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ZKRATKY:

zeleny fluorescencni protein v sirsim vyznamu slova
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fluorescencni korelacni spekiroskopie
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1. ABSTRAKT

Zeleny fluorescencni protein (,green fluorescent protein";
GFP) z meduUzy Aequorea victoria je jednim z nejdUlezitésich ndastroj
vmolekuldmi a bunécné biologii. Protein, tvoreny 238
aminokyselinami, zaujimd specifickou tercidrni strukturu - B-soudek.
Svoji sldvu si GFP zaslouzil mimo jiné itim, ze ve vétsiné pripadd neni
pro bunku toxicky, ¢imz umoznuje jeji studium in vivo. Diky mnoha
mutacim ve strukture proteinu vzniklo velké mnozstvi forem s rozdilnymi
vlastnostmi a vyuzitim.

Siroké spektrum aplikaci GFP se da rozdélit do dvou velkych
skupin. Vjedné se vyuzivd GFP jako fluorescenéni znacky, urcené
ke sledovdni Urovné genové exprese nebo bunécné lokalizace,
zamérené na proteiny nebo bunéc&né kompartmenty, se kterymi je
GFP fUzovdn. Druhd velkd skupina se zabyva vyuzitim GFP jako
biosenzoru, od sledovéni molekuldrnich interakci pres zjisfovani
pritomnosti kov0 a soli, ur¢ovani redoxniho potencidlu v okoli az po

méreni pH.

Klicova slova: GFP, fluorescence, fluorescencni znacky, biosenzor,

chromofor, excitac¢ni a emisni spekira



2. ANGLICKY ABSTRAKT

GREEN FLUORESCENT PROTEIN: EXCELLENT TOOL IN MOLECULAR AND
CELLULAR BIOLOGY

Green fluorescent protein (GFP) from jellyfish Aequorea
victoria is one of the most important tools in molecular and cellular
biology. The protein formed from 238 aminoacids folds a tertiary
structure specific for it - B-can. GFP earns its fame among others due
to its nontoxicity for cell, so it allows in vivo studies. Thanks to
mutagenesis in the protein structure, many forms with different
characteristics and usage were constructed.

Extensive applications of GFP may be divided into two major
groups. The first uses GFP as a fluorescence tag to detect gene
expression in vivo and display tagged protein localization within the
cell or cell compartements. The second uses GFP as a molecular
indicator, for example for the monitoring of molecular interactions, the
detection of metals and salts, the determination of redox potencial or

pH measurement.

Key words: GFP, fluorescence, fluorescent tag, biosensor,

chromophore, absorbance and excitation spectra



3.UvoD

Za poslednich 14 let se GFP stal zrelativné obskurniho
proteinu jednim z nejvice prozkoumanych proteind v bunécné biologii
a biochemii. Gen pro zeleny fluorescencni protein (,green fluorescent
protein” neboli GFP) zmeduizy Aequorea victoria zapficinil revoluci
v mnoha oblastech bunéc&né a molekuldrni biologie. Jeho hlavni
vyhodou je, Ze pro svoje sbaleni a fluorescenci nepotrebuje zddné
specidini kofaktory, a tim paddem muizZe byt pouzit v rozmanité skéle
bunécnych kultur. VéfSinou také neznamend vyrazné nebezpedi pro
bunku, kterd ho produkuje, coz umoznuje jeji studium in vivo.

V této prdci se zaméfim predevsim na Siroké spektrum vyuziti
jmenovaného proteinu a shrnuti nejCastéji pouzivanych metodik

prace s timto proteinem.



4. HISTORIE GFP

Fluorescencni proteiny se nachdzeji v rdznych zdstupcich
kmene Zahavcl (Cnidaria). Popsdny jsou napiiklad v medizdch
(Scyphozoa) rodU Aequorea, Obelia a Phialidium nebo v kordlech
(Anthozoa) rodu Renilla (Morin a Hastings 1971; Ward a Cormier 1979).
V buné&né a molekuldrni biologii se viak skoro vyhradné pouzivaiji GFP
a RFP (€erveny fluorescenéni protein) z kordlu Discosoma (Matz et al.,
1999).

Zeleny fluorescenéni protein (GFP) je zndm uZz nékolik
desetileti. Poprvé byl nalezen ve fotoorgdnech medizy Aequorea
victoria (Obr. 1). Zde se spole&né s proteinem aequorinem podili na jeji
chemiluminiscenci (Shimomura et al., 1962). Aequorin vyzaruje modré
svétlo s emisnim maximem na vinové délce asi 470nm, coz je blizko
jednoho z absorp&nich maxim GFP. Ten toto modré svétlo prijim&

a pohlcenou energii vyzaruje v zelené Casti spekira, pri¢emz excita&ni

vrchol je v 508 nm (Johnson et al., 1962).

Obrazek &. 1: Aequorea victoria (Finet a Lesage, 2005; Oertner, 2006)

RFP, s excita€nim a emisnim maximem v 558 nm a 583 nm,
Zafi v Eervené oblasti spektra (Matz et al., 1999), &mz se stava
vhodnym dopln&nim wtGFP (wild-type GFP) a jeho riznych

odvozenych forem. V odbornych pracich byvd ¢erveny fluorescen&ni



protein nejCastéji oznacovdn nikoliv zkratkou RFP (,.red fluorescent
protein"), nybrz svym komerénim ndzvem DsRed.

Prvni krystalografickd studie wtGFP byla provedena v 70.
letech minulého stoleti (Morise et al., 1974), prvni difrak&ni modely
pochdzeji z konce 80. let (Perozzo et al.,, 1988). Kjeho masovému
vyuzivani v bunécné a molekuldrni biologii doslo vSak mnohem
pozdeiji. Nejprve byla popsdna primdmi struktura GFP (Prasher et al.,
1992), ndsledné se podarilo naklonovat jeho cDNA kopii do bakterie
Escherichia coli (Chalfie et al., 1994). Tento Uspéch se stal Zziomovym
okamzikem pro vyuziti ve védé, protoze se tak dokdzalo, ze GFP
nepotrebuje Zadné zvl&stni kofaktory pro svoje sbaleni a funkci.
Ndsledné byla popsdna struktura, nezdvisle na sobé dvéma

pracovnimi skupinami (Ormé et al., 1996; Yang et al., 1996aq).



5. STRUKTURA GFP

Sekvence prirodniho GFP z medUzy Aequorea victoria je 238

aminokyselin dlouhd (Prasher et al., 1992).

Struktura cDNA pro witGFP:

1 atg agt aaa gga gaa gaa ctt ttc act gga
31 gtg gtc cca gtt ctt gtt gaa tta gat ggc
61 gat gtt aat ggg caa aaa ttc tct gtc agt

91 gga gag ggt gaa ggt gat gca aca tac gga
121 aaa ctt acc ctt aat ttt att tgc act act
151 ggg aag cta cct gtt cca tgg cca aca ctt
181 gtc act act ttc tct tat ggt gtt caa tgc
211 ttc tca aga tac cca gat cat atg aaa cag
241 cat gac ttt ttc aag agt gcc atg ccc gaa
271 ggt tat gta cag gaa aga act ata ttt tac
301 aaa gat gac ggg aac tac aag aca cgt gct
331 gaa gtc aag ttt gaa ggt gat acc ctt gtt
361 aat aga atc gag tta aaa ggt att gat ttt
391 aaa gaa gat gga aac att ctt gga cac aaa
421 atg gaa tac aac tat aac tca cat aat gta
451 tac atc atg gga gac aaa cca aag aat ggc
481 atc aaa gtt aac ttc aaa att aga cac aac
511 att aaa gat gga agc gtt caa tta gca gac
541 cat tat caa caa aat act cca att ggc gat
571 ggc cct gtc ctt tta cca gac aac cat tac
601 ctg tcc aca caa tct gcc ctt tcc aaa gat
631 ccc aac gaa aag aga gat cac atg atc ctt
661 ctt gag ttt gta aca gct gct agg att aca
691 cat ggc atg gat gaa cta tac aaa
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Aminokyselinovd sekvence wiGFP:

MSKGEELFTG VVPVLVELDG DVNGQKFSVS GEGEGDATYG KLTLNFICTT
1 11 21 31 41
GKLPVPWPTL VTTFSYGVQC FSRYPDHMKQ HDFFKSAMPE GYVQERTIFY
51 61 71 81 91
KDDGNYKTRA EVKFEGDTLV NRIELKGIDF KEDGNILGHK MEYNYNSHNV
101 111 121 131 141
YIMGDKPKNG IKVNFKIRHN IKDGSVQLAD HYQONTPIGD GPVLLPDNHY
151 161 171 181 191
LSTQSALSKD PNEKRDHMIL LEFVTAARIT HGMDELYK

201 211 221 231

Protein je tvoren jedendcti B-vidkny vytvdrekicimi B-barel,
s a-helixem prochdzejicim skrz barel. Chromofor je napojen na a-helix
a je skryt témér uprostred barelu. Tato struktura, specifickad pro GFP, se
nazyvd ,B-can”, Cesky také B-soudek (Obr. 2) (Ormd et al., 1996; Yang
et al., 19%96q).
proteinu (Arun et al., 2005).

GFP md& velikost 27-30 kDa v zdvislosti na izotypu

Obrdzek &. 2: A) Schematicky ndkres 3D-struktury pro molekulu GFP. B)
Schematicky ndkres kostry GFP, svyznacenymi jednotlivymi vidkny

proteinu (Ormo et al., 1996).
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6. CHROMOFOR GFP

Chromofor wtGFP tvorfi p-hydroxybenzylideneimidazolinone,
ktery je formovdn ze zbytk0 aminokyselin fetézce 65-67, coz jsou
konkrétné Serin-Tyrosin-Glycin (Obr. 2) (Shimomura et al., 1979; Cody et
al., 1993). Pro sprdvné slozeni chromoforu je tfeba molekuly kysliku
(Inouye a Tsuji, 1994; Heim et al., 1994). Molekula wtGFP (Obr. 3) ma
dva absorp&ni vrcholy, vyssi v 395 nm a nizsi v 475 nm. V normdlnich
podminkdch excitace v 395 nm davda emisni vrchol pro vinovou
délku 508 nm a excitace v 475 nm pro 503 nm (Heim et al., 1994).

Na vlastnosti chromoforu md vliv velké mnozstvi amino-
kyselinovych zbytk(d. Mezi nimi jsou zvidsté dllezité GIné9, Arg9é,
His148, Thr203, Ser205, a Glu222 (Tsien, 1998).

Obrazek €. 3.: Molekula p-hydroxybenzylideneimidazolinone (Tsien,
1998).

Varianty GFP Ize rozdélit do sedmi skupin, podle zpUsobu
formovani jejich chromoforu. MUze ho tvorit: 1) smés neutrdiniho fenolu
a anionického fenoladtu (wtGFP), 2) fenoldtovy anion (eGFP),
3) neutrdini fenol (pH citlivé varianty GFP), 4) fenoldtovy anion
s umisténym m-elektronovym systémem (zluté fluorescencni proteiny),
5) indol (azurové fluorescencéni proteiny), 6) imidazol (modré
fluorescencni proteiny), 7) fenyl (Obr. 4). Skupiny 1-4 jsou odvozeny od
polypeptidu tyrosinu na pozici 66, zatimco skupiny 5-7 postupné od

tryptofanu, histidinu a fenylalaninu na této pozici (Tsien 1998).
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Obrazek ¢. 4: Ndkres Sesti hlavnich variant chromoford GFP
s typickym  fluorescenénim  spektrem (plnou C&drou absorp&ni
a prerusovanou carou excitaéni spekirum): (a) wiGFP, (b) eGFP, (c)
GFPuv, (d) YFP, (e) CFP a (f) BFP (Tsien 1998).
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7. MODIFIKACE GFP

Ve chvili, kdy se plné ukdzala uzZite¢nost wtGFP pro
biologické aplikace, pokouseli se védci z celého svéta upravit tento
protein tak, aby Iépe vyhovoval kladenym ndrokdm.

Prvni Uprava GFP byla nevédomky udéldna hned u prvnino
klonovani, a to mutace Q40R, coz byla nejspise chyba PCR (Chalfie
et al., 1994). Pozdéji byla tato chyba u nékterych izoforem odstranéna,
ale u nékterych zUstala.

Uprav molekuly wiGFP bylo provedeno mnoho, proto zde
zminim jen ty nejdUlezitéjsi. Nejvétsi vyznam mda mutace S65T (serin za
threonin), kterd podporuje ionizaci chromoforu, coz mdé za ndsledek
zvyseni jasnosti fluorescence a také zpUsobuje rychlejsi sbaleni
proteinu (Heim et al., 1995). Dalsi vyznamnou mutaci je Fé4L
(fenylalanin za leucin), kterd zpUsobuje lepsi sbaleni proteinu ve 37 °C
(Cormack et al., 1996). Tyto mutace se staly zdkladem pro jednu
z nejpouzivanéjSich variant, a to eGFP (,enhanced GFP") (F64L/S65T)
(Yang et al., 1996b).

Mutacemi v tripeptidu chromoforu a jeho okoli bylo
dosaZzeno ruznych barevnych zmén spekter proteinu (Obr. 5) (Tab. 1).
Kromé& pUvodni zelené barvy tak v soucasnosti existuji i varianty modré
(BFP), Zluté (YFP) a azurové (CFP) (Tab. 1) (Tsien, 1998).

Pro lepsi expresi genu GFP (a jeho variant) vr0znych
organismech bylo tfeba udélat nékolik Uprav. V rostlindch je nezbytné
upravit pUvodni sekvenci tak, aby ndsledné nedochdzelo ke
kryptickému sestiinu (Haseloff et al., 1997). Ddle byly také upraveny
koddny tak, aby odpovidaly pozadavkim sav&ich bunék (Zolotukhin
et al., 1996; Yang et al., 1996b) nebo patogenni kvasince Candida
albicans (Cormack et al., 1997). Dalsi dUlezitou Upravou GFP pro savci

buriky bylo priddni ribosém-vdzajiciho mista, zndmého téz jako

14



Kozakova sekvence (Kozak, 1989), jez je optimdini pro zahdjeni

tfranslace.

Obrazek &. 5: Rozmanitost barevnych variant dokumentuje tato
agarovd plotna porostld bakteriemi, které exprimuji 8 riznych barev

fluorescencnich proteinU (http://www.tsienlab.ucsd.edu/).

Vytvoteno v | Excitac .
. . . Emise . )
Tfida Protein laboratofi e (nm) pKa | Oligomerizace
nm
(reference) (nm)
Zluto- o Tsien
mCitrinei 516 529 5.7 Monomer
zeleny (16,23)
Venus Miyawaki (1) 515 528 6.0 slaby dimer
Daugherty .
YPetg @) 517 530 5.6 slaby dimer
Invitrogen
EYFP 514 527 6.9 slaby dimer
(18)
. invitrogen
Zeleny Emeraldg (18) 487 509 6.0 slaby dimer
EGFP Clontech 488 507 6.0 slaby dimer
. Daugherty o
Azurovy CyPet @) 435 477 5.0 slaby dimer
mCFPmm Tsien (23) 433 475 4.7 monomer
Ceruleang Piston (3) 433 475 4.7 slaby dimer
Uv-
. . T- Griesbeck L
excitovany ) 399 511 49 slaby dimer
. Sapphireg (6)
zeleny

Tabulka €. 1. Prehled viastnosti nejlepSich komeréné dostupnych

barevnych variant wtGFP (Shaner at al., 2005).
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8. VYUZITi GFP

Pfestoze uplynulo pouze 14 let od zahdjeni éry vyuziti GFP
v bunéc&né a molekuldrni biologii, Siroké rozpéti aplikaci snad neznd
hranic. Vyuziti GFP v buné&né a molekuldrni biologii se d& velmi
ziednodusené rozdélit do dvou skupin. Jedna velkd skupina postupt je
zalozena na znaceni proteiny fluorescenénimi znackami, zatimco
druhd sleduje zmény GFP v zdvislosti na podminkdch, ve kterych se

molekula nachdzi (biosenzory).

8.1. Fluorescencni znacky

Nejpopuldré;jsi aplikaci GFP je jeho vyuziti jako fluorescencni
znaCky pro zjisténi lokalizace daného proteinu. Vyuzivd se pro
sledovani pohybu proteinu v individudini burice nebo pro znaceni
organel a buné&&nych kompartmentl, v nékterych piipadech ale
také pro znaceni celych orgdnovych systémui nebo celych organisma.

GFP je velmi U&innym markerem pii zjisfovdni lokalizace
proteinu naseho zdjmu. Napfiklad jsme jej pfimo v nasi laboratori vyuZili
pii analyze lokalizace proteind Ato 1,2 a 3, které hraji dilezitou roli pri
produkci amoniaku u kvasinkovych kolonii. Pomoci GFP znacky bylo
urCeno, 7ze dva ztéchto proteind (Atolp-GFP, Ato3p-GFP) jsou
lokalizované na cytoplasmatické membrdané v raftovych shlucich,
zatimco treti (Ato2p-GFP) je na membrdné rovnomérné rozmistén
(Ricicova et al., 2007). Prace, zabyvajici se membrdnovymi rafty jsou
obecné& pé&knym piikladem vyuziti GFP-zna¢enych fuznich proteinU.
Znaceni riznych proteind pomoci dvou rbznych variant GFP ukdzalo
na existenci dvou rozdilnych typU raftd (Obr. 6) (Malinsk& et al., 2003;

Grossmann et al., 2006).
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Pomoci GFP byly znac¢eny také vsechny hlavni buné&né
kompartmenty, napfiklad: plasmatickd membrdna (Malinskd et al.,
2003; Rigicova et al., 2007), jadro (Seibel et al. 2007; Helber
a Requena, 2008), endoplazmatické retikulum (Presley et al., 1997;
Hirschberg et al., 1998), Golgiho aparat (Presley et al., 1997; Hirschberg
et al., 1998), mitochondrie (Leén et al., 2005; Davids et al., 2006),
peroxizomy (Horiquchi et al., 2001; Nenicu et al., 2007), vakuoly (Kim et
al., 1999; Mitsuhashi et al., 2000), sekre€¢ni va&ky (Hirschberg et al.,
1998; Toomre et al., 1999; Williams a Pessin, 2008), chloroplasty (Yang
et al., 2006) nebo fagozomy (Maniak et al., 1995).

Pfi vytvdareni transgennich mnohobuné&nych organismU se
znali bufa pozadované orgdnové soustavy, nebo cely ZivoCich
(Obr. 7).

Obrazek &. é: GFP-znacené membrdnové rafty: dva membrdnové
proteiny zna&ené rbznymi fluorescen&nimi proteiny (zeleny a Eerveny).
Pokud by oba proteiny mély stejnou lokalizaci, vysledny signdl by byl
Zluty. Obrdzek ale ukazuje, Ze kaidy z proteinU je lokalizovdn v jiné

Casti membrdny (Malinska et al., 2003).

GFP se uplatiuje i v dalsich oblastech, napfiklad v ekologii
pii sledovdni mykorhizy v kofenech rostlin pomoci GFP-zna&enych
kultur hub (Gorfer et al., 2007), pri sledovani tvorby bakteridlnich

biofilmy (Tolker-Nielsen et al., 2000) nebo pii studiu horizontdlni pfenosu

17



genU v piirodé (Nancharaiah et al., 2003). Fluorescenéni proteiny
poskytuji velmi vitany ndastroj pro mikrobidlni ekologii (Larrainzar et al.,
2005).

A) B)

D) E)
Obrazek &. 7: A) GFP-znaeny protein v krysim hippokampdinim

neuronu (http://www.greenspine.ca/en/framed.html); B) GFP-znacené
gonddy u larev komdrs (http://www.ic.ac.uk/P6929.htm); C)
GFP-znacend prasata (http://news.bbc.co.uk/2/hi/asia-
pacific/4605202.stm); D) umisténi GFP-znaCenych tukovych téles
v dospélci mouchy (http://www.dkfz.de/en/signal-transduction-

cancer/index.html); E) GFP znaend mys (www.conncoll.edu).

GFP se d& také dobre pouzit pfi sledovani genové exprese
(Lissemore et al., 2000; Daelemans et al., 2001), aviak toto sledovani
md& né&kolik nevyhod. GFP je v dUsledku své struktury velmi odolny vUg&i
degradaci v bunce a dlouho vni zistavd i po degradaci snim
fuzovaného proteinu (Arai et al., 2001). Proto je pfi tomto typu
experiment0 vidy velmi dUlezité, provést velké mnozstvi kontrol, aby

nedoslo ke zkresleni vysledkd. V neposledni fadé existuji dalsi metody

18



pro sledovdni genové exprese (napriklad Western blotting), které Ize

paralelné provést.

8.2. Biofyzikdalni metody

Fluorescené&ni resonanéni pfenos energie (,fluorescence
resonance energy transfer" - FRET) je metoda uréend na sledovani
molekulovych interakci ve vzddlenosti kolem 1-10 nm (Takanishi et al.,
2006). Vyvoj riznych barevnych forem protein0 GFP znamenal
obrovské usnadnéni pro poutziti FRETu pfi studiu v Zivych bufkdch. FRET
je zalozen na energefickém prenosu mezi dvéma chromofory.
Darcovsky chromofor (donor) je schopen ve svém excitovaném stavu
pfenést energii, pomoci nezdfiveho, dalekonosného, dipdl-dipdl

spojeni, na prijemce (akceptor) (Obr. 8).

o

3

3560 400 480 800 8350 600 650 7

Obrazek &. 8: Schematicky obrdzek spekter dvou fluorescenénich
molekul, které tvofi pdr pro aplikaci FRET (http://www-ipcms.u-
strasbg.fr/spip.php2article1144).

Prvni vhodnou dvojici chromoforU se staly BFP (donor) a GFP

s fenoldtovym aniontem - napriklad eGFP - (akceptor) (Shimomura,
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1998). V soucCasnosti se asi nejvice vyuzivdna dvojice CFP (donor) a
YFP (akceptor) (Shimomura, 1998; Takanishi et al., 2006). V posledni
dobé se stdle Castéji pouzivd i dvojice eGFP (donor) a DsRFP

(akceptor) (Yang et al., 2005).

A Fluorescence Recovery After Photobieaching (FRAP)

soee i
"

O IR
Time

\__

O N R

Time
Obrazek &. 9: Kinetické mikroskopické techniky: (A) FRAP, oblast bunky

je selektivné a intenzivné ozdfena az do vybéleni fluorescen&nich

Fluorescence Loss in Photobleaching (FLIP)

molekul. Poté se sleduje obnoveni fluorescence ve vybélené oblasti.
(B) FLIP, oblast bunky je opakované vybélovana. Pohyb
fluorescenénich molekul do této oblasti m& za ndsledek postupny
Ubytek fluorescence. (C) Fotoaktivace, vybrand oblast je ozdrena
a zacne fluoreskovat. Ndsledné se sleduje pohyb zdricich molekul ven

z oblasti skrz buiiku. (Lippincott-Schwartz a Patterson, 2003).

Metody fluorescen&niho zobrazovdani jsou nepostradatelné
pro studium lokalizace a chovdni GFP-znaCenych protein’. Jednou
z nejvyznamnéjSich je 4D-mikroskopie a to predeviim obnoveni
fluorescence po  vybéleni (,fluorescence recovery  after
photobleaching" - FRAP), zirdta fluorescence viivem vybélovdani

(»fluorescence loss in photobleaching" - FLIP) a fluorescen&ni korelagni
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spekiroskopie (,fluorescence correlation spectroscopy" - FCS) (Obr. 9).
Pfi téchto technikdch ndm data naméfend z celé buriky poskytuji

prostorové a Casové informace o zméndch a rozmisténi znacenych
proteind b&hem doby pokusu.

8.3. Biosenzory

Vyuziti GFP jako biosenzoru se v posledni dobé ukazuje byt
velmi perspektivnim smérem. Pii tvorbé& biosenzord se uplatiiuji dva
postupy. Prvni a jednodussi je navdazat GFP na protein, ktery je v burice
produkovdn vlivem piitomnosti sledované |atky v okoli. Takto napriklad
byly vytvoreny biosenzory na zjistovani toluenu a pribuznych slou¢enin
(Li et al., 2008) nebo sledovdani oxidativniho stresu v Saccharomyces
cerevisiae (Jayaraman et al., 2005).

Druhym zpUsobem je mutace GFP, takovd, aby molekula
vlivem okolnich podminek ménila svoje absob&ni nebo emisni
spektrum. Takto byly vytvofeny varianty citlivé na pH, reduk&éné-

oxidaéni potencidl nebo koncentraci rdznych iontd (Obr. 10).
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Obrazek é. 10: Schéma jedné z moznosti, jak vytvorit GFP-biosenzor

s citlivosti na koncentraci kovovych iontd (Richmond et al., 2000).
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Mezi biosenzory citlivé na pritomnost iontd bych zahrnul
rizné senzory sledujici koncentraci napiiklad vdpenatych iontd
(Romoser et al., 1997; Miyawaki et al., 1999), soli, ffeba chloridového
aniontu (Jayaraman et al., 2000) nebo kovuU, &i detekujici kationty
mé&di a zinku (Richmond et al., 2000; Barondeau et al., 2001).

Prvni takovyto senzor byl vytvoren za UCelem sledovani
koncentrace Ca?* v bunce. Spojenim GFP a vdpnik vdzgjiciho
proteinu — calmodulinu, vznikl senzor reaguijici na koncentraci vapniku,
nazyvajici se cameleon (Romoser et al., 1997; Miyawaki et al., 1999).
Pfi tvorbé& senzorU citlivych na pfitomnost kovovych iontd musime mit
na zZieteli jejich nespecifitu. Napfiklad senzor na sledovani
koncentrace In2* z&roven vdze také ionty Cu?+,

Uz drive bylo zjisténo, ze wtGFP méni strukturu svého spektra
v zavislosti na okolnim pH (Tsien, 1998). Zmé&nami v okoli chromoforu,
byly vytvofeny mutanty, které se daiji vyuzit jako buné&né méfice pH
(Obr. 11) (Miesenbdck et al., 1998; Hanson et al., 2002). Tyto mutanty
dostaly jména pHIluorin (Miesenbéck et al., 1998) nebo deGFP (Hanson
et al., 2002).
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Obrazek &. 11: Viiv pH na spektrum fluorescenéniho proteinu deGFP1.
(A) Zavislost absorbance na vinové délce pro rizné hodnoty pH.
(C) Z&vislost fluorescence na vinové délce pro rizné hodnoty pH.
(Hanson et al., 2002).
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Vyménou aminokyselinovych zbytkd odkrytych na povrchu
GFP za cysteiny tak, aby mohly tvoiit disulfidické mustky, bylo
dosazeno citlivosti GFP k reduk&né-oxidacnimu potencidlu v jeho
okoli. Takto vzniklé varianty byly pojmenovdny roGFP (Hanson et al.,
2004). Tyto varianty byly zatim pouzity predeviim v Zivo&isnych
bunkdch (Hanson et al., 2004; Dooley et al., 2004) nebo v rostliné
Arabidopsis thaliana (Obr. 12) (Jiang et al., 2006; Mayer et al., 2007).
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Obrdazek €. 12: Zmény cytosolického redoxniho potencidlu v rdznych
Castech korenurostliny Arabidopsis zpUsobené viivem priddni H2O2 a

ndsledné DTT. Sipky ukazuji €as pfidani t&chto Iatek (Jiang et al., 2006).
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9. NESKODNY GFP?

Vyuzivani GFP a od ného odvozenych variant se zaklddd na
predpokladu, ze tato bilkovina neni pro buriku zdsadné skodlivd, coz
nemusi byt vidycky pravda. Pri vytvdreni fUznich proteind znacenych
GFP je velmi dUlezité peclivé napldnovat jeho umisténi. U proteinC,
které jsou naprikiad membrdnovymi receptory, se GFP Casto nedd
navazat na C nebo N konec bilkoviny, protoze by takovd vazba
znemoznila sprdvnou funkci receptoru. U jinych proteind piipadné
pripojeni na Spatné misto muZze mit za ndsledek defekini slozeni
bilkoviny. Dalsim Uskalim, pokud GFP v burnice exprimujeme z ciziho
promotoru, je moznost zahlceni bunéZného proteosyntetického
aparatu. Pouzijeme-li siiny promotor, burika sice bude produkovat
velké mnozstvi GFP, ale mUze mit mensi kapacitu pro tvorbu viastnich
potfebnych bilkovin, coz miZie mit za ndsledek jeji nestandardni
chovdni. Oba tyto problémy viak nejsou neprekonatelné a spravnym
pldnovdnim se dafi tyto jevy eliminovat.

Postupné se také v nékterych studiich ukazuje, ze GFP samo
o sobé& nemusi byt tak ,nevinny", jak se predpokiddalo. Exprese GFP
mUze zpUsobovat apoptdzu znacenych bunécnych linii (Liu, 1999).
zhorseni aktin-myosinové vazby v srdeénim svalu (Agbulut et al., 2006),
rozsirenou kardiomyopatoi u mysi znac¢enych GFP (Huang et al., 2000),
neuropatologi pri koexpresi s B-galaktooxiddzou (Krestel et al., 2004).
Protein také muze mit negativni vliv na polyubiquitinaci (Beans et al.,
2006) a zpUsobuje snizeni fotosyntézy u listd rostlin znacenych GFP
(Zhou et al., 2005).
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10. ZAVER

GFP je v souCasnosti jednim z nejvyznamnéjsich proteind, se
kterymi moderni véda pracuje. Jednd se o zajimavou molekulu
sfadou velmi neobvyklych viastnosti, které ji délaji tak pritazlivou a
uzZiteCnou pro soucasny védecky vyzkum.

Tematika tykajici se GFP je nesmimné Sirokd a neni
v moznostech této prdce ji celou popsat. Cilem prace proto bylo
stru€né shrnout aspon jednu jeji Cast, kterou je vyuziti GFP
v molekuldrni a buné&né biologii a nastinit Siroké spektrum moznosti,
které vyuziti téchto fluorescenénich protein® skytd. Dalsim cilem bylo
ukdzat, ze problematika moznosti vyuzZiti fluorescencnich proteind
vbunécné biologii zdaleka neni jesté vycerpdna. Vybranymi
metodami se snazim priblizit moderni trendy ve vyuziti tohoto proteinu
v molekuldrni a bunéc&né biologii.

V minulosti bylo nejvice praci vytvorenych a publikovanych
v souvislosti s GFP zaméfeno na jeho vyuziti jako molekuldrni znacky,
sUCelem sledovdani genové exprese a lokalizace proteind.
V budoucnosti Ize oCekdavat velky rozmach metod zalozenych na
vyuziti GFP jako biosenzoru nebo aplikaci na bdzi FRETu. Napriklad pH
a redoxné citlivé mutanty GFP se jevi jako velmi slibné pro dalsi
vyzkum. Stdle Castéji se vyuZivaiji také rzné barevné varianty proteinu.
A lze si jisté predstavit, Ze budouci rozvoj prinese i dalsi, nové zpusoby
vzZiti GFP, o nichz zatim nic nevime. Rovnéz lze oCekdvat rozmach
vyuZiti fluorescencnich proteind v novych oblastech (napf. mikrobidlni

ekologii).
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