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GFP - Swiecgce biatko
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Od czego zaczac te opowiesc? Najlepiej od poczatku.

Wszystkie organizmy zbudowane sg z komarek. Te zas sg zlepkiem organelli i cytoplazmy,

a one z kolei zbudowane sg ze zwigzkéw chemicznych. Poza grupka zwigzkéw

nieorganicznych typu woda, kationy metali, aniony fosforanowe czy tlen i dwutlenek

wegla, komarka zbudowana jest z czterech gtéwnych sktadnikéw. S3 to:

a)

b)

c)

d)

Cukry, petnigce gtownie role magazynujacg oraz strukturalng i oczywiscie
wykorzystywane sg do produkcji energii.

Lipidy - zndw gtdwnie zwigzki magazynujace, energetyczne i budulcowe.

Kwasy nukleinowe - to juz ciekawsza grupa. Gtownie odpowiadajg za
przechowywanie oraz przekazywanie informacji genetycznej, pozwalajg na jej
odczytanie, a niekiedy petnig funkcje regulatorowe czy katalityczne.

Biatka - grupa najciekawsza funkcjonalnie i strukturalnie. Petnig funkcje od
budulcowych i katalitycznych, przez motoryczne, transportujgce i magazynujace,
az po odpornosciowe. Niektore potrafia tez Swieci¢. Przyktadem jest biatko

zielonej fluorescencji (ang. Green Fluarescence Protein GFP).

Co musicie wiedzie¢ o biatkach

Biatka zbudowane sg z czasteczek, ktdre nazywamy aminokwasami (Rysunek.1). Istniejg

setki aminokwasow, jednak natura ,,upodobata sobie” dwudziestke a-aminokwaséw. To,

co odréznia aminokwasy od siebie to tzw. reszta boczna (reszta aminokwasowa/tancuch

boczny), ktéra nadaje danej molekule jej unikalne wtasciwosci. Grupy boczne mozemy

podzieli¢ na kilka rodzajow: hydrofobowe, hydrofilowe, aromatyczne, natadowane itp.

Kompozycja aminokwasowa biatka jest kluczowa do tego, by mogto ono prawidtowo

petni¢ swojg funkcje, o czym pozniej.
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Rysunek. 1. Wizualizaga armiiigkwasy. Na srodku schematu zostat przedstawiony wegiel a, do ktdrego

przylaczone sq: grupa aminowa, wodor, grupa karboksylowa i grupa boczna oznaczona literg ,,R” (np.
R: -H, -CH> -CsHs itp.). O tym, z jakim aminokwasem mamy do czynienia decydufe reszta

aminokwasowa R, ktdra nadaje mu charakterystyczne wiasciwosci, @Wikipedia cormmons

Biatka tworzone sg poprzez przepisanie powstajgcego na podstawie odpowiedniego
fragmentu DNA, mRNA na tancuch aminokwaséw. Za realizacje tego procesu
odpowiadajg rybosomy. Grupy: aminowa i karboksylowa odpowiadajg za tworzenie
wigzania peptydowego, czyli wigzania tagczacego aminokwasy, ktére w ten sposob tworzg
tancuch nazywany tancuchem polipeptydowym (powstaje biatko). Potgczone ze sobg w
okreslonej kolejnosci aminokwasy danego biatka nazywamy strukturg I-rzedowa.
Nastepnie w obrebie tancucha gtéwnego biatka powstajg wigzania wodorowe, co
skutkuje zwijaniem struktury I-rzedu do struktury ll-rzedowej do formy a-helisy lub B-
kartki. Tak jak wczesniej napisatem, reszty boczne aminokwasow roznig sie
wiasciwosciami. Jak doskonale wiadomo obiekty hydrofobowe ,nie lubig” kontaktu z
woda. W przypadku hydrofobowych tancuchéw bocznych aminokwaséw bedg sie one
~chowaly” do srodka powstajacego biatka, a hydrofilowe na zewnatrz. Biatko zwija sie tak
dtugo, az uzyska ksztatt minimalizujgcy kontakty reszt bocznych aminokwasow z woda
(niektore wecigz ten kontakt beda miaty) i maksymalizujacy te kontakty dla reszt
hydrofilowych. W ten sposob powstajg przestrzenne relacje motywow ll-rzedowych i
biatko formuje strukture Ill-rzedu. W przypadku, w ktérym biatko nie jest monomerem i
zbudowane jest z kilku podjednostek, czyli kilku fancuchéw polipeptydowych, dochodzi
do sktadania takiej kilku podjednostkowej molekuty, w wyniku czego powstaje struktura
IV-rzedowa. Po tym procesie biatko uzyskuje odpowiedni ksztatt i moze petni¢ swojg

funkcje.
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Rysunek.2. Schematyczne przedstawienie struktur rzedowych biafek. Na schemacie przedstawione sq
struktury I, I, Il i IV-rzedu na przykfadzie hemoglobiny. Jak widzimy przejscie ze struktury I-rzedu
oznacza twaorzenie przestrzennych relacfi miedzy strukturami I, a potem Illl-rzedu. @Wikipedia

cormimaons

Ksztatt ma znaczenie

W trakcie nauki na temat biatek czy to na poziomie liceum, czy studiéw podkresla sie
istnienie rzedowosci struktur biatek, tego, ze muszg miec prawidtowy ksztatt, a bfad w
jego przyjmowaniu moze skutkowac degradacjg biatka albo zagrozeniem dla komarki.
Pytanie jest takie: dlaczego ksztatt biatka jest tak silnie zwigzany z jego prawidtowym
dziataniem?

Co odroznia od siebie tyzke i widelec powodujac, ze ta pierwsza swietnie sie nadaje do
jedzenia zupy? Oba te przedmioty zrobione sg z doktadnie tego samego materiatu, maja
nawet podobny, dwuczesciowy plan budowy i w miare zblizone funkcje. Jest jednak
miedzy nimi pewna subtelna réznica, ktéra w petni warunkuje ich przeznaczenie, a w
niektérych kregach ich pomylenie uchodzi za jedno z wiekszych przewinien. Tg roznica
jest wtasnie ksztatt, a doktadniej ksztatt (konformacja) koncowki danego sztucca. Jesli
teraz sie zastanowic, dlaczego kubek dobrze nadaje sie do przechowywania herbaty, a

krzesto do siedzenia, to zndw okaze sie, ze jest to wynik ksztattu. Jest to w petni



oczywiste, jednak na co dzien nie zwracamy na takie rzeczy uwagi. Konformacja danego
biatka, tak jak ksztatt sztuéca czy mebla, w petni warunkuje jego funkcje. Przyktadem jest
moment, w ktérym biatko ulega jakiejs modyfikacji, np. fosforylacji, ktéra powoduje
zmiane jego konformacji i moze powodowac , wytaczenie” danej molekuty.

Spojrzmy teraz na konkretny przyktad, ktory zaprowadzi nas bezposrednio do biatka, o
ktéorym chce szerzej napisac. Popatrzmy na lampe, latarke czy reflektor w samochodzie i
pomysimy o ich konstrukcji. Ogélna architektura jest taka sama: w srodku element
swiecacy, a na zewnatrz obudowa chronigca ten element. Mozna pomyslec, ze
wymyslenie takiej struktury byto aktem geniuszu cztowieka, a w naturze na pewno nie
wystepujg latarnie. Nic bardziej mylnego! Czy wiecie, ze istniejg Swiecagce meduzy?!
Aeguorea victoria to gatunek meduz zdolnych do syntezy tzw. biatka GFP (ang. Grenn
Fluorescent Protein). Najprawdopodobniej biatko to odpowiada za transfer energii
emitowanego przez akworyne - inne swiecgce biatko - niebieskiego swiatfa i pdzniejszg
emisje Swiatta zielonego przez GFP. Mozna pomyslec, ze swiecace biatko, to ewenement
sam w sobie, jednak okazuje sie, ze jego struktura jest niemniej wyjatkowa niz jego

funkcja. Dla mnie byta ogromnym zaskoczeniem.

Naturalna latarnia

Biatko GFP zbudowane jest z jedenastu B-nici budujgcych razem jedng duza B-kartke,
ktdra zwija sie do zamknietej struktury w ksztatcie beczki. Nazywamy jg B-beczutkg. W
srodku tej struktury znajdujg sie trzy aminokwasy: seryna (65), tyrozyna (66) i glicyna (67),
ktore podlegajg modyfikacjom i tworzg specyficzng strukture tripeptydu o odmiennej (od
pojedynczych aminokwaséw) aranzacji elektrondw, ktoéry przez zdolnosc do Swiecenia
nazywany jest fluoroforem. To inne utozenie elektronéw powoduje, ze te trzy
aminokwasy moga absorbowac swiatto w zakresie barwy fioletowej i niebieskiej (395 i

475nm) oraz emitowac fotony o dtugosci fali odpowiadajgcej barwie zielonej (508nm).
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Rysunek.3. Wizualizacja biatka GFP. Po lewej widzimy peing strukture p-beczutki, ktora zabezpiecza
trzy aminokwasy (widoczne po prawej) tworzgce fluorofor. Jak sie okazuje struktura B-beczutki jest

kluczowa dla prawidfowego dziatania fluoroforu, ze wzgledu na to, ze zauwazono, ze w przypadku

uszkodzenia tej struktury, biatko traci mozliwosc swiecenia. @Wikipedia commaons

Mozna spojrze¢ na to tak: p-beczutka stanowi forme obudowy/klosza, a fluorofor
elementu swiecgcego. Wobec tego biatko GFP spetnia wymogi kazdego przyzwoitego
obiektu, ktory swieci! Widzimy, ze molekularna latarnia ma ksztatt dobrze nam znanej
latarni. Jest to piekny przykfad jak funkcja i struktura (ksztatt) obiektu sg ze sobg

nierozerwalnie powigzane.
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Rysunek.4. Fluorofor biatka GFP. Fluorofor biatka GFP formujg trzy aminokwasy: seryna (65), tyrozyna
(66) i glicyna (67), ktore podlegajg autocyklizacji czego efektem jest nabycie zdolnosci do

absorbowania i promieniowania swietlnego z zakresu widzialnego. @Wikipedia commons

Gdy myslimy o biatku GFP i prowadzeniu nad nim badan, powinnismy zadac sobie pytanie:

czy poza zwyktg informacja: , biatko, ktoére swieci” czerpiemy z tej wiedzy jakies korzysci?



Okazuje sie, ze tak. Znane sg w naturze inne zjawiska bioluminescencji, np. lucyferaza
katalizuje reakcje, ktérej dziatanie wykorzystujg do Swiecenia swietliki. Jednak w tym
przypadku mamy do czynienia z enzymem, ktéry wymaga obecnosci odpowiedniego
substratu. Dla biatka GFP sytuacja wyglada inaczej. Do jego Swiecenia wystarczy
zbombardowanie go sSwiattem o odpowiedniej dtugosci fali. Ta wtasciwosc

spowodowata, ze biatko to znalazto szereg zastosowan w nauce.

Po co komu Swiecace biatko?
Biatko GFP ma wiele zastosowan w nauce i edukacji. Oto kilka z nich:

a) Biatko modelowe do badania procesu zwijania - po biosyntezie na rybosomie
biatka musza zwinga¢ sie do odpowiedniej struktury, zeby prawidtowo petni¢ swojg
funkcje, ale to juz wiemy. R6znego typu problemy w trakcie tego procesu czy jego
zaburzenia mogg prowadzi¢c do powstawania molekut o nieprawidtowym
ksztatcie, ktére nie beda petnity swojej funkcji, a moze nawet beda szkodliwe lub
wrecz toksyczne dla komarki. Z tego powodu lepsze zrozumienie samego procesu
zwijania jest niezbedne. Problem moze stanowic to, ze niemozliwe jest uzyskanie
probki niezwinietego biatka. Biatko GFP po denaturacji (zniszczeniu struktury) jest
zdolne do renaturacji, czyli ponownego zwiniecia. Mozliwe jest wobec tego jego
denaturowanie, a nastepnie obserwacja ponownego zwijania, co omija problem
braku niezwinietych molekut.

b) Wykorzystanie GFP do badania lokalizacji innych biatek - wyobrazmy sobie, ze
odkrywamy nowy gen i chcemy okresli¢, gdzie znajduje sie produkowane, na jego
podstawie, biatko. Mozna stworzy¢ biatko fuzyjne, czyli potaczenie biatka z nowo
odkrytego genu (ktore bede nazywat ,X") z GFP. Po wyprodukowaniu w komarce
biatka X jest ono transportowane do swojego miejsca przeznaczenia. Dzieki fuzji z
GFP wystarczy wywotac fluorescencje (mikroskopia fluorescencyjna). W jej wyniku
zostanie zaobserwowane Swiecenie np. cytoplazmy, mitochondrium, jadra
komorkowego itp. Na podstawie takiej informacji mozna wstepnie okresli¢
funkcje lub metodyke dalszego badania biatka X, bo znamy jego miejsce w

komarce.
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Rysunek.5. Biatko fuzyjne z GFP. Graficzne przedstawienie sposobu opracowania biatka fuzyjnego:
badane biatko + biatko GFP. Dzieki temu moZliwe jest fluorescencyjne wyznakowanie biatka i

obserwacja jego losow w kamdrce. @Wikipedia commaons

c) Obserwacje w czasie rzeczywistym - skoro mozemy pofgczy€ interesujgce nas
biatko z GFP, to przy pomocy mikroskopii fluorescencyjnej mozemy obserwowac
komorki w czasie rzeczywistym badajgc transport poszczegaélnych molekut.

d) GFP jako gen reporterowy - a moze chcemy zbadac regulacje danego genu lub
poszukujemy zwigzku, ktéry by na nig wptywat? Mozemy oczywiscie badac
aktywnos¢ danego genu poprzez sprawdzanie poziomu RNA lub danego biatka w
komorce, jednak takie metody sg skomplikowane, czasochtonne i kosztowne.
Mozna jednak potaczy¢ badany gen z genem kodujgcym GFP, a wtedy jego
ekspresja bedzie wykrywana poprzez pojawienie sie w komadrce sygnatu
fluorescencyjnego. Jezeli teraz bysmy sie skupili na poszukiwaniu np. inhibitorow
ekspresji danego genu ,Y” (np. interesuje nas wytgczanie jakiego$s genu w
komodrce nowotworowej), to mozemy wyobrazi¢ sobie doktadnie taki gen:
.Y+GFP". Jezeli wyhodujemy komaorki z takim genem, a nastepnie podzielimy
hodowle np. na 96 probek i do kazdej dodamy inny potencjalny inhibitor, w ten
sposob sprawdzimy w jednym eksperymencie wptyw 96 réznych zwigzkéw na

ekspresje genu ,,Y"”. Takie eksperymenty nazywamy , screeningiem” i jest to krok
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e) w kierunku badan wysoko przepustowych, ktore pozwalajg na wykonywanie wielu

eksperymentéw naraz w bardzo krétkim czasie.
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Rysunek.6. Obrazowanie roznych elementéw komdrkowych z uZyciem GFP. Opracowywanie biafek
fuzyjnych GFP z biatkami tworzgcymi okreslone struktury komorkowe umaoZliwia ich obrazowanie.
Dodatkowo, jezeli chcemy badac nieznane nam biatka, to stworzenie takiej fuzji daje mozliwosc
poznania miefsca, w ktorym ono przebywa po biosyntezie, co moze sugerowac jego funkcfe, jak i

potencjalne metody dalszego badania. Zrodio: https://www.biocat.com

f) Badanie stezenia zwigzkéw chemicznych - przez lata badan nad GFP opracowano
wiele mutacji tego biatka. Naukowcy postanowili sprawdzi¢ nastepujaca rzecz:
stworzyli biatko fuzyjne, w ktérym do dwaoch koncow biatka o nazwie kalmodulina
zostaty przyczepione dwa rozne biatka GFP (dwa r6zne mutanty). Uktad byt tak
stworzony, ze pierwsze GFP absorbowato promieniowanie swietlne i dzieki
bliskiemu kontaktowi, przekazywato drugiemu pochodzacg z tego

promieniowania energie. Nastepnie druga czasteczka emitowata swiatto. Po co

wobec tego przyczepiono te biatka do kalmoduliny? Kalmodulina jest biatkiem
zdolnym do wigzania jonéw wapnia Ca%'. Wigzanie jonow wapnia skutkuje

zmianami konformacyjnymi w tym biatku. W przypadku biatka fuzyjnego ,,GFP1-



8)

h)

kalmodulina-GFP2” zmiana konformacyjna skutkuje oddaleniem czasteczek obu
form GFP, przez co niemozliwy jest przekaz energii, a w efekcie zanika
fluorescencja. Wobec tego widzimy, ze udato sie stworzy¢ fluorescencyjny
detektor stezenia jondw wapnia i jak sie okazuje dziata on nie tylko w warunkach
in vitro, ale tez /in vivo w komarkach.

Dydaktyka i popularyzacja nauki - swiat nauki zna dziesigtki tysiecy biatek. Jednak
niewiele tak wdziecznych obiektéw do popularyzowania osiggnie¢ nauki szerszej
publicznosci, jak GFP. Popularyzacja nauki jest niezwykle wazna z punktu widzenia
prowadzenia badan naukowych. Dzieki niej spoteczenstwo, a wiec tez fundatorzy
badan, moga lepiej zrozumiec swiat nauki i uzmystowic sobie jej przetozenie na ich
zycie codzienne. Réwniez w trakcie wydarzen popularnonaukowych mozna zarazic
naukowg ciekawoscig kolejne pokolenia badaczy. Dzieki temu, ze gotym okiem
doskonale widzimy barwe biatka GFP (wiekszos¢ roztworéw biatek jest
przezroczysta), mozna opracowywac proste, ale tez widowiskowe eksperymenty.
Uczestnicy wydarzen popularnonaukowych moga denaturowac GFP w
podwyzszonej temperaturze (obserwowac ,,gotym okiem” spadek intensywnosci
barwy probki), a nastepnie wkiadajac do lodu renaturowac (widzac wzrost
intensywnosci koloru). Mozna badac¢ dziatanie enzyméw tngcych biatka na
przyktadzie trawienia GFP. Wykorzystuje sie to biatko do przedstawiania metod
spektroskopowych badajacych absorbcje i emisje.

Transgeniczne zwierzeta — w ostatnich latach pojawity sie tez transgeniczne
zwierzeta, ktére sg zmodyfikowane w taki sposéb, ze produkujg GFP we
wszystkich komadrkach organizmu. Takie organizmy tworzone sg w celu
opracowania modeli choraéb, czyli zwierzat, ktére mogg wyksztatci¢ dang chorobe,
a nastepnie mozliwe jest testowanie na nich terapii. Opracowano réwniez
odmiane danio pregowanego produkujgcego GFP (GloFish) w celu wykrywania
skazenia wody. Jak sie okazuje, rynek nie jest Slepy na nauke. Zostata podjeta
proba komercjalnego wykorzystania modyfikowanych, $wiecacych zwierzat.
Probowano sprzedawa¢ domowym hodowcom GloFish czy NeonMice, czyli myszy
produkujgce w swoich organizmach GFP. Nie komentuje tych zabiegéw. Mysle, ze
to swietne zagadnienie do przeprowadzenia debaty bioetycznej np. w szkole na

temat komercyjnego wykorzystania Swiecgcych zwierzat.



Tak jak pisatem, przez lata naukowcy tworzyli r6zne mutanty biatka GFP. Planowano
sprawdzi¢, czy mozliwe jest uzyskanie innych barw fluorescencji. Zadanie to sie powiodto,
co fantastycznie obrazuje Rysunek.7. Poza tworzeniem tadnych obrazkéw tworzenie
fluoryzujacych na rézne kolory mutantéw GFP ma aplikacje w Swiecie eksperymentalnym.
Wyobrazmy sobie, ze mamy dwa biatka XiY i dreczy nas pytanie: czy w komarce spotykajg
sie ze sobg i tworzg kompleksy? Wezmy teraz te biatka i stworzmy wersje fuzyjne: X-RGB
(biatko czerwonej fluorescencji) i Y-EBFP (niebieska fluorescencja). Jezeli biatka X i Y nie
spotykajg sie w komarce, to zaobserwujemy w komarce dwa kolory: czerwony i niebieski.
Natomiast jezeli powstaje kompleks X-Y, to RGB i EBFP beda na tyle blisko siebie, ze
zaobserwujemy fluorescencje w kolorze fioletowym. Czyz to nie jest piekny

eksperyment?

Rysunek.7. RéZnokolorowe mutanty biatka GFP. Po lewej widzimy wyizolowane mutanty biatka, ktore

”

wykazujg sie odmienng od dzikiego (niemutowanego) GFP fluorescencjg. Po prawej ,namalowano
obraz krajobraz plazy w 5an Diego przy uZyciu osmiu réznych szczepow bakteri, z ktorych kazdy
syntetyzowat inny mutant biatka GFP. Obrazek powstat w celu zobrazowania moZliwosci, fakie

przyniosta inzynieria genetyczna w zakresie wykaorzystania tego biatka. @Wikipedia commaons

0d swiecacych meduz do bioprojektowania

Ostatnie pytanie, jakie nalezy sobie zadac to, jaka jest przysztos¢ badan nad GFP?
Naukowcy wskazujg, ze wymagane jest dalsze badanie GFP i jemu podobnych biatek w
innych organizmach, tworzenie platform do lepszego obrazowania probek zawierajgcych
GFP oraz tworzenie uktadow juz niepojedynczych typow komarek, a tkanek czy organdw,
ktdre mozna by badac przy pomocy GFP i jego mutantow.

Woczesniej pisatem o tworzeniu ryb, ktére mogtyby wykrywac skazenie srodowiska oraz
o mozliwosci wykorzystania GFP w roli genu reporterowego. Pozwole sobie na pewng
fantazje naukowa. W USA (to jest prawdziwa informacja) istnieje zespot badawczy

zainteresowany mozliwym wykorzystaniem organizméw w architekturze np. grzyby



mogtyby wspoétbudowac sciany. Wyobrazmy sobie teraz, ze tak modyfikujemy te grzyby,
ze zaczynajg produkowac cos swiecgcego... czyli na przyktad GFP (!) w wyniku wykrycia
zwigzku ,Z”. Co mogtoby byc¢ takim zwigzkiem? Gaz uzywany w kuchenkach, tlenek
wegla, a moze nauka pojdzie jeszcze dalej i nawet spiecie w instalacji elektrycznej. Wobec
tego, jezeli dojdzie do uszkodzenia instalacji gazowej, to sciana w takim bio-budynku
powinna zaczgc swiecic. Budynek mogtby sam nas informowac nie tylko o zagrozeniu, ale
tez doktadnie nakierowac nas na miejsce, ktdre trzeba naprawic.

Ostatnie stowa chce poswieci¢ naukowcom. Zazwyczaj, gdy pisze sie o jakichs
odkryciach, w pierwszej kolejnosci wymienia sie tych, ktérzy dang rzecz opracowali czy
wynalezli. Wielu naukowcow chciato badac biatko GFP, jednak w czasach Zimnej Wojny
niechetnie przeznaczano pienigdze na badanie przyczyn Swiecenia meduz. Przeciez todzi
podwodnej nie wykryjg! Kilku naukowcéw mimo braku konkretnego finansowania na
swoje badania podjeto samodzielne préby rozwigzania zagadki Swiecacych meduz i po
latach odkryli wtasnie biatko GFP. Oczywiscie po tym, jak sie okazato, ze mozna
wykorzystac to biatko do rozwoju biologii i medycyny pienigdze poptynety nieco szerszym
strumieniem. Za to odkrycie Roger Y. Tsien, Osamu Shimomura i Martin Chalfie zostali
nagrodzeni w 2008 roku Nagrodg Nobla w dziedzinie chemii za ,,odkrycie i rozwagj badan
nad biatkiem zielonej fluorescencji”. Morat? Badzmy uparci i podazajmy za tym, co nas

interesuje.
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