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Summary

A biomarker, or molecular marker, or reporter gene is defined as a DNA se-
quence introduced into organisms. It confers a distinct genotype or phenotype
to enable monitoring in a given environment.

Molecular markers such as: LacZ (P-galactosidase), xylE (catechol
2,3-dioxygenase), lux (bacterial luciferase), luc (insect luciferase), phoA (alkaline
phosphatase), gusA and gurA (P-glucuronidase), gfp (green fluorescent protein),
bla (P-lactamase) and antibiotic or heavy metals resistance genes are widely
used in genetically engineered (GEMs) microorganisms research. These genes
are involved in the detection and enumeration of GEMs after their introduction
into the environment. Molecular markers, especially lux and gfp, are widely used
in the creation of whole-cell based biosensors which are commonly used for the
examination of toxicity of environmental pollutants.

Key words:
reporter genes, gfp (green fluorescent protein), promotors, GEMSs,
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Wykorzystanie markeréw biologicznych w wykrywaniu zwigzkéw toksycznych wystepujacych w $Srodowisku

1. >Xstep

Yi*zrastajacy poziom zanieczyszczenia Srodowiska naturalnego zmusza do opra-
cowmia efektywnych metod pozwalajgcych na szybkie, precyzyjne i mato kosztow-
ne o<re$lanie lokalizacji, toksycznosci i mozliwosci biodegradacji poszczegélnych
zanieczyszczen.

Bardzo przydatne do tego celu okazaty sie drobnoustroje majace zdolno$¢ meta-
bolizmu wielu substancji toksycznych dostajgcych sie do $rodowiska, takich jak:
zwigiki aromatyczne, weglowodory ropy naftowej, metale i inne. Ogromne mozli-
wosci stwarza inzynieria genetyczna, ktdéra stosujgc manipulacje genetyczne kreuje
i udoskonala potencjat biodegradacyjny wielu szczepdw Srodowiskowych oraz two-
rzy poprzez fuzje bakteryjnych promotoroéw degradacji okreslonych zwiazkéw tok-
sycznych z genami reporterowymi bardzo uzyteczne systemy zwane biosensorami
(1-4)

Bakteryjne biosensory znakowane biologicznymi markerami (najczesciej genami
lux lab gfp) sa wykorzystywane do wykrywania i okreslania ilosci zanieczyszczen
w badanych prébach, analizowaniu ekologicznych powigzan miedzy biodostepnos-
cig i toksycznoscig poszczegdlnych substancji chemicznych oraz stwierdzaniu po-
tencalnej toksycznosci zwigzkéw wystepujacych w niebezpiecznych odpadach,
Scietach, wodzie i glebie (5-7).

2. Markery genetyczne

IVolekularne markery, markery genetyczne lub biomarkery definiowane sg jako
sekwencje DNA, ktére po wprowadzeniu do komorki pro- lub eukariotycznej powo-
dujg pojawienie sie charakterystycznych cech fenotypowych dzieki ktérym mozliwe
jest monitorowanie tych organizméw po wprowadzeniu ich do srodowiska (8-12).

Chbecnie znanych jest kilka genéw reporterowych powszechnie stosowanych w ba-
daniach mikroorganizméw. Zaliczamy do nich m.in. geny: ((3-galaktozydazy (lacZ),
lucyferazy bakteryjnej (lux), monooksygenazy (tfd), dioksygenazy 2,3-katecholu (xylE),
biatka zielonej fiuorescencji (gfp; green fluorescent protein) oraz geny opornosci na
antybiotyki i metale (8-10,13,14).

kazdy gen reporterowy charakteryzuje sie pewnymi cechami: nie powinien on
wykazywac ekspresji w organizmie kontrolnym, ani mie¢ szkodliwego wptywu na
metabolizm komorki, powinien wykazywac¢ umiarkowang stabilno$¢ in vivo, tak aby
moziwa byfa regulacja ekspresji. Dodatkowo, produkt ekspresji genu powinien by¢
fatw/ do wykrycia i nie powinien powodowa¢ $mierci badanego organizmu (15).

Ceny opornosci na antybiotyki i metale ciezkie sg najstarszymi i najczesciej sto-
sowanymi biologicznymi markerami. Zwigzane to jest m.in. z fatwoscig setekcji bak-
terii zawierajacych tego typu markery, zaréwno tradycyjnymi metodami hodowtany-
mi na podtozach zawierajacych antybiotyk jak i za pomoca technik biologii moleku-
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larnej. Istnieje niestety niebezpieczenstwo uwolnienia genéw opornosci do $Srodo-
wiska, szczegoélnie gdy geny te sa kodowane na plazmidach (16).

Okazuje sie jednak, ze znacznym ograniczeniem w stosowaniu genow reportero-
wych kodujgcych enzymy (miedzy innymi lacz, lux, xylE i tfd), zwanych réwniez mar-
kerami enzymatycznymi jest potrzeba zastosowania dodatkowych substratow i kosz-
townego sprzetu do wykrycia ich ekspresji (17,18). Ponadto czesto w celu wykrycia
ekspresji wiekszosci markerow konieczne jest zniszczenie zywego materiatu biolo-
gicznego.

Bardzo atrakcyjnymi markerami powszechnie wykorzystywanymi w testach tok-
sycznosci okreslonych zwigzkow sg, jak sie wydaje, geny gfp i lux, poniewaz produk-
tem ich ekspresji jest tatwo wykrywana za pomocg $wiatta UV autofluorescencja. je-
dynie jednak GFP jest tatwo wykrywane za pomocg tylko $wiatta UV, natomiast lucy-
feraza wymaga egzogennego substratu. Komorki znakowane tymi markerami moz-
na monitorowac przyzyciowo.

Gen lux pochodzi z luminescencyjnych morskich bakterii Vibrio fischeri i Vibrio
harveyi. Bakteryjna luminescencja jest wynikiem aktywnosci specyficznego enzymu
lucyferazy wymagajacego dodatkowych substratow (tlen, czynniki redukujace, alde-
hyd) jako kofaktoréw reakcji, prowadzacej do wytworzenia luminescencji i do jej
wykrycia potrzebny jest specjalny przyrzad, zwany luminometrem, czesto potgczo-
ny z systemem wideo. Gen /ux jest bardzo popularnym markerem wykorzystywanym
w konstrukcji biosensorow.

Natomiast gen gfp zostat odkryty na poczatku lat szes¢dziesigtych w organizmie
meduzy Aequorea victoria, zyjacej w potnocno-zachodniej czesci Pacyfiku. W przy-
padku genu gfp jako biomarkera nie ma potrzeby uzywania dodatkowych kofakto-
row aby wykryc¢ jego ekspresje, jedynym czynnikiem wptywajgcym na aktywnos¢ ko-
dowanego przez niego biatka jest obecnos¢ tlenu czasteczkowego, gdyz w przypad-
ku braku tlenu biatko jest nieaktywne. Biatko bedace produktem ekspresji genu gfp
(GFP) w zywej komoérce - pod wplywem wzbudzenia swiattem UV - emituje zie-
long fluorescencje, widoczng nawet nieuzbrojonym okiem (19-26).

3. Biomarkery biologiczne w konsrukcji biosensorow

Biosensory mozemy zdefiniowac jako pewne uktady zbudowane z elementu po-
miarowego, wystepujgcego w postaci materiatu biologicznego reagujacego na obec-
ng w Srodowisku specyficzng substancje, tzw. analit, dzieki czemu mozna jg w nim
wykry¢, a jej iloS¢ zmierzy¢. Biosensor jest zintegrowanym systemem trzech ele-
mentdw: biologicznego systemu rozpoznawania, czesto nazywanego biorecepto-
rem, z elementu przetwarzajgcego oraz elektronicznego (27,28). Takie potgczenie
elementéw biologicznych i elektronicznych umozliwia bardzo czute i precyzyjne
wykrywanie minimalnych iloSci okre$lonych substancji majgcych wasciwosci muta-
genne lub kancerogenne. Wiekszo$¢ form bioreceptoréw uzywanych w konstrukcji
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biosensoréw to przeciwciata, enzymy, kwasy nukleinowe, biatka nie bedace enzy-
mami oraz cate uklady komorek, tkanek i organizmow (15). Urzadzenia te, charakte-
ryzujace sie ogromnym zréznicowaniem ksztattow i wielkosci stuzg rowniez do mo-
nitorowania zmian warunkéw $rodowiskowych, ustalania poziomu pH, zawartosci
tlenu i wielu innych parametréw zaréwno fizycznych jak i chemicznych.

Biosensor, niezaleznie od charakteru bioreceptora powinien posiadaé¢ pewne ce-
chy: specyficznos¢ wzgledem analitu, wysoka wrazliwos¢ na analizowany zwigzek
i, co sie z tym wigze, iloSciowg odpowiedZ (reakcje), ktora rejestrowana jest przez
elektroniczny element biosensora i wyrazana w postaci konkretnych wielkosci, jed-
nym z przyktadéw czesto wykorzystywanego w analizach biosensora jest konstruk-
cja oparta na wykrywaniu autofluorescencji emitowanej przez GEMs, ktére s3 zaan-
gazowane w procesy bioremediacji. W tym przypadku bioreceptorem sg genetycz-
nie zmodyfikowane mikroorganizmy, zawierajace odpowiednie konstrukty genowe,
wyposazone w geny reporterowe, np. lux lub gfp. Emitowane $wiatto pochodzi ze
szczegblnych biatek, bedacych produktami ekspresji gendéw reporterowych. W obec-
nosci analizowanych za pomoca tego typu biosensoréw substancji toksycznych za-
wartych w badanych probach z wéd powierzchniowych, gleby, Sciekéw, osadéw
Sciekowych i rzecznych, a takze wody pitnej dochodzi do zmian molekularnych
w obrebie bioreceptora, czyli genetycznie zmodyfikowanych komérek bakterii, za-
wierajagcych w swoim genomie okreslony gen reporterowy potagczony z operonem
degradacyjnym odpowiedzialnym za katabolizm chemikalii, takich jak toluen, nafta-
len lub metale ciezkie (29-31). W wyniku tego dochodzi do syntezy bakteryjnych en-
zymOw uczestniczacych w degradacji interesujacych nas zwigzkéw toksycznych.
Réwnoczesnie wskutek ekspresji genu reporterowego w komorce pojawia sie kon-
kretny produkt majacy w przypadku uzycia genéw lux lub gfp charakter emisji pro-
mieniowania $wietlnego, ktérego natezenie jest proporcjonalne do tempa metaboli-
zmu analizowanej substancji przez organizm bakteryjny. Emitowane $wiatto, be-
dace produktem ekspresji biologicznego markera w okreslonych warunkach, jest
specyficznym indykatorem toksycznosci wielu substancji, ktérych dziatanie zaburza
aktywnos$¢ metaboliczng bakterii i powoduje spadek natezenia wykrywanego Swiat-
fa (15,25,32,33).

Mikroorganizmy sg zwykle bardziej tolerancyjne na zmiane warunkéw $rodowi-
ska niz same biatka lub enzymy, réwniez podczas procesu analizy okre$lonego
zwigzku toksycznego. Zwigzane to jest z mozliwoscig uruchomienia specyficznych
komorkowych szlakéw regulacyjnych, jakimi dysponuja drobnoustroje, a ktére umoz-
liwiajg im adaptacje do niekorzystnych warunkéw srodowiska, np. wahania pH, tem-
peratury lub obecnosci substancji toksycznych, réwniez niektdrych metali. Mikroor-
ganizmy poprzez aktywny transport usuwajg toksyczne metale z terenu komdrki
przez Sciane komorkowa. Zabezpiecza to komérke przed nadmierng akumulacja
metali w jej wnetrzu. Ws$réd mikroorganizmow znana jest rowniez umiejetnosc in-
aktywacji niektorych metali lub zewnatrzkomorkowe zwigzanie metali i zablokowa-
nie przedostawania sie ich do wnetrza oraz ostatnia z mozliwosci to chemiczna mo-
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Brak elementu kontroli
1 2

b.
Niespecyficzny element kontroli

1 2 4 5

Regulacja pozytywna obecny
specyficzny element kontroli

d.
Regulacja negatywna brak
specyficznego elementu kontroli

->e Brak ekspresji genu reporterowego

Promotor zwigzany z biatkiem
regulatorowym

Rys. 1. Reakcja promotora kierujacego ekspresja okreslonego genu reporterowego na obecno$¢
analitu w badanej prébie (32); | - promotor, 2 - gen reporterowy, 3 - trnskrypcja, 4 - mRNA, 5 -
translacja, 6 - produkt ekspresji genu reporterowego, 7 - sygnat Swietlny o okreslonym natezeniu.

dyfikacja metali do form o obnizonej toksycznosci. Ponadto utrzymanie hodowli
bakteryjnej jest tatwiejsze i tansze niz izolacja oraz koszty zwigzane z wykorzysta-
niem enzymow lub innych biatek. Dodatkowo bakterie charakteryzuja sie wysokim
tempem wzrostu, co wigze sie réwniez z mozliwoscig szybkiej odnowy hodowli
(25,32).

Wymienione cechy zadecydowaty o tym, ze zmodyfikowane genetycznie komor-
ki drobnoustrojow, zawierajagce geny reporterowe s coraz chetniej uzywane jako
bioreceptory biosensorow stosowanych w analizie zwigzkéw organicznych i nie-
organicznych.

Promotor koordynujacy pracg okreslonego genu reporterowego i decydujacy
0 ekspresji tego genu, moze w rdzny sposéb reagowac na obecno$¢ testowanego
zwigzku chemicznego (analitu) (rys. la-d).

W pierwszym przypadku (rys. la) ekspresja genu reporterowego jest regulowana
przez konstytutywny promotor znajdujacy sie pod bezposrednim wplywem biatka
reporterowego, bedacego produktem ekspresji genu reporterowego. Wowczas gdy
komorka jest wystawiona na dziatanie substancji toksycznej to nastepuje redukcja
sygnatu (zahamowanie syntezy biatka reporterowego) w skutek $mierci lub inhibicji
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metabolizmu komdrkowego. Ten typ reakcji nie jest specyficzny do wykrywania
konkretnego typu lub klasy zwigzkow toksycznych, lecz jest przydatny w okreslaniu
0g06lnej toksycznosci badanych préb wzgledem zywej komdrki. W drugim przypad-
ku (rys. Ib) gen reporterowy jest pod kontrolg promotora niespecyficznie reagu-
jacego na potencjalnie szkodliwe warunki $srodowiska. Pojawienie sie zwigzku tok-
sycznego uruchamia catg kaskade reakcji prowadzacych do ekspresji genu reporte-
rowego i emisji pozytywnego, komoérkowego sygnatu. Ekspresja genéw dwdch omo-
wionych konstruktéw bioreceptoréw znajduje sie pod kontrolg niespecyficznych
zwigzkow chemicznych, natomiast w uktadzie trzecim (rys. Ic, 1d) promotor, ktéry
koordynuje ekspresjg genu reporterowego reaguje tylko z bardzo specyficznymi
zwigzkami chemicznymi. Promotor moze by¢ regulowany przez biatko regutatoro-
we w sposéb pozytywny lub negatywny. W przypadku pozytywnej regulacji (rys. 1c)
potaczenie analitu z biatkiem regulatorowym promuje odblokowanie promotora
i indukcje transkrypcji genu reporterowego. Natomiast gdy nie ma w badanej probie
specyficznej substancji toksycznej, nastepuje catkowita inhibicja przez biatko regu-
latorowe promotora i brak transkrypcji genu markerowego. Uwolnienie biatek re-
presorowych z obszaru promotora nastepuje tytko w momencie zwigzania represo-
ra ze specyficznym analitem, co prowadzi do rozpoczecia transkrypcji genu reporte-
rowego (25,27,32).

Obecnie znanych jest wiele biosensoréw zawierajacych w swojej budowie biore-
ceptory bakteryjne, dominujg jednak bioreceptory z markerami lux oraz gfp. Znaj-
duja one szczegolnie szerokie zastosowanie do wykrywania wielu substancji tok-
sycznych, zaréwno organicznych jak i nieorganicznych, a wérdd nich wielu metali
(@luminium, niklu, kadmu, arsenu, rteci, miedzi) w $rodowisku (7,25,27,32,34).

Dotychczas na bazie bakterii V.fischeri opracowano bakteryjne testy toksycznos-
c¢i (Microtox), mutagennosci oraz rakotworczosci (Mutatox). W tego typu biosenso-
rach bioreceptory, bedace komdrkami mikroorganizmow, wyposazono w odpowied-
nie geny reporterowe wraz z promotorami reagujgcymi na uszkodzenia DNA, be-
dace efektem ekspozycji materiatu genetycznego na genotoksyczny zwigzek (7,25).
Do tego typu testow zaliczamy réwniez bardzo czuty i szybki test VITOTOX umozli-
wiajacy pomiar Kinetyki systemu reperacji SOS bakterii w zaleznosci od genotok-
sycznosci zwiazku chemicznego (17).

W pracy Kostrzynskiej i in. (7) stosujac transkrypcyjng fuzje miedzy indukowa-
nym przez uszkodzenia DNA recA promotorem a dzikim typem genu gfp oraz jego
zmutowang formg, wykazujacg bardziej intensywng fluorescencje (gfp-mut3) skon-
struowano fluorescencyjny biosensor. Tak spreparowane plazmidowe DNA z genem
gfp i promotorem recA wprowadzono droga elektroporacji do komérek E. coli C600,
ktorych uzyto do testu genotoksycznosci mitomycyny, formaldehydu, N-metyl-N-ni-
tro-nitrozoguanidyny oraz kwasu nalidyksowego. Zaobserwowano, ze E. coli z kon-
struktem genowym ze zmutowang, 0 intensywniejszej fiuorescencji wersjg genu gfp
wykazuje silniejsza reakcje na analizowane zwigzki niz E. coli z dzikim typem genu
gfp. W obu typach komérek E. coli efektem ekspresji genu gfp bedacego pod promo-
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torem recA byfa emisja zielonej fluorescencji o zwiekszonej intensywnosci w przy-
padku gfp-mut3. Stwierdzono, ze recA-gfp-mut3 biosensor jest potencjalnie uzytecz-

ny w wykrywaniu badanych genotoksyn (7).

Do konstrukcji bakteryjnych biosensoréw dotychczas uzyto kilka gendw repor-
terowych wraz z odpowiednimi promotorami. Niektore z tego rodzaju konstruktow
przedstawiono w tabeli.

Tabela

Niektére z bakteryjnych biosensorow stosowanych w wykrywaniu okreslonych zwigazkéw chemicznych w ba-
danych prébach (7,8,25,27).

Analit
aluminium
kadm
zelazo
rte¢
cynk

metale (Hg, Cu, Ni, Zn,
Cr)

naftalen

toluen

mitomycyna, formalde-
hyd, N-metyl-N-nitrozo-
guanidyna, kwas nali-
dyksowy

4, Podsumowanie

Promotor

Gen reporterowy

Nieorganiczne zwiazki chemiczne

fli C (E. coli)

cad A (S. aureus)
pup A (P. putida)

mer (Tn21)

smt A (Synechococcus PCC7942)

promotory genéw metaloopomosci

lux AB (V. harveyi)

lux AB (V. harveyi)
lux CDABE (V. harveyi)

lux AB (V. harveyi)
lux CDABE (V. Jischeri)
lux CDABE (V. Jischeri)

Organiczne zwiazki chemiczne

nah G (P. Jluorescens)

rec A

lux CDABE (V. harveyi)
xylR-lux CDABE

afp i gfp (mul3) (Aquo-

rea victoria)

Mikroorganizm

E. coli
E. coli, S. aureus
P. putida
E. coli
Synechococcus PCC7942
E. coli

P. Jluorescens
P. putida
E. coli

Ciggta kumulacja szkodliwych substancji w $rodowisku naturalnym zmusza do
odkrywania jak najbardziej skutecznych, szybkich i tanich metod wykrywania i de-
gradacji groZznych zwigzkdw toksycznych, czesto bedgcych mutagenami lub kance-

rogenami.

Bardzo racjonalnym rozwigzaniem, jak sie wydaje, jest wykorzystanie naturalne-
go potencjatu metabolicznego genetycznie zmodyfikowanych mikroorganizméw wy-
posazonych w okreslone geny reporterowe, ktére sg bardzo przydatnym narze-
dziem badawczym w okreslaniu toksycznosci zanieczyszczen wystepujacych w sro-

dowisku.
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