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Brillant en la foscor

Presentacio

Aquest treball consisteix a esbrinar les diferents aplicacions de la luminesceén-
cia en el camp del desenvolupament, la investigacid i la recerca. També se’n vol
portar a terme algunes en laboratoris especialitzats que utilitzen aquestes aplica-
cions en la seva linia de recerca. Un altre objectiu és comprovar la fluorescencia
d’alguns materials comuns.

Metodologia

Per comencar es fa una recerca bibliografica sobre la llum, la luminescencia, les
propietats d’aquesta i quines poden ser les seves utilitats.

Tot seguit es classifiquen de manera ordenada les aplicacions de la luminescéncia
depenent de la seva utilitat. Es trien les aplicacions que estan en 'ambit de la recer-
caiel desenvolupament i s'expliquen amb més detall cada una d’elles.

Un cop ja s’han identificat totes les aplicacions de la luminescéncia trobades a la
bibliografia, se n'escullen dues per dur-les a terme al laboratori.

Les practiques sobre luminescencia no es poden fer al laboratori escolar i s’han
de dur a terme en laboratoris especialitzats. Per fer-ho possible es busquen labo-







ratoris amb linies d’investigacié que utilitzin diverses aplicacions de la lumines-
céncia en la seva recerca.

La primera practica consistira en una transfeccio per tal que es pugui visualitzar

en un microscopi amb font ultraviolada, alguns organuls cel-lulars o la cellula en si.
Aquest experiment es duu a terme gracies a un grup de recerca encapcalat per la
Dra. Gemma Marfany, del Departament de Genetica de la Facultat de Biologia de la
Universitat de Barcelona. En definitiva, consisteix a introduir material genetic dins
de la cellula mitjan¢ant plasmidis. Aquests plasmidis contenen material genetic
que, quan la cellula transcrigui i posteriorment quan el tradueixi, s'expressara en
forma d’'una proteina fluorescent (Green Flourescent Protein) capa¢ de marcar la
nostra cellula. Per tant quan el cultiu estigui exposat a la llum ultraviolada es podra
veure en el microscopi en llum verda.

La transfecci6 és un metode que s'utilitza freqiientment per marcar cél-lules, or-
ganuls cel'lulars i proteines, entre d’altres. Aquesta és molt util per a l'observaci6 de
les caracteristiques que va desenvolupant certa proteina o la cellula sencera.

La segiient practica es basa en la immunofluorescencia que consisteix en la visua-
litzacié d’'organuls cellulars o parts especifiques de la cellula mitjancant anticossos.
S’ha pogut dur a terme aquesta practica gracies al Dr. Jens Liiders, lider del grup de
recerca sobre l'organitzacié dels microttbuls del Departament de Cel-lules i Desen-
volupament Biologic de I'Institut de Recerca Biomedica de Barcelona.

Per acabar es fan una serie de comprovacions de la fluorescéncia d’objectes o éssers
vius comuns a la vida quotidiana. Objectes utilitzats sotmesos a llum ultraviolada:
tonica, clorofilla, bata de poliester, bitllets d’euro i alguns minerals com la fluorita.

Cos del treball

Aplicacions de la luminescencia

Primerament s'exposen les diferents aplicacions de la luminescencia en alguns am-
bits: recerca i investigacid, aplicacions optoelectroniques i il-luminacié.

Del primer ambit se’'n troben deu aplicacions. La primera aplicacié tracta de la mi-
croscopia de fluorescencia de superresolucio (superresolution fluorescence micros-
copy) STOM. La microscopia de superresolucié supera el limit de difraccié de la llum
i per tant ajuda a estudiar les estructures subcel-lulars amb major detall que un
microscopi confocal. Es poden aconseguir resolucions de fins a uns 20 nm.

Una altra aplicaci6 seria seguir el trajecte de gens en bacteris que es podria fer amb
el FRET o el BRET. El FRET (Forster resonance energy transfer) és un mecanisme

de transferéncia d’energia entre cromofors. Un cromofor és la part d'una molecula
responsable del color. En cas que els cromofors siguin fluorescents s'lanomenen
fluorocroms. Quan es vagi transmetent l'energia d'un fluorocrom a l'altre, s'absorbi-




ra l'energia d'una longitud d’'ona especifica i la tornara a emetre a una determinada
longitud d’'ona major. En canvi, el BRET (Bioluminescence resonance energy trans-
fer), involucra I'energia d'un donant bioluminescent a un acceptador fluorescent. El
donant doéna fotons i per tant la fluorescencia no és necessaria com en el FRET.

La segiient aplicacio, que s’ha fet com bé ja s’ha dit abans a la IRBB, és la deteccid
de proteines o altres estructures cel-lulars mitjancant anticossos conjugats a alguna
molécula fluorescent (anticos recombinant).

La immunofluorescencia és una tecnica de marcacié on es combina 'is dels anti-
cossos, normalment un de primari i un de secundari.

L'anticos primari detecta una proteina que se situa en un organul determinat de
la cel'lula. Seguidament 'anticos secundari s’acobla a I'anticos primari. Aixo és
possible ja que els dos anticossos sén d’espécies diferents, ja que si fossin de la
mateixa especie no es detectarien, és a dir, no s’efectuaria una resposta immu-
nologica a I'anticos primari. Com que l'anticos secundari té un fluorofor o fluo-
rocrom, que és una molécula que un cop excitada dona una resposta en forma
de fluorescéncia, d'aquesta manera si s'excita el fluorofor amb la longitud d’ona
correcta es pot veure a partir d'un microscopi de fluorescéncia on esta situada la
proteina inicial.

També tindriem la deteccié d’ADN amb bromur d’etidi. Gracies a la fluorescencia del
bromur d’etidi que canvia i augmenta considerablement quan s'uneix a I'ADN ens és
molt util per visualitzar la localitzacié de fragments d’ADN.

Seguidament hi hauria la visualitzacié de cel-lules especifiques dins d'un teixit, es-
tructures dins d'un organ o tumor mitjancant la fluorescencia. Hi ha una proteina
anomenada GFP (Green Flourescent Protein) que quan és irradiada amb llum ultra-
violada respon emetent llum verda. La fluorescencia de la GFP es produeix i es man-
té en céllules vives que incloguin el gen que la codifica. Es més, es pot fusionar amb
altres proteines, proporcionant a aquestes una propietat fluorescent que permet
seguir-les en directe.

La GFP no és I'inica proteina capa¢ d’emetre llum, n’hi d’altres com la YFP (yellow
flourescent protein) o la TagBFP (Blue Flourescent Protein, mcherry (vermell)).

Tot seguit, hi hauria 'expressi6 de proteines recombinant-se en teixits o cel-lules
eucariotes.

S’ha dut a terme una practica sobre la visualitzacié d’estructures de céllules a la
Facultat de Biologia de la Universitat de Barcelona on s'utilitza el procés segiient,
encara que en aquest cas no s’ha utilitzat un Microscopi Laser Confocal.

Aquest seguiment s’aconsegueix gracies a la introduccié d'uns plasmidis que porten
la proteina d’interés amb una de fluorescent (normalment la GFP, ja que és una pro-
teina biofluorescent). Per tant, permet analitzar-la in vivo a través del MLC (Micros-
copi Laser Confocal).




Despreés hi ha la microscopia de fluorescencia. La microscopia de fluorescencia de tei-
xits, cellules o estructures subcellulars saconsegueix marcant I'anticos amb un flu-
orocrom (sé6n uns components d'una molecula que fan que aquesta sigui fluorescent)
1 permetent que aquest trobi el seu antigen corresponent a la mostra. En marcar amb
diferents fluorocroms es pot aconseguir la visualitzacié de multiples objectius en una
mateixa imatge. Molts components cel-lulars tenen components fluorescents, feno-
men conegut com fluorescéncia intrinseca. Tot i aixi, un component cel-lular pot estar
marcat amb una tinta fluorescent. Quan se li aplica una emissié fluorescent a una
freqiiencia especifica sense necessitat d’'excitacié, pot ser vista amb un microscopi.

A continuacio, la deteccié d’empremtes dactilars. Les empremtes dactilars es poden
visualitzar amb compostos fluorescents com la ninhidrid.

Per altra banda, en la seqiienciacié de ’ADN hi ha el metode de terminaci6 de la cade-
na. Cada un dels quatre nucleotids terminals de 'ADN es troba marcat amb un fluo-
rocrom especific de tal manera que es generen cadenes de diferents longituds que en
estar sotmeses a una font de llum ultravioleta es pot determinar la base nitrogenada
terminal de cada cadena gracies a la longitud d’'ona emesa de cada fluorocrom. La
seqiienciaci6 de 'ADN és determinar la seqiiencia dels nucleotids de TADN (A,CGiT).
Per acabar també trobem aplicacions en els minerals. Alguns minerals poden tenir
una fluorescencia sota la llum ultraviolada o sota els raigs X. Alguns exemples sén
l'ambre i la calcita, que presenten fluorescencia sota llum UV; en canvi, els diamants
ho fan sota els raigs X.

En segon lloc hi hauria les aplicacions optoelectroniques, que consistirien en sen-
sors luminescents. Aquests detecten marques que no poden ser visibles per a 'ull
huma ja que sén capacos de veure substancies fluorescents. Aquests sensors detec-
ten les marques la luminescencia de les quals sigui superior a la del seu fons.

Per acabar hi hauria les aplicacions en la il-luminacié, que consistirien en els fluo-
rescents i els LEDS.

Els fluorescents consten d’'un tub revestit per fosfor. Aquest material absorbeix la llum
ultraviolada i la torna a emetre en un espectre visible. El LED (light-emitting diode) és
un component optoelectronic que emet llum. Es tracta d'un cos semiconductor de gran
resisténcia que en rebre un corrent eléctric de baixa intensitat emet llum eficientment.

Resultats de la transfeccio

En la practica de la transfeccié utilitzem dues proteines fluorescents diferents, la
GFP ila YFP. En total s'utilitzen tres pous comptant el pou de control.

Tal i com es pot observar en la figura 1 es veu que certes céllules presenten un color
groguenc quan s'illuminen amb llum blanca. Quan es canvia la llum a ultraviolada
es pot veure clarament com la cellula sembla tintada d’un color verdds groguenc
més intens. Aix0 ens verifica que el material genetic introduit a les cellules ha po-




Figura 1: A la dreta hi ha la fotografia de les cel-lules del
segon pou enfocades amb llum blanca. A 'esquerra hi ha
un grup de cel-lules ampliades del segon pou amb llum
ultraviolada. Font propia.

gut entrar al nucli i que s’ha traduit la proteina YFP a partir del fragment transcrit.
En aquesta figura 2 es pot veure clarament com s’ha transfectat correctament ja
que es veu com la GFP s’ha expressat bé en la segona part de la imatge. Solament
s'expressa en el nucli ja que la GFP esta fusionada amb una proteina caracteristica
del nucli de la cellula.

Resultats dels cultius cel-lulars i visualitzacié d’'organuls

Gracies a la immunofluorescencia es pot observar una mitosi, és a dir, el comporta-
ment d’'una cellula, en aquest cas, 1a divisio cellular. Particularment s’ha emprat la
immunofluorescencia en unes determinades proteines pero es pot arribar a utilitzar
aquest metode per a altres proteines que no necessariament hagin d’estar situades
al centriol i als microtubuls.

Conclusions

Quant al primer objectiu del treball, que consistia a fer una amplia recerca de les
aplicacions de la luminescéncia, s’han trobat les segiients aplicacions distribuides
en els seglients ambits.




Figura 2: Conjunt de dues imatges. La primera és una
imatge de cel-lules il-luminades amb lum blanca i
l'altra, les mateixes cél-lules amb una il-luminacié amb
llum ultraviolada. Font propia.

El primer ambit és el de desenvolupament i recerca. Com bé s’ha vist anteriorment
aquest apartat dona pas a un gran ventall de possibilitats que van des del microscopi
de fluorescencia fins a la deteccié d'empremtes o 'expressio de proteines fluorescents
com la GFP. En el segon ambit tenim les aplicacions optoelectroniques que sén basi-
cament els sensors fluorescents capacos de detectar marques de luminescencia. Per
acabar tenim l'ambit de la il'luminacié que abasta tot el que son fluorescents o LEDS.
Quant al segon objectiu, que proposava fer alguna experiencia en la part practica, sha
pogut observar 'efecte d’algunes proteines fluorescents en cellules vives gracies a

la transfeccié. Hem comprovat que la YFP s'expressa arreu de la cellula. També hem
comprovat 'expressio de la GFP combinada amb la proteina NrE3 que, com que aquesta
ultima nomeés s’expressa el nucli, en irradiar la mostra amb llum ultraviolada es pot
observar que la fluorescencia solament es manifesta a l'interior del nucli de la cel'lula.
També s’ha fet una practica d'immunofluorescencia on s’ha pogut veure una altra
forma de fer visibles parts de les cellules amb l'ajuda dels anticossos.

Gracies a tecniques d'immunofluorescéencia es poden visualitzar estructures cel-lulars tal
com son els filaments d’actina i els cromosomes d'una céllula en el procés de divisié cel-
lular. Té moltes utilitats, ja que es pot estudiar el comportament de les céllules cancerige-
nes quan aquestes es dupliquen o la importancia dels microttbuls en les neurones.




Figura 3: Conjunt d'imatges. Imatge de la dreta
obtinguda amb un microscopi de fluorescen-
cia on es pot veure una cel-lula en mitosi. En
blau es veuen els cromosomes, en vermell el
fus mitotic i en groc els centriols. Imatge de
l'esquerra una cel-lula obtinguda amb el mateix
metode. Font propia.

Per altra banda s’han fet una serie de demostracions de fluorescencia a I'escola amb
objectes d’s quotidia. Sha pogut observar en la tonica, que conté quinina, que €s una
substancia fluorescent igual que la clorofil'la dels vegetals o alguns minerals com la
fluorita, que quan aquests s’irradien amb llum ultraviolada emeten una radiaci6 en
forma de llum.

La fluorescéncia també té usos essencials avui en dia com és en el cas del sistema de
seguretat contra falsificacions en la fabricaci¢ i I'is de moneda de la Unié Europea en
forma de bitllet. Com s’ha pogut observar anteriorment, els bitllets irradiats amb la
llum ultraviolada presenten una serie de marcadors que s'il'luminen més gracies a la
llum que se’ls ha aplicat.

Per tant, la fluorescencia no és una manifestacié inusual en la nostra vida, siné que
esta present en el nostre entorn en forma de substancies com la tonica a fins i tot en
minerals com la fluorita.
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