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S u m m a r y

When autofluorescent protein such as green fluorescent protein (GFP) is ex-
cited with light of a specific wavelength, it emits light of a longer wavelength
without further addition of substrates. Gfp belongs to a family of reporter genes
which provide easily detectable phenotypes to microbial cells and are, there-
fore, a valuable tool for the study of microorganisms in the environment, espe-
cially for analysis of processes such as microbe-plant interactions, biofilm for-
mation, horizontal gene transfer (HGT) and gene expression analysis in different
conditions (under influence of biological, physical and chemical factors), and
bacterial biosensors costruction. In this paper, the main possibilities of gfp gene
as a marker application in microbial ecology, gene expression analysis and
biosensors development are presented.
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1. Wstêp

Technologia genów reporterowych jest obecnie szeroko wyko-
rzystywana nie tylko do monitorowania procesów zachodz¹cych
w komórce zwi¹zanych z transdukcj¹ sygna³ów komórkowych
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i ekspresj¹ okreœlonych genów, lecz równie¿ geny te sta³y siê podstawowym na-
rzêdziem u¿ywanym w wielu laboratoriach do monitorowania in situ horyzontalne-
go transferu genów miêdzy mikroorganizmami, ich aktywnoœci w glebie, tkankach
roœlinnych i zwierzêcych, podczas formowania biofilmu oraz w konstruowaniu bio-
sensorów (1-3).

W kreowaniu genetycznie zmodyfikowanych mikroorganizmów wyró¿niono
dwie g³ówne strategie, pierwsza z nich dotyczy u¿ycia metabolicznych markerów
wymagaj¹cych do wykrycia ich ekspresji dodatkowych substratów. Do tej kategorii
genów nale¿¹: gen lacZ koduj¹cy enzym �-galaktozydazê, gen xylE koduj¹cy dioksy-
genazê 2,3-katecholu, gen gusA koduj¹cy �-glukuronidazê, gen phoA koduj¹cy fosfa-
tazê, geny prokariotycznej i eukariotycznej lucyferazy oraz geny opornoœci na anty-
biotyki i metale ciê¿kie. Drug¹ grupê genów reporterowych stanowi¹ geny odpo-
wiedzialne za syntezê autofluorescencyjnych bia³ek (AFPs, ang. autofluorescent prote-

ins). Jednym z najbardziej popularnych genetycznych markerów nale¿¹cych do tej
grupy okaza³ siê pochodz¹cy z meduzy Aequorea victoria gen gfp (ang. green fluore-

scent protein), którego produktem ekspresji jest œwiec¹ce na zielono bia³ko GFP.
Bia³ko GFP œwieci w œwietle UV (ryc. 1 i 2) bez potrzeby stosowania dodatkowych
substratów. Jedynym ograniczeniem w aplikacji genu gfp jest dostêpnoœæ tlenu, po-
niewa¿ w warunkach beztlenowych nie dochodzi do prawid³owego formowania siê
odpowiedzialnego za œwiecenie fluoroforu i pojawienia siê sygna³u œwietlnego (4-6).
Dziêki analizie mutacyjnej regionu fluoroforowego i w konsekwencji zmiany d³ugo-
œci fali maksymalnego wzbudzenia i emisji otrzymano szereg komercyjnie dostêp-
nych wariantów GFP; wa¿niejsze z nich przedstawiono w tabeli 1. Mutanty bia³ka
charakteryzuj¹ siê m.in. szybszym czasem dojrzewania fluoroforu, wiêksz¹ stabilnoœ-
ci¹ oraz emisj¹ znacznie silniejszego sygna³u œwietlnego ni¿ ich formy dzikie. Pozy-
skano równie¿ warianty o krótszym okresie pó³trwania, które okaza³y siê szczegól-
nie przydatne w testowaniu aktywnoœci oraz funkcjonalnoœci promotorów, jak rów-
nie¿ warianty nie wykazuj¹ce fluorescencji (7-9).

T a b e l a 1

G³ówne mutanty bia³ka GFP (4)

Nazwa bia³ka D³ugoœæ fali maksymalnego wzbudzenia (nm) D³ugoœæ fali maksymalnej emisji (nm)

1 2 3

GFP 395 509

S657 489 511

S65C 479 507

GFPmut1* 488 507

GFPmut2 481 507

GFPmut3 501 511

P11 471 502

GFP(ASV) 501 511

Y66H 380 440
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1 2 3

P4 382 448

P4-3 381 445

BFPsg50 387 450

W2 432 480

W7 434 474

ECFP 433 475/501

EYFP 514 527

10C 514 527

OGFP 385 510

* jedna z najczêœciej wykorzystywanych form bia³ka GFP charakteryzuj¹ca siê emisj¹ 35-krotnie silniejszego sygna³u œwietl-
nego (w przeliczeniu na jednostkê bia³ka) przy wzbudzeniu œwiat³em o d³ugoœci fali 488 nm w stosunku do dzikiego typu
GFP.
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Ryc. 2. Ekspresja genu gfp w 20-godzinnej hodowli E. coli MM 294 (kolekcja w³asna) na agarze/LB bez
ampicyliny. Dokumentacjê fotograficzn¹ wykonano aparatem cyfrowym OLYMPUS C-350.

Ryc. 1. Ekspresja genu gfp w dwudziestogodzinnej p³ynnej hodowli – po¿ywka LB z ampicylin¹
w stê¿eniu 100 g/ml hodowli E. coli MM 294 (kolekcja w³asna). Dokumentacjê fotograficzn¹ wykonano
w mikroskopie fluorescencyjnym BX41 firmy OLYMPUS z filtrem do gfp sprzê¿onym z kamer¹ cyfrow¹
DP-12, pow. 1000 ×.



Ze wzglêdu na fakt, ¿e w³aœciwoœci GFP s¹ szeroko eksponowane w literaturze
specjalistycznej szczególnie w ostatniej dekadzie, autorzy tej pracy postanowili
ograniczyæ siê do dokonania przegl¹du doniesieñ dotycz¹cych mo¿liwoœci aplikacji
genu gfp jakie ukaza³y siê w ostatnich latach, szczególnie od 2000 r.

2. Autofluorescencyjne bia³ko GFP jako marker w ekologii
mikroorganizmów

Wykorzystanie transkrypcyjnych fuzji promotorów wra¿liwych na okreœlone
zwi¹zki chemiczne jest chyba najbardziej popularne w konstrukcji bakteryjnych bio-
czujników i monitorowaniu poziomu tego rodzaju zanieczyszczeñ w ró¿nych pró-
bach. Jednak¿e bardzo interesuj¹ce, jak siê wydaje, jest zwrócenie uwagi na cieka-
we eksperymenty opisane w literaturze, pocz¹wszy od 2002 r., w których u¿yte se-
kwencje promotorowe wykazywa³y aktywnoœæ w reakcji na zmianê poziomu wody
w œrodowisku, wahania wartoœci pH, czy jako wskaŸnik ekspresji genów zaanga-
¿owanych w biodegradacjê niektórych wêglowodorów w glebie, np. genu pra ko-
duj¹cego bia³ko wykazuj¹ce w³aœciwoœci bioemulsyfikuj¹ce – bior¹ce czynny
udzia³ w procesie degradacji, np. heksadekanu (10). Gen gfp znalaz³ zastosowanie
jako reporter w konstrukcji bioczujnika zawieraj¹cego wra¿liwy na zmiany dostêp-
noœci wody promotor operonu ProU w E. coli. Uk³ad ten wykazywa³ wyraŸn¹ iloœ-
ciow¹ zale¿noœæ pomiêdzy fluorescencyjn¹ odpowiedzi¹ biosensora na zmiany
w komórkach bakteryjnych zwi¹zane z ich dostêpnoœci¹ do wody. Ponadto z u¿y-
ciem epifluorescencyjnego mikroskopu oraz przep³ywowej cytometrii sta³o siê mo¿-
liwe zademonstrowanie dostêpnoœci wody bakteryjnym komórkom na liœciach fasoli
(11). W innej pracy poprzez substytucjê aminokwasu w chromoforze uzyskano bia³ko
GFP, które wykazywa³o zmiennoœæ spektrum wzbudzenia w zale¿noœci od wartoœci
pH. Taki wariant bia³ka okaza³ siê bardzo przydatny jako molekularna sonda
w okreœlaniu wewnêtrznego pH w pojedynczych komórkach bakteryjnych w zakre-
sie pH 5,5-8,5 (12).

Markery autofluorescencyjne, jak siê okazuje, znajduj¹ równie¿ coraz szersze
zastosowanie w zjawisku wzajemnego porozumiewania siê drobnoustrojów (ang.
quorum sensing) za pomoc¹ syntezy okreœlonych zwi¹zków chemicznych. Dotychczas
zidentyfikowano, ¿e mediatorem, który bierze udzia³ we wzajemnej komunikacji
drobnoustrojów jest lakton N-acyl-L-homoseryny (AHL). W eksperymencie przepro-
wadzonym przez Steidle i wsp. (13) transformowano sensorow¹ kasetê zawieraj¹c¹
wra¿liwy na obecnoœæ d³ugo³añcuchowych cz¹steczek AHL promotor oraz gen gfp

jako reporter do szczepu Pseudomonas putida, który kolonizowa³ ryzosferê sadzonek
pomidora wzrastaj¹cych w niesterylnej glebie. Indukcja ekspresji genu gfp w tych
warunkach potwierdzi³a pogl¹d, ¿e AHL jest sygna³owym zwi¹zkiem chemicznym
bior¹cym udzia³ we wzajemnym porozumiewaniu siê populacji bakterii w ryzosferze
pomidora. Tego rodzaju bioczujniki okaza³y siê równie¿ przydatne w monitorowa-
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niu indukowanej przez wydzieliny roœlinne ekspresji bakteryjnych genów. Potwier-
dzono u¿ytecznoœæ genu gfp jako reportera po indukcji jego ekspresji przez arabi-
nozê w wydzielinach sadzonek jêczmienia, przez lizynê z wydzielin korzenia kuku-
rydzy oraz pod wp³ywem wydzielin z sadzonek pomidora. W tym ostatnim przypad-
ku stwierdzono, ¿e w bakteriach Bacillus cereus regulacja aktywnoœci promotora trap

po³¹czonego z genem gfp odbywa siê przy udziale wydzielin sadzonek pomidora, co
mog³oby wskazywaæ na istnienie systemu chemicznej komunikacji pomiêdzy Bacillus

cereus i roœlin¹ (14-16).
Moller i wsp. (17) uzyskali, na drodze transkrypcyjnej fuzji promotorów operonu

degradacji toluenu (Pu i Pm) z genem gfp konstrukt genowy, którym transformowano
szczepy Pseudomonas putida oraz Acinetobacter sp., bior¹ce udzia³ w tworzeniu biofil-
mu. Zaobserwowano indukcjê obu promotorów, przy czym promotor Pu w Pseudomonas

putida wykazywa³ cechy indukowalnoœci pod wp³ywem alkoholu benzylowego, który
zosta³ dodany do komór z rozwijaj¹cym siê biofilmem zawieraj¹cym w swoim sk³a-
dzie komórki Pseudomonas putida i Acinetobacter sp., oraz gdy w biofilmie by³ tylko
szczep Pseudomonas putida. Odmiennie reagowa³ promotor Pm, którego aktywnoœæ
wzrasta³a tylko wtedy gdy biofilm by³ jednoczeœnie tworzony przez oba szczepy
bakteryjne, co wskazywa³oby na pobudzenie tego promotora w konsekwencji wza-
jemnych metabolicznych interakcji pomiêdzy Pseudomonas putida i Acinetobacter sp.
Dziêki zastosowaniu genu gfp i wykorzystaniu konfokalnego, laserowego mikrosko-
pu skaningowego mo¿liwe by³o jednoczesne monitorowanie aktywnoœci obu pro-
motorów Pu i Pm, jak równie¿ œledzenie przestrzennego uk³adu pojedynczych komó-
rek bakterii w rozwijaj¹cym siê biofilmie (18).

DeAngelis i wsp. (19) wprowadzili do szczepu Enterobacter cloacae plazmidowy
konstrukt genowy zawieraj¹cy fuzjê aktywowanego azotanami promotora z genem
gfp. Wykazali oni wy¿szy poziom fluorescencji bia³ka GFP w ryzosferze ¿yta (Avena

fatua), gdy roœlina ta ros³a w naturalnej glebie z dodatkiem azotanów w stosunku do
gleby do której nie dodano tych zwi¹zków. W eksperymencie wykazano przydat-
noœæ tego bakteryjnego biosensora nie tylko w analizie aktywnoœci promotora, lecz
równie¿ w okreœlaniu dostêpnoœci azotanów w niszach mikrobiologicznych. Do po-
dobnych wniosków doszli równie¿ autorzy eksperymentu, w którym analizowano
biodostêpnoœæ jonów ¿elaza w bakteriach Pseudomonas syringae, zawieraj¹cych wra¿-
liwy na jony ¿elaza promotor po³¹czony z genem gfp (20).

W 2000 r. Bloemberg i wsp. (21) przedstawili swoje pionierskie badania do-
tycz¹ce jednoczesnego u¿ycia trzech ró¿nych zmutowanych form GFP oraz pocho-
dz¹cego z koralowca Discosoma striata bia³ka œwiec¹cego na czerwono DsRed, do
monitorowania z wykorzystaniem konfokalnego laserowego mikroskopu skaningo-
wego, ró¿nych populacji Pseudomonas w ryzosferze pomidora. Od tej pory ze wzglê-
du na fakt ci¹g³ego opracowywania bardziej zró¿nicowanych mutantów zarówno
bia³ka GFP jak i DsRed, ukaza³o siê szereg prac, w których do analiz ekspresji ge-
nów, jak równie¿ wizualizacji mikroorganizmów w biofilmie i ryzosferze wykorzy-
stuje siê jednoczeœnie kilka autofluorescencyjnych bia³ek emituj¹cych œwiat³o o ró¿-
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nej barwie. Zagadnienie to zosta³o szeroko omówione oraz poparte dokumentacj¹
fotograficzn¹ w pracy Larrainzar i wsp. (4,22).

Grupa szwedzkich badaczy prowadzi³a prace (10), w których z sukcesem wyko-
rzystano gen gfp do badañ nad interakcjami ró¿norodnych patogenów roœlinnych
z bior¹cymi udzia³ w biokontroli szczepami b¹dŸ roœlinami. Patogen roœlinny Ralstonia

solanacearum wyznakowano genem gfp w celu wizualizacji infekcji tkanek pomidora.
Innym przyk³adem jest monitorowanie z u¿yciem systemu GFP Trichoderma atroviride,

u¿ywanego w biokontroli chorób wywo³ywanych przez grzyby (10).
Kolejnym zagadnieniem analizowanym z u¿yciem fluorescencyjnego bia³ka GFP

jest wizualizacja horyzontalnego transferu genów – HGT (ang. Horizontal Genes

Transfer) u bakterii. Horyzontalny transfer genów odgrywa ogromn¹ rolê zarówno
w ewolucji mikroorganizmów, jak równie¿ w rozprzestrzenianiu siê genów opornoœci
na antybiotyki stosowane w leczeniu ludzi i zwierz¹t. Tradycyjne molekularne me-
tody analizy DNA ograniczaj¹ siê jedynie do kontrolowanych warunków laboratoryj-
nych, natomiast techniki z wykorzystaniem AFP pozwalaj¹ na bezpoœredni fluore-
scencyjny screening materia³u genetycznego transferowanego pomiêdzy szczepami
bakterii, co umo¿liwia przede wszystkim okreœlenie czêstoœci transferu genowego
w ró¿nych œrodowiskach (4). Spoœród prac dotycz¹cych aplikacji genu gfp w bada-
niach nad HGT interesuj¹ce jest, jak siê wydaje, zwrócenie uwagi na prezentowane
przez Nancharaiah i wsp. (23) pionierskie badania dotycz¹ce zastosowania techniki
podwójnego znakowania bia³kami GFP i DsRed szczepu Pseudomonas putida. Szczep
Pseudomonas putida transformowany transpozonem z genem koduj¹cym DsRed pod-
dano ponownej transformacji plazmidem TOL z genem gfp. Ekspresja bia³ek pozwo-
li³a na monitorowanie komórek bakterii w mikrokosmkach osadu.

3. Gen gfp jako marker w konstrukcji biosensorów

Technologie fuzji genów reporterowych z sekwencjami promotorowymi wra¿li-
wymi na okreœlone zwi¹zki chemiczne, jak równie¿ uk³ady konstytutywnej ekspresji
z autofluorescencyjnymi markerami znalaz³y zastosowanie w konstrukcji bakteryj-
nych bioczujników, które s¹ u¿ywane w wykrywaniu szkodliwych substancji che-
micznych oraz stwierdzaniu biodostêpnoœci i potencjalnej toksycznoœci zwi¹zków
wystêpuj¹cych w niebezpiecznych odpadach, œciekach, wodzie, glebie i powietrzu.
Spoœród tego rodzaju bakteryjnych biosensorów dominuj¹ systemy w których gen
markerowy (np. gfp) znajduje siê pod kontrol¹ indukowalnego promotora, specy-
ficznie reaguj¹cego na okreœlone czynniki fizyczne, chemiczne b¹dŸ biologiczne
(ryc. 3).

Biotesty te nie mog¹ zast¹piæ chemicznych metod monitorowania ska¿enia œro-
dowiska, umo¿liwiaj¹cych wskazanie czynnika powoduj¹cego toksycznoœæ, jednak
z powodzeniem mog¹ byæ u¿ywane jako szybkie i tanie wskaŸniki pojawienia siê
niebezpiecznych zanieczyszczeñ w wodach, œciekach, osadach i wyci¹gach glebo-
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wych. Pozwala to na zminimalizowanie kosztów czêsto drogich i czasoch³onnych,
oraz wymagaj¹cych kosztownej aparatury analiz chromatograficznych. Technologie
bakteryjnych bioczujników s¹ rekomendowane przez EPA na terenie Stanów Zjed-
noczonych jak równie¿ w Kanadzie, Francji, Niemczech, Szwecji, W³oszech, Holan-
dii, Hiszpanii, Meksyku, jako szybkie metody monitorowania jakoœci wód i œcieków.
Najbardziej znanymi, komercyjnie dostêpnymi zestawami wykorzystuj¹cymi m.in.
œwiec¹ce bakterie s¹ np. zestawy Microtox®, Toxalert® (24-28). Tematyka biosen-
sorów zosta³a szeroko omówiona w nowej, obszernej pracy Gu i wsp. (28) oraz we
wczeœniejszych w³asnych publikacjach przegl¹dowych (6,25).

Spoœród licznych eksperymentalnych artyku³ów prezentuj¹cych efektywnoœæ re-
akcji bioczujników z genem gfp interesuj¹ce s¹, jak siê wydaje, dwie oryginalne pra-
ce: Shitashiro i wsp. (29) oraz Rabbow i wsp. (30). Ich oryginalnoœæ polega na od-
miennoœci konstrukcji transkrypcyjnej fuzji sekwencji promotorowej z genem gfp.
Z regu³y w monitorowaniu reakcji bioczujnika stosowano wra¿liwy na analizowany
czynnik promotor, natomiast w omówionych dwóch przyk³adach autorzy odeszli od
tego schematu. Shitashiro i wsp. (29) podjêli próbê oszacowania przydatnoœci zjawi-
ska aerotaksji (poruszania siê komórek bakterii w kierunku tlenu) jako indykatora
toksycznoœci trichloroetylenu (TCE), tetrachloroetylenu (PCE) oraz 1,1,1-trichloro-
etanu (TCA) wzglêdem Pseudomonas aeruginosa zawieraj¹cych gen gfp znajduj¹cy siê
pod kontrol¹ lac promotora. Za toksyczn¹ przyjêto substancjê, która wywo³ywa³a
50% inhibicjê aerotaksji komórek P. aeruginaosa po ich 40-minutowej ekspozycji na
badany czynnik. Do innych inhibitorów tego zjawiska zaliczono analizowane rów-
nie¿ metale ciê¿kie: Hg2+, Cu2+, Ag+, Pb2+ i Sn2+, a tak¿e takie zwi¹zki jak: BrCN
i NaN3. W konkluzji pracy autorzy stwierdzili przydatnoœæ analizy aerotaksji jako
wskaŸnika toksycznoœci. Natomiast przeprowadzony przez Rabbow i wsp. (30) eks-
peryment dotyczy³ u¿ytecznoœci bioczujnika LAC-FLUORO w procesie analizy ko-
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Ryc. 3. Ogólny schemat indukowalnego bioczujnika oraz mechanizm jego reakcji bêd¹cy konse-
kwencj¹ wp³ywu analizowanego czynnika – analitu: fizycznego (np. zmiany wartoœci pH, temperatury),
chemicznego (zwi¹zki chemiczne, np. benzen) b¹dŸ biologicznego (np. wzajemne oddzia³ywanie ró¿-
nych gatunków drobnoustrojów) (5); objaœnienia: mRNA – matrycowy RNA, GFP – bia³ko, produkt eks-
presji genu gfp.



mórkowej odpowiedzi na cytotoksyny, na które nara¿eni s¹ przebywaj¹cy w prze-
strzeni kosmicznej astronauci. W tym bakteryjnym teœcie gen gfp wykazywa³ konsty-
tutywn¹ ekspresjê pod kontrol¹ promotora lac i reagowa³ zale¿n¹ od stê¿enia cyto-
toksyny redukcj¹ fluorescencji GFP. W tabeli 2 przedstawiono niektóre bakteryjne
bioczujniki z genem gfp indukowalne okreœlonymi czynnikami.

T a b e l a 2

Indukowalne bakteryjne bioczujniki z genem gfp

Testowany zwi¹zek Geny bakteryjne Szczep bakteryjny Literatura

BTEX (benzen, toluen, etylobenzen, ksylen) tbuT P. fluorescens (31)

fenol DnaK, E. coli (32)

genotoksyny:
mitomycyna C, N-metyl-N-nitro-N-nitrozoguanidyna,

kwas nalidyksowy, formaldehyd

recA, umuDC, sulA E. coli (26,33,34,40)

metale:
Ag, As, Cu, Cd, Fe, Hg, Pb, Sb, Zn

ars, arsR, CadC E. coli,

P. aeruginosa,
P. syringae

(37,38,39,41)

salicylany salA Acinetobacter sp. (35)

tetracykliny tetA E. coli (36)

4. Podsumowanie

Mo¿liwoœæ przy¿yciowego monitorowania in situ horyzontalnego transferu ge-
nów miêdzy mikroorganizmami, ich aktywnoœci w ró¿norodnych œrodowiskach,
a tak¿e monitorowania poziomu ekspresji genów z u¿yciem genu gfp w czasie rze-
czywistym i w pojedynczych komórkach, stanowi¹ g³ówne czynniki, które zadecydo-
wa³y o tym, ¿e obecnie gen gfp jest jednym z najbardziej popularnych genów repor-
terterowych w biologii molekularnej (42,43). Jego ekspresjê wykazano z u¿yciem
wektorów zarówno plazmidowych jak i transpozonów i z udzia³em promotorów po-
chodz¹cych z odleg³ych ewolucyjnie organizmów – pocz¹wszy od bakteryjnych,
a skoñczywszy na ssakach (44). Okazuje siê, ¿e gfp sta³ siê równie¿ podstawowym
genem reporterowym lokalizacji i funkcjonalnoœci bia³ek komórkowych. Fuzje bia-
³ek komórkowych z bia³kiem GFP (zwane chimerami bia³kowymi) umo¿liwiaj¹ moni-
torowanie w czasie rzeczywistym migracji bia³ek fuzyjnych w ró¿nych uk³adach, tak-
¿e kompleksach wielobia³kowych jakie tworz¹. Emitowane i ³atwe do wykrycia œwie-
cenie GFP pozwala na „podgl¹danie” dynamiki ró¿norodnych procesów zachodz¹-
cych w ¿ywej komórce, np. replikacji i segregacji chromosomów bakteryjnych do
komórek potomnych, podzia³u komórek bakteryjnych oraz sporulacji (4,25,45). Wy-
daje siê jednak, ¿e jedn¹ z najbardziej dynamicznie rozwijaj¹cych siê dziedzin apli-
kacji genu gfp jest technologia wykorzystania biologicznych biosensorów, która
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znajduje szerokie zastosowanie w monitorowaniu poziomu okreœlonych zanieczysz-
czeñ w œrodowisku.

Sk³adamy serdeczne podziêkowania dr Imrich Barak (S³owacka Akademia Nauk) za umo¿liwienie wy-
korzystania w badaniach w³asnych szczepu E. coli MM294.

Praca wykonana w ramach projektu badawczego nr S/IIŒ/22/06 i W/IIŒ/33/06.
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