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EMISJE FOTONOWE W BADANIACH UKLADOW BIOLOGICZNYCH*

Problematyka emisji fotonowych zakresu optycznego z uktadéw
biologicznych (ultrastaba luminescencja, biochemiluminescencja)oma-
wiana byla ostatnio w szeregu artykuiow przegladawych[ﬁ. 26, 31]
i w wydawnictwach ksiazkowych (1, 19, 27, 33 ]. Niniejszy artykui,
poza szkicowym przypomnieniem podstaw zjawiska, sygnalizuje aktu-
alne problemy badan emisji fotonowych w aspekcie ich zwiazku zpro-
cesami i strukturami biologicznymi oraz podaje wybrane przyklady
zastosowah w réznych dziedzinach.

1. ENERGETYKA, SPEKTROSKOFIA ORAZ WLASCIWOSCI I FUNKCIE EMISII
FOTONOWYCH W UKELADACH BIOLOGICZNYCH

Emisja promieniowania elektromagnetycznego w zakresie  spek=-
tralnym od bliskiej podczerwieni do ultrafioletu C (1= 1200~180 nm)
jest zwigzana z relaksacjq radiacyjne najnizszych stanéw elektro-
nowo wzbudzonych singletowych i tripletowych do stanéw podstawo-
wych. Z bioenergetycznego punktu widzenia Zywe organizmy 8@ .ma=
szynami” chemodynamicznymi, pompowanymi energia swobodng G egzo-
energetycznych reakcji chemicznych, przeksztatcajacych substraty
M w produkty tych reakcji P:

M -reakcja, px > P + hv (1)

~AG=AH =T8> hv= = (2)

*Raeferat wygloszony w Szkole Naukowej «Spektroskopowe i struk-
turalne badania materialéw i ukladéw o podstawowym znaczeniu dla
biologii i medycyny", w Ustrofi-Zawodzie, 1985.03.04~13.
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gdzie AH oznacza zmiany entalpii reakcji (1), a AS zmiany entro-
pii. Efektywne wzbudzenie elektronowe w fazie skondensowanej,wia-

$ciwej ukiadom biologicznym, wymaga dostarczenia energii 100~

-640 kJ/mol, tj. 1-8 eV, w czasie krdétszym od $redniego czasu oscy-
lacji lub czasu przebywania produktéw w otoczce solwatacyjnej

(.klatce rozpuszczalnika") rzedu 10'115. Wlymagania te  speiniaja
cztery typy reakcji chemicznych, przedstawione schematycznie w

tab. 1.

Mate wydajnos$ci kwantowe & = 10710 _ 4014 (liczba fotondw:
liczba czasteczek M, ktére przereagowaty w reakcji (1) oraz skraj-
nie male natqzenia strumien: spontanicznej ultrasiabej luminescen-
cji I = 1~ 10” fotonéw/cm 8 8@ przyczyng niedostatecznego pozna-
nia wiasdciwosci spektroskopowych emisji fotonowych z ukiadéw bio-
logicznych. Zgodnie z przewidywaniami teoretycznymi dane doswiad-
czalne wskazuja, ze pierwotnymi produktami reakcji, generowanymi
w stanach elektronowo-oscylacyinie wzbudzonych, sa zwiazki karbo-
nylowe 1'3(=Cu0)* oraz tlen czasteczkowy w stanach wzbudzonychsin-
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Wazna role moga odgrywaé procesy anihilacji, zachodzgce mig-
dzy wzbudzonymi stanami triplet-triplet (TTA):
k
f

3_x 3. ——> 1. 1 _x — N . a IR
P* 4+ 7P P+ P P+hvg, (5)

procesy fluorescencji ekscimerowej, np. z dimoli (02); (procesy 4),
weglowodoréw policyklicznych i zasad azotowych w DNA {1,19]. W zy-
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wej komérce jest wiele wydajnie fluoryzujacych zwiazkéw, np. fla=-

win, chlorofildéw, reszt tryptofanylowych w bialkach itp. ktére spei-
niaja role akceptoréw (A) energii wzbudzenia. Istnieje wigc duze

prawdopodobierstwo przenoszenia energii z pierwotnych produktow

wzbudzenia P™ na akceptory A z udziatem mechanizmu rezonansowego

(Foerstera) lub wymiennego (Dextera):

k
fA 1 (6)

k
1’3P*' 1 ET 1 1 A+ hvfa.

+ A —=> Tp 4 “A¥

Z tym procesem jest zwiazana wtorna emisja, charakteryzujaca sig
wlasnodciami spektralnymi akceptora A, lecz o nateZeniu Ip + 1, =
= 10—104 razy wiekszym od Ip. Ten efekt wzmocnienia utatwia wykry-
wanie i badanie siabych emisji ukladéw biologicznych.

Integralne (I) i spektralne natgzenie (IA) emisji, charaktery-
styki czasowe emisji I (I2) = f(t), a niekiedy i rozkiad spektral~
ny IA= f(1) odzwierciedlaja stan .fizjologiczny organizmu. Tak
np. procesy chorobowe nowotworowe, =zakazenia wirusowe 1 bake
teryjne, inwazje pasozytdéw -~ zmieniaja natezenie emisji, co poza-
la niekiedy wykry¢é wczesne stadia procesu chorobowego. Gdy orga-
nizm jest poddany warunkom stresowym, obserwuje si¢ silne zmiany
natgzenia jego emisji fotonowej, np. charakterystyczne maksima w
pewnych zakresach temperatur, ciénienia osmotycznego,stgzenia kse-~
nobiotykéw, tlenu itp. Gdy czynnik stresowy powoduje nieodwracal-
ne zmiany w strukturach i funkcjach organizmu prowadzace do jego
dmierci, nastepuje gwaltowna emisja promieniowania okreslana spek-
takularnym mianem .blysku smierci” (promieniowanie degradacyjne).
BliZzsze omdéwienie tych zagadnien znalez¢ moZzna w najnowszej lite-
raturze [1, 19, 27, 33].

Czy spontaniczne, ultrasltabe promieniowanie speinia okreslone
funkcje biologiczne? Wigkszoé¢ danych doéwiadczalnych sugeruje,ze
zjawisko to jest produktem ubocznym metabolizmu, zwiazanym z nie-
peinym wykorzystaniem energii elektrondéw przenoszonych przez ogni-
wa laricucha oddechowego. Nieznaczna czed¢ (~6%) elektronéw ,wy-
cieka”™ w tych miejscach, gdzie réznica potencjaléw oksydoredukcyj-
nych AJE znacznie przewyzsza potencjal fosforylacji, tj. akumulo-
wania energii w formie ATP. Akty emisji stanowia wiec .szum foto-
nowy”, odzwierciedlajacy sporadyczne .katastrofy energetyczne” nie-
doskonatego uktadu biocenergetycznego (tzw. imperfection theory).



Ostatnio wzrasta liczba prac wskazujacych na mozliwo$¢ odgry-
wania funkcjonalnej rpli przez endogennie generowane stany elek-
tronowo wzbudzone [1] i promieniowanie elektromagnetyczne,w szZcze-

A Tnada dann baoaharmanetrna abladawa r"O—l Nhavarniadasa
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tych proceséw wykracza poza ramy niniejszego referatu. Pewne aspe-
kty koncepcji kontrolno-informacyjnej roli endogennego promienio-
wania ukladdéw biologicznych sg krdétko wymienione w nastgpnej czg-
éci artykutu.

2. APARATURA I METODYKA BADAN.

Do pomiaréw integralnego i spektralnego natezenia promienio-
wania emitowanego =z obiektéw biologicznych stosuje sig@ technike
zliczania pojedynczych fotonéw (SPC). Zasadnicza role speinia do-
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«ciemnych" ny), duzej czutodci spektralnej fotokatody n w mozli-
wie szerokim zakresie widmowym (175-900 nm) oraz posiadajacy pla-
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Rys. 1, Schematyczne przedstawienie zasady pomiaréw ultrasitabej
lum-inagrnnrii matoda zliczania nn-indunnr\,n'-h fotondw, 7lnwn1' q7uh-
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koéé zliczania fotonéw (impulséw jednoalektronowych) n w funkcji

napigcia dyskryminacji Vg: 1 - tio, 2, 3 - sygnait + tio. Z prawej:

ideowy schemat funkcjonowania fotopowiecza (pMT), przedwzmacnia-
cza szerokopasmowego (PA) oraz dyskryminatora (D)
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teau lub maksimum funkcji szybkosci zliczeh impulséw sygnaiu ng
w zaleznosci od napigcia dyskryminacji Vd (rys. 1). Funkcja:

M, = (RA)F(Vg)A, (7)

opisuje warunki optymalizacji stosowania metody SPC. A_ jest efek=-
tywna powierzchnig fotokatody, okreslona przez kat zbi;rania fo-
tonéw, odiegiosc fotokatody od prébki i aktualng powierzchnig fo-
tokatody. Funkcja 7n (1) okresla wydajnosé kwantowa fotokatody w
zaleznodci od diugosci fali padajacego promieniowania, a wyrazenie:

1
2
F(vy) = D_(vy) T _/fL'<nN> DN(Vd)]

Nl

(8)

warunki dyskryminacji sygnaiéw. Vd oznacza wybrana amplitude na-
pigecia dyskryminacji impulsu (rys. 1), <ny> drednig szybko zli-
czania impulséw szumu, T czas pomiaru (prébkowania), a Ds(vd) i
DN(Vd) odpowliadajg prawdopodobierfistwu wystapienia zliczanych im-
pulséw powyzej progu Vge spowodowanych odpowiednio  pojedynczymi
fotoelsktronami i elektronami szumu. Optymalizacja warunkéw wyma-

ga, aby:
By (vy) (9)
1

byto maksymalne, a A‘_(<’nN'>)2 réwniez maksymalne. Tym wymogom od-
powiadaja nieliczne ;ypy fotopowielaczy, selekcjonowane spos$rod
np. 9658 EMI (Anglia), R-818 Hamamatsu (Japonia), FEU=130 ,Quanta=-
con" (ZSRR) i C 31034 ,.Quantacon" RCA (USA). Ostatnio poOja=-
wily sie¢ komercyjne urzadzenia do pomiardéw natg¢Zenia i roze
interferencyjnych z programowana temperaturg 1 zestawem kue
wet dla prébek o roéznej konsystencji i wielkosci, np. ste-
rowany mikroprocesorem aparat .Chemiluminescence Counter TD-7" ja-
poriskiej firmy Showa Denko [10]. Wazne jest réwniez uzycie szyb-
kich wzmacniaczy (100 MHz) .kwadratowych®, wydatnie zwigkszaja-
cych stosunek nS/"N przy dobrej separacji poszczegélnych jednofo-
tonowych impulsdéw oraz materialéw o malej zdolnodci emisji foto-
néw i elektrondédw dla konstrukcji $wiatioszczelnej kamery. Zagad-
nienia te sa obszerniej opisane w [10, 17, 18].

Szybkli postep w zakresie detekcji i analizy siabych promienio-
wah rokuje nadzieje na lepsze poznanie mechanizméw emisji fotono-
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wych 1 ich zwigzku ze strukturami i procesami biologicznymi oraz
mozliwosci zastosowan dla szybkiej, nie niszczacej diagnostyki ma-
teriaiéw biologicznych, éledzenia proceséw fizjologicznych itp.

3. PROBLEMY KONCEPCYINE I METODOLOGICZNE

W aktualnej problematyce badar emisji fotonowych w ukiadach bio~
logicznych mozna wyréznic trzy aspekty o szczegbélnej doniosiosci:

1) okreslenie stopnia koherencji endogennego promieniowania,

2) ilosciowa ocene zmian jakim podlega promieniowanie na dro-
dze od pierwotnych centrdow luminescencji do detektora poprzez nie-
jednorodny osrodek biologiczny,

3) opracowanie metodologii badah generowania stanéw elektro-
nowo wzbudzonych i emisji fotonowej w oddziatywaniach miedzycza-
steczkowych oraz konstrukcje adekwatnych modeli fizycznych.

3.1. PROBY OKRESLENIA STOPNIA KOHERENCJII StABYCH EMISJI

Koncepcja informacyjno-kontrolnej roli siabych emisji fotono-
wych w regulacji proceséw wewngtrz i zewnatrz komérkowych impliku-
je czesciowg koherencje endogennego promieniowania. Wynika ona ze
spektroskopowej i termodynamiczno-statystycznej analizy ultrasia-
bej luminescencji oraz prac F r é hlicha na temat daleko-
zasiggowych, kooperacyjnych oddziatywan elektromagnetycznych [ 9,
i5, 19, 20]. Na mozliwo$C uzyskania promieniowania spéjnego w uk=-
tadach biologicznych wskazuja wyniki obliczen teoretycznych oraz
nieliczne prace doswiadczalne, zmierzajace do otrzymania takiego
promieniowania w reakcjach elektrochemiluminescencji w  cienkich
warstwach. Struktury biologiczne, jak np. szczelina migdzysynap-
tyczna lub przestrzen miedzy wewnetrzna a zewnetrzng biona mito-
chondrium, spelniaja dobrze warunki niezbedne dla tego rodzaju pro-
cesé6w [4]. Doniesiono tez o emisji nieliniowego promieniowania w
podczerwieni z oddechu czlowieka [32] oraz z pary wodnej dotowa-
nej feromonami niektérych owadéw [ 7.

Skrajnie male nateienia spontanicznej luminescencji z zZzywych
organizméw uniemozliwiajg zastosowanie klasycznych metod interfe-
rencyjnych. Zaproponowano dwie metody oceny stopniakoherencji sia-
bych emisji:

1) Badanie statystyki szybkosci zliczania pojedynczych foto-
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néw, co pozwala obliczy¢ rozkiad prawdopodobiernstwa zliczenia m
fotonéw w czasie prébkowania t (t<:tk0h). Dla promieniowania mo=-

nochromatycznego catkowicie koherentnego nalezy oczekiwac¢ rozkia-
du Poissona:

mI\'I
Pa(t) =—rexp (-A), (10)

natomiast w przypadku promieniowania catkowicie chaotycznego roz-
ktadu Gaussa (normalnego):
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Rys. 2. Rozkiady prawdopodobisfistwa zliczania fotondéw emitowanych

przez rézne obiekty biologiczne. A - rozkiad zliczania fotondéw =z

oddechu ludzkiego: palacza tytoniu .....g, osobnika niepalacego

(00000) oraz tZa kamery pomiarowej (xxxxx) obliczony wg statysty-

ki Bernoulliego [32]. B~ rozkted fotonéw z kietkuja=-

cych nasion ogérkas linia - teoretyczna krzywa, -p-O-0- punkty do-
éwiadczalne [18]]
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m
i3]

(1 + @)

P (t) = W (11)
m

i+m
gdzie M jest wartodcia $rednig, a m wartoscia pojedynczego zlicze=-
nia [18]. Na rys. 2 pokazano przykladowo rozktady zliczen impul-

séw jednoelektronowych [18, 32]. Badanie rozktadu fluktuacji szyb-
kodci zliczania fotondéw oraz przedstawianie wynikéw w formie hi-

stogramu dostarcza dodatkowych informacji o stopniu jednorodnosci

proceséw generowania fotonéw oraz o ich wzglednym udziale ilosdcio-
wym, Ponadto pozwala obliczyé z pojedynczego pomiaru takie parame-
try statystyczne jak wartos¢ érednia, odchylenie standardowe, mo-

menty itp.

2) Analiza krzywej kinetycznej, opisujacej wolno zanikajaca
luminescencje indukowang uprzednim naswietleniem prébki d$wiatiem
polichromatyczaym. W modelu Li i Poppa [12, 13| zanik emisji oscy-
latora sprzezonego koherentnie z emitowanym polem speinia réwna-
nie hiperboli:

1,(t) = A, (t=t)"F 1<p<3, (12)

gdzie t, oznacza czas naswietlania prébki, t czas obserwacji, a

narnmnrr A, zalezy od A oraz od wartogei /A4 . Dorvchnzas kannnng

zaledwie kilka doswiadczen w celu weryfikacji powyzszej hipote-
zy. Zanik hiperboliczny, potwierdzajacy koherentnoéé indukowanej
emisji, obserwowano w gcisdle okreslonych fazach mejozy z jednorod-
nych tkanek, np. mikrosporocytéw modrzewia w szedciu fazach mikro=-
sporogenezy [8 ]. Komérki tkanek nowotworowych wykazuja wyrazne od-
stgpstwa od zaniku hiperbolicznego oraz duze zréznicowanie wyklad-
nika [’a Faﬂ Fotoindukowana emisia fotonowa (nigfgtggvntg:vg;na)
- jako zjawisko uniwersalne, lecz odkryte niedawno - wymaga inten-
sywnych badah teoretycznych i doswiadczalnych. Moze stanowié pod-
stawg dla opracowania nowych metod diagnostycznych w medycynie,
gdyz wigze sie z uporzadkowaniem struktur biologicznych i synchro-
nizacjg zachodzacych w nich proceséw. W kraju badania stopnia ko=
herencji sktabych emisji fotonowych sg prowadzone od niedawna w Za-
ktadach Fizyki i Biologii UMK w Toruniu, w Instytucie Fizyki WSP

w Krakowie i Akademii Rolniczej w Szczecinie.
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3.2. MODYFIKACJA WEASCIWOSCI PROMIENIOWANIA W OSRODKU BIOLOGICZNYM

Promieniowanie elektromagnetyczne generowane wewngtrz komérki,
przechodzgc przez zréznicowany odrodek biologiczny, podlega rézno=
rodnym procesom mogacym dramatycznie zmienic¢ jego wiasdciwosdci. Na-
tezenie 1 rozkiad widmowy promieniowania padajacego na detektor
ulegaja zmianie w wyniku absorpcji na drodze od Zrédia do detekto-
ra (rys. 3):

AN NS
.. e
< (<
“Jo

Rys. 3. Schemat przedstawiajacy zmiany, jgkim podlega promienio-
wanie emitowane przez pierwotne emitery P przechodzgce przez nie-
jednorodny osdrodek biologiczny (0OB) do detektora D. Patrz tekst

"= 1,7 -xT 7 (13)
gdzie:
oI, afLo(U) (1 - 107¢W) (AL, (14)
2]

Wyraz podcaikowy okresla stopiehd nakrywania sig¢ widma emisji i ab~
sorpcji. Z uwagli na zawartos¢ naturalnych fluoroforéw w struktu-

rach 1 plazmie komérki, nalezy liczy¢ sig z mozliwodcia chemilu-

minescencji aktywowanej (przenoszenia energii wzbudzenia, réwna-

nie (6)), ktéra zmienia pierwotne wiadciwosci luminescencji:

Iop = 1pP*] + n, [A*] = (95 + ppa)pp™ we (15)
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Symbole 7 z indeksem oznaczaja wydajnosci kwantowe luminescencji
odpowiednio P, A oraz wydajno$¢ przenoszenia energii P*—>A, aw
jest szybkoscia elementarnej reakcji «pompujacej” obsadzanie sta-
nu elektronowo wzbudzonego. W omawianych badaniach nalezy tez
uwzglednié procesy wielokrotnego rozpraszania promieniowania oraz
interferencji, ktére moga zaréwno zwiekszaé jak i zmniejsza¢ sto-
pien koherencji [19]. Efekty te wymuszaja koniecznoé¢  dokladne]
analizy mechanizméw oddziaitywania promieniowania z o$érodkiem bio~
logicznym oraz konstrukcje takich modeli, ktére pozwalaja odtwo-
rzy¢ charakterystyke pierwotnego (endogennego) promieniowania Wy-
twarzanego wewnatrz struktur biologicznych. Dotyczy to 2zwiaszcza
silnie upigmentowanych komérek takich jak erytrocyty, chloropla-
sty i melanocyty, ktére pochtaniaja niezwykle silnie w okreslo-
nych zakresach widma. Mozna przypuszczaC, e np. melanocyty absor-
buja prawie catkowicle skiadowa ultrafioletowa promieniowania ge-
nerowanego W procesach melanogenezy i degradacji melanin oraz me~
tabolizmu, a wiec dzialaja jak .optyczne czarne dziury” [25].

3.3. ODDZIALYWANIA MI EDZYCZASTECZKOWE A WZBUDZENIE ELEKTRONOWE

Procesom penetracji wody do sieci przestrzennej biopolimeréw,
okrywy nasiennej lub bkony zarodnikéw grzybow [28, 29] i reorien-
tacji dipoli wody wewnatrz otoczek solwatacyjnych zwigzkéw sil-
nie fluoryzujacych [}6] towarzyszy ultrasiaba emisja fotonowa 0
wydajnosci kwantowe] rzedu 10'14. Podobnie jak w przypadku krysta-
loluminescencji krysztaiow molekularnych, energia pojedynczych od-
dziatywarn jest wielokrotnie mniejsza od wartosci hec/A. W wymienio~
nych procesach nie maja miejsca silnie egzoenergetyczne reakcje,
jak np. wymienione w tab. 1, przeto nie jest speinione ensrgetycz-
ne kryterium chemiwzbudzenia (réwnanie (2)). Dane te wskazuja na
potrzebg systematycznego badania kooperacyjnych oddziatywarn mie-
dzyczasteczkowych, prowadzacych do wzbudzenia elektronowego. VI
szczegbélnosci interesujace sa nastgpujgce procesy:

1) synchroniczne, lawinowse wstrzykiwanie acetylocholiny do prze-
strzeni synaptycznej oraz szybka hydroliza tego zwiazku, zachodza-
ca w duzym gradiencie pola elektrycznego rzedu 10° v/m,

2) relaksacja superhelikalnych form DNA do formy =zrelaksowa-
nej[22] oraz

3) kooperacyjne oddziatywanie dipoli wody z makroczasteczkami
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i ultrastrukturami komérkowymi, prowadzgce do ,réwnoczesnego™ (t<
< 10"11 s) tworzenia kilku slabych wiazan =z mozliwoécia sumowania

ich enaraii w mnrnnf:ﬂwi“nunh gtanach wzbudzonvch, Radania w\llmie-

e Y~ IF A W R e S wame sywita Wi

nionych i innych proceséw miedzyczasteczkowych. bedacych Zrédiem
wzbudzenia elektronowego, sa zwiazane z powaznymi trudnosciami me~-
todologicznymi i technicznymi.

4. ZASTOSOWANIA EMISJI FOTONOWYCH (WYBRANE PRZYKLADY)

4.1, DETEKCJA WZBUDZONYCH STANOW TLENU CZASTECZKOWEGO
I ZWIAZKOW KARBONYLOWYCH

Detekcja 10; i dimoli 1(02); generowanych w procesach bioche-~
micznych polega na badaniu widm emisji o charakterystycznych czg=-
stos$ciach przejs¢ (réwnanie (4)) z zastosowaniem odpowiednio czu=
tych w czerwieni i podczerwieni detektoréw, np. diod germanowych
i krzemowych lub fotopowielaczy z fotokatoda typu S=-1, stosowaniu
D50 jako rozpuazczalnika o diugim czasie zycia 0; oraz wygasza-~

o e PR R [P | -

czy i putapun uz\ 4 /. Obserwacja przej §¢ 0=0 CZastecCczZKl U2 ug ra
udzialem wibracyjnych stanéw rozpuszczalnika solwatujacego 02 po=-
zwolila ustali¢ ponad wszelka watpliwosc tworzenie 0 w enzyma-
tycznych reakcjach rozkiadu i aktywacji H202 z udzialem katalazy
i peroksydaz [11]. Wiele danych doéwiadczalnych przemawia réwniez
za powstawaniem 10; w enzymatycznych i nieenzymatycznych reakcjach

utleniania lipidéw w blonach komérkowych [5, 10, 33]. Spektrosko-

nd N Alrmnwada
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nie uktadach jak modelowe procesy tworzenia i degradacji melanin,
w ktérych wykazano generowanie dimoli A A (25]. Emisyjne me-
tody detekcji tlenu singletowego 1 odpowiednia aparatura 8a sto-
sowane w Katedrze Fizyki Akademii Rolniczej w Poznaniu oraz Insty-
tucie Fizyki Politechniki Szczecinskiej.
Prawdopodobier astwo generowania zwigzkéw karbonylowych 3 (=c=0)*

we wzbudzonym n-i arwazvm stanie tri n'l atowvm iako nrodubktdw reakecii

s WA Y S ey s = [AL ARl & Jan =S WY LSRRy

samoutleniania i enzymatycznego utleniania lipidéw oraz ksenobio-
tykéw, np. rakotwérczych weglowodoréw aromatycznych w btonach ko-
mérkowych, jest wigksze niz w stanach singletowych ze  zrozumia-
tych powodéw energetycznych. Jednak wykrycie i oszacowanie stgze~
a 5(=C=O)* sprawia trudnosdci, gdyz wartosci statej szybkoéci re=-
laksacji radiacyjnej k2 8@ male, a dominuja procesy gaszenia przez
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02(_32;) oraz inne zwiazki o charakterze wygaszaczy, obecne w ko-
mérce. Ostatnio zaproponowano uzycie chlorofilu s jako wydajnego
akceptora energii stanodw 3(=C=O)* ,» charakteryzujacego sie¢ duim war-
toscia Mg stalej kE‘T *Tp = 6-106 r“l""L oraz matg energia stanu
1g* [6]:

k k
3(aC=0)* + ‘chl a —EL>1(ac=0) + Y(chla)* —FE>chl a + ho
4

¢ oznacza wktasciwy czas 2ycia donora energii, ktéry w przypadku
h

D
aldehyddéw tworzecych sie w reakcjach utleniania ich wyzszych homo-
logéw z udzialem peroksydazy (PO):
0.,,PO
R=CH,CH=0 0,,P0 3(R-CH=0)* + HCOOH, (17)

wynosi 107°-10"%s. Oszacowane stad wartos$ci kep sa@ rzedu 10%10 1°
M~t.et 4 dlatego przenoszenie energii skutecznie konkuruje z pro-
cesami gaszenia. Jak pokazano na rys. 4, chlorofil a zageszczony
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Rys. 4. Widmo fluorescencji 10 aM roztworu chlorofilu a w buforze

fosforanowym pH 7,4 ( oraz w mikrosomach (1 mg biaikgml roz-

tworu (- = = =), Czulos$é rejestracji jest 90 razy wigksza dla
niz dilag = = = = 'szb = 440 nm [ 6]
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w mikrosomach lub zaadsorbowany na powierzchni bialek wykazuje pra=-
wie 100-krotnie wigksza wartosC natezenia fluorescencji monomero-
wej z maksimum przy 682 nm niz Chl a w roztworach molekularnych,
Okoliczno$c ta znakomicie ulatwia lokalizacje 3(=C=O)* w struktu~
rach biologicznych i oszacowanie wydajnosci generowania7zgx. Mie~
rzac widma emisji w szerokim zakresie spektralnym z roélin etiolo-
wanych (bezchlorofilowych) oraz zielonych, udalo sie juz wcze$-
niej wykaza¢ w naturalnych warunkach in vivo efektywne przenosze-
nie energii wzbudzenia elektronowego z pierwotnych produktéw lu-
minezujacych w pasmach 500, 560 i 660 na chlorofil emitujacy w pa=-
émie 660-760 nm [30]. Kompleksy Eu3+ z tetracykling okazaly sig
réwniez skutecznymi akceptorami i wydajnymi emiterami, zwieksza-
jac o trzy rzedy wielkosci wykrywalnoécé 3(=C=0)* powstajacych w
reakcjach utleniania lipidéw [24].

4.2, DIAGNOSTYKA ZYWOTNOSCI I ODPORNOSCI ORGANIZMOW

Integralne natezenie ultrasitabej luminescencji komérek, orga-
nizméw lub otrzymanych z nich homogenatdéw zalezy od aktywnoscl pro=-
ceséw metabolicznych, przy czym w optymalnych warunkach zaleznoéc
ta moze by¢ liniowa, Stwierdzono statystycznie istotng korelacje

miedzy natezeniem lub sumg swietlna CZi = f Idt) a energia kiei-
t=0
kowania zarodnikéw grzybéw i nasion [28, 29] lub aktywnodcia i li~

czebnodcia bakteriofagéw w procesach fagocytozy [2].

«OdpowiedZz fotonowa" Zywego organizmu na zmiany temperatury T,
tj. funkcja I = f(T), moze stanowic¢ #rédio informacji o odporno$-
ci organizmu na szybkos$é i zakres zmian T. Rejestrujec natezenie
éwiecenia w funkcji T, zmieniajacej sig ze staia szybkoscia T =
= const w dostatecznie szerokim zakresie jednego cyklu temperatu-
rowego, otrzymuje sie tzw. nisko= i wysokotemperaturowe maksi-
mum emisji oraz krzywe .histerezy” (rys. 5). Maksima te charakte-
ryzuja zdolnoséci termoadaptacyjne organizmu i sa wykorzystywane w
selekcji ﬁowych gatunkéw i odmian roélin uprawnych [14]. Powierz-
chnia zawarta wewnatrz krzywej .histerezy" w peinym cyklu T moze
by¢ analizowana w kategoriach termodynamiki ukladéw otwartych i
stanowié¢ miarg naruszenia homeostazy organizmu [21].

Badanie opdéZnionej luminescencji fotosyntetycznej moze znaleié
rozlegte zastosowania praktyczne. Pomiary natezenia skladowej se~
kundowej z fotouktadu 2 (PS 2), z maksimum emisji ok. 685 nm w
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Rys, 5. Krzywe ,histerezy temperaturowej" spontanicznej ultrasia-
bej luminescencjl kiexkéw jeczmienia dla dwéch réznych cykli tem=

.............. P R oo Ko 2 P Ry P S r s
peraturowych, przy staiej szybkosci zmian temperatury di/dt= 0,5 Ks

*min 1. Strzatkami oznaczono kierunek zmian T [28,29]

funkcji malejacej temperatury dla prdébek lisci zielonych réznych
gatunkdéw i odmian roélin uprawnych. daja charakterystyczne krzy-
Wwa , poﬁazana na rys. 6 LJJ. Wyznaczone z tych krzywych paramsiry
t, i W, sa dobrze skorelowane ze zdolnoscia danej rosliny do har-
towania sie¢ w niskich temperaturach, a wigc jej mrozoodpornoscia.
Szerokie zastosowanie moze znalez¢ opdzniona luminescencja w rol-
nictwie i ochronie srodowiska, gdyz wiele herbicydéw i toksycznych
emisji przemysiowych, np. SO,, silnie wpiywa na aparat fotosynte-
tyczny, a przez to na kinetyke zaniku milisekundowej i sekundowej
tej .l.‘\ii'ﬁ.l.ﬁGSx‘,ﬁi‘ICJJ.. Zagadnienia te sg ba
Akademii Rolniczej w Szczecinie [14].
Wymienione przykiady stanowia jedynie pobiezna ilustracje po~-
tencjaiu aplikacyjnego metod spontanicznej i fotoindukowanej lu-

minescencji, szerzej omdéwionych w [27]. Nalezy podkreslié¢ niein-

DX 2P [ gt ey PR 3
L O FLLY KL
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wazyjny charakter tych metod, wykorzystujacych powszechne zjawi-
sko spontanicznej lub fotoindukowanej emisji obiektéw biologicz=-

Is10

CPS

100

50

-925 -5 o -5 0
t, t, C

m™

Rys. 6. Krzywe temperaturowe opdéznionej luminescencji fotosynte-
tycznej z lidci odmian pszenicy o réznej mrozoodpornosci: M - od-
porna, G - érednio odporna, H -~ malto odporna [3]

nych in vivo. Metodyka i technika tych pomiardéw sprawia jednak sze-
reg trudnosci, a same pomiary sa stosunkowo niedokladne i maio po-
wtarzalne. Wynika to przede wszystkiem ze zmiennosci obiektéw bio-~
logicznych i ich wielkiej wrazliwodci na subtelne zmiany warunkéw.
Jeszcze wigksze trudnosci powstaja podczas interpretacji tak zlo~
zonych proceséw i struktur co sprawia, 2ze mechanizmy molekularne
i supramolekularne, lezace u podstaw zjawiska emisji fotonowych i
ich zwiazkéw z procesami i biostrukturami, sa wciaz dalekie od do~
statecznego poznania.

Generalna konkluzja wynikajaca z powyZszego przegladu wybra-
nych zagadniert prowadzi do wniosku, ze ultrasiabe emisje fotonowe
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noga

siuzyé nie tylko jako metody badania proceséw i struktur bio-

logicznych, lecz takze stanowia obfite 2rédio fundamentalnych pro-
bleméw biofizycznych.

Maszynopis wplynat do Redakcji 26 VI 1985

LITERATURA

[i] Adam W,, Cilento G., .Chemical and Biological Ge=-

(2]
(3]

(4]
2
[7]

(8]
(o]

[10]
[11]

[12]
[13]

(14]

(15]
[16]
(17]

(18]

[19]
[20]

neration of Excited States', Academic Press, New York 1982.
Allen R.C., Liberman M, M, Infec. Immun., 45,
475~482 (1984) .

Brz6stowicz A,, Prokowski 2Z.,Mur k o=
wski A, Grabikowskdi E., Acta Agrobot., 1, 38,
116-122 (1985).

Byh A, I., Vas iliev R.F.,, Rozickidi Ne. N.,
Itogi Nauki i Tiech., ser. Radiac. Chim., t. 2, AN SSSR, Mos~

kwa 1979,

Cadenas E. Photochem., Photobiol., 40, 823-830 (1984).

Cadenas E., Sies H., Campa A, Cilen=
G., Photochem. Photobiol., 40, 661-666 (1984).

t o

Callahan P, S., Proc. Intern. Conf, Lasers’78, 99=-

~102; Physiol, Chem. Phys., 12, 31-38 (1980).

Chwirot W.B., Dygdaa R.,S.,,Chwirot S,
Cytobios, 39 (1985). _

Fréhilich H., [wi.Coherent Excitations in Biological

Systems”, Fréhlich H., Kremer F., eds., Springer Verlag, Ber-
lin~Heidelberg 1983.

Inaba H.,, Yamagishi A,, Ta kyu C., Y o=

da B.,, Goto Y., Miayzawa T., Kane da T.,

Saeki T., Opt.Llas. Engng., 2, 125-130 (1982).

Khan A.U., J.Am, Chem. Soc., 105, 7195-7197 (1983) ; Bio-
chem. Biophys. Res. Commun., 122, 668-675 (1984).

L i K. H., Laser Electro-Optik, 3, 32-33 (1981).

L i. Ko H.. P o p p F. AO. Phys. Lett.. ‘9__3 Ao. 262-266
(1983) ; [wt] .Coherent Excitations in Biological Systems”, Fréh-
lich H., Kremer F., eds. Springer Verlag, Berlin=Heidelberg
1983.

Murkowski1i A., Post. Nauk Roln., 4, 3-16 (1974); Zesz.

Tauk.)Uniw. Jagiel. CCCXCIV, Prac. Biol. Mol., 2, 31-36
1975) .

Nagl w,, Popp F.A., Cytobios, 37, 45-62; 71-83
(1983).

Nikokavouras 3J.,,Vassilopou los Gey
Z. phys. Chem. Leipzig, 264, 1217-1219 (1983).
Polewski K., Pukacki W.,,Sawi ] s‘k a D,
Steowitfhskd J., Biofizyka - Prace Doswiadczalne, Ty-

rawska-Spychatowa O., Wilczok T., wyd., WSPR, Siedlce 1980,
Popp F.A.,, Bahr W, B 6hm 3., Grass P,
Gré6llig G, Tattemeyer M., Sc hmidtH,
G., Wulle P,, Collect. Phenomena, 3, 187-214 (1981).
Popp F.A., Biologie des Lichtes’ Paul Parey Verlag, Ber=-
lin 1984,

Popp F.A., Nagl W, Li K.H., Scholz W.,
Weingédrtner O.,, Wo 1 f R., Cell Viophys., 6,
33-52 (1984),



180

Janusz Stawinski

(21]
[22]
(23]
[24]
[25]
[26]

=]
Les |

(28]
[29]
(30]

[31]

(32 ]
[33]

Popp F.A,,5Slawinskdi 3J.,,Li K.H., Naglw,
Weigartner 0., wprzygotowaniu do druku.
Rastemevyer M, Popp F. Ac,, Na gl W,, Natur=
wissenschaften, 68, 572-3 (1981).

Schamhart D,, Slawinski A,, Van Wik R,
Caucer Reaserch (w druku).

Sharov U.5.,,Suslova T.B.,, Deyev A, I.,
Viadimirov Yu.A,, Biofizika, 25, 943-945 (1980).
Stawinska D,, STawinski J., Post. Fiz. Med.,
16, 101-116 (1981); Physiol. Chem. Phys., 14, 363-374 (1982).
Stawdinska D., Stawinski 3., Photochem,
Stawidnska D.,, Stawinskdi 3J., [we].Chemi and
Bioluminescence™, Burr J., ed,, Marcel Dekker, New York 1985,
Stawinski J.,,Milczarek I.,6rabikow
s ki E., Zesz, Nauk. WSR w Szczecinie, 39, 249 {973); 42,
307 (1974); 48, 97 (1974). -
Stawinski Jd.,,Majchrowich I.,Grab i-
kows ki E,, Acta Mycol., 17, 127-135 (1981); Bio-Phys.,
1, 72-100 (1980).

Stawinski J.,, Grabikowski E,, Cie é~
1 a L., J. Luminescence, 24/25, 791-795 (1981).
Stawihski J., Zagad. Biof. Wspél., 5, 5-38 (1980);
Post. Fiz. Med., 17, 59-68 (1982); Zesz. Problem. Post. Nauk

Roln., 271, 85-104 (1984).
williams M., Leigh 3.8.,Chance B., Ann.

New York Acad. Sci., 386-389 (1982).
Zurawvlev A, I.,,[w:].Biochemiljuminesciencija", Tr.
MOIP, Moskwa, Nauka, 58, 3-276 (1983).
Janusz Stawinski
PHOTON BEMISSIONS IN THE RESEARCH OF BIOLOGICAL SYSTEMS

Summary

The article reviews main conceptual and methodological prob=-

lems in the research of ultraweak photon emission from biological
objects. A short basic considerations on energetice, spectrosco-

PY.

properties of photon emissions and methods of measurements are

given. Three selected problems are discussed: 1) the determina-
tion of the coherence degree of an enoogeneous weak radiation and
adequate methods - the photoncount statistics and the analysis of

the kinetics of photo-induced luminescence, 2) modification of the
primary endogeneous radiation by secondary processes inside the
biological medium, and 3) possibility of the generation of elec-
tronically excited states in molecular interactions occurring with-
in a biological medium. Selected examples illustrate applications
of low-intensity luminescence in the spectroscopy of singlet mo-
lecular oxygen, excited triplet carbonyls and as a diagnostic meth~

od i

n the evaluation of properties of biological samples in medi-

cine, agriculture and protection of environment.
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