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Wstęp 

W trasformacji roślin powszechnie używa sic; genów reporterowych i markc­
rowych w celu selekcji komórek z wprowadzonym transgcnem i oceny skutecz­
ności stosowanych metod transformacji. Wśród genów reporterowych, jednym z 
najczęściej stosowanych jest gen gus kodujący enzym /3-glukuronidazc; (GUS). 
Wykorzystanie GUS ma wiele zalet, jednak jego detekcja wymaga stosowania do­
datkowych substratów do reakcji hydrolizy katalizowanej przez /3-glukuronidazc; i 
długiego baiwienia histochemicznego wykrywającego baiwny produkt. l ~fcktem 
tego jest degradacja komórek i tym samym niemożliwa jest ocena żywych tkanek. 
Otrzymanie transformowanych roślin wymaga więc stosowania dodatkowego sys­
temu selekcji w oparciu o geny markerowe, zwykle oporności na antyhiotyki lub 
herbicydy, co czc,:sto budzi wiele kontrowersji z uwagi na ich ewentualne interak­
cje w środowisku. Szczególną uwagc,: przywiązuje sią do obecności genów opor­
ności na antybiotyki w modyfikowanych organizmach. Szereg krajów opowiada 
się za zakazem uwalniania takich organizmów do środowiska, co nadaje nowe 
kierunki w pracach nad roślinami transgenicznymi. 

Białko zielonej fluorescencji 

Białko zielonej fluorescencji GFP (ang. green fluorcscent protein) znane 
jest już od 40 lat, kiedy Shimomura i współpracownicy wyizolowali je z fotocytów 
meduzy Aequorea victoria. W ciągu kolejnych lat poznano jego właściwości fizycz­
ne i chemiczne, ale dopiero w roku 1992 poznano sekwencje; kodującego je genu 
[PRASHER i in. 1992]. W dwa lata później wykazano możliwość ekspresji gfp w in­
nych organizmach [CHALFIE i in . 1994] i od tego czasu zacząto coraz czc;ściej wy­
korzystywać GFP do modyfikacji genetycznej organizmów. Obecnie ekspresja gjj, 
jest możliwa we wszystkich organach roślinnych, a do detekcji białka G FP nic 
jest wymagany żaden dodatkowy substrat. Dzięki swoin1 właściwościom fluores­
cencyjnym możliwa jest bezpośrednia detekcja tego białka w żywych komórkach 
zarówno makroskopowo przy użyciu przenośnych lamp UV, jak i mikroskopowo, 
i tym samym obseiwowanie ekspresji wprowadzanych genów już w pieiwotnic 
transformowanych komórkach oraz zmian ekspresji zachodzących w czasie [ I !A-
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SELOFF, AMOS 1995]. Stosowanie konstruktów z genem gfp może jednocześnie 
zastąpić konieczny do tej pory podwójny system genów reporterowych i markero­
wych do selekcji transformantów [STEWART 2001 ]. 

Białko G FP obecne w A. victoria jest kodowane przez gen gfp o długości 
714 pz i ma wielkość 25,9 kDa. Duże zainteresowanie, jakim się cieszy to białko, 
wynika z jego właściwości fluorescencyjnych. fluoryzuje ono bowiem w zakresie 
fal zielonych z maks. przypadającym na 508 urn, jeżeli jest wzbudzane światłem w 
zakresie fal albo dalekiego UV (maks. 395 nm), albo niebieskich (maks. 475 urn), 
przy czym ekstynkcja przy wzbudzaniu w świetle UV jest ok. 3 razy większa niż w 
świetle niebieskim. Właściwości te wynikają z budowy cząsteczki GFP, która skła­
da się z 238 aminokwasów ułożonych w tzw. 1/3-can' - cylinder złożony z 11 nici f3 
z a-helisą przechodzącą wzdłuż jego osi. Chromofor (p-hydroksybenzylidenoimi­
dazolinon) jest przyczepiony do a-helisy i znajduje się prawie dokładnie w środku 
tego cylindra. Powstaje on z trzech aminokwasów Ser-Tyr-Gly w pozycji 65-67 po 
tzw. procesie dojrzewania, tj. zaginania łańcucha, tworzenia imidazolinonu, reak­
cji dehydratacji i utleniania [TSIEN 1998]. 

Pierwsze próby transformacji roślin z użyciem genu gfp u tytoniu [BAULCOM­

BE i in. 1995] i kukurydzy [Hu, CHENG 1995] były bardzo obiecujące, jednakże sze­
reg autorów nic obserwowało ekspresji genu gfp u innych gatunków [HASELOFF i 
in. 1995; PANG i in. 1996]. Praktyczne wykorzystanie GFP wymagało „udoskonale­
nia" genu gfp, aby jego ekspresja zachodziła w różnych organizmach i aby właści­
wości fluorescencyjne białka były stabilne w różnych warunkach. Obecnie stoso­
wane zmodyfikowane formy GFP są kodowane przez geny, w których indukowa­
no szereg mutacji, głównie polegających na zamianie pojedynczych aminokwasów. 
Uzyskano geny ulegające ekspresji we wszystkich gatunkach roślin, do których 
próbowano je wprowadzić. Powstające białka GFP są termostabilne, wykazują 
powinowactwo do różnych organelli komórkowych oraz charakteryzują się róż­
nymi właściwościami spektralnymi. 

Najważniejszym odkryciem dotyczącym częstego braku ekspresji genu gfp u 
transformowanych roślin było stwierdzenie obecności fragmentu o długości 84 pz, 
który wykazuje wysoką homologię do znanych intronów roślinnych. W wyniku 
tego, u szeregu gatunków roślin fragment ten był rozpoznawany jako intron i ule­
gał delecji, a powstające białko było pozbawione właściwości fluorescencyjnych z 
uwagi na zmienioną budowę. Indukowane mutacje w kodonach flankujących tę 
sekwencję doprowadziły do wytworzenia genu mgfp4. W wyniku jego ekspresji 
powstaje białko o takich samych właściwościach jak jego odpowiednik u A. vic­
toria [ IIASELOFF i in. 1997]. 

Wspomniany wyżej proces „dojrzewania" GFP jest zależny od temperatury 
i dlatego uzyskiwano bardzo słabą fluorescencję GFP w temp. powyżej 25°C. Ko­
lejne indukowane mutacje doprowadziły do otrzymania zmienionej formy białka 
G FP(S65T), w której zastąpiono serynę w pozycji 65 treoniną. Zmiana ta spowo­
dowała, że w temperaturze 37°C otrzymane białko miało kilkukrotnie zwiększoną 
emisję w porównaniu do GFP [HEIM i in. 199S]. Podobnie białko GFPA, w którym 
indukowano mutacje Vl63A i Sł 75G, wykazuje wyższą fluorescencję nawet o 35 
razy [SIEMFKING i in. 1996]. Wykazano ponadto, że dodatkowe podstawienia ami­
nokwasowe w ła11cuchu pozwalają na utrzymywanie stabilnej fluorescencji w tem­
peraturach dochodzących do 65°C. 

G FP jest widoczne w całej cytoplazmie, ale szczególnie ulega akumulacji w 
obrębie j:idra komórkowego i dlatego przez długi okres przypuszczano, że GFP 
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wpływa toksycznie na komórki roślinne. Wynikało to z obserwacji, że intensywnie 
fluoryzujące linie Arabidopsis nie udawało się doprowadzić do regeneracji w rośli­
ny [HASELOFF, SIEMERING 1998]. Dalsze prace innych autorów wykazały jednak, 1.c 
GFP nie jest toksyczne dla roślin [HARPER i in. 1999; MOUNIER i in. 2000). W mię­
dzyczasie uzyskano możliwość fuzji GFP z innymi białkami specyficznymi dla róż­
nych organelli komórkowych. Dzięki temu możliwa jest akumulacja GFP w więk­
szości organelli, np.: mitochondriach [RIZZUTO i in. 1996], retikulum endoplazma­
tycznym [HASELOFF i in. 1997], jądrach [GREBENOK i in. 1997] oraz peroksysomach, 
wakuolach, aparatach Golgiego i błonach komórkowych [TSIEN 1998]. 

Analogi GFP 

Prace nad G FP zmierzają także do otrzymania form o różnych właściwoś­
ciach fluorescencyjnych. Obecnie funkcjonuje szereg wariantów, które różnią się 
zakresami wzbudzania, emisji i intensywności fluorescencji. Do najczęściej stoso­
wanych należą białka: mGFP5 z dwoma zakresami wzbudzania, podobnie jak 
GFP, ale o podobnych ekstynkcjach [SIEMERING 1996]; EGFP tylko z jednym za­
kresem wzbudzania maks. przy 488 nm [YANG i in. 1996]; sGFP [Cmu i in. 1996] i 
PGFP [PANG i in. 1996] również z jednym zakresem wzbudzania maks. przy 489 
nm, ale z intensywnością emisji przewyższającą dziki typ G FP odpowiednio 100 i 
150 razy; smRS-GFP i smGFP z odpowiednio jednym i dwoma zakresami wzbu­
dzania [DAVIS, VIERSTRA 1998]. Cechą wspólną wszystkich wymienionych białek 

jest ich fluorescencja w zakresie fal zielonych z maks. przypadającym na 507-511 
nm. 

Fluorescencja GFP została zaobserwowana także w innych zakresach fal: 
niebieskim, żółtym i pomarańczowym w zależności od rodzaju podstawnika w 
cząsteczce chromoforu [TSIEN 1998], ale nie znalazły one jak dotąd tak powszech­
nego zastosowania jak zielono fluoryzujące formy. W ostatnich latach podjęto 
również badania nad innymi białkami fluoryzującymi z grupy '/3-can'. Białka asF 
P499, asFP522 i asFP595, wyizolowane z śródziemnomorskiego gatunku Anemo­
nia sulcata [WIEDENMANN i in. 2000] oraz DsRed sklonowany z koralowca Discoso­
ma ssp. [MATZ i in. 1999], charakteryzują się zasadniczo zbliżoną budową do GFP 
Fluoryzują one w zakresie dłuższych fal niż GFP, DsRed ma maks. emisji przy 
583 nm, a asFP595 przy 595 nm, i z tego względu nazywane są białkami czerwo­
nej fluorescencji. Podstawowe właściwości fizyczne tych białek zostały już zbada­
ne [BAIRD i in. 2000; GROSS i in. 2000]. Charakteryzują się dużą intensywnością i 
stabilnością fluorescencji, ale wymagają ulepszenia procesu ich 'dojrzewania' w 
celu jego skrócenia i uniezależnienia od szeregu czynników, takich jak pH czy 
temperatura. Ze względu jednak na dodatkową zaletę, jaką jest fluorescencja w 
innym zakresie niż światło zielone, stanowią one potencjalnie ważną grupę białek 
alternatywnych dla GFP, które będą mogły być wykorzystywane jako markery w 
transformacji. 

Podsumowanie 

Historia badań nad białkami fluorescencji ma zaledwie 10 lat, a praktyczne 
wykorzystanie właściwości tych białek w transformacji roślin nastąpiło dopiero po 
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roku 1996. Postc;p badań genetycznych umożliwia obecnie identyfikację nowych 
form białek z tej grupy oraz dokonywanie modyfikacji ich budowy pociągających 
za sobcl ;-.miant, właściwości fizykochemicznych. Dzięki temu postc;powi w dyspo­
zycji badaczy jest obecnie szerokie spektrum białek o właściwościach fluorescen­
cyjnych, które mogą być wykorzystywane w pracach z zakresu inżynierii genetycz­
nej zarówno roślin, jak i innych organizmów. 
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Streszczenie 

Białko zielonej fluorescencji (GFP), dziąki swoim właściwościom fluores­
cencyjnym, emituje zielone światło i tym samym może być obserwowane w ży­
wych komórkach do których został wprowadzony kodujący je gen gfp. Obecnie 
wykorzystuje się wiele form białek GFP różniących się od dzikiej formy GFP z 
Aequorea victoria. Białka te mają zmienione właściwości spektralne, intensywniej 
fluoryzują i są termostabilne. Wykazano także istnienie innych analogów G H~ 
które emitują fale z zakresu światła niebieskiego, żółtego i pomarańczowego oraz 
białek pochodzących z innych organizmów morskich fluoryzujących 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 arc 
severa! modified forms of GFP used, which differ from its wild type from Aequo­
rea victoria. Thcsc proteins having got different spectra, arc mare intense in fluo­
rcsccncc and arc thermostablc. There arc also other GFP analogues, which emis­
sion is shiftcd towards cyan, yellow and orange light, as well as red fluorescent 
proteins found in other marine organisms. 
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