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Resumen

La historia de la proteina verde fluorescente (GFP)
se inicia con Osamu Shimomura a principios de
la década de 1960, con su descubrimiento de
esta proteina a partir de extractos de la medusa
Aequorea victoria. Sin embargo, es a principios de
la década de 1990 que el neurobidlogo Martin
Chalfie, aplicando técnicas de ingenierfa genética,
logra por primera vez la expresion heterdloga de
la GFP en procariotas (Escherichia coli) y eucariotas
(Caernohabditis elegans), a partir de un clon del gen
de la medusa que codifica a la GFR preparado por
Douglas Prasher.

Ademds de fluorescer en verde, los resultados
de este trabajo también demostraron que no se
requiere ningln cofactor o enzima de la medusa
para su expresidon o para la formacién misma del
fluordforo. Asimismo, Chalfie propuso que la GFP
podria utilizarse para el marcaje de células en anima-
les vivos o para el etiquetado de proteinas.

Los resuftados de Chalfie dispararon las investiga-
ciones sobre esta proteina y en la actualidad se usa
en diversos campos, tales como la biotecnologia,
la biologia del desarrollo, la quimica ambiental v la
medicina. En la medicina estd ayudando a dilucidar
los mecanismos celulares por los que se producen
muchas enfermedades. A Roger Tsien se le debe,
entre otros aportes, la creacién de diversas mutan-
tes de la GFP
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Abstract

The history of the green fluorescent protein (GFP)
starts with Osamu Shimomura at the beginning of
the 1960s, with his discovery from the extracts of
the Aequorea victoria jellyfish. However; it is not until
the beginning of the 1990s, that the neurobiologist
Martin Chalfie, applying genetic engineering tech-
nigues, achieved for the first time the heterology
expression of the GFP in prokaryotes (E. coli) and
eukaryotes (Caernohabditis elegans), from a clone of
the jellyfish's gen that codifies the GFP prepared by
Douglas Prasher.

Besides fluorescing in green, the results from this
work also demonstrated that it does not require
any other cofactor or enzyme of the jellyfish for its
expression or for the own forming of a fluorophore.
At the same time, Chalfie proposed that the GFP
could be used for the marking of cells on living ani-
mals or the tag of proteins.

Based upon these results, many scientists started
working on research related to the GFP; actually this
protein is used on different fields such as biotechnol-
ogy, development biology, environmental chemistry
and medicine. In the case of the latter, it has helped
to elucidate the cellular mechanisms from which
diseases are made of. Science owes Roger Tsien,
amongst other contributions, the creation of differ-
ent mutations of the GFP.
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Antecedentes

El premio Nobel de Quimica del 2008 fue otorgado
a los cientificos Osamu Shimomura (japonés, 1928),
Martin Chalfie (norteamericano, 1947) y Roger
Tsien (norteamericano de origen chino, 1952), por
el descubrimiento y desarrollo de la proteina verde
fluorescente (o GFP del inglés Green Fluorescent
Protein).

La GFP -junto con otra proteina de nombre aequo-
rina- fue descubierta a principios de la década de
1960 por el quimico Osamu Shimomura como con-
secuencia de sus estudios sobre bioluminiscencia,
que lo llevaron a trabajar con tejidos de la medusa
Aequorea victoria, un organismo bioluminiscente
que habita en las aguas de la costa occidental de
Norteamérica, la cual brilla en el borde exterior
del paraguas cuando se mueve (Morise et al,, 1974,
Shimomura, 2005).

Datos biograficos de Martin Chalfie

Martin Chalfie es un neurobidlogo y profesor de la
Universidad de Columbia. Chalfie nace en Chicago
lllinois en 1947. Durante su educacién secundaria
no se siente muy atraido por los cursos estdndares
de ciencias y cuando entra a la Universidad de
Harvard pierde la beca Searle por haber expresado
inocentemente el no tener claro qué querfa estudiar

Ya en Harvard, luego de haberse visto atraido por
las matemadticas, se decide finalmente por la bio-
quimica. Su primera experiencia en investigacion la
hace en el laboratorio de un profesor de esa casa
de estudios, Klaus Weber, quien le asigna trabajar en
el sitio activo de la enzima aspartato transcarbami-
lasa, pero los resultados del experimento fueron
desalentadores y él interpretd la experiencia como
un rotundo fracaso. Consecuentemente pensd que
no habfa nacido para la investigacion.

Se gradua en 1969 y en 1970 entra a trabajar en
un colegio de secundaria en Connecticut, dando
clases de matemdticas y quimica. En este lugar
conoce a la bidloga Barbara Beitch, quien lo contac-
ta con un profesor de la Escuela de Medicina de la
Universidad de Yale y lo insta para que se le dé una
nueva oportunidad en investigacion.

Estando va ahf trabaja en el transporte de cloruro
en la cdrnea de rana, y él mismo manifiesta que
esta experiencia fue muy satisfactoria en muchos

aspectos vy logra su primera publicacion. Ahora, con
mas confianza, decide ingresar al Departamento
de Fisiologia de la Universidad de Harvard y estu-
dia con Bob Perlman la biosintesis y secrecién de
catecolaminas.

De hecho, su tesis doctoral tuvo que ver sobre
este tema, pero usando como modelo de estudio
un feocromocitoma trasplantado en ratas, un tipo
de tumor que crece anormalmente en las glandulas
suprarrenales de los seres humanos (Chalfie, 19764,
Chalfie, 2009b).

Chalfie termina el doctorado en 1976 y en 1977
inicia el postdoctorado en el Laboratorio de
Investigaciones Médicas del Centro de Biologfa
Molecular de Cambridge, Inglaterra. Dicho laborato-
rio usaba como modelo de investigacién el gusano
transparente Caernohabditis elegans. La experiencia
de cuatro afios como postdoctorado fue muy
constructiva y él mismo manifiesta que lo hizo el
cientifico que es en la actualidad. En 1982 es contra-
tado como profesor de la Universidad de Columbia
(Davis, 2008).

Clonacion y expresion heterdloga de la GFP

A finales de abril de 1989 Chalfie asiste a un semi-
nario sobre organismos marinos bioluminiscentes,
y es ahi donde escucha hablar por primera vez de
la medusa Aequorea victoria y de la GFP extraida
de ella. El no termina de escuchar el seminario y
lo abandona muy entusiasmado al imaginar lo que
podia hacer si lograba incorporar la protefna en
su gusano transparente, C. elegans. C. elegans es
un nemdtodo de | mm de longitud, hermafrodita
(99,95%), que se reproduce por huevos y vive de
dos a tres semanas bajo condiciones controladas de
laboratorio (Strange, 2006).

Para expresar la GFP en C. elegans (eucariota) vy
en Escherichia coli (procariota), Chalfie necesitaba
el gen de la GFR sin embargo, ya Douglas Prasher,
un bioguimico de la Woods Hole Oceanographic
Institution, estaba trabajando en ello. Luego de
ponerse en contacto con él via telefdnica, deciden
compartir informacién y trabajar juntos luego de
que Prasher lograra clonar el gen que codificaba a
la GFP

Con fondos de la Sociedad Americana del Cancer
y empleando técnicas y procedimientos afines a la



ingenierfa genética y la biotecnologia, Prasher logra
clonar el gen que codifica a la GFP y también deter
mina la secuencia de nucledtidos del gen.

Con esta informacidn, y haciendo uso del cddigo
genético, obtiene la estructura primaria de la GFP
que corresponde a la secuencia de aminodcidos de
la protefna. La proteina resultd tener 238 residuos
de aminodcidos y una masa molar relativa de 26888
Daltons (Prasher et al,, 1992).

En 1992, Chalfie retoma su interés por la GFE luego
de haber descuidado el asunto por un tiempo, y
consigue el clon de la proteina que le fue finalmente
facilitado por Prasher: Cuando el equipo de Chalfie
recibe el clon de la GFP tenfa dos alternativas. La pri-
mera era cortar el gen con nucleasas de restriccion
y la segunda consistia en amplificarlo mediante una
PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa).

Los fragmentos obtenidos por ambos procedimien-
tos se incorporarfan luego en un vector de expre-
sién. En ese mismo periodo otros grupos cientificos
estaban intentando la expresién heterdloga de la
GFPR pero no tuvieron éxito.

Estos grupos estaban usando nucleasas de restric-
cion, pero al hacerlo se estaban llevando consigo
ADN adicional no codificante de la medusa, que
al incorporarlo en el vector de expresion interferia
directamente en la transcripcion.

Desde un inicio, el equipo de Chalfie trabajé en la
segunda opcidn, aun con los riesgos inherentes al
uso de la PCR que se sabe que puede inducir erro-
res al introducir cambios de las bases nitrogenadas.
En la actualidad, la PCR es una técnica muy utilizada
y estos errores se han reducido en gran medida al
usar versiones mejoradas de la enzima ADN poli-
merasa (Chalfie, 2009b, McPherson et al., 2006).

Luego de introducir el gen amplificado por PCR en
un vector de expresion, usaron un promotor dife-
rente para cada caso: para el bacilo E. coli se uso el
promotor del fago T/ y para C. elegans el promotor
constitutivo mec-7.

Los promotores son secuencias especiales de
nucledtidos del ADN gendmico que estan muy
cerca de los genes que regulan e indican el punto de
inicio de la sintesis del ARN mensajero. El promotor
posee los elementos de secuencias para reconoci-
miento por distintos factores de transcripcion que
hace que el ARN mensajero se exprese en determi-
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nados tipos celulares y no en otros. Ellos funcionan
como un interruptor genético que indican en qué
momento se activa el gen v facilitan la transcripcion
ya que favorecen el enlace de la ARN polimerasa al
ADN (Alberts et al., 2008, Martin, 2005).

A continuacion, el grupo de Chalfie logrd expresar
la GFP en ambos organismos, primero en E. coli vy
luego en C. elegans, lo cual se manifestaba mediante
la fluorescencia verde caracteristica de esta sustancia
cuando eran expuestos a la luz ultravioleta, o a la
luz azul, de un microscopio de fluorescencia. En la
figura | se logra ver una placa de Petri, en cuyo lado
izquierdo habfa bacterias control y al lado derecho
bacterias a las cuales se les inoculd el pldsmido de
expresion y lograron fluorescer en verde.

Ambos experimentos eran sorprendentes, sin
embargo, al usar el promotor del gen mec-7 en C.
elegans, el cual se sabe que ayuda a codificar una
protefna de nombre beta tubulina, que se expresa
en mayor medida en solo seis neuronas del gusano
-llamadas neuronas mecanosensoras-, garantizaba
que la GFP se expresara en mayor grado en ese tipo
de células. Como se puede observar en la figura 2,
dos cuerpos celulares de estas neuronas fluorescen
intensamente en verde.

simismo, el grupo de Chalfie demostrd que las pro-
piedades espectrales de un lisado de bacterias de E.
coli que lograron expresar la GFP eran exactamente
las mismas que las de la GFP extraida y purificada a
partir de la medusa A. victoria. Chalfie fue el primero
en expresar la GFP en modelos de organismos pro-
cariotas y eucariotas, asimismo logré demostrar que
no se requiere de cofactores o enzimas propios de
la medusa para la expresion heterdloga de la GFP

De la misma manera, Chalfie propuso que la GFP
podfa usarse para el marcaje de células en animales
vivos y el etiquetado de proteinas. En cuanto al mar
caje de células, las células que expresan la GFP se
pueden seguir en vivo en el propio sitio de accidn,
0 sea, como estar viendo una pelicula solo que en
tiempo real.

Los resultados de este trabajo fueron publicados en
febrero de 1994 en la revista Science, lo cual dispard
las investigaciones sobre esta proteina, que en la
actualidad tiene usos Yy aplicaciones muy variados en
distintas dreas de la ciencia, que van desde la biotec-
nologfa y la biologfa del desarrollo hasta la quimica
ambiental y la medicina, entre otras.
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Figura |. Expresion de la GFP en E. coli.
Fuente: Chalfie et al., 1994c. Con autorizacion
de la revista Science y del autor.

Asimismo, a partir de este trabajo y de otros que
diversos cientfficos lograron realizar a continuacion,
la GFP demostrd presentar las siguientes ventajas
como marcador bioldgico: es heredable, relativa-
mente no invasiva, pequeia y monomeérica, visible
en los tejidos vivos y relativamente no tdxica
(Chalfie, 2009b, Chalfie et al., 1994c, Lucas, 2009).

Aspectos quimicos y desarrollo de la GFP

La GFP es una estructura monomérica que tiene
forma de cilindro o barril, consiste de || cadenas
beta antiparalelas y una hélice alfa que contiene al
fluordforo que se encuentra protegido en el centro
del barril. El barril tiene una longitud de 42 angs-
troms y un didmetro de 24 angstroms.

Segun la secuencia de aminodcidos de esta proteina,
el fluordforo esta constituido por los aminodcidos
65, 66 y 67 que corresponden a serina, tirosina y
glicina, respectivamente. El fluordforo recibe el nom-
bre de 4-(p-hidroxibencilideno)imidazolidin-5-ona
(Chalfie, 1995d, Cody et al, 1993, Ormd et al,
1996).

A Roger Tsien se le debe gran parte del desarrollo
de la GFP; entre sus aportes mds significativos se
puede mencionar que ayudd a dilucidar el mecanis-
mo de biosintesis de la formacién del fluordforo, la
estructura tridimensional de la GFP y su aporte méds
significativo tiene que ver con la sintesis de mutantes
o variantes de la GFP En la actualidad existe una

Figura 2. Expresion de la GFP en C. elegans.

Fuente: Chalfie et al., 1994c. Con autorizacion
de la revista Science y del autor.

amplia variedad de proteinas fluorescentes, cuyos
colores varfan desde el azul al rojo (Kremers et al,
2011, Tsien, 1998, Welter, 2008).
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