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LA PROTEINA FLUORESCENT VERDA
Resum

L’any 2008, els guanyadors del Premi Nobel de Quimica han
estat el japones Osamu Shimomura i els nord-americans Mar-
tin Chalfie i Roger Y. Tsien. En paraules de la Reial Academia
Sueca de Ciéncies, han guanyat el premi «pel descobriment i
el desenvolupament de la proteina fluorescent verda». La pro-
teina fluorescent verda (o GFP, de 'angles green fluorescent
protein) és un compost de massa molecular de 26.900 que es
caracteritza per la seva intensa fluoresceéncia verda (509 nm)
quan s’illumina amb llum violada (395 nm). Va ser aillada
inicialment de la medusa Aequorea victoria, un hidroideu de
les aigiies costaneres del Pacific nord-america, i posterior-
ment s’ha trobat en altres organismes. La proteina {luorescent
verda esta formada per 238 aminoacids. La seva {luorescencia
és deguda a la formaci6 de diversos enllacos covalents entre
les cadenes laterals d’alguns d’aquests aminoacids. Es un fe-
nomen espontani, que es coneix amb molta precisio, rad per la
qual ha estat possible preparar variants de la GFP que emeten
fluorescencia en una amplia gamma cromatica. La importan-
cia de la proteina fluorescent verda rau en la seva utilitat com
a marcador en I'estudi de processos biologics. La seva baixa, o
nulla, fototoxicitat ha permes utilitzar-la en una amplia varie-

tat d’experiments tant in vitro com in vivo.

ParauLes crau: proteina fluorescent verda, GFP, green fluo-
rescent protein, {luorescencia, Aequorea victoria, biomarca-
dor, fototoxicitat.



ABSTRACT

In 2008 the winners of the Nobel Prize in Chemistry have
been the Japanese Osamu Shimomura and American Martin
Chalfie and Roger Y. Tsien. In the words of the Royal Swedish
Academy of Sciences they have won the prize “for the discov-
ery and development of the green fluorescent protein, GFP.”
The green fluorescent protein is a compound of molecular
weight 26,900 which is characterized by its intense green fluo-
rescence (509 nm) when exposed to violet light (395 nm). It
was initially isolated from the jellylish Aequorea victoria, an
hydrozoon from coastal waters of the American Pacific, and
later found in other organisms. The green fluorescent protein
consists of 238 amino acids. Its fluorescence is due to the for-
mation of multiple covalent bonds between side chains of some
of these amino acids. This is a spontaneous phenomenon, which
now is known with great precision. Ior this reason, it has been
possible to prepare variants of GI'P that emit fluorescence in a
wide color range. The importance of the green fluorescent pro-
tein lies in its usefulness as a marker in the study of biological
processes. Its low, or no, phototoxicity has allowed to use it in
a wide variety of experiments both in vitro and in vivo.

Keyworns: GFP, green fluorescent protein, fluorescence, Aequo-
rea victoria, biomarker, phototoxicity.

La proteina fluorescent verda presenta una estructura quimi-
ca que pot representar-se de manera senzilla (figura 1). Esta
formada per 238 aminoacids, units segons una sequencia de-
terminada. Els aminoacids, que es representen amb una lletra
de I'alfabet, son el que podriem dir-ne els maons que servei-
xen per construir 'estructura, no només d’aquesta proteina,
sin6 de qualsevol de les que existeixen a la nostra biosfera. El




Ficura 1. Estructura quimica de la proteina fluorescent verda, segons
un model de representacié atomica. El codi de colors és el segiient: carbo-
ni (blau cel), nitrogen (blau mart), oxigen (vermell) i sofre (groc). Els
atoms d’hidrogen no hi estan representats.

nombre de proteines conegudes és enorme, pero ridiculament
petit si el comparem amb el nombre de proteines que podem
inventar i crear. El camp de la quimica de proteines és un
camp magnific per als que hi treballem, perque les funcions
de les proteines que s’han desenvolupat al llarg de I'evolucio, i
la perfeccié de moltes d’aquestes funcions, ens permeten ser
optimistes per a la possibilitat futura de poder crear proteines
molt interessants en el laboratori.

En la figura 2 hi ha representats, amb un codi d’una
lletra, cadascun dels 238 aminoacids de la proteina fluo-
rescent verda. Normalment es fa servir un codi una mica més
extens, que consisteix en un conjunt de tres lletres per a cada
aminoacid.

VVPVLVELDG  GEGEGDATYG  DVNGQKFSVS  KLTLNFICTT — GKLPVPWPTL
FSRYPDHMKQ  HDFFKSAMPE  GYVQERTIFY ~ KDDGNYKTRA  EVKFEGDTLV
NRIELKGIDF  KEDGNILGHK ~ MEYNYNSHNV  YIMGDKPKNG  IKVNFKIRHN  IKDGSVQLAD

HYQONTPIGD ~ GPVLLPDNHY  LSTQSALSKD ~ PNEKRDHMIL. LEFVTAARIT ~ HGMDELYK

Ficura 2. Seqiiencia d’aminoacids (1-238).



Un aminoacid és una substancia que té un grup acid i
un grup amina. Una proteina és una cadena formada per la
unio repetida d’'uns aminoacids amb uns altres, amb un enllag
anomenat enllag peptidic, que uneix el grup acid d'un amino-
acid amb el grup amina de I'aminoacid vei. En el codi genetic
hi ha vint aminoacids codificats. En la figura 3. hi ha recollits
els vint aminoacids, amb el seu nom, el codi de lletres i I'es-
tructura completa. Tots tenen el grup amina (és el grup NI1,)
iun grup acid (és el que apareix com a COOH). La diferéncia
entre uns aminoacids i els altres esta en les cadenes laterals.

Amb una mirada rapida, dirfem que sén molt sem-
blants. Pero, evolutivament, la vida al planeta Terra esta ba-
sada en les seves diferéncies. Es a dir, entre les cadenes late-
rals, que son l'element diferenciador, trobem grups acids
diferents: acid aspartic, acid glutamic...; i també hi trobem
grups basics, com ara la lisina. Els quimics organics trigaren
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Ficura 3.

Aminoacids essencials.




bastant de temps, fins al segle XX, a descobrir la base organica
més forta de les conegudes, que és la guanidina. Pero, evoluti-
vament, el planeta ja feia moltissims anys que I'havia obtin-
gut. L’arginina inclou aquest grup a la seva cadena lateral: el
guanidini. En els aminoacids es reuneixen altres propietats de
la quimica organica —podriem dir que s6n un resum de qual-
sevol llibre de quimica organica. S6n uns nucleofils magnifics,
presenten tautomeries i tenen molts tipus d’estructures possi-
bles: aminoacids aromatics, alifatics, lineals, ramificats... Es a
dir, es podria afirmar que aquests vint aminoacids son el re-
sum dels resums, i déu n’hi do el que es fa a la biosfera amb
aquests vint aminoacids.

Avui, pero, no estem limitats a aquests vint amino-
acids, i en laboratoris com el nostre, en el qual sintetitzem pro-
teines, disposem de centenars d’aminoacids no naturals que
ens permeten obtenir substancies amb propietats interessants.
Per exemple, que siguin molt resistents a la degradacié per
proteases i que puguin tenir un s en biomedicina superior a
les substancies naturals.

La seqiiencia de la proteina fluorescent (p. 30) mostra
el que n’anomenem la constitucio, és a dir, tots els atoms que
formen la proteina i com estan connectats els uns amb els al-
tres. Pero per coneixer-ne bé I'estructura, d’aquesta i de qual-
sevol proteina, el que cal saber és I'arquitectura tridimensio-
nal de tots aquests atoms. [ aixo és el que es mostra en les
figures segiients, en que la mateixa proteina ha estat visualit-
zada amb I'ordinador de diferents maneres.

La figura 4 permet veure la superficie de la proteina.
Es una representacié que s’anomena de Connolly, molt facil
de generar computacionalment acostant-hi una esfera. En
aquest cas, es fa servir una esfera d'1,4 A de diametre, que és
més o menys el d'una molécula d’aigua, i aleshores es me-
sura la superficie d’interaccié d’aquesta esfera amb la pro-
teina. Pero si el que volem és mirar endins i no quedar-nos a



Ficura 4. Representaci6 estructural de Connolly.

la superficie, si el que volem veure és on se situen tots els
atoms individuals, el que utilitzem és la representacié que
es mostra en la figura 1 (observeu el codi de colors). Els
atoms d’hidrogen no hi estan representats perque aquesta
imatge prové de dades experimentals de difraccié de raigs X,
de cristal-lografia de raigs X, i amb aquesta tecnica els atoms
d’hidrogen son molt poc densos i electronicament no es po-
den apreciar.

Si intentem unir els atoms d’un aminoacid amb els de
I"aminoacid vei, comencem a intuir el que podriem anomenar
la topologia general de la proteina (ligura 5).

Aquestes cintes, molt habituals en les representacions
de quimica de proteines, s’anomenen cadenes beta i, en la fi-
gura, es troben juntament amb uns cilindres que representen
un altre tipus d’estructura, anomenada helix alfa, on la cade-
na peptidica esta formant una estructura helicoidal. Que fa,
pero, que la proteina fluorescent verda sigui especial? Doncs
justament aixo, que ¢és fluorescent.

Per esbrinar I'origen de la fluorescéncia d’aquesta pro-
teina, cal abans revisar 'origen del fenomen de la fluorescen-

cia en general. Tots sabem que la llum blanca, la llum d’ori-




Ficura 5. Representaci6 de la proteina verda fluorescent, sobreposada a
les unions peptidiques de I'estructura atomica.

gen solar, esta formada per una série de components de
diferents longituds d’ona. El concepte color es considera avui
un concepte biologic. El color no és més que la sensacio; I'efec-
te biologic en el cervell té la incidéncia de la radiacié electro-
magnetica de qualsevol d’aquestes freqiiencies sobre els foto-
receptors de les cellules de la retina. Si nosaltres tenim una
substancia organica, aquesta substancia pot tenir un gran
nombre d’electrons de tipus 7, i passa a ser una molecula que
anomenem molt conjugada. Aquests tipus de substancies,
quan absorbeixen llum ultraviolada o visible, passen d'un es-
tat electronic fonamental a un estat excitat. Si realment la
conjugacié que experimenta la molécula és molt extensa, en
absorbir llum visible pot passar d’un primer estat singlet a un
segon estat d’excitacié.

Una vegada la molecula es troba en estat d’excitacio,
pot passar a un altre estat excitat d’energia més baixa, i es
produeix el fenomen de la fluorescencia. Posteriorment, per
tornar a 'estat fonamental, té lloc I'emissié d'un quantum. El
quantum que s’ha emes té menys energia que el quantum que
s’ha absorbit. Una energia menor significa una freqiiéncia de
radiacié més petita i, per tant, una longitud d’ona més gran.



Aix0 és el que passa en el cas de la proteina que ens ocupa.
L absorcié inicial té lloc a 395 nm; aixo vol dir en la zona del
blau a 'espectre, gairebé del violat; i I'emissi6, en canvi, per a
nosaltres ja és visible i de color verd (509 nm), en la zona limit
entre el verd i el blau.

A la natura, la fluorescencia no és I'tinic fenomen
d’emissio de llum. Hi ha sistemes que passen d’aquest estat
excitat singlet a un estat excitat triplet, i, aleshores, s’emet
també llum i es parla de fosforescencia. La diferéncia entre
aquests dos fenomens és de tipus cinétic. La fluorescencia és
un fenomen molt rapid, mentre que la fosforescencia és molt
lenta, perque aquesta transicié normalment és lenta. Tots dos
fenomens s’anomenen luminescencia. L'un és rapid i I'altre és
lent. Encara hi ha un altre fenomen pel qual les molécules po-
den emetre llum, i és el que s’anomena quimioluminescencia,
que és el que fan servir, per exemple, les cuques de llum. Aqui
té lloc una reaccié quimica i, com a conseqiiéncia, apareix una
substancia en un estat excitat i s’emet un quantum de llum a
la zona del visible.

Lon és el fluorofor? Es a dir, on és la part de la proteina
verda fluorescent que emet aquesta llum? Quan es va desco-
brir la proteina, tothom pensava que aquest fluorofor seria
una substancia aliena a l'estructura de la proteina. El terme
tecnic que fem servir per anomenar-lo és grup prostetic. Per
exemple, I'hemoglobina és roja no perque els aminoacids li
donin un color roig, siné perque té una altra part, el grup
hemo, que és un colorant que fa que sigui de color roig. Avui
sabem que son els aminoacids mateixos els que es combinen
entre si per donar aquesta propietat de fluorescencia. El fluo-
rofor es troba dins mateix de I'estructura proteica. El fluoro-
for de la proteina fluorescent verda es coneix sovint amb les
sigles GFP (green fluorescent protein). Aquest fluorofor de la
GIP té una part que ve de la tirosina (que és I'aminoacid que

ocupa la posici6 60 de la cadena), una altra part que ve de la
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glicina (en la posicié 67) i una altra part que ve de la treonina
(en la posici6 65).

En la figura 6 es pot observar la molécula tal com es bio-
sintetitza. En aquesta etapa, la molécula encara no és fluores-
cent. Consisteix en una cadena formada per enllagos peptidics
amb una cadena lateral amb els grups hidroxil, metil, alcohol,
fenol, tirosina; també hi ha la glicina que només té un proto... La
primera transformacié que ocorre en la molecula precursora és
una ciclacio, ¢és a dir, la formacié d'un anell entre 'esquelet i una
cadena lateral. Posteriorment, té lloc una segona ciclacio, que
déna com a resultat un anell de cinc baules que, combinat amb
l'aparicié d’'un doble enllag i junt amb els dobles enllagos de la
tirosina i d’altres grups, és el responsable de la fluorescencia.
Aquest, doncs, és el grup fluorofor caracteristic de la proteina.

La historia de I'estudi de la proteina fluorescent verda
comenca amb el seu aillament a la decada dels seixanta pel
cientific japones Osamu Shimomura. A banda d’ell, s’ha par-
lat de sis grups de recerca, que no sén els tnics, pero si els que
em semblen més rellevants:

1) Aillament de la GFP de la medusa Aequorea victo-
ria. Osamu Shimomura, 1960-1970.

2) Aillament i seqlienciacié del cDNA de la GFP. Dou-
glas Prasher, 1992.

3) Expressié de la GFP en I'E. coli i en el C. elegans.
Martin Chalfie, 1994.

Thi6S
:' i l Ghy67
R T s Vo
' N Ny '
Immature e
Ty166

Ficura 6. Estructura quimica del precursor del grup fluorofor.



4) Estructura cristal-lografica (raigs X) d’un mutant de
GFP. James Remington, 1996.

5) Estructura cristallografica (raigs X) de GFP salvat-
ge. George Phillips, 1996.

6) Comprensié del mecanisme, GFP modificades.
Roger Y. Tsien, 2002.

La Reial Academia Sueca de Ciéncies va triar Osamu
Shimomura, Martin Chalfie i Roger Y. Tsien per atorgar-los el
Premi Nobel de Quimica de I'any 2008. Osamu Shimomura
va aillar la proteina a partir d'una medusa (figura 7). En
aquesta fotografia. el color blau de la medusa no correspon a
la fluorescencia de la GFP. La medusa és blava perque és
quimioluminescent; seria com una cuca de llum de color blau.
Pero, sobreposada, s’hi aprecia una {luorescéncia. Sén els pi-
quets de color verd que estan en una mena de corona, que sén
en realitat petits organuls, semblants a unes bossetes, que
contenen la GFP. la proteina verda f{luorescent. Shimomura,
que estava interessat en 'estudi de la quimioluminescéncia,
quan va veure aquest color verd, va pensar que estava davant

d’un nou tipus de quimioluminescéncia i es va proposar

Ficura 7. Imatge d'una medusa Aequorea victoria i detall de la fluores-
cencia verda.




aillar-ne la substancia responsable. El problema que va tro-
bar-se va ser que la quantitat present en cada medusa era pe-
titissima i va haver de fer servir desenes de milers de meduses
per tal de poder aillar una petita quantitat de proteina.

Una vegada que va estudiar el sistema proteic, va en-
tendre tot el procés. En la medusa hi ha una altra proteina,
que és I'aequorina (que també la va descobrir ell), que si que
és quimioluminescent, és a dir, transforma l'energia quimica
en llum blava. Quan 'aequorina emet la llum blava, la GI'P
I’absorbeix i, al seu torn, emet fluorescencia de color verd. O
sigui, que tot el procés d’excitacié i emissio té lloc dins del
mateix animal.

L’any 1992, la biologia molecular ja ha fet aparicio,
lenginyeria genetica és clarament una realitat, i aleshores
Douglas Prasher es planteja clonar aquesta proteina per poder
seqiienciar-ne el DNA. Fins aquell moment, la seqiiéncia
d’aminoacids (p. 34) encara no era coneguda. Se sabia que la
substancia era una proteina, pero no se’'n coneixia res de 1'es-
tructura. Per determinar 'estructura d’una proteina, hi ha dos
metodes, tots dos molt eficagos. El primer consisteix a agafar
la proteina i, per analisi quimica, esbrinar quins sén els amino-
acids que la componen i en quin ordre hi sén. L’altre metode
consisteix a fer el mateix pero treballant amb I'acid nucleic
que codifica aquesta proteina. Aixo és el que va fer Douglas
Prasher. Va aillar el DNA de la GFP i el va seqiienciar, pero,
malauradament, I'estudi el feia amb I'ajut d’un projecte finan-
cat pels Instituts Nacionals de la Salut (NIH) i, al cap de dos
anys, no I’hi van renovar i va haver d’aturar la seva recerca.

Dissortadament per a ell, quan ja tenia el DNA, el se-
glient pas —que era el fantastic— consistia a incorporar-ne una
copia, el cDNA, en un organisme, per exemple, un bacteri com
I'Escherichia coli, i expressar la proteina (sintetitzar-la en un
organisme) no en la medusa, siné en I'E. coli. I aixo és el que va
fer Martin Chalfie, que va aprofitar-se de la generositat de Dou-



glas Prasher perque li va demanar el seu clon, el cDNA, i Douglas
Prasher I'hi va cedir. Aixi doncs, Martin Chalfie va ser el primer
que va expressar la proteina segons el que s’anomena expressio
heterologa, és a dir, la proteina s’obté en un organisme viu dife-
rent del de procedencia. Ho va fer en dos organismes: en el bac-
teri L. coli i, més tard, en el cuc Caenorhabditis elegans.

Si el que tenim habitualment és un gen que codifica
una proteina determinada i el modifiquem genéticament, la
modificacié resultant tindra lloc en un bacteri, un cuc, una
mosca... Una modificacié genetica consisteix en que, a més a
més del gen que codifica la nostra proteina d’interes, hi afe-
gim una part que codifica una altra proteina, per exemple, la
GFP. Quan tota aquesta construccié s’expressa en I'ésser viu
elegit, el que tindrem, en lloc de la nostra proteina determina-
da, sera una proteina hibrida: una fusié de la nostra amb la
GFP. La importancia d’aquest tipus d’exercici és la capacitat
de fluorescencia de la proteina GIP.

Martin Chalfie va publicar els seus dos primers treballs
en la revista Science el 1994 (www.conncoll.edu/ccacad/
zimmer/GFP-ww/prasher.html). En la figura 8 es mostra una

Ficura 8. A la dreta, bacteris que contenen el plasmidi d’expressi6 de la
GEP; a l'esquerra, una traca de bacteris Lscherichia coli, el control nega-
tiu. Les cellules es van irradiar amb una font de radiacio ultraviolada
d’alta freqiiencia. (Font: Chalfie et al. (1994).)
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de les figures del seu article, amb una placa de Petri amb medi de
cultiu i el creixement de microorganismes. A 'esquerra s’obser-
a una traca de bacteris E. coli que no han estat transformats
amb la proteina fluorescent; seria un control negatiu. [ a la dre-
ta hi ha una traca de bacteris fluorescents, ja que han estat mo-
dificats genéticament perque expressin la proteina GI'P.

Passem a I'any 19906, quan ja es coneixia la seqiiencia
de la proteina verda fluorescent, pero encara no se n’havien
establert les estructures tridimensionals. James Remington,
primer, i George Phillips, immediatament després, van ser els
primers a descobrir i descriure I'estructura cristallografica,
és a dir, I'estructura tridimensional. El primer d’ells va utilit-
zar un mutant i el segon ja va fer servir la GIFP wild type, la
GEP salvatge. El descobriment d’aquesta estructura cristal-lo-
grafica va permetre veure per primera vegada que el fluorofor
estava format per les cadenes de aminoacids mateixes, la qual
cosa constituia una situacio realment molt nova. Pero la com-
prensi6 del mecanisme de formaci6é d’aquest fluorofor va ser
resultat dels estudis de Roger Y. Tsien (2002).

Roger Y. Tsien és un cientific que segueix en actiu a la
Universitat de California a San Diego. En la figura 9 es pre-

Ficura 9. Mostres de proteines fluorescents produides al seu laboratori.
(Font: www.tsienlab.ucsd.edu.)



senta una imatge amb mostres de diferents proteines produi-
des al seu laboratori, entre aquestes la GFP, i d’altres que s6n
resultat de modificacions. Totes aquestes proteines sén fluo-
rescents, pero cadascuna produeix fluorescencia a una longi-
tud d’ona diferent i, per tant, té un color diferent. Aquestes
eines, en mans dels biolegs cellulars, sén petites meravelles.
En la part inferior de la figura es mostra un divertimento del
seu laboratori. Torna a ser una placa. Cadascuna d’aquestes
lletres és una colonia bacteriana que expressa una proteina
diferent i, per tant, mostra un color diferent. En el seu web,
www.tsienlab.ucsd.edu, hi estan exposades les proteines que
es fan servir per a diferents proposits i diverses figures provi-

nents d’articles publicats pel grup.

APLICACIONS DE LA GFP

A continuacié descriurem un parell d’exemples d’aplicaci6 de
la GIP en diferents laboratoris. El primer exemple utilitza 'ex-
pressi6 d'una proteina hibrida, en la qual una part és la protei-
na d’interes i l'altra part és simplement la GI'P. L’animal elegit
per expressar la proteina hibrida és el cuc C. elegans (figura 10).
Del resultat de 'experiment es dedueix que on s’observen zones
fluorescents s’expressa la B-integrina. Per que? Perque la
B-integrina és la proteina el gen de la qual s'ha fusionat amb el
gen de la GFP. Per aixo, alla on es localitza la GFP, sabem que
també s’hi localitza la B-integrina. En aquest exemple visualit-
zem gairebé proteines individuals a nivell cellular.

Un altre exemple, en un nivell d’analisi superior al mo-
lecular, tracta del cervell d’'una mosca, la Drosophila melano-
gaster. Tal com es veu en la figura 11, el color verd correspon
a uns organuls del cervell, anomenats cossos bolet, que sén
justament els que s’han etiquetat amb la GI'P, i aixi s’aconse-

gueix localitzar-los.
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Ficura 10, Imatge de microscopia confocal que mostra la localitzaci6 de
la proteina fluorescent en un fragment de teixit del nematode Caenorhab-
ditis elegans.

En el camp de I'experimentaci6é animal, dels models
animals per a la recerca biomedica, la GFP esta tenint mol-
tissim impacte (www.conncoll.edw/ccacad/zimmer/GIP-ww/
glowinggenes.himl). Per exemple, el grup de Nicolaus Plesni-
la, a la Universitat de Munic, disposa d’un model de barrera
hematoencefalica fantastic. La barrera hematoencefalica és el
mecanisme que protegeix el cervell de la invasié de substan-
cies i organismes aliens. La base fisica d’aquesta barrera esta
constituida per les cellules endotelials dels vasos sanguinis,
que mostren unes unions molt fortes, que fan que, a diferencia
del que passa a la resta de I'organisme, 'accés al cervell sigui
molt dificil. Hi ha un experiment que va fer Paul Ehrlich fa
més de cent anys i que ho exemplifica perfectament —en un
estil una mica cru—: consisteix a injectar tinta xinesa a la cua
d"un ratolii obrir-lo en canal; tot el ratoli esdevé negre, excep-
te el cervell, que resta blanc.

Malgrat la dificultat, la barrera hematoencefalica pot
superar-se. En el nostre laboratori, una de les linies de recerca
és dissenyar peptids i petites proteines que siguin prou intel-
ligents per travessar la barrera hematoencefalica. L objectiu
és fer-les servir de llangadores de farmacs que normalment



Ficura 11, Imatge tridimensional de microscopia confocal d’una seccié
de cervell d'un individu adult de Drosophila melanogaster. Els cossos bo-
let queden marcats per la GFP. (Font: www.olympusconfocal.com/
gallery/index.html.)

no arribarien al cervell, perque d’aquesta manera (de la ma de
la llancadora) aconsegueixin entrar-hi.

En el grup de Plesnila es treballa amb ratolins transge-
nics. En aquests, la barrera hematoencefalica, és a dir, les cel-
lules endotelials dels capil-lars del cervell (i només aquestes), esta
etiquetada amb la GI'P, i, per tant, la barrera hematoencefalica
esdevé fluorescent i es veu molt bé al microscopi, de color verd.
Si la substancia d'interes 'etiquetem amb un altre fluorofor d'un
color diferent, podrem saber immediatament si esta davant de la
barreraino la travessa, sija I'ha travessat o si, com, malaurada-
ment, passa de vegades, entra a la barrera pero es queda alla i no
la supera. Molts experiments de biologia, des de la biologia cel-

lular fins a la biologia animal, es beneficien de la GFP.
Relacions personals amb la GFP
Quina és la meva relacio amb la GFP? Practicament nul-la.

En tot cas, molt indirecta. Us ho explicaré. A final dels anys

vuitanta i comengament dels noranta, la principal area d’in-
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vestigacio del nostre grup de recerca era intentar disposar de
metodes per sintetitzar peptids, que sén proteines petites. Els
peptids estan formats tan sols per quatre, cinc, deu o vint amino-
acids. Va ser Robert Bruce Merrifield, ja fa bastants anys,
qui va aconseguir un metode de sintesi dels peptids en fase
solida, i per aquest treball li van concedir el Premi Nobel de
Quimica el 1984. Aquest metode consisteix a agafar boletes
de plastic, de menys d’un mil-limetre de diametre, i ancorar-hi
els aminoacids. Un cop son a l'interior de les boletes, els anem
unint quimicament, I'un darrere I'altre, i quan ja tenim feta la
cadena peptidica, és a dir, tota la petita proteina, trenquem
lenllag que separa el peéptid de la boleta de plastic, purifi-
quem el peptid obtingut i el caracteritzem.

L’any 1990, aquest metode estava perfectament esta-
blert, pero quan es va voler aplicar a l'obtencié de proteines,
de seixanta o setanta aminoacids, no va funcionar. El proble-
ma rau en el fet que les reaccions d’introduccié d’un amino-
acid rere I'altre no donen rendiments del 100 %. Com que
el producte no es pot purificar fins al final, quan alliberem el
peptid obtingut i el separem, apareixen moltes impureses, que
son molt semblants al peptid perd que tenen imperfeccions.
Pot ser que manqui un aminoacid, o que hi hagi cadenes amb
repeticions, etc., i aixo fa que resultin impossibles de separar.
En resum, si el peptid que volem sintetitzar és petit, el metode
funciona; pero si és una proteina, no.

En el nostre grup es va desenvolupar el metode de sin-
tesi convergent en fase solida. Per que convergent? Perque el
que es feia era sintetitzar fragments de la proteina; purificar-
los; deixar-los tots protegits, ¢és a dir, preparats quimicament,
i tot seguit unir-los fins a formar la proteina gran. Tots els
passos tenien lloc en la fase solida. S’utilitzava una primera
resina que servia per preparar els peptids. Un cop sintetitzats,
s’alliberaven de la resina, es purificaven i després s utilitzava
una segona resina per fer la proteina.



Ficura 12, Estructura quimica que mostra la unié d’un aminoacid a la
resina.

Una de les resines que el nostre grup va descobrir per fer
aquests peptids protegits estava basada en una unié entre els
aminoacids i la resina (figura 12) que permetia d’obtenir els pep-
tids protegits d’'una manera molt suau. Quina no seria la nostra
alegria quan, quatre anys després d’haver descrit aquest metode,
ens vam trobar en la literatura que el grup japones de Shumpei
Sakakibara havia fet servir la nostra resina, amb una petita mo-
dificaci6 de la nostra metodologia, per a la sintesi de la GFP.

LLa GFP és una proteina molt gran. El maxim de gran-
daria de proteina que nosaltres haviem abordat era la sintesi
d’una toxina d’escorpi de seixanta-quatre aminoacids, i va re-
querir molts anys de feina de molta gent. En el grup de Saka-
kibara, que he visitat, van participar més de vint cientifics en
aquest treball i la recerca fins a aconseguir sintetitzar la GI'P
va prendre prop de sis anys. En aquell moment, va represen-
tar el «record» de la sintesi de proteines i, fins i tot avui, conti-
nua essent la proteina més gran que s’ha sintetitzat quimica-
ment amb un grau de puresa elevat. En la figura 13, hi ha la
seqiiencia d’aminoacids de la GFP que es mostrava a l'inici
d’aquest text (part A) i tots els peptids que es van sintetitzar
en el grup de Sakakibara (part B).

Tots aquests peptids es van obtenir utilitzant la resina
que nosaltres haviem descrit, només amb una diferéncia. La
unié dels peptids, en lloc de fer-la novament en la fase solida,
la feren en soluci6, és a dir, en la fase liquida. Aquest treball
de Sakakibara, a part del seu mérit intrinsec per al nivell de la
quimica sintética, va tenir un impacte important en el camp




(A) Primary structure of GFP
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Ficura 13, Seqiiencia d’aminoacids de la GFP (A) i tots els peptids sin-
tetitzats pel grup de Sakakibara (B). (Font: Sakakibara et al. (1998).)

de I'estudi de la GIP. Va ser la primera demostracio, i de fet
continua essent |'anica, de qué per formar el fluorofor no es
necessita cap mena de reacci6 enzimatica, ni cap mena de re-
actiu especial. Es a dir, evolutivament, la proteina ha aconse-
guit una seqiiencia d’aminoacids en la qual, espontaniament,
apareix el fluorofor. La sintesi quimica mateixa ho demostra.

Quan finalitza la sintesi, la proteina no és fluorescent,
pero deixant-la en un tampé de pl i de forca ionica adequats,
amb el temps, la fluorescencia comenca a apareéixer, i al final
la proteina esdevé fluorescent de manera estable (en poques
hores). L’espectre d’absorcié i I'espectre d’emissié de la pro-
teina sintetica son identics als de la proteina natural. Aixo ens
permet afirmar que no cal que en I'E. coli, ni en el C. elegans
existeixi cap mena de sistema enzimatic que acabi de transfor-
mar la sequencia de la GFP en la GFP fluorescent, siné que la
seqiiencia peptidica mateixa ja conté tota la informaci6 per-
que espontaniament es formi el fluorofor.

Anys més tard, hem collaborat amb el laboratori de
Sakakibara. En el nostre grup es treballava amb l'inhibidor



natural de la catepsina L. humana (P41icf). Es tracta d'una
proteina que no aconseguiem sintetitzar per metodes tradicio-
nals, ni podiem expressar-la en I'E. coli per enginyeria geneti-
ca. Cristina Chiva, estudiant de doctorat, va fer una estada
d'uns quants mesos al Japo i, en collaboracié amb el grup de
Sakakibara, va sintetitzar la proteina (figura 14) i va determi-
nar-ne l'estructura bidimensional fent servir, en aquest cas, no
la difraccié de raigs X, siné la ressonancia magneética nuclear

(RMN).

La bellesa de la GI'P

Per finalitzar, comentaré un darrer exemple d’aplicacio de la
GFP. que s’ha triat no tant pel seu interes cientific, siné pel seu
interes estetic. Es tracta de 'article «Transgenic strategies for
combinatorial expression of fluorescent proteins in the ner-
vous system», de Jean Livet et al., publicat a Nature a final
de 2007. Aquest treball tracta, com el seu nom indica, de la uti-

Péict, un potent Inhibidor natural ds la catepsina L humana

JACS (2003) 125, 1508

Ficura 14. E
i I'estudiant Cristina Chiva, responsable de la seva sintesi.

structura de 'inhibidor de la catepsina L humana (P41icf)
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Ficura 15, Una expressié combinatoria de proteines fluorescents de di-
ferents colors. (Font: Livet et al. (2007).)

litzacié de tecniques de genetica en el camp del sistema ner-
vios central per fer el que els autors anomenen «una expressio
combinatoria de proteines fluorescents de diferents colors».
No descriuré en detall I'article; no podria perque en absolut
no séc un expert en genetica. Em limitaré a mostrar com, amb
teeniques de genética combinatoria. expressen una proteina,
derivada de la GEFP. de color vermell; o una altra de color groc,
o una altra de color blau, pero de manera que una mateixa
neurona només expressa moltes copies d'una de les proteines
(figura 15). Aixi s’aconsegueix que cadascuna de les cellules
tingui un color diferent: hi ha céllules vermelles, grogues i
blaves. I totes les céllules, en aquest cas concret, s6n identi-
ques, és a dir, que aquesta tecnica permet fer un tracat del
circuit neuronal amb molta facilitat.

Acabarem amb una altra visié del mateix sistema. En
la figura 15, els colors eren de parxis (colors purs), pero per
obtenir colors pastel (si voleu passar de Van Gogh a Degas),
cal fer una quimica combinatoria més subtil, en la qual el
que s’expressi siguin barreges en diferents proporcions de les
tres proteines. Aixi s’obtenen les precioses imatges de la fi-
gura 16.



Ficura 16, Mapatge de neurones individuals cerebrals mitjancant I'ts
de diferents proteines fluorescents. (Font: Livet ez al. (2007).)

Bellesa i ciencia van de bracet. També aixo ens ha
aportat aquesta petita excursio pel mon de la GFP i dels guar-
donats amb el Nobel de Quimica de I'any 2008: Osamu Shi-
momura, Martin Chalfie i Roger Y. Tsien.
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