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REAKCJA FOTOFOBOWA U O RZĘSKA BLEPHARISMA JAPONICUM

WPROWADZENIE

Blepharisma japonicum jest jednym z nie
wielu orzęsków posiadających pigment, którego 
obecność nadaje komórce nie tylko zabarwienie 
ciemnoróżowe, ale czyni ją wrażliwą na działa
nie światła w zakresie światła widzialnego oraz 
ultrafioletowego. Dzięki temu orzęski skutecz
nie unikają miejsc jasno oświetlonych, groma
dząc się w rejonach zacienionych (Jennings 
1906, M a s t 1906, G iese  1973, 1981). Takie 
zjawisko unikania światła zostało nazwane fo- 
todyspersją (D iehn i współaut. 1977). Fotody- 
spersja jest końcowym wynikiem różnych za
chowań poszczególnych komórek w odpowiedzi 
na działanie światła. U Blepharisma występują 
dwa typy reakcji ruchowych, które składają się 
na obserwowane zjawisko. Jedną z nich jest 
fotokineza, to jest zależność szybkości porusza
nia się orzęska od intensywności światła; ko
mórki pływają szybciej w jasno oświetlonym 
środowisku niż w rejonach zacienionych. Adap
tacja do ciemności prowadzi do całkowitego 
zaniku ruchu. W związku z tym orzęsek pływa
jąc szybko w jasno oświetlonym rejonie wcześ
niej czy później trafi do miejsca zacienionego, 
gdzie ze względu na redukcję szybkości, z jaką 
się porusza, maleje prawdopodobieństwo opu
szczenia takiego obszaru. Szczegółowy mecha
nizm reakcji foto kinetycznej nie jest znany.

Innym typem reakcji ruchowej wywoływanej 
światłem, która również ułatwia komórkom po
zostanie w rejonie zaciemnionym, jest reakcja 
fotofobowa (K ram l i M arw an  1983, M atsu ok a  
1983, Fabczak  i współaut. 1993a). Ten typ re
akcji można obserwować, gdy komórka przepły
wa z rejonu ciemnego do rejonu jasnego, czyli 
w momencie gdy na komórkę zaczyna działać 
bodziec świetlny o wyższym natężeniu (rye. 1). 
Orzęsek po wpłynięciu do obszaru jasnego przez 
pewien czas płynie jeszcze w tym samym kie

runku (opóźnienie reakcji), następnie zatrzy
muje się na moment i w wyniku rewersji ruchu 
rzęskowego zaczyna płynąć do tyłu. Po krótkim 
okresie cofania orzęsek zatrzymuje się powtór
nie, po czym następuje renormalizacja ruchu 
rzęsek. Ponowny ruch do przodu odbywa się 
najczęściej w odmiennym kierunku niż to miało 
miejsce przed reakcją ruchową. Opóźnienie z 
jakim zatrzymuje się komórka jest zależne od 
wielkości zmiany w natężeniu oświetlenia; im 
większa jest różnica, tym mniejsze jest opóź
nienie reakcji. Ponowny ruch komórki do przo
du zachodzi zwykle ze zwiększoną szybkością 
(fotokineza). Końcowym rezultatem reakcji foto- 
fobowej jest więc zmiana kierunku i wzrost 
szybkości ruchu, dzięki którym komórka może 
szybko opuścić oświetlony obszar.

Zjawisko rewersji ruchu rzęskowego, to jest 
zmiana kierunku efektywnego uderzenia rzę
ski, której konsekwencjąjest cofanie się komór
ki, jest typową reakcją ruchową, charakterysty
czną dla wszystkich orzęsków, znaną jako re
akcja ucieczki (Jennings 1906, Fabczak  i Fab
czak  1994, Fabczak  i współaut. 1996a). Reakcja 
rewersji ruchu rzęsek u Blepharisma może być 
wywołana również i innymi bodźcami, jak na 
przykład: stymulacja mechaniczna (Fabczak 
1993, dane nie opublikowane), chemiczna lub 
termiczna (M a tsu ok a i współaut. 1991, 1992a). 
Reakcja ta jest więc wspólnym dla różnych 
bodźców zjawiskiem w procesach przekazywa
nia sygnału ze środowiska do rzęsek (aksonem) 
— aparatu lokomotorycznego komórki.

Pomimo że reakcji fotofobowej w odróżnie
niu od fotokinezy badacze poświęcili znacznie 
więcej uwagi i że znacznie więcej danych na ten 
temat jest dostępnych w literaturze, to nadal nie 
poznano wszystkich szczegółów towarzyszą
cych temu zjawisku. Poniżej przedstawiono nie
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które etapy w procesie przetwarzania bodźców 
świetlnych u Blepharisma prowadzących do ob
serwowanych zmian elektrycznych na błonie

Rye. 1. Fotofobowa reakcja u Blepharisma; 
orzęsek poruszający się w  zaciemnionym 
obszarze do przodu ( 1 ) poddany oświetle
niu (2 ) zatrzymuje się po pewnym czasie 
(3), płynie następnie do tyłu po zakrzywio
nym torze (4), zatrzymuje się powtórnie (5), 
aby w  końcu rozpocząć ponownie ruch do 
przodu w innym przypadkowym kierunku 
(6).

komórkowej (potencjał foto receptorowy) i akty
wacji kolejnych procesów w komórce kończą
cych się reakcją motoryczną.

KOMORKOWY UKŁAD FOTORECEPTOROWY

Procesy zachodzące w komórce orzęska 
Blepharisma podczas rekcji fotofobowej są 
zapoczątkowywane, podobnie jak w innych sy
stemach przekaźnictwa fotoreceptorowego, 
przez aktywację pigmentu. Fotorecepcja u tego 
orzęska, jak się obecnie uważa, zachodzi w 
specyficznych strukturach granularnych sku
piających różowy barwnik, blefarisminę. Gra
nule pigmentowe zlokalizowane tuż pod pelliku- 
lą, połączone z nią ściśle, są ułożone w regular
ne ciemne rzędy na przemian z jasnymi rzędami 
kinet (K ennedy 1965, G ie s e  1973). Z badań 
spektrofotometrycznych wynika, że pigment u 
Blepharisma jest strukturalnie podobny do 
hiperycyny (S evenans1965, G iese  1973, T a o  i 
współaut. 1994), substancji syntetyzowanej 
przez dziurawiec (Hypericum). Blefarismina wy
kazuj e właściwości fotodynamiczne i intensyw
ne naświetlanie powoduje śmierć komórki. Ba
dania medyczne dostarczają ostatnio danych 
świadczących o skutecznym zastosowaniu wy
izolowanego pigmentu z komórek Blephańsma 
i hiperycyny w fototerapii komórek nowotworo
wych (V a n d e rw e r f i współaut. 1996, Vanden- 
BOGAERDE i DE W lTTE 1996).

Istnieje wiele dowodów na to, że to właśnie 
blefarismina pełni funkcję fotoreceptora, który 
pochłania światło i zapoczątkowuje sekwencję 
zdarzeń podczas reakcji fotofobowej. Dostar
czają ich doświadczenia, w których stwierdzo- 
nono zbieżność charakteru widma czynnościo
wego dla reakcji fotofobowej komórek Blepha

risma oraz widma absorpcyjnego zawiesiny ko
mórek lub preparatów zawierających pigment 
(SCEVOLi i współaut. 1987, G u a l t ie r i i współ
aut. 1989, G h e t t i 1991, F a b c z a k  i współaut. 
1993a, T a o  i współaut. 1994). Orzęski te wyka
zują najwyższą reaktywność na działanie świat
ła przy tych długościach fali świetlnej, przy 
których w widmie absorpcyjnym występuje ma
ksimum. Powyższe właściwości fotopigmentu 
są uwidocznione także przy adaptacji komórek 
do jasnego światła w obecności tlenu (C h e c c u c - 
c i i współaut. 1993). Zachodzące w takich wa
runkach utlenianie pigmentu powoduje nie tyl
ko zmianę barwy komórki z różowej na niebie
ską, ale również przesunięcie maksimum ab
sorpcji w widmie absorpcyjnym wyizolowanego 
barwnika w takim samym zakresie, jak ma to 
miejsce w widmie czynnościowym reakcji foto
fobowej. Procedury wybielania, powodujące 
częściowe pozbawienie komórek pigmentu, pro
wadzą do znacznego zredukowania reaktywno
ści komórek (M a t s u o k a  i współaut. 1995).

Naświetlaniu preparatu zawierającego wy
izolowane granule z fotopigmentem, jak poka
zano ostatnio, towarzyszy wyraźne zakwaszanie 
zawiesiny (M a t s u o k a  i współaut. 1992b). Zjawi
sko to jest związane z uwalnianiem jonów H+ do 
zawiesiny podczas fotoaktywacji pigmentu. Po
dobne zjawisko deprotonacji pigmentu przez 
światło obserwuje się także w fotoreceptoro- 
wych komórkach oka u bezkręgowców (B r o w n  
1983, O ’B r ie n  1982). Przypuszcza się, że takie
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zmiany poziomu jonów H mogą być wstępnym receptorowych (F a b c z a k  i współaut. 1993b, T a o  
krokiem w procesie przetwarzania sygnału i współaut. 1994). 
świetlnego u orzęska lub w komórkach foto-

MECHANIZM PRZETWARZANIA ŚWIATŁA

Przeprowadzone ostatnio pomiary we
wnątrzkomórkowego poziomu trisfosfoinozy- 
tolu (IP3) u Blepharisma wykazują, że światło 
może w znacznym zakresie modyfikować stęże
nie tego lipidu (Fa b c z a k  i współaut. 1996b). W 
komórkach poddanych działaniu krótkotrwałe
go naświetlania stężenie IP3 jest kilkakrotnie 
wyższe niż w komórkach kontrolnych, adapto
wanych do ciemności. Obserwowane zmiany w 
poziomie IP3 są zależne od natężenia światła jak 
również od czasu naświetlania. Obecność neo
mycyny w roztworze zawierającym naświetlane 
komórki znacznie redukuje wpływ światła na 
poziom IP3 (ryc. 2). Adaptacja stymulowanych 
komórek do ciemności powoduje proces od
wrotny, poziom IP3 wraca po pewnym czasie do 
wartości kontrolnej.

Ryc. 2. Poziomy IP3 w  komórkach Blepharisma ada
ptowanych do ciemności (-) oraz podczas naświetla
nia (+) światłem białym (10 s, 5x10 4 Wcm 2) bez 
obecności (-) neomycyny lub w  jej obecności (+) w 
różnych stężeniach. Za 100% przyjęto poziom 1P3 w 
komórkach adaptowanych do ciemności.

Okazuje się również, że reakcja fotofobowa 
u Blepharisma ulega wyraźnej modyfikacji spo
wodowanej obecnością w środowisku neomycy
ny (inhibitora fosfolipazy C), heparyny (blokera

receptora IP3), a także jonów litu (inhibitora 
fosfatazy monofosfoinozytolu) (ryc. 3) (Fa b c z a k

Ryc. 3. Wpływ neomycyny, Li+ i heparyny na wystę
powanie reakcji fotofobowej. Za 100% przyjęto liczbę 
reagujących komórek w  roztworze kontrolnym (śro
dowisko hodowlane).

i współaut. 1996c), czyli czynników, które w 
istotny sposób rozprzęgają szlak przetwarzania 
sygnału z udziałem IP3 w komórkach organi
zmów wielokomórkowych (S c h ib e c i i S c h a c h t  
1977, D o w n e s  i M ic h e l l  1981, T a k im o t o  i 
współaut. 1985, S u p a t t a p o n e  i wpółaut. 1988). 
Traktowanie komórek wymienionymi inhibito
rami jednocześnie z egzogennym IP3 powoduje 
zniesienie hamującego wpływu tych czynników.

Przytoczone dane wskazują, że w orzęsku 
Blepharisma światło prawdopodobnie inicjuje 
hydrolizę fosfatydyloinozytolu do IP3, który jako 
potencjalny wtórny przekaźnik może być zaan
gażowany w proces przetwarzania energii 
świetlnej. Dodatkowym potwierdzeniem tej su
gestii jest obecność w pellikuli Blepharisma 
receptorów dla IP3 (F a b c z a k  i współaut. 
1996b).

POTENCJAŁ FOTORECEPTOROWY

Stymulacja adaptowanego do ciemności 
orzęska krótkotrwałym niezbyt silnym bodźcem 
świetlnym prowadzi do chwilowego przyśpie
szenia ruchu komórki do przodu (fotokineza). 
Taka stymulacja wywołuje, jak wynika z we

wnątrzkomórkowych pomiarów elektrofizjolo- 
gicznych, przejściową depolaryzację błony ko
mórkowej, to jest generację potencjału foto- 
receptorowego (ryc. 4). Wytwarzanie potencjału 
receptorowego nie jest natychmiastowe, lecz
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Ryc. 4. Błonowy potencjał fotoreceptorowy i czynno
ściowy u orzęska Blepharisma.

(A) Stymulacja orzęska światłem (hv) wywołuje zmiany po
tencjału błonego (Vm) komórki, rejestrowane przez mikro- 
elektrodę szklaną. (B) Impuls świetlny o niskiej inten
sywności wywołuje depolaryzacyjny potencjał receptorowy, 
w wyniku którego następuje przyśpieszenie normalnej pra
cy rzęsek i szybszy ruch komórki do przodu. Potencjał 
receptorowy o amplitudzie powyżej progu pobudliwości ele
ktrycznej błony, wywołany impulsem światła o wyższej 
intensywności, indukuje potencjał czynnościowy, który, z 
kolei, generuje rewersję ruchu rzęskowego, a zatem ruch 
komórki do tyłu (element reakcji fotofobowej). Na dole ry
sunku są przedstawione: względna intensywność, przebieg 
i czas trwania impulsów światła (podprogowego i nadprogo- 
wego).

zachodzi ze znacznym opóźnieniem, a jego am
plituda rośnie wraz z intensywnością bodźca, aż

do maksymalnej wartości 15-25 mV (F a b c z a k  i 
współaut. 1993a). Stymulacja komórki bodź
cem o przedłużonym czasie trwania wywołuje 
potencjał receptorowy o wydłużonej fazie repo- 
laiyzacyjnej. Zjawisko to jest prawdopodobnie 
związane z procesem adaptacji komórek do 
światła. Opóźnienie w generacji potencjału oraz 
zjawisko adaptacji odpowiedzi elektrycznej do 
światła sugerują, że wytwarzanie potencjału 
fotoreceptorowego może być poprzedzane przez 
szereg reakcji biochemicznych, których zajście 
wymaga czasu. Może to być, jak przedstawiono 
wyżej, hydroliza fosfatydyloinozytolu, podobnie 
jak w komórkach fotoreceptorowych oka u bez
kręgowców (R a y e r  i współaut. 1990, Y a r f it z  i 
H u r l e y  1994). Mechanizm jonowy generacji po
tencjału fotoreceptorowego w komórkach Ble
pharisma nie jest znany. Z doświadczeń zwią
zanych z wpływem zmian stężenia niektórych 
jonów w środowisku komórki wynika, że poten
cjał fotoreceptorowy jest w części zależny od 
poziomu Ca + w medium (Fa b c z a k  i współaut. 
1996d).

Podobnie jak w przypadku widma czynno
ściowego reakcji fotofobowej widmo czynnościo
we potencjału receptorowego orzęsków wykazu
je najwyższą wrażliwość komórek w obszarze 
światła czerwonego (F a b c z a k  i współaut. 
1993a). Największą amplitudę potencjału re
ceptorowego można wywołać stymulując ko
mórki Blepharisma światłem monochromatycz
nym o długości fali 580 nm. Komórki te wyka
zują także dużą wrażliwość na działanie pro
mieniowania w zakresie UV, natomiast światło 
powyżej 700 nm nie wywiera zauważalnego 
wpływu na zmiany elektryczne na błonie ko
mórki.

POTENCJAŁ CZYNNOŚCIOWY I REWERSJA RUCHU RZĘSKOWEGO

Oświetlenie adaptowanego do ciemności 
orzęska Blepharisma intensywnym światłem 
wywołuje opisaną powyżej reakcję fotofobową. 
Taka stymulacja komórki wytwarza bardziej 
złożoną niż w przypadku słabszej stymulacji 
odpowiedź elektryczną błony komórkowej (ryc. 
4). W tym przypadku również jest generowany 
potencjał fotoreceptorowy lecz o znacznie szyb
szym przebiegu i wyższej amplitudzie od progu 
elektrycznego pobudzenia błony, co prowadzi 
do wytworzenia przez komórkę potencjału czyn
nościowego (Fa b c z a k  i współaut. 1993a). Me
chanizm jonowy powstawania potencjału czyn
nościowego u Blepharisma jest poznany zale
dwie w niewielkim tylko stopniu. Stwierdzono, 
że amplituda potencjału czynnościowego zależy 
od poziomu jonów Ca2+ w środowisku. Poten

cjał spoczynkowy u Blepharisma jest zależny 
głównie od poziomu jonów K+ w środowisku i 
podwyższenie stężenia tych jonów depolaryzuje 
silnie błonę komórkową. Stymulacja komórek 
światłem w takich warunkach nie prowadzi do 
wytwarzania potencjału czynnościowego ze 
względu na inaktywację systemu generującego 
ten potencjał. Brak potencjału czynnościowego 
stanowi prawdopodobnie przyczynę obser
wowanego zaniku reakcji fotofobowej (rewersji 
ruchu rzęskowego) u Blepharisma w środowi
sku przy wyższych stężeniach jonów K+ (C o l o m - 
b e t t i i współaut. 1982).

Wstępne dane sugerują więc, że błonowy 
potencjał czynnościowy u Blepharismajest uza
leżniony, podobnie jak w pokrewnym orzęsku 
Stentor, głównie od jonów potasu i wapnia. W
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komórkach Stentor potencjał czynnościowy po
wstaje w wyniku napływu jonów Ca2+ do ko
mórki przez zależne od napięcia kanały wapnio
we. Repolaryzacja potencjału błonowego nastę
puje, z kolei, na skutek wypływu jonów K+ z 
komórki poprzez aktywowane wapniem kanały 
potasowe (W oo d  1995). Potencjał czynnościowy 
u Blepharisma nie jest, podobnie jak rewersja 
ruchu rzęskowego, specyficzną odpowiedzią 
błony na działanie światła i może być induko
wany dowolną nadprogową depolaryzacją błony 
komórkowej (Fa b c z a k  1990). Podobnie jak ma 
to miejsce w modelowym orzęsku, Paramecium, 
gdzie stwierdzono jednoznacznie, że wystąpie
nie rewersji ruchu rzęskowego jest skorelowane 
z potencjałem czynnościowym (Ec k e r t  i Na ito h  
1970). U Blepharisma również zaobserwowano, 
podczas rejestracji zmian potencjału błonowego

ścisłą korelację czasową pomiędzy rewersją ru
chu rzęskowego i ponadprogową depolaryzacją 
błony komórkowej. Komórka zawieszona tylko 
na jednej mikroelektrodzie rejestrującej w mo
mencie wystąpienia potencjału czynnościowego 
wykonuje wokół tej elektrody ograniczony ruch, 
wywołany rewersją ruchu rzęskowego (Fab c za k  
i Fa b c z a k  1995). Ponadto analiza czasowa 
opóźnień, z jakimi pojawia się rewersja ruchu 
rzęskowego i potencjał czynnościowy w odpo
wiedzi na taki sam impuls świetlny, wykazuje, 
że są one bardzo zbliżone (Fa b c z a k  i współaut. 
1993a). Również obserwacje dotyczące braku 
generacji potencjału czynnościowego i reakcji 
fotofobowej przez komórki znajdujące się w roz
tworach zawierających wysokie stężenie jonów 
potasu dowodzą o korelacji między potencjałem 
czynnościowym a rewersją ruchu rzęskowego.

PODSUMOWANIE

Blepharisma posiada system fotoreceptoro- 
wy, który czyni ją wrażliwą na działanie światła 
widzialnego oraz ultrafioletowego. Odzwiercied
leniem tej właściwości jest fotodyspersja, pole
gająca na gromadzeniu się orzęsków w miej
scach zacienionych. Za to zjawisko są odpowie
dzialne, występujące u poszczególnych orzę
sków reakcje fotofobowa oraz fotokinetyczna. 
Reakcja fotofobowa jest odpowiedzią na wzrost 
natężenia światła w środowsku i polega na 
chwilowym zatrzymaniu się, następnie ruchu 
do tyłu (rewersji ruchu rzęsek) i ponownym 
ruchu do przodu (renormalizacja pracy rzęsek) 
w odmiennym kierunku i ze zwiększoną szyb
kością (efekt fotokinetyczny). Rewersja ruchu 
rzęskowego jest następstwem generacji poten
cjału czynnościowego, ten zaś powstaje na sku
tek przejściowej depolaryzacji błony (potencjał 
fotoreceptorowy) o amplitudzie wyższej od pro
gu pobudzenia błony komórkowej. Wstępne da
ne wskazują, że w generacji potencjałów recep

torowego i czynnościowego biorą udział jony 
wapnia. W komórkach wstępnie adaptowanych 
do ciemności a następnie poddanych działaniu 
światła następuje wzrost poziomu IP3. Zmiany 
te są redukowane w znacznym stopniu przez 
neomycynę. Również neomycyna oraz hepary
na i jony litu wyraźnie hamują występowanie 
reakcji fotofobowej. Wpływ tych czynników na 
reakcję fotofobowąjest zmniejszony w przypad
ku, gdy w środowisku występuje jednocześnie 
egzogenny IP3. Przedstawione dane sugerują, 
że system przetwarzający bodźce świetlne u 
Blepharisma może być zbliżony do procesów 
przekaźnictwa receptorowego występujących w 
komórkach organizmów wyższych.

Szereg zjawisk zachodzących u Blepharisma 
w wyniku absorpcji światła czyni z tego jedno
komórkowego organizmu interesujący układ mo
delowy do badań mechanizmów przetwarzania 
sygnału świetlnego na błonowe zmiany elektrycz
ne i związane z tym reakcje ruchowe.

THE PHOTOPHOBIC RESPONSES IN THE CILIATE BLEPHARISMA JAPONICUM

S u m m ary

Blepharisma contains, unlike most other ciliates, an 
endogenous pink pigment, blepharismin, which has been 
identified as the photoreceptor molecule that renders the 
cell sensitive to visible and UV radiation. The ciliates exhibit 
photodispersal as they tend to swim away from a bright 
illumination and to accumulate in shady or dark areas. This 
photobehaviour results from step-up photophobic and 
photokinetic responses. The photokinetic effect is observed 
when the cell increases its swimming velocity upon the rise 
of intensity of steady illumination while the photophobic 
response occurs when the cell is exposed to a sudden 
increase in the illumination intensity. The photophobic 
response starts with delayed cessation and reversal of 
ciliary beating that results in stoping of swimming followed

by a period of backward movement. The ciliary activity is 
renormalized after that, and the cell resumes the forward 
movement in a randomly chosen new direction. Modifica
tion by light of the cell behaviour allows its rapid escape 
from an overlighted area by changing the direction and 
velocity of its movement. The cell stimulation with a brief 
light pulse leads to a transient membrane depolarization, 
i.e. generation of a photoreceptor potential. The light in
duced potential changes may trigger an all-or-none action 
potential when the depolarization exceeds the membrane 
excitation threshold. An action potential, as in all other 
cilates, causes the occurrence of reversal of ciliary beating 
observed during the photophobic response. The action 
potential is generated possibly by influx of external Ca2+
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ions through voltage dependent ion channels of the cell 
membrane. The photoreceptor potentials show some de
pendence on external Ca2+ concentration but the exact ionic 
mechanism of its generation is not known. Determination 
of IP3 level in cell cytoplasm shows that, in dark adapted 
cells, light stimulation induces a rapid increase of IP3 

concentration. These light induced changes in cellular IP3 

level are partially abolished by treatment of the cell with 
neomycin. Also photophobic responses in ciliate cells are 
suppressed to a large extent in cells treated with neomycin

and heparin or lithium ions as well. These inhibitory in
fluences on cell photobehaviour is entirely canceled when 
IP3 is simultaneously added to the cell medium. These 
results suggest that the inositol signalling pathway may be 
involved in the light signal transduction in Blepharisma, 
like it is in various cells of multicellular organisms. The light 
dependent events observed in Blepharisma render this 
ciliate an interesting system for investigation of the mech
anisms of the light signal transduction and electromechan
ical coupling in unicellular organisms.
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