El Premio Nobel de Quimica 2008

El Premio Nobel de Quimica 2008 es compartido por tres cientificos:
Osamu Shimomura (1928). USA
Martin Chalfie (1947). USA
Roger Y. Tsien (1952). USA

“Por el descubrimiento y desarrollo de la proteina verde fluorescente, GFP.”

Coémo la medusa verde fluorescente revoluciond la Biociencia

En los afios sesenta cuando el cientifico japonés Osamu Shimomura comenz6 a estudiar la me-
dusa bioluminiscente Aequorea victoria no suponia que conduciria a una auténtica revolucion cien-
tifica. Treinta afios mas tarde, Martin Chalfie usé la proteina verde fluorescente de la medusa para
ayudarse en el estudio del constituyente més pequefio de los organismos vivos, la célula. Hoy los
cientificos pueden estudiar procesos biol6dgicos antes invisibles con la ayuda de las proteinas de
Roger Y. Tsien, las cuales brillan con todos los colores del arco iris.

Cuando los cientificos desarrollan métodos que les permiten ver cosas hasta entonces invisibles, la
investigacion da un gran paso hacia delante. Por ejemplo, cuando Anton van Leeuwenhoek inventd
el microcopio en el s. XVII, abri6 las puertas de un nuevo mundo. Los cientificos pudieron ver, de
repente, bacterias, espermatozoides y células sanguineas. Cosas que antes nadie suponia que
pudieran existir.

El Premio Nobel de Quimica de este afio premia un efecto similar sobre la ciencia. La proteina
verde fluorescente, GFP, ha sido en la década pasada como una estrella guia para bioquimicos,
bidlogos, médicos y otros investigadores. El intenso color verde de esta proteina aparece cuando
se la ilumina con luz azul y ultravioleta. Ello permite, por ejemplo, visualizar tumores cancerosos,
mostrar el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer en el cerebro o el crecimiento de bacterias
patégenas.

Un uso todavia mas interesante de la GFP radica en la posibilidad de seguir procesos en el interior
de las células. El cuerpo esta compuesto de miles de millones de células, desde las células que
forman el misculo del corazén y las células beta, productoras de la insulina, a los macréfagos que
destruyen las bacterias indeseables. Cuanto mas sepan los investigadores acerca de las células —
cuales son sus funciones o la forma cémo se desarrollan-, mayores seran las posibilidades de que
se puedan desarrollar medicamentos eficaces con un minimo de efectos secundarios.

Estudiar como funcionan células que miden 0,02 milimetros, no es facil. La observacion de los
bloques basicos que forman una célula: proteinas, acidos grasos, hidratos de carbono y otras mo-
léculas, esta mas alla de la potencia de un microscopio ordinario. Y aun es mas dificil seguir los
procesos quimicos que tienen lugar en su interior, pero este es un nivel de detalle al que los cienti-
ficos necesitan descender. Cuando los investigadores comprendan cémo las células comienzan la
construccion de nuevos vasos sanguineos, por ejemplo, podria ser posible detener tumores cance-
rosos blogueando su nutricién y oxigenacion. Esto evitaria su crecimiento.

Los procesos quimicos de las células son regulados normalmente por proteinas. Hay decenas de
miles de proteinas diferentes, cada una con funciones distintas. Conectando GFP a una de esas
proteinas los investigadores pueden obtener informacion vital. Pueden ver qué proteinas estan en
la célula, seguir sus movimientos y observar sus interacciones con otras proteinas. Gracias a la luz
verde de la GFP los investigadores pueden seguir el rastro de una proteina con el microscopio.

Shimomura “pesca” material luminiscente

Hoy la GFP es una herramienta comin para miles de investigadores de todo el mundo. La historia
de este descubrimiento empieza en Japdn tras la Segunda Guerra Mundial. La educaciéon de



Osamu Shimomura fue interrumpida por la guerra y la devastacion causada por la bomba atémi-
ca. A pesar de ello, en 1955, obtuvo una plaza de asistente del profesor Yashimasa Hirata en la
Universidad de Nagoya.

El profesor Hirata lo puso a trabajar en un proyecto aparentemente imposible, descubrir por qué los
restos de un triturado de molusco, Cypridina, brillaban cuando se humedecen con agua.

Puede parecer extrafio que Hirata diera a un asistente inexperto una tarea de esa dificultad. Un
destacado grupo de investigadores norteamericanos habia tratado durante mucho tiempo de aislar
este material, asi que Hirata decidié que no queria dar el trabajo a un estudiante que necesitaba
tener éxito con el fin de obtener su doctorado.

En 1956, contra todo pronéstico, Shimomura tenia el material en sus manos. Se trataba de una
proteina 37.000 veces mas brillante que el triturado de moluscos. Después de la publicacion de sus
resultados, Shimomura fue contratado por la prestigiosa Universidad de Princeton en Nueva Jer-
sey, EE.UU, por Frank Johnson. Como un obsequio de despedida, el profesor Hirata propuso que
a Shimomura se le otorgara un doctorado de la Universidad de Nagoya, un acto inusual ya que en
realidad no era un estudiante de doctorado.

Después de un largo viaje por el Pacifico y el continente americano, Shimomura se dedic6 a estu-
diar otro material luminiscente. Esta vez se trataba de la medusa Aequorea victoria, cuyo borde
exterior brilla cuando la medusa se mueve.

La medusa Aequorea victoria vive en los mares de la costa oeste de Norteamérica (a). La medu-
sa tiene un 6rgano bioluminiscente localizado a lo largo del borde del “paraguas” (b y c)

Durante todo el verano de 1961, Shimomura y Johnson
reunieron medusas en Friday Harbor, en la costa oeste de
Norte América. Cortaron los bordes de la medusa y los
presionaron contra un filtro para obtener lo que ellos lla-
maron una “squeezate”. Un dia Shimomura eché restos
del squeezate en el fregadero y comenzaron a brillar. Se
dio cuenta que en el fregadero habia agua de mar y que
los iones calcio que contenia eran los responsables de la
reaccion quimica. Curiosamente la luz no era verde como
la del borde de las medusas. Era azul.

Johnson y Shimomura reunieron material durante todo ese
verano y regresaron con squeezate de alrededor de
10.000 medusas a Princeton. Les llevd unos meses purifi-
car unos pocos miligramos del material luminiscente azul.
Llamaron a la proteina aequorin.
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La fluorescencia se vuelve verde bajo luz ultravioleta

En el trabajo publicado en 1962 en el que Shimomura y Johnson describian el proceso gracias al
cual se obtuvo aequorin, también mencionaban que la proteina que habian aislado era color verdo-
so a la luz del sol, amarillento a la luz de una bombilla y verde fluorescente bajo luz ultravioleta. Era
la primera vez que alguien describia la GFP. Shimomura y Johnson la llamaron la proteina verde,
pero mas tarde fue llamada la proteina verde fluorescente.

En los afios 70 Shimomura estudié con mas profundidad la fluorescencia de la GFP. Demostré que
la GFP contenia un croméforo especial, un grupo quimico que absorbe y emite luz. Cuando la luz
ultravioleta o azul incide sobre el cromdforo, éste absorbe energia de la luz y se excita. En la fase
siguiente el cromoforo libera la energia. Emite luz, verde esta vez.

El grupo cromoforo de la medusa simplemente transforma la luz azul del aequorin en luz verde. Por
esto la medusa y el aequorin brillan con distinto color.

Lo realmente revolucionario de la GFP es que la proteina no necesita ningun aditivo para brillar,
en contraste con otras proteinas bioluminiscentes que requieren un suplemento continuo de molé-
culas ricas en energia. Es suficiente radiar la GFP con luz UV o luz azul. La luz penetra en el inter-
ior de las células y se encuentra con la GFP la cual emite luz verde. Si los investigadores necesita-
ran un aditivo quimico seria necesario inyectarlo en la célula, un proceso que podria alterarla y que
es complicado de llevar a cabo a escala microscoépica.

Chalfie tiene una brillante idea

El segundo laureado en quimica este afio, Martin Chalfie, oy6 hablar de la proteina verde fluores-
cente por primera vez en 1988 en un seminario dedicado a los organismos bioluminiscentes en la
Universidad de Columbia, en Nueva York. Cuando Chalfie escuché que existia una proteina brillan-
te se sintié encantado.

En su trabajo diario, Chalfie, trabaja con los pequefios gusanos Caenorhabditis elegans, uno de
los organismos mas estudiados en el mundo. A pesar de que sélo consta de 959 células, tiene
cerebro, envejece y se aparea. Ademas, una tercera parte de sus genes estan relacionados con
los genes humanos. Por dltimo, pero no menos importante, C. elegans es transparente, lo cual
hace muy sencillo para los investigadores estudiar sus érganos con un microcopio ordinario.

Durante el seminario de 1988 Clalfie se dio cuenta de que la proteina verde fluorescente podria ser
una herramienta fantastica para estudiar al elegans. La proteina podria actuar como marcador
verde fluorescente para visualizar algunas de las actividades de las células del gusano.

Para poder apreciar totalmente la idea de Chalfie necesitamos conocer algunos conceptos basicos
de la biologia celular. Como se mencioné mas arriba varias proteinas realizan casi todo el trabajo
en las células y hay decenas de miles de proteinas en nuestro cuerpo. A pesar de que realizan
diferentes funciones, todas ellas estan construidas de la misma forma. Constan de veinte tipos de
aminoacidos que se enlazan para formar largas cadenas. Lo que distingue a una proteina de otra
es la longitud de la cadena, la secuencia de sus aminoacidos y la forma en la que la cadena se
enrolla en el espacio.

En general cada gen codifica una proteina. Cuando una célula necesita una proteina, el gen se
activa y la proteina es sintetizada.

Por ejemplo, cuando te has comido una bolsa grande de dulces y el nivel de azlcar en sangre es
demasiado alto, se activa el gen productor de la insulina en las células beta del pancreas. Todas
las células del cuerpo tienen el gen de la insulina en el interior de su nudcleo, pero sélo las células
beta del pancreas reaccionan a un aumento del nivel de azucar produciendo insulina. El “interrup-
tor” del gen, el promotor, situado cerca del gen en el ADN, se conecta. Cuando el promotor se acti-
va el gen de la insulina comienza a ser copiado. Es como copiar un valioso libro antiguo que se
conserva en un almacén seguro. La copia es necesaria si la célula necesita acceder y leer el cédi-
go genético.
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La copia del gen de la insulina es transferida desde el nucleo de la célula a la “factoria” de la célu-
la, el citoplasma. Entonces la copia del gen es usada como un patrén para enlazar los aminoacidos
formando la proteina de la insulina. La insulina se libera en el torrente sanguineo donde se adhiere
a los musculos y las células de grasa, que absorben y almacenan el azicar de la sangre.

La idea de Chalfi consistié en conectar el gen de la GFP con varios promotores de los genes o con
genes de otras proteinas, asi podria ver la activacién de los genes promotores en las células y
saber donde son producidas las diferentes proteinas. La luz verde actuaria como un faro.

Un descubrimiento inesperado

A fin de poner a prueba sus ideas, Chalfie necesitaba localizar el gen de la GFP en el genoma de
la Aequorea victoria. Tras investigar un poco, descubridé que un investigador llamado Douglas
Prasher del Woods Hole Oceanographic Institution, en Massachussets, habia comenzado a buscar
el gen de la GFP. Chalfie contacté con Prasher y le pidié que se pusiera en contacto con él si lo-
graba aislar el gen correcto. En el lenguaje de los investigadores esto se llama clonar un gen. Un
investigador aisla un gen del genoma de un organismo y, ayudado por la tecnologia del ADN, lo
coloca en un organismo unicelular que es mas facil de manejar. Por lo general los investigadores
utilizan la bacteria intestinal Escherichia coli. Entonces usan la bacteria como una factoria de pro-
teinas activando el gen extrafio.

Un par de afios mas tarde Prasher envio el gen de la GFP a Chalfie. Chalfie entonces instruy6 a
una graduada, Ghia Euskirchen, en la manera que habia que proceder para intentar que la E. coli
produjera GFP.

Un mes mas tarde Euskirchen llamé a Chalfie. jHabia tenido éxito! Habia visto con el microscopio
que la bacteria brillaba con luz verde cuando era irradiada con luz UV. Este descubrimiento esta
en la base del revolucionario uso que hoy se da a la GFP. Pero el descubrimiento en si fue bastan-
te inesperado.

A principio de los afios 90, los cientificos asumian que las moléculas y pigmentos que tienen una
fluorescencia natural (los cuales dan a las flores, peces y otros organismos su color) eran produci-
dos en varios pasos en las células. Cada uno de estos pasos requiere una proteina para controlar
el proceso quimico. Muchos expertos creian que unas pocas proteinas eran necesarias para pro-
ducir el croméforo de la GFP, pero el experimento de Chalfie y Euskirchen mostraba que esta pre-
misa estaba equivocada. No se necesitaba ninguna otra proteina mas que la GFP.

En el siguiente paso, Chalfie colocé el gen detras de un promotor que esta activo en seis recepto-
res neuronales del tacto en C. elegans. El resultado fue publicado por Chalfie y sus colegas en la
revista Science en febrero de 1994. En la portada los lectores podian ver una imagen de C. ele-



gans en la cual el receptor neuronal emitia una brillante luz verde.
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Usando tecnologia del ADN, Chalfie coloc6 el gen de GFP detras de un gen promotor activo en
seis neuronas receptoras del tacto en C. elegans. Después inyect6 el ADN modificado en las
gbnadas de un gusano adulto (a). El gusano es hermafrodita y se autofertiliza. El gen de la GFP
esta presente en muchos de los huevos que el gusano pone (b). El huevo se divide formando
nuevos individuos cuyos receptores neuronales brillan con luz verde bajo la luz UV. (cy d). La
ilustracion muestra dos de estas neuronas (e).
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Tsien crea una paleta con todos los colores de arco iris

Aqui es donde el tercer galardonado con el Premio Nobel, Roger Tsien, hace su entrada. Su ma-
yor contribucion a la revolucion de la GFP fue que amplio la paleta con varios colores nuevos que
brillaban durante mas tiempo y mas intensamente.

Para empezar, Tsien indic6 como se forma quimicamente el cromoéforo GFP en la larga proteina
GFP formada por 238 aminodcidos. Otros investigadores habia mostrado previamente que tres
aminodcidos en la posiciones 65-67 reaccionaban quimicamente entre si para formar el cromoforo.
Tsien mostré que esta reaccién quimica necesitaba oxigeno y explicé como podia llevarse a cabo
sin el auxilio de otras proteinas.

Con la ayuda de la tecnologia del ADN, Tsien dio el siguiente paso y cambié diversos aminoacidos
en diferentes partes de la GFP. Esto condujo a que la proteina absorbiera y emitiera luz en otras
regiones del espectro. Experimentando con la composicidon de los aminoacidos, Tsien logré des-
arrollar nuevas variantes de la GFP que brillan con méas fuerza y en diferentes colores como el
cian, azul y amarillo. Asi los investigadores pueden hoy marcar diferentes proteinas con diferentes
colores para ver sus interacciones.

Un color, sin embargo, que Tsien no pudo logar producir con la GFP fue el rojo. La luz roja penetra
en los tejidos méas facilmente y es especialmente util cuando los investigadores quieren estudiar
células y érganos en el interior del cuerpo. .

Entonces dos investigadores rusos, Mikhail Matz y Sergei Lukyanov, participaron en la revolucion
de la GFP. Ellos buscaron proteinas similares a la GFP en los corales fluorescentes y encontraron
seis mas, una roja, una azul y el resto verdes.

Pero la tan buscada proteina roja, DsRED, era, desafortunadamente, mas grande y pesada que la
GFP. DSRED constaba de cuatro cadenas de aminoacidos en vez de una y fue menos usada como
marcador en los procesos biolégicos. El equipo de investigadores de Tsien solucioné el problema,
redisefiaron DSRED para que la proteina fuera méas estable y fluorescente con una sola cadena de
aminodcidos, con lo que puede ser facilmente conectada a otras proteinas.

A partir de esta proteina mas pequefia el grupo de Tsien también desarroll6 proteinas con nombres
tan curiosos como mPlum (ciruela), mCherry (cereza), mStrawberry (fresa), mOrange (naranja) y
mCitrine , indicadores de su color. Otros investigadores y compariias han contribuido con nuevos
colores a esta brillante paleta. Asi hoy, 46 afios después de que Shimomura escribiera por primera
vez sobre la proteina verde fluorescente, hay un caleidoscopio de proteinas similares a la GFP que



brillan con todos los colores del arco iris.

El “brainbow”

Tres de estas proteinas han sido utilizadas por los investigadores en un espectacular experimento.
Modificaron ratones genéticamente para producir cantidades variables de los colores amarillo, cian
y rojo dentro de las células nerviosas de su cerebro. Esta combinacion de colores es similar a la
utilizada por las impresoras. El resultado fue que el cerebro del ratén brillaba con los colores del
arco iris. Los investigadores pudieron entonces seguir los nervios de las células individuales en la
densa telarafia del cerebro. Los investigadores llamaron a este experimento el "brainbow".

Investigadores de la Universidad de Harvard (USA) colorearon las células nerviosas del cerebro
de un ratén para que se iluminen con todos los colores del arco iris. Las células nerviosas produ-
cen diferentes cantidades de tres proteinas semejantes a la GFP que dan fluorescencia amarilla,
cian y roja, la mezcla de colores usada en las impresoras. Esto permite a los investigadores ver
como las células nerviosas individuales se conectan a otras formando una red.

Sensores GFP para arsénico y metales pesados

La proteina verde fluorescente también puede ser utilizada para aplicaciones en biotecnologia,
incluyendo la deteccién de arsénico en los pozos de agua. Este es un enorme problema en algu-
nas partes del sudeste de Asia, donde el arsénico que se produce de manera natural esta conta-
minando el agua de muchos miles de personas. Los investigadores han modificado genéticamente
bacterias resistentes al arsénico para que se iluminen en verde en presencia de este elemento.
También han modificado otros organismos para que emitan fluorescencia verde en presencia del
explosivo trinitrotolueno (TNT) o metales pesados como el cadmio o zinc. Hoy en dia hay GFP,
incluso en los juguetes que se iluminan en la oscuridad.

Un misterio que queda por resolver

Cuando Osamu Shimomura comenzé a estudiar los organismos marinos biofluorescentes, preten-
dia entender lo que les hacia brillar. Este es un ejemplo tipico de cémo la investigacion basica
puede dar lugar a una inesperada revolucién cientifica.

Sin embargo, un misterio queda por resolver. ¢ Por qué la medusa Aequorea brilla? Muchos orga-
nismos marinos vivos usan la luz de sus proteinas bioflorescentes para confundir a sus enemigos,
para atraer a sus presas 0 para conseguir pareja. Pero nadie sabe cudl es la causa de que la Ae-
guorea victoria produzca aequorin y GFP.



LINKS AND FURTHER READING

More information about this year’s prizes, including a scientifi ¢ background article in English, is to
be found at the Royal Swedish Academy of Sciences’ website, www.kva.se and at
http://nobelprize.org where you can also see the press conference as web-TV. Further information

about exhibitions and activities concerning the Nobel Prizesis available at www.nobelmuseum.se.

Books

Pieribone, V., Gruber D. F., A Glow in the Dark. 2005, Cambridge, Massachusetts, and London,

England, The Belknap

Press, Harvard University Press

Zimmer M., Glowing Genes. 2005, Amherst, New York, Prometheus Books

Scientifi c review articles

Shimomura, O. (2005) The discovery of aequorin and green fl uorescent protein. Journal of Micros-
copy 217 3-15 Shaner, N.C. et al. (2008) Improving the photostability of bright monomeric orange
and red fl uorescent proteins. Nature Methods 5 545-551

Link

Movie showing a cell producing GFP-tagged HIV particles (green dots):

www.hature.com/nature/journal/v454/n7201/suppinfo/nature06998.html

Website describing the GFP-revolution: www.conncoll.edu/ccacad/zimmer/GFP-ww/GFP-1.htm
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