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Wstep

W trasformacji rodlin powszechnie uzywa si¢ gendéw reporterowych i marke-
rowych w celu selekgji komérek z wprowadzonym transgenem i oceny skutecz-
nosci stosowanych metod transformacji. Wéréd genéw reporterowych, jednym v
najczesciej stosowanych jest gen gus kodujacy enzym B-glukuronidazg (GUS).
Wykorzystanie GUS ma wicle zalet, jednak jego detekcja wymaga stosowania do-
datkowych substratéw do reakcji hydrolizy katalizowanej przez B-glukuronidaze i
dlugiego barwienia histochemicznego wykrywajacego barwny produkt. licktem
tego jest degradacja komérek i tym samym niemozliwa jest ocena Zywych tkanck.
Otrzymanie transformowanych roslin wymaga wigc stosowania dodatkowego sys-
temu selekcji w oparciu o geny markerowe, zwykle opornosci na antybiotyki lub
herbicydy, co czesto budzi wiele kontrowersji z uwagi na ich ewentualne interak-
¢je w Srodowisku. Szczegdlng uwage przywiazuje si¢ do obecno$ci gendw opor-
no$ci na antybiotyki w modyfikowanych organizmach. Szereg krajow opowiada
sle za zakazem uwalniania takich organizméw do Srodowiska, co nadaje nowe
kierunki w pracach nad roslinami transgenicznymi.

Biatko zielonej fluorescencji

Biatko zielonej fluorescencji GFP (ang. green fluorescent protein) Znane
jest juz od 40 lat, kiedy Shimomura i wspéipracownicy wyizolowali je z fotocytow
meduzy Aequorea victoria. W ciagu kolejnych lat poznano jego whasciwosci fizycz-
ne i chemiczne, ale dopiero w roku 1992 poznano sekwencje kodujacego je genu
[PRASHER 1 in. 1992]. W dwa lata po7n1ej wykazano mozliwos¢ ekspresji gfp w in-
nych organizmach [CHALFIE i in. 1994] i od tego czasu zaczglo coraz czgscie] wWy-
korzystywa¢ GFP do modyfikacji genetycznej organizméw. Obecnic ckspresja gfp
jest mozliwa we wszystkich organach roSlinnych, a do detekcji biatka GFP nic
jest wymagany zaden dodatkowy substrat. Dzigki swoim wlasciwosciom fluorcs-
cencyjnym mozliwa jest bezposrednia detekcja tego biatka w zywych komorkach
zaréwno makroskopowo przy uzyciu przenosnych lamp UV, jak 1 mikroskopowo,
1 tym samym obserwowanie ekspresji wprowadzanych genéw juz w picrwolnie
transformowanych komdrkach oraz zmian ekspresji zachodzacych w crzasic {Ha-
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SELOFF, AMOS 1995]. Stosowanic konstruktéw z genem gfp moze jednoczeénie
zastgpi¢ konicczny do tej pory podwdjny system gendw reporterowych i markero-
wych do selekgji transformantéw [STEWART 2001].

Biatko GFP obecne w A. victoria jest kodowane przez gen gfp o dhugosci
714 pz i ma wiclko$¢ 25,9 kDa. Duze zainteresowanie, jakim sig cieszy to biatko,
wynika z jego whasciwosci fluorescencyjnych. Fluoryzuje ono bowiem w zakresie
fal zielonych z maks. przypadajacym na 508 nm, jezeli jest wzbudzane $wiatlem w
zakresie fal albo dalekicgo UV (maks. 395 nm), albo niebieskich (maks. 475 nm),
przy czym ckstynkcja przy wzbudzaniu w $wietle UV jest ok. 3 razy wigksza niz w
$wietle niebieskim. Wiasciwosci te wynikajg z budowy czasteczki GFP, ktdra skia-
da si¢ z 238 aminokwasow ulozonych w tzw. ‘B-can’ - cylinder ztoZzony z 11 nici B
7. a-helisg przechodzaca wzdhuz jego osi. Chromofor (p-hydroksybenzylidenoimi-
dazolinon) jest przyczepiony do a-helisy i znajduje si¢ prawie dokladnie w §rodku
tego cylindra. Powstaje on z trzech aminokwaséw Ser-1yr-Gly w pozycji 65-67 po
tzw. procesie dojrzewania, tj. zaginania faficucha, tworzenia imidazolinonu, reak-
¢ji dehydratacji i utleniania [TSIEN 1998].

Picrwsze proby transformacji roélin z uzyciem genu gfp u tytoniu [BAULCOM-
BE 1 in. 1995} 1 kukurydzy [Hu, CHENG 1995] byly bardzo obiecujace, jednakze sze-
reg autoréw nic obserwowalo ckspresji genu gfp u innych gatunkéw [HASELOFF i
in. 1995: PANG i in. 1996]. Praktyczne wykorzystanie GFP wymagato ,,udoskonale-
nia” genu gfp, aby jego ckspresja zachodzita w réznych organizmach i aby wlasci-
woscl fluorescencyjne biatka byly stabilne w réznych warunkach. Obecnic stoso-
wance zmodyfikowane formy GFP sg kodowane przez geny, W ktérych indukowa-
no szereg mutacji, gléwnie polegajacych na zamianie pojedynczych aminokwaséw.
Uzyskano geny ulegajace ekspresji we wszystkich gatunkach roélin, do ktérych
prébowano je wprowadzi¢. Powstajace biatka GFP sa termostabllne wykazuja
powinowactwo do réznych organelli komérkowych oraz charakteryzujq si¢ roz-
nymi wlagciwosciami spektralnymi.

Najwaznicjszym odkryciem dotyczacym czgstego braku ekspresji genu gfp u
transformowanych roélin bylo stwierdzenie obecnosci fragmentu o dlugosci 84 pz,
ktéry wykazuje wysoka homologig do znanych intronéw roslinnych. W wyniku
tego, u szeregu gatunkéw roslin fragment ten byt rozpoznawany jako intron i ule-
gal delegji, a powstajace biatko bylo pozbawione wlasciwoscei fluorescencyjnych z
uwagi na zniicniong budowe. Indukowane mutacje w kodonach flankujacych te
sckwencje doprowadzily do wytworzenia genu mgfp4. W wyniku jego ekspres;ji
powstaje biatko o takich samych wlasciwosciach jak jego odpowiednik u A. vic-
foria [[1ASLLOFF i in. 1997].

Wspomniany wyzej proces ,,dojrzewania” GFP jest zalezny od temperatury
1 dlatego uzyskiwano bardzo stabg fluorescencje GFP w temp. powyzej 25°C. Ko-
lejne indukowane mutacje doprowadzily do otrzymania zmienionej formy biatka
GEP(S65T), w ktorej zastapiono seryng w pozycji 65 treonina. Zmiana ta spowo-
dowala, 7c w temperaturze 37°C otrzymane biatko mialo kilkukrotnie zwigkszona
cmisj¢ w poréwnaniu do GFP [HEM i in. 1995]. Podobnie biatko GFPA, w ktérym
indukowano mutacje VI163A 1 §175G, wykazuie wyzsza fluorescencjg nawet o 35
razy [SIEMERING i in. 1996]. Wykazano ponadto, ze dodatkowe podstawicnia ami-
nokwasowe w taiicuchu pozwalajg na utrzymywanie stabilnej fluorescencji w tem-
peraturach dochodzacych do 65°C.

GI'P jest widoczne w catej cytoplazmie, ale szczegdlnie ulega akumulacyi w
obrebic jadra komérkowego 1 dlatego przez dhugi okres przypuszezano, ze GIP
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wplywa toksycznie na komérki rodlinne. Wynikalo to z obserwacji, zc intensywnic
fluoryzujace linie Arabidopsis nie udawato si¢ doprowadzi¢ do rcgeneracji w roéli-
ny [HASELOFF, SIEMERING 1998]. Dalsze prace innych autoréw wykazaly jednak, 7c
GFP nie jest toksyczne dla ro§lin [HARPER i in. 1999; MOLINIER i in. 2000]. W mig-
dzyczasie uzyskano mozliwo$¢ fuzji GFP z innymi biatkami specyficznymi dla réz-
nych organelli komérkowych. Dzigki temu mozliwa jest akumulacja GFP w wigk-
szosci organelli, np.: mitochondriach [R1ZzuTo i in. 1996}, retikulum cndoplazma-
tycznym [HASELOFF i in. 1997], jadrach {GREBENOK i in. 1997] oraz peroksysomach,
wakuolach, aparatach Golgiego i blonach komérkowych [TSIEN 1998].

Analogi GFP

Prace nad GFP zmierzaja takze do otrzymania form o réznych wlasciwos-
ciach fluorescencyjnych. Obecnie funkcjonuje szereg wariantow, ktorc r0/mq Si¢
zakresami wzbudzania, emisji i intensywnosci fluorescencji. Do najczgscicj stoso-
wanych nalezg biatka: mGFP5 z dwoma zakresami wzbudzania, podobnie jak
GFP, ale o podobnych ekstynkcjach [SIEMERING 1996]; EGFP tylko 7 jednym za-
kresem wzbudzania maks. przy 488 nm [YANG i in. 1996]; sGFP [CHIU i in. 1996] 1
PGFP [PANG i in. 1996] réwniez z jednym zakresem wzbudzania maks. przy 489
nm, ale z intensywnoScia emisji przewyzszajaca dziki typ GFP odpowicdnio 100 1
150 razy; smRS-GFP i smGFP z odpowiednio jednym i dwoma zakresami wzbu-
dzania [Davis, VIERSTRA 1998]. Cecha wspdlng wszystkich wymienionych biatek
jest ich fluorescencja w zakresie fal zielonych z maks. przypadajacym na 507-511
nm.

Fluorescencja GFP zostala zaobserwowana takze w innych zakresach fal:
niebieskim, zolttym i pomaraficzowym w zaleznosci od rodzaju podstawnika w
czgsteczce chromoforu [TSIEN 1998], ale nie znalazly one jak dotad tak powszech-
nego zastosowania jak zielono fluoryzujace formy. W ostatnich latach podjgto
réwniez badania nad innymi biatkami fluoryzujgcymi z grupy ‘B-can’. Biatka asF
P499, asFP522 i asFP595, wyizolowane z $rédziemnomorskiego gatunku Anemo-
nia sulcata [WIEDENMANN i in. 2000] oraz DsRed sklonowany z koralowca Discoso-
ma ssp. [MATZ 1 in. 1999], charakteryzujg sie zasadniczo zblizong budowa do GFP.
Fluoryzuja one w zakresie dhuzszych fal niz GFP, DsRed ma maks. emisji przy
583 nm, a asFP595 przy 595 nm, i z tego wzgledu nazywane sg biatkami czerwo-
nej fluorescencji. Podstawowe wla§ciwosci fizyczne tych biatek zostaly juz zbada-
ne [BAIRD i in. 2000; GROSS i in. 2000]. Charakteryzuja si¢ duza intensywnoscig i
stabilno$cig fluorescencji, ale wymagajg ulepszenia procesu ich ‘dojrzewania’ w
celu jego skrocenia i uniezaleznienia od szeregu czynnikéw, takich jak pH czy
temperatura. Ze wzgledu jednak na dodatkows zaletg, jaka jest fluorescencja w
innym zakresie niz §wiatlo zielone, stanowig one potencjalnie wazng grupg biatek
alternatywnych dla GFP, ktére beda mogly by¢ wykorzystywane jako markery w
transformacji.

Podsumowanie

Historia badai nad biatkami fluorescencji ma zaledwie 10 lat, a praktyczne
wykorzystanie wlasciwosci tych biatek w transformacji roslin nastapito dopiero po



282 R. Baranski

roku 1996. Post¢p badan genetycznych umozliwia obecnie identyfikacje nowych
[orm bialek z tej grupy oraz dokonywanie modyfikacji ich budowy pociggajacych
7a soby zmiang wlasciwosci fizykochemicznych. Dzigki temu postgpowi w dyspo-
zycyi badaczy jest obecnie szerokie spektrum bialek o wlasciwosciach fluorescen-
cyjnych, ktére moga by¢ wykorzystywane w pracach z zakresu inZynierii genetycz-
ncj zaréwno ro$lin, jak i innych organizmoéw.
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Stowa kluczowe:  bialko zielonej fluorescencji, GFP, mutanty, transformacja
genetyczna

Streszczenie

Biatko zielonej fluorescencji (GFP), dzicki swoim wlaiciwosciom fluores-
cencyjnym, emituje zielone §wiatlo i lym samym moze by¢ obserwowanc w 7y-
wych komoérkach do ktérych zostal wprowadzony kodujacy je gen gfp. Obecuic
wykorzystuje sig wiele form biatek GFP réznigcych si¢ od dzikicj formy GIP z
Aequorea vicloria. Bialka te maja zmienione wlaiciwosci spektralne, intensywnicj
fluoryzuja 1 sa termostabilne. Wykazano takze istnienie innych analogéw GFP,
ktére emitujg fale z zakresu $wiatla niebieskiego, zéttego 1 pomaraiiczowego oraz
bialek pochodzacych z innych organizméw morskich fluoryzujacych na czerwono.
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Summary

Green fluorescent protein (GFP) has got a fluorescent ability to emit green
light and therefore can be directly visualized in live transgenic cells. There are
scveral modified forms of GFP used, which differ from its wild type from Aequo-
rea victoria. These proteins having got different spectra, are more intense in fluo-
rescettee and are thermostable. There are also other GFP analogues, which emis-
sion is shifted towards cyan, yellow and orange light, as well as red fluorescent
proteins found in other marine organisms.

Dr Rafat Baranski

Katedra Genetyki, Hodowli 1 Nasiennictwa
Akademia Rolnicza im. H. Kolataja

Al. 29 Listopada 54

31-425 KRAKOW



