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Inmunofluorescencia múltiple de 20 células 
adenohipofisarias

Nuñez et al. (2003) J. Physiol. 549: 835–843





“Brainbow”
Livet el al. (2007)
Nature 450:56-62

Expresión combinatoria de 
proteínas fluorescentes en 
el SNC



Reconstrucción tridimensional de un Embrión 

Cortesía de: 
Dr .James Sharpe , 
MRC Human Genetics Unit, 
Edinburgh , U.K.
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SONDAS FLUORESCENTES



CORAZON 1 slice

Latidos espontáneos en el corazón embrionario 
de pollo cargado con la sonda Fluo-3.

(JGS & JM Pérez-Pomares 2008)



CORAZON 1 slice
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[Ca2+]C oscillations in cerebellar granule neurons networks

NUÑEZ et al. Eur. J. Neurosci. 8, 192-201



Estimulación de linfocitos T por capsaicina y carbacol

Jambrina, Izquierdo & García-Sancho, 2003



Orozco, Soler, Alberca, Sánchez & García-Sancho et al, 2011

Quantification of the water content of intervertebral
discs  in T2-weighted MRI images
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10 Semanas. Ventral Metástasis  en 
Nódulo linfático.

Pulmones

E F G

IMAGEN NO INVASIVA. Tumor sólido PC3-S-luc, inoculado en región inguinal de 
ratones inmuno-deprimidos, seguido por fotoluminiscencia tras inyección de luciferina

6 Semanas. 
Ventral.

4 Semanas. 
Dosal

6 Semanas. 
Dorsal

Metástasis en 
Nódulo linfático

A B C D

Dr.  Jerónimo Blanco, ICCC



Nuc-R-Pericam

SONDAS DIRIGIDAS

IBGM, Valladolid
R-Pericam nuclear
2004



T. Pozzan & R. Rizzuto. Padova
A.K. Campbell. Cardiff

Viral expression + 
Photon-counting camera 

= IMAGING

from Watanabe et al. (1989), FEBS Lett. 246:73-77
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Dr. Osamu Shimomura



Friday Harbor, San Juan Island, Washington State, 1961

Ver notas



From left, my wife Akemi, Dr.  Chang, myself, 
Mrs. Chang, Mrs. Johnson, Dr. Johnson, Debby
(a helper). At lower right aree my children, 
Tsutomu and Sachi. We collected 30–40 
bucketfuls of jellyfish each day.





AF-350 (1969)
100 mg AEQ=
2500 Kg A.V.

1972: Estructura AF-
350 y Celenterazina



GFP crystals. Photo by 

Dr. Shinya Inoue

100 mg GFP en 1979
1990 desaparición de A.V. en F.H.
1992 Clonación de GFP (Prasher)
1994 Expresión en cel. vivas (Chalfie) 



Chalfie se graduó en Harvard y es profesor de Biología en la Universidad de 
Columbia. El laboratorio de Chalfie utiliza al nematodo Caenorhabditis elegans
(C. elegans) para investigar el desarrollo y funcionamiento de las neuronas. 
Mientras trabajaba en el MBL de Cambridge  en 1984 publicó un influyente 
artículo «The Neural Circuit for Touch Sensitivity in C. Elegans», junto a John 
Sulston y Sydney Brenner.  
Chalfie fue el primero que logró introducir la GFP en otros organismos, en los 
cuales la proteína también emitió la fluorescencia.

Martin Chalfie Caenorhabditis elegans



Espresión de  GFP 
en bacterias
(1992-1993)



TRANSGÉNICOS



Roger Tsien



Tsien también tuvo la idea de expresar la GFP en la células como marcador, pero se le 
adelantó Chalfie (1992). Hizo mutaciones en el cromógeno y encontró variantes mas 
brillantes y estables (EGFP; YFP; CFP; BFP).

Contribuciones a la estructura de estas proteínas







REST +EGF

+EGF + time EGF washed





Nguyena et al., (2010) PNAS 107: 4317–4322

Surgery with molecular fluorescence imaging using activatable cell-
penetrating peptides (ACPP). Tumour cells labeled with GFP. 

Cy5- free ACPP injected 5 hours before guided surgery

WHITE LIGHT GREEN FL. RED FL. OVERLAY

FIELD

NOT 

GUIDED

GUIDED



LUCIFERASA

ATP + O2 +

+AMP + PPi+ CO2 +Luz

LUCIFERASA

O2 +

+ CO2 +Luz
Renilla Reniformis

Lampyris



Manjarres et al. (2008) Red and green aequorins for simultaneous monitoring
of Ca2+ signals from two different organelles. Pflugers Arch. 455: 961-970

Chimeric aequorin-GFP/RFP proteins



cytAEQ-GFP erAEQ-GFP 
nucAEQ-RFP

mitAEQ-GFP
erAEQ-RFPnucAEQ-RFP

Red and Green aequorins

DAPI



VILLALOBOS et al. J. Biol. Chem. 276, 40293-40297; 2001
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VILLALOBOS et al. J. Biol. Chem. 276, 40293-40297; 2001





IBGM is a joint venture of the University of Valladolid 
and the Spanish National Research Council

Pablo Chamero
Isabel M. Manjarrés
María Teresa Alonso
Javier García-Sancho
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