Aktualnosdci (nie tylko) fizyczne
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Do przodu zyj, zyj kolorowo, marzenia najbarwniejsze
miej, $piewala Ewa Bem, ale piosenki tej nie mogl znaé
Osamu Shimomura, gdy pét wieku temu z pomoca
rodziny i przyjaciél przerabiat tony odtawianych meduz
Aequorea victoria w celu wyodrebnienia substancji
powodujacej zielong fluorescencje zgrubien na jej brzegu
po podraznieniu. Prawdopodobnie nie przypuszczal, jak
wielka rewolucja w badaniach biochemicznych dokona
sie dzieki odkrytemu przez niego zielonemu biatku
fluoryzujacemu GFP (green fluorescent protein). Czy
marzylo mu sie otrzymanie Nagrody Nobla z Chemii

za swoj rybacki trud? Nie mozna tego wykluczy¢. Zeby
marzenia mogtly sie spelnié, trzeba je miec.

Shimomura nie byl jedynym zajmujacym sie Swiecaca
meduza. Pracowal juz wtedy na Uniwersytecie

w Princeton, gdzie przybyt na zaproszenie Franka
Johnsona. Wyodrebnienie Swiecacej substancji nikomu sie
jednak nie udawalo, co $wiadczylo o tym, ze fluorescencja
nie chciata zachodzi¢ in vitro. Pomégl przypadek.
Shimomura zaobserwowal fluorescencje, gdy kiedys
wrzucil troche przecieru z meduz do zlewu, w ktorym byta
morska woda. Blysk byl jednak niebieski, a nie zielony.
Pézniej doszedl do tego, ze to jony wapnia powoduja
reakcje. Wspdlnie z Johnsonem, po kilku miesiacach pracy,
otrzymali kilka miligraméw biatka, ktore nazwali aequorin.
W publikacji wspomnieli réwniez o uzyskaniu jeszcze
mniejszej ilodci innego biatka, ktére swiecito na zielono po
o$wietleniu ultrafioletem. Byl to pierwszy opis proteiny
nazwanej pozniej GFP, ktéra miata zrewolucjonizowac
mikrobiologie.

Na razie nie bardzo byto wiadomo, dlaczego
bioluminescencja daje kolor zielony, podczas gdy
aktywacja wapniem powoduje Swiecenie na niebiesko.
Inaczej méwiac, dlaczego (i jak) in vivo aktywowane
jest GFP zamiast aequorinu. Na poczatku lat
siedemdziesiatych ubieglego wieku Shimomura wraz ze
wspolpracownikami (i konkurentami) doszli do wniosku,
ze niebieska luminescencja aequorinu (A = 470 nm)
odpowiada dlugosci fali powodujacej ekscytacje GFP,
a nastepnie emisje $wiatla zielonego (A = 510 nm).

W 1974 roku Shimomura wraz ze wspotpracownikami
wykazal, ze luminescencja aequorinu moze powodowaé
luminescencje GFP, a sprzezenie zalezy od wzajemnej
odleglosci protein.

Choé¢ Shimomura byl bardziej zainteresowany
aequorinem (o czym swiadczy chociazby zapozyczenie
nazwy wlasnie tego bialtka od nazwy meduzy), miedzy
innymi, jako potencjalnym indykatorem wapnia,

to nie zaprzestal badan GFP. W 1979 roku, po
potraktowaniu GFP papaina (enzymem wstepnie
trawigcym biatka, otrzymywanym, miedzy innymi,

7z papai), co zatrzymalo fluorescencje bialka,

odnalazl peptyd o tym samym spektrum absorpcji

co nienaruszone GFP. Badajac ten peptyd, niemal
bezblednie okreslit budowe chromoforu GFP.
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Rozleglych zastosowan GFP oraz jego pochodnych
nie mieliby$my, lub przynajmniej nie mielibySmy

tak predko, bez prac Douglasa Prashera, wielkiego
przegranego zeszlorocznej Nagrody Nobla. Jego

prace doprowadzily w 1992 roku do wyizolowania
genu odpowiedzialnego za tworzenie GFP. On sam
jednak podzielal opinie srodowiska o luminescencyjnej
nieaktywnosci proteiny GFP pozbawionej
enzymatycznego $rodowiska rodzimej meduzy. Mozliwe,
ze wlasnie ta zachowawcza opinia pozbawita go
zesztorocznej Nagrody.

Dostal ja natomiast Martin Chalfie, ktory po jej
przyznaniu powiedzial: ,Mogli réwnie dobrze daé
nagrode Douglasowi zamiast mnie”. Martinowi
zamarzyto sie wprowadzenie genu GFP do nicienia
Caenorhabditis elegans (ulubionego robaczka
genetykow), jeszcze zanim Douglasowi udato

sie sekwencjonowanie genu GFP. Obaj panowie
utrzymywali kontakt i dzieki temu, zaraz po
szczesliwym odtworzeniu genu, Martin mogt
poinstruowa¢ doktorantke Ghie Euskirchen, jak
wprowadzi¢ go do paleczki okreznicy (Escherichia coli).
Po miesigcu udalo si¢ bardziej niz Chalfie mog} sie
spodziewaé. Paleczki wyhodowane przez Euskirchen,
po os$wietleniu ultrafioletem, $wiecily na zielono! To
niespodziewane odkrycie braku potrzeby jakiejkolwiek
enzymatycznej maszynerii do aktywowania GFP jest
podstawa wszystkich wspdlczesnych zastosowan tego
typu $wiecacych protein.

Ostatnim z laureatéw zostal Roger Tsien, ktéremu
udalo sie zmodyfikowaé¢ GFP tak, zeby $wiecenie

byto mocniejsze i dawato inne barwy. Wyjatkowo
trudne okazato si¢ uzyskanie koloru czerwonego,

ktoéry jest szczegdlnie uzyteczny ze wzgledu na lepsza
penetracje zywej tkanki. Udalo si¢ tego dokona¢ poprzez
odchudzenie podobnych do GFP protein znalezionych
we fluorescencyjnych koralach przez Michaila Maca

i Siergieja f.ukianowa.

GFP i jemu podobne proteiny pozwalaja obecnie

na przestrzenne i czasowe monitorowanie rosnacej
liczby zjawisk w zywych organizmach. Jest to
mozliwe dzieki rozwojowi metod detekcji i sposobdw
zastosowania kombinacji protein o odpowiednio
dobranych czestosciach absorpcji i emisji, ale przede
wszystkim dzieki tatwosci tworzenia genetycznych
znacznikow zawierajacych instrukcje tworzenia GFP
w interesujacych badaczy miejscach i czasie.

Dzialalnos¢ ta jest par excellence interdyscyplinarna.
Podobnie jak nowe kierunki studiéw na Wydziale Fizyki
UW, o czym mozna i warto przeczytac na tylnej oktadce.
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Na podstawie materiatéw Komitetu Noblowskiego (www.nobel.se).
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