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FLUORESCENCIJA

Energia wzbudzenia czasteczki moze zosta¢ wykorzystana do pokonania bariery aktywacji w procesie
fotochemicznym. Najcze$ciej zdarza si¢ jednak, ze zostaje ona oddana, a czasteczka wraca do swojego stanu
podstawowego. Jednym ze sposobéw dezaktywacji wzbudzonych stanéw elektronowych jest emisja fotonu. W
przypadku, gdy jest ona nastgpstwem absorpcji §wiatta mamy do czynienia z fotoluminescencja. W zaleznos$ci
od rodzaju stanu wzbudzonego, z ktérego nastgpuje emisja, wyrdznia si¢ fluorescencje i fosforescencje.

Fluorescencja jest szybkim procesem fotofizycznym, zachodzagcym w czasie ~10" s. Poniewaz
bezpromienista dezaktywacja wyzszych stanéw oscylacyjnych wzbudzonego stanu elektronowego zachodzi
jeszcze szybciej (ok. 1077 s), fluorescencje obserwuje si¢ jedynie z najnizszego oscylacyjnego poziomu
pierwszego elektronowego stanu wzbudzonego. W przeciwienstwie do znacznie wolniejszego procesu
fosforescencji, fluorescencja nie pocigga za soba zmiany multipletowosci.

Podobnie jak w przypadku absorbancji, intensywno$¢ fluorescencji jest proporcjonalna do st¢zenia
substancji emitujacej (w zakresie niskich stezen; dla wysokich stezen charakterystyczne jest zjawisko
autowygaszania). Zalezno$¢ ta ma postac:

I.=k-1,-c-s

gdzie: k — stata proporcjonalnosci

Ip — natezenie promieniowania wzbudzajacego

¢ — stezenie

s — grubo$¢ warstwy absorbujacej
Poprzez poréwnanie widm absorpcyjnych i fluorescencyjnych danej substancji, mozemy wyznaczy¢ energi¢
pierwszego wzbudzonego stanu singletowego S;, gdyz energia przejs¢ 0-0 jest jednakowa w przypadku
absorpcji i emisji.
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W przypadku obecnosci w badanym ukladzie innych czastek zwanych wygaszaczami (np. I, O,, akryl-
amid) mozliwy jest jeszcze jeden sposéb powrotu uktadu do stanu podstawowego poprzez przekazanie energii
czasteczce wygaszacza. Wpltyw wszystkich tych proceséw mozna opisa¢ catoSciowo réwnaniem Sterna—
Volmera (zaktadamy stan réwnowagi):

D + hv — D(Sy) absorpcja V.=1,

D(S;) > D +hv fluorescencja Vi=ke[Sq]
D(S;)) —» D konwersja wewngetrzna Vic = kie:[Sq]
D(S;) —» D(T)) przej$cie interkombinacyjne Visc = kisc[S1]
DS)+Q—-D+Q" wygaszanie fluorescencji Vo =ko [QI[S1]



gdzie: ki, kic, kisc, kg — state szybkosci
I, — natezenie padajacego promieniowania
[Q] — stezenie wygaszacza
[S:] — stezenie substancji w stanie singletowym

D — substrat
3 Wykres Sterna—Volmera dla dynamicznego wygaszania
Sfluorescenciji.
Wykres Sterna—Volmera z definicji musi mie¢ punkt
przeciecia "% = 1 dla zerowego stezenia wygaszacza. Jezeli
24 wykres taki jest nieliniowy, mechanizm wygaszania jest

i bardziej ztoZony i przy wyziszych steZeniach wygaszacza
istotniejsze moZze sie stac wygaszanie statyczne.
Nieliniowy, mechanizm wygaszania jest bardziej ztozony i
17 przy wyiszych stezeniach wygaszacza istotniejsze moze sie
stac wygaszanie statyczne.
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gdzie: 1 - nat¢zenie fluorescencji bez wygaszacza.
I, — natezenie fluorescencji w obecnosci wygaszacza.
To — czas fluorescencji bez wygaszacza.
K, — stata wygaszania.
W przypadku wystepowania wigcej niz jednego fluoroforu nalezy uwzgledni¢ poszczegdlne udzialy. Wobec tego
og6lne réwnanie Sterna—Volmera przyjmuje postac:

L, _ Zn: f;
I &1+ Ks,: [Q] eV

gdzie: I — natezenie fluorescencji bez wygaszacza

I — natezenie fluorescencji w obecno$ci wygaszacza

f; — utamek catkowitej fluorescencji uktadu

[Q] — stgzenie wygaszacza

V — stata gaszenia statycznego

Ksv, - stata Sterna-Volmera charakteryzujaca proces dynamicznego wygaszania

Gdy sti znaczaco réznig si¢ od siebie, wystgpuja odchylenia ujemne od wykreséw Sterna—Volmera. Zalezno$¢

ta jest liniowa dla wygaszania dynamicznego (kolizyjnego). Jednakze moze mie¢ miejsce takze wygaszanie
statyczne (bardzo szybkie =107 s), polegajace na utworzeniu niefluoryzujacego kompleksu z wygaszaczem, lub
na ,,natychmiastowym” odebraniu energii przez znajdujaca si¢ bardzo blisko (promienn Van der Waalsa) czastke
wygaszacza. Wystepowanie takiego wygaszania daje odchylenia od linii prostej (odchylenie dodatnie).

Aby uzyska¢ peing charakterystyke widm fluorescencyjnych zbiera si¢ dwa rodzaje widm: emisyjne i
ekscytacyjne. Pierwsze z nich - widmo emisyjne - jest zalezno$cig intensywnosci emisji w funkcji dtugosci fali
przy zadanej dlugosci fali wzbudzenia. Natomiast widmo wzbudzenia przedstawia zalezno$¢ intensywnosci
emisji od dlugosci fali przy zadanej dtugosci fali emisji. Jest wigc widmem wzbudzenia ,,czystego” zwigzku. W
takim przypadku widmo wzbudzenia stuzy weryfikacji czystosci prébki dla ktérej wykonano widmo absorpcyjne
(a zatem powinno mie¢ taki sam ksztalt jak widmo absorpcyjne).

FLUORESCENCJA ZWIAZKOW BIOLOGICZNIE CZYNNYCH.
Substancjami wykazujacymi zjawisko fluorescencji wéréd zwiazkéw biologicznie czynnych sa migdzy innymi:
¢ Aminokwasy aromatyczne: tryptofan, tyrozyna, fenyloamina
e  Zasady nukleinowe w DNA i RNA: adenina, guanina, cytozyna, tymina, uracyl
e  Barwniki roslinne: chrofile, bakteriochlorofile i karotenoidy
e  Witaminy i hormony: np. ryboflawina



Zwiazki fluoryzujace mozna podzieli¢ na nastepujace grupy:

e  Wewnetrzne.
Przyktadem niech bedzie jeden z aminokwaséw —tryptofan, zawierajacy w swojej strukturze grupe
indolowa. Wykazuje on fluorescencj¢ przy dlugosci fali wzbudzenia 280 nm i dtugo$¢ fali emisji 340
nm).

e  Zewnetrzne.
W przypadku, gdy badany zwigzek nie wykazuje fluorescencji, mozliwa jest jego modyfikacja
chemiczna za pomocg fluoroforu zewnetrznego. Jednym z przyktadéw jest izotiocyjanian fluoresceiny,
ktéry reaguje z wolnymi grupami aminowymi obecnymi w strukturach biatek.

e Wskazniki fluorescencyjne.
Grupa wskaznikéw chemicznych stosowanych w analityce medycznej- w punkcie koncowym
miareczkowania nastgpuje zmiana fluorescencji prébki, lub biologii komdrki- barwienie komorek
apoptotycznych i nekrotycznych. Przyktadami moga by¢ stosowane do barwienia komdrkowego oranz
akrydyny, jodek propidyny, biekit trypanu.
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tryptofanu, izotiocyjaninan fluoresceiny, oranz akrydyny

Wysoka czuto$¢ spektroskopii fluorescencyjnej pozwala na jej zastosowania kliniczne. Rutynowo wykonuje
si¢ oznaczanie aminokwaséw, ryboflawiny, tiaminy czy kwasu foliowego we krwi i innych ptynach
fizjologicznych w szczegdlnosci, gdy jest dostgpna niewielka ilo§¢ prébki. Przyktadem zastosowania
fluorymetrii w biotechnologii jest badanie aktywnos$ci enzyméw. W takich pomiarach monitoruje si¢ reakcjg, w
ktoérej nie fluoryzujacy lub stabo fluoryzujacy substrat przeksztalcany jest w fluoryzujacy produkt. W
nowoczesnych laboratoriach szeroko stosuje si¢ mikroskopy fluorescencyjne np. do wizualizacji obiektéw
biologicznych. Przykladem sa barwniki uzywane do sprawdzania zywotno$ci komérek pozwalajace na
procentowe okreslenie ilosci komérek zywych i martwych (barwienie jodkiem propidyny i oranzem akrydyny).
Metoda fluorescencji jest réwniez niezwykle przydatna w badaniach biodystrybucji i farmakokinetyki lekéw
zawierajacych fluorofor badz potaczonych z zewnetrznym fluoroforem. Innym zastosowaniem medycznym
moze by¢ obrazowanie nowotworéw, choréb immunologicznych, neurologicznych czy cukrzycy.

WYKORZYSTANIE FLUORESCENCJI DO OKRESLANIA ELEMENTOW
STRUKTURALNYCH BIALEK.

Spektroskopia fluorescencyjna jest metoda czesto stosowana w badaniach biatek. Z analizy widm
fluorescencyjnych danej czasteczki biatkowej oraz z ich zaleznoéci od réznych czynnikéw Srodowiskowych
(takich jak pH, temperatura, lepko$¢) mozna wyciagnaé szereg ciekawych wnioskéw np. na temat struktury
przestrzennej bialka czy oddzialywania z innymi czasteczkami. Biatka zawdzigczaja swoje wlasciwosci
fluorescencyjne obecnosci w tancuchu polipeptydowym aromatycznych aminokwaséw — tryptofanu, tyrozyny i
fenyloalaniny. Ich fluorescencja przypada na zakres bliskiego ultrafioletu. Maksimum absorpcji dla fenyloaminy
to 260 nm, a emisji- 282 nm. Dla tyrozyny nast¢puje przesuniecie w stron¢ nizszych energii, maksimum
absorpcji przypada na diugo$¢ fali 275 nm, a emisji 304 nm. Widma absorpcji tryptofanu przesunigte sa w
jeszcze bardziej dlugofalowa czgs¢ UV. Maksimum absorpcji dla tryptofanu to 295 nm, a emisji 353 nm.
Wydajnosci kwantowe tryptofanu i tyrozyny sa zblizone (odpowiednio 0,13 i 0,14) i kilkakrotnie wyzsze niz
fenyloalaniny (0,02). Emisja tryptofanu jest bardzo wrazliwa na wplyw otoczenia (rozpuszczalnik, wygaszacze).
Poniewaz biatka zawieraja wiele reszt aminokwaséw, podlegajacych réznym czynnikom $rodowiska, ich
fluorescencja jest heterogenna, co przejawia si¢ przede wszystkim zalezno$cig parametréw emisji od dtugosci
fali promieniowania wzbudzajacego. Decydujaca role dla fluorescencji biatek beda odgrywaly reszty tryptofanu,
gdyz fluorescencja pochodzaca od tyrozyny jest w znacznym stopniu wygaszona, natomiast emisj¢ pochodzaca
od fenyloalaniny obserwuje si¢ w niewielu przypadkach. Do wygaszania fluorescencji w biatkach dochodzi w
skutek wewnatrzczasteczkowego kompleksu nakladajacych si¢ na siebie pierscieni aromatycznych. Wygaszenie
fluorescencji ma tu zaréwno charakter statyczny jak i dynamiczny.



Istnieja takze nietypowe biatka, ktérych fluorescencja jest widoczna nawet gotym okiem. Przyktadem jest
biatko zielonej fluorescencji GFP (Green Fluorescent Protein). Jego fluorescencja w zielonej cze$ci widma
promieniowanie elektromagnetycznego pochodzi od specyficznego ugrupowania atoméw nalezacych do trzech
kolejnych aminokwaséw - seryny, tyrozyny i glicyny. Ugrupowanie to w czasie okoto dwéch godzin po syntezie
biatka tworzy specyficzny chromofor - p-hydroksybenzylidenoimidazolinon. Natywna struktura biatka
nazywana czasem charakteryzuje si¢ duzym stopniem upakowania. Ugrupowanie chromoforu jest szczelnie
chronione wewnatrz biatka, tym samym w bezposrednim otoczeniu chromoforu znajduje si¢ wiele reszt
aminokwasowych, ktére w pierwszorzedowej strukturze biatka sa od siebie znacznie oddalone. Owa
proksymalna obecno§¢ aminokwaséw ma diametralny wptyw na procesy absorpcji i emisji kwantéw Swiatta.
Widmo absorpcji posiada dwa charakterystyczne pasma. Maksimum pierwszego pasma o molowym
wspotczynniku absorpcji ok. 30 000 przypada na dtugos¢ fali 397 nm. Drugie pasmo posiada maksimum przy
dlugosci fali 475nm o molowym wspdtczynniku absorpcji réwnym ok. 7 000. Widmo emisji ma jedno
maksimum dla dlugosci fali ok. 508 nm. Wydajno$¢ kwantowa fluorescencji GFP to 0,79.
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FLUORESCENCJA GRUP PROSTETYCZNYCH.

Fluorescencja biatek moze pochodzi¢ nie tylko ze wspomnianych tafcuchéw bocznych aminokwaséw
ale réwniez grup prostetycznych polgczonych z tancuchem peptydowym. Typowe grupy prostetyczne, jakimi sg
porfiryny, wykazuja silng emisj¢ §wiatta w dlugofalowym zakresie $wiatta widzialnego. Energia oraz wydajno$¢
kwantowa tej emisji jest silnie uzalezniona od rodzaju jonu centralnego, w mniejszym stopniu od obecnosci

dodatkowego liganda aksjalnego. Wigkszo$¢ jondéw metali otwartopowlokowych wygasza fluorescencje
tetrapirolu.
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BADANIE ~ WIAZANIA  JONU  METALU  PRZEZ  PORFIRYNY Z
WYKORZYSTANIEM POMIAROW EMISJL

W naturalnych uktadach biologicznych inercja jonu metalu prowadzaca do utworzenia metaloporfiryny
nastepuje na etapie, w ktérym pierScien tetrapirolowy jest juz w petni uksztalttowany. Wiazanie jonu centralnego
jest znacznie utrudnione, gltéwnie ze wzgledu na szczegdlng sztywnosci pierScienia makrocyklicznego
oddzialywujacego z biopolimerami. Tworzenie kompleksu wymaga wigc uczestnictwa wyspecjalizowanych
enzym6w — chelataz. Przypuszcza si¢, ze ich aktywno$¢ zwigzana jest ze zdolnos$cig przejsciowej deformacji
makrocykla.

Dla szeregu jondw metali obserwuje si¢ samorzutne tworzenie kompleksow z ligandami tetrapirolowymi w
roztworach. Sledzenie tych reakcji jest tatwe dzigki mozliwosci wykorzystania prostych technik spektroskopii
UV-vis. Obok wyraznych zmian absorpcji wyrazajacych si¢ m.in. w przesunig¢ciu pasma Soreta i pasm Q
obserwuje si¢ wyrazne zmiany wlasciwosdci emisyjnych porfiryny. Wiagzanie metalu powoduje przesunigcie
pasma a w wielu przypadkach catkowite wygaszenie fluorescencji.



SENSORY OPTYCZNE.
Jednym ze sposobéw wykorzystania fotoluminescencji w ukladach biologicznych jest stosowanie sensoréw
fluorescencyjnych. Sensory takie sa coraz czg¢Sciej wykorzystywane do analizy podstawowych sktadnikéw
komérkowych. Szczegélne miejsce znajduja one m.in. w obrazowaniu zmian st¢zen jondw metali
zaangazowanych w procesy indukcji sygnatow.
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Sensory to zwiazki charakteryzujace si¢ szczegdlng budowa, w ktérg wyr6zni¢ mozna uklad receptorowy i
sygnalowy. Dzigki obecnosci receptora sensory obdarzone sa zdolnoscia tworzenia wigzan koordynacyjnych z
wybranym jonem lub czasteczka. Funkcje uktadu sygnalowego petni fluorofor. W wyniku wigzania analitu przez
receptor dochodzi do zakl6cenia stanéw energetycznych sensora, co pocigga za sobg powstanie nowych
szczegélnych wilasciwodci czasteczki. Umozliwienie lub zablokowanie mozliwosci przeniesienia elektronu
miedzy receptorem a fluoroforem moze powodowaé wzrost lub spadek intensywnoS$ci fluorescencji badz tez
przesunigcie potozenia pasm emisyjnych. Zasada dzialania sensoréw fluorescencyjnych opisywana jest
mechanizmem PET (ang. Photoinduced Electron Transfer).

O znaczeniu fluorymetrycznych metod analizy decyduje przede wszystkim prostota oraz wysoka
czuto$¢. W poréwnaniu ze absorpcjg $wiatla fluorescencja jest zjawiskiem znacznie bardziej specyficznym dla
danego uktadu. Wynika to z wigkszej powszechnosci proceséw absorpcji fotonéw nad procesami ich emisji.
Ponadto, w przeciwienstwie do typowych pomiaréw spektrofotometrycznych, pozwalajacych na oznaczanie
umiarkowanie wysokich stezen chromoforéw, pomiary fluorescencji nie s3 szczegdlnie ograniczane
intensywno$cig luminescencji.

Uzyteczno$¢ danego sensora w badaniach dotyczacych okre§lonego $rodowiska uzalezniona jest od
dopasowania powinowactwa receptora do lokalnych st¢zen analitu. Zmiany widmowe obserwowane sg w
charakterystycznym dla danego sensora zakresie st¢zen analitu, ograniczonym wielkoS$cia statej trwatodci (badz
jej odwrotnodcig — stala dysocjacji, K,). Przyjeto si¢ uzywaé wielkodci statej dysocjacji jako miary wielkoSci
powinowactwa sensora do wybranego analitu.
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gdzie: M — jon metalu
S — sensor

Jezeli w wyniku koordynacji badanego jonu (M) zmienia si¢ jedynie wydajno$¢ kwantowa fluorescencji sensora
(S, wzrost lub spadek intensywnos$ci proporcjonalny do zmiany catkowitej intensywnosci fluorescencji tj. pola
powierzchni pod krzywa), wowczas zmiana intensywnosci tej fluorescencji odczytana np. w maksimum bedzie
proporcjonalna do zmiany stezenia kompleksu (MS).
Rozwazmy przypadek, w ktérym tworzony kompleks charakteryzuje si¢ wyzsza wydajnoscia kwantowa
fluorescencji niz wolny sensor. Intensywnos$¢ fluorescencji (I) ro$nie wowczas od wielkosci odpowiadajacej
wolnemu sensorowi (I,;,) az do wysycajacego stezenia M (Iyax)-

I-1, =[MS]
Réznica miedzy zmierzong wartoscig I a spodziewana intensywnoscia fluorescencji przy wysycajacym st¢zeniu
M (I,..x) bedzie wowczas proporcjonalna do stezenia wolnego sensora:
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W wyniku oddzialywania sensora z jonem metalu mozemy obserwowaé réwniez zmiany widmowe innego
rodzaju. Czesto zdarza si¢ bowiem ze energia wzbudzenia lub emisji powstajacego kompleksu jest inna niz
wolnego sensora. Mozemy woéwczas wykorzysta¢ zmiany intensywnos$ci sygnatu wynikajace zaréwno z zaniku
pasma wolnego indykatora (I;) jak i tworzenia nowego pasma charakterystycznego dla kompleksu z oznaczanym
jonem (I,). Mierzac intensywnos$¢ fluorescencji przy charakterystycznych dlugosciach fali (A, — dla zanikajacego
pasma wolnego S, 2, — dla narastajacego pasma kompleksu MS) oznaczmy:

I5; — intensywno$¢ fluorescencji sensora w A

Iysi — intensywnos¢ fluorescencji kompleksu w A

Is, — intensywno$¢ fluorescencji sensora w A,

Ius2 — intensywnos¢ fluorescencji kompleksu w A ,
Zachodzg wowczas zalezno$ci:

I =1[S]1+1,,,,[MS] oraz I, =14,[S]+1,,,[MS]
a takze:
Imax] =14[S] oraz Imaxz =1,,[MS],,.

Stosunek intensywnosci fluorescencji przy wybranych dlugosciach fali (R) jest réwny:
I, Ig[S]1+1,,[MS]

s
I, I,[S]+1,,[MS]

Poniewaz:
(s = M1IS]
d
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Wystepujace w powyzszym réwnaniu wyrazenia Ig/Is; oraz Iygi/Ivs; sa granicznymi wartoSciami R
odnoszacymi si¢ odpowiednio do wolnego sensora (Ru) i maksymalnego stezenia kompleksu MS (Rpu).
Oznaczajac Isy/Iys; = R otrzymujemy ostatecznie:

R—-R_ .
)=k, R=Fe

=" Tmin R
R —R



Na wykresie logarytmu ze st¢zenia wolnych jonéw metalu od log((I — Ly )/(Lnax - 1)) 1ub log((R — Ryin)/(Rinax - R))
w pewnym zakresie zalezno$¢ ta ma przebieg liniowy. Zakres ten odpowiada zakresowi czulo$ci sensora na
oznaczany jon metalu. Wyraz wolny w réwnaniu prostej daje odpowiednio logarytm K, oraz sum¢ logarytméw
K iR’

OZNACZANIE STEZENIA JONOW WAPNIA W KOMORKACH.

Wapn jest pierwiastkiem chemicznym o niebagatelnej roli biologicznej. Pod wzglgdem iloSciowej zawartosci w
komoérkach zalicza si¢ go do makroelementéw. Tworzy liczne kompleksy z biopolimerami i mniejszymi
endogennymi ligandami, nierozpuszczalne sole (gidwnie fosforany), wystepuje réwniez w postaci wolnych
jonéw Ca®*. Ta ostatnia frakcja, cho¢ stosunkowo nieliczna, posiada szczegdlne znaczenie dla prawidtowego
przebiegu istotnych proceséw biochemicznych. Jony Ca®*, ze wzgledu na swoje wiasciwosci koordynacyjne
pelnig funkcje przekaznikéw II rzgdu w tancuchach przekazu sygnaléw. Pomimo niskich stezen wolnych jonéw
wapnia w cytoplazmie, to wladnie ten przedzial komoérki jest bezposrednim ich dostarczycielem i odbiorca. Fakt
ten sprawil, ze w ostatnich latach daje si¢ zaobserwowaé wzrost zainteresowania i nasilenie badan dotyczacych
cytoplazmatycznej gospodarki wapniowej w komérkach eukariotycznych. Jednym z podstawowych przejawéw
funkcjonowania systemu odpowiedzialnego za ta gospodarke jest gwaltowna zmiana cytoplazmatycznego
stezenia wolnych jonéw Ca**. Zakresy tych stezen ksztattujg si¢ nastepujgco:

Catkowite cytoplazmatyczne st¢zenie wapnia: 0,1 - 10 mM

Stezenie wolnych jonéw Ca** w komérkach spoczynkowych: 50 - 200 nM

Stezenie wolnych jonéw Ca™* w stanie pobudzenia komérki: 0,1 - 1 uM

Stezenie wolnych jonéw Ca** w stanie pobudzenia neuronéw i komérek migéniowych: lokalnie do 100
uM

e Zewnatrzkomérkowe stezenie wolnych jonéw Ca™: ~1 mM

Tak duze zmiany [Ca®*] zwiazane z pobudzeniem komdrki wigza si¢ z rola stymulatora licznych
proceséw biochemicznych. Rola ta wymaga mozliwosci szybkiego uwalniania Ca** na zewnatrz komérki oraz
jego ponownego gromadzenia w jej wnetrzu.

Oscylacje cytoplazmatycznego poziomu wapnia zachodza gwattownie w ciggu kilku do kilkunastu
sekund po zadzialaniu bodZzca. Po tym okresie obserwuje si¢ zazwyczaj rdéwnie szybki spadek
cytoplazmatycznego [Ca**] do poziomu rejestrowanego w stanie spoczynku. W stanach stresowych tempo
spadku tego stgzenia jest znacznie nizsze. Oprécz struktur btonowych odpowiedzialnych za transport jonéw
wapnia, w procesie prowadzacym do powstawania oscylacji cytoplazmatycznego [Ca*] udziat biora m.in. biatko
wigzace GTP, fosfolipaza C oraz wewnatrzkomérkowe wtérne przekazniki sygnatéw, w tym IP3 i DG.

Do najwazniejszych proceséw zwigzanych z aktywnoscia Ca’™ zaliczy¢ nalezy proces widzenia,
kaskade fosfoinozytolowa i regulacje skurczu migéni. Kation wapniowy petni tu role wewnatrzkomérkowego
winformatora” w szlakach przekazywania sygnatéw. W procesach tych biatka regulatorowe i enzymatyczne
oddzialujg z receptorami, natomiast kolejne ogniwa sprzegane sa przez dziatanie matoczasteczkowych lub
jonowych przekaznikéw. Jon Ca®*, uwalniany bezposrednio do wnetrza komérki po zadziataniu bodzca, zalicza
si¢ do grupy przekaznikéw wtérnych lub II rzedu.

O uzytecznosci Ca®* jako przekaznika decyduja:

e Zdolno$¢ tworzenia komplekséw z biatkami. Wysokie liczby koordynacji umozliwiaja przy tym
réwnoczesne wigzanie z wieloma ligandami, co prowadzi do sieciowania réznych segmentéw biatka i
indukowania duzych zmian konformacyjnych.

® Wysokie powinowactwo do grup tlenodonorowych. Cecha ta odréznia jony wapnia od potencjalnie
konkurencyjnych kationéw Mg**.

e Rozbudowany system przenoszenia Ca>* przez blony. Sprawnie dziatajace pompy wapniowe i
wymieniacze sodowo—wapniowe zapewniaja szybki i selektywny transport tego kationu na zewnatrz i do
wnetrza komorki.

Wisréd biatek wiazacych wapn najbardziej rozpowszechniona w komoérkach eukariotycznych jest kalmodulina.
Aktywacja kalmoduliny jest wynikiem wiazania trzech lub czterech jonéw Ca®*, zachodzacego przy duzym
wzroécie stezenia Ca”* w cytoplazmie. Powstaly w ten sposéb kompleks aktywuje liczne enzymy, pompy
jonowe i inne bialka docelowe. Do tych ostatnich nalezy m.in. kinaza CaM II, odpowiedzialna za fosforylacje
innych biatek oraz syntaza NO decydujaca o uwalnianiu tlenku azotu w reakcji rozktadu argininy.

Obok wapnia w ukladach biologicznych wystgpuja réwniez inne metale drugiej grupy ukiadu
okresowego. Jony tych metali oddzialuja w komérkach z mato- lub wielkoczasteczkowymi ligandami. Trwato$¢
komplekséw z okre§lonym typem liganda zalezy m.in. od tadunku i promienia jonu centralnego. Przy



zachowaniu tego samego ladunku (dla drugiej grupy ukladu okresowego — M?') wickszy promien nie
uwodnionego jonu zapewnia wyzsza liczbe koordynacyjna. Dla stosunkowo duzych jonéw Ca** liczba ta miesci
si¢ w zakresie 6 - 12, przy czym najczesciej spotyka si¢ o$miokoordynacyjne kompleksy wapniowe. Podobnie
wysokie liczby koordynacyjne charakteryzuja kompleksy strontu i baru. Znacznie mniejszy promien jonu Mg**
sprawia, ze kompleksy magnezowe nie wykazuja liczby koordynacyjnej wyzszej od 6. Z tej tez przyczyny Ca**
znacznie silniej oddziatuje z duzymi wielokleszczowymi ligandami niz Mg™. O wiasciwosciach ligandéw
decyduja w duzej mierze wlasciwosci atoméw donorowych. W uktadach biologicznych najczeSciej spotyka si¢
kompleksy wapnia z donorowym atomem tlenu. Dla poréwnywalnych stezen Ca* i Mg** duze chelatowe
tlenodonory zazwyczaj specyficznie wiaza si¢ z wapniem. Konkurencja o to wigzanie pojawia si¢ dopiero przy
znacznym nadmiarze Mg**. Ze wzgledu na znikoma zawarto$¢ jonéw Sr** i Ba®* w komérkach mozna pomingé
ich udziat w konkurencji o wigzanie wspomnianych ligandéw. Tlenodonorowe grupy funkcyjne ligandéw moga
by¢ zaréwno zjonizowane (anionowe grupy karboksylowe, fosforanowe, fenolowe) jak i elektrycznie oboj¢tne
(grupy eterowe, karbonylowe, hydroksylowe). Ze wzgledu na ujemny tadunek tych pierwszych, wiaza one silniej
Ca’* niz ligandy elektrycznie obojetne.

Uzytecznoé¢ danego sensora Ca®* w badaniach dotyczacych okre§lonej tkanki i jej stanu
fizjologicznego uzalezniona jest od szeregu czynnikéw. Do najwazniejszych zaliczy¢ nalezy selektywno$é¢
jonowa oraz wrazliwo§¢ na pH 1 obecno$¢ endogennych sktadnikéw komorki. Jednym z pierwszych
fluorescencyjnych sensoréw wapnia byta pochodna fluoresceiny - kalceina. Maksimum absorpcji tego zwigzku
przypada na 495 nm natomiast maksimum fluorescencji na 515 nm. Kalceina ma wlaSciwosci samowygaszajace
powyzej stezenia 100 mM. Ponadto intensywnos$¢ fluorescencji kalceiny oraz jej selektywno$¢ w stosunku do
jonéw Ca’* i Mg zalezg bardzo wyraznie od pH roztworu. Z tego powodu kalibracja powinna byé prowadzona
w warunkach $cisle odpowiadajacych badanemu $rodowisku. Zmiany widmowe wywotane koordynacja jonu
metalu obserwowane s3 w charakterystycznym dla danego sensora zakresie stezen Ca®*. Zakres ten okresla
stosowalno$¢ sensora w uktadach biologicznych (r6znych typach komdrek, oraz przy odmiennych stanach
fizjologicznych - relaksacji, pobudzenia, stanach patologicznych). Wigkszos¢ indykatoréw pierwszej generacji
umozliwiato prowadzenie badan w zakresie fizjologicznego cytoplazmatycznego stezenia Ca”* komérek w stanie
spoczynkowym. Istnieja jednak obszary, ktérych pobudzenie pociaga za soba gwattowny wzrost [Ca**] do
poziomu wykraczajacego poza gérng granic¢ oznaczalno$ci klasycznych sensoréw wapniowych. Badanie tych
szczegélnych stanéw komoérki stalo si¢ mozliwe po wprowadzeniu w roku 1998 nowej generacji
fluorescencyjnych sensoréw wapniowych, takich jak Fura-2.
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W poréwnaniu z wczeéniej uzywanymi, nowe sensory wykazuja nizsze powinowactwo do Ca®*
zachowujac wysoka selektywnos$¢ jonowa. Wspdlnym elementem strukturalnym tych zwiazkéw jest
ugrupowanie receptorowe oparte na bazie kwasu etylenoglikol-O-O‘-bis(2-aminoetyl)-N,N,N‘,N* tetraoctowego
— chelatora jondw wapniowych, stosowanego powszechnie m.in. w procedurach kalibracyjnych sensoréw
fluorescencyjnych.
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PRZEBIEG CWICZENIA

Pomiar widm emisji i wzbudzenia tryptofanu oraz albuminy wotowe;j.

Wygaszanie fluorescencji biatka jonami jodkowymi.

Pomiar widm emisji i wzbudzenia zwigzkéw tetrapirolowych. Poréwnanie emisji chlorofilu i
chlorofiliny.

Badanie reakcji feofityny a z jonami Zn** i/lub Cu®*. Wyznaczenie obserwowane;j stalej szybkosci z
pomiaru fluorescencji w warunkach eksperymentalnych.

Pomiar widm wzbudzenia Fura-2 w obecnosci réznych stezen jonéw Ca®*. Wyznaczenie zakresu
czutosci sensora na jony wapniowe oraz stalej dysocjacji kompleksu sensora z jonem metalu.
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