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El premio Nobel de Quimica 2008 ha sido otorgado a los cientifi-
cos Osamu Shimomura, Martin Chalfie y Roger Y. Tsien por el des-
cubrimiento de la proteina verde fluorescente (GFP, por sus iniciales
en inglés) y por el desarrollo de herramientas derivadas de ésta para
su aplicacion en biotecnologia y en investigaciéon biomédica (1).

1. LOS PROTAGONISTAS Y LA SECUENCIA DE SUS
DESCUBRIMIENTOS

El primer protagonista de la serie de descubrimientos laureados
es Osamu Shimomura de nacionalidad estadounidense aunque na-
cido en Kyoto (Japén) en 1928 (1). Su carrera como bidlogo mari-
no estuvo llena de dificultades debidas a la Segunda Guerra Mundial
y la consiguiente devastacién de Japon en los anos de posguerra.
Pese a ello, en 1955, fue contratado como ayudante por el profesor
Yashimasa Hirata de la Universidad de Nagoya. El profesor Hirata
le encomendo la tarea de aislar e identificar la sustancia que hace
que un triturado del molusco Cypridina brille en contacto con el
agua. Se trataba de un proyecto dificil en el que ya habia fracasado
un grupo de investigacion estadounidense lider en el campo. Hirata
prefirié6 encomendar este proyecto a Shimomura en lugar de a estu-
diantes de doctorado para no comprometer las posibilidades de és-
tos de llevar a buen término una tesis doctoral. Contra todo pronds-
tico, en 1956 Shimomura consigui6 aislar la proteina responsable
de la luminiscencia de Cypridina. La proteina purificada emitia una
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luz 37.000 veces mas brillante que la emitida por el triturado del
molusco. Tras publicar sus resultados (2), Shimomura fue fichado
por el profesor Frank Johnson de la Universidad de Princeton en
Nueva Jersey (Estados Unidos). Como regalo de despedida, el
Profesor Hirata se encargdé de que Shimomura recibiera el titulo de
doctor por la Universidad de Nagoya (1).
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En el otofio de 1960, poco después de la llegada de Shimomura a
Princeton, el profesor Johnson le ensefié un pequefio frasco con un
polvo blanco y le explicé que se trataba de un liofilizado de Aeguorea
victoria, una medusa luminosa del orden Hydrozoa que vive en las
costas occidentales de Norteamérica. Aequorea victoria tiene unos pe-
quenos organos luminicos en el borde de la umbrela, justo en la base
de cada tentaculo, que emiten un destello de luz verdosa cuando la
medusa es agitada o sacudida. Johnson le explic6 a Shimomura que
si se mezclaba ese liofilizado con agua, emitia luz. Tal y como relata
el propio Shimomura (3), la demostracién que el doctor Johnson in-
tent6 realizar a continuacién no funciond, pero era tal el entusiasmo
que ponia en describir la brillante luminiscencia de las medusas vi-
vas que abundan en las costas en torno a Friday Harbour en el esta-
do de Washington que Shimomura no pudo resistirse a aceptar el pro-
yecto de identificar la molécula o moléculas responsables de esta
bioluminiscencia. Asi, a principios del verano de 1961, Shimomura,
su esposa, el doctor Johnson y un ayudante, pertrecharon la furgone-
ta que Johnson acababa de comprar para la ocasiéon y emprendieron
un viaje de siete dias hasta Friday Harbour. Una vez alli, el doctor
Robert Fernald, el director de los Friday Harbour Laboratories, les
condujo al pequefio laboratorio en el que Shimomura y el resto del
equipo llevaron a cabo las dos tareas principales de la expedicién: por
un lado, aprender a recolectar de las medusas la actividad biolumi-
niscente en condiciones de manipulacién en las cuales la actividad lu-
minica estuviera reversiblemente inhibida vy, por otro lado, recolectar
una cantidad ingente de medusas para producir extractos suficientes
para posteriormente en Princeton aislar la molécula o moléculas res-
ponsables de la actividad. Desoyendo los consejos del doctor Johnson
que estaba centrado en la hipétesis de que el sistema luminiscente de
Aequorea seria similar al de la Luciferina-luciferasa, Shimomura se
centré en inactivar la actividad manteniendo los triturados de medu-
sa en pH acido y después comprobé que los extractos libres de célu-
las recuperaban la luminiscencia al restaurar un pH neutro. Pero el
gran avance fue por casualidad al arrojar Shimomura restos de ex-
tracto en la pila y observar un destello luminico, aunque azul y no
verdoso, como hubiera sido de esperar. Como la pila contenia restos
de agua de mar, comprendi6é que uno de los componentes de esta se-
ria el responsable de esa activaciéon. La composicién del agua marina
era bien conocida y pronto Shimomura comprobé que era el Ca** el
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responsable de la activacién y, por tanto, que el EDTA seria la gran
herramienta para mantener la actividad reversiblemente inhibida. El
resto del verano, lo dedicaron a recolectar el maximo posible de ejem-
plares de medusa en los bancos que pasaban mafiana y tarde con las
mareas para inmediatamente recortar los bordes de las sombrillas de
las medusas con tijeras y después preparar el extracto de los mismos.
Cuando llevaban recolectados unos 10.000 ejemplares, por alguna ra-
z6n, las medusas dejaron de aparecer con las mareas. El grupo vol-
vi6 a Princeton con el extracto de medusa empaquetado en hielo seco.
Tras muchas rondas de cromatografia en distintos tipos de columnas,
a principios de 1962, fueron capaces de juntar 5 miligramos del prin-
cipio activo. La sustancia capaz de emitir luz cuando se afiadia cal-
cio resulté ser una proteina de un peso molecular en torno a 20.000
a la que denominaron Aequorina. A lo largo del proceso de purifica-
cién de la Aequorina también se observaba otra proteina que emitia
una luz verdosa. En la publicacién de la Aequorina Shimomura men-
ciona por primera vez como “proteina verde” la que ahora todos co-
nocemos como GFP. Se refiri6 a ella como una proteina que también
se obtiene durante el proceso de purificacién de Aequorina y que “hace
que las soluciones tomen un color verdoso a la luz solar, sélo amari-
llento con luz de bombilla y una muy brillante fluorescencia verde si
se iluminan con luz ultravioleta”.

No fue hasta la década de los 70 que Shimomura y demas inves-
tigadores se dieron cuenta de que, en la medusa, tiene lugar una trans-
ferencia energética intermolecular entre la Aequorina y la GFP. La
Aequorina, en respuesta al calcio, emite una luz azul que es captada
por la GFP resultando en fluorescencia verde. En 1979, Shimomura
identific6 el cromoéforo de la GFP, que es el responsable del la fluo-
rescencia (que no quimioluminiscencia) de la GFP. Este croméforo,
cuando recibe luz azul o ultravioleta absorbe la energia de la luz y la
emite también en forma de luz pero con otra longitud de onda, en el
espectro del verde.

A diferencia de las reacciones de bioluminiscencia que Shimomura
habia estudiado con anterioridad, en el caso de la GFP, no hacia falta
ninguna otra proteina o cofactor para que la fluorescencia tuviera lugar.
En esto, y en su pequeiio tamafio, radica el potencial de la GFP como
marcador biolégico. Pero Shimomura nunca imaginé cuando caracteri-
z6 la GFP, la revolucion que esto iba a suponer en biomedicina.
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Douglas C. Prasher fue la primera persona que se dio cuenta del
potencial de la GFP como marcador biolégico o trazador vital. Prasher
reporto el clonaje y la secuencia de la GFP en un articulo de 1992 en
la revista Gene (4). El trabajo fue realizado en Woods Hole
Oceanographic Institution con financiacién de la American Cancer
Society. El proyecto de investigacién de Prasher financiado por la
American Cancer Society precisamente tenia como objetivo el clona-
je de la GFP para usarla como marcador de células tumorales y asi
poder visualizar la evolucién de éstas en la progresién del cancer o
en respuesta a agentes anti-tumorales.

La colaboracién de Prasher con los dos laureados Chalfie y Tsien
fue clave e instrumental para el desarrollo de la técnica y se refleja
en su coautoria en las publicaciones seminales de ambos laureados
(5-7). El propio Chalfie ha declarado su pesar por no encontrarse
Prasher entre los premiados (8), llegando a decir que hubiera sido
igualmente justo que el premio lo hubiera recibido Prasher en detri-
mento del propio Chalfie. Nunca llegaremos a saber todas las razo-
nes que relegaron a Prasher fuera del premio, pero, el hecho de que
Prasher no se llegé a estabilizar en el sistema cientifico tras trabajar
para distintas instituciones estadounidenses, que sus ultimas publica-
ciones cientificas reflejadas en Medline datan de 1997 y que no tra-
bajaba en ciencia en los ultimos anos, probablemente han sido facto-
res decisivos.

El siguiente premiado en entrar en escena fue Martin Chalfie.
Estadounidense, nacido en 1947, doctorado en Neurobiologia por
Harvard en 1977 y profesor de Biologia de Columbia University en
Nueva York desde 1982. El trabajo de Chalfie ha estado centrado en
el estudio de la organogénesis y de la funcién neural del nematodo C.
elegans, un pequerio gusano terrestre de apenas un milimetro de lon-
gitud, que se alimenta de bacterias del suelo. Este nematodo se utili-
za como modelo animal por las muchas ventajas que aporta. Estas in-
cluyen: su pequeio tamano, que se puede criar en placas de petri con
césped bacteriano y su corto ciclo vital. Pero sobre todo, su gran ven-
taja es el hecho de ser transparente lo que permite visualizar las 959
células que lo componen, asi como las divisiones y migraciones celu-
lares que tienen lugar desde el embrién de una sola célula hasta la
formacién del organismo adulto completo. Ademas, el gusano tiene
un sistema nervioso rudimentario, que le permite interaccionar con
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su entorno, desplazarse y copular. Por ultimo, las manipulaciones ge-
néticas son faciles en este organismo, cuyo genoma se conoce por
completo y la mayoria de sus genes tienen homoélogos en vertebrados,
incluido el hombre, con lo que las claves sobre organogénesis y fun-
cién neuronal obtenidas en el nematodo han permitido descifrar las
claves de fenémenos similares en organismos superiores.

El interés de Chalfie por la GFP surgi6 en 1988, mientras escu-
chaba un seminario en Columbia sobre organismos bioluminiscen-
tes. A partir del momento en que escuché las cualidades de la GFP
que la hacian candidata a ser un excelente trazador vital, Chalfie
dej6 de prestar atenciéon al seminario obsesionado con la idea de
como conseguir adaptarlo a sus estudios en C. elegans. Tras un par
de dias de pesquisas supo que Prasher estaba trabajando en el clo-
naje de la GFP rastreando genotecas de Aequorea victoria y se puso
en contacto con él. Prasher envi6 el clon con la secuencia de la GFP
a Chalfie y éste le encomendé a la estudiante Ghia Euskirchen que
lo expresara en la bacteria E. coli (8). Un mes mas tarde, la estu-
diante lo consiguid y, lo que es mas importante, bastaba con mirar
las bacterias transformadas en un microscopio de luz ultravioleta
para ver que fluorecian. Quedaba asi demostrado, que la proteina
GFP no necesita ningin otro complemento de Aequorea victoria
para emitir su fluorescencia verde. El siguiente paso que dieron en
el laboratorio de Chalfie fue el de modificar genéticamente el gu-
sano C. elegans de manera que resultara una estirpe que expresa el
gen de la GFP bajo el promotor de un gen que estd activo tan solo
en las 6 neuronas mecanosensoras del nematodo. En el gusano re-
sultante, al iluminarlo con luz ultravioleta, se distinguian perfecta-
mente los cuerpos de estas neuronas y sus proyecciones axonales a
lo largo del gusano en libre movimiento. Esto es lo que se observa
en la portada del namero de 11 de febrero de 1994 de la revista
Science en el que Chalfie, Presher y tres colaboradores mas publi-
caron este primer uso de la GFP como marcador tanto en bacterias
como en eucariotas (5). A partir de este momento, el namero de pu-
blicaciones en las que se utiliza la GFP como marcador fue aumen-
tando exponencialmente.

Pero la gran revolucién en el uso de proteinas fluorescentes esta-
ba aun por llegar. El protagonista de las mejoras que elevaron el po-
tencial de la nueva herramienta fue el tercer galardonado, el estadou-
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nidense Roger Y. Tsien. Nacido en Nueva York en 1952, Tsien se doc-
toré en fisiologia por la Universidad de Cambridge (Reino Unido) en
1977 y es profesor la Universidad de California en San Diego (UCSD)
desde 1989.

Las primeras de las muchas aportaciones de Tsien al conocimien-
to y mejora de las proteinas fluorescentes fue esclarecer el mecanis-
mo molecular por el que la GFP adquiere su capacidad fluorescente
y el desciframiento de la estructura tridimensional de la proteina.
Tsien demostré que la GFP tiene una forma cilindrica parecida a la
de una lata de refresco cuyo centro alberga el fluoréforo (9) y, aun-
que la estructura del fluoréforo compuesto por los aminoacidos 65-
67 ya habia sido descrita por Shimomura (10) y posteriormente ma-
tizada por Prasher y colaboradores (11), Tsien demostré que para que
el fluoréforo se forme es necesaria una reacciéon de oxidacién en el
centro del cilindro que es catalizada por la propia GFP (7).

El siguiente gran avance del grupo de Tsien fue descubrir que si
introducia la mutacién S65T en la secuencia peptidica de la GFP, la
reaccion de oxidacién que forma el croméforo es cuatro veces mas
rapida que en la versiéon silvestre. La nueva versién mejorada de la
GFP resultante de esta modificacién se denominé EGFP por las siglas
en ingles de “enhanced green fluorescent protein” (12).

Las siguientes aportaciones de Tsien tuvieron que ver con la com-
binacién de GFP con dominios funcionales de otras proteinas de ma-
nera que la fluorescencia variara segun las condiciones del interior de
la célula y se convirtiera asi en un sensor funcional. El primer ejem-
plo de esto fue la fusién de la EGFP con dominios de calmodulina
que unen calcio y producen cambios conformacionales que hacen que
el espectro de emisién de la proteina vaya variando en funcién del na-
mero de iones que ha unido y, por tanto, a modo de indicador de la
concentraciéon de Ca**. La nueva versién de la proteina fluorescente
modificada recibié el nombre de Camaleon (13, 14).

Finalmente, el otro tipo de mejoras introducidas por Tsien y sus
colaboradores ha sido la que han ampliado el abanico de colores en
que emiten las distintas versiones de la GFP y otras proteinas fluores-
centes de distinto origen. Asi, la primera mutagéneis de GFP que re-
sulté en una versién que emitia en un color distinto al verde fue la
que tenfa una mutacién en la posiciéon 66 y que hacia que la tirosina
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del fluoréforo fuera sustituida por una histidina. Esta nueva version
emitia en azul (7). El siguiente nuevo color fue debido a una muta-
cién disefiada en funcién del conocimiento de la estructura tridimen-
sional. Se trataba de la mutacién T203Y que resultaba en una versién
que emitia en amarillo y que se denominé YFP por las siglas de su
nombre inglés “yellow fluorescent protein” (9).

Asi pues, la mutagénesis de la GFP de Aequorea victoria resulté en
nuevas versiones con espectros de emision que abarcaban desde el
azul al amarillo pasando por el cian y el verde. Pero en ningtn caso
llegaba al rango del anaranjado y del rojo. El siguiente avance en este
sentido resulté de los trabajos de un grupo de cientificos rusos entre
los que se encuentran Sergey Lukyanov y sus colaboradores. Lo que
hicieron estos cientificos fue analizar si era posible encontrar anélo-
gos de GFP en corales fluorescentes. De hecho fueron capaces de en-
contrar seis proteinas de coral similares a la GFP de las cuales cua-
tro emitian en rango del verde/amarillo, una en el del azul y, por fin,
una en el del rojo (15). La que emitia en rojo era de la especie del co-
ral Discosoma y recibié el nombre de DsRed (16). Asi mismo, la que
emitia en amarillo recibié el nombre de citridina (16). Pese al gran
avance de disponer por primera vez de una proteina fluorescente que
emitia en el rango del rojo, el inconveniente de DsRed como trazador
vital es que es una proteina de gran tamafo y, ademas, tetramérica.
Es decir, que esta formada por cuatro subunidades protéicas indepen-
dientes. El siguiente logro de la factoria Tsien fue generar un versién
monomérica de la DsRed mediante ingenieria genética (17). La pro-
teina resultante se denominé mRFP por las siglas de “monomeric red
fluorescente protein”.

Asi pues, gracias el descubrimiento de la GFP de Aequorea victo-
ria por Shimomura, su posterior aplicacién como marcador celular
vital por primera vez gracias a Chalfie (con la ayuda Prasher y cola-
boradores) y la generacién de variantes de GFP asi como de otras pro-
teinas fuorescentes por Tsien y otros para que emitan en todos los co-
lores del espectro visible asi como para que actien de biosensores al
variar su fluorescencia segtn las condiciones del medio intracelular,
en la actualidad las proteinas fluorescentes son una herramienta co-
tidiana en los laboratorios de biologia molecular con numerosas apli-
caciones biotecnolégicas y biomédicas. Describiremos a continuacién
algunas de estas multiples aplicaciones.
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2. MODOS Y EJEMPLOS DE APLICACION DE LAS
PROTEINAS FLUORESCENTES

No se pretende aqui hacer una revision sistematica ni exhaustiva
de las innumerables aplicaciones que han tenido la GFP y sus deriva-
dos. Se citaran sélo algunos usos por lo generalizado de su empleo,
otros muy concretos por lo llamativo o curioso de la aplicacién y, por
altimo, algunos de los que usamos en nuestro laboratorio para el es-
tudio in vivo en modelos animales y celulares de las enfermedades
neurodegenerativas tales como la enfermedad de Alzheimer y la en-
fermedad de Huntington.

Una primera distincién entre el tipo de usos que se ha dado a las
proteinas fluorescentes radica en el hecho de si se usan como tales o
si se usan unidas a otra protefna como anexo a la secuencia aminoa-
cidica de ésta. Cuando se expresan como tal en un determinado tipo
celular funcionan normalmente como un mero colorante vital que per-
mite visualizar un subtipo celular in vivo. Cuando se usan fusionadas
a otra proteina pueden permitir, ademas, visualizar la funcién de la
proteina a la que se ha unido. En este sentido, debemos recordar la
gran ventaja que suponen el pequefio tamafio de la GFP y su compac-
ta estructura que han permitido que la fusién de la proteina GFP, nor-
malmente en el extremo carboxilo-terminal de otra proteina no mo-
difique significativamente ni la funcién ni la localizacién subcelular
de la proteina nativa a la que se ha unido.

Otra distincion es si se expresa GFP o una de sus variantes para sim-
plemente para localizar su presencia o si se usan formas modificadas
que flourecen de distinta forma o son mas o menos estables segin el
momento metabdlico de la célula. Esta altima variante resulta ser un
indicador funcional y ha tenido multiples aplicaciones biotecnolégicas.
Asi, se han generado bacterias que expresan las proteinas fluorescentes
s6lo en presencia de determinados contaminantes como el arsénico o
los metales pesados (18). Dichas bacterias son de gran utilidad pues son
una forma rapida y econémica de comprobar si aguas de pozo estan o
no contaminadas antes de destinarlas al consumo humano.

En cualquier caso, todo empieza por transferir la secuencia de ADN
que codifica por la proteina fluorescente a la linea celular u organis-
mo que se quiera marcar. Esto se hace por técnicas estandar de trans-
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fecciéon y/o de generacién de plantas y animales transgénicos. En el
caso de la transgénesis, la expresion puede tener lugar en unos tipos
celulares o en otros dependiendo de la secuencia promotora que se em-
plee. El promotor es la region de ADN genémico que antecede a la re-
gion que se transcribe a ARN mensajero y que tiene los elemento de
secuencia para reconocimiento por distintos factores de transcripcién
que hace que ese mensajero se exprese en determinados tipos celula-
res y no en otros y, en muchos casos, que ademas se exprese en ma-
yor o menor medida segin el momento fisiolégico de esa célula.

Una primera aplicacién muy general ha sido en el campo de la in-
vestigacion de los transplantes de células incluidos los de células ma-
dre. En este tipo de experimentos se desea poder cuantificar el grado
de implantacién y colonizacién de las células exdégenas dentro del
huésped asi como los subtipos celulares que se han originado. En este
sentido, los ratones transgénicos que expresan EGFP bajo el control
de un promotor ubicuo (que se expresa en todo tipo celular) y cons-
titutivo (que se expresa en todo momento de la vida de una célula)
como el de la beta-actina se han convertido en la cepa de ratones de
eleccion para preparar células para experimentos de trasplantes. Las
células exégenas se distinguen facilmente en la sangre y tejidos soli-
dos del ratéon receptor sin necesidad de fijar ni permeabilizar gracias
a la fluorescencia de la GFP.

Respecto a la utilidad de expresar GFP fusionada a otra proteina,
esto da informacién de tanto de los tipos celulares que expresan la
proteina como de la localizacion subcelular de la proteina objeto de
estudio. Esto es especialmente interesante cuando se generan mode-
los animales de enfermedades por expresién ectépica de una protei-
na patogénica. Asi, por ejemplo en el caso de la enfermedad de
Huntington que estd causada por una mutacién que resulta en una
secuencia anémalamente larga de poliglutamina en la proteina hun-
tingtina (Htt) y que hace que ésta autoagregue (19, 20), ha sido muy
util la inserciéon de GFP en la secuencia de la Htt mutada. Esto per-
mite monitorizar el nivel de expresiéon de la proteina patogénica en
los distintos tejidos a lo largo de la edad del animal asi como la for-
macién y localizacion subcelular de los agregados proteicos aberran-
tes. Un ejemplo de esto es la reciente generacion del primer modelo
transgénico en primate de una enfermedad humana por expresion de
una forma mutada de Htt fusionada a GFP (21, 22).
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Figura 2. Experimentos de transfeccion de cultivos primarios de neuronas de
ratén con formas de huntingtina marcadas con GFP para visualizar la forma-
cion de los cuerpos de inclusion caracteristicos de esta enfermedad neurode-
generativa. A) Construcciones de ADN para expresar en experimentos de transfec-
cion la porcién de Huntingtina (Htt) codificada por el exén 1 y fusionada a GFP, ya
sea la forma silvestre (wt) o la mutada con una expansién de poliglutamina (mutant).
B) Neurona expresando forma wt a las 24 horas de haber sido transfectada. C) Dos
neuronas transfectadas con la forma mutada a distintos tiempos post-transfeccién.
En la neurona inferior es posible visualizar la formacién de los agregados de Htt mu-
tada caracteristicos de la enfermedad de Huntington.

También hay ejemplos de uso de proteinas fluorescentes modifica-
das como biosensores en combinacién con su uso en modelos animales
transgénicos para estudio del mecanismo patogénico de enfermedades
neurodegenerativas. Una hipoétesis prevalente en la enfermedades neu-
rodegenerativas en general y en la enfermedad de Huntington en parti-
cular es la de que los agregados proteicos aberrantes que se observan en
el interior de las neuronas pueden ser tanto causa como indicaciéon de
un mal funcionamiento del sistema ubiquitina proteasoma. El sistema
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ubiquitina proteasoma se encarga del recambio por degradacién endo-
proteolitica de la mayoria de las proteinas solubles intracelulares cuan-
do estas presentan senales para su degradacién. La sefial en concreto el
la unién covalente de varias copias de una pequefia proteina de 76 ami-
noacidos denominada ubiquitina. Cuando una proteina contiene esta se-
fial de poliubiquitinacion es eficientemente degradada por el complejo
multiprotéico y multicatalitico denominado proteasoma (23). Se han ge-
nerado formas de GFP con modificaciones que hacen que la proteina
fluorescente se poliubiquitile muy eficientemente. Por tanto, estas pro-
tefnas son rapidamente degradadas por el proteasoma y tienen un vida
media extremadamente corta (24). Cuanto los genes que codifican por
estas formas de GFP se expresan en una célula, la proteina no se llega
a acumular y por tanto la célula no muestra fluorescencia a no ser que
el sistema ubiquitina-ptoteasoma no esté funcionando correctamente.
Estas proteinas son pues biosensores de inhibicién del sistema ubiqui-
tina-proteasoma. Para explorar la hipétesis de que un mal funcionamien-
to del sistema ubiquitina-ptoteasoma en la enfermedad de Huntington
estamos combinando nuestro modelo de ratén transgénico de la enfer-
medad de Huntington (25, 26) con ratones con expresiéon ubicua de una
de estas formas de GFP reporteras de inhibicién del sistema ubiquitina-
proteasoma generadas por nuestro colaborador Nico Dantuma del
Karolinska Institutet (27). De entre los distintos abordajes experimenta-
les posibles para explorar la posible inhibicion del sistema ubiquitina-
ptoteasoma en la enfermedad de Huntington, este posee numerosas ven-
tajas y muy en particular la resolucion celular a la hora de detectar si
dicha inhibicién esta teniendo lugar sélo en un subtipo neuronal o sélo
en un momento muy concreto de la evolucién de la enfermedad (28).

Por ultimo, un aplicacién reciente y probablemente la mas espec-
tacular de la proteinas fuorescentes es el denominado experimento
“brainbow” (29), por el juego de palabras inglesas brain (cerebro) y
rainbow (arco iris). Lo que hicieron Livet y sus colaboradores de la
Universidad de Harvard (USA) fue generar ratones modificados gené-
ticamente que incorporaban en sus genomas las secuencias de ADN
que codifican tres de estas proteinas fluorescentes. Concretamente, una
azul-cian, otra amarilla y otra roja. Por la manera en que se generd
este ratén transgénico, cada neurona de éste expresa una cierta pro-
porcion de cada una de estas tres proteinas. De esa forma, al igual que
ocurre al combinar las tintas de una impresora, cada neurona fluores-
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ce en un color determinado del arco iris ligera o totalmente distinto
del que exhibe la neurona vecina. Gracias a este experimento ha sido
posible observar por primera vez la intrincada complejidad de todas
las proyecciones neuronales simultaneamente.
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