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KLUCZ DO BADANIA PROCESOW KOMORKOWYCH - BIALKA
REPORTEROWE

WSTEP

Biatka reporterowe sa podstawowym na-
rzedziem w biologii molekularnej i komérko-
wej. Rozwoj inzynierii genetycznej w latach
80. i 90. ubieglego wieku zaowocowal opra-
cowaniem podstawowych systemow reporte-
rowych takich jak (BucHoOwIicz 2012): uidA
(cDNA - JEFFERSON i wspoétaut. 1986), lacZ
(cDNA — MATSUMOTO i wspétaut. 1988), luc
(cDNA - Ow i wspoétaut. 1986), gfp (cDNA
— PRASHER i wspoétaut. 1992). Podkresleniem
znaczacej roli bialek reporterowych w roz-
woju nauk biologicznych bylo uhonorowanie
w 2008 r. Nagroda Nobla z chemii Osamu
Shimomury za odkrycie biatka zielonej flu-
orescencji i jego charakterystyke.

Biatko reporterowe definiujemy jako bial-
ko kodowane przez gen reporterowy poprze-
dzony wlasciwym promotorem. Natomiast
gen reporterowy to gen umozliwiajacy iden-
tyfikacje transformantéw oraz wykrywanie
obecnosci fuzyjnego produktu jego ekspresji
w strukturach subkomorkowych (HARWOOD i
WIPAT 2011).

Promotory genéw reporterowych moze-
my podzieli¢c na indukowane (ekspresja tyl-
ko w okreslonych etapach doswiadczenia) i
konstytutywne (stala ekspresja umozliwia-
jaca lokalizacje stransformowanych komo-
rek). Wzajemne ulozenie genu reporterowego
i badanej sekwencji nukleotydowej pozwala
na wyznaczenie dwoch strategii doswiadczal-
nych, z ktérych kazda prowadzi do odmien-
nego funkcjonowania transkryptu. Pierwsza
z nich polega na wprowadzeniu genu repor-
terowego ponizej promotora odpowiedzialne-
go za transkrypcje docelowego genu. Daje

to informacje o aktywnosci sekwencji kon-
trolnych i promotora. Druga strategia polega
na zastosowaniu biatka fuzyjnego. Powstanie
biatka hybrydowego wynika z implementa-
cji obu genéw w identycznej ramce odczy-
tu. Czynnikami decydujacymi o sukcesie tej
strategii jest dlugos¢ sekwencji lgcznikowej
i koniec, do ktorego dolgczone jest biatko
reporterowe (koniec N badz C). Lokalizacja
wzgledem siebie promotora, genu reporte-
rowego i docelowego wplywa na informacje
jaka daje nam ich ekspresja, a takze jej
efektywnos¢é. Niezaleznie od ulozenia pro-
motora powinien on ulegac latwiej ekspres;ji
w komorkach. Czesto biatko reporterowe do
prawidlowego dzialania w komérce wymaga
proceséw potranskrypcyjnych lub potransla-
cyjnych (wyjatkiem jest tu GFP).

Alternatywnie, biatka reporterowe moga
by¢ stosowane w formie oczyszczonej, bez
potrzeby transformaciji genetycznej, np. do-
dawana w formie osobnego odczynnika lucy-
feraza izolowana z Photonius pyralis (SELAN i
wspoétaut. 1992), niemniej kazde biatko re-
porterowe powinno charakteryzowac sie na-
stepujacymi cechami (ROSOCHACKI i MATEJ-
czyk 2013):

- brak w nietransformowanym modelu
badawczym,;

- latwosé i czulosé detekcji;

- brak zaklécen metabolicznych;

- stosunkowa niestabilnos¢ reportera
(chroniaca przed skutkami nadmiaru repor-
tera);

- brak skutkéw letalnych w badanym
modelu.

Waznym aspektem stosowania biatek re-
porterowych jest mozliwos¢ ich pomiaru za
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pomoca powszechnie znanych technik ana-
lizy instrumentalnej (tj. absorbcjometria, flu-
orymetria, luminometria).

FLUORESCENCYJNE BIALKA
REPORTEROWE

Rodzina bialek wywodzacych sie od biat-
ka zielonej fluorescencji (ang. green fluore-
scence protein, GFP) stanowi arsenal narze-
dzi biologii molekularnej. Izolacja oryginalne-
go GFP z poélnocnopacyficznej meduzy Aequ-
orea victoria w 1962 r. jest zastluga zespolu
Shimomury. Zbudowane jest ono z 238 ami-
nokwasow o lacznej masie 26,9 kDa. Struk-
tura biatka ma wymiary 4,2 nm na 2,4 nm
(ORMO i wspoétaut. 1996) i jest walcowata.
Niewielkie rozmiary biatka umozliwiaja jego
gromadzenie sie w bardzo matych struktu-
rach komoérkowych, np. wypustkach osio-
wych transfekowanych komorek neuronal-
nych (PAN i wspoétaut. 2011). Na Ill-rzedowa
konformacje GFP sklada sie B-barytka, zbu-
dowana z 11 PB-wstazek. Wewnatrz {-barytki
znajduje sie triplet aminokwaséw seryny, ty-
rozyny i glicyny w pozycjach od 65 do 67,
ktore w trakcie formowania struktury trze-
ciorzedowej ulegaja autokatalitycznej cykli-

zacji tworzac chromofor (KUMAR i PAL 2016).
Maksimum absorbcji dla biatka typu dzikie-
go wynosi 395 nm, a emisji 508 nm. Bial-
ka fluorescencyjne ulegajace ekspresji i fal-
dowaniu w komoérkach sa nietoksyczne dla
komorek, nie prowadza do apoptozy oraz nie
modyfikuja szlakow enzymatycznych (ZIMMER
2002).

Podstawowa charakterystyka bialek flu-
orescencyjnych opiera si¢ na okresleniu ich
wydajnosci kwantowej (ang. quantum yield,
QY) i wspoélczynnika absorbcji (ang. extinc-
tion coefficient, EC). Wydajnos¢ kwantowa
okresla stosunek fotonéw emitowanych do
zaabsorbowanych. Wspélczynnik absorbcji
ustala ilosciowe pochlanianie przez biatko
promieniowania elektromagnetycznego. Oba
te parametry definiuja iloSciowo potocznie
rozumiang ,asnos¢” biatka reporterowego.
Jasnosc¢ bialek jest zroznicowana w zalezno-
Sci od przynaleznosci do grupy kolorystycz-
nej. Wysoka jasno$¢ charakteryzuje grupy
bialek zielonych, zéitych i pomaranczowych,
natomiast pozostate grupy bialek fluorescen-
cyjnych uznawane sg za te o niskiej jasno-
Sci (Tabela 1) (SHANER i wspoétaut. 2005).

Bialka reporterowe podlegaja reakcjom
przyczyniajacym sie do fotoblakniecia zalez-

Tabela 1. Poréwnanie powszechnie stosowanych biatek fluorescencyjnych.

Znakiem * oznaczono bialka monomeryczne sporadycznie wystepujace jako stabe dimery. Przez pseudomonomer
rozumie sie biatka stosowane w formie fuzyjnej zlozonej z dwoch monomeréw w jednej ramce odczytu. Takie biat-
ko funkcjonuje jak monomer, lecz posiada podwojone parametry, takie jak masa czasteczkowa czy zajmowana
przestrzen (w kontekscie tworzonej zawady przestrzennej). Wzgledna jasnos§é¢ poréwnana wzgledem EGFP (wg CAMP-

BELL i DAVIDSON 2010).

Nazwa komercyjna . L Wspobtczynnik L Wzgledna
biatka fluorescen- Ekstynkcja  Emisja absorbeji Wydajnosc¢ Struktura czwarto- jasnosé (%
cyinego (nm) (nm) (107 M- *em) kwantowa rzedowa GFP)
Biatka z zakresu emisji 450-470 nm

EBFP2 383 448 32,0 0,56 Monomerx* 53
Azurite 384 450 26,2 0,55 Monomers 43
mTagBFP 399 456 52,0 0,63 Monomer 98
Biatka z zakresu emisji 470-490 nm

mCerulean 433 475 43,0 0,62 Monomers 79

CyPet 435 477 35,0 0,51 Monomerx* 53
TagCFP 458 480 37,0 0,57 Monomer 63
Biatka z zakresu emisji 490-510 nm

mTFP1 462 492 64,0 0,85 Monomer 162
EGFP 488 507 56,0 0,60 Monomers 100
mWasabi 493 509 70,0 0,80 Monomer 167
Biatka z zakresu emisji 510-530 nm

Superfolder avGFP 485 510 83,3 0,65 Monomers 160
Topaz 514 527 94,5 0,60 Monomers 169
Citrine 516 529 77,0 0,76 Monomer 174
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Biatka z zakresu emisji 530-550 nm

YPet 517 530 104,0 0,77 Monomer* 238
ZsYellow 529 539 20,2 0,42 Tetramer 25
mPapayal 530 541 43,0 0,83 Monomer 106
Biatka z zakresu emisji 550-570 nm

mOrange 548 562 71,0 0,69 Monomer 146
mOrange?2 549 565 58,0 0,60 Monomer 104
Kusabira Orange2 551 565 63,8 0,62 Monomer 118
Biatka z zakresu emisji 570-590 nm

dTomato 554 581 69,0 0,69 Dimer 142
dTomato-Tandem 554 581 138,0 0,69 Pseudomonomer 283
DsRed 558 583 75,0 0,79 Tetramer 176
Biatka z zakresu emisji 590-610 nm

mApple 568 592 75,0 0,49 Monomer 109
mStrawberry 574 596 90,0 0,29 Monomer 78
mRuby 558 605 112,0 0,35 Monomer 117
Biatka z zakresu emisji 610-630 nm

mCherry 587 610 72,0 0,22 Monomer 47
JRed 584 610 44,0 0,20 Dimer 26
mRaspberry 598 625 86,0 0,15 Monomer 38
Biatka z zakresu emisji 630-650 nm

mKate 588 635 45,0 0,33 Monomer 44
HcRed-Tandem 590 637 160,0 0,04 Pseudomonomer 19
mPlum 590 649 41,0 0,10 Monomer 12

nego od ich fotostabilnosci. Wér6d nich wy-
roznia sie reakcje bialek fluorescencyjnych
z reaktywnymi formami tlenu (RFT) oraz
izomeryzacje fotoindukowalna (HENDERSON
i wspoélaut. 2007). Mechanizm fotoblaknie-
cia polega na ataku na podwojne wiazania
chromoforu biatka, czego konsekwencja jest
fotostabilno§¢ poréwnywalna z klasyczny-
mi barwnikami fluorescencyjnymi (SAPSFORD
i wspoétaut. 2006). Badania prowadzone w
celu zwiekszenia odpornosci biatek reporte-
rowych pozwolily otrzymac¢ warianty odporne
na takie czynniki jak: podwyzszone tempe-
ratury (do 65°C), alkaliczne pH, detergenty,
sole chaotropowe, zwiazki organiczne i liczne
proteazy (EHRMANN i wspoétaut. 2001).
Warianty biatek fluorescencyjnych cha-
rakteryzuja sie zro6znicowaniem pod wzgle-
dem wydajnosci faldowania i dojrzewania.
Sam proces dojrzewania definiuje sie jako
zmiany prowadzace do powstania funkcjo-
nalnego chromoforu, w ktérym wazna role
odgrywa temperatura. Dzikie GFP z Aequ-
orea victoria (avGFP), poprzez presje ewolu-
cyjna, posiada optimum temperaturowe wy-
noszace 4-5°C, co ogranicza zastosowanie go
np. w liniach komérkowych ssakéw, aczkol-
wiek mozliwe jest wykorzystanie biatek flu-
orescencyjnych pochodzacych z koralowcow

lub morskich ukwiatéw zyjacych w cieptych
wodach oceanicznych, posiadajacych lep-
sze parametry faldowania w wyzszych tem-
peraturach (SALIH i wspétaut. 2000). Proby
yulepszania” avGFP zaowocowaly powsta-
niem takich wariantow jak np. superfolder
avGFP cechujacego sie wydajnym fatdowa-
niem struktury IlI-rzedowej, odpornoscia
na zwiazki denaturujace i cykliczne zmiany
temperatury (PEDELACQ i wspétaut. 2006).
Zmiany w strukturze avGFP nie sa obojet-
ne dla absorbowanego i emitowanego spek-
trum Swiatla. Przykladem tego sa wydajnie
faldujace sie mutanty Venus YFP o wysokiej
jasnosci (NAGAI i wspotaut. 2002). Poza tem-
peratura, kluczowa role w dojrzewaniu chro-
moforu odgrywa dostep do tlenu czasteczko-
wego. Pochodne avGFP potrzebuja minimum
jednej czasteczki tlenu dla reakcji utleniania
(WACHTER 2007), natomiast pochodne fluore-
scencyjnych bialek koralowcow (w szczegdl-
nosci biatka pomaranczowej i czerwonej flu-
orescencji) wymagaja dostarczenia minimum
dwoch czasteczek tlenu (GROSS i wspotaut.
2000). Tlen jest wiec czynnikiem limituja-
cym zastosowanie GFP w warunkach beztle-
nowych.

Niewatpliwa zaleta bialek fluorescencyj-
nych jest duza roznorodnosé¢ tej grupy pod
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wzgledem dlugosci fali emitowanego sSwiatla.
Fizyczne rozszerzenie koniugacji orbitalu m
w obrebie chromoforu jest procesem odpo-
wiedzialnym za emisje Swiatla przez biatko.
Zjawisko to odpowiada za przesuniecie mak-
simum absorbcji i emisji nawet o kilkaset
nanometréow. Za przesuniecia o wartosci od
20 do 40 nm, odpowiedzialne sa niewiel-
kie zmiany w obrebie bliskiego Srodowiska
chromoforu, do ktérych naleza (REMINGTON
2006): konformacja wiazan wodorowych, po-
zycja naladowanych reszt aminokwaséw oraz
oddzialywania hydrofobowych aminokwaséw
z chromoforem. W najpowszechniejszej kla-
syfikacji biatek fluorescencyjnych wyrdznia
sie dziesie¢ klas barwnych. Klasy te sa od-
dalone od siebie o okolo 20 nm w zakresie
od 450 nm do 650 nm:

Projektowanie nowych bialek fluorescen-
cyjnych opiera sie o dwie rézne strategie.
Pierwsza laczy wiedze z zakresu inzynierii
genetycznej i chemii organicznej. Ma ona na
celu analize obecnych w bazach danych se-
kwencji form dzikich biatek i wprowadzeniu
celowych zmian w genie wyjSciowego biatka
fluorescencyjnego. Owocem takiej strategii
jest np. sekwencja bialka BFP (ang. blue
fluorescent protein) i CFP (ang. cyan flu-
orescent protein) opierajacego si¢ na avGFP
(HEmM i wspoétaut. 1994). Ta taktyka nie jest
jednak pozbawiona wad. Wymaga wytezonej
pracy teoretycznej zespolu badawczego oraz
w wiekszosci przypadkéow nowe biatka sa o
wiele ,ciemniejsze” od ich form dzikich. Wy-
musza to wprowadzanie kolejnych mutacji
kompensujacych niewystarczajaca wydajnosé
kwantowa, jak to miato miejsce przy opraco-
wywaniu biatka DsRed (SHANER i wspoétaut.
2004).

Druga z taktyk polega na nasladowaniu
procesu ewolucji poprzez tzw. ewolucje bez-
posrednia. Podstawa tego procesu jest loso-
we wprowadzanie mutacji w sekwencji nu-
kleotydowej biatka fluorescencyjnego in silico
i syntezy tych, ktore za pomoca modelowa-
nia komputerowego zostaly wstepnie uznane
za mogace prezentowac pozadane cechy. Na-
stepnie dokonuje sie ekspresji tych sekwen-
cji w transformowanych bakteriach i ocenia
ich jasnos¢ i fotostabilnos¢. Na tej podsta-
wie zostaje dokonana selekcja sekwencji i
proces losowego wprowadzania zmian zosta-
je powtorzony, az do osiagniecia pozadanego
efektu. Ta strategia jest wysokoprzepustowa
oraz nie wymaga duzych nakladow pracy,
jednak wymaga czesto wielokrotnego powto-
rzenia procedury. Owocem takiej taktyki jest
biatko fluorescencyjne mPlum (maksimum
emisji 649 nm) powstale z wyjSciowej se-
kwencji mRFP1 (maksimum emisji 607 nm)
(WANG i wspoétaut. 2004).

Dodatkowo wyrézni¢ mozna grupy bia-
lek reporterowych, ktorych wtasciwosci sa
modyfikowane przez ekspozycje na Swiatlo
o dlugosci fali réznej od tej dla wzbudzenia
lub emisji. Sa one szczegblnie przydatne w
badaniu dynamiki tych bialek w warunkach
in vitro i in vivo. Wyroznia sie tu trzy klasy
biatek: fotoaktywowalne (ang. photoactiva-
table) fotokonwertowalne (ang. photoconver-
tible) i fotoprzelaczalne (ang. photoswitcha-
ble). Od tych wszystkich klas wymagane sa
wlasciwosci monomerycznej formy, wysokie-
go kontrastu miedzy nie- oraz naswietlong
czasteczka i odpowiedzi na sygnal sSwietlny
w czasie rzeczywistym (CAMPBELL i DAVIDSON
2010).

Mechanizm biatek fotoaktywowalnych po-
lega na konformacyjnych zmianach w ra-
mach chromoforu. Stan wytlumionej emisji
charakteryzuje sie¢ brakiem lub niewielkg
emisja fluorescencji i jest przerywany dzie-
ki fali elektromagnetycznej o odpowiedniej
dilugosci. Fala ta jest zazwyczaj krétsza od
tej bedacej maksimum wzbudzenia reporte-
ra. Przykladem moze byc¢ tutaj biatko PA-
-GFP, pochodna avGFP, posiadajaca chro-
mofor o charakterze anionowym. Kluczowag
zmiana wzgledem avGFP bylo wprowadzenie
treoniny w pozycji 203. Naswietlenie PA-GFP
fala swietlng o dhugosci 405 nm stukrotnie
zwieksza absorbcje sSwiatla przy 504 nm,
dajac w rezultacie wyrazny kontrast miedzy
biatkami aktywowanymi a nieaktywowanymi
(PATTERSON i LIPPINCOTT-SCHWARTZ 2002).

Wyjatkowa cecha bialek fotokonwerto-
walnych jest przesuniecie spektrum emi-
sji w strone dhuzszych fal promieniowania
elektromagnetycznego. Wynika to ze zmian
w chromoforze biatka zainicjowanych przez
konkretna dlugos¢ fali Swietlnej. Pierwsze
informacje na temat bialek fotokonwertowal-
nych dotyczyly biatka odkrytego u koralowca
madreporowego Trachyphyllia geoffroyi. Bylo
to tetrameryczne biatko fluorescencyjne na-
zwane Kaede. Odkryty mechanizm procesu
polega na fotokonwersji w wyniku dziata-
nia promieniowania ultrafioletowego. W jego
wyniku zielone spektrum emisji (maksimum
absorbcji 508 nm oraz emisji 518 nm) prze-
chodzi w obszar Swiatla czerwonego (mak-
simum absorbcji wynoszace 572 nm oraz
emisji 582 nm). Nieodwracalna fotokonwer-
sja w Srodowisku tlenowym powoduje w re-
zultacie zwiekszenie emisji sygnalu czerwo-
nego ponad dwa tysigce razy (ANDO i wspol-
aut. 2002).

Bialka fotoprzelaczalne charakteryzuja sie
mozliwoscia aktywacji i dezaktywacji przez
specyficzng dla nich dlugosci fali swietlne;j.
Przyktadem takiego biatka jest wariant bial-
ka Dronpa z koralowcow grupy Pectiniidae.
Monomeryczny wariant Dronpa (wystepu-
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jacy naturalnie jako tetramer) posiada dwa
maksima absorbgcji: silniejszy, przy 503 nm
(chromofor deprotonowany) oraz nizszy, przy
390 nm (chromofor uprotonowany). Jed-
nak zastosowanie fali o dlugosci 488 nm
na formie deprotonowanej doprowadza do
emisji fluorescencji o maksimum przy 518
nm i powstania formy uprotonowanej bial-
ka — nieemitujacej fluorescencji. Spontanicz-
ny, powolny powrét do formy deprotono-
wanej prowadzi do emisji Swiatla przy 405
nm (ANDO i wspoétaut. 2004). Sugeruje sie,
ze mechanizm funkcjonowania biatek foto-
aktywowalnych polega na izomeryzacji cis-
-trans w tyrozynie chromoforu biatka. For-
ma cis odpowiada¢ ma za stan aktywowa-
ny, a trans — za dezaktywowany (ANDRESEN i
wspoétaut. 2005).

BIALKA REPORTEROWE WYKRYWANE
ABSORBCJOMETRYCZNIE

Pierwotnie geny reporterowe uidA i lacZ
byly wykrywane poprzez uzyskanie barw-
nego produktu (kolorymetria). Wspolczesnie
opracowano dla tego ukladu reporterowego
takze techniki pomiaru luminometrycznego
czy fluorymetrycznego.

Produktem genu uidA jest
B-glukuronidaza (GUS) (Ryc. 1). U Esche-
richia coli enzym ten inicjuje szlak meta-
bolizmu kwasu heksourynowego (ASHWELL
1962). Ta kwasna hydrolaza skatalogowa-
na jako EC 3.2.1.31 jest w warunkach in
vivo tetramerem o masie monomeru 68
kDa (WILSON i wspoétaut. 1991) i odpowiada
za rozklad licznych B-glukuronidéow (PAIGEN
1979). Szczegbdlna role w rozwoju tego re-
portera odegral zespét pod kierownictwem
Novela, analizujacy sam gen (NOVEL i NOV-
EL 1976), natomiast metodologie jego uzycia
zrealizowal zespoél Jeffersona, tworzac kon-
strukt z promotorem wirusa mozaikowato-
Sci kalafiora (CaMV) (JEFFERSON i wspotaut.
1987).

Wyczerpujaco opisano mozliwosci jego
zastosowania przy badaniu ekspresji w po-
szczegblnych  tkankach, zaréwno roslin-
nych, jak i zwierzecych (JEFFERSON i wspol-
aut. 1986). W badaniach nad roslinami,
gen uidA przewyzszyt swoja popularnoscig
reportery CAT (ang. chloramphenicol ace-
tyl-transferase) i NPTII (ang. neomycin phos-
pho-transferase II). Wynika to z utrudnione;j
analizy iloSciowej i kinetyki reakcji spowodo-
wanej obecnoscig wewnatrzkomérkowych en-
zymow (transferaz, fosfataz, esteraz) (GORMAN
i wspotaut. 1982). Za niebieski produkt,
klasycznie kojarzony z tym genem, jest od-
powiedzialny substrat X-gluc (5-bromo-4-
chloro-3-indolylo-B-D-glukuronid), szczegélnie
efektywnie widoczny w barwieniu histoche-

micznym. B-glukuronidaza jest wykorzysty-
wana takze w pracach nad promieniowcami
(MYRONOVSKYI i wspoétaut. 2011) oraz z du-
zym powodzeniem w modelu drozdzowym
(MARATHE i MCEWEN 1995).

W przypadku detekcji spektrofotome-
trycznej, jako substrat wykorzystywany jest
p-nitrofenylo-B-D-glukuronid A__ = 405 nm)
oraz fenoftaleino-B-D-glukuronid (A =546
nm) (Szasz 1967). Alternatywa dla klasycz-
nej spektrofotometrii jest pomiar technikami
fluorymetrycznymi, ktére cechuja sie nawet
do 10? razy wieksza czuloscia wykrywania
(GARTLAND i wspélaut. 2000). Maksimum
emisji Swiatla nastepuje w pH neutralnym,
bedacym optimum dla reakcji enzymatycz-
nej (JEFFERSON 1985). Jako substrat reakcji
mozna stosowa¢ MUG (ang. 4-methylumbel-
liferyl-beta-D-glucuronide) rozkladany przez
enzym do MU (ang. methyl umbelliferone)
i kwasu glukuronowego. Stezenie MU jest
mierzone po wzbudzeniu falg o dilugosci 365
nm i maksimum emisji 455 nm. Alterna-
tywnym substratem fluorescencyjnym jest
zwiazek funkcjonujacy pod nazwa handlo-
wa di-B-D-glukuronid fluoresceiny (FDGIcU),
ktorego produkt reakcji posiada maksimum
wzbudzenia przy 495 nm oraz emisji 518
nm (POTOT i wspétaut. 2010).

Drugim przykladem biatka reporterowe-
go z Escherichia coli jest [-galaktozydaza
(EC 3.2.1.23) (Ryc. 1) kodowana przez gen
lacZ z operonu laktozowego. W bakterii tej
katalizuje reakcje: rozkladu laktozy do mo-
nomerycznych cukréw, generacje allolaktozy
przez transgalaktozylacje laktozy i dezak-
tywacje operonu lacZ poprzez rozkilad al-
lolaktozy (HUBER i wspoélaut. 1976). Sam
enzym (inaczej nazywany laktaza) odegrat
historyczna role w rozwoju biologii mole-
kularnej w ramach badan nad teoria ope-
ronu stworzona przez JACOBA i MONODA
(1961). P-galaktozydaza jest katalizatorem
hydrolitycznego rozkladu [(-arabidozydow i
B-galaktozydow (WHITAKER 1972). Dla ce-
low przemystowych jest on pozyskiwany ze
szczepow Aspergillus oryzae, Kluyveromyces
fragilis lub Bacillus stearotbermopbilis i za-
leznie od organizmu, z ktérego pochodza, sa
one zroznicowane pod wzgledem optymalne-
go pH i warunkow termicznych (RICHMOND i
wspotaut. 1981).

Na strukture (-galaktozydazy skladaja
sie cztery lancuchy polipeptydowe o lacz-
nej masie 464 kDa, z czego pojedynczy
lancuch zlozony jest z 1023 aminokwasow.
Optymalne pH dzialania enzymu z Escheri-
chia coli wynosi 7,4 (JACOBSON i wspoétaut.
1994). Z pieciu domen biatkowych kazdego
z monomerow, role katalityczng spelnia do-
mena trzecia o pozycji aminokwasowej od
334 do 627, zdefiniowana jako barylka a,f,
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Ryc. 1. Struktura przestrzenna p-glukuronidazy (A) i -galaktozydazy (B).

Oba enzymy naleza do rodziny glikozydaz. Zrédto: https://www.rcsb.org/3d-view/3K46, https://www.rcsb.org/3d-

-view/4V40?preset=electronDensityMaps CC-BY.

lub domena TIM. Za ewolucyjnego przodka
B-galaktozydazy uwazane jest biatko, ktore
skladatoby sie tylko z pojedynczej domeny
TIM, mogacej rozkladaé¢ zlozone oligosacha-
rydy (JUERS i wspélaut. 1999). NajczesSciej
stosowanym substratem dla tego enzymu
jest X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolylo-3-
D-galaktopiranozyd),  wykorzystywany  do
oznaczen iloSciowych i jakosciowych. X-gal
jest bezbarwnym, dobrze rozpuszczalnym w
wodzie substratem reakcji, zbudowanym z
reszty galaktozy i podstawnika indolowego.
Hydroliza X-gal uwalnia podstawnik indolo-
wy, ktory dimeryzuje z drugim podstawni-
kiem tworzac czasteczke o niebieskim zabar-

wieniu (JUERS i wspoétaut. 2012). Klasyczny
uktad reporterowy wykorzystuje dodatkowo
IPTG (izopropylo-B-D-1-tiogalaktopiranozyd),
nierozktadalny przez [(-galaktozydaze ana-
log strukturalny allolaktozy, ktory zapewnia
stala aktywnos¢ operonu lacZ (MARBACH i
BETTENBROCK 2012). Rozw6j badan nad tym
systemem reporterowym zaowocowal opraco-
waniem nowych substratéow, takze tych mie-
rzonych fluorymetrycznie i luminometrycznie
(Tabela 2).

Poza bakteriami mozliwe jest wykorzysta-
nie P-galaktozydazy w komoérkach ssaczych.
Prowadzone badania pokazaly, ze mozliwa
jest ekspresja 15 razy wieksza od tej wzgle-

Tabela 2. Poréwnanie popularnych substratow B-galaktozydazy (GARY i KINDELL 2005, VEGA i wspol-
aut. 2005), https://www.thermofisher.com/pl/en/home/references/molecular-probes-the-handbook/en-

zyme-substrates/detecting-glycosidases.html._

Substrat Typ pomiaru Dhugoscé fali
X-gal Kolorymetryczny 420 nm
ONPG Kolorymetryczny 420 nm
CPRG Kolorymetryczny 595 nm
Tropix® Galacto™-Star Luminometryczny -
di-B-D-galaktopiranozyd fluoresceiny (FDG) Fluorymetryczny 490/514 nm
B-D-galaktopiranozyd rezorufiny Fluorymetryczny 571/585 nm
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dem analogicznego konstruktu, wprowadzo-
nego do Escherichia coli, gdzie do transfekcji
komorek ssaczych wykorzystano konstrukt
lentiwirusowy. Konstrukt dla E. coli zawierat
endogenna sekwencje [-galaktozydazy, nato-
miast konstrukt dla komoérek ssaczych (na-
zwany przez autorow LacZco) zawieral mo-
dyfikacje w postaci dodanej kanonicznej se-
kwencji Kozak oraz odciecia pierwszego ko-
donu kodujacego aminokwas enzymu. Dzieki
temu drugi kodon (kodujacy metionine) stat
sie kodonem inicjatorowym (ANSON i LIMBE-
RIS 2003). Hybrydy P-galaktozydazy i biatka
docelowego réwniez wydajnie spelniaja swoje
funkcje w liniach pochodzenia ssaczego, cze-
go przykladem jest hybryda tego enzymu 2z
sekwencja lokalizacji jadrowej duzego anty-
genu T SV40, lokujacej hybryde w Ssrodku
jadra komérkowego (KALDERON i wspoblaut.
1984). System reporterowy [-galaktozydaz
nie jest jednak pozbawiony wad. Inne sub-
straty poza X-gal sg czesto od niego o wie-
le drozsze (MOCKLI i AUERBACH 2004), maja
czas inkubacji diluzszy od tego dla X-gal
oraz sg malo czule przy zastosowaniu kolo-
rymetrii (ANSON i LIMBERIS 2003).

BIOLUMINESCENCYJNE BIALKA
REPORTEROWE

Wyroznia sie dwie klasy systemow re-
porterowych opartych o dziatanie lucyfe-
razy (katalizatora reakcji bioluminescencji)
(Ryc. 2). Pierwsze z nich sa pochodzenia

bakteryjnego, np. Vibrio spp. i Photorhabdus
luminescens (BALDWIN i wspotaut. 1984, MA-
NUKHOV i wspotaut. 2000), natomiast drugie
pochodza z roéznych gatunkéw chrzaszczy,
np. Photonius pyralis oraz rodziny Elateridae
(DE WET i wspoétaut. 1987). Uniwersalnos¢ i
powtarzalnos¢ pomiaru luminescencji pozwo-
lita na powstanie licznych, dostepnych ko-
mercyjnie zestawow do detekcji. Opieraja sie
one albo na wprowadzaniu odpowiedniego,
przygotowanego przez producenta, konstruk-
tu genetycznego (ALLARD 2008) lub dodawa-
niu lucyferazy jako osobnego odczynnika en-
zymatycznego (FAN i WooD 2007).
Lucyferaza izolowana z Photonius pyralis
kodowana jest przez gen luc, a jej produkt
klasyfikowany jest do rodziny ligaz koenzy-
mu A. Enzym ten wystepuje w postaci mo-
nomeru, a jego substratami jest lucyferyna
(pochodna benzotiazolu), tlen i ATP. Efektem
reakcji jest emisja fal elektromagnetycznych
z zakresu od 560 do 614 nm, a intensyw-
no$¢ oraz dlugos¢ fali przy maksymalne;j
emisji zalezna jest od temperatury Srodowi-
ska reakcji. Wraz ze wzrostem temperatury
nastepuje przesuniecie w strone fal dtuz-
szych. Dla 25°C maksimum emisji znajdu-
je sie przy 560 nm. Natomiast dla 37°C ma
ono warto§¢ 604 nm, przy czym termolabil-
nos¢ w warunkach in vitro sprawia, ze okres
poltrwania formy natywnej w tej temperatu-
rze wynosi zaledwie 3 minuty. Komercyjnie
dostepna jest sekwencja lucyferazy pozba-
wiona fragmentu kierujacego go do perok-

Ryc. 2. Lucyferaza pochodzaca z Photonius pyralis (A) i bakteryjna (B).

Zrédlo: https://pdb101.rcsb.org/motm/78 CC-BY.
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sysomow. Wszystkie elementy funkcjonuja-
cej lucyferazy kodowane sa przez pojedynczy
gen, co znaczaco ulatwia manipulacje tym
systemem reporterowym (DOYLE i wspoétaut.
2010).

Lucyferazy pochodzenia bakteryjnego, np.
Photorhabdus luminescens, nie sa kodowa-
ne przez jeden gen, ale przez caly operon
lux zawierajacy geny luxCDABE. Lucyferaza
bakteryjna jest heterodimerem kodowanym
przez geny luxA i luxB, dajace odpowiednio
produkty o diugosci 360 (41,1 kDa) i 327
aminokwasow (37,6 kDa). Substratami reak-
cji tego enzymu jest FMNH,, tlen i dekanal
(dhugotancuchowy aldehyd), ktéry syntetyzo-
wany jest przez pozostale geny operonu, tj.
luxC, luxD oraz luxE. Efektem reakcji jest
emisja Swiatla o maksimum przy dlugosci
490 nm. Na pozostale komponenty operonu
lux skladajg sie biatka regulatorowe i wia-
zace heterodimer lucyferazy (MEIGHEN 1993).
Ten system reporterowy znajduje zastosowa-
nie w badaniach z wykorzystaniem bakterii
Gram-ujemnych, np. Salmonella spp. Wyko-
rzystywany jest do kontroli stanu sanitarne-
go zywnosci czy do doswiadczen z ssaczy-
mi liniami komoérkowymi (KARSI i wspoétaut.
2008). Obecnos¢ gendéow odpowiedzialnych za
generacje substratu reakcji pozwala na efekt
samoistnej bioluminescencji. Aby zwiekszy¢
emitowany sygnal nalezy zapewni¢ dosta-
teczng ilos¢ pozostalych substratow (reali-
zowang przez tlenowe warunki hodowli). W
przypadku organizméw eukariotycznych, np.
Saccharomyces cerevisiae, okazywalo sie to
niewystarczajace i operon wymagal do wy-
dajnego dzialania ekspresji genu oksydo-
reduktazy flawinowej (GUPTA i wspolaut.
2003). Operon luxCDABE ulega wydajniejszej
ekspresji u bakterii Gram-ujemnych niz u
Gram-dodatnich, czego przyczyna sa roznice
w strukturze miejsc inicjacji transkrypcji. Z
powodzeniem dokonywano zmian w operonie
celem wydajnej ekspresji u Gram-dodatnich:
Staphylococcus i Listerii (FRANCIS i wspolaut.
2000).

REPORTERY A BIOSENSORY

Wykorzystanie bialek reporterowych w
celu oznaczen ilosciowych i jakosciowych
idealnie wpisuje te bialka w role biosenso-
row. Samo pojecie biosensora definiujemy
wedlug Miedzynarodowej Unii Chemii Czy-
stej i Stosowanej (ang. IUPAC) jako: ,urza-
dzenie analityczne posiadajace powigza-
ne elementy biologiczne oraz wlasciwy im
przetwornik, ktére dostarcza czesciowo lub
w pelni iloSciowych danych o scharaktery-
zowanej specyficznosci”. Nalezy wspomniec,
ze pierwszym uznanym biosensorem byl de-
tektor glukozy, skladajacy sie z platynowej

elektrody tlenowej i oksydazy glukozowe;j
(EC 1.1.3.4) (CLARK i LYONS 1962). Dodat-
kowo, rozw6j inzynierii genetycznej umoz-
liwit tworzenie konstruktow wzajemnie od-
dzialujacych na siebie sekwencji genetycz-
nych, przez co mozliwe jest skonstruowanie
biosensora z systemem bramek logicznych,
emitujacego sygnat tylko po jego pozytywnej
selekcji logicznej (LAI i wspotaut. 2014).

Przykladem biosensoréw opartych o bial-
ka fluorescencyjne sa te pozwalajace na
oznaczenie rozpuszczalnosci i agregacji bia-
lek wewnatrz komoérki. Tradycyjna forma ta-
kiego biosensora opiera si¢ na stworzeniu
hybrydy biatka badanego i GFP. Bialko to
jako domena hybrydy cechuje sie staba wy-
dajnoscia faldowania, jezeli pozostale dome-
ny biatka hybrydowego nie uzyskaja popraw-
nej struktury IlI-rzedowej lub ulegna agrega-
cji z innymi czasteczkami biatka (WALDO i
wspotaut. 1999). W tej strategii wykorzystu-
je sie czesto wolno dojrzewajacego mutanta
GFP. Gwarantuje to faldowanie GFP dopie-
ro po prawidlowym sfaldowaniu pozosta-
lych domen biatka fuzyjnego i proporcjonal-
nos¢ sygnatu do ilosci hybryd o prawidlowe;j
strukturze. Modyfikacja tej strategii detekcji
jest podzielenie caltej hybrydy na dwie osob-
ne czesSci. Pierwsza czesé¢ sklada sie z ba-
danego biatka oraz jednej z 11 PB-wstazek
GFP wchodzacych w sktad B-barylki. Druga
czeSC sklada sie z reszty sekwencji amino-
kwasowej GFP, zdolnej do sfaldowania sie w
forme trzonu B-barylki, pomimo braku jed-
nej B-wstazki (CABANTOUS i wspoétaut. 2005).
Taki trzon GFP jest wytwarzany w innym
organizmie i przygotowany jako osobny od-
czynnik. Brak prawidlowego sfaldowania sie
biatka badanego skutkuje niemoznoscia in-
terakcji z pozostalym trzonem GFP z ostat-
nim fragmentem [-barytki i brakiem sygna-
hu. Ta strategia badawcza pozwolila na ana-
lize w komoérkach ssaczych agregacji biatka
tau w czasie rzeczywistym. Dostarczyto to
cennych danych dotyczacych tego procesu
w przypadku choroby Alzheimera (CHUN i
wspoétaut. 2007).

Innym przykladem funkcjonowania biatek
reporterowych w roli biosensora jest bada-
nie pH poszczegolnych przedzialow komorki.
Zmiany w spektrum i maksimum emisji GFP
wynikaja z szybkosci oraz wydajnosci fatdo-
wania, uprotonowania i deprotonacji chro-
moforu, zaleznych od réznych wartosci pH
(CRONE i wspotaut. 2013). Natomiast specy-
ficznos¢ detekcji GFP wynika z dodania od-
powiedniej sekwencji lokalizacyjnej. Wyroznic
nalezy takze pomiar ratiometryczny i niera-
tiometryczny z uzyciem bialek fluorescencyj-
nych. System nieratiometryczny polega na
wykorzystaniu wtasciwosci chromoforu, np.
anionowy charakter w EGFP (ang. enchan-
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ced green fluorescent protein). Samo EGFP
jest wariantem avGFP, o 35-krotnie wickszej
jasnosci niz wyjSciowy reporter, co jest wy-
nikiem zamiany fenyloalaniny na leucyne w
pozycji 64 i seryny na treonine w pozycji 65
(CORMACK i wspétaut. 1996). W optymalnych
warunkach deprotonowany, anionowy chro-
mofor EGFP jest zdolny do emisji sygnatu.
Jezeli zmiany pH przekrocza krytyczna dla
ukladu wartosé, ulegnie on protonacji i sta-
nie sie niezdolny do emisji sygnatu (KNEEN
i wspotaut. 1998). Pomiar ratiometryczny
opiera sie¢ o zastosowanie bialek fluorescen-
cyjnych cechujacych sie podwojnym maksi-
mum wzbudzenia i emisji. Proporcja miedzy
jednym maksimum wzbudzenia a drugim w
danym pH S$rodowiska jest wzglednie stala.
Umozliwia to uzyskanie krzywej kalibracyjnej
do oszacowania pH (MIESENBOCK i wspotaut.
1998). Mechanizm zmian wewnatrz biatka,
wraz ze zmianami pH, wynika z podstawien
aminokwaséw w Dbliskim mikrosrodowisku
chromoforu. Jednym z pierwszych przykla-
doéw takiego biosensora bylo bialtko RaGFP.
W jego strukturze seryne w pozycji 202 za-
stgpiono histydyna, co umozliwilo wyznacze-
nie nim pH w zakresie od 5,5 do 7,5. In-
nym przykladem moze by¢ deGFP, emitujace
zielona i niebieska fluorescencje. Wzrost pH
promuje emisje zielonej fluorescencji kosz-
tem niebieskiej (HANSON i wspoétaut. 2002).
Alternatywnie laczy sie tandemowo biatka
do pomiaru ratio- i nieratiometrycznego, w
szczegbdlnosci te dajace w efekcie zjawisko
FRET, co ma na celu zwiekszenie doktadno-
§ci pomiaru (AWAJI i wspoétaut. 2001).
Zastosowanie lucyferaz jako biosensoréw
mozliwe jest na dwa rozne sposoby. Pierw-
szy z nich polega na modyfikacji genu re-
portera tak, aby wprowadzi¢ sekwencje roz-
poznawanag specyficznie przez oznaczang
czasteczke. Przykladem jest wykorzystanie
lucyferazy zawierajacej miejsce ciecia specy-
ficznego dla kaspazy 3 (markera zachodzacej
apoptozy) (GHAVAMI i wspétaut. 2009). Do-
danie do stransfekowanych komorek czyn-
nika apoptycznego wywolywato aktywacje
kaskady kaspaz i ciecie lucyferazy w specy-
ficznym miejscu, co wplywalo na emitowa-
ny sygnal. Taka strategia umozliwila odkry-
cie wlasciwosci apoptycznych trzech bialek
Mycobacterium tuberculosis (SHI i wspoétaut.
2014). Drugi ze sposobéw monitoruje po-
Srednio zmiany w metabolizmie komoérek
przez wzrost lub zanik luminescencji wywo-
lany zmianami w ilosci substratow reakcji
(np. ATP, FMNH,). Te taktyke zastosowano
w konstrukcji biosensora toksyn mitochon-
drialnych. Opieral sie on na genie luc pod
kontrolg konstytutywnego promotora ludz-
kiego cytomegalowirusa. Selektywne dziala-
nie toksyn na tancuch oddechowy obnizalo

wewnatrzkomorkowe stezenie ATP i posred-
nio sitle sygnatu. Stworzony biosensor byt w
stanie wykryc¢ ilos¢ toksyn na poziomie 0,2
BPM (RAHIMIRAD i wspélaut. 2019).

TECHNIKA FRET

Transfer energii rezonansu Forstera
(FRET) zostal opisany przez FORSTERA juz w
1948 r. i dla wspoélczesnych biologow mole-
kularnych pelni role nanolinijki (ang. nano-
ruler), gdyz pozwala na precyzyjne wyzna-
czenie odleglosci pomiedzy czasteczkami lub
wielkosci badanach struktur. Dynamiczny
rozwoOj tej techniki i uniwersalne zastoso-
wanie mozliwe jest dzieki zastosowaniu w
niej biatek reporterowych. Metoda polega na
bezpromienistym przekazywaniu energii ze
wzbudzonego donora na akceptor, ktory emi-
tuje kwant Swiatla wracajac do stanu pod-
stawowego. Technika FRET jest mozliwa do
zastosowania jako miarka dla skali ,nano”
ze wzgledu na bezposrednia zalezno$S¢ mie-
dzy odlegloscia czasteczek a intensywnoscia
sygnalu. Dobrze charakteryzuje to parametr
tej zaleznosci zwany odlegloscia krytyczna
(R)). Jest to odlegtos¢ dla konkretnej pary
fluorochroméw w danym rozpuszczalniku i
okreslonym stezeniu, dla ktorej wydajnosc
sygnalu FRET wynosi¢ bedzie 50% oszaco-
wanej wydajnosci teoretycznej (SCHAUFELE i
wspoétaut. 2005). Wartosé ta jest o tyle waz-
na, ze pozwala stwierdzi¢, gdzie jest mozliwa
najwyzsza rozdzielczos¢ i dokladnosé¢ pomia-
ru (STRYER 1978). Drugim czynnikiem wply-
wajacym na wydajnos¢ techniki jest poziom
nakladania sie na siebie widm spektralnych
donora i akceptora. Im wieksza bedzie ta
roznica, tym nizsza bedzie teoretyczna mak-
symalna wydajnos¢ FRET. Istotna role od-
grywaja takze interakcje typu dipol-dipol.
Sa one charakteryzowane przez parametr k2,
ktory okresla wzgledny kat tworzony przez
momenty dipolowe fluorochroméw. Za najdo-
godniejsza konformacje uznaje sie ulozenie
réownolegle fluorochroméw (k2 = 4), a za naj-
mniej wydajne — prostopadle ulozenie mo-
mentéw dipolowych (k2 = 0). Swoboda zmian
konformacyjnych fluorochroméw powoduje
jednak dynamiczne zmiany w obrebie tego
parametru, przez co przyjmuje sie k> = 2/3
jako srednig wartos¢ wszystkich wystepuja-
cych ukladéw przestrzennych fluorochromoéw
(SaAHOO 2011).

Na potrzeby nauk biologicznych fluoro-
chromy wykorzystywane w technice FRET
przyporzadkowa¢ mozna do jednej z dwéch
grup. Do pierwszej grupy zalicza sie zwiazki
naturalnie wystepujace wewnatrzkomorkowo,
np. chlorofil czy NADH. Pary sprzezonych
wigzan wewnatrz ich struktur pozwalaja na
emisje sygnalu za pomocg promieniowania
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ultrafioletowego. Pomimo ze wykorzystywane
spektrum jest szkodliwe dla modelu badaw-
czego, to jest ono wysoce wydajne dla mode-
Iu in vivo (MIYAWAKI i wspétaut. 2003). Dru-
ga kategoria to fluorochromy wprowadzane
do komorki celowo na potrzeby eksperymen-
tu. Klasycznie, do tego celu wykorzystywane
byly syntetyczne barwniki fluorescencyjne,
ktore choc¢ charakteryzuja sie wysoka emi-
sja sygnalu, nie sg wystarczajaco specyficz-
ne wobec konkretnego bialtka, ze wzgledu
na ograniczenie charakterystyki wiazania do
grup funkcyjnych w sposob samoistny lub
enzymatyczny (DAWSON i KENT 2000). Biatka
fluorescencyjne wraz z technikami inzynierii
genetycznej stanowia rozwigzanie problemu
matej specyficznosci znacznikéw. Dodatkowo,
szeroka paleta dostepnych wersji biatek flu-
orescencyjnych pozwala na elastyczny dobor
ukladu donora i akceptora. Do najpopular-
niejszych naleza duet GFP/RFP (R, = 4,7
nm) i CFP/YFP (R, = 4,9 nm) (SRISA-ART i
wspoétaut. 2007). Pod wzgledem wykorzysta-
nia fluorochroméw, biatka fluorescencyjne
sg zdecydowanie mniej inwazyjna metoda, a
ich ekspresja i dzialanie nie wpltywa znacza-
co na model badawczy. Mozliwos¢ licznych
modyfikacji materialu wyjSciowego (wybor
konica do potaczenia w hybryde, dlugosé
sekwencji lacznikowej) ulatwia regulowanie
wydajnosci FRET. Pomimo wysokiej specy-
ficznosci, wada bialek reporterowych w tech-
nice FRET jest ich potencjalna homodime-
ryzacja i powstawanie artefaktéow (GAUTIER i
wspoétaut. 2001).

Lucyferazy sa wykorzystywane rowniez
jako element techniki FRET. Jest ona defi-
niowana wtedy skrotem BRET (transfer ener-
gii rezonansu bioluminescencji). Przykladem
zastosowania BRET jest analiza aktywnosci
specyficznych proteaz z uzyciem odpowiednio
skonstruowanej hybrydy. Bialko hybrydowe
sktadalo sie z lucyferaz z Renilla reniformis i
GFP, polaczonych sekwencja lacznikowa roz-
poznawana przez oznaczany wewnatrzkomor-
kowo enzym. Pozwala to na okreslenie ak-
tywnosci enzymu odwrotnie proporcjonalnej
do intensywnosci BRET (DACRES i wspoétaut.
2019). Inne przyklady pokazaly mozliwosé
przesuniecia sygnatu BRET z obszaru ziele-
ni w strone czerwieni, zastepujac wczesniej
wspomniang pare wariantami tych repor-
teréw, np. RLuc8.6 i TurboFP635 (WEIHS i
wspoétaut. 2020).

Zastosowanie bialek reporterowych jako
donorow/akceptorow w technice FRET przy-
czynilo sie do jej dynamicznego rozwoju.
Przede wszystkim znaczaco zwigkszyly pre-
cyzje oznaczania lokalizacji, orientacji prze-
strzennej, interakcji poszczegélnych czaste-
czek, czy niewielkich zmian konformacyjnych
w obrebie badanego biatka. Idealnym przy-

kladem jest analiza wigzania sekretyny z jej
receptorem, z naciskiem na ocene aktywno-
Sci domen sygnalowych i wiazacych recepto-
ry (HARIKUMAR i wspoétaut. 2007). Interakcje
miedzy pojedynczymi biatkami dzieki tech-
nice FRET moga by¢ rozszerzone na anali-
ze oddzialywan miedzy calymi komorkami
patogenu a gospodarzem. Przykladami moga
by¢: zdefiniowanie komponentow w szla-
ku sygnalowym rozpoczynajacym sie przez
rozpoznanie sekwencji PAMP przez receptor
TLR9 (LATZ i wspélaut. 2007) lub analiza
mechanizmu infekcji roslin przez Ascomy-
cota (BHAT i wspotaut. 2005). W przypadku
badan nad receptorami TLR9 badane byly
zmiany konformacyjne w ektodomenie biat-
ka i domenach odpowiedzialnych za akty-
wacje cytoplazmatycznego przekaznictwa sy-
gnatu. Potwierdzono, ze apozycyjne zmiany
w obrebie domen sygnalowych u TLR9 w
endosomach sa warunkiem koniecznym dla
wlaczenia w szlak sygnalowy konkretnych
molekul adaptorowych. Zmiany konformacyj-
ne widoczne byly jako zanik/zajScie zjawiska
FRET. Wykorzystanie FRET w mechanizmie
infekcji roslin polegalo na analizie roli kal-
moduliny jako regulatora powierzchniowe-
go biatka MLO, uznawanego jako jedno z
kluczowych dla infekcji grzybiczych roslin.
Interakcje wyznakowanych bialek i zjawi-
sko FRET nastepowalo tylko wtedy, gdy do-
chodzilo do skutecznej penetracji komoérki
gospodarza przez apresorium Ascomycota.
Technika FRET z pomoca biatek reportero-
wych umozliwia takze rozszerzenie badan
interakcji na zachowywanie sie blony ko-
morkowej, jak np. rozdzial faz dwuwarstwy,
oznaczenie lokalizacji konkretnych tratw lipi-
dowych (LOURA i wspoétaut. 2009) lub ocene
iloSciowa odzialywan pomiedzy komponenta-
mi lipidowymi a biatkowymi btony komoérko-
wej (LOURA i wspétaut. 2010).

ZAKONCZENIE

Bialka reporterowe znaczaco przyczynity
sie do rozwoju nauk biologicznych. Szeroka
paleta bialek reporterowych, réznorodnoscé
wykorzystywanych  technik  pomiarowych,
dostepnos¢ wymiennych substratéw reakcji
oraz powiekszajaca sie liczba nowych wa-
riantow sprawiaja, ze sa kluczowym narze-
dziem badania proces6w na poziomie mole-
kularnym. Sama baza biatek fluorescencyj-
nych FPbase zawiera 782 scharakteryzowa-
ne reportery (stan na 23 VII 2020 r.). Istot-
ne w pelnym zastosowaniu potencjatu bialtek
reporterowych jest nie tylko analizowanie
ich pod wzgledem parametrow ogolnie istot-
nych dla biatek, jak np. temperatura czy
optymalne pH. Kluczowa jest tez znajomoscé
licznych mutantéw biatek reporterowych o
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unikatowych  wtasciwosciach. Przykladem
tego jest Sledzenie przemieszczania sie bia-
tek wewnatrz komoérek za pomoca fotoakty-
wowalnych biatek reporterowych (CHUDAKOV
i wspoétaut. 2007) czy oznaczanie wewnatrz-
komoérkowego nadtlenku wodoru za pomo-
cg mutanta biatka czerwonej fluorescencji
(ERMAKOVA i wspoélaut. 2014). Wspodlczesnie
biatka reporterowe stanowia nie tylko pro-
dukt genéw markerowych, ale takze podsta-
wowe narzedzie w poznawaniu procesow ko-
morkowych.

Streszczenie

Celem pracy jest zaprezentowanie powszechnie wy-
korzystywanych biatek reporterowych. Wazne w rozwoju
nauk biologicznych jest nie tylko rozumienie tych biatek
jako produktéow genéw markerowych, ale réwniez jako
narzedzi przydatnych do wysoce specyficznych analiz.
Zaprezentowano i zdefiniowano pojecie genu i biatka re-
porterowego, z podkresleniem niezbednych cech, ktore
powinien prezentowaé reporter. Scharakteryzowano flu-
orescencyjne biatka reporterowe, z naciskiem na biatko
zielonej fluorescencji. Wyroznione zostaly podklasy fo-
toaktywowalnych, fotoprzetaczalnych i fotokonwertowal-
nych bialek reporterowych. Opisano klasyczne reportery
enzymatyczne: -galaktozydazy i B-glukuronidazy, wraz z
ich alternatywnymi substratami. Przedstawiono lucyfera-
zy ze szczegblnym rozroznieniem ze wzgledu na przyna-
leznos¢ systematyczna gatunku, z ktorego dany enzym
pochodzi. Przyblizono czytelnikom podstawowe zastoso-
wania biatek reporterowych jako specjalistycznych narze-
dzi biologii molekularnej: w technice FRET oraz w roli
biosensorow. Praca ugruntowuje wiedze na temat specy-
ficznych zastosowan danych reporterow i stanowi pod-
stawe do dalszych poszukiwan konkretnej metody lub
poszczegblnych modyfikacji technik reporterowych.
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A KEY TO RESEARCHING CELLULAR PROCESES - REPORTER PROTEINS

Summary

The aim of this paper is to present commonly used reporter proteins. Important in the development of biological
sciences is not only to understand these proteins as products of marker genes, but also as tools useful for highly
specific analyzes. The concept of a reporter gene and protein was presented and defined, with emphasis on the
necessary features that a reporter should present. Fluorescent reporter proteins are characterized, with an empha-
sis on the green fluorescent protein. Subclasses of photoactivatable, photoswitchable and photoconvertable reporter
proteins are distinguished. Classic enzymatic reporters have been described: B-galactosidases and P-glucuronidases,
along with their alternative substrates. Luciferases are presented with particular distinction due to the systematic
affiliation of the species from which the enzyme comes. Readers were introduced to the basic applications of report-
er proteins as specialized tools of molecular biology: in the FRET technique and as biosensors. The work strength-
ens the knowledge about the specific applications of given reporters and is the basis for further analysis of the topic
in terms of a specific method or individual modifications of reporter techniques.
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