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Streszczenie

Zjawisko ultrastabej emisji fotonowej z uktadow zywych wciaz przykuwa
uwage czlowieka ze wzgledu na uniwersalno$¢ wystgpowania w przyrodzie jak
i stosowane metody pomiarowe, ktore sg catkowicie nieinwazyjne wobec
badanego obiektu.

Spontaniczne ultrastabe promieniowanie elektromagnetyczne (niewidoczne
golym okiem) towarzyszy w sposob nieprzerwany materii zywej i odzwierciedla
procesy metaboliczne w komorkach, ktore wiazg si¢ z reakcjami wolnorodniko-
wymi. W stanie niezaburzonym obiektu Zywego stacjonarna ultrastaba emisja
fotonowa odzwierciedla stan rownowagi oksydoredukcyjnej komorki, natomiast
zmiany nat¢zenia tej emisji oraz tempo tych zmian sg skorelowane z odpowie-
dzia komorek na zadany bodziec z otoczenia.

W monografii oméwiono techniki pomiarowe ultrastabej emisji fotonowej
metodg zliczania pojedynczych fotonéw (Single Photon Counting — SPC) przy
uzyciu fotopowielacza oraz metoda obrazowania luminescencyjnego za pomoca
matrycy CCD uzyskujac obrazy przestrzenno-czasowe z obiektow biologicznych
(metoda Single Photon Counting Imaging — SPCI). Rozktad spektralny ultra-
stabej luminescencji (USL) uzyskano metodg SPC dzigki zastosowaniu filtrow
granicznych (cut-off filters).

Ultrastabg spontaniczng emisj¢ fotonowa z glonow Characeae (gat.
Nitellopsis obtusa), otrzymuje si¢ po dtuzszym okresie trwania tzw. luminescen-
cji opoznionej chlorofilu (3,5-6 h). Rosliny te, znane jako modelowe obiekty
w badaniach elektrofizjologicznych, wykazaty zalezno$¢ ultrastabego promie-
niowania elektromagnetycznego od okresu wegetacji. Promieniowanie to przeja-
wialo charakter oscylacyjny w 10% badanych prébek. Z rozktadu spektralnego
emisji wynika, ze glownymi emiterami promieniowania sg dimole tlenu
singletowego, grupy karbonylowe oraz chlorofil, ktéory mimo wyciemnienia
ro$lin, "§wieci” na skutek zaabsorbowania energii od wzbudzonych chemicznie
czasteczek.

Do probek z roslinami, ich substrukturami (wyizolowana cytoplazma, $cianki
komorkowe i wyodrebnione chloroplasty) oraz ich frakcjami blonowa i rybo-
somalng dodawano egzogennie antyoksydanty tj. kwas askorbinowy (AsA),
o-tokoferol 1 B-karoten. Czynniki te wywotywaty, wbrew oczekiwaniom, wzrost
ultrastabej emisji fotonowej wskazujac na prooksydacyjny charakter tych
zwigzkow. Wyjatek stanowila frakcja rybosomalna, dla ktorej ujawnit si¢
antyoksydacyjny charakter AsA.

Rosliny eksponowane na dzialanie lokalnych anestetykow, tj. prokainy
i lignokainy, wykazaly wzrost natgzenia USL, ktéry wystgpowal po okresie
okoto dwoch godzin od podania bioczynnika. Przy temperaturach 30 i 35°C
pojawiatl si¢ oscylacyjny charakter zmian w USL. W czasie trwania opdznionej
luminescencji podany anestetyk powodowal obnizanie intensywnosci



"Swiecenia", co $wiadczyloby o antyoksydacyjnym charakterze jego oddziaty-
wania lub udziale jego czasteczek w procesie dodatkowego wygaszania
opoznionej luminescencji chloroplastow.

Wraz ze wzrostem temperatury srodowiska roslin Nitellopsis obtusa od 0 do
ok. 40°C nastepowatl takze wzrost natezenia USL. Po osiggnigciu temperatury
40°C wystapit spadek USL, a nastgpnie silna ,erupcja” promieniowania
zwigzana juz najprawdopodobniej z procesami nekrotycznymi u roslin. Podczas
cyklicznych zmian temperatury od 6 do 36°C, natgzenie USL ro$lin zmieniato
si¢ w sposob powodujacy powstawanie ,,petli histerezy”. Przy trzecim cyklu
zmian temperatury charakter petli zanikat, co mogto $wiadczy¢ o zaadoptowaniu
si¢ badanych roslin do zmiennych warunkow temperaturowych w otoczeniu.

Dzicki zastosowaniu metody SPCI mozliwa byla lokalizacja uszkodzen
mechanicznych w komorkach oraz uzyskanie informacji o rdéznorodnosci
przestrzenno-czasowych odpowiedzi komorek na zadawane bodzce zewnetrzne.

W $wietle powyzszych badan ultrastaba emisja fotonowa uktadow zywych
moze by¢ pomocna w ocenie stanu homeostazy tych obiektow, a w powigzaniu
z innymi metodami biochemicznymi i biofizycznymi moze pozwoli¢ na wyjas-
nienie roznych proceséw zachodzacych w komorkach.



Summary

The phenomenon of ultra-weak photon emission from living systems still
attracts attention of people due to the versatility of its occurrence in nature and
used measurement methods that are completely non-invasive to the tested object.

Spontaneous ultra-weak electromagnetic radiation (invisible to the naked
eye) accompanies uninterruptedly to living matter and reflects the cell metabolic
processes, which are connected with free-radical reactions. In an undisturbed
state of the living object, stationary ultra-weak photon emission reflects the
redox balance of the cell, while the changes in the intensity of the emission and
the pace of those changes are correlated with the response of the cells to the
stimulus given from surrounding.

The monograph discusses the measurement techniques of ultra-weak photon
emission with Single Photon Counting (SPC) using a photomultiplier and
luminescence imaging method with CCD matrix, obtaining space-time images
out of biological objects (Single Photon Counting Imaging method — SPCI).
Spectral distribution of ultra-weak luminescence (UWL) was obtained with the
SPC method thanks to using cut-off filters.

Spontaneous ultra-weak photon emission out of Characeae algae (genus:
Nittellopsis obtusa) is obtained after longer so-called delayed luminescence of
chlorophyll (3.5-6h). These plants, known as model objects in electrophysio-
logical researches, showed a correlation of ultra-weak electromagnetic radiation
with the vegetation period. The radiation manifested its oscillating nature in 10
percent of the samples tested. Spectral distribution shows that the major emitters
of the radiation are singlet oxygen dimols, carbonyl groups and chlorophyll that,
in spite of maintaining the plants in darkness, glow by absorbing the energy of
chemically exited molecules.

Some antioxidants, i.e. ascorbic acid (AsA), a-tocopherol and B-carotene
were added exogenously to the samples with plants and with their subcultures
(isolated cytoplasm, cell walls and isolated chloroplasts) and also membrane and
ribosomal fractions. The factors caused, contrary to expectations, the increase of
ultra-weak photon emission showing pro-oxidative character of these com-
pounds. The exception was ribosomal fraction in which antioxidant AsA
character was revealed.

The plants exposed to local anaesthetics, i.e. procaine and lignocaine showed
the increase of concentration of UWL that appeared in about 2 hours since the
bioagent was given. In the temperatures of 30° i 35°C there appeared oscillatory
nature of the changes of UWL. During the delayed luminescence, the given
anaesthetic caused a reduction in intensity of glowing which reflects antioxidant
capacity of its impact or the involvement of its molecules in the additional
quenching the delayed luminescence of chloroplasts.



The increase of the temperature of the environment with Nitellopsis obtusa
plants from 0° to about 40°C was followed by the increase in the intensity of
UWL. After reaching the temperature of 40°C, there was UWL decrease, and
then a strong "eruption” of radiation, probably connected with necrotic processes
of the plant cells. During the cyclic temperature changes from 6° to 36°C, UWL
intensity of the plants changed causing the formation of hysteresis loop. At the
third series of temperature changes the formation of the loop disappeared, which
could indicate the adaptation of the plants to variable temperature conditions in
the environment.

Thanks to the use of SPCI method, it was possible to localize mechanical
damages in cells, and obtaining the information about the diversity of space-time
response of the cells to inflicted external stimuli.

In the light of the above findings ultra-weak photon emission of living
systems may be helpful in assessing the state of homoeostasis of those objects,
and in the connection with other biochemical and biophysical methods, it may
allow to explain various processes in cells.



Wykaz uzytych skrotow

AL — anestetyki lokalne,

APW  — artificial pond water — roztwor standardowy dla roslin,

AsA — kwas askorbinowy — witamina C, antyoksydant hydrofilowy,

Ea — energia aktywacji,

FMN — mononukleotyd flawinowy — grupa prostetyczna wielu oksyreduktaz
dziatajacych m. in. w tancuchu oddechowym,

h — stala Plancka,

AH — zmiana entalpii,

L — reszta kwasow thuszczowych,

NADH - zredukowana posta¢ dinukleotydu nikotynoamido-adeninowego —
koenzymu wielu oksyreduktaz,

Qo — koenzym Q, zwany ubichinonem,

SPC — Single Photon Counting,

SPCI — Single Photon Counting Imaging,

TTL — transistor-transistor logic — cyfrowy system transmisji danych,
USL — ultrastaba luminescencja,

UWL — ultraweak luminescence,

— czgstosc fali,

A — dlugos¢ fali.
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Wstep

Swiecenie organizméw zywych znane jest od tysigcleci. Obserwowano je
u niektérych gatunkow chrzaszczy znanych jako robaczki $wigtojanskie
[Photinus] oraz niektorych grzybow [Mycena silvaelucens], bakterii morskich
[Vibrio fisheri, Photobacterium sp.], alg [Noctiluca scintillans z rodzaju
Dinoflagellatae], meduz [Aequorea victoria]l czy glgbinowych organizmow
morskich [jamochtony Renilla]. Zjawisko to, zwane dzi§ bioluminescencja,
opisywat juz Arystoteles w IV w. przed Chrystusem. Nat¢zenie tego promienio-
wania jest na tyle intensywne, ze mozna je obserwowac¢ gotym okiem. Jednak
zjawisko to cechuje niewielka liczbe organizmow wystepujacych w przyrodzie
w przeciwienstwie, do tzw. ultrastabego promieniowania fotonowego, ktore
emitujg wszystkie organizmy zywe. Emisja ta, w przeciwienstwie do biolumi-
nescencji, jest niewidoczna golym okiem gdyz liczba fotonéw emitowanych
w zakresie widzialnym lezy ponizej bezwzglednego progu energetycznego
czutosci naszego oka. Dlatego tez zostata zaobserwowana dopiero w ubieglym
stuleciu i jest jeszcze nie do konca poznana. Promieniowania tego nie odbieramy
jako wrazenie §wietlne, bo wynosi zaledwie 1010 fotonow/(cm’ s'). Pierwsze
doniesienia o ultrastabym promieniowaniu w zakresie ultrafioletu pochodzg
z 1923 roku, gdy radziecki badacz Gurwicz donosit o eksperymencie, w ktorym
dzielace si¢ komorki korzenia cebuli mialy stymulowaé podziaty (mitoze)
w komorkach sgsiedniego korzenia cebuli za posrednictwem emitowanego
ultrastabego promieniowania, nazwanego pozniej mitogenetycznym.

W pierwszej polowie XX wieku nie istnialy zadne czute urzadzenia, pozwa-
lajace na bezsporne stwierdzenie istnienia ultrastabego swiecenia. Pomimo tego,
ze badano réznorodny materiat biologiczny w réznych laboratoriach $wiata, to
jednak nie wszystkim badaczom udawato si¢ potwierdzi¢ wystgpowanie
wspomnianego promieniowania. Dlatego tez przekonanie o jego istnieniu miato
tyluz zwolennikow, co przeciwnikow, za§ kwestia ta stanowila temat wielu
polemik naukowych (Hollaender i Klaus 1937; Quickenden i Que Hee 1981).

Definitywne potwierdzenie istnienia ultrastabej emisji fotonowej nastgpito
ostatecznie w drugiej potowie XX wieku. ,,Widzenie” czyli rejestracja tego
promieniowania wymagata uzycia specjalnych technik pomiarowych. Po wyna-
lezieniu fotopowielacza w latach piecdziesigtych, nastapit gwattowny rozwoj
badan zjawiska ultrastabej luminescencji (USL) z uktadoéw biologicznych —
zaréwno ro$linnych, jak i nieco pdzniej — zwierzgcych. Nastgpito to zwlaszcza
po eksperymencie, w ktorym przypadkowo dwaj wtoscy fizycy Colli i Facchini,
stosujac fotopowielacz, stwierdzili istnienie promieniowania w zakresie $wiatta
widzialnego etiolowanych sadzonek roznych roslin (Colli i wsp. 1955).

Lata 60-te to okres, w ktorym badania ultrastabej luminescencji prowadzity
glownie grupy uczonych radzieckich. Stosowane wowczas fotopowielacze
charakteryzowatly si¢ duzymi szumami wtasnymi, co wymagato schtadzania ich

11



do temperatury cieklego azotu. Pomiary przeprowadzano w zakresie $wiatla
widzialnego (Vladimirov 1966, Tarusov i wsp. 1967, Zhuravlev i wsp. 1968),
jak réwniez w ultrafiolecie (Konev 1967, Konev i wsp. 1966). W miar¢ postgpu
techniki stosowano coraz czulsze fotopowielacze, nie wymagajace juz tak nis-
kich temperatur chtodzenia oraz zminiaturyzowane fotopowielacze pozwalajace
na tworzenie dwuwymiarowych obrazow badanych emiterow ultrastabej lumine-
scencji — tzw. ,,microchannel plate” (MCP) — (Weidemann i wsp. 1990, Kobaya-
shi 1 wsp. 1996). Zastosowanie detektoréw polprzewodnikowych (fotodiod)
umozliwito rozszerzenie badanego spektrum USL w strong fal dtugich (Isoshima
1 wsp. 1995, Makiuchi i wsp. 1997). Techniki obrazowania oparte na potprze-
wodnictwie to: PCD — ,plasma coupled device” (wielokanatowe powielacze
elektronowe zawierajace diody krzemowe) (Kasperkovitz 1975) oraz CCD —
,charge coupled device” (pojedyncze przetworniki ze sprz¢zeniem tadunkowym
utozone w matryce) (Kobayashi i wsp. 1997, Gorski i1 Stawinski 2002). Wysoka
czulo$¢ obrazowania mozna uzyskaé, stosujac polaczenie technik MCP i CCD.
Technika ta zwana jest ICCD (Intensified charge coupled device) (Chen i wsp.
2003, Kobayashi 2014).

Dynamicznie rozwijajaca si¢ technologia i technika elektroniczna oraz
inzynieria nowych materiatdw powoduja, ze metody badawcze stabych lumines-
cencji ulegaja i bedg ulega¢ dalszemu doskonaleniu (Inaba 1997, Prasad 1 wsp.
1999, Swain 2003, Tudisco i wsp. 2003, Mazin i wsp. 2013, Reiserer i wsp.
2013). Bezspornym atutem badania ultrastabej emisji fotonowej z uktadow
zywych jest catkowita nieinwazyjno$¢ metody badawczej. Detekcja emitowane-
go promieniowania odbywa si¢ poza obrgbem obiektu badanego, ale w mozliwie
bliskiej odlegtosci od niego.

Bioluminescencja jako zjawisko dobrze zbadane co do mechanizmu §wiece-
nia, doczekala si¢ praktycznych zastosowan po wyizolowaniu biatka z meduzy
Aequorea victoria, a nast¢pnie genu z tego bialka odpowiedzialnego za $wiece-
nie tzw. zielong fluorescencja (Green Fluorescence Protein-GFP). Za te osig-
gnigcia Osamu Shimomura, Martin Chalfie i Roger Y. Tsien otrzymali nagrodg
Nobla w 2008 roku w dziedzinie chemii. Dzigki wyizolowaniu ,,$§wiecacego”
genu mozliwe bylo utworzenie bialek zmodyfikowanych, ktore wbudowane
maja biatko GFP jako fragment. Tak zmodyfikowane biatka fluoryzujg w zakre-
sie promieniowania widzialnego, co czyni mozliwym obrazowanie uktadow
zywych in vivo i pozwala $ledzi¢ np. rozwdj embrionéw i komoérek nerwowych
w mozgu oraz obserwowaé przerzuty komorek nowotworowych. Wykorzystuje
si¢ to takze do obserwacji procesoOw tworzenia si¢ komorek podczas regeneracji
narzadow oraz tworzenia si¢ tkanek z pojedynczych komorek.

Ultrastaba emisja fotonowa nie jest jeszcze, jak wspomniano, tak dobrze
poznana jak bioluminescencja. Wiadomo, ze wystepuje w catkowitej ciemnosci
inie wymaga zewngtrznego pobudzenia. Jest skojarzona w materiale zywym
z istnieniem organicznych komponentow, z odniesieniem ich do proceséw i fun-
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kecji zyciowych oraz aktywnosci biologicznej organizméw. Zostata odkryta
w mikroskopowych jak i makroskopowych uktadach: w uktadach lipidowych
(Tilbury i Miller 1999, Birtic i wsp. 2011),w bakteriach (Tilbury i Quickenden
1988, Trushin 2004, Laager i wsp. 2009), w namnazajacych si¢ drozdzach
(Quickenden i Que Hee 1974, Godlewski i wsp. 1993, Nerudova i wsp. 2015),
w leukocytach (Van Wijk i wsp. 2011), w komoérkach nerwowych (Zhang i wsp.
1997, Sun i wsp. 2010), Salari i wsp. 2015), mitochondriach i chloroplastach
(Hideg 1 wsp. 1991a, Hideg i wsp. 1990), ale i w komorkach nowotworowych
(Takeda i wsp. 2004, Karbowski i wsp. 2015), w tkance watrobowej (Devaraj
iwsp. 1991, Kim i wsp. 2003), nerkowej (Zhang 1 wsp. 1992), w powietrzu
wydychanym przez cztowieka (Deby-Dupont i wsp. 1998), w ptynach ustrojo-
wych (Kobayashi i wsp. 2001). Byla i jest intensywnie badana w organizmach
roslinnych (Usa i wsp. 1990, Schauf i wsp. 1992, Kai i wsp. 1993, Roschger
1 wsp. 1993, Abeles 1986, Lavorel 1980, Radoti¢ i wsp. 1998, Jaskowska 1 wsp.
2001a, 2001b, Milczarek i wsp. 2003, Komatsu i wsp. 2014) w tym etiolowa-
nych (Colli i Facchini 1954, Colli i wsp. 1955, Stawinska i wsp. 1992), w kiel-
kujacych nasionach (Kobayashi i wsp. 1997, Usa i wsp. 1989, Grasso i wsp.
1991, Gallep 2014) oraz ze zwierzat: mysz (He i wsp. 1999, rozwielitki Daphnia
magna (Galle i wsp. 1991). Badano réwniez ultrastabg emisj¢ fotonowa in vivo z
ciata cztowieka (Van Wijk E. i Van Wijk R. 2005, Rastogi i Pospisil 2011, Yang
i wsp. 2015). Ostatnie badania wskazuja, ze ultrastaba emisja fotonowa wydaje
si¢ by¢ dobra metodg do analizowania oddziatywania nanoczastek z réznymi
obiektami biologicznymi (Hossu i wsp. 2010, Hossu i wsp. 2013).

Ultrastaba emisja fotonowa moze by¢ przez swg uniwersalno$¢ wystepowa-
nia w uktadach zywych bardzo przydatna i czeka na nowe jej wykorzystanie dla
potrzeb czlowieka. Jednak ze wzgledu na mnogo$¢ emiteréw tej emisji oraz
ztozonos$¢ procesOw zyciowych, jej interpretacja moze nastrecza¢ wcigz niemate
trudnosci, tym niemniej warto pozna¢ doglebniej jej mozliwosci i ograniczenia.

Autorzy pragng wyrazi¢ podziekowanie osobom, ktorych wiedza i wyposazenie

pracowni naukowych umozliwity poszerzenie prowadzonych przez nas badan.

Prof. dr hab. Januszowi Stawinskiemu dziekujemy za inspiracje badan, owoc-
ne dyskusje oraz umozliwienie skorzystania z aparatury Molecular Light Imager.

Dr Zbigniewowi Gorskiemu dzigkujemy za pomoc w uzyskaniu obrazow
luminescencyjnych glonow.

Dr Irenie Milczarek dzigkujemy za wieloletnig wspolprace w zakresie badan
luminescencyjnych, a w szczegolnosci analiz spektralnych.

Prof. dr hab. Wiestawowi 1. Gruszeckiemu dzigkujemy za umozliwienie
uzyskania preparatow p-karotenu, oraz cenne wskazowki.

Mgr Januszowi Matusiewiczowi dzigkujemy za wykonanie elektronogramow
frakcji subkomorkowych z wykorzystaniem mikroskopu elektronowego.

Dr Grzegorzowi Nowakowi dzigkujemy za pomoc w uzyskaniu frakcji
substrukturalnych komorek glonow Characeae.
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1. Zjawiska emisji fotonowej

Emisja fotonowa w zakresie widzialnym (luminescencja) jest zjawiskiem
zachodzacym w materii podczas rdéznych procesow zwigzanych z wydzielaniem
energii np. chemicznej czy tez elektrycznej. Energia ta umozliwia wzbudzanie
elektronowe atomow lub czasteczek, ktore w wyniku deekscytacji generuja
fotony o energiach £ zwigzanych z dtugos$cia fali A nastgpujacym zwigzkiem:

g-lc
A
gdzie A to stala Plancka, a ¢ jest predkos$cia $wiatla w prozni.

Luminescencja nie jest zatem promieniowaniem odbitym czy tez rozproszo-
nym, najczesciej obserwowanym przez oko czlowieka. Dla opisywanego zjawis-
ka przyjmuje si¢, ze A miesci si¢ w zakresie fal elektromagnetycznych obejmuja-
cego zakres ultrafioletu, §wiatla widzialnego i bliskiej podczerwieni. Zjawisko
luminescencji mozna obserwowaé w gazach, cieczach, ciatach statych, ale
réwniez — w zywej materii. Emisja fali elektromagnetycznej w rozpatrywanym
zakresie diugosci fali promieniowania temperaturowego z materii zZywej
w temperaturach fizjologicznych (0—40°C) zgodnie z wzorem Plancka dla ciata
doskonale czarnego jest bardzo mata i z tego tez powodu nie jest brana pod
uwage w pomiarach ultrastabej luminescencji (USL) (Cifra i Pospisil 2014).

Luminescencj¢ powstala w wyniku reakcji chemicznej nazywamy chemi-
luminescencja, natomiast chemiluminescencj¢ organizmow zywych, ktora
nastgpuje kosztem energii metabolicznej nazywa si¢ biochemiluminescencja.
Taka emisja fotonowa nie indukowana czynnikami zewn¢trznymi (np. $wiattem)
nazywa si¢ luminescencja spontaniczng. Luminescencja spontaniczna dzieli si¢
na bioluminescencjg i ultrastabg biochemiluminescencje (dla ktorej uzywana jest
tez nazwa ultrastaba luminescencja lub ultrastaba emisja fotonowa). Biolumines-
cencja jest $wieceniem organizmow dostrzegalnym przez ludzkie oko zwlaszcza
w ciemnos$ci. Taka forma $wiecenia jest jednak zjawiskiem do$¢ rzadkim.

Ultrastaba biochemiluminescencja ma charakter powszechny i jest generowa-
na z catych organizméw biologicznych (roslin, zwierzat i ludzi), jak rowniez ich
narzadow, tkanek i frakcji komorkowych. To ultrastabe ,,uniwersalne $wiecenie”
jest okoto milion razy stabsze od bioluminescencji (Popp 1984) i oko ludzkie nie
jest w stanie go zarejestrowac. Przyjmuje si¢, ze obserwowalng ultrastabg lumi-
nescencj¢ (USL) stanowi promieniowanie elektromagnetyczne o intensywnosci
od 1 do 10 000 fotonéw z 1 cm” powierzchni w ciggu 1 sekundy. Odpowiada to
natezeniu od okoto 10”° do 107 watéw na 1 cm’ dla fali o dlugoéci 555 nm
i natezeniu o$wietlenia do 10 luksa (rys.1.1). Zaadaptowane do ciemnosci oko
ludzkie zdolne jest zobaczyé $wiatto o natezeniu o$wietlenia 10” luksa. Zatem
intensywnos¢ ultrastabego $wiecenia lezy daleko ponizej progu energetycznego
ludzkiego oka. Zakres spektralny tego promieniowania obejmuje obszar od
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ultrafioletu do bliskiej podczerwieni (200—1000 nm) i ograniczony jest tylko
mozliwoscig obserwacji, zwlaszcza w obszarze fal dtugich (Ma i wsp. 2002).

SWIATLO WIDZIALNE OKIEM CZEOWIEKA

‘ sﬂ?éﬁgﬁe ‘ rr‘?g%?)rg\?ve widzenie fotopowe .
bezwz‘gl‘ prog ‘ uszkodzenie
ultrastaba luminescencja  Widzialnosci _ Swiato - NEmg
SpariRisR indikowana g:zl\;zd i kme@ca $wiatto sloneczne
. L Dioluminescencia plomien $wiecy lampa ksenonowa
I fotonéw's™-ecm® | ‘ i A ; : : : i ‘ ‘ i
10" 100 10° 10 10" 10° 10" 10" 10® 107 10" 107
W'cm'zdla555 nm_ 1 | | | 1 | 1 1 1 I '
10 10™ 10" 10" 0% 10" 10° 10° 10" 107 10° 10°
luks dla 555 nm | ] | | | | ] | ] | ]
10® 10" 10° 10" 10°  10° 10" 10 100 100 10 10

Rys.1.1. Jednostki energetyczne promieniowania §wietlnego poréwnujace ultrastaba emisje
fotonowa z innymi zjawiskami $wietlnymi. Pierwsza o$ od gory jest wielkoScig radiometryczng
oznaczajaca liczbe fotonow emitowanych w przeciggu jednej sekundy z jednego cm® powierzchni.
Druga o$ takze reprezentuje wielko$¢ radiometryczng oznaczajgca natg¢zenie promieniowania
(irradiancj¢) okre$long jako strumien promieniowania w watach na jednostke powierzchni.
W przedstawionym przypadku jest to powierzchnia 1 cm? na ktéra pada cata liczba fotonow
z zakresu promieniowania §wietlnego a kazdemu fotonowi przypisana jest energia odpowiadajaca
dtugosci fali 555 nm. Trzecia o$ opisuje wielko$¢ fotometryczng nazwana natgzeniem o$wietlenia
bedaca gestoscia strumienia §wietlnego padajacego na jednostke powierzchni mierzona w luksach
(Ix). Zastosowano tutaj przyblizenie, ze wszystkie przychodzace fotony odpowiadatyby dlugosci
555 nm. (Cifra i Pospisil 2014 — schemat zmodyfikowany)

Ze wzgledu na sposob wzbudzenia emisji fotonowych z uktadow biologicz-
nych, mozna je podzieli¢ w sposob przedstawiony schematycznie na rysunku
1.2. Nie kazdy rodzaj luminescencji przedstawiony na rysunku jawi si¢ jako
ultrastaba — wyjatek stanowia bioluminescencja i niektére indukowane zmiany
ultrastabej luminescencji w trakcie trwania bodzca lub tez bezposrednio po nim.

Najbardziej znanym rodzajem emisji fotonowej z obiektow biologicznych
jest bioluminescencja. Zjawisko bioluminescencji wystepuje u niektorych
gatunkéw owadow (robaczki §wigtojanskie), grzybow, bakterii, pierwotniakow,
glonéw (bruzdnice), jamochtondéw morskich, mi¢czakdéw, skorupiakoéw i1 ryb
glebinowych. Ich $wiecenie jest efektem enzymatycznego utleniania lucyferyn
w obecnosci enzymow zwanych lucyferazami (Steinberg i wsp. 1995). Lucyfera-
za powoduje reakcje¢ tlenu czasteczkowego z dtugotancuchowymi aldehydami co
powoduje, w wyniku peroksydacji lipidow, utworzenie grupy karboksylowe;j.
W utlenianiu aktywna jest dehydrogenaza: NADH + aldehyd + tlen. Reakcja ta
w obecnosci lucyferyny i1 lucyferazy produkuje kwas karbonylowy, wode
i $wiatto. Reakcje takie maja duza wydajno$¢ kwantowa, np. bioluminescencja
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chrzaszcza Photonius Pylaris ma maksimum natc¢zenia $wiecenia dla dlugo$ci
fali 562 nm przy wydajnosci kwantowej rownej 0,88 co oznacza, ze 88 kwantow
jest emitowanych przez 100 czasteczek lucyferyny. Luminescencja moze
rowniez towarzyszy¢ utlenianiu lucyferyny bez obecno$ci katalizatora, jednakze
w obecnosci czasteczki ATP (Vassilev 1967). Wydajnos¢ kwantowa jest
wowczas 0 wiele mniejsza, a emitowane $wiatto mniej intensywne.

Luminescencja (L) z obiektow biologicznych

spontaniczna indukowana
-==-
, inne 1
. . . . termo-L -——
bioluminescencia mitotyczna L
L radio-L
. sono-
metaboliczna L
elektro-L
foto-L
niefotosyntetyczna fotosyntetyczna

Rys.1.2. Rodzaje emisji fotonowych (luminescencji) obiektow biologicznych

Bioluminescencja organizmoéw ma czasami spektakularmy charakter. Przy-
ktadem moze by¢ synchroniczne rytmiczne $wiecenie niektorych gatunkow
swietlikow (Strogatz i Stewart 1993) lub biolominescencja organizméw
morskich opisywana przez wielu zeglarzy zwana powszechnie "mlecznym
morzem" (Haddock i wsp. 2010). Istniejg takze pewne gatunki fitoplanktonu
nalezagce do gromady bruzdnic, ktore wysylaja promieniowanie S$wietlne
w sytuacji ruchow wody morskiej (Marcinko 1 wsp. 2013) objawiajace si¢ jako
swiecace fale lub $wiecace smugi wokol poruszajacych si¢ po wodzie obiektow.

Nastgpnym rodzajem promieniowania, ktéremu warto poswigci¢ nieco uwagi
jest promieniowanie mitotyczne (mitogenetyczne) powstajagce w  wyniku
podziatéw komoérkowych (mitozy) (Volodyaev i Beloussov 2015). To ultrastabe
promieniowanie jako pierwszy wykryl i postulowal jego istnienie rosyjski
uczony A. Gurwicz (Gurvitsch 1 wsp.1923). W latach 20. XX wieku twierdzit
on, ze dzielace si¢ komorki emitujg promieniowanie ultrafioletowe, pobudzajac
do podzialu inne komorki. Oszacowat, ze dlugos¢ fali tego promieniowania
wynosi okoto 260 nm. Pierwszy eksperyment Gurwicza wykonany w 1923 r.
pozwalal stwierdzi¢, ze koncowka korzenia cebuli pobudzata do wzrostu korzen
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sasiedniej cebuli. Lecz dostgpne wowczas techniki pomiarowe nie pozwolity na
bezsporne potwierdzenie istnienia promieniowania mitotycznego. Najczulszymi
stosowanymi wowczas detektorami byly liczniki gazowe, np. Geigera-Millera
(Rodionow i Frank 1934, Siebert i Seffert 1934) oraz preparaty biologiczne
z dzielagcymi si¢ komérkami, np. drozdzy (Rylska 1948). Jednak nie wszystkim
badaczom udawalo si¢ zaobserwowaé to promieniowanie pomimo badania
réznorodnego materiatu biologicznego.

Zjawisko emisji promieniowania elektromagnetycznego przez organizmy
zywe w wyniku podziatu ich komorek, zostato bezspornie potwierdzone dopiero
w 1974 roku przy uzyciu wynalezionego wczesniej fotopowielacza (Quickenden
1 Que Hee 1974). Ci sami badacze dwa lata p6zniej analizujac rozktad spektralny
promieniowania dzielgcych si¢ drozdzy wykazali istnienie tego promieniowania
nie tylko w zakresie UV lecz takze w obszarze widzialnym fal elektromagne-
tycznych. (Quickenden i Que Hee 1976). Stwierdzono pézniej, ze promienio-
wanie to jest najbardziej intensywne tuz przed rozpoczgciem mitozy (Scot i wsp.
1989). Pochodzenie promieniowania z dzielacych si¢ komorek oraz jego
znaczenie w biologii komorki nie jest ostatecznie wyjasnione, tym niemniej
badanie tego promieniowania wydaje si¢ istotne z punktu widzenia fotonowe;j
komunikacji komoérkowej (Cifra i wsp. 2011).

Luminescencj¢ indukowang $wiattem dzieli si¢ na fotosyntetyczng i niefoto-
syntetyczng (rys.1.2). Ta pierwsza pozwala na badanie aparatu fotosyntetyczne-
go w organizmach zawierajacych chlorofil (Goltsev i wsp. 2009). Luminescen-
cje fotosyntetyczng wystgpujaca w czasie do okoto 1 minuty po przerwaniu
naswietlania nazywa si¢ op6zniong fluorescencja. Pomiary jej rozktadu spektral-
nego pozwolity stwierdzi¢, ze maksima emisji dla chloroplastow wystepuja dla
685 nm oraz o wiele mniej intensywne dla 730 nm (Hideg i wsp. 1991, Zeng
i wsp. 2007). Luminescencj¢ wystepujaca nastepnie przez kilkadziesigt minut po
naswietleniu zwyklo si¢ nazywa¢ opdzniong emisjg $wietlng. Powyzej tego
czasu mamy do czynienia z ultrastabg emisjg $wiatta (Hideg i wsp. 1992).

Luminescencj¢ mozna indukowaé poprzez: mechaniczne zrywanie materia-
16w (mechanoluminescencja lub triboluminescencja) np. naturalnych wiokien
lub wiosow (Li i Haneman 1999), ultradzwigkowe oddziatywanie na badany
materiat (sonoluminescencja), np. na tkank¢ nowotworowa (Kim i wsp. 2008),
oddziatywanie falami elektromagnetycznymi (radioluminescencja), np. przez
emisj¢ promieniowania gamma na kwasy humusowe (Goraczko i Stawinski
2004). Luminescencja indukowana polem lub pradem elektrycznym nosi nazwe
elektroluminescencji (Hung i Chen 2002), a jej szczegdélnym przypadkiem jest
elektrycznie generowana chemiluminescencja zwana elektrochemiluminescencja
(Miao 2008). Emisja $wiatla z naswietlonej uprzednio probki podczas zmian
temperatury to termoluminescencja (Ducruet J. 1 Vass 2009).

Przedstawiony powyzej sposob Kklasyfikacji i podziatu luminescencji
z obiektow biologicznych jest do§¢ umowny i mozliwa jest jego modyfikacja
1 rozszerzenie.
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2. Zrodla ultrastabej emisji fotonowej z ukladow
zywych
Molekuty (M), ktéore emitujg fale elektromagnetyczne o dlugosci

1000—200 nm musza pochtona¢ dos¢ znaczng porcje energii, t.j. odpowiednio:
120-600 kJ/mol. Schematycznie mozna to zapisac:

M + energia—> M ——> M + hv.

Energia AE wzbudzajaca czasteczke, czerpana jest z uktadu biologicznego
w procesach egzoenergetycznych. Z termodynamicznego punktu widzenia
mozna zapisac:

AE <AH + AH",

gdzie AH jest entalpig reakcji chemicznej, natomiast AH" jest energig aktywacji.

Intensywno$¢ $wiecenia obiektu zalezy od kwantowych wydajnosci
procesow, ktore musza w nim zaj$¢ na drodze: od reakcji chemicznej substratow
do emisji kwantow przez produkty. Droge owych procesow przedstawia
schemat:

o

(I) (I)wzb C*—>C+hv

¢:¢ch.¢wzb.¢L,

C

gdzie:
O — chemiczna wydajnos¢ tworzenia produktu, den  =Ncic /Nasp
Owp — kwantowa wydajnos¢ wzbudzenia, Gwy =Nc/Neic
¢. — kwantowa wydajno$¢ luminescencji, ¢ =Np/N¢
¢ — ogdlna wydajno$¢ kwantowa, ) =Ny /Na+s

Nese — liczba produktow,

Nasg — liczba substratow,

N¢ - liczba produktéw w stanie wzbudzonym,
N — liczba emitowanych fotonow.
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Z wielu oszacowan wynika, ze wydajno$¢ kwantowa bioluminescencji jest
bliska jedno$ci. Wydajnos¢ kwantowa proceséw odpowiedzialnych za ultrastabe
$wiecenie organizméw ocenia si¢ natomiast na: 10"*-10"°. Znajac ogolng
wydajno$¢ kwantowa ¢ i mierzagc nat¢zenie S$wiecenia, mozna wyznaczy¢
absolutna szybko$¢ reakcji oraz stezenie substancji emitujacych promieniowanie
elektromagnetyczne.

Podsumowujgc — azeby wystapita chemiluminescencja, czyli przeksztatcanie
energii chemicznej w kwant energii elektromagnetycznej, w rozwazanych
przedziatach dlugosci fal (200-1000 nm), musza by¢ spetnione nastepujace
warunki:

1) musi byé wydzielona dostatecznie duza porcja energii AH + AH",

2) w reakcji wzbudzenia musi uczestniczy¢ molekuta posiadajgca odpowie-

dnie pasma energii dozwolonych umozliwiajgce pozadane wzbudzenia,

3) musza wystapi¢ odpowiednio duze wydajnoséci kwantowe: ¢y 1 dr.

Dla przyktadu, warunku pierwszego nie speinia podstawowa reakcja bio-
energetyczna, bezposrednio dostarczajgca komorce energii, to jest enzymatycz-
nie kontrolowana hydroliza adezynotrifosforanu (ATP) do adezynodifosforanu
(ADP). Energia swobodna tej reakcji jest zbyt mata (ok. 50 kJ/mol), aby
hydroliza ATP mogta by¢ zrodtem USL.

Wymienione warunki wyst¢powania chemiluminescencji sg jednak spetnione
w wielu innych reakcjach i procesach. Przede wszystkim przypisuje si¢ je: przej-
sciom tlenu singletowego lEg i lAg oraz jego dimoli Z(IZg) , 2(1Ag) i (lZg 1Ag) do
stanu podstawowego trypletowego 3Eg (patrz tabela 2.1). Po drugie — moga
stanowi¢ wynik deekscytacji zwiazkow karbonylowych (ketonow) '“(=C=0)",
bedacych w stanie trypletowym lub (rzadko) singletowym wzbudzonym.

Glownymi reakcjami, ktorym towarzyszy generowanie tlenu singletowego
1 zwigzkéw karbonylowych — po czegs$ci wzbudzonych, zachodzacymi w organiz-
mach biologicznych jest nieenzymatyczne i enzymatyczne utlenianie nienasyco-
nych kwaséw tluszczowych, bedacych gtdéwnym sktadnikiem bton komorko-
wych (peroksydacja lipidow) (Sugioka i Nakano 1976, Cadenas 1989, Prasad
i PospiSil 2011, Miyamoto i wsp. 2014). Uproszczony schemat reakcji
peroksydacji mozna przedstawic¢ nastepujaco:

0, LH
HO* —> LH —> L* ~— LOO* %» L+ —>
inicjacja prolongacja

terminacja:

LOO® + LOO*—> LOH + L=0" +°0, lub LOH + L=0 + '0,,
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chemiluminescencja:
L=0'—— L=0+hv, '0,——’0,+hv.

Do wytworzenia wzbudzonych ketonéw, moze dojs¢ takze w wyniku
rozpadu cyklicznych nadtlenkow (dwuoksyetanow):

| P I
| |—>(|:=o+c=o C=0'—>C=0 +hv,

W przypadku peroksydacji lipidow reakcja ta moze by¢ zapisana:
LOO® —> cykliczny nadtlenek —> L=0" + L=0.

Do powstania cyklicznego nadtlenku moze takze dojs¢ w wyniku przyts-
czenia czasteczki tlenu singletowego do podwdjnego wigzania nienasyconego
kwasu tluszczowego:

LH + '0, —> cykliczny nadtlenek — L=0" + L=0.

W komorkach ro$linnych tlen singletowy moze powstawac¢ nie tylko
w reakcjach peroksydacji lipidéw, lecz rowniez moze by¢ wytwarzany w wyni-
ku rozktadu H,O, , katalizowanego przez enzymy hemowe oraz peroksydazy
(Lehninger 1970). Czasteczka 'O, moze réwniez powstawaé w reakcjach
utleniania polifenoli i aldehydéw (Stawinska 1978, Watanabe i wsp. 1991).

Tabela 2.1. Przejscia w czasteczce O, z poziomdéw singletowych na poziomy trypletowe i odpo-
wiadajaca im dhugos$¢ fali — A oraz energia — E. Indeks v=1 oznacza pierwszy poziom wibracyjny

. . A E
Rodzaj przejscia [nm] [kJ/mol]

205('T%) = 20,027 382 313,4
0,('T*)('A) = 20,027 478 250,5
20,('Agv-1 = 20,27, 580 206,4
204('Ap) = 20,C27,) 634 188,9
20,('Ap) = 20,07 ) 703 170,3
0,('T*) - 0,27y 762 157,1
0,('T*) = 0,07 ) 865 138,4
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Ketony oraz tlen singletowy powstaja takze w reakcjach rekombinacji
rodnikow (patrz terminacja w procesie peroksydacji lipidow). Szczegdlnym
przypadkiem proceséw wolnorodnikowych, prowadzacych do chemilumines-
cencji, sa reakcje indukowane chemicznie wymiang elektronu (CIEEL —
,chemically initiated electron exchange luminescence”) (Schuster i Horn 1982).
Chemiluminescencja towarzyszaca reakcjom rodnikowym zostata szeroko
opisana w pracach: Cadenas 1989, Cilento i Adam 1995, Voeikov 2001,
Vladimirov i Proskurnina 2009.

Zarowno tlen jak i1 ketony uczestniczg w wielu reakcjach katabolicznych, np.
w tancuchu oddechowym. Dlatego tez trudno jest w badaniach USL, prowa-
dzonych in vivo, odpowiedzie¢ na pytanie w jakiej czeSci komorki dochodzi do
wytwarzania wyzej wymienionych produktow.

Zrédlem chemiluminescencji moga by¢ takze reakcje zwigzane z przeno-
szeniem elektronu z donora D na akceptor A:

D+A" »°D'+'A ub D+A" - D" +'A.

Produkty donora w stanie wzbudzonym D" i 'D” sa odpowiednio zrodlem
fosforescencji i fluorescencji. Wzbudzenia te zachodza bez udziatu tlenu
(Marcus 1 Sutin 1985, Cilento i Adam 1995). Ponadto zrodtem USL moga by¢
zmiany konformacyjne duzych czasteczek, np. DNA (Popp i wsp. 1984 b) oraz
hydratacja wielu bioczasteczek, zwigzana np. z pgcznieniem okrywy nasiennej
lub btony przetrwalnika (Tryka 2006, Liang i wsp. 2013).

Istotnymi zwigzkami chemicznymi, majagcymi wplyw na chemilumines-
cencje, sg tzw. sensybilizatory lub inaczej — fotouczulacze. Proces sensybilizacji
polega na tym, ze produkt w stanie wzbudzonym, ulegajacy deekscytacji bezpro-
mienistej, moze przekaza¢ energic wzbudzenia czasteczce (sensybilizatorowi),
ktéra w wyniku dostarczenia jej energii ulegnie deekscytacji promieniste;j.
Zjawisko to dodatkowo zwigksza kwantowa wydajno$¢ luminescencji (¢r).
W ultrastabej luminescencji roslin rolg akceptoréw energii spelniaja m. in.:
chlorofil, flawiny, pochodne indolu.

Chemiluminescencja sensybilizowana lucyferazg wystgpuje w wielu
przypadkach bioluminescencji (Steinberg i wsp. 1995). Zjawisko to wykorzys-
tywane jest przez badaczy do ,.chemicznego wzmocnienia” USL poprzez
zadanie $wiecagcemu obiektowi badanemu — sensybilizatorow posiadajacych
duzg wartos$¢ ¢, takich jak luminol czy lucygenina (Kalbhen 1980).

Cickawg koncepcje, opartg na transferze energii wzbudzonych czasteczek,
zaproponowal Cilento. Polega ona na tym, ze wzbudzone czasteczki mogg
przekazywac swoja energi¢ na inne czasteczki, uczestniczace w wielu istotnych
procesach zyciowych komorki, wywotujac w nich procesy fotochemiczne.
Teoria ta nosi nazwe ,,fotochemii bez §wiatta” (Cilento 1988).

Zjawiskiem odwrotnym do sensybilizacji jest bezpromieniste wygaszanie
czastek wzbudzonych. Takim efektywnym — powszechnie wystepujacym
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»wygaszaczem” wzbudzonej energii sg czasteczki wody, stanowigce typowe
srodowisko komorkowe.

Podstawowe emitery USL z frakcji komoérek oraz catych organizméw roslin-
nych, wraz z odpowiadajacymi im dtugosciami emitowanych fal elektromagne-
tycznych z zakresu 300900 nm, przedstawiono schematycznie na rysunku. 2.1.
W tle widoczna jest krzywa czutosci spektralnej (1) stosowanych
fotopowielaczy.

478 580 634 865
4
a1 ]
300 400 500 600 700 800 900
dtugosé fali - A (nm)

Rys. 2.1. Wazniejsze emitery USL ro$lin, umiejscowione na osi obrazujacej dlugosci fal
elektromagnetycznych na tle krzywej czulosci spektralnej (1) stosowanych fotopowielaczy
(THORN EMI 9558 z fotokatoda S-20). Pod wykresem zaznaczono obszar §wiatla widzialnego.
Dalsze oznaczenia: (2) — czg§¢ zakresu spektralnego promieniowania mitotycznego (190-350 nm)
(wg Quickenden i Que Hee 1974); (3) — zakres emisji grup karbonylowych (350-540 nm)
(wg: Cadenas 1984, Federova i wsp. 2007); (4) — fluorescencja FMN w roztworze wodnym
(wg Nishimura i Tsuboi 1978); (5) — opdzniona fluorescencja z chloroplastow (maks. dla 685
1730 nm) (wg Hideg i wsp. 1989). Niebieskie strzatki oznaczaja emisje tlenu singletowego
(strzalki pelne dla 762 i 865 nm) oraz jego dimoli (strzalki puste) przy przejsciu do stanu
trypletowego (patrz tabela 2.1)

Literatura przegladowa na temat ultrastabej luminescencji obiektow
biologicznych (w tym takze i ros$lin) jest juz do$¢ obszerna, warto jednak
zwroci¢ uwage na nastgpujace pozycje: Abeles 1986, Stawinski 1989, Radoti¢
i wsp. 1998, Integrative biophysics 2003; Nissen 2006, Ives i wsp. 2014, Cifra
1 Pospisil 2014, Rafii-Tabar i Rafieiolhosseini 2015.
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3. Stosowane metody i techniki pomiarowe

3.1. Metoda zliczania pojedynczych fotonow

Do detekcji 1 rejestracji ultrastabej emisji fotonowej stosuje si¢ metode
zliczania pojedynczych fotonow (Single Photon Counting — SPC) z wykorzys-
taniem ultraczutych fotopowielaczy. Zakres spektralnej czutosci tych urzadzen
mozna modyfikowaé poprzez odpowiedni sktad materialu fotokatody, za§ szumy
i prad ciemny obniza¢ poprzez ich chtodzenie.

Pomiary ultrastabego $wiecenia badanych obiektow dokonywano na dwoch
stanowiskach pomiarowych wykonanych we wlasnym zakresie z zastosowaniem
kasety CAMAC firmy Polon. Jako detektory fotonow uzyte byly dwa wyselek-
cjonowane fotopowielacze — odpowiednio czute i posiadajgce niski poziom
szumoéw wilasnych (Zherebin i Sava 1980). Stanowiska pomiarowe wyposazone
byly w fotopowielacze THORN EMI 9558A z wielokatalityczng fotokatoda
S-20 (Na - K - Cs - Sb) o podwyzszonej czutosci w zakresie dlugofalowym
widma oraz o $rednicy powierzchni efektywnej 45 mm. Czulo$¢ spektralna
uzytych fotopowielaczy (przedstawiona na rys. 3.1) umozliwiata pomiar §wiatta
z zakresu widzialnego z niewielkimi przedziatami przypadajacymi na czg$¢
ultrafioletowa i podczerwong widma. Warunki pracy stosowanych fotopowie-
laczy oraz niektdre ich dane katalogowe przedstawiono w tabeli 3.1.
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Rys. 3.1. Wydajnos¢ kwantowa (QE) oraz czutos¢ (E) fotokatody S-20 (na podstawie danych
katalogowych producenta)
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Tabela 3.1. Warunki pracy oraz dane katalogowe fotopowielaczy uzytych do badania USL

Fotopowielacze Stan. pomiar. nr 1 Stan. pomiar. nr 2
EMI 9558A (rys.3.2) (rys. 3.3)
Napigcie pracy (Ux.a) 1300 V 1350V
Temperatura pracy 260 K 265 K
Prad ciemny anodowy (I) | 4}, Uf_ff ?1 50v) | (dla UKZ_;l z ?3 80 V)
Czutos¢ ogolna fotokatody 158 pA/Im 176 pA/lm
Maksymalne napigcie Uy 4 1520V 1900 V

Kazdy z fotopowielaczy polaczony byl ze wzmacniaczem, ktory oprocz
wzmacniania impulsow wychodzacych z fotopowielacza peit funkcje dyskry-
minacji impulséw oraz ich formowania do poziomu TTL. Dyskryminacja miala
na celu odcigcie impulsow niskopoziomowych, bgdacych w glownej mierze
wynikiem szumoéw wilasnych fotopowielacza. Taki zabieg zwigkszal stosunek
sygnalu do szumu na wyjSciu wzmacniacza. W celu zmniejszenia pradu
ciemnego i tym samym wzrostu stosunku — sygnal/szum, fotokatoda fotopowie-
lacza byla chlodzona do odpowiednio niskiej temperatury (patrz tab. 3.1).
Stosowane fotopowielacze szerzej scharakteryzowano w katalogu producenta
(THORN EMI 1993).

Schemat stanowiska pomiarowego nr 1 przedstawiono na rysunku 3.2.
Zasada dziatania calego urzadzenia jest nastepujaca. Fotony z probki (PR) sa
rejestrowane i zamieniane przez fotopowielacz (PMT) na impulsy elektryczne,
ktére z kolei sa3 wzmacniane i ksztalttowane we wzmacniaczu (WZM) oraz
rejestrowane przez licznik (LICZ) i komputer za posrednictwem interfejsu
(INT). Przez cylindryczny ptaszcz (P), okalajacy fotopowielacz i wzmacniacz,
przeplywa ciecz (Cht) schladzana w klasycznej zamrazarce. Pozwala to obnizy¢
temperaturg fotopowielacza do 260 K. Odpowiednig stabilizacj¢ temperatury
fotokatody fotopowielacza uzyskuje si¢ przy pomocy czujnika temperatury
umieszczonego w poblizu fotokatody, ktory steruje praca pompy cieczy chilo-
dzacej. W komorze $wiattoszczelnej (K) umieszczony jest stolik obrotowy (SO)
w ksztalcie okraglej tarczy z sze$cioma otworami, umozliwiajacymi umieszcze-
nie naczyniek z probkami pomiarowymi (PR). Taka konstrukcja umozliwia
r¢czne ustawianie wybranych probek pod fotopowielaczem. Naczynka
wykonane ze szkta, majg ksztatt potkuli o $rednicy 48 mm. W celu zmniejszenia
strat emitowanego przez probke bardzo stabego $wiatta, naczynka pokryto
warstwa odbijajaca $wiatto, a migdzy probka a fotopowielaczem umieszczono
soczewke skupiajaca (S). Z tego samego wzgledu w konstrukcji urzadzenia
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niezmierniec wazne bylo maksymalne przyblizenie badanej probki do
powierzchni fotopowielacza. W gornej czgéci $wiattoszczelnej komory znajduje
si¢ kanalik (JN) z membrang gumowsg, umozliwiajacy iniekcj¢ odpowiedniej
substancji do uprzednio wybranego naczynka z probka. Zaréwno komora (K) jak
i cylinder z fotopowielaczem oraz wzmacniaczem, sg ekranowane w celu

ochrony przed zakloceniami elektromagnetycznymi. Interfejs

(INT), licznik

(LICZ) i zasilacz (Z), dajacy niskie (NN) oraz wysokie (WN) napigcie

— stanowig moduly kasety CAMAC firmy Polon.

_

_CAMAC

- - ez |

=cht | | i

—INT

WZM i |

I «~{WN :

P P ~INN z

PMT /§ | |

Chi<— | N

N \\ \|
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KOMPUTER

Rys. 3.2. Schemat blokowy urzadzenia (stanowisko nr 1) do pomiaru intensywnos$ci USL:
PMT - fotopowielacz, WZM - wzmacniacz, P — plaszcz z ciecza chtodzaca, Cht — ciecz
chlodzaca, S — soczewka, K — komora §wiattoszczelna, SO — stolik obrotowy, PR — naczynka

z probkami, JN — otwor iniekeyjny, INT — interfejs, LICZ — licznik, Z — zasilacz
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Schemat stanowiska pomiarowego nr 2 przedstawiono na rysunku 3.3.
Urzadzenie to pozwala na pomiar rozkladu spektralnego ultrastabej
luminescencji badanej probki. Zasada pracy tego urzadzenia przedstawia si¢
nastgpujaco. Fotony z probki (PR), po przej$ciu przez okienko tarczy (T)
zfiltrami i przez szybg ze szkla, oddzielajaca fotopowielacz od komory
z filtrami, trafiaja na fotokatod¢ fotopowielacza (PMT). Impulsy napigciowe
z fotopowielacza (PMT) sa wzmacniane, dyskryminowane i formowane w bloku
wzmacniacza (WZ). Impulsy te sa rejestrowane przez KOMPUTER-1 za
posrednictwem sterownika (ST). Obrotowa tarcza (T) ma 24 okienka,
przystosowane do umieszczenia w nich filtrow. Tarcza jest napgdzana silnikiem
krokowym (SK), sterowanym za pomocg KOMPUTERA-1 przez sterownik (ST)
zasilacza (ZSS).

I I
kamputer-1

-
Fs

F

=]

—|
:

+
N
—

Z5-1

RT 21

kormputer-2 ——+——— zZ5-2

-

Rys. 3.3. Schemat blokowy urzadzenia (stanowisko nr 2) do pomiaru intensywnosci i rozktadu
spektralnego ultrastabej luminescencji (objasnienia w tekscie)

Dzi¢ki odpowiedniemu programowi, komputer zapewnia w pelni zautomaty-
zowang prac¢ uktadu. Oprocz zliczania impulséw pomiarowych, steruje on
czasem trwania pomiaru oraz przesuwem zadanych programowo kolejnych

26



okienek tarczy (T). Tarcza z filtrami (T), fotopowielacz (PMT) oraz probka
(PR), sa odizolowane od dostepu swiatla z zewnatrz. Pojemnik z higroskopijnym
zelem (ZEL) zabezpiecza przed zawilgoceniem tarcze (T) z filtrami. Optyczny
czujnik (C) potozenia startowego tarczy z filtrami zapewnia centralne potozenie
filtrow miedzy fotopowielaczem a probka. Fotopowielacz (PMT) jest chtodzony
za pomocg termoelektrycznych modutéow Peltiera (Ch). W modul Peltiera
wyposazony jest takze stolik z probka pomiarowa, co umozliwia ptynng zmiang
temperatury badanej probki w przedziale od 0 do 45°C. Stabilng prace
w zakresie zadanych temperatur (zard6wno probki jak i fotopowielacza) zapewnia
regulator temperatury (RT), ustalajacy (poprzez czujniki sterujace zasilaczami
Z8S-11 ZS-2) wymagane temperatury. Probka pomiarowa (PR) umieszczana byta
w cylindrycznym, metalowym, chromowanym naczyniu o $rednicy 48 mm
1 wysokos$ci 30 mm.

Temperatura probki byla mierzona za pomoca sondy pomiarowe;j,
umieszczonej w naczyniu z probka, podtaczonej do miernika temperatury (MT)
i rejestrowana przez KOMPUTER-2. Zasilanie wysokiego napigcia (WN) oraz
niskiego napigcia (Z-1), jest realizowane za pomoca kasety CAMAC firmy
Polon. (Z-2) to oddzielny zasilacz napigcia symetrycznego wzmacniacza (WZ).

Zagadnienia zwigzane z technikg zliczania pojedynczych fotonéw z uktadow
biologicznych za pomoca fotopowielaczy przedstawiono szerzej w pracach:
Inaba 1988, Shimizu i in. 1973, Ellis 1999.

3.2. Pomiar rozkladu spektralnego ultrastabej luminescencji

Pomimo zastosowania bardzo czutej aparatury pomiarowej, niezwykle trudno
jest uzyska¢ rozktad spektralny takiego promieniowania, ktdrego natg¢zenie
przewyzsza tto zaledwie dwa do pigciu razy. Gdyby umiesci¢ pomigdzy
detektorem, a probkg — filtry pasmowe, przepuszczajgce promieniowanie
w okreslonym waskim przedziale czgstosci, to ograniczatoby to bardzo sygnat
pomiarowy 1 tak slabego juz promieniowania. Ponadto filtry pasmowe
(interferencyjne) powodujg rozproszenie promieniowania elektromagnetycznego
padajacego na nie pod szerszym katem. Z tego tez powodu zastosowana zostata
metoda filtrow granicznych (cut-off filters) (Inaba 1988, Stawinski 1989 —
s.148-154, Tryka 1998), zaproponowana w 1965 r. przez Wassileva (Vassilev
1965). W metodzie tej stosowane sg filtry przepuszczajace promieniowanie
w dlugofalowej czeSci widma, z ostrg granica krotkofalowa. Wykorzystujac
szereg takich filtrow, dla ktorych ditugosci fal granicznych pokrywaja cale
pasmo pomiarowe (ograniczone najczesciej charakterystyka —detektora)
w przyblizeniu w statych przedziatach dilugosci fal, mozemy z rdéznicy
transmitancji kolejnych sasiednich filtrow uzyska¢ pasmowe widmo spektralne
w interesujacym nas przedziale dtugosci fal.
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Rys. 3.4. Charakterystyka spektralna uktadu pomiarowego =z filtrami typu cut-off:
A —transmitancja (T) filtrow firmy SCHOTT o grubosci 1 mm na tle czuloéci fotopowielacza
THORN EMI 9558 (E); B — zmodyfikowane czutosci uktadu filtr + fotopowielacz (T-E);
C —rbznica transmitancji sasiednich filtrow przemnozona przez czulo$¢ fotokatody (AT-E).
Rysunek sporzadzono na podstawie danych katalogowych stosowanego fotopowielacza i filtrow
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W przedstawionych w niniejszej pracy pomiarach rozktadu spektralnego
ultrastabej luminescencji stosowano 20 filtrow typu ,,long pass filters” niemiec-
kiej firmy SCHOTT. W Aneksie 1 umieszczono oznaczenia stosowanych filtrow
oraz graniczne dtugosci fal odpowiadajace potowie transmitancji maksymalne;.
Zalezno$¢ transmitancji — T wybranych filtrow SCHOTT i czuloéci spektra-
Inej — E stosowanego fotopowielacza od dlugosci fali przedstawia rysunek 3.4A.
Transmitancj¢ okre§lamy jako stosunek przenoszonej przez promieniowanie
energii opuszczajacej filtr do energii padajacej na powierzchnig filtru. Natomiast
czutos$¢ spektralna fotopowielacza, okreslana jest jako stosunek natezenia jego
fotopradu do mocy S$wiatla padajacego na fotokatode. Wartos¢ obu tych
wielkosci jest wyznaczana dla danej dlugosci fali. Jezeli przemnozymy czutos¢
fotopowielacza przez transmitancj¢ stosowanych filtrow, to otrzymamy
zmodyfikowang czuto$¢ uktadu filtr — fotopowielacz (rys. 3.4B).

Natezenie fotopradu w obecnosci filtru umieszczonego na drodze promienio-
wania padajacego na fotopowielacz mozna okresli¢ nastgpujacym wyrazeniem:

yl

=7 [ E ) L) Tad) i
Ak
gdzie:
k — numer filtru,
A — krotkofalowa granica przepuszczalnosci filtru,
As  — dlugofalowa granica czulosci fotopowielacza,

IL(A) — natezenie o$wietlenia czyli gesto§¢ promieniowania na
jednostke zakresu dtugosci fali,

E(\) — spektralna czutos¢ fotopowielacza,

Y — wspotczynnik proporcjonalnosci zalezny od wyboru jednostek.

Jesli wykona si¢ pomiary dla dwoch kolejnych filtréw ustawionych na drodze
analizowanego promieniowania (rys. 3.4C), to réznica odpowiadajgcych im
fotopradow charakteryzuje nate¢zenie promieniowania emitowanego przez
badany obiekt w obszarze mi¢dzy krotkofalowymi granicami filtrow:

AO’
Aikl = ik - il = J.E I}\ (Tk - Tl) d}\,
Z’k
Dla wigkszo$ci filtrow maksymalna warto§¢ przepuszczalnosci jest
jednakowa i dla danego filtru zaczyna si¢ od pewnej diugosci fali A, , co

pozwala zmieni¢ przedziat calkowania A, na Ay . Wylaczajac przed znak catki
(I).)x1 — $rednig w przedziale (A - Ay ), otrzymuje sig¢:
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Aig
Aikl = (Ik)kl IE (Tk - T] ) dA.

A

Roznica pradow Aiy jest rowna iloczynowi $redniego nat¢zenia $wiecenia
z przedzialu od A, do Ay i calki, ktéra okazuje si¢ by¢ statym wspoétczynnikiem
aparaturowym cy; dla danej pary filtrow. Wspotczynniki

ﬂ'k!

Ckl = J.E (Tk - T]) dA
Ak

obliczono dla kompletu stosowanych filtrow na podstawie ich transmitancji
katalogowych oraz krzywej czulosci spektralnej fotopowielacza EMI 9558,
stosujagc odpowiedni program komputerowy. Ostatecznie $rednie natgzenie
luminescencji w danym przedziale okre$lamy jako:
Al
h)w=—2.

Cu

W praktycznym zastosowaniu warto$¢ Al zastepuje si¢ roznicg liczby
impulsow zarejestrowanych dla dwoch kolejno wstawionych filtrow przed
okienko fotopowielacza.

Zasadnicza niedogodno$cia powyzszej metody pomiarowej, pozwalajacej
uzyska¢ rozktad widma USL jest: ograniczona rozdzielczo$¢ spektralna
(AN > 10 nm) oraz do$¢ mata powtarzalnos¢ wynikdéw, co wymaga odpowiednio
wielu powtorzen pomiarow. Wydluzony okres cyklu pomiarowego stanowi
istotny problem w badaniach struktur, w ktorych USL zmienia si¢ dynamicznie.
Jednak metoda filtréw granicznych pozwala mierzy¢ rozktad spektralny USL
z najwickszym stosunkiem sygnatu do szumu.

3.3. Obrazowanie ultrastabej luminescencji

Pomiar ultrastabej emisji fotonowej z wykorzystaniem metod zliczania
pojedynczych fotonéw, opisanych w poprzednich podrozdziatach, pozwala
jedynie na obserwacj¢ sumarycznego sygnalu emitowanego przez badany obiekt
znajdujacy si¢ w polu widzenia fotokatody. Nie daje to zatem mozliwos$ci
przypisania emisji do danego obszaru i obserwacji zmian emisji zachodzacych
w poszczegolnych fragmentach badanego organizmu. Aby uzyskaé mozliwos¢
zarejestrowania zmian natg¢zenia emisji promieniowania elektromagnetycznego
dochodzacego z powierzchni badanych obiektow w funkcji polozenia, tzn.
I=1f(x,y), mozna zastosowa¢ metod¢ obrazowania w technice zliczania
pojedynczych fotonoéw (Single Photon Counting Imaging — SPCI) (Kobayashi
2014). Nalezy przy tym podkresli¢, ze o ile normalna fotografia ukazuje obraz
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przedmiotu w $wietle odbitym, to obraz luminescencyjny stanowi zapis emisji
wiasnej obiektu, rejestrowany w ciemno$ci. Tak wigc metoda SPCI pozwala na
uzyskanie informacji o zmieniajacych si¢ w czasie i przestrzeni cechach
obserwowanego uktadu biologicznego.

Zarowno powierzchniowy rozktad luminescencji 1 = f(x,y), jak 1 pozostate
parametry $wiecenia, tj. kinetyka zmian intensywnoS$ci, sumaryczne nat¢zenie
swiatla, rozktad spektralny oraz rozktad statystyczny liczby zliczanych impul-
sOw w wybranym przedziale czasu, jest powigzany z parametrami biochemicz-
nymi oraz fizjologicznymi. Wskazujg na to zmiany wartosci liczbowych tych
wielko$ci w réznych warunkach stresu, np. radiacyjnego, temperaturowego czy
oksydacyjnego (Kobayashi i wsp. 1999). Zatem caly zbiér wymienionych
parametréw ultrastabej luminescencji, lub ktory§ wybrany sposrdd nich, moze
by¢ wykorzystany jako wskaznik stopnia zaburzenia homeostazy. Rozktad
powierzchniowy luminescencji pozwala dodatkowo zlokalizowaé centra tych
zaburzen.

Przedstawiana technika umozliwia rejestracj¢ zarowno ultrastabej emisji
promieniowania elektromagnetycznego (10°—5-10° fotonow/(cm’s)), jak rowniez
promieniowania fluorescencyjnego (10'—10" fotonéw/(cm® s)). Dla $wiatta o
dlugosci fali A = 550 nm daje to sumaryczny zakres zastosowania dla
powierzchni o natgzeniu o$wietlenia 10°—10 luxa (Suzuki i Inaba 1989).
Schemat aparatury stosowanej w badaniach z wykorzystaniem techniki obrazo-
wania luminescencyjnego (SPCI) przedstawiono na rysunku 3.5. Badania
przeprowadzono w Instytucie Chemii i Elektrochemii Technicznej Politechniki
Poznanskiej. Urzadzenie obrazujace (,,Night Owl” LB 981), wyposazone jest
w wolno odczytujaca, o$wietlang od tylu matryce CCD, chtodzong ptytkami
Peltiera i powietrzem. Elementy te umieszczone sg w §wiatloszczelnej komorze
pomiarowej, w ktérej umieszcza si¢ badany obiekt (rys. 3.6). Urzadzenie
wspolpracuje z programem Winlight, ktory umozliwia akwizycj¢ i obrobke
uzyskanych danych. Mozliwo$ci programowe WinLight zostaty rozszerzone
o zestaw narzgdzi programistycznych FCT v. 1.1 (Gorski i wsp. 2002).
Przetwornik obrazujacy CCD (Charge Coupled Device) w komorze jest
akumulujgca pamigcig obrazu. Oznacza to, ze kazdy rozbtysk, ktory ma miejsce
w czasie ,zliczania” fotoné6w z probki jest zapamictywany, z jednoczesng
informacja o jego nat¢zeniu (jako odpowiedniej wielkosci fadunek) i o potozeniu
w przestrzeni XY. Wygenerowany ladunek na drodze efektu fotoelektrycznego
w kazdym pikselu, tj. komorce stanowigcej element $§wiatloczuly matrycy
potprzewodnikowej CCD jest zamieniony na sygnat napigcia, ktory nastepnie
zostaje przetworzony w posta¢ cyfrowa. Reprezentacja cyfrowa obserwowanego
obrazu jest transferowana do komputera, gdzie zostaje poddana kolejnej
obrobce. Uzyskiwane obrazy sg zapisywane w 16-sto bitowej skali szaro$ci
w formacie FTS. Kolorowy obraz badanego obiektu uzyskuje si¢ w procesie
pseudokoloryzacji, gdzie poszczegdlnym barwom odpowiadaja dane natgzenia
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swiecenia. W wykorzystywanej aparaturze Molecular Light Imager rozdziel-
czo$¢ przetwornika CCD wynosita 512 x 494 pikseli, przy mozliwych
rozmiarach probki od 3 x 3 ¢cm do 25 x 25 cm. W danym cyklu pomiarowym
obserwacji $wiecenia glonow, w $wiattoszczelnej komorze umieszczano
zazwyczaj kilka porcelanowych kuwet o rozmiarach 4 x 6 cm z roztworem
APW i badanymi ro$linami Nitellopsis obtusa. Dla ewentualnej korekty
znajdowal si¢ tam rowniez wzorzec luminescencyjny o staltym natezeniu
Swiecenia Zakres widmowy mierzonego promieniowania miescil si¢
w przedziale 200-1100 nm, za§ wydajnos¢ kwantowa wynosita 65% dla
A =550 nm.

1 2 SHRLEVLELD LA
\ - . VRALLTTITLRLD
LN 1 0
I 1 11 /
/. \ ~ L
9
/ N
7 8

Rys. 3.5. Schemat urzadzenia obrazujacego (Molecular Light Imager) “Night Owl” produkcji
EG&G.BERTHOLD: 1 — prdobka; 2 — obiektyw; 3 — matryca CCD; 4 — chlodziarka termoelek-
tryczna Peltiera (-73°C); 5 — kamera; 6 — radiator z wentylatorem; 7 — zasilacz; 8 — termostat;
9 — interfejs kamery; 10 — lacze transmisji sygnatow sterujacych kamera; 11 — tacze transmisji
obrazu. 12 — komputer z oprogramowaniem sterujgcym

Optymalne zarejestrowanie obrazu luminescencyjnego wiaze si¢ z wieloma
trudnos$ciami eksperymentalnymi, z ktorych najbardziej istotnym elementem jest
wlasciwy dobor czasu ,zliczania”, czyli akwizycji impulsow $wietlnych
z powierzchni obiektu. Nalezy mozliwie precyzyjnie przewidzie¢ dynamike
procesow, ktorym towarzyszy ultrastabe $wiecenie. Zbyt krotki czas moze
skutkowac niewtasciwa oceng (np. wnioskiem, ze mamy do czynienia z brakiem
emisji), natomiast zbyt dlugi okres zbierania impulsow uniemozliwia zaobser-
wowanie szybkich zmian; nastgpuje sumowanie krotkich rozbtyskow.
Zazwyczaj stosowane czasy akwizycji wynosza od kilku do kilkunastu minut.
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Rys. 3.6. Swiattoszczelna komora pomiarowa urzadzenia Night OWL
(Berthold Technologies 2015)

Przy obrazowania obiektow znajdujgcych si¢ pod powierzchnig wody (co ma
miejsce dla komodrek glonow Nitellopsis obtusa), pojawiaja si¢ dodatkowe
efekty z tym zwiazane. W przypadku obiektu punktowego, znajdujacego si¢
w powietrzu, do detektora dociera $wiatlo w obrebie kata brylowego, ktory
ograniczony jest wielkoscia powierzchni detektora rejestrujacej wigzke
padajaca. Natomiast gdy zrodlo punktowe §wiatla znajduje si¢ w innym o$rodku
przezroczystym (np. w wodzie), wowczas §wiatto padajace na powierzchnig
wody wychodzi zniej pod katem wickszym od kata padania, przez co czgs$é
swiatla nie dociera do powierzchni detektora. Natomiast §wiatlo emitowane
z probki pod katem wigkszym od kata granicznego ze wzgledu na zjawisko
catkowitego odbicia wewnetrznego zostanie zatrzymane wewnatrz cieczy, dajac
artefakty w postaci $wiecgcych krawedzi kuwet. Dlatego do analizy obrazéw
luminescencyjnych komorek glonéw Nitellopsis obtusa zanurzonych w wodzie
wybierano ro$liny odlegte od krawedzi $cianek naczynia, oraz te obszary
komorek, ktore nie stanowity miejsc ich skrzyzowan. Unikano w ten sposob
sumowania si¢ emitowanego $wiatla lub niekontrolowanego pochtaniania
fotondéw przez przestaniajace czgsci roslin.
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4. Charakterystyka i preparatyka badanego
materialu

4.1. Rosliny Nitellopsis obtusa

Badania prowadzono gtownie na glonach Nitellopsis obtusa (Desvaux)
J. Groves. Sg to ro$liny z gromady Zielenic (Chlorophyta), rzad Ramienice
(Charales) (Patechaty i Pukacz 2008, Feist i in. 2005) rodziny Characeae,
podrodziny Charoideae, stosowane w wielu o$rodkach jako materiat modelowy
(Tazawa 2011).

Do badan wybrano te ro$liny, gdyz sg one dobrze poznane, zwlaszcza
w aspekcie ich budowy. Dhugie, cylindryczne komorki, tatwosé hodowli, jak
itez mozliwo$¢ obserwacji ruchu cytoplazmy sa powodem, Ze na roslinach
Characeae wykonano bardzo wiele badan, gléwnie elektrofizjologicznych. Nie
s3 znane wczesniejsze badania ultrastabej luminescencji przeprowadzane na tych
roslinach, dlatego tez ich wykonanie wydato si¢ bardzo interesujace.

Glony Nitellopsis obtusa (rys. 4.1) zbudowane sa z zielonej plechy oraz
bezbarwnych chwytnikéw (ryzoidoéw), przytwierdzajacych rosling do podtoza.
Zielong pleche stanowig komorki mig¢dzyweztowe nibytodygi rozdzielone
weztami, z ktoérych promieniScie wyrastajg nibyliscie z przylistkami. Diugo$¢
rosliny moze osiggaé 1 m. Srednica komoérek miedzyweztowych dochodzi do
1,5 mm, natomiast dlugos$¢ tych komoérek moze przekraczaé 10 cm.

Nitellopsis obtusa jest rosling wieloletnig (w warunkach mniej korzystnych
moze by¢ jednoroczna) oraz dwupienng. Okazy zenskie sg rzadsze od meskich.
Od potowy lata do p6znej jesieni wytwarzaja plemnie i lggnie wystepujace przy
nibylistkach. Zaptodnione legnie przeksztalcaja si¢ w oospory (rys 4.1 D), ktore
po opadni¢ciu na dno mogg da¢ poczatek nowej roslinie. Jednak rosliny te
najczesciej rozmnazajg si¢ wegetatywnie za pomocg gwiazdzistych bulwek (rys.
4.1 E), powstajacych w dolnych cz¢sciach nibylodygi lub w chwytnikach.
Charakterystyczna budowa bulwek przyczynia si¢ do do$¢ tatwego odrdzniania
Nitellopsis obtusa od innych gatunkow rodziny Characeae (Dambska i Karpinski
1954, Patechaty i Pukacz 2008).

Komoérki miedzyweztowe (rys. 4.1 F) sa wielojadrzastymi komoérczakami.
Oddzielajaca je od otoczenia $ciana komoérkowa jest nieokorowana, co umozli-
wia mikroskopowe obserwacje ruchu cytoplazmy. W zewnetrznej warstwie
komorki, migdzy plazmalemmg, a wigzkg aktynowsg, znajduje si¢ przytwier-
dzona do tej drugiej — warstwa chloroplastow. Inne organelle komorkowe
znajduja si¢ w czeSci cytoplazmatycznej komorki. Cze$¢ organelli podlega
ruchowi cyrkulacyjnemu wzdtuz komorki, a pozostate przytwierdzone sa do
wigzki aktynowej poprzez miozyng cytoplazmatyczng. Ruch cytoplazmy jest
zwiagzany z oddzialywaniem wigzki aktynowej z cytoplazmatycznymi czastkami
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Rys. 4.1. Widok rosliny Nitellopsis obtusa A) plecha, B) chwytnik, C) wezel, D) oospora,
E) bulwka, F) przekroj podluzny przez komorke migdzywezlowa (strzatki oznaczaja kierunek

przeptywu cytoplazmy), G) zdjecie glonu (badania wtasne)
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miozyny (Shimmen i Yokota 2004, Peremyslov i wsp. 2015). Wnetrze komorki
stanowi odgraniczona tonoplastem wakuola (wodniczka), zawierajaca sok
komérkowy, w ktorego sktad wchodzg substancje zapasowe oraz niepotrzebne
juz produkty metabolizy. Wezty (rys. 4.1 C) oddzielajace komorczaki, zawieraja
niewielkie komorki weztowe oraz umiejscowione w ztaczach miedzykomorko-
wych, wypelione cytoplazmg — kanaty o §rednicy okoto 50 nm zwane plazmo-
desmami. Wezly posredniczag w transporcie jondw, substancji odzywczych oraz
impulsow elektrycznych np. potencjalow czynnosciowych (Sibaoka 1966).

Glony Nitellopsis obtusa rosng prawie wylacznie w wodach stodkich,
najczesciej w jeziorach na glebokosci 1-7 m. Sa gatunkiem szeroko rozpo-
wszechnionym na potkuli pétnocnej, najbardziej zas w Europie pn. i Azji pn.

Rosliny do badan pozyskiwano z jeziora Zaglebocze kolo Lublina na
pojezierzu teczynsko-Wlodawskim, gdzie do$¢ obficie sg rozpowszechnione
(Fijatkowski 1959, Karczmarz 1975, Karczmarz 1980, Urbaniak i wsp. 2011).
Wylawiano je ze strefy przybrzeznej, z glgbokosci 1-3 m.

4.2. Przygotowanie roslin do badan

Rosliny Nitellopsis obtusa, pozyskiwane z jeziora Zaglebocze, hodowano
w akwariach, w wodzie z jeziora o pH od 7 do 8 i temperaturze 16-23°C,
w warunkach naturalnego o$wietlenia. Przed pomiarami rosliny przeptukiwane
byly woda kranowsg i destylowana oraz umieszczane w naczynkach pomia-
rowych (rozdziat 3.1) w formie niezaleznie zyjacych fragmentow roslin.

W najwczesniejszym okresie badan komorek Nitellopsis obtusa dobierano 30
mtodych komorek miedzyweztowych o podobnej dhugosci do 5 centymetrow
i oddzielano je od reszty rosliny. Komorkom tym obcinano takze nibylistki
znajdujace si¢ w weztach komodrkowych aby w jak najwigkszym stopniu
ujednolici¢ probke pomiarowa. Jednak jak okazato si¢ podczas rejestracji
obrazowania luminescencyjnego za pomocg aparatury Molecular Light Imager,
procedura odcinania nibylistkdw jest niewskazana, gdyz na skutek mecha-
nicznego ich uszkodzenia wprowadzano zaktocenia w spontanicznej ultrastabej
luminescencji komorek. W miejscach uszkodzen obserwowato si¢ dodatkowa,
duzo wigksza intensywnos$¢ emisji fotonowej i emisja ta utrzymywata si¢ na
wysokim poziomie znacznie dluzej niz emisja pozostalych cze$ci ro$lin
(rys. 4.2). Stwierdzono zatem, ze obrazowanie luminescencyjne moze stuzy¢ do
wykrywania uszkodzen mechanicznych w organizmach zywych co zostato
réwniez potwierdzone migdzy innymi przez Chen i wsp. (2003) oraz Morker
i Roberts (2011). W dalszych etapach pracy badawczej do pomiaréw pobierano
takie fragmenty roslin, ktore sktadaty si¢ tylko z dwodch lub trzech komorek
miedzyweztowych stanowigcych integralng cato$¢ i nie dokonywano zadnych
obcig¢ nibylistkow.

Probka zawierala w sumie (najczesciej) po 30 komorek migdzyweztowych,
mtodych, o niewielkich dtugosciach — do 5 cm. Rosliny w naczyniu pomiaro-
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wym zalewano 20 ml APW (artificial pond water) o sktadzie: 0.ImM KClI;
0.1mM NacCl; 0.1mM CacCl,, buforowanym 20 mM Hepesem, ktérego pH byto

ustalane na poziomie 7.4 —7.5 przy pomocy 10% NaOH.

Rys. 4.2. Obrazy luminescencyjne komorek Nitellopsis obtusa z obcigtymi nibylistkami otrzymane
w odstepie 0,5 godziny. Czas akwizycji wynosil 10 min. Widoczne mocne i utrzymujace sig¢
$wiecenie z obszaru uszkodzonych mechanicznie we¢ztéw. Maksimum luminescencji na skali
wynosi 18 zliczen/piksel

Cze$¢ probek przetrzymywano okoto 30 minut w roztworze APW
zawierajacym dodatkowo antybiotyki: 10 pg/cm’ streptomycyny i 20 pg/cm’
penicyliny G (Ggdziorowska 1983). Celem tego zabiegu byla eliminacja
bakterii, ktore mogly wystgpowaé na $Sciankach komoérkowych roslin i dawac
niepozadang wilasng emisj¢ USL. W celu sprawdzenia czy stosowane anty-
biotyki nie majg ubocznego wptywu na funkcjonowanie komorek, wykonywano
dodatkowe badania ruchu cytoplazmy i1 USL bezposrednio po dodaniu
antybiotykow do roztworu z ro$linami. Nie stwierdzono (w okreslonych
powyzej warunkach stezen i czasu) zadnych zaburzen stanu funkcjonalnego
wywotanego dziataniem antybiotyku.
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Wyhodowane szczepy bakterii 1 Zielenic (sposéb hodowli omoéwiono
w Aneksie II), bytujace na $ciankach glonow Characeae zostaty przebadane pod
katem intensywnosci ich ultrastabej luminescencji. Stwierdzono, ze intensyw-
no$¢ ich $wiecenia jest znikomo mata w stosunku do sygnatu uzyskiwanego
zroslin. Z tego tez powodu, dla wielu badanych probek rezygnowano z trakto-
wania ich antybiotykami.

Rosliny, dla ktorych rejestrowano — nie indukowang $wiatlem — ultrastaba,
spontaniczng luminescencj¢, przetrzymywane byly przez kilkanascie godzin
przed pomiarem w $wiattoszczelnej komorze aparatury pomiarowe;.

4.3. Izolowanie cytoplazmy, chloroplastow oraz Scianek
komorkowych

Otrzymywanie wyizolowanej cytoplazmy z komorek przeprowadzono
w dwojaki sposob. Dla uzyskania cytoplazmy bogatej w chloroplasty, po
obcigciu komorki z jednego jej kofica pozwalano wyptywac cytoplazmie
samorzutnie i delikatnie wyciskano ja do roztworu APW, az do chwili kiedy
scianki komorki stawaly si¢ mozliwie najstabiej zabarwione na zielono.
Procedurg ,,wyciskania” cytoplazmy koficzono w sytuacji, gdy pozostawata ona
w komorce na odcinku kilku milimetréw, po to aby uchroni¢ si¢ od ewentu-
alnych zanieczyszczen zgromadzonych na zewnetrznej stronie Sciany komorko-
wej, ktore przy calkowitym wyci$nigciu moglyby przedosta¢ si¢ do roztworu.

Cytoplazme¢ bogatsza w mitochondria otrzymano, dodajac do roztworu
mannitol o stezeniu 0,3 M, jak rowniez przetrzymujac wczesniej zywe rosliny
30 minut w 0,3 M mannitolu. Sposob otrzymywania cytoplazmy ubozszej
w chloroplasty, polegat na obcigciu konca komorki zamocowanej w pozycji
pionowej, zktorej cytoplazma wyciekala samorzutnie, pod wplywem sity
grawitacji (Kuroda 1964) i nie zawierata chloroplastow zakotwiczonych w tzw.
ektoplazmie, w obszarze przy$ciankowym (Zurzycki 1979).

Wydzielenie chloroplastow z cytoplazmy uzyskiwano przez odwirowanie
probki, trwajace 10 minut z przyspieszeniem 2000 x g.

Scianki komoérkowe uzyskiwano poprzez catkowite wycisniecie soku
komoérkowego oraz cytoplazmy, przy zastosowaniu mozliwie najwigkszej sity
Sciskajacej w celu pozbycia si¢ zakotwiczonych tuz przy $ciance chloroplastow.

4.4. Otrzymywanie frakcji blonowych i rybosomalnych

W celu otrzymania frakcji wzbogaconej we fragmenty bton komoérkowych
z komorek ro$linnych Characeae, materiat w ilosci okoto 5 gramow Swiezej
masy roslinnej — wstepnie rozdrobniony nozyczkami — homogenizowano w 4 ml
buforze, w schlodzonym kubku homogenizatora Pottera — Elvehjema
(catoszklanym), przy pomocy robota laboratoryjnego typu 309. Bufor
Tris— HCl o stezeniu 0,1 M oraz pH7,5, =zawierat 1 mM EDTANa,.
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Homogenizacje prowadzono do chwili rozdrobnienia wszystkich komérek i ich
fragmentow (okoto 5 min). Postgpowanie to powtarzano z czterema kolejnymi
porcjami materiatu, po 5 g kazda. Otrzymany homogenat odwirowywano
w wirowce MPW-375. Do wirowania uzywano rotora 12 x 10 ml, schtodzonego
do -90°C. Wirowanie trwato 15 minut przy 12 tys. obr./min (14000 x g).

Po wirowaniu osad wyrzucano, a supernatant przez 3 h poddawano wirowa-
niu w ultrawirowce Beckmana L 60, w rotorze 70.1 Ti 8 x 10 ml, stosujac
28 tys. obrotow na minutg (68000 x g). Osad traktowano jako frakcj¢ homo-
genatu, wzbogacong w material bton komérkowych. Po sporzadzeniu zawiesiny
z tego osadu, wierzchnig warstwe roztworu traktowano jako frakcjg lipidowa.
Uzyskany po wirowaniu supernatant poddawano ponownemu wirowaniu
w ultrawirowce (105 tys. x g), przez nastgpne 3 h. Uzyskany po drugim wiro-
waniu osad traktowano jako frakcje mikrosomalng wzbogacona w rybosomy.

W celu potwierdzenia natury uzyskanych frakcji, dokonano ich analizy przy
uzyciu transmisyjnego mikroskopu elektronowego TESLA BS-500. Przyktado-
we elektronogramy frakcji blonowej i rybosomalnej przedstawiono na rysunku
4.3 (preparatyke materialu badanego omowiono w Zatgczniku III). Z uwagi na
brak literatury szczegdtowej, dotyczacej frakcjonowania homogenatéw z tak
specyficznego materiatu jakim sg glony nalezace do rodziny roslin Characeae,
kierowano si¢ przestankami ogdlnymi i pracg Kinne-Safran i Kinne (1989).
Opisane frakcje komérkowe otrzymano w Instytucie Biochemii UMCS.

Rys. 4.3. Zdjecia frakcji komorkowych glonow Nitellopsis obtusa uzyskane za pomoca mikro-
skopu elektronowego TESLA BS-500. A) — frakcja blonowa, strzalka wskazuje dwuwarstwe
lipidowa charakterystyczng dla obrazu blon; wykorzystano technike cienkich skrawkow,
B) — frakcja rybosomalna, niektore jasne struktury o odpowiednim ksztalcie sa pojedynczymi
rybosomami; wykorzystano technike negatywowego barwienia
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5. Spontaniczna emisja fotonowa z wybranych
ukladow zywych na przykladzie roslin
Nitellopsis obtusa

5.1. Luminescencja op0zniona

Indukowana $wiatlem luminescencja z komorek roslinnych wykazuje dhugo-
czasowy zanik, po czym poziom $wiecenia staje si¢ stacjonarny. Dla czasu
wyswiecania do okolo 10 ns emisja nosi nazwe¢ fluorescencji. Dla czasu
wickszego niz ta wartoS§¢ mamy do czynienia z fosforescencja oraz
dlugoczasowa luminescencjag. W poczatkowym przedziale czasu zanik emisji
jest bardzo gwattowny. W czasie dtuzszym niz 1 ms zanik staje si¢ wolniejszy
ima charakter dlugotrwalego wysSwiecania; stala czasowa rosnie w miare
uptywu czasu. Zanik ten zwany jest opdzniong luminescencja (ang. delayed
luminescence — Jursinic 1986), trwa przewaznie do kilku godzin, po czym
emisja staje si¢ stacjonarna i jej poziom na ogo6l przewyzsza kilkakrotnie tto
aparatury pomiarowe;j.

Na podstawie wielu opublikowanych danych eksperymentalnych mozna
powiedzie¢, ze krzywa zaniku opodznionej luminescencji nie ma charakteru
pojedynczej eksponenty i mozna ja opisa¢ jako wynik natozenia si¢ wielu
eksponent (Lavorel 1975, Bajpai i Bajpai 1992) lub jako funkcje¢ hiperboliczng
(Gu i Popp 1992, Mathew i Kumar 1992).

Analizujac ksztatt krzywej zaniku, mozna spekulowa¢ na temat charakteru
procesow odpowiedzialnych za wyswiecanie. Zwykty, wyktadniczy charakter
zaniku promieniowania mozna obserwowa¢ wowczas, gdy wzbudzony jest tylko
pojedynczy stan. Dla wielu mozliwych stanéw wystepuje krzywa inna niz
eksponenta. Konwencjonalna teoria przewiduje, ze wszystkie deekscytacje sa
niezalezne, za$ teoria zakladajaca istnienie koherentnej natury promieniowania
przewiduje hiperboliczny charakter wyswiecania, jako efekt nakladania sie
Swiatta wielu zrodet o wyktadniczo malejgcych intensywnos$ciach (z réznymi
czasami potowicznego zaniku), w ktorych kazde dtugosci fal (mody) s ze soba
Scisle sprz¢zone.

Teoria tlumaczaca mozliwo$¢ wystepowania koherencji w systemach
biologicznych oparta jest na modelu Frochlicha (Frochlich 1968, Frochlich
1983). Krzywa typu hiperboli, opisang jako przebieg zanikajgcej emisji
oscylatora sprzg¢zonego koherentnie z emitowanym polem, objasnia model Li
i Poppa (Li 1981, Li i Popp 1983), rozwijany dalej przez Bajpai i wsp. (1998).
Opisana jest ona zasadniczo réwnaniem I(t) = Iy + I;(t + to)™, gdzie: t — czas
obserwacji, ty — przedzial czasu mig¢dzy koncem naswietlania, a pierwszym
punktem pomiarowym, m — parametr zaniku (1 < m < 3), I, — poziom
stacjonarnej emisji przy t — oo, I; — stata zalezna od intensywnosci wzbudzenia,
dtugosci fali oraz parametru m. Taki charakter krzywej (oraz przedziat warto$ci
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parametru m) wystepujg dla czasu (t + ty), mieszczacego si¢ w przedziale od
okoto 1s do kilku minut. Swiatlo wzbudzajace moze byé polichromatyczne —
charakter krzywej nie zalezy od czgstotliwos$ci $wiatla wzbudzajacego.

Luminescencj¢ opozniong dla roslin Characeae przedstawiono w pracy
(Jaskowska i wsp. 2001a). Rosliny byly hodowane w warunkach laboratoryj-
nych, w akwarium, przy naturalnym dostgpie swiatta w cyklu dzienno-nocnym.
Pobierane do badan — w takich warunkach — rosliny wykazywaty w $wiatlo-
szczelnej komorze pomiarowej dlugotrwate wyswiecanie, trwajace od 3,5 do
6 godzin. Po tym czasie rosliny (30 komorek migdzyweztowych w kazdej
probee) charakteryzowaly si¢ stacjonarnym poziomem emisji, przekraczajagcym
kilkakrotnie poziom tla aparatury.

Wyniki pomiaréw zaniku luminescencji dla czasu od 5 minut do 4,7 godzin
(od chwili umieszczenia w komorze $wiattoszczelnej), usrednione z o$miu
niezaleznych serii pomiarowych, przedstawione zostaty na rysunkach 5.115.2.
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Rys. 5.1. Natezenie USL (liczba zliczen w czasie 1 min) w funkcji czasu dla roslin Nitellopsis
obtusa. Czas t = 0 oznacza moment umieszczenia roslin w zaciemnionej komorze pomiarowe;j
(pierwszy punkt pomiarowy otrzymano dla t = 5 min). Punkty pomiarowe usredniono z 8
niezaleznych serii pomiarowych. Pionowe kreski oznaczaja odchylenia standardowe
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Rys. 5.2. Pomiary z rys. 5.1 przedstawione w logarytmicznym uktadzie wspotrzednych: czerwone
kotka — dane eksperymentalne; linia niebieska — krzywa teoretyczna typu podwojnej eksponenty;
linia zielona — krzywa typu hiperboli. Wartosci parametréw w rownaniach krzywych teoretycznych:
1y=2599, A; = 126651, A, = 9567, A; = 0,358, 2, = 0,044, iy = 2450, a = 282976, m = 1,424

Krzywe przedstawione na rysunku 5.2 dopasowano komputerowo za pomoca
programu ,,Statistica”. Dopasowanie typu hiperboli (krzywa zielona) jest mniej
doktadne (R*=0,9980) niz dopasowanie dla podwojnej eksponenty (krzywa
niebieska, R*=0,9995), dla ktorej czasy polowicznego zaniku wynosza
odpowiednio: T;=1,9 min oraz T,= 15,8 min. Parametry dopasowania R’
i X(It; - Id;)* oraz czasy polowicznego zaniku T dla krzywych zawierajacych 1, 2
i 3 eksponenty przedstawiono w tabeli 5.1. Wynika z nich, Ze dopasowanie jedna
eksponentg jest stabe, a trzema — prawie idealne.

Tabela 5.1. Parametry dopasowania R* oraz sumy kwadratow odchylen krzywej teoretycznej od
punktéw doswiadczalnych — 3(It; - 1d;)* dla krzywych teoretycznych zawierajacych 1, 2 oraz 3
eksponenty wraz z odpowiadajacymi im czasami potowicznego zaniku T

ekI;;coZrtl):nt R® E (It 1)’ [n’Til’l]
1 0,9580 6370 x 10* 3,9
2 0,9995 68 x 10* 1,9 158
3 0,9999 0,015 x 10* 1,7 81 264
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Rys. 5.3. Klasyczna fotografia w $wietle odbitym oraz obrazy luminescencyjne komorek
Nitellopsis obtusa uzyskane 5 minut i 10 godzin po wyciemnieniu. Czas akwizycji wynosit 5 min.
Maksimum luminescencji na skali wynosi 5 zliczen/piksel (120 zliczef/mm?)
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Mozna wigc wnioskowaé, ze dla przedzialu czasowego od 5 minut do okoto
4 godzin obserwujemy przynajmniej dwa (raczej niezalezne) procesy odpowie-
dzialne za wys$wiecanie, ktorych czasy polowicznego zaniku wynosza okoto
2 i 16 minut.

Warto zaprezentowa¢ zanik luminescencji, uzyskany za pomoca aparatury
Molecular Light Imager, pozwalajacy otrzymaé¢ dwuwymiarowe obrazy probek
na réznym etapie wyswiecania. Na rysunku 5.3 pokazano zestawione 3 obrazy
tej samej probki roslin. Gorny jest fotografia czarnobiala komorek Nitellopsis
obtusa wykonang na $wietle zwyklym aparatem fotograficznym przed
umieszczeniem probki w komorze pomiarowej SPCI (rozdz. 3.3). Srodkowy
obraz przedstawia rosliny w fazie wys$wiecania luminescencji opdznionej
poczawszy od 5 minuty po wlozeniu probki do komory S$wiattoszczelne;,
uzyskany z akwizycji sygnalu wysylanego przez rosliny w ciagu 10 minut.
Trzeci, dolny obraz przedstawia rosliny emitujace ultrastabg emisj¢ fotonowa po
dziesigciu godzinach przechowywania ich w catkowitej ciemnosci. Warto
zauwazyC, ze w sygnale uzyskanym metodg zliczania pojedynczych fotonow
(SPC) pokazanym na rysunku 5.1 zawarta jest emisja fotonowa z calej probki.
Dopiero obrazy przestrzenno-czasowe tej emisji wyrazone przez natgzenie USL
jako funkcja f(x,y,t) odzwierciedla zmiany lokalne w kazdym punkcie probki
oraz dynamike tych zmian w czasie.

Przeprowadzone pomiary dla wyizolowanych z komorek Characeae frakcji
zawierajagcych cytoplazme¢ i chloroplasty, wykazaly zdecydowanie bardziej
dlugo-trwajace wyswiecanie dla probek zawierajacych chloroplasty (rys. 5.4).
Mozna z tego wnioskowac, ze za dtugotrwate wyswiecanie odpowiedzialny jest
najprawdopodobniej chlorofil. Inne elementy cytoplazmy (w tym mitochondria)
nie wplywaja — jak si¢ wydaje — znaczgco na sumaryczng intensywnosc¢
wys$wiecania z komorek i catych badanych organizmow.
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Rys. 5.4. Natezenie ultrastabej luminescencji w funkcji czasu dla probek: APW zawierajacej
cytoplazme¢ z chloroplastami (wyizolowang z 40 komorek Nitellopsis obtusa), cytoplazmy po
wyizolowaniu z niej chloroplastow, odwirowanych chloroplastdow oraz kontrolnej probki
odniesienia zawierajacej APW. Mannitol dodano w celu ochrony mitochondriow. Przed
wyizolowaniem cytoplazmy komorki dodatkowo przetrzymywano przez 30 min w 0,35 M
mannitolu. Pomiary rozpocze¢to po 3,3 godz. od momentu umieszczenia probek w §wiattoszczelne;j
komorze pomiarowej. Wszystkie probki (oprocz samych chloroplastow) zawieraty 0,3 M stezenie
mannitolu

5.2. Luminescencja ultrastaba (USL) — nieindukowana emisja
fotonowa

5.2.1. Zalezno$¢ intensywnos$ci USL od ilosci komoérek

Dla komorek Nitellopsis obtusa umieszczonych w §wiatloszczelnej komorze
aparatury pomiarowej, emisja $wiatla staje si¢ stacjonarna po 3,5 do 6 i wigce]
godzinach od momentu wyciemnienia ros§lin. Sumaryczne nat¢zenie tej emis;ji
zalezy od stanow funkcjonalnych badanych komorek oraz od ich ilosci
w probee. Zalezno$¢ liczby zliczen fotonéw USL od ilosci komorek miedzy-
weztowych, umieszczonych w naczyniu pomiarowym, przedstawia rys. 5.5.
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Rys. 5.5. Zalezno$¢ intensywnosci USL (liczba zliczen na jedna minutg) od ilosci komorek
miedzyweztowych w naczyniu pomiarowym (z 18 ml APW). Oznaczenia btgdéw sa odchyleniami
standardowymi z 10 punktéw pomiarowych

Wykres reprezentuje przykladowsa, najbardziej typowa seri¢ pomiarowa dla
komorek zebranych z jeziora w koncu pazdziernika (w 20 dni po zbiorze). Na
wykresie mozna zauwazy¢ niewielkg roznice w poziomie $wiecenia dla 30 i dla
40 komorek. Efekt stabilizowania si¢ liczby zliczen przy zwigkszaniu ilosci
komorek w probce, mogt by¢ spowodowany wzajemnym pochtanianiem $wiatla
przez sgsiadujace ze soba komorki.

Dla innych nie przedstawionych tutaj wynikéw serii pomiarowych, rdznice te
byly réwniez niewielkie. Z tego powodu przyjecie liczby trzydziestu komorek
miedzyweztowych w probece uznano za optymalne.

5.2.2. Zalezno$¢ intensywnos$ci USL od okresu wegetacji

W zaleznosci od okresu wegetacji zmieniajg si¢ rozne parametry komorek
Characeae, np.: opor elektryczny blony komorkowej oraz soku wakoularnego
(Skierczynska i wsp. 1975), amplituda zmian oscylacyjnych oporu btony
komorkowej (Spiewla 1995), koncentracja jonéw wakuolarnych (Winter i wsp.
1987, Beilby i wsp. 1999), transport mi¢dzykomodrkowy (Shepherd i Goodwin
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1992), potencjat czynnosciowy indukowany D,O i szybko$¢ cyrkulacji strumie-
nia protoplazmy (Andjus 1 wsp. 1997), dlugo$¢ komorek i ich biomasa (Nichols
1 wsp. 1986, Fernandez-Alaez i wsp. 2002).

W zwiazku ze zmianami réznych parametrow komorek w zaleznosci od
wegetacji, przeprowadzono takze pomiary USL uwzgledniajac pore roku oraz
czas od momentu zbioru ro$lin. Okazato si¢, ze takze intensywnosc¢
spontanicznego ultrastabego $wiecenia zalezy w duzym stopniu od pory roku,
awigc od okresu wegetacji osobniczej. W okresie zimowym i wiosennym
ro$liny hodowane w akwariach ,,$wieca” najstabiej, za$ $wiezo przywiezione
z jeziora o wiele silniej] w porownaniu z hodowanymi laboratoryjnie. W okresie
jesiennym intensywnos$¢ swiecenia jest najwigksza.

Wyniki pomiaréw intensywnosci USL komorek Nitellopsis obtusa w zalez-
nosci od pory roku, przedstawione zostaty na rysunku 5.6. Zawiera on wzgledne
(wzgledem $wiecenia samego APW), usrednione warto$ci nat¢zenia ultrastabej
luminescencji, uzyskane w poszczegdlnych miesigcach roku, dla roslin zebra-
nych jesienig roku poprzedniego (pomiary od stycznia do czerwca) oraz dla
roslin zebranych 03.I1X i 08.X roku, w ktérym wykonano pomiary (odpowiednio
dla miesiecy: IX—X i X—XI). Pomiary jesienne byly przeprowadzane 20 dni po

wzgledne natezenie USL

1 4
0 T
I 1l \Y \% Vi IX-X  X-Xl

miesigce pomiaru

Rys. 5.6. Wzgledne natezenie USL (komorki / APW) otrzymane w roéznych porach roku.
Zaznaczone bledy sg srednimi biedami standardowymi z (liczac od lewej): 10, 13, 13, 15, 11, 17,
16, 15 punktow pomiarowych (kazdy punkt pomiarowy stanowi S$rednia z 60 pomiaréw
jednominutowych)
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zbiorze (po okresie aklimatyzacji ro§lin do warunkow laboratoryjnych — patrz
rys. 5.9). Wida¢ wyraznie, ze w okresie jesiennym komorki glonéw Characeae
wykazuja wyrazng tendencj¢ do wzmozonej ultrastabej emisji.

Intensywniejsze ultrastabe $wiecenie w okresie jesiennym, moze byc¢
spowodowane wzmozeniem proceséw metabolicznych w komoérkach, zwigzane
z tym, ze rosliny w okresie od polowy lata do pdznej jesieni wytwarzaja organy
rozmnazania ptciowego tj. lggnie i plemnie. Zjawisko to moze by¢ réowniez
zwigzane z procesami starzenia si¢ ros$lin oraz towarzyszacej temu wigkszej
zawarto$ci wolnych rodnikow i rOwnoczes$nie mniejszej zawartosci inhibitorow
reakcji wolnorodnikowych, moze wiec wystapi¢ bardziej intensywny proces
peroksydacji lipidéw bton komorkowych.

Stwierdzono, ze komorki z okresu jesiennego wykazujg wigksza tendencje do
generowania rytmicznych zmian USL i zmiany te majg charakter mniej lub
bardziej regularnych oscylacji (zagadnienie to jest omowione w dalszej czgsci
pracy). Okazuje sig¢, iz reakcje komorek na rozne reagenty — np. kwas askorbino-
wy, rowniez sg uzaleznione od okresu wegetacji (Jaskowska i wsp. 1999). Na
rysunku 5.7 zaprezentowano dwa przebiegi USL otrzymane po zadaniu kwasu

3
= A komorki stare
£ i
g_ 254 . ® komorki miode
= ; [ X J
=1 [ ]
a | 42,0
Py 2+ } “5““‘ N
‘e [ LTV VTV
g. : ..~ ‘AA m‘AA“AA AAAM A‘A‘ A‘m‘
9 I
g 154 . .
ke |
o !
\‘g %
S 1 |agteny
E 1/ AsA
2 ‘
N [
0,5 ; ; f f f f f
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4

czas [h]

Rys. 5.7. Ultrastaba emisja komorek glonéw Nitellopsis obtusa — starych i mtodych (objasnienia
w tekscie), po ekspozycji na dziatanie SmM kwasu askorbinowego (AsA). Normalizacjg¢ krzywych
przeprowadzono dzielac warto$ci pomiarow USL przez usredniong warto$¢ pomiaréw przed
dodaniem reagenta. Wyniki usredniono z szesciu serii pomiarowych. Srednie bledy standardowe
z wszystkich pomiar6w po zadaniu AsA wynosity odpowiednio + 0,18 dla komoérek starych
i£0,15 dla mlodych (bledy dla pojedynczych punktow pomiarowych nie réznity si¢ od siebie
Znaczaco)
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askorbinowego (AsA) do APW (5 mM/L), w ktorym znajdowaty si¢ komorki
Nitellopsis obtusa (ro$liny zebrano i mierzono w maju). Przebadano dwa rodzaje
komorek, zasadniczo réznigcych si¢ od siebie. Jeden rodzaj to komorki mtode,
a wiec niewielkie i jaskrawo-zielone, wyroste §wiezo na wiosng. Natomiast
drugi rodzaj, to komorki stare, duze, o barwie brunatno-zielonej, ktore
przetrwaty zime, bedac komorkami wieloletnimi.

Ksztalt krzywej nat¢zenia USL komorek miodych wskazuje na wicksza
dynamicznos$¢ ich zachowan anizeli komorek starych (nieco wigkszy wzrost oraz
gwaltowniejszy spadek). Gwaltowniejszy spadek moze by¢ zwigzany z szybsza
inhibicjg proceséw odpowiedzialnych za reakcje wolnorodnikowe (komorki
miode szybciej ,,radzg sobie” z zaburzeniami wywotanymi kwasem askorbi-
nowym). Szerszy opis proceséOw oddziatywania AsA na komorki Characeae oraz
ich frakcje przedstawiono w rozdziale 6.1.

Poziom USL zalezy takze od przedziatu czasu pomigdzy umieszczeniem
ro$lin w akwarium, a momentem pomiaru czyli od okresu adaptacji roslin do
warunkow laboratoryjnych (Jaskowska i wsp. 1999).

Pomiary przeprowadzono dla roslin zebranych w maju (rys. 5.8) oraz we
wrzesniu (rys. 5.9). Dzien zbioru byt jednocze$nie dniem umieszczenia roslin
w akwariach, w warunkach laboratoryjnych.
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Rys. 5.8. Zalezno$¢ intensywnosci USL od daty jej pomiaru dla komoérek Nitellopsis obtusa,
zebranych z jeziora 19 maja. Zaznaczono $rednie bledy standardowe dla czterech probek, dla
ktorych wykonano po 60 jednominutowych pomiaro6w
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Rys. 5.9. Zalezno$¢ natezenia wzglednego USL (wzgledem natgzenia samego APW) od daty
pomiaru dla komoérek Nitellopsis obtusa zebranych z jeziora 03 wrzes$nia. Jeden punkt stanowi
srednig z jednej serii pomiarowej, obejmujacej 60 jednominutowych pomiarow

Jak wida¢, w obydwu przypadkach intensywnos$¢ spontanicznej USL staje si¢
coraz mniejsza w miar¢ uptywu czasu liczac od dnia, w ktoérym nastapit zbior
ro§lin. W pokazanym przykladzie stabilizacja poziomu USL dla roslin
wiosennych nastgpuje po okoto sze$ciu dniach od momentu zbioru, natomiast
dla roslin letnio-jesiennych po okoto dwudziestu dniach. Obserwowane zjawisko
obnizania si¢ intensywnos$ci USL dowodzi — jak si¢ wydaje — stopniowej
aklimatyzacji ro$lin do warunkéw laboratoryjnych. Aklimatyzacja moze
oznacza¢ dostosowanie si¢ roslin do zmian temperatury (wyzsza temperatura
w akwarium), o$wietlenia oraz cisnienia (mniejsza glebokos¢). Wzmozone
$wiecenie ro$lin moze by¢ takze zwigzane z szokiem spowodowanym urazami
mechanicznymi, powstaltymi w wyniku wydobycia z jeziora, transportu oraz
oczyszczania roslin. Poréwnujac obydwa wykresy mozemy stwierdzi¢, ze
rosliny z okresu wiosennego szybciej przystosowuja sie do odmiennych
(stresowych) warunkoéw otoczenia niz rosliny z okresu letnio-jesiennego. Moze
to oznaczaé, iz wlasnie rosliny mtode sg bardziej odporne na zmiany czynnikow
zewngtrznych, przez co ich mozliwosci przystosowania i przezycia sa wicksze.
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5.2.3. Oscylacyjny charakter USL

Wystepowanie procesoOw oscylacyjnych w zywych organizmach roslinnych
(Sweeney 1987) stwierdza si¢ na réznych poziomach organizacji, sa one
roznorodne i ciggle dos¢ stabo rozpoznane. W komorkach Characeae juz dos¢
dawno stwierdzono wyst¢powanie oscylacji parametrow elektrycznych, np.:
potencjatu blonowego (Spiewla 1979, Toko i wsp. 1988, Spiewla i Tokarska
1990), wigzanego niestusznie z cyrkulacja cytoplazmy (Ogata i Kishimoto
1976), przewodnictwa elektrycznego blon (Spiewla 1994) i ziaczy miedzy-
komoérkowych (Tokarska i Spiewla 1993) oraz wewnatrzkomérkowego pH
(Fisahn i wsp. 1986). Badano zalezno$¢ amplitudy oscylacyjnych zmian
parametréw elektrycznych od etapu rozwoju komorek Nitellopsis obtusa
(Spiewla 1995) oraz zmian czynnikéw $rodowiska roslin (Spiewla 1994).
Oscylacje potencjatu obserwowano takze na btonach modelowych (Yoshikawa
1 wsp. 1988).

Usa i wsp. (1990) stwierdzili okresowe zmiany intensywnos$ci ultrastabej
luminescencji, stowarzyszone ze spontanicznym powierzchniowym potencjatem
elektrycznym, dla rozwijajacego si¢ korzenia (wraz z hipokotylem) soi.

Istnieje niewiele prac dotyczacych procesOw oscylacyjnych ultrastabej
spontanicznej luminescencji organizméw roslinnych. Zaobserwowano jednakze
zmiany USL w szerokim zakresie okresowos$ci, np.: w cyklu dobowym dla
korzenia grochu (Sul’tsman i wsp. 1976) i siewek pszenicy (Moraes i wsp. 2012)
czy tez w cyklu naktadajacych si¢ na siebie oscylacji o okresie kilku minut oraz
sekund dla komorek glonow Acetabularia acetabulum (Van Wijk. i Van Wijk.
2003).

Procesy oscylacyjne ultrastabej chemiluminescencji wykryto takze w wielu
roztworach (Voeikov i wsp. 2001) np. glicyny z rybozag w obecno$ci rdéznych
substratow (Koldunov i wsp. 2000). Takie procesy moga towarzyszy¢
fotooddychaniu czyli chlororespiracji (u Zielenic).

Zauwazono, ze procesy, w ktorych uczestnicza reaktywne formy tlenu daza
do ,samoorganizacji”’, a ujawnia si¢ to poprzez ciggle oscylacje chemi-
luminescencji, takze wowczas, kiedy procesy te sg katalizowane przez enzymy,
takie jak peroksydaza (Kummer i wsp. 1996).

W zwiagzku z wystepowaniem procesow oscylacyjnych pewnych parametrow
(gtéwnie elektrycznych) u komorek Characeae, poddano szczegoétowej analizie
ultrastabe $wiecenie komorek Nitellopsis obtusa i stwierdzono, ze u pewnej
liczby probek stacjonarno$¢ spontanicznej USL ulegala pewnym zaburzeniom,
a zaburzenia te mialy charakter oscylacyjny (Jaskowska i wsp. 1999, 2001a). Na
podstawie przebadanych ponad 100 probek, zawierajacych po 30 komorek
miedzyweztowych oddzielnych fragmentéw roslin, mozna stwierdzié, ze co
najmniej 10 % probek wykazywalo charakter oscylacyjny USL. Przyktadowe
wyniki dwoch takich pomiarow przedstawione zostaty na rys. 5.10. Ze wzgledu
na niewielki czas trwania pomiaru (w poréwnaniu do czasu trwania pelnego
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cyklu oscylacji) nie mozna bylo przeprowadzi¢ analizy statystycznej. Jednakze
na podstawie danych z rysunkéw mozna stwierdzi¢, ze okres obserwowanych
oscylacji zawiera si¢ w przedziale od 1 do 2 godzin.
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Rys. 5.10. Przyktady zmian oscylacyjnych USL dla probek zawierajacych 30 komorek glondéw
Nitellopsis obtusa
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Podjeto proby wykrycia oscylacji USL w pojedynczych fragmentach roslin.
Ze wzgledu na niski poziom USL z pojedynczych fragmentow roslin, do badan
tych brane byly komorki, o jak najwigkszym emitowanym sygnale. Dlatego tez
pomiary wykonywano bezposrednio po zbiorze roslin. Na 10 wzigtych do
pomiaru probek (fragmentéw ros$lin, zawierajacych 2 lub 3 mlode komorki
miedzyweztowe), tylko u jednej zaobserwowano wyrazny oscylacyjny charakter
zmian USL, co pokazano na rysunku 5.11. Przedstawiony wynik otrzymano dla
probki zawierajacej pojedynczy fragment szczytowej czgséci rosliny, zbudowany
z dwu komorek miedzyweztowych z nibylis§émi. Pomiaru tego dokonano
W czerwceu, nastgpnego dnia po zbiorze, okoto 4 godziny po wyciemnieniu.
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Rys. 5.11. Oscylacyjne zmiany ultrastabej luminescencji ze szczytowej czgséci rosliny Nitellopsis
obtusa zawierajacej dwie komorki miedzyweztowe z nibylisémi (po odjeciu tta APW)

Obserwowane oscylacyjne zmiany USL dowodzg — jak przypuszczamy —
wystepowania rytmicznych zmian metabolizmu badanych komoérek. Jest bardzo
prawdopodobne, ze moze mie¢ to bezposredni zwigzek z procesami oddychania.
Za hipoteza ta przemawiaja badania Edmundsa (1988), ktory stwierdzit, ze
u tych roslin wystepuje charakter oscylacyjny proceséw oddychania.
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Usa 1 wspolpracownicy (1990) zaobserwowali korelacje pomigdzy zmianami
oscylacyjnymi USL korzenia soi, a oscylacjami parametréw elektrycznych blon
komorek tych korzeni. Badania te mogg $wiadczyé o tym, ze przyczyna
generowania USL jest bezposrednio powigzana ze zmianami elektrycznymi
btony. Oczywiscie powigzanie to moze mie¢ takze charakter posredni;
mianowicie zmiany elektryczne blony poprzez transport jonowy, moga wptywac
na zmiany metabolizmu komorkowego, a te z kolei sg przyczyna zmian
intensywnos$ci USL. Za ta druga koncepcjg przemawiaja wyniki pomiaréw USL
dla Characeae eksponowanych na dziatanie anestetykow lokalnych (zmiany
intensywnos$ci USL nie majg bezposredniego odzwierciedlenia w zmianach
parametréw elektrycznych — patrz rozdz. 7.2) oraz fakt, ze dla komorek roslin
Characeae trudno jest dopatrzy¢ si¢ prostych podobienstw okreséw oscylacji
nate¢zenia USL z oscylacjami warto$ci parametrow elektrycznych.

Otrzymywanie przebiegdw oscylacyjnych w probkach zawierajacych po 30
niepotaczonych ze sobg komorek migdzyweztowych oraz w probkach
zawierajacych od 15 do 20 fragmentdéw roslin ztozonych z 1 lub 2 komorek,
moze wskazywac na sprzg¢zenie pewnych parametréw odpowiedzialnych za
oscylacje, a co za tym idzie — za pewna komunikacj¢ miedzy poszczegdlnymi,
samodzielnie funkcjonujgcymi komorkami i fragmentami rosliny.

Komunikacja taka moglaby mie¢ charakter oddziatywan elektrycznych,
chemicznych lub fotonowych. Za trzecim typem komunikacji przemawiaja
liczne eksperymenty z ultrastaba luminescencja, zapoczatkowane przez
Gurwicza i kontynuowane dalej — gtdéwnie przez uczonych rosyjskich i niemiec-
kich (patrz rozdz. 1). Tematyke dotyczaca synchronizacji elektromagnetycznych
oddziatywan migdzykomoérkowych podejmowano miedzy innymi w pracach:
Breithaupt (1977), Strogatz i Stewart (1993), oraz Cifra i wsp. (2011).

5.2.4. Rozklad spektralny USL

Analiza spektralna spontanicznej emisji fotonowej z obiektow biologicznych
moze dostarczy¢ waznych informacji dotyczacych zrodet tej emisji, jak rowniez
stanu fizjologicznego w jakim dany obiekt si¢ znajduje (Chwirot 1998).

W badaniach rozktadu spektralnego USL roslin (Abeles 1986, Stawinska
1990) istotne jest czy podczas pomiard6w mamy do czynienia z intensywnym
wzrostem, podczas ktérego dochodzi do licznych podziatow komorkowych
(Stawinski 1 wsp. 1981) oraz czy badany obiekt zawiera chloroplasty bardzo
istotnie wptywajace na rozktad spektralny (Hideg i wsp. 1990, Tang i wsp.
1999). Aby uwolni¢ si¢ od luminescencji chlorofilu, czgsto stosowanym
materialem badanym sa systemy korzenne (Ichimura i wsp. 1989) lub ro$liny
etiolowane (Mandoli i Briggs 1982).

W przedstawianych w niniejszej pracy badaniach zastosowano zaadaptowane
do ciemnos$ci komorki Nitellopsis obtusa, dla ktorych okreslano rozktad spekt-
ralny spontanicznej luminescencji w zakresie okoto 320-720 nm (Jaskowska
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i wsp. 2001b), stosujgc metode oparta na filtrach granicznych (rozdz. 3.2).
Przedstawione na rysunku 5.12 wyniki stanowig rezultat usrednienia 26 serii
pomiarowych wykonanych w ciggu wielu miesiecy, w réznych porach roku.
Aby dokona¢ interpretacji rozktadu spektralnego USL, mozna si¢ postuzy¢
wykresem przedstawionym na rysunku 2.1, na ktorym na osi obrazujacej
dlugosci fal elektromagnetycznych zaznaczone zostaly wazniejsze emitery USL.
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Rys. 5.12. Rozktad spektralny wzglednego natezenia spontanicznej USL komorek Nitellopsis
obtusa. Kazdy punkt pomiarowy stanowi $redniag z 26 serii, zaznaczono $rednie bledy
standardowe. Normalizacj¢ przeprowadzano niezaleznie w kazdej serii pomiarowej przyjmujac, ze
przedzialowi o szerokosci AA w ktorym natezenie emisji jest najwicksze odpowiada wzgledne
natezenie USL rowne jeden

Rozpoczynajac analize od wysokoenergetycznej czgsci widma, t.j. od strony
fal krotkich, obserwuje sie duze ,,maksimum” dla fali o dlugosci okoto 385 nm.
Za t¢ dlugos¢ fali odpowiedzialne sg najprawdopodobniej dimole tlenu
singletowego 202(12+g ), powracajace na poziom podstawowy — trypletowy
202(3E'g) i emitujace przy tym fale o dlugosci okoto 382 nm. Niewielkie
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maksimum wystepujace dla fali o dlugosci ok. 485 nm moze by¢ zwigzane
z dimolami 02('2g,1Ag), odpowiedzialnymi za emisj¢ fali o dtugosci 478 nm.
Maksimum odpowiadajace dlugosci fali 540 nm moze by¢ zwigzane
z fluorescencja FMN (Nishimura i Tsuboi 1978).

Nalezy podkreslic, ze za emisj¢ w obszarze fal o dtugosci 450-610 nm moga
odpowiada¢ rowniez inne przenosniki elektronéow w lancuchu oddechowym
NADH: Q oraz cytochromy (Milczarek i wsp. 1994). Za emisj¢ w omawianej
czgsci widma, a $cislej w przedziale dlugosci fal okoto 350-540 nm,
odpowiadajg takze wzbudzone grupy karbonylowe (Cadenas 1984, Federova
iwsp. 2007), bardzo istotne emitery USL. Idac dalej w strong¢ fal dluzszych
wida¢ do$¢ intensywng emisj¢, wystepujaca przy dlugosci fali okoto 630 nm,
zwigzang — jak si¢ przypuszcza — z wystgpowaniem dimoli tlenu singletowego
ZOz(lAg) odpowiedzialnych za emisj¢ fali o dlugosci 634 nm. Maksimum
obserwowane przy dlugosci okoto 700 nm odpowiada potozeniu fali (703 nm)
dla dimoli ZOz(lAg), powracajacych na pierwszy poziom wibracyjny stanu
podstawowego. Wigksza intensywno$¢ emisji w calej czerwonej czesSci widma,
t.j. od okoto 660 nm — wigze si¢ najprawdopodobniej z przedziatem emisyjnym
chloroplastow (maks. przy okoto 685 nm) (Hideg i wsp. 1989). Emisja wtasna
chlorofilu roslin przetrzymywanych przez kilkanascie godzin w kompletmym
zaciemnieniu, moze by¢ zwiazana z fluorescencjg zabsorbowanej czesci energii
z wysoko energetycznych obszaréw widma, np. z grup karbonylowych *(=C=0)
(De Mello i wsp. 1988).

Wystepowanie tlenu  singletowego, jak tez wzbudzonych grup
karbonylowych — moze mie¢ zwigzek z utlenianiem nienasyconych kwasow
thuszczowych (peroksydacja lipidow) w lipidach bton strukturalnych komorki
(Miyamoto i wsp. 2014).
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6. Zmiany ultrastabej emisji fotonowej wywolane
przez antyoksydanty

6.1. Wplyw kwasu askorbinowego

Kwas askorbinowy (AsA) zwany takze askorbinianem Iub witaming C (wzor
strukturalny podano na rysunku 6.1) jest bardzo waznym antyoksydantem
hydrofilowym. Stosowany jest on w ochronie organizmu przed wolnorodniko-
wymi uszkodzeniami komorek w wyniku choréb lub innych szkodliwych
czynnikow (np. promieniowania). Antyoksydacyjnos¢ AsA wynika z jego
silnych wilasnosci redukcyjnych. Bedace produktami metabolizy komorkowej
reaktywne formy tlenu (np. tlenu singletowego) i azotu sg przez ten bioczynnik
neutralizowane. W komorkach roslinnych wystepuje w apoplascie, cytozolu,
plastydach i1 wakuoli, pelniagc wazna funkcj¢ ochronng oraz regulacyjna
w réznicowaniu, wzroscie i metabolizmie (Smirnoff i Wheeler 2000). Kwas
askorbinowy moze by¢ akceptorem wolnych rodnikéw w reakcjach
niekatalizowanych lub katalizowanych przez enzymy, chronigc chloroplasty
przed reaktywnymi formami tlenu (cykl Halliwella-Asady — Bowler i wsp.
1992). Askorbinian dostaje si¢ do komorki na zasadzie dyfuzji ulatwionej,
gtéwnie w formie utlenionej jako dehydroaskorbinian (rys. 6.1).

CH,OH CH,OH
H OH H OH
O '2H O
O
° +2H
OH OH O O
Kwas askorbinowy Kwas dehydroaskorbinowy

Rys. 6.1. Wzory strukturalne kwasu askorbinowego 1 dehydroaskorbinowego

W roztworach wodnych kwas askorbinowy (HO — A — OH) jest najczgsciej
prawie catkowicie zdysocjowany 1 wystgpuje w postaci jednoujemnego anionu
askorbinowego: HO— A — O~ . Wykazuje on silne wlasciwosci redukcyjne
wobec wolnych rodnikéw np. LOO®, zapobiegajac ich oksydacyjnej aktywnosci,
a wigc jest tzw ,,zmiataczem” wolnych rodnikow. Mozna to zapisa¢ nastepujaco:
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HO—A—O +R"— "'0O—A—O + RH,

gdzie R® oznacza wolny rodnik, natomiast ‘O — A — O~ jest stosunkowo mato
reaktywnym rodnikiem askorbinowym. W procesie autoutleniania do formy
dehydroaskorbinianu, askorbinian wystepuje takze w innych formach posrednich
(Bors i Buettner 1997).

Do przeprowadzenia badan USL komoérek Characeae traktowanych kwasem
askorbinowym sktaniaja przynajmniej trzy czynniki: 1) wlasciwos¢ kwasu
askorbinowego powodujaca zmiatanie wolnych rodnikow, 2) ultrastaba lumines-
cencja objawiajaca si¢ jako skutek reakcji wolnorodnikowych, 3) hydrofilowy
charakter AsA. Z tego powodu przeprowadzono szereg eksperymentow
majgcych za zadanie wyjasnienie oddziatywanie tego bioczynnika z badanymi
komoérkami.

W prezentowanych badaniach AsA podawany byl do s$rodowiska APW,
w ktorym znajdowaty si¢ komorki Characeae, do uzyskania stezenia koncowe-
go: 0,01; 0,05; 0,1; 0,5; 1; 5; 10 mM/L. Wykonano szereg pomiaréw intensyw-
no$ci USL, a najbardziej typowe wyniki dla poszczegdlnych stezen przedstawio-
no na rysunku 6.2 (pomini¢to st¢zenie 0,01 mM ze wzgledu na niezauwazalne
zmiany). Analiza kinetyki zmian intensywno$ci USL pozwala stwierdzi¢, ze
zaraz po podaniu AsA nastgpowal wzrost Swiecenia — tym wigkszy i gwattow-
niejszy, im wyzsze bylo stezenie substancji czynnej (rys 6.3 i 6.4). Po poczatko-
wym wzroscie nastgpowal stopniowy jego spadek — tym szybszy, im wigksze
byto stezenie AsA. Wzrost natezenia USL pozwala przypuszczaé, ze AsA
w przeprowadzonych eksperymentach moze wykazywa¢ prooksydacyjny
charakter oddzialywania, a nie — jak si¢ powszechnie przyjmuje — antyoksyda-
cyjny.

Wyniki te zostaly potwierdzone przez obrazowanie luminescencyjne
przedstawione dla probki poddanej dziataniu kwasu askorbinowego
0 najwyzszym stezeniu, tj. 10 mM (rys. 6.5). Pierwszy obraz roslin (A) pokazuje
fotoindukowang emisj¢ fotonowa dla probki. Obraz (B) przedstawia wySwie-
canie probki po 10 minutach od podania reagenta. Nastgpne C) i D) obrazy
luminescencyjne przedstawiaja emisj¢ fotonowg indukowang AsA odpowiednio
po 70 i 190 minutach. Interesujacym jest fakt, ze obrazowanie luminescencyjne
ujawnia osobnicze wlasciwosci poszczegolnych komorek poniewaz jak widac,
$wieca one niejednoczesnie, a raczej sukcesywnie jedna, a nastgpnie inna, tak
jakby miaty kazda z nich inng wrazliwo$¢ na dziatanie AsA. Ponadto w obrebie
pojedynczej komorki emisja fotonowa jest nierownomierna i poszczegolne jej
czesSci wykazujg zmienne w czasie natezenie USL. Godne podkreslenia jest to,
ze po eksperymencie wszystkie komorki wykazywaty dobra kondycje, co si¢
objawiato tym, ze szybko$¢ ruchu cytoplazmy powracata do wartosci
wyjsciowe] sprzed podania AsA oraz tym, ze wszystkie komodrki zachowywaty
odpowiednig sprezystos¢ (turgor). Uzyskany obraz luminescencyjny wykazuje
korelacje z wynikami USL zaprezentowanymi na rysunku 6.2.
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Rys. 6.2. Wzgledne nat¢zenie USL komorek Nitellopsis obtusa eksponowanych na dziatanie
kwasu askorbinowego: kotka puste — przed zadaniem AsA, kétka pelne — po zadaniu AsA.
Poszczegdlne wykresy prezentuja wyniki najbardziej typowych pojedynczych pomiaréw,
wybranych z dziesigciu serii. Wartosci wzgledne natezen USL uzyskano dzielac otrzymane wyniki
przez usredniong warto$¢, odpowiadajacg poczatkowym punktom pomiarowym — bez AsA
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Rys. 6.3. Wzgledne nat¢zenie USL (I,.x/ly) odpowiadajace wartosciom maksymalnym
w zaleznosci od stezenia ASA w APW z komoérkami Characeae. Osie przedstawione sa w skali
logarytmicznej. Zaznaczono odchylenia standardowe z 10 serii pomiarowych. (Jaskowska i1 wsp.
2001a — rysunek zmodyfikowany)
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Rys. 6.4. Czas (t,), po ktorym wystepowato maksimum intensywnosci USL, w zaleznosci od
zadanego stezenia AsA, w APW z komorkami Characeae. O$ stgzen przedstawiona jest w skali
logarytmicznej Zaznaczono odchylenia standardowe z 10 serii pomiarowych. (Jaskowska i wsp.
2001a — rysunek zmodyfikowany)
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Rys. 6.5. Obraz fotoindukowanej luminescencji komorek Nitellopsis obtusa (A) oraz obrazy
luminescencyjne tych komorek po wyciemnieniu i poddanych dzialaniu 10 mM kwasu
askorbinowego, uzyskane odpowiednio: B) — 10 minut, C) — 70 minut i D) — 190 minut od
poczatku ekspozycji. Czas akwizycji wynosit 10 min. Maksimum luminescencji na skali wynosi
45 zliczen/piksel (400 zliczen/ mm?)
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Badania spektroskopowe wykazaty, ze AsA wystgpowal w roztworze APW
w formie jednoujemnego anionu askorbinowego, dla ktérego maksymalna
absorpcja wystepuje przy dtugosci fali 265 nm. Mierzac absorbancje dla AsA
w srodowisku z APW i badanymi ro$linami, stwierdzano gwaltowny spadek
stezenia AsA w pierwszych minutach (rys. 6.6). W tym samym czasie
nastgpowal szybki wzrost intensywnos$ci USL — do wartosci maksymalnej. Po
tym etapie zmian, pojawial si¢ spadek stgzenia askorbinianu w Srodowisku APW
z badanymi komoérkami, wyraznie jednak mniejszy od tego, jaki obserwowano
w srodowisku kontrolnym — z samym APW. Otrzymane rezultaty mozna
wytlumaczy¢ tym, ze bez Swiatla (pomiary przeprowadzano w zaciemnionym
pomieszczeniu, z dostgpem $wiatla ponizej 3 lux) — proces fotosyntezy ustaje,
arosliny pobieraja tlen ze srodowiska. Mniejsza zawarto$¢ tlenu w Srodowisku
powoduje wolniejszy rozklad AsA (wolniejsze utlenianie).
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Rys. 6.6. Stezenie AsA w APW z ros§linami Characeae i bez ro§lin, po ekspozycji na kwas
askorbinowy (1 mM/L). Prawa 0§ i petne kotka prezentuja wzgledne natgzenie USL roslin po
zadaniu 1 mM roztworem AsA (warto$ci $rednie z dziesigciu pomiardw)

Przeprowadzone badania konsumpcji tlenu przez komorki glonéow Characeae
w ciemnos$ci, potwierdzaja zjawisko pobierania tlenu ze $rodowiska przez
badane glony (Dudziak i wsp. 2001). Po zadaniu AsA, zawarto$¢ tlenu
w §rodowisku z ro§linami spadata szybciej (T (2= 50 min) anizeli w srodowisku
bez ro$lin (Tup=5,5h) (rys.6.7). Zwigkszona obecnos¢ askorbinianu
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w komorce, moze dodatkowo intensyfikowac proces oddychania, a tym samym
1 pobor tlenu ze srodowiska.
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Rys. 6.7. Procentowe stgzenie tlenu w APW z roslinami Characeae i bez roslin, po dodaniu AsA
(ImM/L). Pomiary przeprowadzono w ciemnosci (Dudziak i wsp 2001)

Zaobserwowano, ze kinetyka zmian USL po ekspozycji badanych roslin na
dzialanie AsA w okresie letnio-jesiennym jest odmienna anizeli w okresie
zimowo-wiosennym. Szczegdlnie duza roéznica wystepowata pomigdzy probka-
mi eksponowanymi na 10 mM roztwoér AsA z okresu wrzesnia i lutego (rys 6.8).
Przebiegi tych zmian dla komorek ,,wrzesniowych” posiadaty od 2 do 3 razy
wigksze wartoSci maksymalne, natomiast ich spadki byly gwaltowniejsze.
Wygladato to tak, jakby st¢zenie bioczynnika bylo wigksze. Efekt taki mogt by¢
spowodowany wigksza zawartoScig substancji wolnorodnikowych w roslinach
z okresu letnio-jesiennego i mniejsza ich odpornoscig na dziatanie czynnikow
zewngetrznych (porownaj wykresy na rys. 5.7 natgzen USL mtodych jedno-
rocznych komorek wiosennych, z wieloletnimi, ktore przezimowaty na dnie
jeziora).

Przeprowadzono takze analize zmian widma USL glonéw Characeae
w warunkach ich ekspozycji na dzialanie AsA (Jaskowska i wsp. 2001b).

Otrzymane widmo réznicowe (rys. 6.9) wykazuje podwyzszenie emisji przy
okoto 385 nm oraz w $rodkowej czgsci tj. przy okoto: 500 nm, 550 nm i 610 nm.
W obszarze czerwieni obserwujemy wzrost emisji dla okolo 640 nm oraz
prawdopodobnie w zakresie 670—700 nm.
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Rys. 6.8. Zalezno$ci znormalizowanych nat¢zen USL komorek Nitellopsis obtusa, mierzonych we
wrzesniu 1 w lutym w sytuacji ich ekspozycji na 10 mM roztwor AsA. Dane usrednione z 10 serii
pomiarowych. Normalizacj¢ uzyskano wzgledem S$redniej uzyskanej z pomiar6w przeprowa-
dzonych przed zadaniem bioczynnika (po odjecu tta). Zaznaczono btedy standardowe
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Rys. 6.9. Spektrogram roéznicy wzglednych nat¢zen USL komorek nie traktowanych
bioczynnikiem ($rednia z 26 serii — z rys. 5.12) i komoérek po dodaniu 1 mM AsA — $rednia
z trzech serii. Zaznaczono btedy standardowe
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Wzrost emisji dla okoto 385 nm oraz 500 nm moze $wiadczy¢ o generowa-
niu — kolejno: 20,(°7,) oraz *(=C=0), co z kolei moze mie¢ zwigzek ze
wzmozeniem proceséOw wolnorodnikowych. Caty srodkowy obszar widma moze
by¢ zwigzany ze wzrostem emisji FMN, NADH, Qo i cytochromow biorgcych
udziat w transporcie elektronow w tancuchu oddechowym mitochondriéw, co
sugeruje wzmozenie procesoOw oddychania w ciemno$ci pod wptywem AsA.
Potwierdza to pomiar konsumpcji tlenu (rys. 6.7).

Wzmozony proces oddychania, moze mie¢ tez zwiazek ze zwigkszeniem
,»wycieku” elektronéw tancucha oddechowego, prowadzacym do peroksydacji
lipidow btony mitochondrialnej, odpowiedzialnej za generowanie tlenu
singletowego oraz wzbudzonych grup karbonylowych. Wzrost intensywnosci
promieniowania w ,,czerwonej” czgsci widma, moze odpowiada¢ emisji
chlorofilu, ktory pochtania $wiatlo z zakresu wysokoenergetycznej czg$ci
widma. Jest mozliwe réwniez, ze AsA ma wplyw na zwigkszenie transportu
elektronow w fotosystemach (Silva i wsp. 1991), co moze by¢ takze zwigzane ze
wzrostem intensywnosci USL chlorofili. Jedyne istotne obnizenie natg¢zenia
ultrastabego $wiecenia obserwujemy dla zakresu spektralnego, w ktorym
wystepuje emisja 20,('Ay) (634 nm). By¢ moze tylko w tym zakresie mozna
obserwowac¢ (nie zdominowany przez procesy zwickszajace ultrastabg emisje
fotonowa) efekt antyoksydacyjnego dzialania kwasu askorbinowego.

W celu blizszego poznania reakcji AsA z komorka, przeprowadzono pomiary
natezenia USL dla pewnych jej struktur wyodrebnionych z komorek Characeae
oraz pewnych frakcji (sposoby uzyskania struktur i frakcji opisane zostaly
w rozdziale 4). Zmiany nat¢zen USL wywotane dodaniem AsA do wyizolowa-
nych struktur i frakcji (w APW) prezentowane sg na rys. 6.10-6.14. Ekspozycja
wyizolowanej cytoplazmy na 1 mM roztwor AsA (rys. 6.10), powoduje gwatto-
wny wzrost natezenia USL oraz do$¢ szybki jego spadek. Dla scianek komorko-
wych (rys. 6.11) krzywa jest zgota inna, tagodniejsza. Podobny, tagodniejszy
charakter krzywej obserwujemy dla frakcji blonowej (rys. 6.12). Poréwnujac
powyzsze wykresy z krzywymi odzwierciedlajagcymi dziatanie AsA na cale
komorki (rys. 6.2), mozna doj$¢ do wniosku, ze przy wysokich stezeniach AsA
w APW z komérkami reakcje zachodza gléwnie w czgéci cytoplazmatycznej
(porownanie z wykresem dla cytoplazmy), natomiast dla stezen mniejszych,
wigkszo$¢ reakcji moze zachodzi¢ w $cianie komorkowej lub w jej poblizu np.
w btonie komoérkowej (poréwnanie z wykresem dla $Sciany komorkowej oraz
frakcji btonowej). Jedynie dla frakcji rybosomalnej obserwowano spadek
nat¢zenia USL ponizej poziomu pomiaru kontrolnego, poprzedzajacego podanie
do probki AsA. Przy 5 mM stezeniu AsA, spadek ten wystepuje po okoto
20 minutach, w trakcie ktorych mamy do czynienia ze wzrostem natezenia USL
(rys. 6.13). Dla innej probki zawierajacej frakcje rybosomalng zarejestrowano
wylacznie spadek intensywnosci USL, wystgpujacy dopiero po zadaniu 100 mM
AsA — rys. 6.14 (wczesniejsze eksponowanie probki na 1mM AsA nie dawato
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zadnych zmian w natezeniu USL). Takie obnizenie USL moze $wiadczy¢
o0 antyoksydacyjnym i tym samym ochronnym dzialaniu AsA na molekulty RNA

oraz DNA.
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Rys. 6.10. Kinetyka zmian ultrastabej luminescencji cytoplazmy wyizolowanej z 30 komorek
Nitellopsis obtusa podczas ekspozycji na dziatanie 1mM roztworu AsA
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Rys. 6.11. Kinetyka zmian ultrastabej luminescencji $cianek komodrkowych po ekspozycji na
dziatanie 1 mM roztworu AsA. Dane usrednione z trzech serii pomiarowych (w kazdej probce
$cianki z 40 komorek)
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Rys. 6.12. Kinetyka zmian ultrastabej luminescencji frakcji btonowej komorek Nitellopsis obtusa
po zadaniu 1mM roztworu AsA

2500
efrakcja osomalna+AsA
2000 | | Jaryb
= %
€ ®
o 1500 + ®
E -
- ° o %
® e _ e ..
D 1000 {ee™™ ¥ "¢ Pooe
2 ®oce
5 ... [ ]
."N.’.' 500 1 5mM AsA 07 00g0,0%0,,
1]
c
0 : : :
0 0,5 1,5 2

1
czas [godz]

Rys. 6.13. Kinetyka zmian ultrastabej luminescencji frakcji rybosomalnej komorek Nitellopsis
obtusa podczas ekspozycji na 5 mM roztwor AsA (po odjeciu tta APW). Pozioma przerywana
linia oznacza usredniony poziom USL przed zadaniem AsA
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Rys. 6.14. Ultrastaba luminescencja frakcji rybosomalnej komorek Nitellopsis obtusa podczas
ekspozycji na 1 mM oraz 100 mM roztwory AsA

Wykonano takze badania, polegajace na wielokrotnym podawaniu kwasu
askorbinowego (o tym samym st¢zeniu) do probki z komérkami Characeae, co
pozwalato oszacowaC czas wysycenia badanych komorek reagentem. Dla
zadanego dwa razy po 5 mM AsA do $rodowiska z dwiema r6znymi przyktado-
wymi probkami roslin, otrzymano dwie odmienne kinetyki reakcji USL na
zadany bioczynnik (rys. 6.15 A). W przypadku przebiegu, w ktorym USL osiaga
szybki spadek (po intensywnym wzroscie), drugie dodanie AsA nie powoduje
juz wzrostu $wiecenia. Natomiast dla roslin, w ktérych USL po osiggnieciu
maksimum pozostaje dalej w przyblizeniu stabilne, drugie dodanie AsA
powoduje wzrost ultrastabego $wiecenia. Podobne zachowanie stwierdzono po
trzykrotnym zadaniu 1 mM roztworu AsA (rys. 6.15 B). W przypadku pigcio-
krotnego zadawania 1 mM roztworu AsA (rys. 6.15 C) wzrosty USL przestaja
by¢ zauwazalne dla dwoch ostatnich dawek bioczynnika.

Powyzsze wyniki badan sugeruja, ze wysycenie komorek kwasem askorbino-
wym wystepuje wowczas, gdy proces USL jest w fazie spadkowej. Sugeruje to,
ze mamy do czynienia z wyczerpywaniem si¢ substratow we wszystkich fazach
strukturalnych badanego obiektu i dodatkowa ilo§¢ AsA nie napotyka juz na
zwigzki mogace z nim reagowac. Chcac jednoznacznie dowies¢ antyoksydacyj-
nego charakteru dzialania kwasu askorbinowego, wykonano badania intensyw-
nosci USL, zadajac AsA do probki z ro§linami przetrzymywanymi w ciemnos$ci
tylko 30 minut, dla ktérych trwat jeszcze proces wyswiecania. Jednakze zaraz po
podaniu reagenta wystepowat wylgcznie wzrost intensywnosci USL (rys. 6.16).
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Rys. 6.15. Kinetyka procesu ultrastabej luminescencji podczas wielokrotnego zadawania AsA do
srodowiska APW z komorkami Nitellopsis obtusa: A)2 x5mM AsA, B) 3x1mM AsA
C) 5 x 1 mM AsA. Pionowe przerywane linie oznaczaja momenty zadawania bioczynnika. Kazdy
rysunek przedstawia dwie przyktadowe serie pomiarowe
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Rys. 6.16. Kinetyka ultrastabej luminescencji roslin Nitellopsis obtusa podczas ekspozycji na
5 mM roztwor AsA. Bioczynnik zadawano 30 minut po umieszczeniu roslin w $wiattoszczelnej
komorze aparatury pomiarowej. Srednia z 4 serii pomiarowych, zaznaczono odchylenia
standardowe

Przeprowadzono takze uzupetniajace pomiary predkosci ruchu cytoplazmy
ioporu blony komoérkowej. Predkos¢ ruchu cytoplazmy, w komorkach
Nitellopsis obtusa po zadaniu AsA zwigkszala si¢ do 0,065 mm/s i po okoto
23 minutach wracata do wartosci wyjsciowej, wynoszacej 0,045 mm/s. Opor
plazmalemmy pokazywat tendencj¢ wzrostowa, ktora nie wskazywata na
stabilizacje nawet po uptywie 90 minut, osiagajac w tym czasie wzrost o okoto
30%.

Na podstawie eksperymentow opisanych w niniejszym rozdziale, moze
nasung¢ si¢ pytanie - dlaczego po zadaniu AsA w badanych probkach obserwuje
si¢ wzrost intensywnosci USL ? Traktujac USL jako skutek reakcji wolnorodni-
kowych, nalezatoby si¢ spodziewaé raczej obnizenia jego natezenia pod wply-
wem AsA. Obserwowany szybki wzrost §wiecenia moze by¢ skutkiem prooksy-
dacyjnego dzialania AsA w poczatkowym okresie; AsA ulegajac utlenianiu
moze by¢ zréodtem elektronow, ktére generujac szereg reakcji chemicznych
prowadze do wytworzenia molekut elektronowo wzbudzonych powodujacych
zwickszenie nat¢zenia USL. Prooksydacyjne dziatanie AsA moze by¢ rowniez
zwigzane z wystgpowaniem w probee biologicznej jondw metali przejsciowych,
w obecnosci ktorych AsA inicjuje reakcje generujace wolne rodniki. Wiadomo
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bowiem, ze wlasnie askorbinian z jonami zelaza wykorzystywany jest jako
czynnik inicjujacy peroksydacje lipidow w badanych strukturach modelowych
bton biologicznych (Leyko i wsp. 1991).

Mozliwa jest takze sytuacja, ze AsA — wystepujacy w roztworze APW
w formie jednoujemnego anionu askorbinowego — nie wnika w glab komorki
(formy jonowe trudno przenikajg przez btony lipidowe), lecz reaguje na
powierzchni plazmalemmy.

W literaturze mozna znalez¢ opis badan, w ktorych AsA powodowat
obnizenie natgzenia USL badanych obiektow biologicznych (Maccarrone i wsp.
1995, Radoti¢ i wsp. 1990), jednakze obnizenie to nastgpowato po uprzednim
zadziataniu czynnika zewnetrznego, wywolujacego powstawanie wolnych
rodnikow.

6.2. Wplyw a-tokoferolu i B-karotenu

Zaréwno a-tokoferol jak i P-karoten sa zaliczane do najistotniejszych
antyoksydantéw hydrofobowych (Palozza i wsp. 1992).

OH

HaC CH;

HsC
.y o,
Hyo? ™ Hg
CH;
B) CH; CHs CH; CH;
N N . N,
OH; CH; CH; CH,

CH;

Rys. 6.17. Struktura a-tokoferolu — (A) oraz 3-karotenu — (B)

a-tokoferol (rys 6.17A) nalezy do grupy tokoferoli i wraz z toko-
trienolami stanowi pule zwiazkow, zwanych witaming E. Syntetyzowany
jest wylacznie przez organizmy fotosyntetyzujace i1 pelni wazng funkcje
ochronng, zwlaszcza w aparacie fotosyntetycznym (Munné-Bosch
i Alegre 2002). Zlokalizowany w blonach lipidowych stabilizuje ich
strukture, usuwajac rodnikowe formy tlenu, rodniki nadtlenkowe lipidow,
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a takze tlen singletowy. Jako antyoksydant, o-tokoferol (TOH) chroni
struktury blonowe, uczestniczac w reakcjach wolnorodnikowych:

LOO*+ TOH — LOOH + TO".

Rodnik tokoferylowy TO® jest stosunkowo malo reaktywny i moze wejs¢
wreakcje z innym wolnym rodnikiem Ilub ulec redukcji przez inne
antyoksydanty.

B-karoten (rys. 6.17 B) nalezy do grupy karotenoidow, barwnikow wystepu-
jacych w plastydach tkanek fotosyntetycznych i niefotosyntetycznych. Zwigzek
ten moze by¢ biosyntetyzowany w roslinach i bakteriach fotosyntetyzujacych
(Carotenoids 1998). Karotenoidy (K), podobnie jak tokoferole, sa efektywnymi
wygaszaczami tlenu singletowego. Reagujg réwniez z organicznymi wolnymi
rodnikami, powstajacymi w procesie peroksydacji lipidow:

LOO"+K —> LOO—K".

Wolny rodnik K* z niesparowanym elektronem w atomie wegla, moze
reagowa¢ z nastgpnym rodnikiem nadtlenku lipidu, pozbawiajac substraty
w efekcie koncowym — wolnorodnikowego charakteru. Poza funkcjami
antyoksydacyjnymi, karotenoidy odgrywaja role wspomagajaca zbieranie
swiatta w fotosystemach. Jednakze gléwna funkcjg B-karotenu, w systemach
fotosyntetycznych jest najprawdopodobniej wygaszanie stanu trypletowego
chlorofilu i rozpraszanie energii w postaci ciepta, co zapobiega powstawaniu
tlenu singletowego.

Przeprowadzono pomiary wptywu o-tokoferolu i B-karotenu na zmiany
nat¢zenia ultrastabej luminescencji zadajgc bioczynniki do Srodowiska
z badanymi probkami. Zarowno a-tokoferol jak i B-karoten, jako zwigzki
hydrofobowe, sg dobrze rozpuszczalne w blonach lipidowych. Aby uzyskac
efekt oddziatywania tych antyoksydantow z badanymi strukturami komorko-
wymi, przeprowadzono ich sonifikacje, rozdrabniajgc je do postaci liposoméw
o $rednicach okoto kilkudziesigciu nm (dokladniejszy opis znajduje si¢
w Aneksie V). Tak powstate elementy mogly wnika¢ w glab badanych struktur
btonowych, oddziatujac z nimi.

Zaréwno dla a-tokoferolu jak i B-karotenu, badania przeprowadzano na
roznych frakcjach komorek Nitellopsis obtusa. Sposoby otrzymywania frakcji
omoOwiono w rozdziale 4.

Stosujac a-tokoferol, okreslono zmiany intensywnos$ci USL roztworu
z wyizolowang cytoplazma. Probka pomiarowa zawierala cytoplazme wycisnigta
z 30 komoérek migdzyweztowych, wymieszang z 20 ml wody redestylowanej. Do
tak sporzadzanych probek dodawano a-tokoferol, uzyskujac stezenie 0,35 uM/L
a-tokoferolu w roztworze.

Wyniki serii pomiarowych z dwoch probek przedstawiono na rysunku 6.18.
Probki roznity si¢ tym, ze jedna z nich zawierata mannitol majacy za zadanie
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chroni¢ mitochondria przed destrukcja. Maksymalne zabezpieczenie
mitochondriow uzyskiwano na drodze dwuetapowego zadawania mannitolu:
1) przed wycisnieciem cytoplazmy — komorki przetrzymywano w APW
z mannitolem (0,35 M) przez 25 minut, 2) cytoplazme z komoérek wyciskano do
roztworu, zawierajacego 0,35 M mannitolu. Pomiary ultrastabej luminescenc;ji
rozpoczynano po 6 godzinach od umieszczenia probek w $wiatloszczelne]
komorze pomiarowej. Po zadaniu a-tokoferolu, w obydwu probkach obserwo-
wano wzmozenie intensywno$ci USL z tym, ze dla cytoplazmy bez mannitolu
,maksimum intensywnos$ci” bylo okoto 3 razy wigksze. Wyniki pomiaréw
otrzymane po okoto 3 godzinach od zadania bioczynnika — zarowno dla probek
bez mannitolu jak i z mannitolem — nie wykazywaty spadku intensywno$ci USL
ponizej Sredniego poziomu, okreslonego przed zadaniem bioczynnika (wyniki
nie pokazane na rysunku). Uzyskane wyniki na rysunku 6.18 mozna ttumaczy¢
tym, ze uszkodzone mitochondria (z powodu braku mannitolu) dostarczaja
o wiele wigkszg ilos¢ elektronow, ktore powoduja reakcje prowadzace do
dodatkowych wzbudzen napotkanych molekut.

25 e cytoplazma bezmannitolu
a \ A cytoplazma zmannitolem

) ooo.'.
: °e®
1 [ ] P )

§ 2 | ..°O..o
| %5000

8 3PS Y [ ] PS

© ! [ J

z I

g 15 |

z , Y Y-YN-YYV A

< ) A Aanalapa,

4 ]

‘N \

'.03' 1 i QO N 1

2 and i a-tokoferol
]

0,5 T : T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40
czas [min]

Rys. 6.18. Wzgledny poziom natgzenia USL dla probki z wyizolowang cytoplazma (z 30 komorek
Nitellopsis obtusa) po ekspozycji na 0,35 uM a-tokoferol. Natezenie wzgledne uzyskano dzielac
wyniki pomiaré6w przez warto$¢ $rednig z danych pomiarowych otrzymanych przed zadaniem
bioczynnika

B-Karoten zadany do APW z wyizolowana cytoplazma (bez chloroplastow),
powodowatl wzrost intensywno$ci USL (rys. 6.19) i utrzymywanie si¢ tego
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podwyzszonego poziomu przez ponad 2 godziny (wyniki nie pokazane na
rysunku). Przed wyci$nigciem cytoplazmy — komorki przetrzymywano 30 minut
w 0,35 M mannitolu. Przy takim samym stezeniu -karotenu w APW z chloro-
plastami, odwirowanymi uprzednio z cytoplazmy, obserwowano gwaltowny
wzrost intensywno$ci USL, a nastepnie jej spadek — w przyblizeniu do poziomu
Swiecenia, wystepujacego przed zadaniem bioczynnika (rys. 6.20). Probki
z cytoplazma i chloroplastami przetrzymywano przed pomiarami w ciemnoSci
przez 7-8 godzin. Jednak nawet po takim czasie trwatl jeszcze proces wyswie-
cania $wiatta, najprawdopodobniej z chloroplastow zawartych w prébce, co
wida¢ do§¢ wyraznie na rysunku 6.20.
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Rys. 6.19. Natezenie USL probki z wyizolowang cytoplazmg z komorek Nitellopsis obtusa (bez
chloroplastow) — przed i po ekspozycji na B-karoten o stezeniu 10 mg/L

Dodanie B-karotenu do roztworu z zywymi komorkami Nitellopsis obtusa nie
wywolywato istotnych zmian natezenia USL. Taki efekt mogt by¢ spowodo-
wany dziataniem zaporowym S$cianki komoérkowej i plazmalemmy (liposomy
[-karotenu nie wnikaly dostatecznie intensywnie w glab plazmalemmy).

Analizujac otrzymane wyniki, mozna skonstatowac, ze nie potwierdzajg one
antyoksydacyjnego charakteru dziatania a-tokoferolu na cytoplazme¢ wyizolowa-
ng z badanych komorek (rys. 6.18). Obserwowane podwyzszenie intensywnosci
USL moze oznacza¢, ze w zadawanym stgzeniu — w pierwszych godzinach dzia-
fania bioczynnika — nastepuje nasilenie reakcji wolnorodnikowych, w efekcie
ktorych powstaja wzbudzone produkty odpowiedzialne za chemiluminescencije.
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Wigksza intensywno$¢ luminescencji probki nie eksponowanej na dzialanie
mannitolu sugeruje, iz oddzialywanie o-tokoferolu (inicjujace reakcje
prooksydacyjne) na cytoplazme¢ zawierajacg bardziej rozdrobnione fragmenty
bton (rozerwane mitochondria) — jest wicksze. Efekt ten moze by¢ zwigzany
badz ze zwigkszong penetracjg bioczynnika w rozerwane struktury blonowe
badz z jego oddzialywaniem z biomolekutami uwolnionymi z uszkodzonych
organelli. Ksztalt uzyskanego zaniku emisji jest bardzo podobny do otrzyma-
nego dla frakcji blonowej, poddanej dziataniu 1mM roztworu AsA (rys.6.12).
Mozna przypuszczaé, ze podobienstwo to wynika z faktu, iz a-tokoferol dodany
do cytoplazmy, jako antyoksydant hydrofobowy — lokalizuje si¢ w blonach i tam
wywoluje reakcje zwigzane ze wzrostem intensywnosci USL.
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Rys. 6.20. Natezenie USL probki wyizolowanych chloroplastow z komorek Nitellopsis obtusa
— przed i po ekspozycji na B-karoten o stezeniu 10 mg/L

B-karoten (rys. 6.19), podobnie jak a-tokoferol (w stosowanych st¢zeniach),
dzialajg na cytoplazmg¢ prooksydacyjnie. Utrzymywanie si¢ tego efektu dosé
dlugo — nawet ponad 2 godziny — moze oznacza¢, ze mamy tutaj do czynienia
z duzym stgzeniem tlenu w §rodowisku (Truscott 1996).

Dla chloroplastow (rys. 6.20) dominacja prooksydacyjnych reakcji wystepuje
tylko w pierwszych 30 minutach od momentu podania reagenta. Ksztalt
otrzymanego przebiegu jest podobny do tego, jaki uzyskano przy oddziatywaniu
5 mM AsA na frakcje rybosomalng (rys. 6.13), gdzie po takim samym czasie
obserwowaliSmy dziatanie antyoksydacyjne. By¢ moze dla chloroplastéw i beta-
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karotenu takze zachodzi taki proces, ale nie jest on wyraznie dostrzegalny ze
wzgledu na trwajacy jeszcze proces wySwiecania.

Nieco spadkowa tendencja intensywnosci USL na poczatku pomiarow (przed
zadaniem bioczynnika), jest zapewne wynikiem trwajacego jeszcze procesu
wys$wiecania.

Znane s efekty, powodujace obnizanie intensywno$ci ultrastabej
chemiluminescencji (indukowanej uprzednio przez czynniki wzmagajace efekty
wolnorodnikowe) po ekspozycji na dzialanie a-tokoferolu (Maccarrone i wsp.
1995, Miyazawa i wsp. 1983), jak tez PB-karotenu (Torinuki i wsp. 1982,
Miyazawa i wsp. 1981).
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7. Zmiany ultraslabej emisji fotonowej indukowane
wahaniami temperatury

Temperatura jest jednym z istotnych czynnikow powodujacych zmiany
nat¢zenia USL organizmow zywych. Wzrost temperatury utatwia powstawanie
standw wzbudzonych czasteczek (Abeles 1986), powoduje takze zwigkszenie
energii translacyjnej, oscylacyjnej i rotacyjnej reagujacych czasteczek, czemu
towarzyszy wigksza intensywno$¢ reakcji chemicznych odpowiedzialnych za
szereg procesow przebiegajacych w komoérce. Temperatura ma takze wplyw na
aktywno$ci enzymatyczne biatek — ich wartosci maksymalne wystepuja
w zakresie temperatur fizjologicznych (Elias i wsp. 2014). Wymienione powyzej
czynniki, odpowiadaja za intensywno$¢ przemian metabolicznych. Zmiana
metabolizmu komorkowego ma bezposredni zwigzek migdzy innymi: z inten-
sywnoscig 1 sprawnoscia oddychania oraz z intensywno$ciag procesow
wolnorodnikowych; te procesy — jak si¢ powszechnie przyjmuje — majg istotny
wplyw na generowanie USL przez komorki.

Badane glony Characeae, to organizmy do$¢ czute na wysoka temperature.
Zyja w $rodowisku wodnym, na dnie jezior i rozlewisk, gdzie zmiany
temperatury nie sg skrajnie duze i przebiegaja powoli — w cyklu rocznym. Z tego
powodu zmiany temperatury srodowiska, przebiegajace szybko lub wychodzace
poza przedzialy zmian wystepujace w srodowisku naturalnym, moga stanowié
dla nich czynnik stresogenny wplywajacy w znaczacy sposdb na stan ich
funkcjonowania.

Wiadomym jest, Zze zmieniajac temperatur¢ otoczenia roslin Characeae
w zakresie fizjologicznym obserwujemy zmiany wielu parametrow komorko-
wych, np.: potencjalu czynnosciowego (Blatt 1974), potencjalu i oporu
btonowego (Hogg i wsp. 1968, Paszewski i Spiewla 1986), oporu i pojemnosci
wezta (Ogata 2000), aktywnosci kanatéw jonowych (Djurisi¢ i Andjus 2000,
Demidchik i wsp. 2001), aktywnosci kanatow wodnych (Hertel i Steudle 1997)
oraz szybkosci ruchu cytoplazmy (Uchida i wsp. 1995).

Dla zakresu temperatur fizjologicznych, zmiany natezenia USL zywych
organizmow sg skorelowane ze zmianami temperatury i zalezno$¢ ta speinia
w przyblizeniu roéwnanie Arrheniusa. Obserwowane odstepstwa (w przebiegu
nat¢zenia USL) od prawa Arrheniusa, mogg mie¢ odzwierciedlenie w zmianie
rozkladu spektralnego, co moze postuzy¢ do identyfikacji zmian pewnych
procesoOw w organizmach roslinnych (Konev i wsp. 1974). Takie odstgpstwa
mozna zauwazy¢ zwlaszcza wtedy, gdy organizm dozna stresu wywolanego
ekstremalnymi temperaturami, wowczas zmiany USL mozna wykorzysta¢ do
badania zdolnosci adaptacyjnych, np. roslin uprawnych (Tarusov i Wiesotowski
1978). Pod wplywem intensywnego wzrostu temperatury organizm doznaje
szoku termicznego odpowiedzialnego za generowanie wolnych rodnikow, co ma
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odzwierciedlenie we wzro$cie ultrastabej emisji fotonowej. Intensywnos¢ emisji
jest zalezna nie tylko od wartosci osiggnigtej temperatury, ale takze od szybkos$ci
jej zmian (Kobayashi i wsp. 2014).

Gdy temperatura badanego materialu (wcze$niej naswietlonego) zostaje
zwickszana szybko i w odpowiednio szerokim zakresie (np. od —60 do +100°C
z predkoécia 30°C-min™), to woéwczas mozna otrzymaé lokalne maksima
luminescencji. Takie zjawisko ,,indukowanej termicznie” luminescencji
nazywamy termoluminescencjg (Ducruet i Vass 2009, Rappaport, i Lavergne
2009). Termoluminescencja z materiatu roslinnego jest bardzo uzyteczna do
badania fotosyntetycznego transportu elektronéw (Inoue 1996), moze by¢
rowniez wykorzystana (tak, jak ultrastaba luminescencja spontaniczna) do
wykrywania stresu oksydacyjnego (Havaux 2003).

Zostato stwierdzone, ze ultrastaba luminescencja organizmu ro$linnego,
przetrzymywanego w stalej podwyzszonej temperaturze przez pewien czas
(najczesciej kilka godzin), stopniowo obniza si¢, dazac do stanu, jaki panowat
przed zaburzeniem (Popp i wsp. 1984a, Iyozumi i wsp. 2002). Taka reakcja jest
typowa dla wigkszosci funkcji fizjologicznych zaleznych od temperatury. Zatem
wskazuje to na bezposrednie powigzanie USL z wieloma procesami fizjolo-
gicznymi, zachodzagcymi w komorce (Bohm 1980, Precht i wsp. 1973).

Gdy organizm roslinny poddawany jest cyklicznym zmianom temperatury, to
zalezno$¢ natgzenia USL 1 =1f(T) ma charakter petli (krzywa wzrostowa nie
pokrywa si¢ ze spadkowa), zwanej petla histerezy temperaturowej. Roznice
w przebiegach krzywych badanych in vivo organizméw roslinnych, odzwiercie-
dlajg stan naruszenia ich homeostazy (Stawinski i wsp. 1974, Stawinski i wsp.
1980, Borc i wsp 2011). Roznice takie byty rowniez obserwowane w modelo-
wych uktadach, inicjujacych tancuchowe reakcje wolnorodnikowe (Baskakov
i Voyeikov 1995). Zjawisko to ma swoje odzwierciedlenie w réznych
(zmieniajgcych si¢) wartosciach energii aktywacji (Popp i wsp. 1984a, Stawinski
i wsp. 1980). ,,Temperaturowe odpowiedzi” roslin, emitujacych ultrastabe
promieniowanie elektromagnetyczne, zostaly opisane z uzyciem pojec struktur
dyssypatywnych — termodynamicznych uktadéw otwartych (Popp i wsp. 1984a,
Stawinski i Popp 1987).

Wydawalo si¢ interesujace zbada¢, w jaki sposéb zmienia si¢ natgzenie USL
badanych roslin wodnych Characeae, w zalezno$ci od zmian temperatury ich
srodowiska.

Gdy zmiany temperatury odbywaly si¢ w zakresie dobrze tolerowanym przez
rosliny, wowczas krzywa intensywnos$ci USL byla wiernym odbiciem krzywej
zmian temperatury (rys. 7.1). Z otrzymanych zaleznosci wynika, ze glony
Characeae dobrze znosza gwattowne zmiany temperatury oraz przetrzymywanie
w temperaturach bliskich 0°C, nawet przez okres okoto 2,5 godz.
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Rys. 7.1. Nat¢zenie USL otrzymane dla probki komodrek Nitellopsis obtusa w funkcji czasu oraz
temperatury. Krzywa spadkowa USL dla roslin w czasie od t =0 do t = 90 min. jest przebiegiem
trwajgcego jeszcze procesu wyswiecania

W innych przeprowadzonych eksperymentach rejestrowano zmiany ultrasta-
bej luminescencji zaadaptowanych do ciemnosci ro$lin Nitellopsis obtusa,
podwyzszajac temperature srodowiska od warunkéw pokojowych (20°C) do
45°C i utrzymujac ja na tym poziomie przez okoto 4 godziny (rys. 7.2). Podczas
podwyzszania temperatury do 37°C (szybko$¢ zmian 1°C/min), obserwowano
wzrost intensywnosci USL (I =f(T)), majacy w przyblizeniu charakter ekspo-
nencjalny. Przy dalszym podwyzszaniu temperatury nastgpowato zatrzymanie
wzrostu natgzenia USL, z przejSciem w stopniowy spadek. Maksymalne warto-
$ci natezenia USL obserwowano dla temperatury okoto 40°C. Jego spadek,
trwajacy okolo 20 minut, nastegpowal do momentu wystgpienia silnej erupcji
(42 minuta pomiarow). Po tym czasie temperature utrzymywano juz na stalym
poziomie.

Maksymalna warto$¢ tego gwaltownego wzrostu intensywno$ci USL wyste-
powata po okoto 65 minutach od poczatku pomiaréw, a odpowiadajacy jej
poziom emisji wzrést okoto 40 razy w stosunku do poziomu poczatkowego.
W calym obszarze podwyzszonej emisji, tj. w czasie od 45 do 70 minuty
przebieg zmian intensywnosci USL mial charakter oscylacyjny (rys. 7.2B).
W czasie gdy te zmiany stawaly si¢ bardziej tagodne (od 70 do 90 minuty),
charakteryzujace si¢ wydluzonym okresem, nastgpowal stopniowy — coraz
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fagodniejszy — spadek intensywnos$ci USL. W trakcie eksperymentu komorki
przetrzymywano w podwyzszone] temperaturze (40-45°C) przez okres
3,3 godziny i1 po ich wyjeciu z komory pomiarowej, zadna z komorek nie
wykazywata oznak zycia.
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Rys. 7.2. A) Zmiany liczby zliczen dla probki komorek Nitellopsis obtusa w funkcji czasu przy
zmieniajacej si¢ temperaturze. Znaczniki w ksztalcie kwadratow oznaczaja temperature probki.
B) Powigkszenie cz¢$ci wykresu obejmujgce zmiany oscylacyjne w poblizu maksimum
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Charakterystyczne maksimum i spadek natezenia USL po osiggnieciu
temperatury 40°C mogg by¢ zwigzane z degradacjg struktur konformacyjnych
enzymow i tym samym utrata ich zdolnosci transportowych. Objawiac sig¢ to
moze gwaltownym spadkiem ich aktywno$ci, np. peroksydaz (Salin 1990).
Takie zachowanie si¢ procesu USL, moze mie¢ takze zwigzek ze wzrostem
ptynnosci blony w wyniku przejscia fazowego (Scott i wsp.1991).

Dla réznych roslin polozenie omawianego maksimum intensywnosci USL
wzgledem osi temperatury, moze si¢ nieco rozni¢. Przesuwanie si¢ maksimum
ku wyzszym temperaturom, oznacza wigksza zdolno$¢ adaptacyjng badanych
roslin do wysokich temperatur (Tarusov i Wiesolowski 1978).

Nastepujacy po 45 minucie gwaltowny wzrost intensywnosci $wiecenia,
moze $wiadczy¢ o niekontrolowanych procesach oksydacyjnych, zwigzanych
z uszkodzeniem antyoksydacyjnego aparatu obronnego komorek. Zjawisku temu
towarzyszg lokalne ,,maksima” emisji o okresie rownym 3 do 4 min, ktére moga
swiadczy¢ o trwajacej jeszcze ,,walce antyoksydacyjnej” aparatu obronnego
komorek. Z czasem nastgpuje jednak wyczerpywanie si¢ substratow i dezakty-
wacja enzymow, czemu towarzyszy obserwowany stopniowy spadek Swiecenia,
ktérego natezenie zmierza do poziomu tta. Tego typu przebieg zmian USL
(powyzej 45 minuty pomiaru) jest charakterystyczny dla procesow nekro-
tycznych organizmow poddawanych roznym stresom (rys. 8.9).

Chcac sprawdzi¢, w jaki sposob zmiany temperatur wplywaja na zaburzenia
homeostazy glonow Nitellopsis obtusa, przeprowadzono seri¢ eksperymentow,
w ktorych rejestrowano ultrastabe §wiecenie z probek poddawanych cyklicznym
zmianom temperatur (Borc i wsp. 2011).

Zmiany intensywno$ci USL dla temperatur regulowanych ptynnie w zakresie
4-38°C z szybkos$cig 0,17°C/min przedstawiono na (rys. 7.3). Podwyzszano
temperature — poczawszy od 4°C (krzywa wzrostowa), a nast¢pnie jg obnizano
(krzywa spadkowa). Realizowano w ten sposob pelny cykl zmian temperaturo-
wych. Otrzymana krzywa wzrostowa nie pokrywa si¢ w pei z krzywa spadko-
wa, co moze $wiadczy¢é o zmianach w funkcjonowaniu pewnych szlakow
metabolicznych, odpowiedzialnych za proces USL. Zmiany te prawdopodobnie
zachodza podczas wzrostu temperatury, gdyz wykres Arrheniusa dla tego
przebiegu (rys. 7.4) jest wowczas bardziej nieregularny. Prawdopodobnie w tym
czasie w komorkach zachodza zaréwno procesy zwigzane z przystosowywaniem
si¢ organizmu do wzrostu temperatury jak i te zwigzane z degradacja pewnych
struktur komorkowych. Trzecia kolejna krzywa — wzrostowa (nie pokazana na
rysunkach), pokrywa si¢ w granicach btgdow pomiarowych z krzywa spadkowa.
Caly cykl zmian temperaturowych trwal okoto 7 godz. Energia aktywacji dla
fazy spadku temperatury, oszacowana dla temperatur wyzszych od 10°C, wynosi
70 kJ/mol.
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Rys. 7.4. Wykres Arrheniusa dla wynikow przedstawionych na rys. 7.3 sporzadzony dla tempe-
ratur wyzszych od 10°C
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W innych pomiarach prezentowanych na rysunku 7.5 temperatur¢ zmieniano
szybciej i w sposéb skokowy, co 5°C ($rednio — 0,25°C/min). Zmieniajgc
temperature w granicach 5-35°C wykonano 2 pelne cykle, z ktorych kazdy trwat
okoto 4,5 godz.
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Rys. 7.5. Zmiany natezenia USL komoérek Nitellopsis obtusa w dwéch cyklach nastgpujacych po
sobie, w ktorych temperature zmieniano o 5°C, co 20 minut. Pierwszy cykl: 14-35-5°C
(niebieska linia); drugi cykl: 5-35-5°C (linia czerwona). Kazdy punkt stanowi warto$¢ $rednig
otrzymang z 10 jednominutowych pomiaréw. Srednie bledy standardowe (w catym zakresie
temperatur) mieszczg si¢ w przedziale od 9 do 15 imp/min

Jezeli pole powierzchni petli w jednym cyklu potraktuje si¢ jako miare
zaburzenia homeostazy, to mozna powiedzie¢, ze podczas drugiego cyklu
(wezsza petla) procesy wewnatrzkomoérkowe ulegly pewnej stabilizacji. Moze to
stanowi¢ przejaw przystosowania si¢ organizmu do zmienianych temperatur.
Energia aktywacji dla catego drugiego cyklu, liczona w zakresie temperatur
10-35°C, wynosi 83 kJ/mol.

Wykonano takze pomiary zmian natgzenia USL dla podobnego przedzialu
temperatur, jednakze temperatur¢ zmieniano w sposob plynny i znacznie
szybszy (temperatur¢ zmieniano nieprzerwanie z szybkoscig 1,3°C/min przez
4,5 h, uzyskujac 6 cykli). Wyniki pomiaréw, otrzymane w 4 pierwszych cyklach
przedstawiono na rysunku 7.6. W drugim i trzecim cyklu pojawiajg si¢ wyrazne
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petle histerezy temperaturowej (krzywe wzrostowe leza ponizej spadkowych),
czemu towarzyszy ogolny wzrost intensywnosci USL.
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Rys. 7.6. Ultrastaba luminescencja (po odjgciu tta) komoérek roslin Nitellopsis obtusa dla czterech
nastepujgcych po sobie cykli zmian temperatury z szybko$cig 1,3°C/min. Pierwszy cykl:
18-36—6°C; nastepne cykle: 6-36—-6°C

W kolejnym, czwartym cyklu nie otrzymano juz petli, a intensywnos$¢
luminescencji wyraznie zmalata (w stosunku do cyklu trzeciego). Piaty i szosty
cykl, ktérych nie uwzgledniono na rysunku, s3 w swoim ksztalcie i przebiegu
podobne do czwartego. Podobienstwo tych przebiegow wskazuje na wysycenie
si¢ zjawiska, czyli zaadaptowanie si¢ komorek roslin Characeae do realizowa-
nych zmian temperaturowych $rodowiska. Jesli przyja¢, ze pelna adaptacja
wystepuje wowczas, gdy krzywe natezenia USL osiggnely ksztalt czwartego
— stabilnego cyklu, to oznacza, ze adaptacja ma miejsce juz wtedy, gdy krzywa
spadkowa trzeciego cyklu osigga temperature okoto 24°C, (tj. po okoto 2 godz.,
liczac od poczatku zmian temperatury).
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Energie aktywacji (E,) dla poszczegoélnych krzywych z rysunku 7.6, zawie-
rajg si¢ w przedziale 43—108 kJ/mol (tab. 7.1). Czwarty, stabilny cykl, spelnia
dos¢ dobrze rownanie Arrheniusa (rys. 7.7), a energia aktywacji dla tego cyklu
wynosi 85 kJ/mol. Zmienno$¢ E, dla trzech pierwszych cykli, §wiadczyé moze
0 zréznicowaniu procesOw odpowiedzialnych za USL w trakcie realizowanych
zmian temperatur.
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Rys. 7.7. Wykres Arrheniusa wynikoéw pomiarow USL czwartego cyklu (z rys. 25), dla zakresu
temperatur 10-36°C

Do istotnych procesow odpowiedzialnych za USL, dla ktorych E4 zawiera si¢
w powyzszym zakresie wartoSci, naleze¢ moga: nieenzymatyczne utlenianie
nienasyconych kwasow tluszczowych (Ex = 68 kJ/mol — Boveris i wsp. 1983),
procesy zachodzace w chloroplastach (E, = 98 kJ/mol — Hideg i wsp. 1990),
stowarzyszone z oddychaniem chloroplastow w ciemno$ci (chlororespiracja,
Garab i wsp. 1989) jak i procesy zwigzane z transportem elektronow w btonach
tylakoidow (Ex = 80-90 kJ/mol — Vass i wsp. 1981). Ten ostatni proces moze
dominowa¢ (podobne wartosci E.) w przedziale czasowym, w ktorym
obserwujemy przystosowywanie si¢ badanych ro$lin do zmian temperatury
(waskie petle histerezy temperaturowej). Oszacowane dla tego przedzialu czasu
energie aktywacji wynosza odpowiednio: 83 kJ/mol (drugi cykl z rys. 7.5) oraz
85 kJ/mol (czwarty cykl z rys. 7.6 i rysunek 7.7).
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Obliczone réznice wartosci E5 dla krzywych — wzrostowej i spadkowej
w poszczegolnych cyklach przedstawiono w tabeli 7.1. Otrzymano relatywnie
niskie roznice |AE,| dla czwartego cyklu, co moze $wiadczy¢ o stabilno$ci
procesow odpowiedzialnych za USL podczas aklimatyzacji.

Tabela 7.1. Energie aktywacji obliczone na podstawie krzywych z rys.7.6 oraz réznice energii
aktywacji w poszczegdlnych cyklach. Obliczenia wykonano dla temperatur powyzej 10°C

czas Ea AE,
Cyld [min] [kJ/mol] [kJ/mol]
wzrost 0-18 108
I 41
spadek 18 -39 67
wzrost 39 -63 86
11 43
spadek 63 -85 43
wzrost 85 - 107 64
11T 234
spadek 107 - 129 98
wzrost 129 — 153 91
v 14
spadek 153 - 175 77

W celu uzyskania informacji jakie procesy odpowiedzialne sa za ultrastaba
emisj¢ komodrek badanych ro$lin oraz czy nie zmieniaja si¢ one wraz
z temperaturg — przeprowadzono badania rozkladu spektralnego USL dla
roznych temperatur.

Do pomiaréw uzyto filtrow granicznych, przepuszczajacych dlugofalowa
czgs¢ widma. Stosujac filtr "cut-off" o granicznej dilugosci fali 715 nm
wykonano pomiary dla temperatur 25, 30 i 35°C, zmieniajac temperature co
1 godzing. Stwierdzono, ze ponad 70% rejestrowanego natgzenia USL
(350-850 nm) wystepuje w przedziale dtugosci fal 715—-850 nm i jego udzial nie
zalezy od temperatury. Najistotniejszym emiterem w tym przedziale
(715-850 nm) jest prawdopodobnie czasteczka tlenu O, w stanie singletowym
'S, ktéra emitujac promieniowanie o dtugosci 762 nm, powraca na poziom
podstawowy trypletowy °Z,. Istotny udziat ma tez promieniowanie ultrastabe
chlorofilu. Jednakze ze wzgledu na to, ze dla fal krotszych niz 715 nm
rejestrowali$my tylko okoto 30 % calkowitej mierzonej emisji, udziat chlorofilu
nie musi by¢ dominujacy, gdyz znaczna cz¢$¢ promieniowania chlorofilu

86



obejmuje zakres dlugosci fali mniejszy niz 715 nm (maksymalna wartosé
nat¢zenia USL chloroplastow przypada na 720—740 nm — Hideg i wsp. 1990).

Za powstawanie tlenu singletowego w ciemnosci najprawdopodobniej odpo-
wiedzialne sa procesy wolnorodnikowe zachodzace w komorkach, a w gtéwnej
mierze utlenianie reszt wielonienasyconych kwasow thuszczowych, wchodza-
cych w sklad fosfolipidow — glownych skladnikow budulcowych bton
komoérkowych (peroksydacja lipidow). Podwyzszenie temperatury wzmaga
efekty dziatania stresu oksydacyjnego i tym samym powoduje wzrost
peroksydacji lipidow, ktory moze by¢ posrednio zwigzany z niesprawnos$cia
aparatu metabolicznego, indukujacego powstawanie wolnych rodnikéw
(Kurganova i wsp. 1997, Rao i wsp. 2002). Na przyktad utlenianie kwaséw
thuszczowych btony mitochondrialnej, moze by¢ wywotlane niesprawno$cia
systemu transportu elektronow w tancuchu oddechowym mitochondrium
(Cadenas i wsp. 1980, Hideg i wsp. 1991).

Hartowanie organizmu 1 towarzyszace temu stopniowe zmniejszenie
nat¢zenia USL (cykl czwarty ponizej cyklu trzeciego), moze by¢ spowodowane
przebudowa bton polegajaca na zwigkszeniu udzialu nasyconych kwasow
thuiszczowych w lipidach bton (Aid i wsp.1998). Nalezy jednak zaznaczy¢, ze
przystosowywanie si¢ badanych roélin do zmian temperatury jest zapewne
zwigzane z kompleksowymi zmianami reorganizujacymi caly aparat
metaboliczny, ktory przystosowuje organizm do funkcjonowania w wysokich
temperaturach (termotolerancja).

87



8. Zmiany ultrastabej emisji fotonowej wywolane
przez anestetyki lokalne

Lignokaina i prokaina naleza do grupy anestetykéw lokalnych (AL), stoso-
wanych w medycynie do miejscowych znieczulen oraz jako leki arytmiczne
(stabilizujace bton¢ komoérkowa). Dlatego tez najczestszym aspektem badan tych
substancji jest ich oddziatywanie na btony zwierzgcych komorek nerwowych
i migsniowych. Ich dziatanie zwigzane jest z blokowaniem kanatow w btonie
ipolega gltownie na hamowaniu ,,dokomoérkowego pradu” sodowego, lecz
zastosowane w wyzszym st¢zeniu — hamujg réwniez przeplyw jonéw potaso-
wych. Blokowanie kanalow przez anestetyk wigze si¢ z kolei z ostabieniem lub
wyblokowaniem przewodnictwa potencjalow czynnosciowych w komorce, bez
wyraznej zmiany potencjatu spoczynkowego (Pawelczyk i Zajac s.18-22, 1995).
Leki te stosunkowo tatwo rozpuszczaja si¢ w lipidach, moga takze wigzaé si¢
z biatkami (rowniez btonowymi). Czasteczka lignokainy i prokainy (rys. 8.1),
jak wickszos¢ anestetykow lokalnych, sktada si¢ z hydrofobowej reszty
aromatycznej, tancucha srodkowego oraz hydrofilnej grupy aminowe;.
Lignokaina jest lepiej rozpuszczalna w lipidach, stad tez wykazuje silniejsze
idluzej trwajace dzialanie niz prokaina (okolo 2 razy wigksza wzgledna sita
dzialania).

NH2

Rys. 8.1. Struktura lignokainy — A oraz prokainy — B

Stosunkowo malo prac poswigcono wyjasnieniu dziatania AL na komorki
ro$linne. Tym bardziej interesujace wydaja si¢ by¢ te, poswigcone glonom
Characeae.

Obecnie wiadomo, ze anestetyki lokalne (gtownie prokaina) podane perfu-
zyjnie z jonami wapnia Ca™ do komoérek glonéw Nitellopsis obtusa opdzniaja
dziatanie tych jonow na rzecz inaktywacji kanatéw chlorkowych (Kataev i wsp.
1988), a 15 mM roztwér prokainy wplywa — u tych roslin — na czestoscé
generowania potencjatow czynno$ciowych; najpierw jg zwigkszajac, a nastgpnie
(po okoto 20 min.) powodujac jej zmniejszenie (Kazarian i wsp. 1989). Wraz ze
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zmiang czasu oddziatywania anestetyka na komorki, zmienia si¢ takze ksztalt
potencjatu czynno$ciowego. Roztwor 15 mM prokainy powoduje zmniejszanie
amplitudy impulséw oraz wydluzanie si¢ czasu ich narastania i opadania
(Kazarian i wsp. 1989). Roztwor 0,1 1 0,5 mM anestetyka tetrakainy powoduje
wydluzenie czasu opadania impulsow czynnosciowych u Chara corallina
(Nosaka 1 wsp. 1992), opor blony komorek Nitella flexilis maleje wraz ze
wzrostem stezenia prokainy w roztworze (Belton i Van-Netten, 1971), a roztwor
15 mM tego anestetyka powoduje u Nitellopsis obtusa gwattowny spadek oporu
bton komorkowych, a nastepnie stopniowy jego powrdt do poziomu ustalajecego
si¢ nieco ponizej poziomu kontroli (Jaskowska i wsp. 1989).

Obserwowano takze — wywotane ekspozycja na dziatanie tych anestetykow
— zmiany potencjatu spoczynkowego komorek. U Nitella flexilis pod wplywem
prokainy powstawata niewielka hiperpolaryzacja dla st¢zen mniejszych niz
0,1 mM 1 depolaryzacja dla stezen wickszych od 1 mM (Belton i Van-Netten,
1971). W komorkach Chara corallina, w badanych roztworach: 0,1 mM
tetrakainy, 0,5 mM lignokainy i 1| mM anestetyka bupiwakainy — depolaryzacja
potencjatlu spoczynkowego rosta wraz ze zwigkszaniem czasu dziatania
anestetykow. Wzrost stezen AL do okoto 0,5 mM powodowat wzrost stopnia
depolaryzacji, powyzej tego stezenia depolaryzacja stopniowo stabilizowala si¢
(Nosaka 1 wsp. 1992).

W badaniach komoérek Nitellopsis obtusa stwierdzono miedzy innymi, ze
pojemnos¢ elektryczna blon komoérek w roztworach 1 mM prokainy szybko
malata, osiggajgc stabilizacje po okoto 10 minutach (rys. 8.2). Pomiary
przeprowadzano za pomocg elektrod zewnetrznych metoda zmiennopradowego
mostka RC dla pradu o czestotliwosci 73 Hz (Zomierczuk 1971).
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Rys. 8.2. Przyktadowy wynik pomiaru pojemnosci btony plazmalemmy komorki Nitellopsis
obtusa po zadaniu 1 mM prokainy
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Szybko$¢ ruchu cytoplazmy zmniejszata si¢ bezposrednio po podaniu proka-
iny z tym, przy czym dla st¢zenia 1,5 mM catkowite zatrzymanie cytoplazmy
nastgpowato po okoto 30 minutach, a dla 15 mM — po okoto 15 minutach
(rys. 8.3). Dla roztworu 21 mM lignokainy, ruch cytoplazmy w komorkach
miedzyweztowych o dlugosci od 1,1 do 1,3 cm — zatrzymywat si¢ po okoto 30
minutach i ten przedzial czasu wydluzal si¢ wraz ze wzrostem dlugosci
komorek.

0,06
!
0,05 +
—e— prokaina - 1,5 mM/L
T 004 - —— prokaina - 15 mM/L
E ’
£
% 0,03 -
S
g
a 0,02 -
0,01 +
0,00
0 5 10 15 20 25 30 35
Czas [min]

Rys. 8.3. Ruch cytoplazmy w komorkach Nitellopsis Obtusa po ekspozycji na dziatanie
prokainy o stezeniach 1,5 oraz 15 mM — $rednie z 3 serii pomiarowych. Zadanie anestetyka do
roztworu z komorkami nastapito zaraz po pierwszym pomiarze

Wiedzac, ze anestetyki lokalne majg znaczny wplyw na funkcjonowanie blon
komoérkowych, co objawia si¢ zmianami ich parametrow (np. elektrycznych
1 transportowych) — rowniez dla komoérek Characeae, wydato si¢ celowe rozsze-
rzenie tych badan o pomiary kinetyki zmian nat¢zenia ultrastabej luminescencji.

Badania zmian intensywnosci ultrastabej luminescencji, wywotanych dziala-
niem lignokainy i prokainy na komorki Nitellopsis obtusa, realizowano dodajac
anestetyk do $rodowiska APW z roslinami (po 30 komorek migdzyweziowych
w probce). Przy ekspozycji roslin na dziatanie 7 mM roztworu lignokainy
pomiary przeprowadzone w okresie marca i kwietnia, wykazaly opozniony, do$¢
znaczny wzrost intensywnosci USL, wystepujacy w czasie od 1 do 1,5 godz. po
zadaniu bioczynnika (rys. 8.4). Obserwowano jednakze przypadki, kiedy reakcja
na ten roztwor lignokainy nie byla tak oczywista. Np. dla komoérek badanych
jesienia (o wysokim poziomie emisji wiasnej) wzrost USL nie byl tak
zdecydowany i gwaltowny (rys. 8.5). Po zadaniu 1mM roztworu lignokainy
znacznych wzrostéw natezenia USL nie obserwowano w zadnym sezonie.
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Rys. 8.4. Zmiany nat¢zenia USL dla przyktadowych dwoch probek komorek Nitellopsis obtusa, po
zadaniu 7 mM roztworu lignokainy (pomiary wykonano w miesigcach marzec / kwiecien)
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Rys. 8.5. Zmiany nat¢zenia USL dla przyktadowych dwoch probek komorek Nitellopsis obtusa, po
zadaniu 7 mM roztworu lignokainy (pomiary wykonane jesienia)
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Wykonano takze pomiary dla 15 mM roztworu prokainy, ktéra réwniez
powodowata op6zniony wzrost natezenia USL, pojawiajacy si¢ po okoto 40 min.
od zadania bioczynnika (rys.8.6).
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Rys. 8.6. Zmiany natezenia USL dla wartosci $rednich z 10 probek komorek Nitellopsis obtusa,
eksponowanych na dziatanie 15 mM roztworu prokainy ($rednie bledy standardowe stanowig
przedziat od 6 do 10 % wartosci pomiarowych)

Wykonano takze obrazowanie luminescencyjne roslin Nitellopsis obtusa
eksponowanych na dziatanie 10 mM lignokainy za pomocg aparatury Molecular
Light Imager technika SPCI co przedstawiono w kolejnych obrazach na rysunku
8.7. Po 12 godzinach od wyciemniania uzyskano ultrastaba emisje¢ fotonowa
z probki prezentowang na obrazku (A). Probka zawierata kilka komorek. Po
podaniu 10 mM lignokainy i akwizycji sygnatu przez 15 minut uzyskiwano
kolejne obrazy luminescencyjne z probki przez kilka godzin. Przez okres czasu
1,5 godziny nie obserwowano widocznych zmian w intensywno$ci $wiecenia.
Po tym czasie uzyskano wzrost ultrastabej emisji, co pokazuje obrazek (B) na
rysunku 8.7. Obrazy C i D przedstawiajg zmiany przestrzenno-czasowe w inten-
sywnosci ,,$wiecenia” uzyskane odpowiednio po czasie 5 i 6,5 godzinach od
podania reagenta. Jak mozna zaobserwowac, komorki przejawiaja takze swoja
ro6zng podatnos¢ na ten sam bodziec przychodzacy ze srodowiska, odpowiadajac
na zadany reagent w réznym czasie Ww postaci wzmozonej ultrastabej emisji
fotonowe;j. Idac krok dalej mozna bylo stwierdzi¢, ze nie tylko poszczegolne
komorki réznity si¢ indywidualng reakcja na bodziec, ale metoda obrazowania
czasowo-przestrzennego pozwolila takze zaobserwowaé, ze w obrebie tej samej
komorki istnieja roznice w natezeniu luminescencji otrzymywanej z roznych jej
czesci. Sg obszary ,,§wiecenia” intensywniejsze, np. przy weztach komorkowych
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Rys. 8.7. Obrazy luminescencyjne komorek Nitellopsis obtusa — 12 godzin po wyciemnieniu oraz
uzyskane po ekspozycji na dziatanie 10 mM lignokainy, odpowiednio 1,5 — 5 — 6,5 godziny. Czas
akwizycji wynosit 15 min. Maksimum luminescencji na skali wynosi 10 zliczen/piksel
(250 zliczef/ mm®)
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Rys. 8.8. Czasowo-przestrzenne zmiany ultrastabej luminescencji dla komoérki Nitellopsis obtusa

eksponowanej na dzialanie 10 mM roztworu lignokainy. Czas akwizycji

wynosit 15 min.

Zobrazowano liczby zliczen pochodzacych od elementow komorki ditugosci 2 mm. Na osi

pionowej podano czas od chwili zadozowania bioczynnika
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oraz obszary stabszego ,,$wiecenia” w innych czeSciach komorki. Ilustruje to
dobrze ptaska czasowo-przestrzenna ,,mapka”, zamieszczona na rysunku 8.8.
Wzdluz osi x wyprostowano wirtualnie badang komorke dzielac jg takze wirtu-
alnie na 2-milimetrowe odcinki. Kazdy z nich charakteryzuje si¢ odpowiednia
warto$cig natezenia ultraslabej emisji fotonowej, a tym samym odpowiednia
barwa stosownie do zamieszczonej skali. Na osi pionowej jest podany czas
w minutach od momentu zadania lignokainy. Ta czasowo-przestrzenna wizuali-
zacja pozwala dokladnie $ledzi¢ jak ,,$wieci” kazdy dwumilimetrowy odcinek
komorki 1 kiedy rozpoczyna si¢ wzrost natezenia USL. Jest jednak pewien
mankament tej metody — mala czasowa zdolno$¢ rozdzielcza, gdyz czas akwi-
zycji sygnalu w tym eksperymencie wynosit 15 min. Mozna czas ten ustawic¢ na
nizsze wartosci, jednak ograniczenia wynikaja z iloSci emitowanych fotonow,
ktorych w krotszych przedziatach czasowych jest oczywiscie o wiele mniej
1 sygnat moze stac¢ si¢ niemierzalny.

Z analizy rysunku 8.8 nasuwa si¢ konkluzja, ze komorki wysylaja silniejsze
promieniowanie z miejsc potozonych blizej weztéw komdrkowych. Wyjasnienie
tego zjawiska wymaga dalszych jeszcze badan, prawdopodobnie strukturalnych
1 biochemicznych.

W wielu przypadkach po zadaniu prokainy obserwowano oscylacyjne zmiany
nat¢zenia USL (Jaskowska i wsp. 1999) i to zarowno przed wzrostem
intensywnosci USL jak i po nim (rys. 8.9). Takie zachowanie jest bardziej
wyraziste w temperaturach wyzszych (np. 30-35°C).
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Rys. 8.9. Zmiany nat¢zenia USL dla probki komorek Nitellopsis obtusa, eksponowanych na
dziatanie 15 mM roztworu prokainy (pomiary wykonano w temperaturze 35°C — po ich przepro-
wadzeniu zadna z komorek nie wykazywala typowych oznak zycia) (Jaskowska i wsp. 1999
— rysunek zmodyfikowany)
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Zmiany intensywnosci USL typu oscylacyjnego byly obserwowane (w tem-
peraturze 30°C) takze wtedy, gdy stgzenie anestetyka (prokainy) bylo tak mate,
ze nie powodowalo intensywnego wzrostu natgzenia USL w czasie 3 godzin
trwania pomiarow (rys. 8.10). Wykonano takze pomiary intensywnosci USL
komorek eksponowanych na dziatanie 15 mM roztworu, w trakcie ich wyswie-
cania. Anestetyk zadawano po 25 minutach od momentu umieszczenia komorek
w $wiatloszczelnej komorze pomiarowej. Oprocz spodziewanego wzrostu inten-
sywnosci USL, otrzymano wyrazne obnizenie si¢ intensywno$ci wyswiecania,
bezposrednio po zadaniu anestetyka (rys. 8.11). Efekt ten byt bardziej wyrazny,
gdy spadek intensywno$ci wyswiecania byt tagodniejszy (rys. 8.12).
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Rys. 8.10. Okresowe zmiany nat¢zenia USL 40 komorek Nitellopsis obtusa, eksponowanych na
dziatanie 0,8 mM roztworu prokainy (temperatura probki 30°C)

Obserwowany spadek intensywnosci wy§wiecania mozna interpretowac jako
proces gaszenia fosforescencji chlorofilu lub jako przejaw wystgpowania proce-
sow antyoksydacyjnych, generowanych przez anestetyk. O stuszno$ci drugiej
tezy, moze $wiadczy¢ znany efekt dzialania antyoksydacyjnego zaro6wno proka-
iny (Zhang i wsp. 1992), jak i lignokainy (Das i Mistra 1992). Wydaje si¢, ze
taki natychmiastowy efekt antyoksydacyjny, moze by¢ zwigzany z oddziatywa-
niem anestetyka na plazmalemme¢ (dla kwasu askorbinowego — antyoksydanta
hydrofilowego — efektu ,,gaszenia” USL w trakcie wy$wiecania nie obserwo-
wano — patrz rys. 6.16).
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Rys. 8.11. Zmiany natezenia USL otrzymane dla przyktadowej probki komorek Nitellopsis obtusa,
po zadaniu 15 mM prokainy (pomiary rozpoczgto po 5 minutach od momentu umieszczenia
probek w $wiatloszczelnej komorze pomiarowej). Widoczna tendencja spadkowa krzywej
natezenia USL dla probki kontrolnej oznacza trwajacy jeszcze proces wyswiecania
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Rys. 8.12. Zmiany nat¢zenia USL komorek Nitellopsis obtusa, po zadaniu 15 mM prokainy
(widoczna tendencja spadkowa krzywej natezenia USL dla probki kontrolnej oznacza trwajacy
jeszcze proces wyswiecania)
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Poréwnujac efekt dziatania AL na proces ultrastabej luminescencji, z efektem
ich dziatania na parametry elektryczne plazmalemmy oraz na ruch cytoplazmy,
mozna stwierdzi¢, ze zmiany tych ostatnich zachodzg niemal natychmiast, nato-
miast zmiany nat¢zenia USL w tym czasie nie wystepuja lub sa znikomo mate.
Mozna wigc uzna¢, ze biochemiczna reakcja komoérek na dziatanie anestetyka
nie prowadzi do wytwarzania dodatkowych stanow elektronowo wzbudzonych.
Nie powoduje zatem zmian intensywnosci USL, natomiast efekt uposledzenia
transportu jonowego w btonie, moze po pewnym czasie powodowaé zaburzenie
metabolizmu komoérkowego, co uwidacznia si¢ erupcja USL, $wiadczaca
o intensyfikacji degradacyjnych reakcji wolnorodnikowych. Mozna tez wysunaé
hipoteze, ze anestetyk przedostaje si¢ stopniowo przez plazmalemme i dopiero
po pewnym czasie powoduje efekty (w cytoplazmie) zwigzane ze zmiang
metabolizmu komorkowego, majace charakter degradacyjny. Tej hipotezy nie
potwierdzaja jednak wyniki badan zawartosci lignokainy w komorkach Chara
corallina, wskazujace na jej wystgpowanie glownie w plazmalemmie i/lub
w $cianie komérkowej (Nosaka i wsp. 1995).

Na podstawie powyzszych danych mozna wnioskowac, ze zmiany oscyla-
cyjne intensywno$ci USL, obserwowane bezposrednio po podaniu anestetyka,
moga mie¢ zwigzek z zaburzeniami funkcjonowania plazmalemmy, zwigzanymi
z uposledzeniem transportu jonowego i jej uptynnieniem. Natomiast zmiany
oscylacyjne wystepujace po wzroscie intensywnosci USL, sg zapewne zwigzane
z procesami degradacyjnymi i letalnymi (poréwnaj z rys. 7.2). Potwierdzajg to
obserwacje mikroskopowe komorek prowadzone po wykonaniu pomiarow
— u czesci z nich stwierdzano plazmoliz¢ oraz brak turgoru.

Wykonane badania przezywalnosci komorek eksponowanych na dzialanie
prokainy w r6znych temperaturach wykazaly, ze przy takich samych stezeniach
anestetyka — przezywalno$¢ komorek spada wraz ze wzrostem temperatury ich
srodowiska.
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9. Podsumowanie

Stosowane metody oraz uzyskane rezultaty badan ultrastabej emisji
fotonowej z uktadow zywych na przykladzie glonow Nitellopsis obtusa zostaty
szczegotowo omoéwione w kolejnych rozdzialach monografii. Na ich podstawie
mozna sformutowa¢ najwazniejsze wnioski koncowe:

)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Z badan spektralnych ultrastabej luminescencji (USL) wynika, ze
glownym emiterem w zakresie dlugosci fal 300-850 nm w komoérkach
Nitellopsis obtusa jest czasteczka tlenu singletowego sigma oraz jej
dimole (przechodzace w podstawowy stan trypletowy). Wysokie
nat¢zenie ultrastabej emisji fotonowej w obszarze ,,czerwonej” czgsci
widma, wydaje si¢ by¢é zwigzane z emisja czasteczek chlorofilu
(absorbujacego energi¢ krotkofalowej czesci widma).

Dziatanie anestetyka lokalnego t.j. prokainy wywotuje natychmiastowe
efekty antyoksydacyjne, co przejawia si¢ zmniejszeniem intensywnosci
USL, natomiast przy duzych stezeniach anestetykow (prokainy
ilignokainy) i po dluzszym czasie ekspozycji indukuja one dzialanie
letalne 1 towarzyszace temu reakcje prooksydacyjne.

Podawany egzogennie — do srodowiska komorek — kwas askorbinowy
(antyoksydant hydrofilowy), wywoluje reakcje prooksydacyjne oraz
intensyfikuje oddychanie mitochondrialne (procesom tym towarzyszy
wzrost intensywnosci USL). Wzrost natezenia USL indukujg takze
podawane do frakcji komorkowych antyoksydanty hydrofobowe, t.j. alfa-
tokoferol i beta-karoten.

Dziatanie kwasu askorbinowego na frakcje rybosomalng prowadzi do
obnizenia intensywnosci USL, co wydaje si¢ potwierdza¢ antyoksyda-
cyjne, a wigc ochronne dziatanie AsA takze wobec molekut RNA i DNA.
Sposréd badanych frakeji strukturalnych komorek, najdluzej trwajaca
akumulacjg  energii  $wietlnej charakteryzuja si¢  chloroplasty
(wyswiecanie z frakcji komorek Nitellopsis Obtusa zawierajacej
chloroplasty trwa najdhuze;j).

Zdecydowanie wigksza intensywno$¢ USL wykazuja komoérki badane
w okresie jesiennym. Wskazuje to na zmiang charakteru procesé6w meta-
bolicznych, a takze wigksza zawarto§¢ wolnych rodnikow w komoérkach
starszych w stosunku do komorek z okresu wiosennego.

U okoto 10% cze¢sci populacji komoérek Nitellopsis obtusa stwierdzono
oscylacyjny charakter zmian procesow metabolicznych, zwigzanych
z generowaniem USL (taka sama cz¢$¢ badanych komoérek wykazywata
oscylacyjny charakter zmian wlasciwos$ci transportowych oraz podstawo-
wych parametrow elektrycznych bton komorkowych).
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8)

9)

10)

11)

12)

Wykrywane sumaryczne zmiany oscylacyjne ultrastabej luminescencji
probek, ztozonych z kilkudziesigciu komorek, moga oznacza¢ synchroni-
zacj¢ ich zachowan na drodze nieznanego dotad rodzaju komunikacji — za
najbardziej prawdopodobng uwaza si¢ komunikacje fotonows.

Cykliczne zmiany temperatury wywolujg zaburzenie homeostazy komo-
rek. Otrzymywane ,,petle histerezy temperaturowej” w nastepujacych po
sobie cyklach pomiarowych moga stanowi¢ miar¢ zaburzenia homeostazy,
ale rowniez wskazywac na stopniowe adaptowanie si¢ komoérek do zmian
temperatury.

Oddziatywanie czynnikow chemicznych i fizycznych na poziomie zmian
subletalnych i letalnych wywoluje w komorkach reakcje obronne, przeja-
wiajace si¢ w formie rytmicznych zmian proceséw oksydacyjnych.
Uwidacznia si¢ to poprzez oscylacyjny charakter zmian natgzenia
ultrastabej emisji fotonowe;j.

Zastosowana metoda badan (zliczania pojedynczych fotonow — SPC) nie
jest bezposrednim sposobem testowania stanéw funkcjonalnych komorek,
jednak ze wzgledu na swa nieinwazyjno$¢ mozna stosowac ja in vivo. Za
jej pomoca mozna réwniez monitorowaé¢ zmieniajace si¢ dynamicznie
stany funkcjonalne komorek zaburzonych oddziatywaniami egzogennymi
i endogennymi, a w sprze¢zeniu z metodami biochemicznymi dociekaé
jakie procesy sa powodem tych zmian.

Zastosowanie metody obrazowania luminescencyjnego (Single Photon
Counting Imaging — SPCI) umozliwito zaobserwowanie niejednoczesnych
reakcji poszczegolnych komorek glondow na czynniki stresogenne, a nawet
roznorodne reakcje na bodziec przez poszczegdlne czesci tej samej
komorki. Poprzez zastosowanie tej metody wykryto takze wzmozong
ultrastaba emisje fotonowa z miejsc roslin, ktére ulegly uszkodzeniom.
Ten fakt czyni stosowang metode¢ bardzo perspektywiczng — takze
w aspekcie diagnozowania medycznego.
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ANEKS 1

Wykaz stosowanych filtrow granicznych

Tabela 10.1. Wykaz oznaczen stosowanych filtrow granicznych przepuszczajgcych diugofalowa
czg$¢ widma Swiatta (long pass filters) firmy SCHOTT i odpowiadajace im granice
przepuszczalno$ci. Tabelg sporzadzono na podstawie katalogu producenta (SCHOTT 1998).

Oznaczenie filtru Granica Eﬁﬁg(ofalowa
WG 335 330
WG 360 356
GG 385 371
GG 400 391
GG 420 412
GG 435 429
GG 455 448
GG 475 468
GG 495 486
0OG 515 507
0G 530 521
0G 550 542
0G 570 562
0G 590 582
RG 610 601
RG 630 622
RG 665 651
RG 695 684
RG 715 704
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ANEKS 1II

Sklad pozywek oraz sposob hodowli bakterii i Zielenic
bytujacych na Sciankach glonow Nitellopsis obtusa

Sklad pozywek:

1). Pozywka 79 CA:
mannitol — 10,0 g
KH,PO, —-0,5¢g
MgSO,x 7TH,O - 0,2 g
NaCl -0,1¢g
CaCO; —slad
wyciag drozdzowy YE - 1,0 g
hydrolizat kazeiny — 0,1%
woda destylowana 1000 ml — pH 6.8-7

2). Pozywka LB:
bacto trypton BT — 10,0 g
NaCl-10,0¢g
wyciag drozdzowy YE — 5,0 g
woda destylowana 1000 ml, pH 7.

W celu uzyskania kultur bakterii zaadsorbowanych na powierzchni
komorki, glony ptukano 3 razy w jalowej wodzie. Nastepnie odpowiednimi
szczypcami umieszczano komorke w plynnej pozywce 79 CA. Bakterie
namnazano w ciggu nocy w temp. 28°C. Uzyskane kultury osadzano poprzez
wirowanie w ciggu 5 minut (5000 obr/min).

W celu uzyskania kultur glonéw, np. typu Zielenic zaadsorbowanych na
powierzchni badanych komorek Nitellopsis obtusa; komorke przemyta woda
umieszczano na ptytce Petriego w pozywce LB z 1,5% agarem i dodatkiem
antybiotykow Penicyliny G i Streptomycyny o stezeniu 20 pg cm™ — w celu
usmiercenia bakterii. Ptytke umieszczano pod zrodtem $wiatla (ok. 5000 lux)
w temp. pokojowej. Po okoto 7 dobach inkubacji pojawiat si¢ zielono-brunatny
nalot. Taki wynik inkubacji otrzymano dla komoérek pobranych z jeziora wiosna,
natomiast dla komorek ,,jesiennych” wynik inkubacji byt ujemny.
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ANEKS III

Przygotowanie preparatow do badan metodag
mikroskopii elektronowej

Frakcje lipidowa oraz frakcje mikrosomalng wzbogacona w rybosomy,
przygotowywano do badan elektronowym mikroskopem transmisyjnym TESLA
BS-500 wg nastepujacej procedury.

1. Utrwalanie probek przeprowadzano w $§wiezo przygotowanym utrwalaczu,
o sktadzie:

— 2% paraformaldehydu,
— 2,5% glutaraldehydu,
w 0,1 M buforze kakodylanowym o pH 7,4.

Przygotowane skrawki utrwalano w tym utrwalaczu w temperaturze
pokojowej w ciggu 2 h, po czym utrwalanie kontynuowano przez noc
w temp. 4°C. Skrawki ptukano przez 24 h w 0,1 M buforze kakodylanowym
(3—5 zmian), w 4°C.

2. Kontrastowanie preparatow realizowano w sposob rutynowy.

Po wyptukaniu skrawkow (j.w.) preparaty byty dokontrastowywane w 1%
0OsO4, w 0,1 M buforze kakodylanowym o pH 7,4 przez 2 h w temp. 4°C.
Nastepnie przeptukiwano je 2 razy po 5 min w tym samym buforze
kakodylanowym i ptukano dwukrotnie, po 5 min, w wodzie destylowane;.

3. Dobarwianie preparatow dokonywano w ten sposob, ze po przeptukaniu byly
one ponownie dokontrastowywane w 0,5% wodnym roztworze octanu
uranylu w ciggu 2 h, w temperaturze pokojowe;.

4. Odwadnianie preparatow prowadzono poprzez kapiele w seriach
alkoholowych: 30%, 50%, 70%, po 15min, w temp. 4°C, za$ w stezeniach:
90%, 95%, 100% po 15 min, w temperaturze pokojowej. Po kapielach
alkohol etylowy zastgpowano tlenkiem propylenu (alkohol etylowy nie
rozpuszcza zywic). Nastepnie preparaty umieszczano kolejno w roztworach
o wzrastajacych stezeniach tlenku propylenu w alkoholu:

2 czg$ci alkoholu + 1 czgs¢ tlenku propylenu  — 10 min,
1 czes¢ alkoholu + 1 cze$é tlenku propylenu  — 10 min,
1 czes¢ alkoholu + 2 czesci tlenku propylenu  — 10 min,
czysty tlenek propylenu —2razy 10 min.
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5. Nasycanie zywicami prowadzono po zastgpieniu alkoholu tlenkiem
propylenu, z kolei tlenek propylenu byl stopniowo zastepowany zywica
w kolejnych roztworach o wzrastajacych stezeniach. Preparaty utwardzano
w zywicy Spurr Low3 Viscosity w nastepujacy sposob:

2 czgéci tlenku propylenu + 1 czg$¢ zywicy —1h,
1 cz¢$¢ tlenku propylenu + 1 czgé¢ zywicy —1h,
1 cze$¢ tlenku propylenu + 2 czgéci zywicy —1h,
czysta zywica —1h

Po tym zabiegu preparaty umieszczano w polietylenowych kapsulkach,
zalewano zywicg i pozostawiano przez 12 h w temperaturze 70°C w celu
spolimeryzowania.

6. Krojenie preparatow.

Po spolimeryzowaniu preparaty krojono na skrawki poétcienkie o grubosci
0,5-0,7um oraz ultracienkie o grubosci 60 nm, przy pomocy ultramikrotomu
Reichert Ultracut S.

7. Barwienie preparatow realizowano nastepujaco:

a) Preparaty potcienkie barwiono 1% biekitem metylenowym z 1% Azurem
II w 1% wodnym roztworze czteroboranu sodu. Po zabarwieniu,
preparaty byly sprawdzane przy pomocy mikroskopu optycznego
Jenaval Contrast;

b) Preparaty ultracienkie barwiono 8% roztworem octanu uranylu w 0,5%
kwasie octowym przez 45 min, a nastgpnie po przeptukaniu
1 wysuszeniu, przez 10 min, cytrynianem otowiu wg. Raynolds'a.

8. Negatywowe barwienie.

Zawiesina byla nanoszona na siateczki pokryte blong z formwarh. Nadmiar
zawiesiny odciggany byl bibutg filtracyjna, nastepnie na siateczki byt nakrapiany
1% roztwor molibdenianu amonu i powtornie jego nadmiar byt odciggany bibutg
filtracyjna.

Siateczki bez suszenia byly umieszczone w kolumnie mikroskopu
elektronowego transmisyjnego BS-500 Tesla.

Opisu przygotowania preparatdow dokonano na podstawie dokumentacji
mikroskopu transmisyjnego Tesla BS-500.



ANEKS IV

Otrzymywanie liposoméw o-tokoferolu i B-karotenu
Do otrzymania liposoméw z a-tokoferolu i B-karotenu uzyto:

B-karotenu, Merck, (z proszku krystalicznego o czystosci 95%),
witaminy E (a-tokoferolu) Polfa, (amputki do iniekcji — 0.3 mg/ml).

Osrodkiem dyspersyjnym dla liposoméw (Srodowiskiem, w ktérym liposomy
byly zawieszone, tworzac ,pseudoroztwor”’) byt bufor Tricine (Sigma),
opH 7.8.

,»Roztwory” liposomow otrzymano wg nastgpujacej procedury. Wymienione
substancje rozpuszczano w chloroformie, uzyskujac roztwory o znanym stezeniu
i w takich ilo$ciach, aby dysponowa¢ pewnym ich nadmiarem, w stosunku do
ilosci przewidzianej do przygotowania ,;roztworu” liposoméw w buforze.
Okreslone objetosci chloroformowych roztworéw karotenu oraz witaminy E,
przenoszono do czystych zlewek i odparowywano do sucha. Do odparowania
brano takie objgtosci roztwordw chloroformowych, aby stezenie liposoméw
karotenu oraz witaminy E w ,,roztworach” (zawieszonych w buforze) wynosito
nie mniej niz 0,2 mg na 1 ml buforu.

Suchg substancj¢ przeznaczong do wytwarzania liposoméw, tworzaca
w zlewce o pojemnosci 25 ml warstewke osadu na dnie i Sciankach, zalewano
10 ml buforem Tricine o pH 7,8, zawierajacego 0,5% etanolu. Zawartos¢ zlewek
poddawano kolejno dziataniu ultradzwigkow, stosujac dezintegrator ultra-
dzwickowy (typ UD-20, Techpan). Laczny czas dziatania ultradzwickoéw
wynosit okoto 1 min, lecz dezintegrator pracowat w sekwencji: 5 sekund
dziatania — 5 sekund przerwy. Zlewka z tworzacymi si¢ liposomami byla
zanurzona w wodzie zlodem w celu chlodzenia roztworu, aby zapobiec
przegrzaniu i rozpadaniu si¢ powstajacych liposoméw. W miar¢ zwickszania
czasu dziatania ultradzwickow na roztwor, obserwowano zmiang jego wygladu:
pojawiato si¢ charakterystyczne zmgetnienie i opalizowanie. Kolejna operacja
tworzenia ,,roztworu” liposoméw — polegata na poddaniu go wirowaniu przy
15 tys. obrotow na minute (100 tys. x g) w celu oddzielenia — powstatych
ewentualnie podczas sonifikacji tworéw mnie bedacych liposomami,
a osiadajgcych na dnie proboéwki wiréwkowej. Supernatant z wirowania
stosowany byt do wlasciwych badan.

Liposomy otrzymano dzigki uprzejmosci Zakladu Biofizyki Instytutu Fizyki
UMCS.
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