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METODY POMIARU WOLNEGO WAPNIA I ICH
PRAKTYCZNE ZASTOSOWANIE W FIZJOLOGII I
CYTOLOGII ROSLIN!

Methods of free calcium measurement and their practical application in plant
physiology and cytology

Andrzej TRETYN*

Summary. In both ammal*; and plants calcium plays a vital role as an intracellular second messenger. Inside resting cells
free cytosolic calcium ([ Ca’ ") is maintained at very low levels, being about ]0 000 times less concentrated than in the
environment. After stimulation of an eukaryotic cell a rapid increase in [Ca ]c |q reported. The development of new
methods for mesuring free calcium initiated :1 revolution in the study of cellular Ca®* homeostasis in animals. In contrast to
animal cells in which the measurement of [Ca *lc is widely practiced, the delermmancn of free cytosolic calcium in plants is
much more difficult. In this paper some of the problems encountered in measunng [Ca *Jc in plant cells are discussed. There
are m:ln),r different methods used for the determination of free cytosolic Ca®* and photoproteins, calcium fluorescence dyes
and Ca®*-sensitive microelectrodes are all t:ommcm]},.r used. Over the past two decades photoproteins (especially aequorin)
have been applied to the measurement of [Ca +]c in animals. In this paper the molecular properties of the photoproteins used
and their application for free calcium mr.:muremcm in plant cells are outlined. More recently calcium fluorescent dyes have
proved the most suitable for determining of [Ca e, both in resting and stimulated cells. Detailed information concerning
chemical structures and physico-chemical properties of the dyes are also presented in this paper. Finally, the fabrication,
calibration and application of calcium-selective microelectrodes in plant science is also described.
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0.1 do 10 uM [18]. Kation ten moze wystepo-
wac w formie wolnej (oznaczanej jako [Ca®*]) i
soli powstajacych w polaczeniu ze zwiazkami
nieorganicznymi (fosforany, weglany) i organi-
cznymi (ATP, szczawiany) oraz zwigzanej z

WSTEP

Od wielu lat obserwuje si¢ wzrost zaintere-
sowania botanikéw udziatem jonéw wapnia w

regulacji wzrostu i rozwoju roslin. Wykazano,
ze kation ten moze uczestniczy¢ migdzy innymi
w mechanizmie dziatania hormonéw roslinnych
[31], reakcjach roslin na §wiatto [56], pole gra-
witacyjne [29] oraz patogenne mikroorganizmy
[32].

W zalezno$ci od typu tkanki wewnatrz-
komérkowe stezenie Ca2* u roslin wynosi od

rozpuszczalnymi biatkami (np. kalmoduling) i
powierzchnia réznych struktur wewnatrzkomor-
kowych.

Tylko niewielka ilo§¢ catkowitego wapnia
uczestniczy w regulacji metabolizmu, wzrostu i
rozwoju roslin. T¢ pule biologicznie aktywnego
Ca®* okresla sie jaka ,,wolny cytoplazmatyczny
wapii” (ang. free cytosolic calcium, [Ca?*]c).

! Praca powstata w trakcie realizacji Grantu 6-6-68-92-03 finansowanego przez Komitet Badai Naukowych (KBN).
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W wyniku dzialania r6znych czynnikéw na
organizmy roslinne w ich komérkach obserwuje
sie wzrost zawartosci wolnego Ca?*. Po okresie
wzbudzenia wapn usuwany jest z cytoplazmy na
zewnatrz protoplastu lub ,,pompowany” do wne-
trza réznych struktur komérkowych. Uchwyce-
nie tych przejsciowych zmian poziomu [Ca®*]
wymaga stosowania odpowiednio czutych me-
tod pomiarowych. Ponizej oméwione zostana

niektére z nich oraz ich zastosowania w bada- ,

niach prowadzonych nad réznymi procesami za-
chodzacymi u roslin z udzialem jonéw wapnia.

METODY POMIARU WOLNEGO Ca”™*

Zainteresowanie mechanizmem dziatania jo-
néw wapnia u zwierzat doprowadzilo do opra-
cowania kilku typéw metod stuzacych jego po-
miarowi in vivo, w cytoplazmie zywych komé-
rek. Metody te, po niewielkich modyfikacjach,
znalazly zastosowanie, w kilka do kilkanastu lat
p6Zniej w badaniach prowadzonych na materia-
le roslinnym.

Pierwszego pomiaru wolnego cytoplazmaty-
cznego wapnia ([Ca?*]c) dokonano w 1967 w
komdrkach migsniowych za pomoca tzw. foto-
proteiny — akweryny [45]. Pietnascie lat p6Zniej
metode te uzyto do pomiaréw [Ca*]c w komér-
kach roélinnych; zielenicy Nitella [65]. Pod ko-
niec lat siedemdziesiatych Ashley i Campbell
(patrz [14]) dokonali pomiaru wolnego cytopla-
zmatycznego wapnia w komérkach zwierzgcych
za pomocg jonoselektywnej mikroelektrody.
Metoda ta znalazala stosunkowo szybko, na po-
czatku lat osiemdziesiatych, zastosowanie w fi-
zjologii roslin (patrz [21]). Ostatnio do pomia-
réw [Ca%*] uzywa si¢ przede wszystkim rézne-
go typu fluorescencyjnych wskaznikéw wapnia,
takich jak Quin-2 [58-61], Indo-1 i Fura-2 [27]
oraz Rhod-2 i Fluo-3 [41] Keith i inni [33],
Brownlee i wsp. [5-7, 13] oraz Gilroy i inni [25]
jako pierwsi uzyli wspomnianych zwiazkéw do
badari prowadzonych na systemach roslinnych.

FOTOPROTEINY - AKWERYNA

Fotoproteiny to grupa biatek wystepujacych
w komérkach niektérych pierwotniakéw i zwie-

rzat bezkregowych [3—4, 14-15]. U organizméw
wielokomérkowych fotoproteiny gromadzone
sa na terenie tzw. fotocytéw. W wyniku aktywa-
cji czasteczka fotoproteiny emituje fotony o
okreslonej diugosci fali. Chociaz proces ten ob-
serwuje si¢ w Srodowisku pozbawionym Ca®*
wiazanie si¢ jonéw wapnia z fotoproteinami w
znaczny spos6b podwyzsza intensy wnos¢ biolu-
minescencji [3]. Ta cecha omawianej grupy bia-
ek umozliwita ich zastosowanie do pomiaréw
cytoplazmatycznego poziomu wapnia w komor-
kach pozamacierzystych [3].

Obecnie znanych jest kilka réznych fotopro-
tein, z ktérych akweryna nalezy do najczesciej
stosowanych w pomiarach [Ca?*]c. Natywna
akworyna jest mieszaning osmiu izoform, o r6z-
nej wrazliwosci na dziatanie wapnia [4]. Oma-
wiana fotoproteina zbudowana jest z pojedyni-
czego, 21 kDa polipeptydu, do ktérego Scisle
przylaczona jest imidazolopirazynowy chromo-
for. Apoproteina akweryny posiada trzy miej-
sca, w ktérych zachodzi wiazanie jonéw wa-
pnia. Bioluminescencja akweryny indukowana
jest w wyniku utleniania grupy chromoforowej.
Proces ten moze zachodzi¢ w $§rodowisku po-
zbawionym jonéw wapnia. Jednakze w wyniku
wzrostu cytoplazmatycznego stgzenia Ca?t, z
100 nM do 10 uM, intensywno$¢ $wiatta emito-
wanego przez czasteczki akweryny wzrasta o
piec rzedéw wielkosci [4].

Poniewaz potrzebny do utleniania grupy
chromoforowej tlen gromadzony jest przez bial-
ko akweryny indukowang wzrostem [Ca**)c
bioluminescencj¢ fotoproteiny obserwuje si¢
takze w warunkach beztlenowych, jak réwniez
w $rodowisku pozbawionym ATP [3]. Maksi-
mum emisji promieniowania $wietlnego akwe-
ryny rejestruje si¢ w niebieskim zakresie widma,
przy 469 nm, a wydajnos¢ kwantowa tego pro-
cesu wynosi 0.15 [4]. Energia niezbedna do
wzbudzenia emisji fotonéw pochodzi z oksyda-
cyjnej degradacji grupy chromoforowej. Z tego
powodu kazda czasteczka akweryny moze tylko
by¢ jednorazowo uzyta do pomiaru Ca%*. Przy-
puszcza sig, Ze W organizmach macierzystych, z
ktorych izolowane sa fotoproteiny, nast¢puje
odnowa tych substancji poprzez wymiang utle-
nionej grupy chromoforowej na natywna. Usu-
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nigciu w warunkach in vitro Ca** z apoproteiny
(poprzez inkubacje w roztworze EGTA) towa-
rzyszy oddysocjowanie od niej utlenianej grupy
chromoforowej. W $rodowisku pozbawionym
jonéw wapnia, w obecnosci tlenu i B-merkap-
toetanolu do biatka akweryny mozna wprowa-
dzi¢ sztucznie zsyntetyzowana grupg chromofo-
rowa. Uzyskana ta droga pélsyntetyczna foto-
proteina nie r6zni si¢ swymi luminescencyjnymi
whagciwosciami od biatka izolowanej z fotocy-
téw meduzy Aequorea forskalea [3—4). Zastoso-
wanie zmodyfikowanych, syntetycznie wytwo-
rzonych grup chromoforowych pozwala na wie-
lokrotny wzrost indukowanej wiazaniem jonéw
wapnia bioluminescencji pélsyntetycznej akwe-
ryny [36, 49-51].

WPROWADZANIE AKWERYNY DO KOMOREK
I POMIAR LUMINESCENCJI

Akworyna jest stosunkowo duzym biatkiem,
posiadajacym silny fadunek ujemny. Z tego po-
wodu jej czasteczkami sa niezdolne do przeni-
kania przez blong komdrkowa. Czasteczki tej
fotoproteiny mozna wprowadzac do cytoplazmy
badanych komdrek jedynie stosujac odpowied-
nie metody (patrz [14]). Najczesciej do tego celu
uzywa sie technike mikroiniekcji. Wzglednienie
wysoki ciezar czasteczkowy akweryny ma tez
swoje zalety. W poréwnaniu do innych stosowa-
nych wskaznikow wolnego wapnia, fotoprotei-
ny nie dyfunduja z cytoplazmy podstawowej do
obtonionych struktur subkomérkowych.

Akweryna jest bardzo stabilnym biatkiem.
Jej roztwér zamrozony do temperatury — 70° C
moze by¢ przechowywany przez wiele miesig-
cy. Aktywnosé fotoproteiny nie ulega istotnym
zmianom w wyniku wielokrotnego zamrazania i
rozmrazania preparatu.

Wprowadzona do obcych komérek akwery-
na podlega powolnej degradacji. Jest to prawdo-
podobnie spowodowane brakiem sekwencji
aminokwasowych odpowiadajacych za degrada-
cje tego biatka przez cytozolowe proteazy [4].
W komérkach spoczynkowych akweryna moze
utrzymywac si¢ na terenie cytoplazmy nawet
przez kilka tygodni [3]. Przy bardzo niskim
cytoplazmatycznym poziomie wolnego Ca?*
tylko niewielka cze$¢ jednorazowo wprowadzo-

nej fotoproteiny ulega wysyceniu przez jony
wapnia. Po stymulacji komérki, do ktérej wpro-
wadzono akweryne jedynie niewielka liczba jej
czasteczek wiaze si¢ z uwalnianym do cytopla-
zmy Ca?* i ulega nieodwracalnej oksydacji [3].

Bioluminescencje akweryny mozna jedynie
mierzy¢ przy uzyciu odpowiednio czutych foto-
powielaczy. Ich zastosowanie pozwala na pro-
wadzenie oznaczeni Ca®* w przedziale stezer te-
go kationu wystepujacego w cytoplazmie komé-
rek spoczynkowych i poddanych stymulacji: od
0.1 do 10 pM [3-4, 14-15].

ZASTOSOWANIE AKWERYNY DO POMIAROW
WOLNEGO WAPNIA W KOMORKACH
ROSLINNYCH

Williamson i Ashley [65] jako pierwsi wyka-
zali, ze stymulacji komoérek roslinnych towarzy-
$zg zmiany poziomu [Ca%*]c. W swojej pionier-
skiej pracy badacze ci wstrzykiwali do komérek
glonu Nitella akworyne, a nastgpnie stymulujac
je elektrycznie wywotywali powstawanie poten-
cjaléw czynnosciowych. Stwierdzono, ze depo-
laryzacji blony komérkowej Nitella towarzyszy
szybki wzrost [Ca?*]c, z okolo 200-400 nM w
stanie spoczynku do 640 uM po stymulacji. W
nastgpstwie tego procesu obserwowano zwol-
nienie, a nawet catkowite zahamowanie ruchéw
cytoplazmy. Po szybkim, skokowym, wzroscie
Ca** nastgpowat powolny, trwajacy od 40 do 60
sekund spadek poziomu wolnego cytoplazmaty-
cznego Ca®* [65].

Stosuja podobna, do wyzej opisanej, metode
pomiaru [Ca?*] Callahan i Hepler [10] ustalili
ostatnio, Ze wzrost poziomu jonéw wapnia w
komérkach Nitella jest znacznie szybszy niz
opisany przez Williamsona i Ashleya [65] i wy-
nosi zaledwie 50-70 milisekund od wyzwolenia
potencjatu czynnos$ciowego. Spadek [Ca?*]c byt
natomiast powolny i@ osiagal poziom wyjscio-
wy w przeciagu 60 sekund od chwili stymulacji
komérki. Callaghan i Hepler [10] stwierdzili
ponadto, ze wznowienie ruchu cytoplazmy na-
stepuje w 20-30 sekund po zaindukowaniu po-
tencjalu czynno$ciowego, to jest jeszcze przed
powrotem [Ca%*]c do poziomu wyjsciowego.

Od kilku lat Trewavas i wsp. rutynowo sto-
suja akweryne do pomiaréw [Ca®*] w kom6r-
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kach transgenicznego tytoniu [34-36] Wyizolo-
wany z komoérek Aequorea gen kodujacy apo-
proteing akweryny wprowadzono za pomoca ba-
kterii Agrobacterium tumiefaciens do komérek
dyskéw lisciowych Nicotiana plumbaginifolia.
Zregenerowane siewki tytoniu produkowaty
biatko akweryny. Dodanie do pozywki, na kté-
rej rosty transgeniczne roéliny, syntetycznego
chromoforu powodowato pojawienie si¢ w ich
komérkach funkcjonalnych czasteczek akwery-
ny [34]. Uzyskane ta drogg transgeniczne ro§li-
ny, zawierajace w swych komoérkach czasteczki
akweryny, uzyto do badania wplywu réznych
bodZcéw na zmiany zawartosci wolnego cyto-
plazmatycznego wapnia.

Stosujac pomiary bioluminescencji komple-
ksu akworyny-Ca?* Knight i inni wykazli, ze
dotyk, szok termiczny i grzybowe elicytory [34]
oraz ruch powietrza [35] powoduja skokowy
wzrost [Ca?*]c w komérkach badanej rosliny.
Wysoka temperatura praktycznie nie wplywata
na poziom cytoplazmatycznego wapnia [34].
Natomiast niska temperatura stymulowala bar-
dzo szybki wzrost i spadek [Ca2+]c. Dziatanie
elicytorow grzybowych powodowato, ze po
szybkim wzroscie [Ca**]c nastgpowal znacznie
powolniejszy jego spadek [34].

Wywotujacy ruch roéliny wiatr powodowat
szybki, kilkusekundowy skok [Ca?*]c o ampli-
tudzie zaleznej od sily bodZca [35]. W przypad-
ku wielokrotnie powtarzanej stymulacji obser-
wowano stopniowy spadek amplitudy skokow
[Ca%*]c. Poddawanie rosliny ruchom powietrza
nie wptywato na zmiany jej odpowiedzi na szok
termiczny. Sugerowato to, ze wiatr i niska tem-
peratura uwalniaja jony wapnia z odrgbnych
magazynéw [35]. Badania przeprowadzone z
uzyciem blokeréw kanatéw wapniowych w pet-
ni potwierdzity t¢ hipotez¢. Blokery plazmale-
mowych kanatéw wapniowych: lantan i gadolin
catkowicie hamowaly powstawanie stymulowa-
nych szokiem termicznym skokdéw [Ca?*)c. Jed-
nakze zwiazki te nie wpltywaly na przebieg in-
dukowanych przez wiatr skokowych zmian za-
wartosci jonéw wapnia w cytoplazmie komérek
tytoniu [35]. Dziatanie czerwieni rutenowej (in-
hibitora endomembranowych kanatéw wapnio-
wych) byto odwrotne do opisanego. Na podsta-

wie wynikéw przedstawionych doswiadczen
mozna przypuszczac, ze indukowane niska tem-
peratura skokowe podwyzszenie [Ca?*]c wyni-
ka z aktywacji plazmalemowych kanaléw wa-
pniowych i pobierania jonéw wapnia z roztworu
zewnatrzkomérkowego. Wiatr moze stymulo-
waé wzrost cytoplazmatycznego poziomu wa-
pnia poprzez jego mobilizacje z wewnatrz-
komérkowych magazynéw [35].

Ostatnio Knight i inni [36] uzyli bardzo czu-
lej fotopowielajacej kamery potaczonej z mikro-
skopem $wietlnym do obserwacji zmian [Ca®*]c
zachodzacych w indywidualnych komérkach i
poszczegdlnych tkankach stransformowanego
tytoniu. Stosujac te technike autorzy wykazali,
ze w odpowiedzi na obnizenie temperatury pod-
wyzszenie poziomu wolnego cytoplazmaty-
cznego wapnia obserwuje sie na terenie liscieni
i korzeni, przy jednoczesnym braku reakcji na
ten bodziec w komérkach hypokotyli [36]. Oka-
zalo sie, ze w wyniku zranienia powstajace lo-
kalne zmiany [Caz*']c rozprzestrzeniaja si¢ na
inne komorki tkanki, czesto bardzo oddalone od
tego miejsca [36]. Zastosowanie réznych synte-
tycznych grup pozwolito na podwyzszenie czu-
tosci akweryny na cytoplazmatyczny wapfi i po-
zwolito na kalibracje poziomu tego kationu in
situ [36].

MIKROELEKTRODY WAPNIOWE

W latach siedemdziesiatych do pomiaréw
wolnego wapnia w komoérkach zwierzecych za-
czeto stosowac jonoselektywne mikroelektrody
wapniowe [1-2, 43]. Stosunkowo szybko ta me-
toda pomiaru [Ca®*] znalazta zastosowanie w
doswiadczeniach prowadzonych na systemach
ro§linnych (patrz [21]). Mikroelektrody wapnio-
we mozna stosowac zaréwno do badania biono-
wego transportu Ca?* oraz zawartosci tego ka-
tionu w cytoplazmie, jak i w przestrzeni pozako-
morkowej. Tego typu elektrody moga by¢ réw-
niez uzywane do manipulacji [Ca®*]c. W pew-
nych typach do$wiadczen jonoselektywne mi-
kroelektrody w dalszym ciagu wydaja si¢ byc
niezastatapione.

Szczyt omawianej elektrody wapniowej wy-
petniony jest jonoselektywnym ligandem, od-
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Schemat 1.

AG/AgCL/3MKCL / érodowisko pomiarowe /

elektroda odniesienia

dzielajacym srodowisko, w ktérym prowadzi sig
pomiar (np. cytoplazme) od roztworu znajduja-
cego sie¢ w pozostatej czes$¢ elektrody, zawie-
rajacego state, znane stezenia Ca®* i KCI. R6z-
nica stgzen kationu wapniowego po obu stro-
nach jonoselektywnej warstwy wypetniajacej
wierzchotkowy odcinek mikroelektrody umozli-
wia dwukierunkowy transport Ca?* [21]. W wy-
niku przemieszczania si¢ Ca®* przez wspomnia-
na membrang i utrzymywania si¢ stalego steze-
nia K* w pozostatej czgsci mikroelektrody, po-
wstaje réznica potencjatu elektro-chemicznego,
ktéra wykrywana jest przez elektrodg chlorosre-
browa (Ag-AgCl) umieszczong we wnetrzu mi-
kropipety [2]. Wielkos¢ tego potencjatu rejestro-
wana jest przez odpowiednie urzadzenia pomia-
rowe (wzmacniacze) i poréwnywana z potencja-
lem elektrody odniesienia [2, 43]. Procesy pro-
wadzace do powstawania réznicy potencjaléw
w systemie pomiarowym mozna zilustrowac
schematem 1 [43]. Symbol ,/” odpowiada pota-
czeniom miedzy poszczegélnymi elementami
systemu, gdzie moze by¢ generowana réznica
potencjatu. Miejscem, w ktérym nastepuja
zmiany roznicy potencjaléw jest polaczenie
miedzy jonoselektywna elektroda a Srodowi-
skiem pomiarowym. Rejestrowanie tego poten-
cjalu umozliwia okre§lanie zmian zawartosci
wolnego wapnia w badanym roztworze. Wiel-
kos¢ te wylicza si¢ z réwnania Nernsta:

E = E%+ 2.303 RT/zF x log{[Ca**]e}

gdzie: E? jest suma potencjaléw powstajacych
na granicach wszystkich, zaznaczonych na po-
wyzszym schemacie potaczen, 2.303 RT/zF to
warto$¢ stata, natomiast [Ca2+]e odpowiada
aktywnosci jonowej Ca’* w $rodowisku pomia-
rowym (e).

Przedstawione réwnanie odnosi si¢ do ideal-
nych warunkéw, gdy w roztworze wystepuja je-
dynie jony wapniowe. Cytoplazma zawiera jed-
nak wiele innych jonéw oddziatywujacych na

jonoselektywna membrana/l mM CaCly/AgCl/Ag

jednoselektywna mikroelektroda wapniowa

aktywno$¢ Ca?*. Zaleznosci te nalezy uwzgled-
ni¢ podczas zewnatrzkomérkowej kalibracji ele-
ktrody. _

W jaki sposéb okresla sig [Ca?*]c przy uzy-
ciu jonoselektywnej mikroelektrody? Oznacza-
jac E i E°, gdyz warto$¢ 2.303 RT/zF jest wiel-
koscig stata, ktéra w temperaturze 37°C réwna
sie 30.5 mV. E0 wyznacza si¢ podczas kalibracji
mikroelektrody, a E odpowiada réznicy poten-
cjatu powstajacego miedzy mikroelektroda wa-
pniowa a odniesienia, rejestrowanej podczas do-
$wiadczenia. Z réwnania Nernsta wynika zatem,
iz 10-krotnemu podwyzszeniu poziomu [Ca®*]
w Srodowisku towarzyszyl wzrost réznicy po-
tencjaléw (E) o 30.5 mV. Podobnie jak w przy-
padku pH zmiany zawartosci jonéw wapnia
w badanym roztworze okresla si¢ jako pCa (czy-
li -log[Ca?*]). Dla przyktadu 200 nM (2 x 10
M) stezenie wolnego Ca** zapisywane jest jako
pCa=6.2.

PRZYGOTOWYWANIE I KALIBRACJA
MIKROELEKTRODY WAPNIOWEI]

Mikroelektrody wapniowe wytwarza si¢ na
podobnej zasadzie jak konwencjonalne, stuzace
do rejestracji potencjatéw blonowych. Jedyna
réznica, ktéra moze sprawi¢ wigksze trudnosci
w czasie jej przygotowywania, jest wypetnianie
50-100 um wierzchotkowego odcinka mikropi-
petki odpowiednim hydrofobowym no$nikiem
wapniowym. By te¢ czynno$¢ utatwic¢, przed
przystapieniem do termicznego wyciagania mi-
kroelektrody stuzace jako surowiec kapilary
szklane silanizuje si¢ od wewnatrz w celu pod-
wyiszenia hydrofobowosci jej scianek. Srednica
ostrza wyciagnietej mikroelektrody nie powinna
by¢ wigksza od 1 pm [43].

Jak wspomniano powyzej wierzcholek mi-
kroelektrody wypelnia sie no$nikiem wapnio-
wym. W jego skiad, poza rozpuszczalnikiem or-
ganicznym (czterohydrofuran; THF), moga
wchodzi¢ posiadajace tadunek estry kwasu fo-
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sforowego (IOPP plus DOPP) lub pod tym
wzgledem neutralne zwiazki: ETH 1001 lub
ETH 129 [21]. Firma Flucka oferuje gotowe do
uzycia mieszaniny (tzw. koktajle) sprzedawane
pod zastrzezona nazwa jako Selectophore. Mi-
kroelektrody wypetnione wspomnianymi no$ni-
kami wykazuja duza specyficzno$¢ wzgledem
Ca** w poréwnaniu do Na* i K* (IOPP plus
DOPP) oraz Mg?* i H* (ETK 1001) [1, 2, 21].
W celu podwyzszenia stabilnosci nosnika Ca®*
wypetniajacego wierzcholek mikroelektrody do
lipofilnej mieszaniny dodaje si¢ réwniez chlor-
ku poliwinylu (PVC). Jest to szczegulnie wska-
zane w przypadku badania komérek o duzym
turgorze [21].

Wierzchotek mikropipetki najlepiej napet-
nia¢ wymienionymi mieszaninami za pomoca
bardzo cienkiej i dlugiej kapilary szklanej pota-
czonej ze strzykawka. Najwygodniej jest czyn-
no$é te wykonywac¢ pod kontrola mikroskopu
Swietlnego.

Przygotowana mikroelektrod¢ poddaje sie
kalibracji dodajac do zbuforowanego roztworu o
pH 7 i zawierajacego S mM EGTA (specyficzny
chelator Ca?*, kwas etanodioksybisetyloamino
— N, N, N, N'-czterooctowy) oraz KCI, NaCl,
MgClz w ilosciach wystgpujacych w cytopla-
zmie podstawowej, odpowiednich ilosci CaCla.
Przektadajac mikroelektrode do roztworéw za-
wierajacych odpowiednie ilosci wolnego Ca®*
wyznacza si¢ krzywa kalibracyjna na podstawie,
ktorej odczytywac si¢ bedzie wyniki pomiaréw
[Ca?*]c. Po zakoficzeniu tej czynnosci mikro-
elektrode poddaje sig rekalibracji i wprowadza
do badanej komérki. Po zakoriczeniu indywidu-
alnego lub serii pomiaréw najlepiej jest powto-
rzy¢ czynno$¢ kalibracji.

Poniewaz jonoselektywne mikroelektrody
charakteryzuja si¢ duza opornoscia (> 10'! oma)
moga by¢ one jedynie polaczone z wzmacnia-
czami charakteryzujacymi sie duza opornoscia
wejsciowa ( 10'5 oma) oraz niskim pradem upty-
wu (rzedu 10714 ampera). W celu rownoleglego
rejestrowania aktywnosci jonowej Ca i poten-
cjatu btonowego do badanej komérki nalezy
wprowadzi¢ dodatkowa, standardowa mikroele-
ktrode. Stosujac tzw. podwdjna mikroelektrode
(ang. double-barrelled), zbudowana z dwu pota-

czonych ze soba mikroelektrod, przy jednoczes-
nym ich wprowadzeniu do komérki mozna row-
nolegle dokonywa¢ pomiar aktywnosci Ca®*
oraz potencjatu blonowego [21].

PRZYKLADY ZASTOSOWAN
JONOSELEKTYWNYCH ELEKTROD
WAPNIOWYCH

Poniewaz mikroelektrody wapniowe byty
bardzo czgsto uzywane do badan réznych proce-
sow zachodzacych u roslin z udzialem wolnego
wapnia ograniczymy si¢ do krétkiego oméwie-
nia niektérych z nich.

Omawiana technika pomiaru [Ca®*]c byla
szeroko stosowana w pracowni H. Fellego. Au-
tor ten wykazal, ze w epidermalnych komérkach
koleoptyli kukurydzy poziom wolnego Ca’*
wynosi okoto 120 nM. Dodanie do Srodowiska
inkubacyjnego 1 pM kwasu indolilo-3-octowe-
go (IAA) powodowato pojawienie si¢ w cyto-
plazmie oscylacyjnych zmian zawartosci tego
kationu o fazie wahajacej si¢ od 20 do 30 minut.
Zmiany w zawartosci Ca?* nie byty natychmia-
stowe lecz pojawialy si¢ okoto 5 minut po potra-
ktowaniu wycinkéw koleoptyli roztworem au-
ksyny [20]. Tretyn i inni [57] stwierdzili, ze sty-
mulowane przez IAA szybkie zmiany potencja-
fu blonowego poprzedzone s3 zmianami
[Ca?*]c. Uzyty fitohormon powodowal obnize-
nie si¢ zawartosci wolnego wapnia w cytopla-
zmie komorek wlosnikowych gorczycy [57].
Depolaryzacja btony komoérkowej wio$nikéw
hamowana byla przez blokery kanatéw wapnio-
wych oraz przez heparyn¢ [54]. Uzywajac
wspomniany material badawczy, wiosniki ko-
rzeni gorczycy, Felle i inni [22] przeprowadzili
rozlegle badania na temat homeostazy cytopla-
zmatycznego Ca®* i roli plazmolemowej ATP-
azy wapniowej w regulacji tego procesu.

Za pomoca jonoselektywnej mikroelektrody
Brownlee i Wood [7] oraz Tretyn i inni [57] po-
twierdzili istnienie gradientu jonéw wapnia w
dwdch typach szczytowo rosnacych komérkach,
w ryzoidach morszczynu i komérkach wiosni-
kowych gorczycy.



Metody pomiaru wolnego wapnia ...

69

FLUORESCENCYJNE WSKAZNIKI WAPNIA

Fluorescencyjne wskaZniki Ca?* charakte-
ryzuja si¢ tym, ze w wyniku ich traktowania
Swiatlem o dlugosci fal krétszych od tzw. wid-
ma wzbudzenia fluorescencji emituja promie-
niowania o charakterystycznej dla nich dlugosci
(widmo emisji fluorescencji). Oddzialywanie
wskaznika z Ca®* prowadzi do zmian intensyw-
nosci jego fluorescencji lub/i przesunigcia w
widmie emisyjnym badZ powoduje przesunigcie
w widmie wzbudzenia tego zwiazku. Analiza
wymienionych parametréw pozwala na iloscio-
we oznaczanie Ca®* w cytoplazmie zywych ko-
morek.

Quin-2, INDO-1, FURA-2

W roku 1980 R. Y. Tsien [58] opublikowat pra-
ce, w ktdrej opisal synteze, fizyko-chemiczne
wiasciwosci 1 biologiczne zastosowanie pier-
wszego fluorescencyjnego wskaZnika wapnia.
Zwiazek ten zsyntetyzowany zostal na bazie
chelatora Ca’*, kwasu etanodioksybisetyloami-
no-N, N, N', N’-czterooctowy (EGTA) (Rys. 1).
W wyniku zamiany wystepujacych pomiedzy
atomami tlenu i azotu wiazai metylenowych
przez pierscienie benzenowe uzyskano kwas
I,2-bis-(0-aminofenoksy)-etano-N, N, N, N'-
-cztero octowy, BAPTA. Otrzymany zwiazek
pod wieloma wzglgdami przewyzszat EGTA. W
stosunku do tego ostatniego BAPTA wykazuje
10-krotnie wyZsza selekt;wnos’é w wiazaniu
Ca®*w poréwnaniu do Mg“*, a na chelatowanie
jonéw wapnia przez ten zwiazkiem w malym
stopniu ma wptyw pH srodowiska pomiarowe-
go. W wyniku wigzania si¢ jonéw wapnia z
BAPTA nastgpuja zmiany w jego widmie fluo-
rescencyjnym. Poniewaz zjawisko to obserwuje
si¢ jedynie w ultrafioletowym zakresie fal
$wietlnych uzywanie BAPTA do pomiaréw
wolnego cytoplazmatycznego wapnia jest bar-
dzo ograniczone. Dlatego tez do omawianego
zwigzku wprowadzono dodatkowa grupe chro-
moforowa. W ten sposéb uzyskano zbudowany
z pierscienia chinolowego i potaczonych z nim
dwu grup iminodwukarboksylowych pierw-
szy fluorescencyjny wskaznik jonéw wapnia —
Quin-2 (Ryc. 1) [58].

W koordynacyjnym wiazaniu jonéw wapnia
uczestnicza atomy tlenu grup karboksylowych
oraz atomy azotu grup iminodwukarboksylo-
wych Quin-2, ktére oddziatywujac z Ca®*sty-
muluja przenoszenie elektronéw z tego kationu
na przylegty pierscien chinolowy wskaZnika.
Powstajace w wyniku wiazania Ca?* zmiany w
uktadzie elektronowym Quin-2 prowadza do
wzbudzenia fluorescencji chinoliny i emisji pro-
mieniowania §wietlnego. Wzbudzenie komple-
ksu Quin-Ca®* nastgpuje przy 339 nm, nato-
miast maksimum emisji fluorscencji obserwuje
si¢ przy 492 nm (Tabela 1). Przy 360 nm wzbu-
dzenie fluorescencji omawianego zwiazku nie
zalezy od obecno$ci wolnego wapnia w Srodo-
wisku pomiarowym (tzw. punkt izofluorescen-
cyjny). Wiazaniu si¢ jonéw wapnia z Quin-2 po-
woduje 7-krotny wzrost jego fluorescencji. Qu-
in-2 wiaze si¢ z Ca** w stosunku stechiometry-
cznym jak 1:1 [60-61].

Cecha ograniczajaca stosowanie Quin-2 do
pomiaréw wolnego wapnia jest zaréwno niski
wspotczynnik absorpcji tego zwiazku, jak i ni-
ska wydajnos¢ kwantowa jego fluorescencji.
Ponadto niska stata dysocjacji (Kg = 126 nM)
nie pozwala uzywa¢ Quin-2 do pomiaréw
[Ca?*) wyzszych od 1 uM.

Przewage fluorescencji kompleksu Quin-2-
Ca?* nad poziomem tla (autofluorescenciji pre-
paratu) obserwuje si¢ jedynie gdy cytoplazmaty-
czne stgzenie wskaznika przekroczy 0.5 mM
[15]. Przy tak wysokim poziomie Quin-2 we-
wnatrz komérki moze dochodzié¢ do buforowa-
nia przez ten zwiazek cytoplazmatycznego Ca?*
i powstawania efektéw ubocznych.

Wprowadzone w polowie lat osiemdziesia-
tych Indo-1 i Fura-2 (Rys. 1) zsyntetyzowane
zostaly na bazie Quin-2, lecz posiadaly wiele
wiasciwosci przewyzszajacych ten fluorescen-
cyjny wskaznik Ca* [27]. Znacznie wyzszy w
poréwnaniu do Quin-2 wspoétczynnik absorpcji i
wydajnosci kwantowej wymienionych
wskaznikéw powoduje, ze intensywnos$¢ ich
fluorescencji jest okoto 30 razy wyzsza w sto-
sunku do Quin-2. Dla uzyskania sygnatu prze-
kraczajacego poziom autofluorescencji potrzeb-
ne jest jedynie 20-30 mikromolowe cytopla-
zmatyczne st¢zenie Fura-2 i Indo-1 [15]. Stale
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Ryc. 1.Poréwnanie struktury chemicznej EGTA (w $rodku) z podobna struktura fluorescencyjnych wskaznikéw wapnia: Qu-

in-2 (A); Fura-2 (B); Indo-1 (C) i Fluo-3 (D).

Fig. 1. Comparison of the chemical structure of EGTA (centre) with the structures of the calcium fluorescent dyes: Quin-2

(A); Fura-2 (B); Indo-1 (C) and Fluo-3 (D).

dysocjacji dla Fluo-2 i Indo-1 wynosza odpo-
wiednio 224 i 250 nM co umozliwia prowadze-
nie pomiaréw [Ca®*] przekraczajacych 1 M.
Obydwa te zwiazki, w poréwnaniu do Quin-2 sa_
mniej wrazliwe na obecno$¢ jonéw magnezo-
wych w §rodowisku pomiarowym. Ponadto ich
fluorescencja nie podlega tak szybkiemu wyga-
szaniu jak w przypadku Quin-2. Podobnie do te-
go wskaZnika, Fura-2 i Indo-1 wiaza Ca?* w sto-
sunku stechimetrycznym 1 : 1 [27].

W poréwnaniu do wolnej formy zwiazku,
chelatowaniu jonéw wapnia przez Fura-2, to-
warzyszy przesunigcie maksimum absorpcji

(wzbudzenia fluorescencji) z 362 do 335 nm i
jednoczesny, okoto 10-kroty spadek tej wartosci
przy 380 nm. Maksimum emisji wolnego i zwia-
zanego z Ca?* Fura-2 obserwuje si¢ odpowie-
dnio przy 5121 505 nm (Tabela 1). Duze réznice
w widmie absorpcyjnym i mate w emisyjnym
wolnej i zwiazanej z Ca?* formy Fura-2 powo-
duja, ze pierwsza z tych cech wykorzystywana
jest do pomiar6w wolnego wapnia. Dla opty-
malnego rozgraniczenia fluorecencji wolnej i
zwiazanej formy wskaznika stosyje si¢ dwa pas-
ma wzbudzenia: przy 380 i 340 nm. Punkt izo-
fluorescencji dla Fura-2 rejestruje si¢ przy 360
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nm [52]. Fluorescencja Fura-2 ulega wygasza-
niu w wyniku wigzania kationéw metali ciez-
kich (najczesciej do tego celu stosuje sig
Mn2+).

Fura-2 idealnie nadaje si¢ do badan [Ca?*]c
w pojedyriczych komérkach, ktére prowadzi¢
mozna na stosunkowo prostych mikroskopach
epifluorescencyjnych (umozliwiajacych szybkie
zmiany filtréw wzbudzeniowych). Badania ilo-
$ciowe i tworzenie imidzy (angielskie stowo
.image” nie posiada w jezyku polskim odpo-
wiedniego thumaczenia) tj. ilosciowo-przestrzenno-
czasowych odwzorowan zmian [Ca?*]c wyma-
ga dodatkowego, czesto skomplikowanego i
drogiego oprzyrzadowania do wspomnianego
mikroskopu.

Do badania dynamiki zmian [Ca**]c w jed-
nowarstwowych kulturach tkankowych, zawie-
sinach komérkowych lub zawiesinach protopla-
stéw najlepiej stosowacé Indo-1. Zwiazek ten
idealnie nadaje sie do tzw. cytometrii przepty-
wowej. Natomiast jest on mniej przydatny do
tworzenia imidzy. Wynika to z faktu, ze wzbu-
dzeniu formy wolnej i zwiazanej Indo-1 towa-
rzyszy jedynie niewielkie przesuniecie w wid-
mie absorpcyjnym: z 349 i 331 nm (Tabela I).
Natomiast znaczne przesunigcie maksimum
emisji fluorescencji Indo-1 (z okoto 485 nm w

srodowisku pozbawionym Ca?* do 405 nm w
roztworze zawierajacym wysycajace stgZenie
tego kationu) [15, 37] nie zawsze prowadzi do
podobnych odwzorowan badanych komérek.
Punkt izofluorescencji Indo-1 wystepuje przy
445 nm. .

Szczegdblna zaleta Fura-2 i Indo-1 polega na
tym, iz przy ich uzyciu nie mierzy si¢ absolut-
nych zmian fluorescencji lub intensywnosci
widma wzbudzenia lecz jedynie poréwnuje si¢
te wartosci stosujac okreslone dlugosci fal
$wietlnych (Rys. 2). Pozwala to na prowadzenie
pomiaréw [Ca®*] bez wzgledu na cytoplazmaty-
czne stezenie wskaZnika (tylko wéwczas gdy
mierzony sygnatl jest silniejszy od autofluore-
scencji). Ten sposéb obliczen powoduje réow-
niez, ze koficowy wynik pomiaru nie zalezy od
grubosci badanego preparatu, wygaszania fluo-
rescencji i spadku stgzenia wskaZnika w §rodo-
wisku pomiarowym.

FLuo-3 1 RHOD-2, CALCIUM GREEN, CALCIUM ORANGE
ORAZ CALCIUM CRIMSON

Pod koniec lat osiemdziesiatych Tsien i wsp.
[41] wprowadzili do badan kolejna generacje
fluorescencyjnych wskaznikéw wapnia nazywa-
jac je Rhod i Fluo. Podobnie jak w przypadku
trzech wyzej omoéwionych zwiazkéw w koordy-

Tabea 1. Maksima wzbudzenia i emisji fluorescencji barwnikéw stuzacych do wewnatrzkomérkowego pomiaru jonéw wa-

pniowych.

Table 1. Excitation and emission maxima of different fluorescent dyes used for the intracellular measurement of calcium ions

N barmmiba Wzbudzenie fluorescencji(nm) Emisja fluorescencji(nm)
1 1 2
Quin-2 339 492 -
Indo-1 349 405 485
Fura-2 335 380 512 -
Fura Red 440 490 660 =
Rhod-2 553 576 -
Fluo-3 506 526 -
Calcium Green 507 530 -
Calcium Orange 551 574 -
Calcium Crimso 589 607 -
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Ryc. 2. Wyidealizowane krzywe przedstawiajagce widma emisyjne i wzbudzeniowe’ dostgpnych wskaZnikéw wapnia. (A)
Widmo emisji wskaznikéw (Quin-2, Fluo-3, Rhod-2 i Calcium Green), ktérych fluorescencja ulega dramatycznemu wzrosto-
wi po zwigzaniu Ca®*. (B) Wskaznik wykazujacy przesunigcie w widmie emisji (Fura-2) lub (C) w widmie wzbudzenia fluo-
rescencji (Indo-1) w $rodowisku zawierajacym wysycajace stezenie jonéw wapnia. IF - oznacza punkt izofluorescencji
barwnika (na podstawie [44], zmodyfikowane).

Fig. 2. Idealized curves showing emission and excitation spectra of the cummercin]]; available calcium indicators. (A) Emis-
sion spectra of indicators in which fluorescence increases after the binding of Ca™" (Quin-2, Fluo-3, Rhod-2 and Calcium

Green). (B) Indicators which show a shift in the emission spectrum (Fura-2) or (C) in the excitation spectrum (Indo-1) of
fluorescence in environment containing saturable concentration of Ca®*. IF - iso-fluorescence point of a dye. (After [44],

modified).

nacyjnym wiazaniu jonéw wapnia przez Rhod-2  wzrasta jedynie péttorakrotnie obecne w cyto-
i Fluo-3 (Rys. 1) uczestnicza dwie grupy reszt  plazmie jony magnezowe nie wywieraj istotne-
iminodwukarboksylowych BAPTA. W nowej  go wplywu na prowadzenie pomiar6w [Ca**]c.
generacji wskaznikéw w miejsce chromoforu Jony metali cigzkich takich jak Mn?* NiZ* lub
chinolinowego wprowadzono chromofor ksan- Zn?* wypierajac Ca®* powoduja czesciowe wy-
tenowy dajacy fluofor zblizony do rodaminy  gaszanie fluorescencji Fluo-3 (lecz nie prowa-

(Rhod-2) lub fluoresceiny (Fluo-3)[41]. dza do jej catkowitego zaniku jak to ma miejsce
W przeciwienistwie do pozostalych wska-  w przypadku Fura-2) [30, 52].
#nikéw Ca2* fluorescencja Fluo-3 i Rhod-2 pod- Rhod-2 posiada wiele podobnych cech jak

lega wzbudzeniu i emisji w widzialnym zakresie ~ Fluo-3. Ulega wzbudzeniu w widzialnym zakre-
widma, odpowiednio przy 506 i 526 oraz 553 i  sie $wiatla i charakteryzuje si¢ wysoka stafa dy-
576 nm (Tabela 1) [41]. Ta wlasciwos¢ pozwala  socjacji 1 uM, umozliwiajaca prowadzenie po-
na stosowanie obu tych zwigzkéw do pomiaru  miaréw Ca?* w stezeniach dochodzacych do 10
[Ca?*]c przy pomocy prostych mikroskopow — pM. Cecha ujemna Rhod-2 jest stosunkowo ni-
fluorescencencyjnych wyposazonych zazwyczaj  ska fluorescencja kompleksu z wapniem i kom-
w zestawy filtréw stuzacych do wzbudzania fluo-  partymentyzacja barwnika [41, 52].
rescencji fluoresceiny i rodaminy [52]. Zajmujaca si¢ sprzedaza m. in. fluorescen-
W formie wolnej Fluo-3 praktycznie nie cyjnych wskaznikéw wapnia firma Molecular
fluoryzuje natomiast po zwiazaniu Ca?* przez  Probes Inc. (Eugene, Oregon, USA) [30] oferuje
ten zwiazek nastepuje okolo 40-krotny wzrost ostatnio swoim klientom najnowsza generacje
intensywnosci fluorescencji powstalego kom-  tych zwiazkéw okreslanych nazwami Calcium
pleksu (Rys. 2). Stosunkowo wysoka stata dyso- ~ Green, Calcium Orange i Calcium Crimson
cjacji (0.4 pM) pozwala na stosowanie Fluo-3  [13]. Maksimum wzbudzenia fluorescencji tych
do pomiaréw podwyzszonego poziomu cytopla-  zwiazkéw rejestruje si¢ odpowiednio przy 507,
zinatycznego wapnia, w granicach 1 uM. Ze 551 i 589 nm, podczas gdy szczyt emisji ich
wzgledu na fakt, iz stata dysocjacji Fluo-3 dla  fluorescencji obseruje si¢ odpowiednio przy
Mn?+ wynosi 9 mM, a intensywnosc fluorescen- 530, 574 i 607 nm (Tabela 1)[17]. Dzigki tej
cji tego zwiazku po zwiazaniu tego kationu  wlasciwosci wspomniane zwigzki moga byc
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uzywane do pomiar6w [Ca®*]c przy uzyciu mi-
kroskopéw $wietlnych wyposazonych w filtry
stuzace do wzbudzania fluorescencji rodaminy
(np. Calcium Orange)[30]. Wymienione
wskazniki posiadaja fizyko-chemiczne wiasci-
wosci zblizone do Fluo-3 lecz w stosunku do
niego charakteryzuja si¢ wyzszym (4 razy w
przypadku Calcium Green) poziomem fluore-
scencji po zwigzaniu jonéw wapnia [30].

Istnieje kilka odmian Calcium Green, réz-
nigcych sie stopniem powinowactwa w stosunku
do Ca®*. Umozliwia to ich stososowanie do ba-
dari réznych typéw odpowiedzi komérkowych
wigzacych si¢ z przejSciowym wzrostem
[Ca%*]c. I tak Calcium Green-1 najlepiej uzy-
wac do pomiaréw bardzo niskich stgzeni wolne-
go wapnia, podczas gdy Calcium Green-2, a
zwlaszcza Calcium Green-SN do wysokich,
przekraczajacych nawet warto$¢ 10 uM [30]. Na
stata dysocjacji Calcium Green, Orange i Crim-
son ma zaréwno wplyw temperatura, jak i pH
srodowiska pomiarowego. W temperaturze
25.7° C i przy pH 7.4 wielko$¢ ta dla Calcium
Green wynosi 235 nM, dla Calcium Orange 403,
a dla Calcium Crimson 253 nM [17].

Niezmiernie cenng wlasciwoscia barwnikow
z grupy Calcium Green jest fakt, ze ich zestry-
fikowane formy sa bezbarwne. Ich naturalna
barwa ujawnia sie dopiero po rozczepieniu wia-
zania estrowego przez wewnatrzkomoérkowe
esterazy. Dodatkowa, ujemna grupa Calcium
Green powoduje, ze zwiazek ten trudniej, w po-
réwnaniu do Fluo-3, dyfunduje poza obreb ko-
morki, tak do réznych struktur cytoplazmatycz-
nech, jak i do §rodowiska pomiarowego [30]. W
srodowisku zawierajacym wysokie steZenia
Ca”*, w por6wnaniu do Fluo-3 barwniki z grupy
Calcium Green wykazuja 5-krotnie wyzsza in-
tensywnos$¢ fluorescencji, ktéra ulega réwniez
powolniejszemy wygaszaniu [17, 30].

Do badan poziomu i lokalizacji [Ca®*] przy
uzyciu wyzej oméwionej grupy fluorescencyj-
nych wskaznikéw wapnia idealnie nadaja sig ar-
gonowe wspétogniskowe laserowe mikroskopy
skaningowe (ang. confocal scanning laser mic-
roscope)[44, 64]. Charakteryzuja si¢ one bardzo
wysoka rozdzielczoscia obrazu co pozwala na
tworzenie dokladnych odwzorowan wewnatrz-

komérkowego rozmieszczenia wolnego Ca®*
[23, 52, 64].

WPROWADZANIE WSKAZNIKOW
FLUORESCENCYJNYCH DO KOMOREK
I TKANEK ROSLINNYCH

Wszystkie fluorescencyjne wskazniki stuza-
ce do badania [Ca®*]c bardzo stabo przenikaja
do wnetrza zywych komérek. W przypadku ma-
terialu zwierzecego sprawa jest o tyle prosta, ze
zestryfikowane formy tych zwiazkéw (AM) sto-
sunkowo fatwo przekraczaja bariere blony ko-
moérkowej. Zamaskowanie ujemnie natadowa-
nych, zdysocjowanych grup karboksylowych
omawianych barwnikéw powoduje wzrost ich
hydrofobowosci i swobodniejsze przenikanie do
wnetrza protoplastu. W cytoplazmie komoérek
zwierzecych funkcjonuje wiele esteraz zdolnych
do rozszczepiania wspomnianych wiazan estro-
wych i uwalnianie aktywnej formy wskaZnika.

Pomimo duzej prostoty, wyzej opisany spo-
s6b wprowadzania omawianych substancji nie
zdal egzaminu w przypadku stosowania mate-
riatu roslinnego [10, 44]. Poza nielicznymi wy-
jatkami [23, 48] wiekszosci badaczy nie udalo
si¢ uzyskac dostatecznie wysokiego do prowa-
dzenia pomiaréw [Ca?*] cytoplazmatycznego
stezenia wskaZnika. Wydaje sig, ze u roslin, ze
wzgledu na obecno$é w $cianie komérkowe;j i
po zewnetrznej stronie plazmolemy cholineste-
raz hydroliza wiazania estrowego nastgpuje
przed wniknigciem zestryfikowanych form
wskaznikéw na teren cytoplazmy [55]. Tretyn i
inni [55] wykazali, ze w wyniku dodania do roz-
tworu inkubacyjnego inhibitora cholinesteraz,
eseryny, w komoérkach korzeni gorczycy poja-
wial si¢ barwnik umozliwiajacy prowadzenie
pomiaréw wolnego wapnia. Brak tej substancji
w $rodowisku powodowat zahamowanie wzro-
stu komoérek wiosnikowych. Prawdopodobnie w
wyniku enzymatycznej hydrolizy Fluo-3/AM
powstajacy na powierzchni protoplastu formal-
dehyd hamowat normalny wzrost tych komérek
[55].

Przed kilku laty Bush i Jones [8-9] opisali
prosta i efektywna metod¢ wprowadzania do ko-
mérek roslinnych fluorescencyjnych wska-
Znikéw wapnia. W metodzie tej wykorzystano
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fakt iz w obnizonym pH (pomig¢dzy 4-5) dyso-
cjacja grup — COOH omawianych zwiazkéw
jest w znacznym stopniu obnizona. Powoduje
to, ze znacznie fatwiej przenikaja one przez blo-
ne komérkowa.

Nalezy jednak pamigtaé, ze stosunkowo dtu-
ga (2-3 godziny) inkubacja komérek i tkanek
ro§linnych prowadzi do ich uszkodzen. Stad tez
opisana metoda nie znajduje powszechnego za-
stosowania [10].

Z ostatnich badarn Tretyna i innych [55] wy-
nika, ze temperatura jest krytycznym czynni-
kiem decydujacym o transporcie Fluo-3 do wne-
trza komérek ro$linnych. Jej wzrost z 22 do
30°C znacznie skracal czas inkubacji i podwy-
zszal zawarto$¢ wskaznika na terenie cytopla-
zmy badanych komérek.

W kilku publikacjach donoszono o mozliwo-
$ci uzywania naturalnych i syntetycznych deter-
gentéw wspomagajacych wprowadzanie indy-
katoréw wapnia do komoérek i tkanek roslin-
nych. W tym celu uzywano digitoniny [53] lub
niejonowego detergentu Pluronic F-127 [30, 31,
53]. W tym samym celu Tretyn i inni [55] uzyli
syntetycznego estru saponiny, B-escyny. Sub-
stancja ta taczac si¢ z wystepujacymi w blonie
komérkowej resztami cholesterolowymi powo-
duje wzrost jej przepuszczalnosci dla zwigzkéw
o masie molowej dochodzacej nawet do 10 kDa
[62].

Mikroiniekcja jest najskuteczniejsza metoda
wprowadzania wskaZnikéw wapnia do indywi-
dualnych komérek [5-7, 24, 26, 38, 39]. Techni-
ka ta zostata szczegétowo opisana w kilku pra-
cach przegladowych [10, 44, 52]. Niestety wy-
maga ona stosowania do$¢ skomplikowanego i
kosztownego zestawu aparaturowego.

Duzym problemem pojawiajacym si¢ pod-
czas pracy z fluorescencyjnymi wskaznikami
wapnia jest ich niekontrowane przemieszczanie
sig poza obreb cytoplazmy, do réznych struktur
wewnatrzkomorkowych. Zjawiska te mozna
ograniczy¢ przylaczajac do tych barwnikéw
pewne zwiazki zwigkszajace ich cigzar czaste-
czkowy i konfiguracje przestrzenna. Obecnie w
sprzedazy dostgpne sa Fura-2, Indo-1 i Calcium
Green sprzezone z 10 —i 70-kilodaltonowym de-
kstranem [10, 30, 44]. Tego typu zwiazki mozna

wprowadzac do cytoplazmy badanych komérek
jedynie za pomoca niskoci$nieniowej mikro-
iniekcji [44].

WYZNACZANIE POZIOMU [CA2+] | METODY
KALIBRACII

Poziom wolnego wapnia w badanym mate-
riale oblicza si¢ z przeksztalcenia wzoru (1)

[X] x [Ca?]

Ke=""Tcax]

do

(D

4y [CaX]

[Ca="]=Kg X —[X] (2)

gdzie X to fluorescencyjny wskaZnik, ktéry
wiaze Ca?* ze stata dysocjacji rowna Kg [52).

Uzywajac do pomiaréw [Ca®*] Quin-2,
Fluo-3, Rhod-2 lub Calcium Green, w przypad-
ku ktérych zmiany fluorescencji wolnej i zwia-
zanej z wapniem formy barwnika mierzy sig sto-
sujac te¢ sama dlugos¢ fal swietlnych (widmo
emisji fluorescencji) przedstawiony powyzej
wzOr przybiera nastgpujaca postac:

(F—Fmin)
(Fmin—F)

gdzie Fmin oznacza intensywno$¢ fluore-
scencji wskaznika w srodowisku pozbawionym,
a Fmax zawierajacym wysycajace stezenie Ca®*,
natomist F natgzenie fluorescencji zmierzone
podczas konkretnego pomiaru. Pierwsze dwie, z
trzech wspomnianych warto$ci wyznacza si¢ w
trakcje procedury kalibracji (opisanej ponizej)
stosujgc stale stezenie wskazZnika dodanego do
roztworu pozbawionego i zawierajacego wysy-
cajgce (t¢ warto$¢ mozna ustali¢ na podstawie
statej dysocjacji, Kd dla okre§lonego barwnika)
stezenie jondw wapnia [52].

Uzywanie Fura-2 i Indo-1, ktére w wyniku
zwiazania jonéw wapnia wykazuja odpowie-
dnio przesunigcie w widmie wzbudzania i emisji
fluorescencji wymaga nastgpujacego przeksztat-
cenia réwnania (2):

(R—Rmin) % S_f2 (@)
(Rmin—R)  Sb2

gdzie Rmin i Rmax odpowiadaja wielkosci sto-
sunku fluorescencji w srodowisku wolnym i za-

[Ca?*] = 3)

[Ca?*] = K4 X
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wierajacym wysycajace stezenie jonéw wapnia
Sfa

za§ wielkos¢ Sby to stosunek intensywnosci
fluorescencji dla wolnej i zwiazanej z Ca** for-
my wskaZnika mierzonej przy dtugosci fali uzy-
wanej dla pomiaru Rmin. Wszystkie trzy wymie-
nione wielkosci wylicza si¢ eksperymentalnie
stosujgc roztwory pozbawione i zawierajace wy-
sycajace stezenie jonow wapnia [52].

KALIBRACIJA in vivo i in situ

Przed przystapieniem do zasadniczych po-
miaréw wolnego Ca?* nalezy okresli¢ stopier
autofluorescencji badanego materiatu oraz do-
kona¢ niezbednych kalibracji [63]. Czynnos¢ te
mozna przeprowadzi¢ w warunkach in vitro,
stosujac odpowiednie ilosci zbuforowanego
Ca2*lub in situ, przy uzyciu jonoforéw, mampu-
lujac wewnatrzkomérkowym stgzeniem Ca?*
[52, 63].

Istnieje szereg metod wyznaczania minimal-
nej (Fmin) i maksymalnej (Fmax) intensywnosci
fluorescencji, wolnej i zwiazanej z wapniem for-
my wskaznika, wprowadzonego do cytoplazmy
badanych komorek. Najprostrza i najbardziej
bezposrednia z nich polega na lizie komérek, w
ktérych uprzednio dokonano pomiaru [Ca?*c.
Proces ten indukuje si¢ dodajac do roztworu
inkubacyjnego, zawierajacej zalkalizowany roz-
twor EGTA, okreslonej ilosci digitoniny. Prze-
prowadzenie tego zabiegu pozwala na wyzna-
czenie Fmin (lub Rmin, patrz wzory 3 i 4). Wiel-
ko$¢ Fmax (lub Rmax) okresla si¢ w wyniku do-
dania do otrzymanej mieszaniny takiej ilo$¢
CaCly, ktéra pozwali na catkowite wysycenie
wskaZznika. W trzecim etapie, dodajac do roz-
tworu tyle wskaznika ile wprowadzono do zy-
wych komérek wyznacza si¢ jego fluorescencje
wiasna. Na podstawie trzech w/w wielkoSci
okresla sie bezwzgledny poziom [Ca%*] w bada-
nych komérkach [52].

Mimo iz opisana metoda wyznaczania F (R),
Fmin (Rmin) 1 Fmax (Rmax) jest prosta, w przypad-
ku materiatu ro§linnego, stosowac ja mozna je-
dynie w odniesieniu do izolowanych protopla-
stéw. Obecno$¢ $ciany komérkowej u roslin
znacznie ogranicza przeprowadzenie kalibracji
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Ryc. 3. Schemat ilustrujacy przebieg procedury kalibracji in
situ przy uzyciu jonoforu wapnia (dla Quin-2, Fluo-3, Rhod-
2 i Calcium Green). Poziom [Ca *]c oblicza si¢ na podsta-
wie wzoru (3) (patrz powyzej) podstawiajac wyliczone
podczas kalibracji wielkosci Fin i Fmax, Fmin= (B -AA - C)
x D + C, gdzie C to poziom autofluorescencji a D procento-
wy wspélczynnik niezwiazanej w poréwnaniu do zwigzanej
formy wskaznika. Fmax= (B -AA). (Na podstawie [52], zmo-
dyfikowane).

Fig. 3. In situ calibration of Ca®* (at a single wavelength)
with the aid of a calcium ionophore. This calibration proce-
dure can be used for Quin-2, Fluo-3, Rhod-2 and Calcium
Green. The level of [Ca’*]c is calculated from equation
(3)(see above) using Fminand Fmax determined from the cali-
bration. Fmin= (B -AA - C) x D + C, with C = autofluore-
scence, D = the fluorescence of the Ca®* free indicator as a
percentage of that given by the Ca®*-bound indicator. Fyax =
(B — AA). (After [52], modified).

in vitro. Najlepiej przeprowadzac ja stosujac od-
powiednie jonofory wapnia i zwiazki wygasza-
jace fluorescencje uzywanych wskaznikéw. Po-
nize] omdéwione zostana dwie metody, ktére
mozna zastosowad do kalibracji wszystkich po-
wszechnie stosowanych indykatoréw wolnego
wapnia w komdérkach eukariotycznych.

W obu przypadkach Fmin (Rmin) 1 Fmax
(Rmax) Wyznacza si¢ w oparciu o wskaznik wy-
stepujacy na terenie badanych komérek W celu
wyznaczenia Fmin uzywa si¢ Mn2* , ktory taczac
sie z Quin-2 i Fura-2 powoduje calkowite wyga-
szenie ich fluorescencji, pozostawiajac auto-
fluorescencje badanego preparatu. Jony manga-
nowe jedynie cZeéciowo wygaszja fluorescencje
Fluo-3. Druga z wielkosci — Fmax wyznacza sig
stosujac jonofory wapnia: jonomycyn¢ i Br-
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Ryc. 4. Schemat ilustrujacy przebieg procedury kalibracji in
situ dla Fura-2 i Indo-1 przy uzyciu jonofor wapnia. Poziom
[Ca®*]c oblicza sie na podstawie wzoru (4) (patrz powyzej)
podstawiajac wyliczone podczas kalibracji wielkosci Rmin,
Rmax i S12/Sb2. Rmin = C1/C2, Rmax=B1/B2 natomiast Sr2/Sp2=
C2/B2. Wymienione wielkosci wylicza si¢ po uprzednim od-
jeciu od nich autofluorescencji i thumienia pozakomdrkowej
fluorescencji stosowanego wskaznika (AA11 AA2). (Na pod-
stawie [52], zmodyfikowane).

Fig. 4. In situ ratio calibration for Fura-2 and Indo-1 using a
calcium ionophore. The level of [Ca2*]c is calculated from
equation (4) (see above) using Rmin, Rmax and Sr2/Sp2 deter-
mined during calibration. Rmin = C1/C2, Rmax=B1/B2, whe-
reas Sr2/Sb2 = C2/B2. Rmin is given by C1/C2, Rmax is given
by Bi/Bz and Sf2/Sb2 is given by C2/B2. All these parameters
are calculated after substraction of autofluorescence. (After
[52], modified).

/

A23187 (A23187 ze wzgledu na fluorescencje
wiasna nie nadaje si¢ do tego celu).

Rycina 3 ilustruje sposéb przeprowadzania
procedury kalibracji dla takich wskaZnikéw jak
Quin-2, Fluo-3, Rhod-2 czy tez Calcium Green.

W wyniku dodania do roztworu inkubacyj-
nego MnCl; nastepuje wygaszenie fluorescencji
(AF) pozakomérkowej puli stosowanego wska-
Znika. Szybkie dodanie do kapieli chelatora
Mn?*, kwasu dietylenotriaminopentaoctowego
(DTPA) przeciwdziata wygaszaniu fluorescen-
cji barwnika wystepujacego na terenie cytopla-

zmy. W kolejnym etapie badany materiat traktu-
je si¢ roztworem jonoforu, w wyniku czego
otrzymuje si¢ maksymalny wzrost [Ca?*]c. Do-
danie do medium nadmiaru (w stosunku do cig-
gle obecnego w roztworze DTPA) MnCl> pro-
wadzi do prawie catkowitego (Quin-2) lub czg-
Sciowego (Fluo-3) tlumienie fluorescencji cyto-
plazmatycznej puli wskaZnika. Sposéb wyzna-
czania Fmin i Fmax przedstawiono w opisie do
Ryciny 3.

Uzywanie Fura-2 lub Indo-1 wymaga zasto-
sowania odmiennej, od wyzej opisanej, proce-
dury kalibracji. W celu obnizenia poziomu
zewnatrzkomérkowego Ca®* w pierwszym jej
etapie material inkubuje si¢ w zbuforowanym
roztworze EGTA, a nastgpnie dodaje si¢ do nie-
go okreslonej ilosci jonoforu. Wprowadzajac do
Srodowiska nadmiar CaCl2 otrzymuje si¢ ma-
ksymalny wzrost poziomu cytoplazmatycznego
Ca?*. Uzycie w koficowym etapie kalibracji
MnCl2 pozwala na tlumienie fluorescencji
barwnika do poziomu autofluorescencji (Rys.
4). Na podstawie otrzymanych wynikéw okresla
sie niezbedne wielkosci: Rmin, Rmax oraz Sf2/Sb2
(patrz wzér 4) i wyznacza si¢ [Ca2+]c wczesniej
dokonanego pomiaru (patrz rowniez opis do
Rys. 4).

ZASTOSOWANIE FLUORESCENCYJNYCH
WSKAZNIKOW W FIZJOLOGII ROSLIN

Pierwsze do$wiadczenia dotyczace pomia-
réw wolnego wapnia w czasie przebiegu roz-
nych proceséw u roélin przeprowadzono stosu-
jac Quin-2. Keith i inni [33] badali przy pomocy
tego barwnika zmiany wolnego wapnia w izolo-
wanych protoplastach endospermu Haemanthus
w trakcie ich podzialéw mitotycznych. Przy
uzyciu tego samego wskaznika Nobiling i Reiss
[42] stwierdzili obecnos$¢ gradientu wolnego
wapnia w rosnacych tagiewkach pytkowych Lil-
lium. Istnienie podobnego rozmieszczenia wol-
nego wapnia wykazano stosujac Fura-2 w rosna-
cych komérkach wlo$nikowych korzeni pomi-
dora [13] oraz ryzoidach kietkujacych zygot Fu-
cus [5-T7].

Stosujac Quin-2 Chae i inni [12] stwirdzili,
ze fitochrom reguluje [Ca?*]c w izolowanych
protoplastach owsa, co zostalo nastgpnie po-
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twierdzone przez Schacklocka i innych [48]
przy uzyciu Indo-1 w odniesieniu do protopla-
stéw pszenicy. Wzrost [Ca?*]c w protoplastach
pszenicy zarejestrowano w dwie minuty po ich
naswietleniu §wiattem czerwonym [48]. Podo-
bna dynamike zmian poziomu cytoplazmaty-
cznego Ca’** obserwowano w wyniku fotolizy
wprowadzonego do wnetrza protoplastéw
Luwigzionego” (ang. caged) trisfosfoinozytolu
[24] Zaréwno stymulowanemu przez $wiatlo
czerwone, jak i przez frisfosfoinozytol wzrostowi
poziomu wolnego wapnia towarzyszylo pecznie-
nia badanych protoplastow [24, 48], jak i fosfory-
lacja pewnych, zawartych w nich biatek [19].

Wiele fitohormonéw lub substancji fizjo-
logicznie czynnych wywiera bezposredni
wplyw na [Ca?*]c. McAinsh i inni [38] wykryli,
ze w komoérkach szparkowych Cammelina kwa-
sy abscysynowy (ABA) powoduje natychmia-
stowy wzrost wewnatrzkomorkowego [CaH).
Dopiero 6 minut po zmiane zawarto$ci jonéw
wapnia w komérkach przyszparkowych naste-
powalo zamykanie si¢ aparatu szparkowego
[38]. Gilroy i inni. [26] zakwestionowali te wy-
niki wykazujac, ze stymulowanemu przez ABA
zamykaniu si¢ aparatow szparkowych nie za-
wsze towarzyszy wzrost [Ca?*]c. W odpowiedzi
na te publikacje McAinsh i inni [39], jak réw-
niez Irving i inni [31] wykazali, ze komoérki
przyszparkowe, w zalezno$ci od ich stanu fizjo-
logicznego, w zréznicowany sposéb reaguja na
dzialanie kwasu abscysynowego. Zaréwno Gil-
roy i inni [26], jak i McAinsh i inni [39] stwier-
dzili, Ze ABA stymuluje uwalnianie jonéw wa-
pnia z jego wewnatrzkomérkowych magazy-
néw, prawdopodobnie siateczki §rédplazmaty-
cznej (ER) lub/i wakuoli.

Poza kwasem abscysynowym (ABA) réw-
niez inne substancje wzrostowe moga kontrolo-
wac ruchy aparatéw szparkowych. Z pomiaréw
dokonanych przez Irvinga i innych [31] wynika,
ze $redni poziom [Ca®*] w komérkach przy-
szparkowych Paphiopedilum tonsum wynosi
220 nM. Auksyna (IAA), kinetyna i fuzikokcy-
na, ktére indukowaly otwieranie si¢ uprzednio
zamknietych aparatéw szparkowych stymulo-
waty okolo 2-krotny wzrost cytoplazmatyczne-
go poziomu wolnego wapnia [31].

Przedstawione powyzej przyklady nie wy-
czerpujag mozliwosci uzywania fluorescencyj-
nych wskaznikéw wapnia w fizjologii roslin.
Znalazly one rowniez zastosowanie m. in. w ba-
daniu roli wapnia w regulacji ruchéw chlorapla-
stéw w komérkach Mougeotia [46] lub wpltywu
stresu solnego na poziom tego kationu w proto-
plastach izolowanych z korzeni kukurydzy [37].

Gehring i inni, przy uzyciu Fluo-3 wykazali
natomiast, ze fototropiczne i geotropiczne wy-
giecie koleoptyli kukurydzy sa bezposrednio
zZwigzane ze zmianami poziomu wolnego cyto-
plazmatycznego wapnia [23].

PODSUMOWANIE

W ciagu ostatnich kilku lat obserwuje sig¢
ciagly wzrost zainteresowania botanikéw rola
jonéw wapnia w regulacji metabolizmu oraz
wzrostu i rozwoju ros§lin. Wykazano, ze kation
ten podlega podobnej wewnatrzkomérkowej re-
gulacji jak u zwierzat [16, 18, 47]. U obu typéw
organizméw moze on petni¢ funkcje wtérnego
przekaznika informacji [16, 18, 28-29, 57].
Wzrost zainteresowania regulatorowa rola jo-
néw wapnia w komérkach eukariotycznych do-
prowadzit do opracowania wielu metod lokali-
zacji [11] i wewnatrzkomdrkowego oznaczania-
wolnego Ca?* [3—4, 11, 14-15, 17, 27, 30, 41,
4344, 52, 58, 61]. W niniejszej pracy oméwio-
ne zostaly jedynie trzy z nich, najpowszechniej
uzywane. Osoby zainteresowane metodycznymi
opracowaniami odsylam do monografii ,,Cell
Calcium. A Practical Approach [40].
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