko GFP $wieci w Swietle UV (ryc. 1 i 2) bez potrzeby stosowania dodatkowych
substratow, jedynym ograniczeniem w aplikacji genu gfp jest dostepno$¢ tlenu, po-
niewaz w warunkach beztlenowych nie dochodzi do prawidtowego formowania sie
odpowiedzialnego za $wiecenie fluoroforu i pojawienia sie sygnatu Swietlnego (4-6).
Dzieki analizie mutacyjnej regionu fluoroforowego i w konsekwencji zmiany dtugo-
Sci fali maksymalnego wzbudzenia i emisji otrzymano szereg komercyjnie dostep-
nych wariantow GFP; wazniejsze z nich przedstawiono w tabeli 1. Mutanty biatka
charakteryzujg sie m.in. szybszym czasem dojrzewania fluoroforu, wiekszg stabilnos-
cig oraz emisjg znacznie silniejszego sygnatu Swietlnego niz ich formy dzikie. Pozy-
skano réwniez warianty o krétszym okresie péttrwania, ktére okazaty sie szczegol-
nie przydatne w testowaniu aktywnosci oraz funkcjonalnosci promotoréw. Jak réw-
niez warianty nie wykazujace fluorescencji (7-9).

Tabela 1
Gléwne mutanty biatka GFP (4)

Nazwa biatka Dhugos¢ fali maksymalnego wzbudzenia (nm) Dhugos¢ fali maksymalnej emisji (nm)
! 2 3

GFP 395 509
657 489 511
S65C 479 507
GFPmutl* 488 507
GFPmut2 481 507
GFPmut3 501 511
Pil 471 502
GFP (ASY) 501 511
Y66H 380 440
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1 2 3
P4 382 448
P4-3 381 445
BFPsgSO 387 450
W2 432 480
Wi 434 474
ECFP 433 475/501
EYFP 514 527
lIoC 514 527
OGFP 385 510

* jedna z najczesciej wykorzystywanych form biatka GFP charakteryzujaca sie emisjg 35-krotnie silniejszego sygnatu Swietl-
nego (w przeliczeniu na jednostke biatka) przy wzbudzeniu $wiattem o dtugosci fali 488 nm w stosunku do dzikiego typu
GFP.

Ryc. 1. Ekspresja genu gfp w dwudziestogodzinnej ptynnej hodowli - pozywka LB z ampicyling
w stezeniu 100 |[Xg/ml hodowli E. coli MM 294 (kolekcja wiasna). Dokumentacje fotograficzng wykonano
w mikroskopie fluorescencyjnym BX41 firmy OLYMPUS z filtrem do gfp sprzezonym z kamerg cyfrowg
DP-12, pow. 1000 X.

Ryc. 2. Ekspresja genu gfp w 20-godzinneJ hodowli E. coli MM 294 (kolekcja wtasna) na agarze/LB bez
ampicyliny. Dokumentacje fotograficzng wykonano aparatem cyfrowym OLYMPUS C-350.
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Ze wzgledu na fakt, ze whasciwosci GFP sg szeroko eksponowane w literaturze
specjalistycznej szczegllnie w ostatniej dekadzie, autorzy tej pracy postanowili
ograniczy¢ sie do dokonania przegladu doniesiers dotyczacych mozliwosci aplikacji
genu gfp jakie ukazaly sie w ostatnich latach, szczeg6lnie od 2000 r.

2.Autofluorescencyjne biatko GFP jako marker w ekologii
mikroorganizméw

Wykorzystanie transkrypcyjnych fuzji promotoréw wrazliwych na okreslone
zwigzki chemiczne jest chyba najbardziej popularne w konstrukcji bakteryjnych bio-
czujnikéw i monitorowaniu poziomu tego rodzaju zanieczyszczen w réznych proé-
bach. Jednakze bardzo interesujace, jak sie wydaje, jest zwrocenie uwagi na cieka-
we eksperymenty opisane w literaturze, poczawszy od 2002 r., w ktoérych uzyte se-
kwencje promotorowe wykazywaty aktywnos¢ w reakcji na zmiane poziomu wody
w srodowisku, wahania wartosci pH, czy jako wskaznik ekspresji genéw zaanga-
zowanych w biodegradacje niektérych weglowodorow w glebie, np. genu pra ko-
dujacego biatko wykazujace wiasciwosci bioemulsyfikujagce - biorgce czynny
udziat w procesie degradacji, np. heksadekanu (10). Gen gfp znalazt zastosowanie
jako reporter w konstrukcji bioczujnika zawierajgcego wrazliwy na zmiany dostep-
nosci wody promotor operonu ProU w E. coli. Uklad ten wykazywat wyrazng ilos-
ciowg zalezno$¢ pomiedzy fluorescencyjng odpowiedzig biosensora na zmiany
w komdrkach bakteryjnych zwigzane z ich dostepnoscig do wody. Ponadto z uzy-
ciem epifluorescencyjnego mikroskopu oraz przeptywowej cytometrii stato sie moz-
liwe zademonstrowanie dostepnosci wody bakteryjnym komérkom na lisciach fasoli
(11). W innej pracy poprzez substytucje aminokwasu w chromoforze uzyskano biatko
GFP, ktére wykazywato zmienno$¢ spektrum wzbudzenia w zalezno$ci od wartosci
pH. Taki wariant biatka okazal sie bardzo przydatny jako molekularna sonda
w okreslaniu wewnetrznego pH w pojedynczych komorkach bakteryjnych w zakre-
sie pH 5,5-8,5 (12).

Markery autofluorescencyjne, jak sie okazuje, znajdujg réwniez coraz szersze
zastosowanie w zjawisku wzajemnego porozumiewania sie drobnoustrojow (ang.
quorum sensing) za pomoca syntezy okreslonych zwiazkdw chemicznych. Dotychczas
zidentyfikowano, ze mediatorem, ktory bierze udziat we wzajemnej komunikacji
drobnoustrojow jest lakton N-acyl-L-homoseryny (AHL). W eksperymencie przepro-
wadzonym przez Steidle i wsp. (13) transformowano sensorowg kasete zawierajaca
wrazliwy na obecno$¢ dtugotancuchowych czgsteczek AHL promotor oraz gen gfp
jako reporter do szczepu Pseudomonas putida, ktory kolonizowat ryzosfere sadzonek
pomidora wzrastajgcych w niesterylnej glebie. Indukcja ekspresji genu gfp w tych
warunkach potwierdzita poglad, ze AHL jest sygnatowym zwigzkiem chemicznym
bioragcym udziat we wzajemnym porozumiewaniu sie populacji bakterii w ryzosferze
pomidora. Tego rodzaju bioczujniki okazaty sie réwniez przydatne w monitorowa-
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niu indukowanej przez wydzieliny roslinne ekspresji bakteryjnych genéw. Potwier-
dzono uzyteczno$¢ genu gfp jako reportera po indukcji jego ekspresji przez arabi-
noze w wydzielinach sadzonek jeczmienia, przez lizyne z wydzielin korzenia kuku-
rydzy oraz pod wptywem wydzielin z sadzonek pomidora. W tym ostatnim przypad-
ku stwierdzono, ze w bakteriach Bacillus cereus regulacja aktywnosci promotora trap
potaczonego z genem gfp odbywa sie przy udziale wydzielin sadzonek pomidora, co
mogtoby wskazjwaé na istnienie systemu chemicznej komunikacji pomiedzy Bacillus
cereus i rosling (14-16).

Molier i wsp. (17) uzyskali, na drodze transkrypcyjnej fuzji promotoréw operonu
degradacji toluenu (P, i P") z genem gfp konstrukt genowy, ktérym transformowano
szczepy Pseudomonas putida oraz Acinetobacter sp., biorgce udziat w tworzeniu biofil-
mu. Zaobserwowano indukcje obu promotorow, przy czym promotor P, w Pseudomonas
putida wykazywat cechy indukowalno$ci pod wptywem alkoholu benzylowego, ktéry
zostat dodany do komér z rozwijajacym sie biofilmem zawierajgcym w swoim skia-
dzie komorki Pseudomonas putida i Acinetobacter sp., oraz gdy w biofilmie byt tylko
szczep Pseudomonas putida. Odmiennie reagowat promotor PM, ktérego aktywnos$¢
wzrastata tylko wtedy gdy biofilm byt jednoczes$nie tworzony przez oba szczepy
bakteryjne, co wskazywatoby na pobudzenie tego promotora w konsekwencji wza-
jemnych metabolicznych interakcji pomiedzy Pseudomonas putida i Acinetobacter sp.
Dzieki zastosowaniu genu gfp i wykorzystaniu konfokalnego, laserowego mikrosko-
pu skaningowego mozliwe byto jednoczesne monitorowanie aktywnosci obu pro-
motordw Pu i Pm. J3k réwniez Sledzenie przestrzennego uktadu pojedynczych komo-
rek bakterii w rozwijajagcym sie biofilmie (18).

DeAngelis i wsp. (19) wprowadzili do szczepu Enterobacter cloacae plazmidowy
konstrukt genowy zawierajacy fuzje aktywowanego azotanami promotora z genem
ofp. Wykazali oni wyzszy poziom fluorescencji biatka GFP w ryzosferze zyta (Avena
fatua), gdy roslina ta rosta w naturalnej glebie z dodatkiem azotanéw w stosunku do
gleby do ktdrej nie dodano tych zwigzkéw. W eksperymencie wykazano przydat-
no$¢ tego bakteryjnego biosensora nie tylko w analizie aktywnosci promotora, lecz
réwniez w okreslaniu dostepnosci azotanéw w niszach mikrobiologicznych. Do po-
dobnych wnioskow doszli réwniez autorzy eksperymentu, w ktdrym analizowano
biodostepnos¢ jonéw zelaza w bakteriach Pseudomonas syringae, zawierajgcych wraz-
liwy na jony zelaza promotor potaczony z genem gfp (20).

W 2000 r. Bloemberg i wsp. (21) przedstawili swoje pionierskie badania do-
tyczace jednoczesnego uzycia trzech réznych zmutowanych form GFP oraz pocho-
dzacego z koralowca Discosoma striata biatka $wiecgcego na czerwono DsRed, do
monitorowania z wykorzystaniem konfokalnego laserowego mikroskopu skaningo-
wego, réznych populacji Pseudomonas w ryzosferze pomidora. Od tej pory ze wzgle-
du na fakt ciggtego opracowywania bardziej zréznicowanych mutantéw zaréwno
biatka GFP jak i DsRed, ukazato sie szereg prac, w ktérych do analiz ekspresji ge-
néw, jak réwniez wizualizacji mikroorganizméw w biofilmie i ryzosferze wykorzy-
stuje sie jednoczesnie kilka autofluorescencyjnych biatek emitujacych Swiatto o roz-
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nej barwie. Zagadnienie to zostato szeroko omdwione oraz poparte dokumentacjg
fotograficzng w pracy Larrainzar i wsp. (4,22).

Grupa szwedzkich badaczy prowadzita prace (10), w ktérych z sukcesem wyko-
rzystano gen gfp do badan nad interakcjami réznorodnych patogendéw roslinnych
Z biorgcymi udziat w biokontroli szczepami badZ rodlinami. Patogen ro$linny Ralstonia
solanacearum wyznakowano genem gfp w celu wizualizacji infekcji tkanek pomidora.
Innym przykladem jest monitorowanie z uzyciem systemu GFP Trichoderma atroviride,
uzywanego w biokontroli choréb wywotywanych przez grzyby (10).

Kolejnym zagadnieniem analizowanym z uzyciem fluorescencyjnego biatka GFP
jest wizualizacja horyzontalnego transferu genéw - FIGT (ang. Horizontal Genes
Transfer) u bakterii. Floryzontalny transfer genéw odgrywa ogromng role zaréwno
w ewolucji mikroorganizmow, jak réwniez w rozprzestrzenianiu sie¢ gendw opornosci
na antybiotyki stosowane w leczeniu ludzi i zwierzat. Tradycyjne molekularne me-
tody analizy DNA ograniczajg sie jedynie do kontrolowanych warunkéw laboratory;j-
nych, natomiast techniki z wykorzystaniem AFP pozwalajg na bezposredni fluore-
scencyjny screening materiatu genetycznego transferowanego pomiedzy szczepami
bakterii, co umozliwia przede wszystkim okreslenie czestosci transferu genowego
w réznych srodowiskach (4). Sposrdd prac dotyczacych aplikacji genu gfp w bada-
niach nad HGT interesujace jest, jak sie wydaje, zwrdcenie uwagi na prezentowane
przez Nancharaiah i wsp. (23) pionierskie badania dotyczace zastosowania techniki
podwaojnego znakowania biatkami GFP i DsRed szczepu Pseudomonas putida. Szczep
Pseudomonas putida transformowany transpozonem z genem kodujacym DsRed pod-
dano ponownej transformacji plazmidem TOL z genem gfp. Ekspresja biatek pozwo-
lita na monitorowanie komérek bakterii w mikrokosmkach osadu.

3. Gen g/p jako marker w konstrukcji biosensoréw

Technologie fuzji genéw reporterowych z sekwencjami promotorowymi wrazli-
wymi na okres$lone zwigzki chemiczne, jak rowniez uktady konstytutywnej ekspresji
z autofluorescencyjnymi markerami znalazty zastosowanie w konstrukcji bakteryj-
nych bioczujnikéw, ktore sg uzywane w wykrywaniu szkodliwych substancji che-
micznych oraz stwierdzaniu biodostepnosci i potencjalnej toksycznosci zwigzkow
wystepujgcych w niebezpiecznych odpadach, Sciekach, wodzie, glebie i powietrzu.
Sposrod tego rodzaju bakteryjnych biosensoréw dominujg systemy w ktorych gen
markerowy (np. gfp) znajduje sie pod kontrolg indukowalnego promotora, specy-
ficznie reagujacego na okreslone czynniki fizyczne, chemiczne badz biologiczne
(ryc. 3).

Biotesty te nie moga zastgpi¢ chemicznych metod monitorowania skazenia $ro-
dowiska, umozliwiajagcych wskazanie czynnika powodujgcego toksycznosé, jednak
z powodzeniem moga by¢ uzywane jako szybkie i tanie wskazniki pojawienia sie
niebezpiecznych zanieczyszczeh w wodach, Sciekach, osadach i wyciggach glebo-
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sygnat fluorescencyjny

gen gfp MRNA GFP
0000

indukcja promotora analizowanym czynnikiem

Ryc. 3. Ogdlny schemat indukowalnego bioczujnika oraz mechanizm Jego reakcji bedacy konse-
kwencjg wptywu analizowanego czynnika - analitu: fizycznego (np. zmiany wartosci pH, temperatury),
chemicznego (zwigzki chemiczne, np. benzen) badz biologicznego (np. wzajemne oddziatywanie roz-
nych gatunkéw drobnoustrojow) (5); objasnienia: mRNA - matrycowy RNA, GFP - biatko, produkt eks-
presji genu gfp.

wych. Pozwala to na zminimalizowanie kosztéw czesto drogich i czasochtonnych,
oraz wymagajacych kosztownej aparatury analiz chromatograficznych. Technologie
bakteryjnych bioczujnikéw sg rekomendowane przez EPA na terenie Standw Zjed-
noczonych jak réwniez w Kanadzie, Francji, Niemczech, Szwecji, Wloszech, Holan-
dii, Hiszpanii, Meksyku, jako szybkie metody monitorowania jakosci wad i sciekdw.
Najbardziej znanymi, komercyjnie dostepnymi zestawami wykorzystujgcymi m.in.
Swiecace bakterie sg np. zestawy Microtox®, Toxalert® (24-28). Tematyka biosen-
sor6w zostata szeroko oméwiona w nowej, obszernej pracy Gu i wsp. (28) oraz we
wczesniejszych wiasnych publikacjach przegladowych (6,25).

Sposrod licznych eksperymentalnych artykutdw prezentujacych efektywnosé re-
akcji bioczujnikéw z genem gfp interesujace sa, jak sie wydaje, dwie oryginalne pra-
ce: Shitashiro i wsp. (29) oraz Rabbow i wsp. (30). Ich oryginalno$¢ polega na od-
mienno$ci konstrukcji transkrypcyijnej fuzji sekwencji promotorowej z genem gfp.
Z reguty w monitorowaniu reakcji bioczujnika stosowano wrazliwy na analizowany
czynnik promotor, natomiast w oméwionych dwdch przykfadach autorzy odeszli od
tego schematu. Shitashiro i wsp. (29) podjeli prébe oszacowania przydatnosci zjawi-
ska aerotaksji (poruszania sie komorek bakterii w kierunku tlenu) jako indykatora
toksycznosci trichloroetylenu (TCE), tetrachloroetylenu (PCE) oraz 1,1,1-trichloro-
etanu (TCA) wzgledem Pseudomonas aeruginosa zawierajacych gen gfp znajdujacy sie
pod kontrolg lac promotora. Za toksyczng przyjeto substancje, ktdra wywotywata
50% inhibicje aerotaksji komdrek P. aeruginaosa po ich 40-minutowej ekspozycji na
badany czynnik. Do innych inhibitorow tego zjawiska zaliczono analizowane réw-
niez metale ciezkie: Hg2+, Cu™+, Ag+, Pb™ i Sn+, a takze takie zwigzki jak: BrCN
i NaN3. W konkluzji pracy autorzy stwierdzili przydatnos¢ analizy aerotaksji jako
wskaznika toksycznosci. Natomiast przeprowadzony przez Rabbow i wsp. (30) eks-
peryment dotyczyt uzytecznosci bioczujnika LAC-FLUORO w procesie analizy ko-
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morkowej odpowiedzi na cytotoksyny, na ktére narazeni sg przebywajacy w prze-
strzeni kosmicznej astronauci. W tym bakteryjnym teScie geng/p wykazywat konsty-
tutywng ekspresje pod kontrolg promotora lac i reagowat zalezng od stezenia cyto-
toksyny redukcjg fluorescencji GFP. W tabeli 2 przedstawiono niektdre bakteryjne
bioczujniki z genem gfp indukowalne okreslonymi czynnikami.

Tabela 2
Indukowalne bakteryjne bioczujniki z genem gjp
Testowany zwigzek Geny bakteryjne Szczep bakteryjny Literatura
BTEX (benzen, toluen, etylobenzen, ksylen) tbuT P. Jluorescens (31)
fenol DnaK, E. coli (32)
genotoksyny: recA, umuDC, sulA E. coli (26,33,34,40)
mitomycyna C, N-metyl-N-nitro-N-nitrozoguanidyna,
kwas nalidyksowy, formaldehyd
metale: ars, arsR, CadC E. coli, (37,38,39,41)
Ag, As, Cu, Cd, Fe, Hg, Pb, Sh, Zn P. aeruginosa,
P. syringae
salicylany sals. Acinetobacter sp. (35)
tetracykliny tetk E. coli (36)

4. Podsumowanie

Mozliwos¢ przyzyciowego monitorowania in situ horyzontalnego transferu ge-
noéw miedzy mikroorganizmami, ich aktywnosci w réznorodnych $rodowiskach,
a takze monitorowania poziomu ekspresji genéw z uzyciem genu gfp w czasie rze-
czywistym i w pojedynczych komérkach, stanowig gtéwne czynniki, ktére zadecydo-
waly o tym, ze obecnie gen g/p jest jednym z najbardziej popularnych genéw repor-
terterowych w biologii molekularnej (42,43). Jego ekspresje wykazano z uzyciem
wektorow zaréwno plazmidowych jak i transpozondw i z udziatem promotoréw po-
chodzacych z odlegtych ewolucyjnie organizméw - poczawszy od bakteryjnych,
a skonczywszy na ssakach (44). Okazuje sie, ze gfp stat sie rowniez podstawowym
genem reporterowym lokalizacji i funkcjonalnosci biatek komorkowych. Fuzje bia-
tek komorkowych z biatkiem GFP (zwane chimerami biatkowymi) umozliwiajg moni-
torowanie w czasie rzeczywistym migracji biatek fuzyjnych w réznych uktadach, tak-
ze kompleksach wielobiatkowych jakie tworzg. Emitowane i fatwe do wykrycia $wie-
cenie GFP pozwala na ,,podgladanie” dynamiki réznorodnych proceséw zachodzg-
cych w zywej komorce, np. replikacji i segregacji chromosoméw bakteryjnych do
komarek potomnych, podziatu komorek bakteryjnych oraz sporulacji (4,25,45). Wy-
daje sie jednak, ze jedng z najbardziej dynamicznie rozwijajacych sie dziedzin apli-
kacji genu gfp jest technologia wykorzystania biologicznych biosensoréw, ktoéra
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znajduje szerokie zastosowanie w monitorowaniu poziomu okreslonych zanieczysz-
czen w Srodowisku.

Sktadamy serdeczne podziekowania dr Imrich Barak (Stowacka Akademia Nauk) za umozliwienie wy-
korzystania w badaniach wtasnych szczepu E. coli MM294.
Praca wykonana w ramach projektu badawczego nr S/115/22/06 i W/ilS/33/06.
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