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Fluorescencni proteiny — zarici makromole-
kuly odhalujici bunécna tajemstvi
Radim Homolka, Veronika Kozdkovd, Matyas Suja, Jaromir Pldsek

Abstrakt. Fluorescenc¢ni proteiny (FP)1 jsou uzite¢nym néstrojem pro studium biologickych
procesu na molekuldrni Grovni primo v zivych burnkéach. Poprvé byly tyto proteiny izolovany
a studovany pred vice nez pul stoletim. Postupem ¢asu byly objasnény jejich funkce, struktura
a vlastnosti a byla popsana fada moznosti jejich vyuziti v biomedicinském vyzkumu. Cilem
tohoto clanku je seznamit ctenére se zakladnimi poznatky o struktufe a optickych vlastnostech
této mimotradné zajimavé skupiny bilkovin i hlavnimi sméry jejich praktickych aplikaci.

Pribéh, ktery v roce 2008 vyvrcholil udélenim Nobelovy ceny, zacal v padesatych
letech 20. stoleti, kdyz Osamo Simomura (Shimomura) studoval bioluminiscenci mediiz
Aequorea victoria [42]. Podafilo se mu izolovat protein aequorin. Ten v piitomnosti
vapenatych ionti emituje luminiscenci modré barvy, kterd pochazi z excitovaného
stavu vytvoreného oxidaci jedné z podjednotek tohoto fotoproteinu. Béhem purifikace
aequorinu viak Simomura objevil jesté jeden protein, ktery po excitaci ultrafialovym
zarenim vykazoval silnou fluorescenci zelené barvy. Vzilo se proto pro néj pojmenovani
Green Fluorescent Protein (zeleny fluorescencni protein, s anglickou zkratkou GFP,
kterd je béZzné pouZivéna i v Ceskych textech). VySe zminéné dva proteiny se podili
na zeleném svétélkovani mediz rodu Aequorea, kterému predchézi nezarivy prenos
excitacni energie mezi donorem aequorinem a fluorochromem GFP, jenz diky tomu
nésledné emituje zelené svétlo [9]. Samotny GFP vSak na rozdil od d¥fve poznanych
bioluminiscen¢nich proteinii nepotiebuje zadnou energii z chemickych reakci. Jeho
fluorescenci lze vybudit ozafenim ultrafialovym nebo modrym svétlem.

Bezprostredné po objevu GFP si nikdo nedokézal predstavit, jak tato molekula
v budoucnu obohati moznosti studia Sirokého spektra procest probihajicich v zivych
bunikach. Zatimco stéle jesté v podstaté neni znamo, jaky vyznam méa svétélkovani
GFP pro samotné meduzy, jiz koncem 80. let byl analyzovan gen tohoto proteinu.
Kratce nato si americky védec Martin Chalfie uvédomil, ze pripojenim GFP k vy-
branému proteinu urcité bunky by bylo mozné vytvorit geneticky kédovanou znacku,
jejiz zelend fluorescence by indikovala, kdy a kde se v dané buiice zacinéd syntetizovat
protein s pripojenym GFP. V 90. letech se mu to ve spolupréici s G. Euskircheno-
vou skutecné podarilo realizovat v bakterii Fscherichia coli a ¢ervu hdddtku obecném
(Caenorhabditis elegans). Tim bylo také demonstrovéno, ze k vytvoreni funkéni formy
GFP neni tfeba zadny specificky enzymaticky aparat medizy A. victoria [15], [56],

IV}'lrazné méneé Casto se jim téz rika fluorescentni nebo fluoreskujici proteiny.
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Obr. 1. Medtza Aequorea victoria. Vlevo: Pohled na spodni ¢ast zvonovitého ,téla“ s dsty
uprostied a okolnim paprs¢itym systémem kandlkt vychézejicich z travici dutiny. Na okraji
zvonu jsou smyslové organy a chapadla. Vpravo: Zvétseny pohled na okraj zvonu se zelené
fluoreskujicimi fotoreceptory (FR). Namodrald barva celé meddzy neni luminiscenci, nybrz
podobné jako v pripadé mnoha dalSich fotografii mediuz se jednd pouze o svétlo pouzité
k osvétleni fotografovaného objektu, které je odrazeno nebo rozptylovano jeho odlisnymi
strukturnimi elementy. ©Merry Passage, http://diver.net/bbs/posts003/86092.shtml.
Publikovano se svolenim autorky

[37]. Od této chvile se jiz zacaly objevovat nejriznéjsi moznosti aplikaci GFP, jejichz
pocet zahy prudce narostl. Veskeré chemické procesy v zivych bunkéach jsou v principu
regulovany urc¢itymi bilkovinami, jichz existuji desitky tisic a kazd4 s jinou specifickou
funkci. GFP se proto stal velmi cennym néstrojem umoznujicim jejich studium pomoci
svetelné fluorescenéni mikroskopie.

Rozsah vyuziti GFP se znacné rozsitil poté, co se v poloviné 90. let podatilo Rogeru
Tsienovi pripravit fadu modifikaci GFP lisicich se navzajem napf. emisnimi spektry
nebo teplotni stabilitou [13], [46]. V roce 2008 pak Osamo Simomura, Martin Chalfie
a Roger Tsien obdrzeli Nobelovu cenu za chemii za ,objev a rozvoj zeleného fluo-
rescen¢niho proteinu® [11]. O aktudlnim vyznamu fluorescenénich proteini v fadé ob-
lasti biomedicinského vyzkumu svéd¢i mimo jiné i to, Ze pocet referenci ziskanych
v databdzi Web of Science s kli¢ovymi slovy ,fluoresc* protein®“ se v dobé& dokonceni
tohoto ¢lanku tésné priblizil k 54 tisicim. V poctech citaci mezi nimi nikterak pre-
kvapivé zaujimaji Celni misto pravé prace nobelistt Chalfieho a Tsiena [15], [46], t&sné
nasledované clankem o fotoaktivovatelnych fluorescencnich proteinech, které souvisi
s Nobelovou cenou udélenou v roce 2014 za rozvoj metod superrezolu¢ni fluorescenéni
mikroskopie [5].

Struktura proteini

Bez ohledu na to, jak odlisné biologické role mohou rtzné proteiny zastavat, vsechny
maji spole¢nou chemickou povahu. Jedna se o polypeptidové fetézce vytvorené z pou-
hych 20 rtiznych typt aminokyselin, jejichz konkrétni sekvence (tzv. primérni struktura
proteinu) predurcuji unikétni vysledné prostorové a fyzikalni vlastnosti dané makro-
molekuly. Zakladni fakta o stavbé téchto makromolekul jsou shrnuta na obr. 2 v mini-
mélnim rozsahu potrebném pro nasledujici vyklad specifickych vlastnosti fluorescen-
¢nich proteini.

246 Pokroky matematiky, fyziky a astronomie, roénik 63 (2018), ¢. 4



Primarni struktura COOH COOH COOH GOOH

H,N—CH H,N—CH H,N—CH H,N—CH
HOOC 21 L &u, ’ n,
SH Va |
5 0 R, o R,
43 nzn—clzn—g—-uu—cn—ﬁ—nn—?n—g—nn—cn—?—on
H2N 1 2 R, o] R, [o]
. J

/Y\

Sekundarni struktura

<— a-helix

B-skladany list —>

% Terciarni struktura

B—klicka
D S~~~
i l’

Obr. 2. Ctyfi Grovné struktury proteinti. Na hornim okraji obrdzku jsou zleva doprava che-
mické vzorce obecné struktury aminokyseliny (R znadf libovolnou vedlejsi skupinu, tzv. ami-
nokyselinovy zbytek) a déle alaninu, cysteinu a fenylalaninu jako pfiklady nepoldrnich, poldr-
nich a aromatickych aminokyselin. Pod nimi je vzorec polypeptidového fetézce aminokyselin
propojenych peptidovymi vazbami, jenz na jedné strané konéi volnou aminoskupinou NHs
(N-konec) a na strané opac¢né karboxylovou skupinou COOH (C-konec). Pofad{ aminokyselin
v polypeptidovém fetézci ¢islujeme smérem od N-konce

Mezi —-NH a C=0 skupinami nachazejicimi se podél polypeptidového Fetézce mo-
hou vzniknout vodikové mustky, které s prispénim interakci mezi blizkymi aminoky-
selinovymi zbytky stabilizuji prostorové usporadani uréitych segmentu fetézce v né-
které z moznych forem sekunddrni struktury. Jednd se bud o Sroubovici (nejcastéji
a-helix) nebo S-sklddany list tvofeny antiparalelnimi vldkny podélné spojenymi vodi-
kovymi mustky a na koncich zpétnymi S-klickami. Proteiny dale obsahuji zpétné klicky
(B-klicky a vldsenkové ohyby), coz jsou tiseky polypeptidového vldkna spojujici domény
sekundarnich struktur v prostorovém usporadani podminéném interakcemi mezi ved-
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lejsimi skupinami Fetézcu (elektrostatické interakce, vodikové mustky, SH-mistky, ne-
polarni interakce). Toto prostorové usporddani se nazyva tercidrni struktura proteinu.
Posledni stupen v této hierarchii predstavuji kvarterni struktury proteina slozenych
z nékolika podjednotek, které nejsou vzajemné propojeny peptidovymi vazbami. Jako
priklad je uvedena kvarterni struktura draslikového iontového kandlu KcsA z bunéc-
nych membran bakterii.

Bunécna syntéza proteint a genové inZenyrstvi

V kazdé bunce se nachazi velké mnozstvi raznych typua proteint, lisicich se v prvni fadé
sekvenci svych aminokyselin. Informace o této primarni struktufe je uchovavana v mo-
lekuldch deoxyribonukleovych kyselin (DNA). Mezikrokem pfi syntéze proteinti podle
sekvence nukleotidi DNA je tvorba jednovldknovych molekul ribonukleovych kyselin
mRNA (messenger RNA) v procesu nazyvaném transkripce. Tato mRNA nésledné
slouzi jako predloha, podle niz nasledné probiha translace, pii které je syntetizovan
polypeptidovy Fetézec aminokyselin konkrétniho proteinu. Usek DNA, ktery kdéduje
mRNA uréitého proteinu, Ize zjednodusené oznacit jako gen. Celou kaskddu déju, pti
nichz je dle funkénich usekt (exonti) daného genu syntetizovan vysledny protein, pak
oznacujeme jako expresi genetické informace [1].

Genové (genetické) inzenyrstvi predstavuje rozsahlou oblast molekuldrni biologie,
zabyvajici se umélymi rekombinacemi syntetickych a prirozenych nukleovych kyselin
s cilem vytvorit pomoci pokrocilych DNA technik nové biologické systémy jak pro za-
kladni vyzkum zaméreny na studium struktury, funkce a exprese gent, tak pro rizné
biotechnologické aplikace. Pokud zménime sekvenci nukleotidt urc¢itého tseku genu,
at nahodilou mutaci nebo jeji cilenou modifikaci, dojde k odpovidajici zméné priméarni
struktury exprimovaného proteinu. Ta muze mit nékdy zcela nepodstatny vliv na jeho
vlastnosti a funkci, ale jindy naopak vliv tak zasadni, ze vznikly protein vykazuje
vyrazné odlisné vlastnosti nebo je dokonce zcela nefunkéni. Specialni kategorii gene-
tickych manipulaci predstavuje vytvareni tzv. transgennich organismi, k nimz patri
také organismy produkujici rekombinantni proteiny exprimované s geneticky pripoje-
nymi fluorescen¢nimi proteiny.

Jelikoz cely rozsahly vyzkum tykajici se vlastnosti fluorescenc¢nich proteini a jejich
vyuziti pri studiu zivych bunék by nebyl bez genetického inzenyrstvi mozny, zminime
se zde struéné také o metodach, kterymi lze zaséhnout do genomu organismu. Casto
se za timto tucelem vyuzivaji specifické enzymy cilici na DNA nebo téz tzv. plazmidy
(kruhové molekuly DNA bézné se vyskytujici v bakteriich), do nichz byl vloZen vybrany
cizorody gen pomoci série enzymatickych reakci uskute¢nénych in vitro. Pro modifikaci
bunééného genomu je dale mozné vyuzit nékteré bakteriofagy, pripadné dalsi nastroje.
Na obr. 3 je schematicky znédzornéno, jak se provadi klonovani GFP v bakteriich pomoci
bakterialnich plazmidi. Mnozici se rekombinantni bakterie s genem g¢fp pak zac¢nou
slouzit jako chemické tovarny produkujici v dostatecné velkém mnozstvi fluorescenc¢ni
protein vhodny pro navazujici spektroskopickou analyzu nebo krystalografické studium
jeho struktury.

Geny fluorescencnich proteinti 1ze metodami genového inzenyrstvi zabudovat i do
slozitéjsich organismil, nez jsou bakterie, a vytvorit tak napiiklad fluoreskujici mysi
nebo rostliny. Genové inZenyrstvi rovnéz umoznuje vlozit do genomu bunék urc¢itého
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Obr. 3. Schematické zndzornéni metody klonovani GFP pomoci bakteridlnich plazmidi:
(1) Izolace plazmidové DNA. (2) Izolace fragmentu DNA s genem gfp a jeho zabudovani do
plazmidu. (3) Vlozeni rekombinantnich plazmidi do bakteridlnich bunék. (4) Klonovéni re-
kombinantnich bakterii obsahujicich plasmidy s gfp genem, které ve svém cytosolu exprimuji
GFP. (5) Izolovdn{ vyrobeného GFP a jeho purifikace. (6) Izolovan{ kopii genu gfp z klono-
vanych rekombinantnich bakterii. (7) Vlozen{ genu gfp do bunék jiného organismu, které pak
produkuji fluorescenéné oznacené fizni proteiny, jejichz vnitrobunéénou lokalizaci 1ze zobrazit
fluorescenéni mikroskopii (v zorném poli je priklad cytoskeletu zviditelnéného pomoci GFP
fizovaného s a-tubulinem)

organismu chimérni gen jejich vybraného proteinu spojeny s genem fluorescenéniho
proteinu. Uvnitf takto geneticky modifikovanych bunék poté dojde k expresi fuz-
nich proteini, jejichz primarni strukturu tvori za sebou sefazené sekvence vybraného
puvodniho proteinu bunky a pripojeného fluorescen¢niho proteinu. Exprese proteint
s geneticky kodovanymi fluorescenénimi znackami pak umoznuje studovat jejich vni-
trobunécénou lokalizaci, dynamiku ¢i interakci s jinymi bunéénymi proteiny pomoci
fluorescenéni mikroskopie.

Struktura zeleného fluorescenc¢niho proteinu a jeho fluoroforu
Organické fluorofory, resp. fluorochromy? jsou mnohoatomové molekuly (zpravidla ob-

sahujici pomérné rozsahlé systémy konjugovanych dvojnych vazeb), u kterych dochazi
po absorpci UV-VIS zareni k zaniku excitovanych elektronovych stavli vyzarenim fluo-

2 Jako fluorochrom byva oznagovéno libovolné fluorescenéni barvivo slouzici k fluorescenénimu obar-
ven{ studovanych objektti. Fluoroforem je (analogicky k definici chromoforu) konkrétni molekula nebo
jeji funkéni skupina schopné absorbovat svételné zareni a nasledné emitovat fluorescenci.
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Obr. 4. Prostorova struktura zeleného fluorescenéniho proteinu z A. victoria: Protein Data
Bank — PDB: 1GFL. (a) Skica tercidrni struktury GFP; (b) odkryty pohled na fluorofor loka-
lizovany na centralnf Sroubovici (upraveno podle R. Keller, Wikimedia Commons); (c) super-
pozice obrazu povrchu molekuly GFP a skici jeho tercidrni struktury (upraveno podle [52])

rescence. Abychom patfiéné ocenili vyjimeénost GFP a dalsich fluorescenc¢nich pro-
teint, pripomenme si, ze za fluorescenci béznych proteintu jsou zodpovédné t¥i amino-
kyseliny s aromatickym jadrem — tryptofan (Trp), tyrosin (Tyr) a fenylalanin (Phe),
jejichz absorpcni spektra, a tudiz i excitaéni spektra fluorescence lezi v UV oblasti
mezi 240-300 nm a prislusna emisni spektra jsou posunuta smérem k vétsim vinovym
délkdm (280 az 400 nm) [22].

Prirodni zeleny fluorescencni protein obsahuje 238 aminokyselin o celkové mole-
kulové hmotnosti 26,9 kDa. Sklad4 se z centrdlni Sroubovice obklopené jedenécti an-
tiparalelnimi [S-Tetézci ve tvaru témér presného vélce (S-barelu) o priméru 2,4 nm
a vysce 4,2 nm [56], [54], obr. 4. V p¥ipadé fluorescenénich proteint vytvofila p¥i-
roda neobvyklou konfiguraci retézce tii aminokyselin (Ser657Tyr667Gly67), které se
nachézeji na centralni sroubovici uvniti S-barelu, jimz jsou fixoviny v konfiguraci
umoznujici sérii posttransla¢nich chemickych reakci probihajicich po ukonceni syn-
tézy peptidového Tetézce a jeho sbaleni do findlni terciarni struktury. Posttranslacni
syntéza fluoroforu probiha ve dvou krocich znédzornénych na obr. 5. Zacina rychlou
spontanni autokatalytickou cykliza¢n{ reakei mezi rezidui aminokyselin Ser®® a Gly®’,
pri které vznikne nefluoreskujici chromofor imidazolin-5-on s péticetnym heterocyklem.
Nasleduje oxidace bo¢niho Fetézce aromatického rezidua Tyr®® vyzadujici pfitomnost
molekularniho kysliku, jenz odebere dva vodiky z C-C vazby spojujici imidazolin
s tyrosinem preménou na peroxid vodiku. Diky pridané dvojné vazbé se podstatné
rozsiti systém konjugovanych elektronovych orbitalt, ¢imz koneéné vznikne fluorofor
4-(p-hydroxybenzyliden)-imidazolidin-5-on [7], [45]. Tato fdze maturace GFP je mno-
hem pomalejsi nez predchazejici cyklizace a v kone¢ném dusledku tak urcuje prodlevu
mezi syntézou primarniho polypeptidového fetéze a jeho proménou ve fluorescencéni
molekulu GFP trvajici cca 2—4 hodiny [13].

Vyznamnym krokem na cesté k dnesnim mnohacetnym aplikacim fluorescen¢nich
proteinu pri studiu zZivych bunék byl objev, ze plné funkéni GFP muze vzniknout
i v transgennich organismech zcela odlisnych od A. wvictoria [15], [14]. Jak bylo pozdé&ji
opakované potvrzeno, na rozdil od jinych prirodnich barviv zodpovédnych za barvy
tél zivocichti nebo kvétin neni syntéza fluoroforu GFP vysledkem kaskady enzymatic-
kych reakci vyzadujicich zapojeni dalsich specifickych proteint. Unikatni sekundarni
struktura GFP a pribuznych fluorescenc¢nich proteint funguje sama jako katalyzator
syntézy svého fluoroforu.
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Obr. 5. Chemicka struktura fluorofora zeleného fluorescen¢niho proteinu GFP, zdokonale-
ného (,,enhanced“) zeleného fluorescenéniho proteinu EGFP a zdokonaleného modrého fluo-
rescen¢niho proteinu EBFP. Nahote: Schéma dvoustupnové posttranslacni syntézy fluoroforu
GFP z tripeptidu SerGS—TyrGG—G1y67. Dole: mutantni fluorofory EBFP a EGFP

Specifické prostorové usporadani [-barelu ma pro vznik fluoroforu GFP zasadni
vyznam, jak lze vyvodit z toho, ze zkraceni jeho polypeptidového fetézce o 7 amino-
kyselin na C-konci, resp. o pouhou jednu aminokyselinu na N-konci, znemozni vytvo-
feni funkénfho fluorescenéniho proteinu [8]. Podobny zdvér plyne i ze skutecnosti, ze
rigidni struktura s fluoroforem vznikajicim posttransla¢né uvnitt S-barelu neni speci-
fickou zvldstnosti GFP mediz rodu Aequorea, ale nachézi se také ve vSech zndmych
fluorescenc¢nich proteinech ziskanych z bezobratlych morskych kordlnatcu (Anthozoa),
k nimz patii napriklad morské sasanky. Predpokladd se dale, ze pro uspésny prui-
béh autokatalytické cyklizaéni reakce maji zdsadni vyznam také aminokyseliny Arg®®
a Glu???, které se nachazeji ve viech dosud objevenych fluorescencénich proteinech [10].
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Komplexni systém vodikovych mistka stabilizujicich sekundarni struktury [-te-
tézctt barelu i centralni sroubovice s a-helikdlnimi segmenty zasahuje téz do nejbliz-
sitho okoli samotného fluoroforu zahrnujiciho blizké polarni aminokyseliny a nékolik
molekul vody. Tato sif vodikovych mustkia obklopujici fluorofor je duc¢innou bariérou
proti zhageni fluorescence GFP srazkami s hydroxoniovymi kationty HsO% nebo mo-
lekulami kysliku [55]. Fluorescence GFP je proto v porovnani s béZnymi organickymi
fluorescenénimi sondami a znackami relativné nezavisla na okolnim prostredi. Z prak-
tického hlediska je téz velmi dulezitd stabilita fluorescence GFP v ¢ase (GFP i dalsi
fluorescen¢ni proteiny jsou obecné nékolikandsobné odolnéjsi vici vysvécovani, neboli
fotobleachingu, nez bézné fluorescenéni pigmenty [15], [40]) i jeji relativné vysoky
kvantovy vytézek (72-85 % v piipadé neutrdlni formy [33]).

Spektralni vlastnosti GFP a dalSich fluorescenc¢nich proteini

Absorpéni spektrum prirodntho GFP z medizy A. victoria je tvoreno dvéma pasy s ma-
ximy u 395 nm (€m0 ~ 3-10* L-mol 'em ™) a 475 nm (50 ~ 7-10° L-mol 'em ™),
obr. 6. Prvni z nich pfislusi fluoroforiim v neutralni formé, druhy jejich disociovanym
aniontim. Konkrétni pomér mezi témito dvéma pasy proto zavisi na pH vzorku. Na
rozdil od spekter absorpénich (a potazmo téz excitacénich spekter fluorescence) maji
obé tyto formy GFP témér shodné izké emisn{ spektrum s maximem u 508 nm (ne-
utrdlni forma) nebo 503 nm (anionickd forma) [13], [46], [31], [51]. P¥irodni GFP
z A. victoria a GFP z transgenni bakterie E. coli maji zcela identicka spektra fluo-
rescence, excitaén{ i emisni [15], coz ukazuje, ze i klonované fluorescencni proteiny se
dokazi svinout do spravného terciarniho prostorového usporadani.
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Obr. 6. Absorpéni a emisni spektra GFP a EGFP. Emisn{ spektra jsou normovéna tak, aby
se jejich intezity v maximu ¢iselné rovnaly prislusnym kvantovym vytézktim fluorescence.
Vytvotfeno z dat prevzatych z https://www.microscopyu.com/techniques/fluorescence
a http://zeiss-campus.magnet.fsu.edu/articles/probes/jellyfishfps.html

K zajimavému zjisténi vedlo srovnani fluorescenc¢nich spekter A-GFP z A. victoria
se spektry R-GFP z morské sasanky Renilla reniformis. Oba proteiny maji témér iden-
tickou sekvenci aminokyselin i od ni odvozenou terciarni prostorovou strukturu, a to
véetné fluoroforu vzniklého z tripeptidu Ser®®-Tyr%-Gly®". Nejblizsi okoli fluoroforu
ale maji riizné [38]. Misto paru Val®®-Glu%® se v R-GFP nachézi sekvence Asp®®-Arg®.
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Disledkem této zdanlivé margindlni zdmény sousednich aminokyselin fluoroforu je
velmi podstatna zména charakteru excita¢niho spektra fluorescence. V pripadé R-GFP
se pozoruje pouze jeden tzky excita¢ni pas s maximem u 498 nm a cca 5,5x vétsim ab-
sorpénim koeficientem nez ma hlavn{ absorpéni pds A-GFP [13]. Jeho emisni spektrum
pritom zustava se spektrem A-GFP témér shodné. Prokazany vliv bodovych modifi-
kaci priméarni struktury na vysledné fluorescenc¢ni vlastnosti GFP inspiroval zamérné
hledani mutantnich forem s odliSnymi spektralnimi vlastnostmi. Prvni takovy experi-
ment spoc¢ival v klonovani nahodile mutované sekvence DNA fluorescen¢niho proteinu
v bunikdch E. coli nasledovaném vizualnim vyhleddavanim odlisné fluoreskujicich kolo-
nif narostlych na agarovych miskdch [13], které vedlo k objevu modfe fluoreskujictho
proteinu (blue fluorescent protein, BFP) s emisnim maximem u 448 nm. Fluorofor
BFP se lisi od A-GFP mutaci Tyr% — histidin, pro kterou se pouzivé oznac¢eni Y66H
vyuzivajici jednopismenné kédy aminokyselin (Tyr/Y a His/H). Pro praktické aplikace
vsak tento BFP neni prili§ vhodny z davodu nizkého kvantového vytézku fluorescence,
jenz je zhruba 5x mensi nez u puvodniho A-GFP.

Objasnéni prostorové struktury GFP pomoci rentgenové krystalografie [54] spolu
s moznost{ jeho snadné produkce v transgennich klonech bakterie E. coli [15] otevielo
cestu k pochopeni vztahu mezi strukturou a spektralnimi vlastnostmi fluorescen¢nich
proteinu, a tim i k cilené pripravé mutantnich forem bud s jinou neZ zelenou bar-
vou, nebo s intenzivnéjsi a stabilnéjsi fluorescenci. Kdyz R. Tsien a spol. pouzili misto
nahodilych mutaci metodu cilené oligonukleotidem fizené mutageneze s vyuzitim po-
lymerézové fetézové reakce, podaiilo se jim mutaci Ser® — threonin (S65T) piipravit
fluorescenc¢ni protein, ktery ma jednopasové excitacni spektrum pripominajici R-GFP
a navic se vyznacuje jasnéjsi fluorescenci a rychlejsi maturaci nez pivodni GFP [46],
[12]. Pfiddnim mutace Phe®® — leucin, F64L do GFPS%T byl pozdéji vytvofen dalsi
fluorescenc¢ni protein s jesté kratsi dobu maturace, oznacovany jako EGFP (enhanced
GFP) [10], obr. 5.

Postupné se ukazalo, Ze excitacni a emisni parametry fluorescenc¢nich proteinii
Ize ispésné upravovat nejen mutacemi aminokyselin v misté samotného fluorochromu
nebo v jeho bezprostrednim okoli, ale téz bodovymi mutacemi na velmi vzdalenych
segmentech polypeptidového fetézce. Piikladem takové mutace je Thr?%® — isoleucin
(T2031), kterou byl z GFP vytvoren fluorescenéni protein nazyvany Sapphire [46]
s neobvykle velkym Stokesovym posuvem mezi maximy excitace (399 nm) a emise
(511 nm). Proto je Sapphire ¢asto pouzivan jako donor pro nezafivy Forstertuv rezo-
nancni prenos excitacni energie, FRET. Jinou cilenou mutaci vzdaleného segmentu,
konkrétné Thr?%® — tyrozin (T203Y), byl vytvofen Zlutozelené fluoreskujici protein
YFP (yellow FP), jehoz spektrdlni vlastnosti jsou disledkem patrové m—m interakce
mezi aromatickymi jadry Tyr®® a Thr?°3. Od néj bylo posléze odvozeno nékolik dal-
sich mutantii s vylepsenou fotostabilitou, jasnéjsi fluorescenci a snizenou citlivosti na
zmény okolntho pH (EYFP, Citrine a Venus) [10].

Rogeru Tsienovi ani ostatnim badateltim se vsak nedarilo pripravit mutantni GFP
s ¢ervenou fluorescenci [45], které by nasly uplatnéni jako mozné akceptory ve FRET
experimentech (viz niZe), navic v ¢ervené spektralni oblasti, kde s vyjimkou zelenych
rostlin je autofluorescence zivych bunék ridkou vyjimkou. V této etapé hledani no-
vych variant fluorescen¢nich proteini si rusti biochemici Lukyanov a Matz uvédomili,
ze zrod fluorescencnich proteint nemusel byt svazan s evoluci bioluminiscencénich sys-
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témi. Zacali proto patrat po fluorescencnich proteinech i v morskych organismech bez
bioluminiscence [21], [2]. Prototypem této t¥idy fluorescencnich proteini je tetramerni
DsRed izolovany z motské sasanky Discosoma striata, ktery fluoreskuje s maximem
emise u 583 nm. Jeho redlnd pouzitelnost v biologickych experimentech je ale kom-
plikovana jak dlouhou dobou maturace, tak problémy s pripravou faznich proteini.
Tento kriticky problém se konecné Tsienovi a spol. podarilo pfekonat vytvorenim mo-
nomerniho fluorescen¢niho proteinu mRFP1, ktery se od materské formy DsRed odli-
Suje celkem 33 mutacemi [10]. Na zdkladé mRFP1 nakonec vznikla oranzovo-¢ervena
fada monomernich fluorescenénich proteini s ,ovocnymi“ ndzvy (jako mBanana,
mOrange, mStrawberry, mCherry) zvolenymi pfiléhavé k barvdm jejich fluorescence
ve spektralni oblasti 540-610 nm [39], pozdé&ji rozsifend o mPlum s maximem emise
u 649 nm.

Béhem dvou dekad na prelomu tisicileti bylo nalezeno nebo cilenymi mutacemi pfi-
praveno uctyhodné mnozstvi fluorescencénich proteini, mezi nimiz najdeme varianty
se spektralnimi, chemickymi i fyzikalnimi vlastnostmi vyladénymi pro rizné specialni
aplikace v bunééné biologii [29], [44]. Jednd se napiiklad o zobrazovani fluorescenéné
oznacenych fiznich proteini v bunkich metodou FLIM (Fluorescence Lifetime Ima-
ging), studium kolokalizace rtznych bunéénych proteintt pomoci FRET nebo nové
metody superrezoluc¢ni lokaliza¢ni mikroskopie, kterd vyuziva fotoaktivovatelné fluo-
rescen¢ni proteiny [35], [34], [25], [23]. K nim pati{ napiiklad Dronpa s fluorochromem,
ktery lze ozafovanim intenzivnim modrozelenym svétlem (&~ 490 nm) opakované pre-
vést do nefluoreskujici trans-konformace a pak ozafenim fialovym svétlem (= 400 nm)
vratit zpét do silné fluoreskujici cis-konformace s maximy excitacniho a emisniho
spektra u 503 nm a 518 nm [3].

Hlubsi popis vsech aspektii optimalizace fluorescenénich proteinti, coz se tyka nejen
jejich fotochemickych a fotofyzikalnich parametri, ale téz zkracovani doby maturace,
viz napft. [27], je zcela mimo rdmec tohoto kratkého élanku. Totéz plati o prehledu
znamych variant fluorescenc¢nich proteinu a jejich vlastnosti, ktery je vsak k dispozici
napiiklad v préci [16]. Ze stejnych divodu se zde nebudeme zabyvat fluorescenénimi
proteiny existujicimi ve formé dimert nebo tetramert, kterych se navic tyka jen velmi
mala ¢ast praktickych aplikaci. Na zavér poznamenejme, ze realizace novych aplikaci
je v soucasnosti velmi zjednodusena tim, ze plazmidy fady fluorescenc¢nich proteinti
jsou jiz komercéné dostupné.

Neékolik prikladt vyuziti fluorescencnich proteini

S aplikacemi fluorescencnich proteinu se dnes mizeme setkat v témér vsech oblastech
biomedicinského vyzkumu zaméreného na studium struktury a funkce zivych systému
na riznych trovnich slozitosti, zahrnujicich in vitro roztoky bioaktivnich molekul, jed-
nobunécéné mikroorganismy, individualni bunky mnohobunéénych organisma v tkano-
vych kulturdch nebo dokonce in situ v celistvych transgennich rostlinach a zivocisich.
Z deseti hlavnich oblasti biomedicinskych aplikac{ FP vymezenych v praci [16] jsme
pro ilustraci vybrali nékolik nasledujicich prikladi, které povazujeme za srozumitelné
i bez hlubsich znalosti z prislusné védni oblasti.

Subceluldrni lokalizace proteind i celych vnitrobunécnijch struktur predstavuje nej-
primocarejsi vyuziti moznosti pripojit k vybranym bunéénym proteintim néktery ze
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Siroké skaly fluorescenc¢nich proteint. Timto zpusobem pak 1ze pomoci fluorescenéni
mikroskopie zviditelnit tvorbu i lokalizaci fluorescencné oznacenych proteini uvnitt
jednotlivych bunék, pripadné pomoci nékterych specialnich mikroskopickych technik,
jako jsou nize zminéné metody FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaching)
a FRET (Forster Resonance Energy Transfer), sledovat i translaéni pohyby bunéé-
nych proteind nebo jejich vzajemné interakce. Je zrejmé, ze diky jejich specifické pro-
teinové kompozici je pak mozné selektivné zviditelnit nejriznéjsi bunééné struktury
a organely, jak jsme jiz vidéli na obr. 3 na prikladu mikrotubuli cytoskeletu zvidi-
telnénych pomoci GFP fazovaného s a-tubulinem. Vrcholnou droven této kategorie
aplikaci predstavuje zobrazovani metodami superrezolu¢ni mikroskopie s rozliSovaci
schopnost{ v fddu pouhych desitek nanometri, o kterych jsme v tomto ¢asopise psali
v souvislosti s Nobelovou cenou za chemii udélenou v roce 2014 [35].

Pokud se pouzije soucasné znaceni ruznych proteini odlisné barevnymi fluorescen-
¢nimi proteiny, lze vedle zdkladni informace o jejich vnitrobunécné distribuci také
navic zjistit, zda oznacené proteiny kolokalizované v urc¢itych bunéénych strukturich
se nachézeji tak blizko sebe, ze spolu mohou primo interagovat. Jesté diive, nez byla
vyvinuta superrezoluéni fluorescencni mikroskopie, slouzila k tomuto tcelu a dodnes
slouzi metoda FRET vyuzivajici nezarivy prenos excitac¢ni energie mezi dvéma fluoro-
fory — donorem a akceptorem [4], [48]. Pfipomenme, Ze absorpéni spektrum akceptoru
musi byt posunuto oproti donoru smérem k vétsim vlnovym délkam a navic musi vy-
kazovat vyrazny spektralni prekryv s emisnim spektrem donoru. Pokud se molekuly
takového paru nachazeji ve vzdalenosti srovnatelné nebo mensi, nez je pro né charak-
teristicky Forstertv polomér ifddu jednotek nanometrt, FRET zacne silné konkurovat
fluorescenci excitovanych donort, coz lze zjistit z poklesu intenzity jejich fluorescence
provazeného narustem fluorescence akceptoru.

Sofistikované fluorescencéni techniky také umoznuji monitorovat difuzi oznacenych
proteint uvniti bunék nebo v jejich membréanach. Nejcastéji se k tomu pouziva metoda
FRAP [50], [36], [6]. Pulsem velmi intenzivniho laserového zéreni trvajicim obvykle de-
sitky milisekund jsou nejprve nevratné fotochemicky degradovany (,vybéleny*) fluo-
rochromy v malé oblasti vzorku (o rozmérech definovanych priumérem ohniska lase-
rového paprsku fokusovaného mikroskopem na studovany objekt). V nasledujici fazi
je monitorovana intenzita fluorescence ve ,vybélené“ oblasti pri excitaci laserovym
paprskem s intenzitou zeslabenou na uroven, pti které by jiz k dalsi fotodegradaci fluo-
rochromi nemélo dochéazet. Jak v disledku prostorové difuze proteinti dochézi k vy-
méné degradovanych fluorofori za neposkozené molekuly prichéazejici z okolnich c¢asti
zkoumaného objektu, postupné narustd intenzita fluorescence ve sledované oblasti,
dokud nedosdhne uréité rovnovazné hodnoty. Z analyzy Casové zavislosti tohoto pro-
cesu pak ziskdme informaci o pohyblivosti (resp. difuznich koeficientech) fluorescenéné
oznacenych proteint, obr. 7.

K méné znamym, ale z metodického hlediska velice zajimavym metodam sledo-
vani exprese bunécnych proteint patii pouziti ¢asomérnych fluorescenc¢nich proteint.
Cervené fluoreskujici fluorochrom tetramerniho proteinu DsRed-E5 (mutantni protein
puvodem z kordlnatcti, Anthozoa), se tvoii s uréitym ¢asovym odstupem dodatecnou
chemickou modifikaci zelené fluoreskujictho mezistupné, pricemz pomér mezi intenzi-
tou Cervené a zelené fluorescence linedrné roste po mnoho hodin od pocatku exprese
piislusného fizniho genu [43], [47]. Diky tomu lze pomoci fluorescenéni mikroskopie
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Obr. 7. Princip metody FRAP. Po ozafeni malé oblasti vzorku s fluorofory intenzivnim
pulsem fokusovaného laserového zareni intenzita fluorescence skokem klesne v Case to z po-
¢ateéni hodnoty F; na nulu. Nésleduje postupny névrat intenzity fluorescence k hodnoté F.
Z polocasu obnovovani fluorescence, t; /2, lze stanovit koeficient laterdlni diftze fluorescenéné
oznacenych proteinti. Upraveno podle [36]

zachytit ¢asovy pribéh jeho exprese v barevné skéle prechézejici od zelené pres zlutou
az k finalni Cervené.

Fluorescencni znacent bunék a thdni patii k velmi tspésnym a frekventovanym apli-
kacim FP v biomedicinském vyzkumu. Pti vhodné volbé konkrétnich genti pro expresi
faznich proteini lze totiz pomoci fluorescence vybérové zviditelnit urcité typy bunék,
¢ehoz se hojné vyuziva predevsim v imunologii, neurobiologii, embryologii, transplan-
tologii, nebo vyzkumu karcinogeneze [16]. Jako jeden ptiklad z mnoha muzeme zminit
vyuziti fluorescenéni mikroskopie pro studium interakce vird s hostitelskou bunkou.
Pokud vlozime do virové castice gen fluorescencéniho proteinu, ktery je exprimovan
spolu s nukleoproteinem viru (protein spojeny s RNA viru), lze pomoci fluorescen-
¢niho mikroskopu sledovat pribéh virové infekce bunék [17].

Jednou z prednosti fluorescenc¢nich proteint je moznost snadného barevného odli-
Seni ruznych bunécnych typta jednoho organismu béhem jeho vyvoje, coZ je zalozeno
na principu fizovani vybranych genti s rtiznymi FP. Nasledujici obr. 8 ukazuje embryo
transgenni rybky danio pruhované (akvarijni zebficka, anglicky zebrafish) s cytokera-
tinem vyvijejiciho se kozniho epitelu fluorescencné oznacenym pomoci EGFP a myo-
sinem svalové tkédné oznac¢enym RFP [49)].

Velmi originalni variantou barevné identifikace bunék fluorescencnimi proteiny
je technika nazvand Brainbow, kterd dokaze zobrazit individualni neurony mozku
transgennich mysi ve skdle pastelovych barev mnohem pestiejsi, nez je dostupnd pa-
leta barev fluorescencnich proteinu [24], [53], obr. 9. Zakladem Brainbow je nahodild
rekombinace genomu délicich se nervovych bunék s geny ti nebo vice fluorescen¢nich
proteint (napiiklad CEFP, YFP a RFP [24] nebo BFP, GFP, YFP a RFP [53]) pomoci
Cre rekombindzy z bakteriofaga P1. Tyto fluorescenc¢ni proteiny jsou pak v jednotli-
vych bunkach exprimovany v mnohacetnych kopiich s nahodilymi poméry jejich kon-
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Obr. 8. Selektivni zobrazeni vyvijejictho se kozniho epitelu a svalové tkané v embryu rybky
danio pruhované. Vlevo — kresba embrya, 31 hodin po fertilizaci (hpf); uprostfed — kozni
epitel, fluorescence EGFP; vpravo — svalovd tkan, fluorescence RFP (oboji 30 hpf). Upraveno
podle [49] a [18]

Obr. 9. Metoda Brainbow — zobrazeni jednotlivych neuronti v mozku transgenni mysi.
Vlevo — mozkova kura; vpravo — detail hipokampu (gyrus dentatus) [53]. OtiSténo se svo-
lenim prof. J. Lichtmana (Harvard Medical School)

centraci. Na téchto pomérech zavisi relativni intenzity prislusnych barevnych slozek
fluorescence, které se aditivné skladaji ve vysledny barevny vjem. Metoda Brainbow
byla postupné modifikovdna i pro jiné organismy nez mysi, konkrétné hlistice, octo-
milky a rybky zebricky.

Fluorescencni senzory wnitrobunécného prostredi jsou posledni velkou skupinou
aplikaci fluorescenc¢nich proteinti v biomedicinském vyzkum, kterou jsme zahrnuli do
tohoto prehledu. Na rozdil od drivéjsich fluorescenc¢nich sond jejich pouziti nevyza-
duje zadné invazivni metody barveni zkoumanych bunék. Geneticky kédované senzory
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Ize relativné jednoduse a jednozna¢né nasmérovat i do konkrétnich bunéénych organel
a navic spojit jejich expresi s expresi specifickych bunéénych proteinii. Timto zpiisobem
pak lze vizualizovat v ¢ase a prostoru aktivitu vybranych enzymt, napriklad proteaz
nebo proteinkinaz. Tyto senzory vsak predevsim umoznuji méreni vnitrobunécnych
koncentraci riznych iont, metabolittt nebo signalnich posla [29], [16].

Podrobnéiji se zde zminime pouze o méfeni vnitrobunéénych koncentraci ionté H™
(neboli méfen{ vnitrobunééného pH) a vapenatych iontit Ca®*. Specifické hodnoty pH
existujici v jednotlivych kompartmentech bunék ovliviuji prakticky vsechny bioche-
mické procesy, jako tfeba sklddani syntetizovanych proteint do jejich findlni struktury,
aktivity enzymt nebo redoxni stavy. Kationty Ca?' zase hraji vyznamnou roli v pie-
nosu signalu od membranovych receptort k funkénim molekuldm jako tzv. sekundéarni
poslové. S tim souvisi velky zajem o spolehlivé a snadné méfeni jak pH [26], [32], tak
koncentrace vipenatych iontd uvniti zivych bunék. Velky pokrok v metodach méteni
vnitrobunééného pH znamenalo vytvoreni mutantni formy GFP se zvySenou zavislosti
poméru dvou excita¢nich past na pH prostiedi. Tento senzor, zndmy pod ndzvem po-
mérovy pHluorin, vznikl metodou systematického vyhledavani optimalni kombinace
mutaci sedmi aminokyselinovych zbytkt, identifikovanych na zakladé znamé krysta-
lové struktury GFP jako mista, s nimiz by fluorofor mohl interagovat spolu s pro-
tony z okolnfho prostiedi [28]. Piikladem geneticky kdédovaného indikdtoru koncent-
race Ca®" je cameleon [20], [30]. Vzniké tandemovou fiizi donor-akceptorového paru
dvou fluorescen¢nich proteintt (BFP nebo CFP a EGFP nebo YFP) se spojovacim
¢lankem tvofenym kalmodulinem (CaM) a peptidem M13. Ten se v pFitomnosti Ca?"
vaze na kalmodulin, coz vede k markantni zméné konformace spojovaciho fetézce,
kterou se oba fluorescenc¢ni proteiny dostanou do tésné blizkosti s vysokou uc¢innosti
FRET. Skrze zmény pomeéru mezi intenzitami fluorescence donoru a akceptoru pak lze
po kalibraci v definovaném prostiedi méFit koncentrace Ca?™ v rozsahu od 1078 do
1072 mol/L. Na obr. 10 je schéma struktury cameleonu, kterou zde ukazujeme i z toho
davodu, Ze ji Ize povazovat za prototyp struktury mnoha dalsich FRET senzor.

excitace ~ 440 nm ‘

4 1.0mMm
4.2 pM
0.1 pm

pred pfidanim Ca?*

intenzita fluorescence

T T T T T

420 460 500 540
vinova délka emise (nm)

Obr. 10. Geneticky kédovany indikator koncentrace kationti Ca®' cameleon. Vlevo — sche-
matické znézornéni jeho struktury nejprve ve stavu emitujicim fluorescenci donoru a poté
po sbaleni vyvolaném navézanim &tyt kationttt Ca®T, pii kterém dominuje FRET a fluo-
rescence akceptoru; vpravo — emisni spektra cameleonu pfi ruznych koncentracich Ca®™ (ex-
citace 380 nm, pH 7,47); 1 uM = 10~° mol - L™". Spektra pfevzata z [30]
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Abychom alespon nastinili, jak pestré a rtznorodé muze byt vyuziti fluorescenc-
nich proteint v biomedicinském vyzkumu, zaradili jsme do této kapitoly i médlo znamy
senzor vnitini teploty bunék s ndzvem tsGFP [19]. Teplotu lze pomoci tsGFP moni-
torovat s vysokym ¢asovym i prostorovym rozliSenim, jichz nejde dosdhnout zadnou
klasickou kalorimetrickou metodou ani infra¢ervenou termografii. Senzor tsGFP je
dimer tvoreny dvéma GFP molekulami s pfipojenymi teplocitlivymi proteiny TIpA
bakterii rodu Salmonella. Tento dimer, ktery se reverzibilné rozpada pri teplotach
kolem 37 nebo 42 °C (varianta tsGFP1 nebo tsGFP2), je drzen pohromadé ¢tyfmi
do dvojic svinutymi helixy. Tato konformac¢ni zména senzoru je spojena s ménicim se
pomérem intenzit dvou pasu excitacniho spektra jeho fluorescence, které se nachazeji
u 400 a 480 nm. Pomér jejich intenzit, exc400/exc480, sigmoidalné klesd s teplotou
rostouci od 34 do 41 °C (resp. od 38 do 46 °C).

Jedno atypické vyuziti fluorescencnich proteina na zavér

Zatimco evropské urady maji stdle velmi rezervovany pristup k vyuzivani transgen-
nich organismii, jako jsou napriklad geneticky modifikované zemédélské plodiny, jinde
se objevuji prekvapivé kreativni aplikace. Jednou z nich je transgenni bourec moru-
Sovy produkujici hedvdbnd vldkna obarvend fluorescenénimi proteiny [41]. Oc¢ekéva se,
ze takové hedvabi by se mohlo stat ekonomicky i ekologicky vyhodnou alternativou
k tradiécnim barvirskym metodam textilniho priamyslu.

Podékovani. Dékujeme prof. RNDr. Zdenku Fisarovi, CSc., doc. RNDr. Janu
Malinskému, Ph.D.; a Ondfeji Stépankovi, Ph.D., za kritické poznamky a podnétné
pripominky k rukopisu tohoto ¢lanku.
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