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SEMBLANZAS DE LOS PREMIOS
NOBEL

EL PREMIO NOBEL DE QUIMICA

POR EL DESCUBRIMIENTO )
Y DESARROLLO DE LA PROTEINA
VERDE FLUORESCENTE (GFP)

El Premio Nobel de Quimica 2008 fue compartido
por tres cientificos:

Osamu Shimomura: Nacido el 27 de agosto de 1928
en Kyoto (Japon), cursé estudios de farmacia en Naga-
saki y a partir de 1951 fue asistente en ese departamen-
to por un periodo de cuatro afios. En 1955 orientd su
trabajo hacia la quimica organica. Trabajo en la Univer-
sidad de Princeton (New Jersey) de 1965 a 1982, antes de
convertirse en profesor emérito del Laboratorio de Bio-
logia Marina de la Universidad de Massachusetts, y lue-
go de la Universidad de Medicina de Boston.

Martin Chalfie: Nacido el 15 de enero de 1947 en
Florida (EE.UU.). Se doctord en neurobiologia en la Uni-
versidad de Harvard y es profesor de biologia en la Uni-
versidad de Columbia (Nueva York) desde 1982.

Roger Y. Tsien: Nacido el 1 febrero de 1952 en Nue-
va York (EE.UU.). Estudié en la Universidad de Harvard.
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Tras su titulacion, se unio al Laboratorio Fisiologico de la
Universidad de Cambridge (Inglaterra) en 1977, y traba-
jo como investigador en la Escuela Gonville y Caius
(Cambridge) hasta 1981. Desde 1989 esta trabajando en
la Universidad de California como profesor de quimica y
bioquimica.

Segun la Academia Real Sueca, el Premio Nobel de
Quimica de este aflo recompensa el descubrimiento ini-
cial de la GFP y una serie de desarrollos importantes
que han llevado a su uso como herramienta de marcado.
Usando tecnologia de ADN, los investigadores ahora
pueden unir la GFP a otras proteinas interesantes, que de
otra manera serian invisibles. Este marcador brillante
permite observar los movimientos, las posiciones y las
interacciones de las proteinas marcadas.

LA PROTEINA VERDE FLUORESCENTE (GFP)
REVOLUCIONO LA BIOCIENCIA

En los afios sesenta, cuando el cientifico japonés
Osamu Shimomura comenzo a estudiar la medusa bio-
luminiscente Aequorea victoria no se imaginaba que le
llevaria a una auténtica revolucion cientifica. Treinta
afios mas tarde, Martin Chalfie usé la proteina verde

fluorescente de la medusa para ayudarse en el estudio las

De izquierda a derecha: Osamu Shimomura, Martin Chalfie y Roger Y. Tsien.




células. Hoy se pueden estudiar procesos bioldgicos antes
invisibles con la ayuda de las proteinas de Roger Y.
Tsien, las cuales brillan con todos los colores del arco
iris.

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 es iluminada con
luz azul y ultravioleta. Permitien visualizar tumores can-
cerosos, mostrar el desarrollo de la enfermedad de Alz-
heimer en el cerebro o el crecimiento de bacterias pato-
genas.

Un uso todavia mas interesante de la GFP radica en
la posibilidad de seguir procesos en el interior de las
células. Cuanto mas sepan los investigadores acerca de
las células, cuales son sus funciones o la forma como se
desarrollan, mayores serdn las posibilidades de que se
puedan desarrollar medicamentos eficaces con un mini-
mo de efectos secundarios.

La observacion de las moléculas que forman una
célula: proteinas, acidos grasos, hidratos de carbono,
esta mas alla de la potencia de un microscopio ordinario.
Y aun es mas dificil seguir los procesos quimicos que tie-
nen lugar en su interior. Cuando los investigadores com-
prendan como las células comienzan la construccién de
nuevos vasos sanguineos, por ejemplo, se podria llegar a
detener tumores cancerosos bloqueando su nutricion y
oxigenacion, evitando su crecimiento.

Los procesos quimicos de las células suelen ser re-
gulados por proteinas. Hay miles de proteinas diferentes,
con distintas funciones. Conectando GFP a una de esas
proteinas los investigadores pueden obtener una infor-
macion muy util. Se puede ver qué proteinas estan en la
célula, seguir sus movimientos y observar sus interac-
ciones con otras proteinas. Gracias a la luz verde de la
GFP es posible seguir el rastro de una proteina con el
microscopio.

SHIMOMURA DESPERTO EL INTERES POR LA
LUZ DE LAS MEDUSAS

En 1945 la bomba atémica que cayé sobre Nagasaki
dejo a Osamu Shimomura temporalmente ciego. Esa pér-
dida de vision durante su adolescencia quizas fue lo que
despertd su interés por estudiar la luz que emitian las es-
pecies marinas.

En 1955 obtuvo una plaza de asistente del profesor
Yashimasa Hirata en la Universidad de Nagoya. Hirata

le puso a trabajar en un proyecto aparentemente impo-
sible, descubrir por qué los restos de un triturado de
molusco, Cypridina, brillaban cuando se humedecen
con agua.

En 1956, contra todo prondstico, 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 Prince-
ton en Nueva Jersey, EE.UU., por Frank Johnson.

Esto desperto el interés de Shimomura por los mate-
riales luminiscentes y se centro en la medusa «Aequorea
victoria», que vive en los mares de la costa oeste de
Norteameérica y cuyo borde exterior brilla cuando la me-
dusa se mueve. Durante el verano de 1961, Shimomura y
Jonson pescaron miles de medusas. Cortaron los bordes
de las medusas y los presionaron contra un filtro para
obtener lo que ellos llamaron una «squeezate». Un dia
Shimomura echo restos del squeezate en el fregadero y
comenzaron a brillar. Se dio cuenta de que en el frega-
dero habia agua de mar y de que los iones calcio que
contenia eran los responsables de la reaccién quimica.
Curiosamente la luz no era verde como la del borde de
las medusas, era azul. Les llevo unos meses purificar
unos pocos miligramos del material luminiscente azul.
Llamaron a la proteina «aequorin».

Figura 1. La proteina verde fluorescente (GFP) estd formada
por 238 aminodcidos unidos.

En el trabajo publicado en 1962, en el que Shimo-
mura y Johnson describian el proceso gracias al cual se
obtuvo «aequorin», también mencionaban que la protei-
na que habian aislado era de color verdoso a la luz del
sol, amarillento a la luz de una bombilla y verde fluo-
rescente bajo luz ultravioleta. Era la primera vez que
alguien describia la GFP (ver Figura 1).
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En los afios 70 Shimomura estudié con mas profun-
didad la fluorescencia de la GFP. Demostro que la GFP
contenia un cromoforo especial. Cuando la luz ultravio-
leta o azul incide sobre el cromodforo, éste absorbe ener-
gia de la luz y se excita. Después, el cromoforo libera la
energia emitiendo una luz verde. El grupo cromoéforo
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 sorprendente de la GFP es que la proteina no
necesita ningun aditivo para brillar. Es suficiente radiar
la GFP con luz UV o luz azul. La luz penetra en el inte-
rior de las células y se encuentra con la GFP, la cual emi-
te luz verde. Si los investigadores necesitaran un aditivo
quimico seria necesario inyectarlo en la célula, un pro-
ceso que podria alterarla y que es complicado de llevar a
cabo a escala microscopica.

CHALFIE TIENE UNA BRILLANTE IDEA

El segundo laureado, Martin Chalfie, oy6 hablar de
la proteina verde fluorescente por primera vez en 1988
en un seminario dedicado a los organismos biolumi-
niscentes en la Universidad de Columbia, en Nueva
York.

Diariamente Chalfie trabaja con los pequefios gu-
sanos «Caenorhabditis elegans», unos de los organismos
mas estudiados en el mundo. A pesar de que solo cons-
ta de 959 células, tiene cerebro, envejece y se aparea.
Ademds, una tercera parte de sus genes estan relacio-
nados con los genes humanos. Por ultimo, Caernor-
habditis elegans es transparente, lo cual hace muy sen-
cillo para los investigadores estudiar sus drganos con
un microscopio ordinario.

Durante el seminario de 1988 Chalfie se dio cuenta
de que la proteina verde fluorescente podria ser una he-
rramienta 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 la idea de Chalfie hay que co-
nocer algunos conceptos basicos de la biologia celular.
Hay miles de proteinas en nuestro cuerpo y a pesar de
que realizan diferentes funciones, todas ellas estan
construidas de la misma forma. Constan de veinte tipos
de aminodacidos que se unen para formar largas cade-
nas. Las proteinas se diferencian por 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 ne-
cesita 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 azucar en sangre es demasiado
alto, se activa el gen productor de la insulina en las célu-
las beta del pancreas. Todas las células del cuerpo tienen
el gen de la insulina en el interior de su nucleo, pero solo
las células beta del pancreas reaccionan a un aumento del
nivel de azucar produciendo insulina. El «interruptor» del
gen, el promotor, situado cerca del gen en el ADN, se co-
necta. Cuando el promotor se activa el gen de la insulina
comienza a ser copiado. La copia es necesaria si la célula
necesita acceder y leer el codigo genético.

La copia del gen de la insulina es transferida desde el
nucleo de la célula a la «factoria» de la célula, el cito-
plasma. Entonces la copia del gen es usada como un pa-
trén para enlazar los aminodcidos formando la proteina
de la insulina. La insulina se libera en el torrente sangui-
neo donde se adhiere a los musculos y a las células de
grasa, que absorben y almacenan el azucar de la sangre.

La idea de Chalfie consistio en conectar el gen de
la GFP con varios promotores de los genes o con genes
de otras proteinas, asi podria ver la activaciéon de los
genes promotores en las células y saber donde son
producidas las diferentes proteinas. La luz verde ac-
tuaria como un faro.

Con la objetivo 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, descubrid
que un investigador llamado Douglas Prasher del Woods
Hole Oceanographic Institution, en Massachussets, habia
comenzado a buscar el gen de la GFP. Chalfie le pidié
que se pusiera en contacto con €l si lograba aislar el gen
correcto.

Un par de afios mas tarde Prasher envié el gen de la
GFP a Chalfie. Chalfie entonces instruyd a una graduada,
Ghia Euskirchen, en la manera que habia que proceder
para intentar que la bacteria intestinal Escherichia coli
produjera GFP.

Un mes mas tarde Euskirchen tuvo éxito, habia visto
con el microscopio que la bacteria brillaba con luz verde
cuando era irradiada con luz UV. Este descubrimiento
estd en la base del revolucionario uso que hoy se da a la
GFP. Pero el descubrimiento en si fue inesperado.

En el siguiente paso, Chalfie coloco el gen detrds
de un promotor que estd activo en seis receptores neu-
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ronales del tacto en Caenorhabditis elegans. El resultado
fue publicado por Chalfie y colaboradores en la revista
Science en febrero de 1994 (ver Figura 2). En la portada
se puede ver una imagen de Caenorhabditis elegans, en
la cual el receptor neuronal emitia una brillante luz ver-
de (ver Figura 3).

Science

Figuras 2 y 3. Gusano
«Caenorhabditis elegans» con
la proteina GFP incorporada
en su organismo.

TSIEN CREA UNA PALETA CON TODOS LOS
COLORES DEL ARCO IRIS

Aqui es donde el tercer galardonado con el Premio
Nobel, Roger Tsien, hace su entrada. Su mayor contribu-
cion 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 indicéd como se forma quimica-
mente el cromoforo GFP en la larga proteina GFP for-
mada por 238 aminodcidos. Otros investigadores habian
mostrado que tres aminoacidos en la posiciones 65-67
reaccionaban quimicamente entre si para formar el cro-
moforo. Tsien mostré que esta reaccion quimica necesi-
taba oxigeno y explico cdmo podia llevarse a cabo sin la
ayuda de otras proteinas.

Con la ayuda de la tecnologia del ADN, Tsien dio un
paso mas y cambio diversos aminodcidos en diferentes
partes de la GFP. Esto condujo a que la proteina absor-
biera y emitiera luz en otras regiones del espectro. Ex-
perimentando con la composicion de los aminodcidos,
Tsien logrd desarrollar nuevas variantes de la GFP que
brillan con mas 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 lograr
producir con la GFP fue el rojo. La luz roja penetra en
los tejidos mas facilmente y es especialmente util cuando
los investigadores quieren estudiar células y organos en
el interior del cuerpo.

Unos cientificos rusos encontraron la proteina roja
en unos corales. Pero era, desafortunadamente, mas
grande y pesada que la GFP. Estaba formada por cuatro
cadenas de aminodcidos en vez de una y fue menos usa-
da como marcador en los procesos biologicos. El equipo
de investigadores de Tsien solucioné el problema, redi-
sefiaron la proteina roja para que la proteina fuera mas
estable y fluorescente con una sola cadena de aminoaci-
dos, con lo que puede ser facilmente conectada a otras
proteinas.

EL «BRAINBOW» O «ARCO IRIS
DEL CEREBRO»

Varias de estas proteinas han sido utilizadas por los
investigadores en un espectacular experimento. Modifi-
caron ratones genéticamente para producir distintas can-
tidades de los colores amarillo, ciano y rojo dentro de las

Figura 4. Raton con la proteina GFP.
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células nerviosas de su cerebro. El resultado fue que el
cerebro del raton brillaba con los colores del arco iris.
Los investigadores pudieron entonces seguir los nervios
de las células individuales del cerebro y llamaron a este
experimento el «brainbown».

APLICACIONES EN BIOTECNOLOGIA
Y BIOMEDICINA

En cuanto a las aplicaciones biomédicas cabe desta-
car el marcaje con proteinas fluorescentes permite vi-
sualizar de forma no invasiva la evolucién de tumores en
animales de experimentacion, simplemente observando
la fluorescencia que emiten las células cancerosas al ilu-
minar los animales vivos con luz del color adecuado
(ver figura 4).

La observacion del crecimiento de bacterias pato-
genas, el desarrollo de circuitos neuronales o de la en-
fermedad de Alzheimer, la lucha contra la malaria son
ejemplos de los muchos estudios que han visto luz ver-
de gracias a la GFP.

Ademas de sus aplicaciones en medicina, también
tiene otras aplicaciones en biotecnologia. La proteina
verde fluorescente también se puede usar para la de-
teccion de arsénico en los pozos de agua. Este es un
enorme problema en algunas partes del sudeste de Asia,
donde el arsénico existente en la naturaleza estd con-

taminando el agua de miles de personas. Los investiga-
dores han modificado genéticamente bacterias resis-
tentes al arsénico para que se iluminen con color verde
en presencia de este elemento. También han modificado
otros organismos para que emitan fluorescencia verde
en presencia del explosivo trinitrotolueno (TNT) o me-
tales pesados como el cadmio o zinc. Hoy en dia hay
GFP incluso en los juguetes que se iluminan en la os-
curidad.

LINKS

— http://nobelprize.org/nobel_prizes/chemistry/laurea-
tes/2008/info.html

— http://www.rsc.org/chemistryworld/Issues/2008/Nov-
ember/AGlowingGreenNobel.asp

— http://garritz.com/andoni_garritz_ruiz/document-
0s/72-Garritz-Shimomura-Chalfie_y_Ts-EQ-2009.pdf

— www.nature.com/nature/journal/v454/n7201/suppinf-
o/nature06998.html

— www.conncoll.edu/ccacad/zimmer/GFP-ww/GFP-
1.htm
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