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KAZIMIERZ LECH WIERZCHOWSKI*

Fotochemiczne przemiany kwaséw nukleinowych

Photochemistry of Nucleic Acids

Current state of photochemistry of natural pyrimidines and pyrimidine residues
in synthetic and natural polynucleotides is reviewed.

Letalne i mutagenne dziatanie promieniowania nadfioletowego na
drobnoustroje znane jest od szeregu dziesiecioleci i wykorzystywane dla
celéw praktycznych oraz jako narzedzie badahn genetycznych nad pro-
cesami mutacyjnymi (32, 89, 171). Dopiero jednak epoznanie roli gene-
tycznej kwasow nukleinowych i rozwéj genetyki molekularnej w ostat-
nim dziesiecioleciu, stworzyty warunki dla rozwoju badan nad foto-
chemicznymi procesami wywotywanymi przez promieniowanie nadfio-
letowe (UV) w aparacie genetycznym komorki oraz préb korelacji
pomiedzy okre$lonymi uszkodzeniami fotochemicznymi elementéw jego
budowy i uszkodzeniami, wzglednie modyfikacjami jego funkcji
w komorce.

Badania nad fotochemig elementéw budowy kwaséw nukleinowych
jak i samych kwasoéw nukleinowych, a zwlaszcza DNA doprowadzity
do wykrycia szeregu potencjalnie letalnych lub mutagennych reakcji
fotochemicznych zasad pirymidynowych, szczeg6lnie wrazliwych na
dziatanie promieniowania nadfioletowego (zobacz artykuty przegladowe
21, 115, 122, 142).

Rownolegle rozwijajgce sie prace nad poznaniem domniemanej roli
genetycznej tych uszkodzen in vivo uwiefczone zostaty sukcesem o do-
niostym znaczeniu dla badan nad molekularnymi podstawami mutage-
nezy. Udato sie mianowicie wykazaé, ze fotochemiczna reakcja dimery-
zacji reszt tyminy sgsiadujgcych ze sobg w tancuchu polinukleotydowym
prowadzi do inaktywacji transformujgcego DNA (101, 106, 113) oraz
do zahamowania syntezy DNA w komorkach bakteryjnych (101, 105,
130). Jest to pierwsza poznana na jpoziomie molekularnym reakcja
wywotujaca letalne mutacje. Ostatnio okazato sie, ze (109, 111) réwniez
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dimery ¢ytozyny oraz mieszane dimery cytozyny i tyminy spetniaja
podobna role.

Dwa powszechnie wystepujace dziedziczne mechanizmy samoobrony
drobnoustrojow przed skutkami dziatania UV — fotoreaktywacja i ciemna
odporno$¢ na dziatanie nadfioletu — zwigzane sa z usuwaniem dimerow
z DNA. Fotoreaktywacja (59) okazata sie fotochemiczng reakcjg enzy-
matyczng dysocjacji dimeréw pirymidynowych do monomeréw (95, 101,
102, 106). Natomiast odporno$¢ bakterii na dziatanie UV i innych czyn-
nikéw mutagennych zwigzana jest z istnieniem enzymatycznego uktadu,
ktory wycina z DNA powstate dimery wraz z fragmentem ftancucha,
a nastepnie zapetnia luke przez synteze tego fragmentu DNA (17, 88,
101, 105, 106, 130).

Dziatanie mutagenne promieniowania przypisuje sie (83, 101} dwu
innym reakcjom: fotochemicznej hydratacji reszt cytozyny w DNA oraz
cytozyny i uracylu w RNA (wirusy zawierajgce wytgcznie RNA) i wtor-
nej ciemnej deaminacji fotohydratéw i dimeréw cytozyny do odpo-
wiednich pochodnych uracylu. Odszczepienie czgsteczki wody od foto-
hydratu oraz fotodysocjacja dimeréw uracylu prowadzi ostatecznie do
zastgpienia w DNA cytozyny przez uracyl, a wiec do powstania mutacji.

W tym artykule czytelnik znajdzie przeglad reakcji fotochemicznych
zasad pirymidynowych oraz omoOwienie ich przebiegu w syntetycznych
i naturalnych polinukleotydach. Natomiast badania nad zwigzkiem po-
miedzy uszkodzeniami fotochemicznymi kwasoéw nukleinowych i ich
funkcjami genetycznymi omawia dr I. Pietrzykowska w tym samym
numerze Postepdw Biochemii.

I. Czynne fotochemicznie promieniowanie — stany wzbudzone zasad purynowych
i pirymidynowych

Wzgledna skuteczno$¢ promieniowania w funkcji dtugosci fali w wy-
wotywaniu inaktywacji bakterii, wiruséw czy transformujgcego DNA
in vitro, tak zwane widma dziatania, pokrywajg sie w bliskim ultrafio-
lecie z widmem absorpcji kwaséw nukleinowych charakteryzujagcym sie
szerokim pojedynczym pasmem absorpcji w zakresie 300—230 m"i (89,
103, 115).

Tylko to promieniowanie wywotuje specyficzne przemiany fotoche-
miczne, poddajgce sie fotoreaktywacji (89) i praktycznie tylko jego
dziatanie jest przedmiotem badan omawianych w tym artykule.

Bardziej krdtkofalowe promieniowanie X* 230 mji wywotuje wpraw-
dzie podobne efekty biologiczne, jednak procesy fotochemiczne lezgce
u podstaw tych efektdw rdznig sie zasadniczo od proceséw indukowanych
przez promieniowanie ditugofalowe. Zdolne do fotoreaktywacji drobno-
ustroje po inaktywacji promieniowaniem 230—300 m[x tracg te ceche
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po dziataniu promieniowania krotkofalowego (89). Promieniowanie to
inicjuje najprawdopodobniej szereg rodnikowych reakcji przebiegaja-
cych z udziatem tlenu, jego dziatanie na kwasy nukleinowe jest wiec
zblizone do dziatania promieniowania jonizujacego (21, 28, 98).

W zakresie 300—230 m"i z posrod elementéow budowy kwaséw nukle-
inowych absorbujg wytgcznie reszty purynowe i pirymidynowe (5).
W widmach absorpcji wolnych zasad purynowych adeniny i guaniny jak
i ich N9 podstawionych pochodnych nukleozydowych i nukleotydowych
wyrdznia sie w tym zakresie spektralnym dwa pasma absorpcji zwigzane
z singletowymi przejsciami Jt->Jt* (26, 35, 76, 127). Zasady pirymidynowe;
tymina, cytozyna i uracyl oraz ich Ni nukleozydy i nukleotydy posiadaja
w zasadzie tylko jedno pasmo absorpcji singletowej . jix (26, 76, 127).
Obecno$¢ w obu grupach pochodnych purynowych i pirymidynowych
amino- oraz keto-amino podstawnikéw powoduje, ze w poréwnaniu
z niepodstawionymi zwigzkami macierzystymi pasma absorpcji zwigzane
z singletowymi przejsciami n->Jt* (uwarunkowanymi obecnoscig wolnych
par elektronowych na atomach N i O), sg przesuniete w kierunku fal
krotszych i przykryte znacznie silniejszymi pasmami s, ji= (26, 35, 67, 68,
76, 127).

Badania w#asciwosci emisyjnych, a zwlaszcza polaryzacji emisji
fluorescencji obu grup pochodnych (22, 37, 67) sugerujg, ze najnizszy
wzbudzony poziom singletowy ma charakter poziomu s, J* Emisja
fosforescencji ma miejsce ze standw tripletowych réwniez o charakterze
i, g (27, 37, 54, 67, 117). Prostopadta do ptaszczyzny czgsteczki polary-
zacja momentu przejscia triplet-singlet zwigzanego z emisjg fosfore-
scencji, wskazuje na mieszanie sie stanéw i, s~ z prostopadle spolary-
zowanymi stanami n, . Obecno$¢ standw n, ji= i ich potozenie, zalezne
od warunkow w jakich znajduje sie czasteczka, wptywa na procesy foto-
fizyczne prowadzgce do degradacji energii elektronowej (27, 37, 67).

Obojetne czasteczki adeniny i guaniny oraz ich nukleozydéw i nu-
kleotydow bardzo stabo fluoryzujg w roztworach wodnych w tempera-
turze pokojowej. Wydajnosci kwantowe fluorescencji sg rzedu 10-2—10-3
(15, 68, 72). W tych samych warunkach omawiane pochodne pirymidy-
nowe w ogole nie fluoryzujg (15, 72). Wydajnosci kwantowe reakcji foto-
chemicznych ($) dla pochodnych purynowych sg rzedu 10-4—10-5 mola
na einstein, a dla pochodnych pirymidynowych rzedu 10-2 M/E (115,
116), zatem u obu grup zwigzkéw degradacja energii elektronowej na-
stepuje przede wszystkim drogg nie fotochemicznych proceséw bezpro-
mienistych, sprowadzajacych czasteczki do stanu podstawowego.

W pojedynczych tancuchach polinukleotydowych sasiadujace ze sobg
w promieniu oddziatywan van der Waalsa, reszty zasadowe tancuchow
bocznych ‘wykazujg w roztworach wodnych wyrazng tendencje do
warstwowego uktadania sie, w wyniku czego polimer przyjmuje upo-
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rzadkowana konformacje. W dwutaficuchowyeh kompleksach opréocz
orientacji warstwowej okreSlone reszty purynowe i pirymidynowe prze-
ciwlegtych tancuchow taczg sie w pary wigzaniami wodorowymi. W wy-
niku wzajemnych oddziatywan wiasciwosci optyczne reszt zasadowych
w takich uporzgdkowanych strukturach sg inne niz monomeréw. W po-
rownaniu z sumg ekstynkcji mononukleotydéw sktadowych, ekstynkcja
dtugofalowego pasma absorpcji syntetycznych i naturalnych polinukleo-
tydéw obnizona jest o 25—50°/0, natomiast potozenie pasm absorpcyj-
nych praktycznie nie ulega zmianie (5, 125, 136). Niezmieniona wielko$¢
energii przejScia elektronowego sugeruje stabe wzajemne sprzezenie
oscylatoréw w sasiadujgcych czasteczkach. Brak dotychczas zadawala-
jacej interpretacji efektu hypochromowego. Podejmowane byty proby
jego wyjasnienia w oparciu o model ekscytonu zaktadajacy oddziaty-
wanie podstawowego stanu elektronowego z wyzej lezacymi stanami
wzbudzonymi (31, 94, 137). Ostatnio Bullough (19, 20) interpretuje
hypochromizm w ramach klasycznej teorii wspoOtczynnika zatamania
Swiatla dla roztwordw, wykazujagc ze wczedniejsze interpretacje mieszczg
sie w ramach tej teorii jako jej pierwsze przyblizenie.

Badania emisji jedno i dwu-tancuchowych polinukleotydéw potwier-
dzajg zmiane witasciwosci optycznych wbudowanych w nie reszt pury-
nowych i pirymidynowych, w stosunku do wolnych zasad (8, 34, 36, 38,
39, 52, 55, 56, 57, 90, 91, 92, 93). SzczegOlnie interesujace sg doswiadczenia
grupy pracownikéw Bell Telephone Laboratories (38, 39, 52, 90, 91, 92,
93) nad fluorescencjg i fosforescencjg homo- i hetero-dwunukleotydow
oraz polinukleotydéw i DNA w mieszaninie glikolu etylenowego i wody
(1:1) w temperaturze 77°K. Emisja fluorescencji dwunukleotydéw cechu-
jacych sie warstwowym utozeniem reszt zasadowych przesunieta jest
zawsze diugofalowo w stosunku do emisji mieszaniny sktadowych mono-
nukleotydow. Wskazuje to, ze charakter emisji dwunukleotydow uwa-
runkowany jest powstawaniem trwatych w stanie wzbudzonym dimeréw
(ekscimeréw) z sgsiadujacych reszt purynowych i pirymidynowych. Ten
sam charakter ma emisja fluorescencji polinukleotydéw jedno-tancu-
chowych i dwutancuchowyeh, u dwutancuchowych jest ona jednak wie-
lokrotnie stabsza. Dwutancuchowe syntetyczne polimery poli rG:rC i poli
dG:dC praktycznie nie fluoryzujg, ani nie fosforyzujg. Emisja fluore-
scencji DNA jest taka sama jak poli dAT co réwniez Swiadczy o silnym
gaszeniu emisji wodorowo zwigzanych par G:C.

W dwunukleotydach ApC i ApU potozenie, ksztatt pasma i czas zycia
fosforescencji sg takie same jak u adenozyny. Poniewaz fluorescencja
obu dwunukleotyddw (lecz nie mieszanin sktadowych mononukleotydow)
i stosunek wydajnosci kwantowych fluorescencji i fosforescencji nie za-
leza, w obszarze absorpcji sktadowych nukleotyddéw, od diugosci fali
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promieniowania wzbudzajgcego, autorzy (52) dochodza do wniosku, ze
energia wzbudzenia zlokalizowana jest gtownie na reszcie adenylowej
ekscimerdw i cze$¢ jej pojawia sie w wyniku bezpromienistego przejscia
miedzysystemowego w postaci fosforescencji witasciwej adenozynie.
W ten spos6b w dwunukleotydach energia zaabsorbowana przez reszty
pirymidynowe przenoszona jest w stanie singletowym do reszty adeny-
lowej.

Do wprost przeciwnego wniosku doszli Helene i wsp. (55 56, 57)
poréwnujgc gaszenie fosforescencji roznych dwunukleotydéw oraz
obserwujac czas zycia emitujgcego stanu tripletowego. Twierdzg oni, ze
przeniesienie energii wzbudzenia pomiedzy rownolegle potozonymi
resztami purynowymi i pirymidynowymi ma wprawdzie miejsce ale
zachodzi ono miedzy stanami tripletowymi czasteczek oraz zawsze od
puryny do pirymidyny. Wyniki grupy Bell Telephone wydaja sie jednak
lepiej udokumentowane doswiadczalnie.

Wedréwke energii wzbudzenia w tancuchach polinukleotydowych
w postaci zdelokalizowanego ekscytonu tripletowego postulowano (8) na
podstawie gaszenia fosforescencji poli A oraz DNA przez niewielkie
ilosci paramagnetycznych kationdbw Mn2+ i Fe3+ zwigzanych z fosfora-
nowymi resztami polimeru. llosciowe pomiary gaszenia fosforescencji
reszt adeniny w poli A przez rézne kationy paramagnetyczne w funkcji
ich stezenia, potwierdzity to przypuszczenie ustalajagc zasieg wedrdwki
ekscytonu tripletowego na okoto 100 reszt zasadowych (39). W kopoli-
merze poli A2U gaszenie wystepowato dopiero przy stosunku kationéw
do reszt zasadowych bliskim jednoS$ci. Brak migracji energii w kopoli-
merze, w ktdrym reszty adenylowe i urydylowe rozmieszczone sg staty-
stycznie wzdtuz tancucha, w zestawieniu z postulowanym przemieszcze-
niem energii wzbudzenia fosforescencji w ApU od U do A (52) sugeruja,
ze reszty uracylowe stanowig bariery dla wedrdwki ekscytonu tripleto-
wego reszt adeniny.

Fosforescencja natywnego DNA obserwowana przy 77°K w szkliwach
50%) glikolu etylenowego w wodzie (91, 92), lub 0,25—0,5% roztwordéw
glukozy w wodzie (36) przypomina czasem zycia i potozeniem maksi-
mum emisje fosforescencji dwutancuchowego poli dAT Ilub tyminy,
wzglednie jej anionu. Na tej podstawie oraz w oparciu o charaktery-
styke emitujgcego stanu tripletowego przy pomocy techniki elektrono-
wego rezonansu paramagnetycznego Rahn i wsp. (91, 92) doszli do
wniosku, ze emiterem jest anion tyminy. Brak charakterystycznej emisji
reszt adeniny w poli dAT (réwniez w poli dAU) i w DNA oraz pojawie-
nie sie emisji anionu tyminy przypisujg oni przeniesieniu protonu ze
wzbudzonej reszty tyminowej na zwigzang z nig wodorowo resztg ade-
niny wedtug schematu:

—T—N3—H..N3—A— —Te—N3..H—N®—A—
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Reszta adeniny podobnie jak protonowana wolna adenina, traci wéw-
czas zdolnos$¢ do fosforescencji (15, 68, 72) natomiast pojawia sie emisja
anionu tyminy (anionu uracylu w poli rAU), ktéry w odréznieniu od
tyminy obojetnej silnie fosforyzuje (67, 72, 90, 91). Brak emisji fosfo-
rescencji par zasadowych G:C w DNA tlumaczy sie petnym jej gasze-
niem obserwowanym réwniez w syntetycznych dwutafcuchowych poli-
merach poli dG:dC i rG:rC (90, 91, 92, 93).

Il. Typowe reakcje fotochemiczne elementéw budowy kwaséw nukleinowych

Ze wzgledu na zlozong budowe kwasoéw nukleinowych, wyjasnienie
charakteru fotochemicznych procesdéw inicjowanych w nich przez pro-
mieniowanie nadfioletowe uzaleznione jest od postepu prac nad foto-
chemicznymi wiasciwosciami ich elementéow budowy.

Puryny w poréwnaniu do pirymidyn cechuja sie znaczng odpornoscia
na fotochemiczne dziatanie promieniowania nadfioletowego. Wydajnosci
kwantowe wynoszg dla fotolizy adeniny i guaniny odpowiednio 6*10~5
i 2*10~5 M/E, a dla reakcji fotochemicznych zasad pirymidynowych sg
okoto dwa rzedy wyzsze (115, 116). Na podstawie duzej wrazliwosci funkcji
kwasow nukleinowych in vivo na dziatanie UV (58, 89, 101, 105, 106) za
najbardziej prawdopodobng przyczyne biologicznych skutkéw tego pro-
mieniowania uznano fotochemiczne uszkodzenia pirymidyn.

Fotochemiczna reaktywno$¢ tyminy, uracylu i cytozyny zwigzana jest
z nienasyconym wigzaniem pomiedzy weglami 5i 6 pierscienia, sktonnym
do réznego typu nukleofilnych addycji w stanie podstawowym i wzbu-
dzonym czasteczek. Pod tym wzgledem keto i keto-amino podstawione
pirymidyny przypominaja nienasycone tancuchowe i cykliczne zwigzki
weglowe takie jak a, (3-nienasycone ketony czy cykloalkeny 23).

Typowymi reakcjami fotochemicznymi w roztworach wodnych tak
wolnych zasad jak i polinukleotydow sg reakcje addycji wody oraz dime-
ryzacji. Poza tym fotoaddycji do wigzania C5= C6ulegajg czasteczki alko-
holi R.OH (48, 82, 116, 149, 151, 153), cysteiny (123), HCN (79) oraz ulega
ono fotoredukcji w obecnosci BHJ (2, 24).

1 Tymina

Typowg przemiang fotochemiczng tyminy jest zaobserwowana po raz
pierwszy przez Beukers’a i Berends’a (9, 10) w zamrozonych roz-
tworach wodnych fotochemicznie odwracalna reakcja dimeryzacji.

Cyklobutanowa struktura fotodimeru tyminy udowodniona zostata
(10, 166) metodami fizykochemicznymi oraz poprzez chemiczng odbu-
dowe (12, 13). Dimer tyminy moze wystepowa¢ w czterech stereochemicz-
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nych postaciach (166). Wszystkie te stereoizomery zostaty wyizolowane,
a ich struktura posrednio (156, 166), a w przypadku izomeru cis-syn
bezposrednio, udowodniona przez chemicznag odbudowe (12, 13).

Przebieg reakcji fotodimeryzacji tyminy byt przedmiotem szeregu
prac po$wieconych wolnej zasadzie (9, 10, 11, 69, 104, 135, 147, 151, 153,
159), jej N-metylowanym pochodnym (69, 126, 151, 153, 159, 166), tymi-
dynie i kwasowi tymidylowemu (147, 151, 153), dwunukleotydom TpT,
TpTp, TppT (30, 63, 64, 133, 146) oraz jedno-, dwu- i trojtancuchowym

hv HN NH

R=H,CH3 , 1yhoza, dezoksyryboza

Schemat 1. Odwracalna reakcja dimeryzacji tyminy

NH CcO

11, trans-syn

(0] NH

CO

NH CO

111, cis-anti 1V, trans-anti

Rys. 1. Izomeryczne formy dimeru tyminy (153, 166).

polinukleotydom poli-T, poli rT, poli dAT i poli A:2rT (30, 111, 140).
Dimeryzacje reszt tyminy w DNA in vitro oraz in vivo stwierdzono (10,
143) nieomal réwnoczes$nie z jej odkryciem.

Fotochemiczna odwracalno$¢ fotodimeryzacji tyminy prowadzi do
stanu pozornej réwnowagi, zaleznej od diugosci fali promieniowania
i wzajemnego usytuowania czasteczek tyminy (lub jej pochodnej) w $ro-
dowisku. Pozorno$¢ réwnowagi jest skutkiem ubocznych reakcji foto-
chemicznych (1, 63, 86, 140, 154). Zaleznos$¢ jej od diugosci fali jest wy-



134 K. L. WIERZCHOWSKI (8]

nikiem zmieniajacego sie w funkcji dtugosci fali stosunku ekstynkcji
pasm absorpcyjnych monomeru i dimeru. Tymina na przyktad, posiada
dtugofalowe pasmo absorpcji o maksimum przy 264 ml i ekstynkcji
molowej 7890, natomiast odpowiednie pasmo dimeru wobec braku sprze-
zonego uktadu wiazan podwadjnych jest silnie przesuniete w kierunku fal
krotszych (Amex<C 220 mu). W rezultacie ekstynkcja dimeru w maksimum
absorpcji monomeru jest o okoto dwa rzedy nizsza (104) i promieniowanie
dtugofalowe przesuwa réwnowage w kierunku dimeryzacji, a bardziej
krotkofalowe — w kierunku fotodysocjacji. Na potozenie ré6wnowagi foto-
chemicznej przy danej dtugosci fali wptywa rowniez stosunek wydajnosci
kwantowych reakcji dysocjacji i dimeryzacji. Fotodysocjacja dimerow
jako proces wewnatrzczasteczkowy nie zalezy od stezenia dimeru i jej
wydajnosé kwantowa (<I>-1) jest bliska teoretycznej, zaréwno dla wol-
nych dimeréw w roztworze jak i wewnatrznukleotydowych dimerow
w dwu- i polinukleotydach tyminy (30, 63, 104, 133, 135). W fazie statej
wydajnosé kwantowa dysocjacji dimerow tyminy i 1,3-dwumetylotyminy
jest okoto dwukrotnie wyzsza od teoretycznej (69), co wskazuje na migra-
cje energii wzbudzenia. Fotodimeryzacja natomiast, jako proces dwucza-
steczkowy jest silnie zalezna od stezenia i czasu zycia stanu wzbudzonego
oraz kontrolowana stereochemicznie. W rozcienczonych roztworach wod-
nych, 10-5—10-2M, tyminy oraz jej N-podstawionych monomerow wy-
dajno$¢ kwantowa fotodimeryzacji zapewne jest bardzo niska (5>~10-3
M/E) poniewaz rownowaga fotochemiczna przesunieta jest praktycznie
catkowicie na korzy$¢ monomeru, nawet dla najbardziej diugofalowego
promieniowania absorbowanego przez monomer (147, 157). Dopiero w sto-
sunkowo stezonych roztworach wodnych (0,1—1,0M) 1,3-dwumeyloty-
miny udato sie zaobserwowac przesuniecie rownowagi w strone dimery-
zacji odpowiadajacej 5—15°/0 zawartosci dimeru (157).

W zamrozonych roztworach wodnych tymina wystepuje w postaci mi-
krokrysztatow (48, 49, 152) monohydratu tyminy, w ktoérych czasteczki ty-
miny upakowane sa réwnolegle swymi ptaszczyznami i zorientowane
w sposOb sprzyjajacy powstaniu dimeru o konfiguracji cis-syn (49, 152,
153). W tych warunkach oszacowana wydajno$¢ kwantowa dimeryzacji
jest bliska teoretycznej wartosci ($=2). Réwnowaga fotochemiczna re-
akcji dzieki wysokiej wartoSci $ przesunieta jest nawet dla stosunkowo
krotkich fal 253,7 m”™ powyzej 50°/0 na korzy$¢ dimeru (120, 135, 151).
Podobnie przebiegaja procesy fotochemiczne w krysztatach 1- i 1,3-
-dwumetylotyminy. Budowa tych krysztalow zalezna w duzej mierze od
tendencji czasteczek do ukiadania sie rownolegle ptaszczyznami determi-
nuje zaréwno stereochemiczng budowe fotoproduktu jak i wysokg wy-
dajno$¢ kwantowg dimeryzacji (69, 126, 159).

W zajemne usytuowanie reszt tyminy w oligonukleotydach i jednotan-
cuchowych polinukleotydach mozna traktowac¢ jako posrednie pomiedzy
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stezonym roztworem wolnej zasady, w ktérym obserwuje sie juz tenden-
cje do warstwowej asocjacji (141), a fazg krystaliczna. Bliskie sgsiedztwo
(rzedu 3,5 A) reszt tyminy wzdtuz tancucha polimeru sprzyja ich warstwo-
wej asocjacji pod wptywem sit hydrofobowych (38, 118), przy zachowaniu
ograniczonej swobody wzajemnej orientacji poprzez obrdt wokoto wiagza-
nia nukleozydowego. W rezultacie w wodnych roztworach dwunukleoty-
dow i jednotancuchowych polinukleotydow tyminy obserwuje sie wyraz-
LA ) SRR
|fre>
TpT4

TpT3

Schemat 2. Reakcje fotochemiczne dwunukleotydéw tyminy

Rys. 2. Zanik [¥P]-TpT i powstawanie fotoproduktéw w funkcji dawki promienio-
wania 254 mu. Natezenie wigzki 0.3 sfE*cm -"m in-1 roztwér wodny (63).

nie wewnatrzczasteczkowa fotodimeryzacje reszt tyminy prowadzaca
do powstania przynajmniej dwu réznych stereoizomerycznych dimeréw
i przebiegajacg z poczatkowa wydajnosciag kwantowg $~10~2 M/E.
Szczeg6lnie doktadnie opracowany zostat przebieg proceséw fotoche-
micznych w dwunukleotydach tyminy. Zastosowanie chromatograficzne-
go rozdziatu i iloSciowego oznaczania poszczeg6lnych fotoproduktow zna-
czonych 3P (63) pozwolito okresli¢ prawdopodobiefAstwa powstawania pod-
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stawowych stereoizomeréw dimeru dwunukleotydu oraz uwzglednié
uboczne procesy fotochemiczne. W oparciu o krzywe (rysunek 2) narasta-
nia poszczegdlnych fotoproduktéw w czasie naswietlania roztworu pro-
mieniowaniem 253,7 mu zaproponowano schemat reakcji (schemat 2).
Wewnatrzczgsteczkowa dimeryzacja reszt tyminy stanowigca gtdwny pro-
ces fotochemiczny zwilaszcza w poczatkowej fazie reakcji, prowadzi do

powstania dwu dimerow. Pierwszy z nich TpT1powstajacy z pieciokrot-
nie wiekszg szybkoscig okazat sie (156) stereoizomerem cis-syn, a drugi

TpT2 trans-syn. Wskazuje to na powazne zahamowanie obrotu reszt ty-
miny wokdét wigzan nukleozydowych i preferencje rownolegtego i sy-
metrycznego ich utozenia, odpowiadajgcego konfiguracji cis-syn. Maksy-
malne stezenie oba dimery osiagajg réwnoczes$nie i ten moment odpowia-
da pozornej réwnowadze fotochemicznej, zaktocanej przez tworzenie sie
bezposrednio z TpT trzeciego fotoproduktu TpT4

\ , mi.
Rys. 3. Frakcja TpT w postaci dimeréw w funkcji dtugosci fali (63).

Wzgledne stezenie obu dimeréw TpT w momencie pozornej rownowa-
gi silnie zalezy od dtugosci fali stosowanego promieniowania (rysunek 3).
Czwarty fotoprodukt, TpT3 powstaje w wyniku wtdrnej reakcji fotoche-
micznej TpT4 Budowa obu fotoproduktéw nie jest jeszcze ustalona. Po-
niewaz jednak TpT3przeksztatca sie odwracalnie w TpT4Johns ze wsp.
(62, 86) okres$la TpT3jako innego typu wewnatrzczasteczkowy dimer TpT4

W beztadnie zwinietych tancuchach poli dT i poli rT wzbudzona reszta
tyminy sasiaduje z obu stron ze zdolnymi do dimeryzacji resztami, w re-
zultacie czego prawdopodobieAstwo zajscia reakcji zwiekszone jest
w przyblizeniu dwukrotnie w poréwnaniu z TpT (30, 140). Z chwilg, gdy
polinukleotyd przyjmuje strukture uporzadkowang, szybkos$¢ dimeryzacji
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rosnie. Wskazujg na to wyniki doswiadczen (40) z poli rT, ktory w tempe-
raturze pokojowej przy odpowiedniej sile jonowej ma uporzgdkowang
strukture typu podwdjnego heliksu stabilizowanego przez kooperatywne
oddziatywania pomiedzy resztami tyminy (131). Poczgtkowa wydajnos¢
kwantowa dimeryzacji dla promieniowania 253,7 m{x wynosi 2,12X
X10“2MJ/E i szybko spada w miare postepu reakcji. Pojawienie sie dime-
réw destabilizuje strukture, co przejawia sie rowniez w stopniowym ob-
nizaniu sie temperatury kooperatywnego przej$cia od formy uporzadko-
wanej do beztadnie zwinietego tahAcucha. Dimeryzacja zaledwie okoto
20flo reszt tyminy w poli rT uniemozliwia przyjecie uporzadkowanej
struktury. Dimeryzacja jest jednak dominujgcym procesem tylko przy
naswietlaniu polimeru promieniowaniem dtugofalowym A”275 m_i. Pro-
mieniowanie 253,7 imi obok dimeryzacji prowadzi do powstania jeszcze
innego, nieznanego fotoproduktu, byé moze identycznego z TpT4 (62, 86).

W dwutancuchowyeh kompleksach poli dAT oraz poli A:2rT, w kté-
rych reszty tyminy tworzg wodorowo zwigzane pary z resztami adeniny,
fotodimeryzacja tyminy badZz praktycznie zupetnie nie zachodzi jak
w poli dAT (30), badz tez poczatkowa jej szybko$¢ jest powaznie obni-
zona (140) nawet w stosunku do TpT. W poli dAT, (schemat budowy
patrz rysunek 4), brak sgsiadujgcych ze sobg w tym samym ‘fafAcuchu

_____ Y
-——--T==A—1—
_____ YNy —
....... | EEE] p—

Rys. 4. Schemat budowy poli dAT

reszt tyminy, natomiast najblizej siebie lezace reszty w przeciwlegtych
tancuchach nie sg zdolne do dimeryzacji (powstawatyby tutaj dimery
trans-anti) ze wzgledow sterycznych. W tréjtaricuchowym kompleksie
poli A:2rT poczatkowa wydajnosé kwantowa dimeryzacji dla promienio-
wania A=275 mjx jest w porownaniu z uporzadkowang forma poli rT
0 okoto dwa rzedy nizsza. Wskazuje to najprawdopodobniej na sztywnos$é
catej struktury potrojnego kompleksu utrudniajgcg niekorzystnie stereo-
chemicznie usytuowanym wzgledem siebie resztom tyminy utworzenie
dimeru. Poza tym, niska wydajno$s¢ kwantowa fluorescencji w dwu-
1trojtancuchowych polinukleotydach (36, 93) wskazuje, ze w tego typu
strukturze usieciowanej poprzecznie wigzaniami wodorowymi znacznie
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wieksze jest prawdopodobienstwo bezpromienistej degradacji energii
wzbudzenia co obniza populacje reaktywnego stanu wzbudzonego.

Promieniowanie 253,7 m"\i wywotuje w poli A:2rT podobnie jak i w po-
li rT obok dimeryzacji jeszcze inng reakcje fotochemiczng (140). Reakcja
ta nie jest w takim samym stopniu stereochemicznie uwarunkowana jak
reakcja dimeryzacji, poniewaz dysocjacja kompleksu wywotana nagro-
madzeniem sie fotoproduktow obserwowana jest w tym przypadku bez
poczatkowego opdznienia charakterystycznego dla dziatania bardziej dtu-
gofalowego promieniowania. Reakcja ta najwidoczniej poprzedza dime-
ryzacje i przyspiesza jg wywotujac lokalne denaturacje, w obrebie kto-
rych reszty tyminy moga dzieki ruchom cieplnym uzyska¢ wiasciwe
utozenie przestrzenne.

Dotychczas nie wyjasniono, w Kktéorym z najnizszych wzbudzonych

standw elektronowych S~* czy czasteczka tyminy jest zdolna do
utworzenia dimeru z czasteczkg tyminy w podstawowym stanie elektro-
nowym. Mantione i Pullman (73) oraz ostatnio Danitow (29)

sugerujg w oparciu o kwantowo-mechaniczne obliczenie rozktadu ge-
stosci elektronowej w stanach S°, SJLifF i TA3t* tyminy, ze reaktywnym
stanem jest najprawdopodobniej stan tripletowy cechujacy sie lokali-
zacjg wzbudzenia na etylenowym wigzaniu 5,6.

Jony Br~, J~ oraz tlen czasteczkowy deaktywujgce stany tripletowe
nie wptywajg na dimeryzacje TpT (70, 133), jakkolwiek hamujg silnie
dimeryzacje innej 2,4-dwuketopirymidyny, kwasu orotowego (14, 70,
132, 134). Kwas orotowy dimeryzuje jednak w odréznieniu od tyminy
w rozcienczonych roztworach wodnych (10~4M) z wydajnoscig kwanto-
wa rzedu 10-1 MJ/E. Czas zycia reaktywnego stanu wzbudzonego %—
= 1,4 [isek., wskazuje na jego tripletowy charakter (14, 134). Jezeli wiec
dimeryzacja TpT przebiega z udziatem stanu tripletowego, stata szyb-
kosci tej reakcji musi by¢ przynajmniej o dwa rzedy wieksza od statej
szybkosci dyfuzyjnie kontrolowanego procesu gaszenia tripletu przez 02
Br- czy J-. Wyniki wstepnych doswiadczeA nad uczulang przez aceton
fotodimeryzacjg 2,3-dwumetylotyminy (40, 70), w Kktorej energia wzbu-
dzenia wymieniana jest pomiedzy stanami tripletowymi czasteczek do-
wodzg, ze dimeryzacja pochodnych tyminy w tych warunkach przebiega
poprzez stan ftripletowy. Mechanizm dimeryzacji reszt tyminy w tancu-
chach polinukleotydowych moze by¢ jednak inny niz dla czasteczek mo-
nomerow w roztworze. Emisja fluorescencji w TpT i polinukleotydach
zawierajagcych tymine ma miejsce najprawdopodobniej ze stanu ekscime-
rowego (38). Nie jest wiec wykluczone, ze jedna z dr6g bezpromienistej
deaktywacji wzbudzonego dimeru jakim jest ekscimer, prowadzi do trwa-
tego w stanie podstawowym cyklobutanowego dimeru tyminy. Rowniez
sugerowane przez Rahn’a i wsp. (91, 92) przeniesienie protonu z tyminy
na adenine z utworzeniem anionu tyminy powinno wptywacé na przebieg
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reakcji fotochemicznej. Anion nukleozydowo zwigzanej reszty tyminy
w stanie wzbudzonym moze najprawdopodobniej ulegaé dimeryzacji na
co wskazuje zdolno$¢ do fotoaddycji czasteczek wody anionu 2-metylo-
uracylu (43).

2. Uracyl

Uracyl, jego iV-podstawione pochodne oraz reszty uracylu w polinu-
kleotydach ulegajg w roztworach wodnych dwu podstawowym fotoche-
micznym reakcjom: dimeryzacji oraz addycji wody do wigzania 5,6 pier-
$cienia (21, 115, 122).

0 0
A HHX
HN ‘NH
Q AN ATRN O
. R R
HNAjH
cAljk H
R

Schemat 3. Reakcja fotodimeryzacji i fotohydratacji uracylu

Struktura obu typéw pochodnych zostata udowodniona bezposredni-
mi metodami. Dimery uracylu majg cyklobutanowg budowe podobnie
jak i dimery tyminy (33). Produktami fotoaddycji wody sg 5,6-dwuhy-
dro-6-hydroksy pochodne (78, 81, 148). Dimery sa zwigzkami chemicznie
trwatymi (135) i tylko niektére stereoizomery przypuszczalnie ulegaja
rozktadowi w srodowisku alkalicznym (18) podobnie jak 5,6-dwuhydro
pochodne 2,4-dwuketopirymidyn. 5,6-dwuhydro-6-hydroksy pochodne ura-
cylowe sg natomiast zwigzkami stosunkowo nietrwatymi i w ciemnej ka-
talizowanej kwaso-zasadowo reakcji tracg odwracalnie czasteczke wody
(78, 81, 82, 115, 148, 164). Stata szybko$¢ reakcji eliminacji wody oraz
wptyw pH zalezg od charakteru podstawnika na Ni (44, 71, 82), a dla
reszt uracylowych w polinukleotydach od dtugosci tancucha (71). Obli-
czony 1y2reakcji w 37° przy pH 7, waha sie w granicach od okoto 20 do
200 godzin w zaleznosci od tego czy reszta uracylowa znajduje sie w nu-
kleozydzie, w ktoryms$ z mononukleotydéw czy w wysokoczasteczkowym
poli U. Zatem w warunkach fizjologicznych fotohydratowane pochodne
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uracylu sg trwate w okresie cyklu rozwojowego komorek drobnoustro-
jow.

Fotochemiczne witasciwosci uracylu w reakcji dimeryzacji sa bardzo
zblizone do szeroko omoéwionych juz witasciwosci jego 5-metylowej po-
chodnej, tyminy. Réwnowaga fotochemiczna tej reakcji przesunieta jest
wyraznie na korzys¢ dimerdéw tylko w zamrozonych wodnych roztworach
mcnomerycznych pochodnych (120, 135, 145, 151, 153) albo w tahAcuchach
oligo- i polinukleotydéw (18, 87, 129, 162). W niezamrozonych roztworach
wodnych monomerow tylko w pierwszej fazie reakcji wzgledna ilos¢ di-
merow odpowiadajaca ich guasi-stacjonarnemu 2—5% stezeniu jest
wieksza od ilosci fotohydratéw; pod koniec reakcji te ostatnie stanowig
ponad 95°0 fotoproduktéw (81, 115, 144, 162). Wydajno$¢ kwantowa ad-
dycji wody jest funkcjg stezenia naswietlonego zwigzku (162). W roz-
tworach rozcienczonych rzedu 10“5M <= 0,01—0,02 M/E, w bardziej ste-
zonych roztworach rzedu 10 _2M osigga ona w przypadku urydyny po-
czatkowg wartos¢ 0,04 M/E i maleje w miare przebiegu reakcji. Ta zalez-
no$¢ jest prawdopodobnie wynikiem addycji wody réwniez do fotody-
socjujacych czasteczek dimerow, ktérych guasi-stacjonarne stezenie ros-
nie wraz ze stezeniem naswietlanego zwigzku (115, 135).

W polinukleotydach reakcja fotodimeryzacji znacznie skuteczniej kon-
kuruje z reakcjg fotoaddycji wody. W poczatkowej fazie naswietlania,
w zakresie niewielkich pochfonietych dawek, wzgledne stezenie dimeréw
jest wieksze od stezenia hydratow, lecz w miare przedtuzania ekspozycji
stezenie hydratow stale ro$nie, czeSciowo kosztem dimeréw, tak ze pod
koniec fotohydratowane reszty uracylu sg gtownym produktem prze-
miany.

ZaleznoSci te ostatnio ponownie przebadano identyfikujac rozdzielone
chromatograficznie fotoprodukty znaczonych 3P dwunukleotydéw UpU
(18), dUpU (58) oraz dla poli U (87). Wsrdd fotoproduktow UpU znalezio-

no trzy izomeryczne wewnatrzczgsteczkowe dimery oznaczone UpUJZ

UpU2i UpU3 natomiast rozdziat monohydratéw od dwuhydratéw byt nie-
petny. Obie frakcje hydratow wydzielono z fotoproduktéow dUpU. Krzy-
we narastania poszczeg6lnych fotoproduktéw UpU w funkcji dawki pro-
mieniowania 248 mu. (rysunek b5a) dajg sumaryczny obraz przemiany
zgodny z wcze$niejszymi obserwacjami (129, 162) opartymi wytgcznie
na pomiarach spektrofotometrycznych i termicznej odwracalnosci foto-
hydratacji. Dimer UpU1 powstajagcy okoto szeSciokrotnie szybciej od po-
zostatych izomeréw, odpowiada najprawdopodobniej swa budowg cis-syn
dimerowi TpT1 (156). Warto zaznaczy¢, ze pomiary dyspersji rotacji op-
tycznej (ORD) dla UpU (155) nie wskazujg na warstwowe utozenie reszt
uracylu w tym dwunukleotydzie.

Maksymalna ilo$¢ dimerow w stanie guasi-rGwnowagi fotochemicznej
jest funkcjg dtugosci fali (rysunek 5b). Stosunek pomiedzy iloScig utwo-
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rzonych dimeréw i hydratdw zmienia sie zatem réwniez w funkcji dtu-
gosci fali. Poniewaz wydajno$¢ kwantowa fotohydratacji rosnie wraz
z dtugoscig fali (62), promieniowanie dtugofalowe sprzyja fotohydratacji,
a krétkofalowe dimeryzacji, jakkolwiek w tym ostatnim przypadku ma-
ksymalna ilo$¢ dimerow jest kilkakrotnie mniejsza niz dla promieniowa-
nia dtugofalowego (rysunek 5b).

Rys. 5a. Zanik [3P]-UpU i powstawanie fotoproduktéw w funkcji dawki promie-
niowania 248 mu, bufor: winian potasu, 0.005 M pH 4.5 (18).
Rys. 5b. Maksymalna frakcja UpU w postaci dimeréw oraz frakcja UpU w postaci

hydratéw (UpU)* (w momencie gdy frakcja UpU1losigga 90% maksymalnej wartosci)

w funkcji diugosci fali promieniowania (18). Maksymalna ilo$¢ dimeréow TpT
wg. (63).

W poli U wydajnosci kwantowe reakcji hydratacji i dimeryzacji w ca-
tym zakresie spektralnym pokrywajacym sie z diugofalowym pasmem
absorpcji uracylu sg takie same jak w przypadku UpU (87). Z enzyma-
tycznych hydrolizatow polimeru wyodrebniono tylko dwa stereocizome-

ryczne dimery UpU1li UpU3 Chromatograficzny rozdziat i identyfikacja
produktow rozktadu naswietlonego polimeru RN-azg ujawnity rézne od
statystycznego rozmieszczenie dimeréw wzdtuz tancucha. RN-aza nie
atakuje wigzan fosfodwuestrowych pomiedzy zdimeryzowanymi resztami
pirymidynowymi (60, 84, 168). W produktach hydrolizy naswietlonego po-
limeru znaleziono zatem trojnukleotydy o budowie UpUpUp, UpUpUp*

*H2 oraz wyzsze oligomery o budowie (UpUp)nXp, gdzie n” 2, a Xp=
= Up; Up*H2D (84, 87). Poczatkowa szybkos$¢ pojawiania sie fragmentow
zawierajacych sgsiadujgce dimery, bez wstepnego okresu indukcji, ocze-

2 Postepy Biochemii



142 K. L. WIERZCHOWSKI [16]

kiwanego w przypadku statystycznego rozktadu fotoproduktéw, wskazy-
wataby na zbiorowy, ekscytonowy charakter wzbudzenia reszt uracylo-
wych potgczony z przeniesieniem energii wzdtuz tancucha polimeru. Fala
pobudzenia nie jest w stanie przekroczy¢ zdimeryzowanych reszt uracy-
lowych ze wzgledu na niearomatyczny, nasycony ich charakter. W miej-
scu ,odbicia sie” na dimerze fali pobudzenia dochodzi do degradacji
energii fotochemicznej, co zwieksza prawdopodobiefAstwo zajscia reakcji
fotochemicznej. Poniewaz RN-aza trawi wigzania pomiedzy fotohydrato-
wanymi resztami, nie udato sie ustali¢ czy w nasSwietlonym polimerze
pojawia sie analogiczne skupiska hydratow uracylu.

W dwutancuchowym poli A:U, o budowie przestrzennej zblizonej do
budowy czasteczki DNA (125) szybko$¢ obu reakcji fotochemicznych reszt
uracylu jest wielokrotnie mniejsza od ich szybkos$ci obserwowanej w po-
li U (85 140, 165). Poczatkowa wydajnos¢ kwantowa zaniku reszt ura-
cylu dla promieniowania 253,7 mia (obliczona w oparciu o spektrofoto-
metryczne pomiary spadku absorpcji hydrolizatéw) jest w poli A:U okoto
20-krotnie mniejsza niz w poli U (165). W odr6znieniu jednak od poli U
reszty uracylu w poli A:U w poczatkowej fazie naswietlania praktycznie
ulegaja tylko fotohydratacji. Przemawia za- tym peina termiczna (lub
katalizowana kwasem) odwracalno$¢ zmian fotochemicznych w hydroli-
zacie polimeru (140, 165). W miare narastania ilosci hydratowanych reszt
uracylu kompleks stopniowo dysocjuje, co utatwia rozwdj stereospecy-
ficznej reakcji fotodimeryzacji; termiczna odwracalno$¢ procesu zanika
dopiero po uwodnieniu okoto 20% reszt uracylu. Obecno$¢ fotohydratow
w kompleksie w mniejszym stopniu destabilizuje jego strukture drugo-
rzedowga niz obecnosé dimerdéw, ktére trwale deformujg taficuch gtéowny
polimeru. Przy poréwnywalnej ilosci fototransformowanych reszt U w poli
A:U i T w poli A:2rT rzedu okoto 20% temperatura przejscia koopera-
tywnego do formy nieuporzadkowanej pierwszego kompleksu obniza sie
tylko o okoto 4°C, podczas gdy drugi praktycznie jest juz catkowicie zde-
naturowany. Kompletnie fototransformowany poli U (85% reszt U hy-
dratowanych, 15% dimeréw) nie tworzy jednak kompleksu z poli A (140)
podobnie jak i 5,6-dwuhydro-poli U otrzymany przez fotoredukcje po-
li U w obecnosci BHi" (25).

Nieco inne wyniki doswiadczen nad fotolizag poli A:U pod wptywem
promieniowania 280 nm oraz wprost przeciwstawng ich interpretacje po-
dali ostatnio Pearson i Johns (85). Sledzili oni przebieg reakcji
fotochemicznych rozktadajagc RN-azg znakowany polimer 3P, i oznaczajac
uwalniajgce sie nukleotydy UpUp*H2 UpUpUp i UpUpUp*HD stwier-
dzili, ze poczatkowa szybko$¢é uwodnienia jest okoto 10-krotnie, a dimery-
zacji okoto 5-krotnie mniejsza niz w poli U. W oparciu o te obserwacje
oraz o kinetyczng analize danych doswiadczalnych, polegajaca na przy-
blizonym rozwigzywaniu uktadu réwnan rdzniczkowych, doszli oni do
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whniosku, ze fotohydratacja zachodzi tatwiej w poblizu utworzonego di-
meru, wobec czego dimeryzacja powoduje lokalne denaturacje i rozwdj
fotohydratacji. Wniosek ten jednak nie budzi zaufania, poniewaz autorzy
w obliczeniach szybkos$ci obu reakcji nie uwzglednili okoto 40°/0 fotopro-
duktéw zawartych w wyzszych oligonukleotydach hydrolizatu oraz ze
wzgledu na arbitralno$¢ doboru wartosci przekrojéw czynnych (propor-
cjonalnych do wydajnosci kwantowej) dla obu reakcji w réznych jej fa-
zach.

Obnizeniu wydajnosci kwantowej obu reakcji fotochemicznych reszt
uracylu w poli A:U towarzyszy obnizenie wydajnos$ci fluorescencji tego
polimeru, co wskazuje, ze w sztywnej strukturze kompleksu rosnie sku-
teczno$¢ bezpromienistych proceséw degradacji energii. Przypuszczalnie
ma w tym tez swoj udzial postulowane przeniesienie (52) energii wzbu-
dzania cd reszty uracylowej do adeniny, na co wskazuje tez obnizona
w ApU w poréwnaniu z Up wydajnos¢ kwantowa hydratacji reszty ura-
cylowej (165). Natomiast wieksze wzgledne prawdopodobiefAstwo reakcji
addycji wody do reszt uracylu niz ich dimeryzacji niewatpliwie wynika
ze sztywnosci struktury. Obrécenie sgsiadujgcych reszt uracylu wzgledem
siebie o kat okoto 30° stanowi przestrzenng zawade dla dimeryzacji,
natomiast wysuniete ku zewnetrznej powierzchni polimeru wigzania
5,6 moga reagowa¢ z woda warstwy solwatacyjnej.

3. Cylozyna

Nietrwatos¢ powstajgcych w roztworach wodnych fotoproduktéw cy-
tozyny i jej pochodnych uniemozliwia ich wyizolowanie i bezpos$rednia
identyfikacje. Nie mniej badania przebiegu reakcji fotochemicznych oraz
witasciwosci fotoproduktow cytozyny (41, 80, 142, 160, 164), jej Nj- i N6
-metylowanych pochodnych (44) cytydyny i dezoksycytydyny (41, 160,
164), kwasow cytydylowych (41, 61, 99, 119, 160), dwu- i trédjnukleoty-
déw cytozyny (46, 163, 165) oraz kwasu polirybozocytydylowego (83, 111,
163, 165) dowodzg posrednio, ze fotochemiczne reakcje obserwowane
w roztworach wodnych zwiazkéw uracylowych — uwodnienie i dimery-
zacja — sg rowniez charakterystyczne dla pierScienia cytozyny. Reakcja
dimeryzacji cytozyny zostata dopiero niedawno odkryta (46, 111) i jest
mato zbadana.

Fotohydraty cytozyny i jej pochodnych podobnie jak i 5,6-dwuhy-
dro-pochodne charakteryzujg sie mocnym pasmem absorpcji (B1—13—
—14 000) z maksimum potozonym okoto 240 m/i (61, 119, 160, 164), a wid-
ma dimeréw cytozyny jako zwigzk6w z nasyconym wigzaniem 5,6 sg
niewatpliwie zblizone (109). W rezultacie stosunek wspétczynnikéw mo-
lowej ekstynkcji monomeru ("max~270 mu, £m~9 000) i dimeru, decy-

dujacy o potozeniu rownowagi fotochemicznej, C,Ci= Edla danej diu-
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gosci fali, maleje z dtugoscig fali, a wraz z nim i guasi-stacjonarne ste-
zenie dimerow znacznie szybciej niz w przypadku tyminy i uracylu. Ta
charakterystyczna zmiana potozenia réwnowagi fotochemicznej wraz
z dtugoscia fali stanowi iedno z kryteriow dimeryzacii cytozyny w poli-
nukleotydach (46, 109, 111).

Wydajnos¢ dimeryzacji cytozyny nawet w zamrozonych roztworach
wodnych (142) i w polinukleotydach (46, 109, 111) jest niska, a utworzone
dimery szybko ulegajg dezaminacji do dimerow uracylu. Na podstawie
ich obecnosci w produktach reakcji wnioskuje sie o utworzeniu dimerow
cytozynowych.

NH2 nh?2
H H JL
ho HN' -K nh
-nh3* N]
NH2 (T T h r Y n N H H ‘
’ R R

H
NH2
O 5 h 2o
-nh3 "
N-  OH
R

R =H , pyboza,dezoksyryboza

Schemat 4. Reakcja fotodimeryzacji i fotohydratacji cytozyny

Dominujgcymi koricowymi produktami fotochemicznej przemiany Nx-
-nukleozydéw i nukleotydéw cytozyny oraz reszt cytozyny w dwu- i po-
linukleotydach w roztworach wodnych (85—95% wydajnosci) sa ich foto-
hydraty. Wydajno$¢ kwantowa reakcji w przypadku monomerycznych
pochodnych waha sie w granicach od 2X10-3 M/E do 10~2 M/E. W poli-
nukleotydach CpCp i poli-C wydajnos¢ kwantowa reakcji w poréwnaniu
z jej wartoscig dla nukleotydow rybocytydyny obnizona jest $rednio
0 30—40% (163, 165). Fotohydraty pochodnych cytozyny sg znacznie mniej
trwate od analogicznych fotohydratow zwigzkéw uracylowych. W fizjo-
logicznych warunkach pH i temperatury (pH 7,5; 37°C) okres po6ttrwania
fotohydratu Cp wynosi okoto 50 minut, a fotohydratu Up okoto 4 dni.
Pierwszorzedowe state szybkosci reakcji eliminacji czasteczki wody
w poréwnywalnych warunkach, sa dla 5,6-dwuhydro-6-hydroksy po-
chodnych cytozyny przynajmniej o dwa rzedy wyzsze (pH 7 k2o
10“3—10-4 s—3) od wartosci dla fotohydratéw pochodnych uracylowych
(w maksimum trwatosci fotoproduktu przy pH 5, k 200 10~6 s-1). (61, 71).
Stata szybkosci reakcji eliminacji wody z fotoproduktow pochodnych
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cytozynowych zalezy od charakteru podstawnikéw na na azocie N4
grupy egzo-aminowej, obecnosci grupy fosfoestrowej i potozenia jej
w pierscieniu rybozy wzglednie dezoksyrybozy w mono- (44, 164) i poli-
nukleotydach (46, 163).

Znaczna szybko$¢ ciemnej reakcji eliminacji wody przy naswietlaniu
roztworow pochodnych cytozynowych wigzkami o natezeniu rzedu
1016— 1017 kwantéw/min/cm?2 prowadzi do ustalenia sie quasi réwnowagi
pomiedzy reakcjami addycji wody i jej eliminacji (164). W przypadku
wolnej cytozyny wydajnos¢ kwantowa fotoaddycji jest bardzo niska
$ = 2X10-3 M/E, a k2o dla reakcji odwrotnej wynosi 10-3 s-1 i réwno-
waga jest tylko nieznacznie przesunieta na strone fotohydratu (30, 164).
W warunkach fizjologicznych, przy niskich natezeniach wigzki czyn-
nego fotochemicznie promieniowania, rownowaga ta dla reszt cytozyny
w naturalnych kwasach nukleinowych bedzie w bardzo matym stopniu
przesunieta na korzy$¢ fotohydratéw.

Réwnolegle z eliminacjag wody z fotohydratow pochodnych cytozyny
przebiega ich dezaminacja (99, 61). Powstajacy przez dezaminacje foto-
hydratu Cp fotohydrat Up ulega z kolei dehydracji do kwasu urydylo-
wego. Szybko$¢ dezaminacji jest okoto dwa razy mniejsza od szybkosci
eliminacji wody tak, ze maksymalna ilos¢ dezaminowanych czgsteczek
wynosi okoto 10% utworzonych fotohydratéw. Jednak w warunkach
rownowagi pomiedzy reakcjami addycji wody i jej eliminacji oraz przy
przedtuzonej ekspozycji promieniowania ilo§¢ dezaminowanych czgste-
czek bedzie wzrasta¢ wraz z dawka. Tak wiec, nawet w warunkach
stabego naswietlania, kiedy bezposrednie znaczenie fotohydratacji moze
by¢ znikome, skutki naswietlania dzieki reakcji dezaminacji fotohydratow
beda miaty najprawdopodobniej istothe znaczenie mutagenne.

Skomplikowany uktad fotochemicznych i ciemnych reakcji (schemat 5)
wystepujacych przy naswietlaniu CpC w roztworze wodnym (46) pro-
wadzi do powstania szeregu produktéow, ktérych wzgledne ilosci zalezg
od pH $rodowiska, temperatury, dtugosci fali i natezenia promieniowania.

Maksymalne stezenie dimeréw CpC (mierzone po dezaminacji iloscig
dimeréw UpU (rysunek 6) osiggniete zostaje juz przy niewielkiej pochto-
nietej dawce promieniowania 280 mu, ale przy przedtuzeniu ekspozycji
obniza sie ono w wyniku przemiany dimeréw w fotohydraty. To maksy-
malne stezenie dimeréw CpC jest okoto dwukrotnie nizsze od stezenia
wszystkich dimeréw UpU w UpU naswietlanym w analogicznych warun-
kach. Poniewaz potozenie réwnowagi dimeryzacji znacznie silniej zalezy
od dtugosci fali dla cytozyny niz dla tyminy czy uracylu, maksymalne
stezenie dimeréow CC w CpC przy 265 mix wynosi juz tylko okoto 3,50,
a przy 240 mMt ponizej 2% podczas gdy odpowiednie warto$ci dla dimerow
UU w UpU (rysunek 5b) wynoszg okoto 30°/0 i 15%.
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Przebieg proceséw fotochemicznych w poli C badano tylko z punktu
widzenia fotohydratacji (83, 163, 165). Wstepnie wykazano, ze w dwu-
tancuchowym kompleksie poli C:lI wrazliwo$¢ wodorowo zwigzanych reszt
cytozyny na promieniowanie 253,7 mM jest w poréwnaniu z resztami
C w poli C okoto dwukrotnie nizsza (165). Na podstawie zmian spektral-
nych wskazujgcych na nasycenie wigzania 5,6 cytozyny oraz ich czescio-
wej cdwracalno$ci termicznej przyjeto, ze fotohydratacja ma miejsce

hvt
CpC *hy C[I: UpC A UpU
CpC
c,c*

C*- C'H20 s -oznacza spontaniczng reakcje
u*=u-h2o

Schemat 5. Reakcje fotochemiczne i ciemne CpC.

Rys. 6a. Wydajno$¢ powstawania UpU (jako procent przereagowanego CpC) oraz
monohydratéw C*pC i dwuhydratéw C*pC* z CpC w funkcji dawki promienio-
wania 280 m.u
bufor: mréwczan amonu, 0.003M pH 45, temp. 4°C. UpU wydzielano elektroforetycznie po
24 godz. stania fotolizatu w temp. pokojowej. C*pC i C*pC* wydzielano natychmiast elektro-
foretycznie w temp. 4°C (46).

Rys. 6b. Wydajnos¢ powstawania UpU wyrazona jako procent przereagowanego

CpC naswietlanego 280, 255, 240 mu.,
bufor: mréwczan amonu, 0.002M pH 5.1, temp. 25°C (46)
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réwniez i w dwutancuchowym kompleksie. Obecno$¢ fotoproduktéw
powoduje dysocjacje kompleksu poli C:lI podobnie jak komplekséw poli
A:U i poli A:2rT.

Setlow i wsp. (111) badali skutki naswietlania kompleksu poli
dC:dl niskg dawkg rzedu 104—105 ergow/mm2 promieniowania 280 m(..
Powodowata ona okoto 6% spadek absorpcji przy 270 mix oraz podobny
przyrost przy 240 mu zwigzany z nasyceniem wigzania 5,6 okoto 8% reszt
cytozyny. Zmiany te nie odwracalne spontanicznie w temperaturze poko-
jowej, mozna byto czeSciowo odwroci¢ dziataniem promieniowania 239 mu.
Na tej podstawie wykluczyli oni powstawanie mierzalnych ilosci foto-
hydratacji w poczatkowej fazie naswietlania, przypisujac zmiany spek-
tralne obecnosci dimeréw, a nastepnie posrednio wykazali istnienie dime-
rbw cytozyny, wyodrebniajagc dimery UU. Autorzy ci pomineli jednak
w rozwazaniach reakcje dezaminacji dimeréw CC, ktdra biegnagc zapewne
réwnoczes$nie z odszczepianiem wody z fotohydratow C uniemozliwia
odtworzenie drugorzedowej struktury kompleksu co miato stanowi¢ kry-
terium obecnosci fotohydratow. Niewatpliwie konieczne sg dalsze badania
nad ustaleniem wydajnosci obu reakcji w dwutanncuchowych polinukleo-
tydach w zakresie matych dawek promieniowania.

I1l. Fotochemiczne uszkodzenia kwaséw nukleinowych

Wyniki badan nad syntetycznymi polinukleotydami dowodzg mozli-
wosci powstawania w czgsteczkach naturalnych kwaséw nukleinowych
zarowno dimeréw jak i hydratéw zasad pirymidynowych. Jednak wy-
krycie poszczegdinych fotoproduktéw w kwasach nukleinowych napo-
tyka na duze trudnosci techniczne.

Dawki UV powodujace u drobnoustrojow: wzrost czestosci mutacji,
zahamowanie syntezy DNA czy ich inaktywacje, zawarte sg w granicach
od 1 do 104 ergobw/mm2 (59, 101, 105, 106). W dwutancuchowych poli-
nukieotydach za$ pod wptywem dawki 104 erga/mm?2, ilo$¢ reszt pirymi-
dynowych ulegajgcych fotochemicznej reakcji nie przekracza 1°/0. Zmiany
chemiczne i fizykochemiczne w naswietlanym DNA wykrywa sie klasycz-
nymi metodami dopiero po pochtonieciu dawki przynajmniej rzedu
104— 105 erga/mm?2 (74, 167, 169), gdy zaczynajg juz wystepowaé objawy
lokalnej denaturacji. Poniewaz bezwzgledna szybko$¢ poszczeg6lnych
reakcji fotochemicznych jak i stosunek szybkosci reakcji dimeryzacji
i uwodnienia zalezy od stanu struktury drugorzedowej polimeru, nie-
mozliwa jest ekstrapolacja wynikow obserwowanych przy duzych daw-
kach do dawek matych. Dopiero wprowadzenie techniki znakowania
w DNA reszt tyminy i cytozyny, wzglednie fosforu promieniotwoérczymi
izotopami umozliwito oznaczanie dimerow pirymidynowych powstajagcych
pod wptywem dawek 103—104 erg/mm2 Nierozwigzany pozostat jednak
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problem wykrycia w DNA i RNA nietrwatych fotohydratéw cytozyny.
Cze$¢ znacznie trwalszych hydratow uracylu mozna wydzieli¢ z enzy-
matycznych hydrolizatbw RNA (99). Poniewaz jednak Zzadna ze stoso-
wanych do hydrolizy nukleaz nie atakuje wigzan fosfodwuestrowych
pomiedzy dimerami lub resztami pirymidynowymi dimeréw (60, 75, 84,
110, 168), pozostata cze$¢ wystepuje w nie tatwo poddajgcej sie rozdziatowi
i identyfikacji frakcji wyzszych oligonukleotydéw. Z tych samych wzgle-
dow oznaczenia ilosci dimerow pirymidynowych w hydrolizatach DNA
rowniez ogranicza sie do dimerédw wystepujacych w trojnukleotydach

pXpPypPy (109), tréjnukleotydy te stanowiag jednak gtéwny produkt
rozktadu DNA naSwietlonego matymi dawkami. Wreszcie istotng prze-
szkode stanowi niejednorodno$¢ wiekszosci preparatow naturalnych kwa-
séw nukleinowych oraz nieznajomos$¢ ich sekwencji nukleotydowych.

1. DNA

Stwierdzenie bezposrednio po odkryciu dimeryzacji tyminy obecnosci

dimeréw TT w DNA naswietlonym in vitro (10) i (143), a nastepnie wy-
kazanie zwigzku tej reakcji z inaktywacjg transformujgcego DNA (95,
102, 113) skupito uwage przede wszystkim na jej skutkach biologicznych
(101, 105, 106). Jednostronnos$é spojrzenia, pdzne odkrycie reakcji dime-
ryzacji cytozyny, trudnosci metodyczne oraz nie wystarczajagce postepy
doswiadczern z modelowymi polinukleotydami ttumaczg szczupto$é infor-
macji o procesach fotochemicznych w DNA (21, 115, 122, 142).

Blackburn i Davies (13) wyodrebnili z DNA E. coli naswie-
tlonego duzag dawka promieniowania dwa steroizomeryczne dimery
tyminy w ilosciach odpowiadajacych 2,0% i 0,6% catej zawartosci tyminy
i wykazali, ze izomer wystepujacy w wiekszej ilosci jest typu cis-syn
(I, rysunek 1). Dimery tyminy w DNA powstajg zatem zgodnie z oczeki-
waniem przede,wszystkim w wyniku dimeryzacji sgsiadujgcych ze sobg
w tym samym tafdcuchu reszt zasadowych. Drugi steroizomer magtby
by¢ wedtug autoréw produktem dimeryzacji reszt tyminy z przeciw-
legtych, komplementarnych tancuchéw.

Setlow i wsp. (108, 113) obserwowali, ze w réznych DNA, kilku-
procentowy spadek absorpcji roztworéw wywotany promieniowaniem
dtugofalowym (280 mu), mozna byto czesciowo odwroci¢ promieniowa-
niem krétkofalowym (239 mM) do poziomu zblizonego do otrzymywa-
nego pod wplywem porownywalnej dawki wytgcznie promieniowania
krotkofalowego. Poniewaz wielko$¢ odwracalnych zmian w réznych DNA
korelowata sie w przyblizeniu z czestotliwoscig sekwencji TT, obserwo-
wane zmiany interpretowano wytacznie jako wynik przesuwania réwno-

wagi fotochemicznej T,T"T_?. Wykazanie dimeryzacji cytozyny w CpC
(46) i w poli dT:dC (111) oraz prawdopodobieAstwo udziatu fotoche-
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micznej reakcji cytozyny w uszkodzeniach funkcji biologicznych DNA
(101) stanowity punkt wyjscia opublikowanych w 1966 roku doswiadczen
Carriera i Setlowa (109) nad ustaleniem rodzaju i ilosci dimeréw
pirymidynowych indukowanych fotochemicznie w DNA. Znakowany
promieniotwdérczg tyming i cytozyng DNA z naswietlanych bakterii pod-
dali oni enzymatycznej hydrolizie i w otrzymanych tréjnukleotydach
pXpPypPy stwierdzili wytgcznie dimery TT oraz UT i UU powstajace
z hydrolitycznej dezaminacji CT i CC. Spontaniczna dezaminacja CT i CC
jest wystarczajgco powolna by do wykazania obecnosci obu dimeréw
wykorzysta¢ takze r6zng dla reszt dwuketopirymidyn (T i U) cytozyny
zalezno$¢ quasi-stacjonarnego stanu réwnowagi fotochemicznej Py,

Py~ PyPy od dtugosci fali i dawki promieniowania. Przy promienio-
waniu 280 mia. stezenie dimerow CT i CC mierzone jako UT i UU osigga
szybko stan guasi-stacjonarny, podczas gdy natezenie dimerdw TT ciagle
jeszcze wzrasta liniowo wraz z czasem ekspozycji. Poczagtkowa szybkosc
dysocjacji pod wpltywem promieniowania krdtkofalowego (239 mia) jest
dla cytozyny pieciokrotnie wyzsza niz dla TT i UU. Zgodnie z tym w DNA
naswietlonym promieniowaniem diugofalowym, a nastepnie ogrzanym
w celu dezaminacji CT i CC i ponownie naswietlonym promieniowaniem
krotkofalowym ilos¢ dimerow UT i UU byta wieksza niz w DNA nie pod-
danym ogrzaniu. Jednocze$nie obserwowano zwiekszong ilo$¢ uracylu,
powstajacego w wyniku dysocjacji UT i UU. Procesy zwigzane z fotodi-
meryzacja reszt pirymidynowych we fragmentach DNA zawierajgcych
dtuzsze sekwencje zasad pirymidynowych -(PypPyp)n- gdzie n 2 mozna
zatem przedstawi¢ nastepujagcym uktadem schematéw reakcji:

hv—-
T TATT 1
CT CT—UTziu, T 2
c,crCC—UUNULU 3

Wzgledne ilosci réznych dimeréw pirymidynowych w DNA zalezg
ponadto od sktadu nukleotydowego samego DNA i od czestotliwo$ci wy-
stepowania danej sekwencji nukleotydowej w DNA. Proporcjonalnos$é ta
nie zalezy od dawki. Suma wszystkich dimeréw pirymidynowych przy-
padajagcych na jeden nukleotyd ro$nie wraz ze wzrostem procentu molo-
wego par AT w DNA. Zaleznosci te dla DNA trzech réznych rodzajow
bakterii zestawiono w tablicy 1. \

Z danych tych wynika, ze ilosci dimerow pirymidynowych w DNA
naswietlonym dawkami w zakresie 103—104 erg/mm2 sg znikome. Na
przyktad, w DNA E. coli naswietlonym dawka 4X104 erg/mm2 promie-
niowania 280 min na jednostke ciezaru czasteczkowego 106 daltona (okoto
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3000 nukleotydéw) przypada wszystkiego okoto 30 dimerdéw: —2 dimery
CC, ~8 dimeréw CT i ~20 TT. Dla dawki promieniowania 265 nut
2X103 erga na mm2 ilos¢ dimerow jest 5—6 razy mniejsza. Ostabienie
termodynamicznej trwatosci struktury drugorzedowej DNA przy tak nie-
wielkiej ilosci uszkodzen fotochemicznych jest najprawdopodobniej za
mate aby wystapity lokalne denaturacje zmieniajgc kinetyke reakcji
fotochemicznych. Wobec tego usprawiedliwiona jest ekstrapolacja ilosci
dimeréw od tych dawek do jeszcze mniejszych, rzedu 5—20 ergdw/mm2,
powodujgcych peine zahamowanie syntezy DNA w bakteriach E. coli
Bs_i. Przy zalozeniu, ze dimery stanowig absolutny blok dla syntezy DNA
po dawce 2 ergéw/mm?2 przecietnie 1 dimer przypada na 200 \i dtugosci
DNA czyli koto 1/5 catej dtugosci chromosomu bakteryjnego o ciezarze
czasteczkowym rzedu 109 daltona (105, 130).

Fotohydratacje reszt cytozyny stwierdzono posrednio tylko w zdena-
turowanym DNA w oparciu o termicznie odwracalny przyrost absorpcji
roztworu przy 240 mji (108). O obecnosci fotohydratow w natywnym DNA
naswietlonym duzg dawka promieniowania moze S$wiadczy¢ ciemna
reakcja przywracajaca czesciowo wywotany przez promieniowanie spadek
absorpcji roztworu (150). Przy daleko posunietej fotolizie reszt pirymidy-
nowych struktura drugorzedowa DNA jest jednak tak powaznie zdy-
socjowana, ze warunki przebiegu procesow fotochemicznych sg podobne
jak w zdenaturowany.m DNA. Setlow i Carrier (108) nie zauwazyli
spektrofotometrycznie ciemnej reakcji dehydracji reszt cytozyny w na-
tywnym DNA naswietlonym niewielkg dawkag promieniowania, nie jest

to jednak wystarczajgce kryterium, poniewaz obecno$¢ dimeréw TT i CC
oraz spontaniczna dezaminacja tych ostatnich mogg uniemozliwia¢ od-
tworzenie drugorzedowej struktury nawet po regeneracji fotohydrato-
wanych reszt cytozynowych.

Wyjasnienie czy fotohydratacja cytozyny w dwutancuchowych struk-
turach konkuruje z fotodimeryzacjg wymaga dalszych badan.

Doswiadczenia z modelowymi kompleksami polinukleotydowymi po-
kazuja, ze w uporzadkowanych, dwutancuchowych strukturach typu DNA
rozwdj denaturacji pod wpltywem promieniowania spowodowany jest
dimeryzacja i hydratacja pirymidyn. Utworzenie dimeru trwale deformu-
je tancuch uniemozliwiajgc przyjecie prawidtowej helikoidalnej konfor-
macji. Poza tym zasady pirymidynowe po nasyceniu wigzania 5,6 tracg
zdolno$é do stabilizujgcych strukture drugorzedowg oddziatywan z sasia-
dujagcymi resztami zasadowymi oraz z resztami purynowymi komple-
mentarnego tancucha.

Uszkodzenia struktury drugorzedowej DNA zmieniaja jego wtasci-
wosci. Obserwuje sie obnizenie temperatury denaturacji, spadek lep-
kosci roztworu, wzrost pozornej gestosci w gradiencie CsCl i wzrost
szybkosci reakcji grup aminowych zasad z formaldehydem (74, 167).
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W polimerze o nieuszkodzonej strukturze drugorzedowej ta ostatnia
reakcja jest silnie zahamowana, poniewaz grupy NH2sa zwigzane wodo-
rowo z komplementarnymi zasadami i znajdujg sie wewnatrz polimeru.
Niewielka czuto$é metod pozwala zauwazyé te objawy denaturacji DNA
dopiero po dawce rzedu 105—106 erga/mm2 (74, 169). Uwalniajgce sie
grupy aminowe jako kryterium lokalnej denaturacji DNA mozna wykry¢
jednak juz po dawkach 6—8X104 erga/mm2 mierzac zmiang czasu zycia
fluorescencji oranzu akrydyny agregujacego sie warstwowo na tych gru-
pach (96, 169, 170).

Badanie wiasnosci hydrodynamicznych naswietlonego i poddanego
denaturacji w formamidzie DNA ujawnia dwa dalsze rodzaje uszkodzen
struktury polimeru: utworzenie wigzan poprzecznych oraz pekanie wigzan
fosfodwuestrowych (47, 50, 74, 75, 158).

Pojawienie sie podczas frakcjonowania naswietlonego DNA w gra-
diencie CsCl (97) frakcji nie denaturujgcej sie w formamidzie uwaza sie
za skutek tworzenia sie kowalentnych wiazan poprzecznych pomiedzy
komplementarnymi taficuchami w wyniku dimeryzacji przeciwlegte poto-
zonych reszt tyminy (74, 75, 169). W natywnej, sztywnej strukturze DNA,
podobnie jak i w poli dAT warunkiem miedzytaficuchowej dimeryzacji
pirymidyn jest lokalna dezorganizacja struktury polimeru. Rzeczywiscie,
wraz z postepujacg dysocjacjg struktury drugorzedowej w podwyzszonej
temperaturze ro$nie frakcja DNA nie denaturujgca sie w formamidzie
osiggajac maksimum przy dysocjacji okoto 10% wigzan wodorowych
w przypadku DNA faga T2 (158), a w przypadku DNA Salmonella typ-
himurium po dysocjacji okoto 20°/o wigzan wodorowych (50). Brak jednak
bezposrednich dowoddéw, ze wigzania te sg rzeczywiscie wynikiem utwo-
rzenia miedzytancuchowych dimeréw TT wzglednie CC i CT.

W DNA faga T2 oszacowano ilo$¢ poprzecznych wigzahn przypadajg-
cych $rednio na jedng czasteczke (158) zaktadajac, ze jedno wigzanie po-
przeczne w czasteczce DNA powoduje juz jej niedenaturowalnos$¢ oraz,
ze rozmieszczenie wigzan poprzecznych w calej populacji czasteczek jest
zgodne z rozkladem Poissona. Po dawce rzedu 104erga/mm2nie ulegajaca
denaturacji frakcja stanowita okoto 1/3 catej iloSci DNA czemu odpowia-
dato srednio 0,5 poprzecznego wigzania na czasteczke o ciezarze czastecz-
kowym rzedu 1,3—1,6X108 Przy tej dawce za$ ilos¢ dimerédw pirymidy-
nowych w czasteczce DNA o ciezarze rzedu 108 jest rzedu 103 Zatem
prawdopodobienstwo powstania wigzania poprzecznego jest znikome w po-
rownaniu z prawdopodobienstwem dimeryzacji sasiadujgcych reszt piry-
midynowych. W $wietle tych danych sugestia (13), ze wyodrebniona
z DNA E. coli frakcja stanowigca okoto 1/3 frakcji dimeréw o budowie
cis-syn moze pochodzi¢ z dimeryzacji przeciwlegte potozonych reszt
tyminy wydaje sie mato prawdopodobna. Dimer ten jest przypuszczal-
nie stereoizomerem trans-syn (Il, rysunek 1), powstajgcym z reszt tyminy
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sgsiadujgcych w tym samym tancuchu lecz wyprowadzonych z warstwo-
wej konfiguracji przez ruchy cieplne. Rowniez poglady (96, 169, 170)
wigzace pojawienie sie lokalnych denaturacji w DNA wytacznie
z miedzytancuchowg dimeryzacjg tyminy nie znajdujg potwierdzenia
w danych dos$wiadczalnych.

Ciezar czagsteczkowy naswietlonego DNA praktycznie nie zmienia sie
w funkcji dawki. Spadek ciezaru czagsteczkowego naswietlonego DNA
ujawnia sie dopiero po denaturacji w formamidzie, co wskazuje na spo-
radyczne pekanie wigzan fosfodwuestrowych. Podobnych efektdw nie
obserwuje sie w syntetycznych polimerach typu poli A:U (74). Nie jest
wykluczone, ze pekniecia wigzan fosfodwuestrowych w natywnym DNA
wywotane sg procesami fotodynamicznymi (6, 7, 21, 142) uczulonymi
przez minimalne ilosci zanieczyszczen takich jak kationy ciezkich metali
czy czasteczki barwnikéw.

W stanie suchym, w bitonach DNA (oraz niektérych syntetycznych
polinukleotydéw pirymidynowych) obserwuje sie pod wptywem UV
miedzytancuchowa polimeryzacje (158, 159), DNA staje sie nierozpusz-
czalny (158). Natomiast DNA naswietlany w postaci kompleksu z biat-
kiem in vitro lub in vivo, a takze w roztworze zawierajagcym biatko
wigze sie z nim kowalentnie (121, 122, 124). Efekty te wskazujg przy-
puszczalnie na innego typu reakcje nukleofilnej addycji do pierscienia
pirymidynowego wzglednie na jakie$ reakcje rodnikowe. Smith (123,
124) uwaza wigzanie sie¢ DNA z biatkiem za skutek addycji grup -OH
seryny, wzglednie tyrozyny badz tez grup -SH biatka do pirymidynowego
wigzania 56 w DNA. Podstawe takiej interpretacji stanowig reakcje
nukleofilnej addycji grup OH alkoholi lub SH-cysteiny do uracylu
i tyminy (45, 82, 116, 123, 151). Produktem addycji cysteiny do uracylu
jest 5-»S-cysteino-6-hydrouracyl (123). Cysteina reaguje przypuszczal-
nie w podobny spos6b z resztami uracylu w poli U, cytozyny w poli C
oraz tyminy i cytozyny w DNA, poniewaz nasSwietlanie tych polimerow
w roztworze wodnym zawierajagcym 3XS-cysteine prowadzi do wbudo-
wywania izotopu do polimeréw (123).

2. RNA

Bardzo niewiele dotychczas wiadomo o reakcjach fotochemicznych
w RNA (115, 122). Na podstawie wynikéw doswiadczen z modelowymi
oligo- i polinukleotydami zawierajgcymi uracyl i cytozyne mozna sie
spodziewaé, ze w czasteczkach RNA obie reszty pirymidynowe ulegaja
fotoaddycji wody i fotodimeryzacji. Rzeczywiscie okoto 50% spadek
absorpcji wodnego roztworu RNA z drozdzy wywotany promieniowa-
niem 253,7 mj.i jest czeSciowo odwracalny termicznie co wskazuje na
obecnos$¢ fotohydratow pirymidyn (161). Z produktéw enzymatycznej
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hydrolizy RNA wirusa mozaiki tytoniowej naswietlonego duzg dawka
promieniowania 253,7 mu wyodrebniono hydraty (99) kwasu urydylo-
wego w ilosci odpowiadajgcej maksymalnie 64% przereagowanego foto-
chemicznie uracylu. Oznaczajagc w alkalicznym hydrolizacie tego samego
RNA grupy ureidowe powstajgce w wyniku otwarcia pierscienia piry-
midynowego 5,6-dwuhydro-6-hydroksy pochodnych uracylu oraz dime-
row uracylu stwierdzono, ze z posrod 37% fotochemicznie transformo-
wanych reszt uracylu 78% utworzyto hydraty, a 11% dimery. Wieksza
zawartos¢ fotohydratéw uracylu w hydrolizatach alkalicznych moze by¢
wynikiem czeSciowej dezaminacji hydratow i dimeréw cytozyny w tych
warunkach. Ponadto nie wiadomo czy metoda alkalicznej hydrolizy
nadaje sie do oznaczania reszt wbudowanych w tancuch polinukleoty-
dowy.

Wiele prac poswiecono prébom stwierdzenia powigzania przypusz-
czalnych fotoproduktow zasad pirymidynowych RNA z uszkodzeniem
funkcji biologicznych sRNA (42, 51, 53, 128, 168) i infekcyjnego RNA
wirusa mozaiki tytoniowej (65, 66). Badania przesuniecia przy pomocy
promieniowania  krétkofalowego réwnowagi  fotochemicznej Py,

Py A ES;_Py w RNA inaktywowanym promieniowaniem diugofalowym
nie wykazaly zwigzku pomiedzy dimeryzacja, a inaktywacjg (42, 51,
53, 65, 128). Metode te mozna jednak stosowaé tylko wéwczas, jezeli
pod wpltywem promieniowania diugofalowego osigga sie wieksze niz
dla promieniowania krétkofalowego stacjonarne stezenie dimerow piry-
midynowych, co prawdopodobnie nie jest spetnione w przypadku wrazli-
wego na promieniowanie infekcyjnego RNA wirusa mozaiki tytoniowej
(66, 114). Harriman i Zachau (53) stwierdzili, ze wydajnos¢
kwantowa inaktywacji fenyloalaninowego i lizynowego sRNA zmienia
sie wraz z dtugoscig fali podobnie jak i wydajno$¢ kwantowa dimery-
zacji reszt U w dUpU (58, 62). Poniewaz promieniowanie krotkofalowe
nie usuwato skutkéw dziatania promieniowania diugofalowego wysu-
neli przypuszczenie, ze w RNA podobnie jak w dUpU stacjonarne steze-
nie dimerow uracylowych (58) praktycznie nie zalezy od dtugosci fali.

Podatnos¢ RNA wirusa mozaiki tytoniowej na fotoreaktywacje enzy-
matyczng (4, 77) jest jednak wieksza po inaktywacji promieniowaniem
dtugofalowym niz krétkofalowym (77) co wskazywatoby na udziat dime-
ryzacji i pirymidyn w inaktywacji.

Nie udato sie wykaza¢ zwiazku fotoaddycji wody z inaktywacjg bio-
logicznga RNA droga termicznego rozkiadu fotohydratdéw pirymidyn
(42, 53, 128), nie Swiadczy to jednak, ze addycja wody nie wpltywa na
funkcje biologiczne RNA. W podwyzszonej temperaturze czesciowa
dezaminacja fotohydratéw i dezaminacja dimeréw cytozynowych moga
prowadzi¢ do istotnych zmian funkcjonalnych w czasteczce RNA. Poza
tym znaczna trwato$¢ hydratéw uracylu pozwala na petny ich rozktad
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w podwyzszonej temperaturze dopiero wdwczas, gdy obserwuje sie juz
termiczng inaktywacje nienaswietlonego RNA.

Ostatnio Tomasz i Chambers (138, 139) odkryli nowg foto-
chemiczng reakcje reszt uracylowych wbudowanych do tancuchow
SRNA w postaci C5nukleozydéw (pseudourydyna), ktéra moze miec
znaczenie dla inaktywacji rozpuszczalnych RNA zawierajgcych znaczne
ilosci pseudourydyny. 3-monofosforan, 3’,5-dwufosforan pseudourydyny
oraz pseudourydyna w tetranukleotydzie Tp~p-CpGp pod wptywem pro-
mieniowania 253,7 mu ulegaja degradacji do 5-formylouracylu (sche-
mat 6).

O
X
HN NH
roch2
™
hy HNA HPO4 + R -Y
+ + -
(253jm(i)
0 OH CHO
fo—p=o0 TR
¢ R=H L -p'—c?P
1 Oe
Y = niezidentyfikowany fragment
P HO. + P

Schemat 6. Degradacja pseudourydyny

Reakcja ta wywotuje zatem rozszczepienie tancucha polirybozo-
fosforanowego w miejscu wbudowania reszty pseudourydyny. W tetra-
nukleotydzie reakcji tej-towarzyszag inne procesy fotochemiczne prowa-
dzace do zaniku absorpcji reszt zasadowych. Dawka promieniowania
rzedu 106 erga/mm2 powodujgca rozerwanie fafcucha w 60°/0 czasteczek
wywotuje jednoczes$nie fotochemiczng przemiang 50% fragmentéw
pCpGp oraz 70% fragmentow w TpY. Wstepne wyniki badan alanino-
wego sRNA, ktdrego chemiczna budowa jest znana wskazuja, ze pro-
mieniowanie powoduje rozerwanie tancucha w miejscach gdzie znajduja
sie reszty pseudourydyny.



156 K. L. WIERZCHOWSKI [30]

IVV. Uwagi korncowe

Mimo szybkiego rozwoju i znacznych sukceséw badan nad fotochemia
kwasow nukleinowych wiele probleméw pozostaje ciggle jeszcze do roz-
wigzania. Nadal dalecy jesteSmy od peinego zrozumienia mechanizmu
podstawowych reakcji fotochemicznych.

Badania nad optycznymi wiasciwo$ciami reszt zasadowych w synte-
tycznych polinukleotydach o znanej budowie chemicznej i fizycznej, pro-
wadzace do wyjasnienia dréog degradacji i przenoszenia energii elektro-
néw, znajduja sie dopiero w poczatkowej fazie, podobnie jak i ilosciowe
studia nad przebiegiem znanych reakcji fotochemicznych w syntetycz-
nych kompleksach polinukleotydowych. Konieczne sg dalsze prace nad
poznaniem ubocznych reakcji fotochemicznych oraz fotochemicznych
wiasciwosci rzadziej wystepujagcych w kwasach nukleinowych zasad pi-
rymidynowych i purynowych, zwiaszcza w rozpuszczalnych kwasach
rybonukleinowych. Istniejgce poglady na przebieg podstawowych reakcji
fotochemicznych w czgsteczkach DNA oparte sg na nielicznych pracach
zawierajgcych dane doswiadczalne, wartosciowe z punktu iloSciowej ich
interpretacji. Praktycznie nic nie wiadomo o ich przebiegu w czastecz-
kach RNA. Niewielkie rozmiary czasteczek rozpuszczalnego RNA oraz
poznanie chemicznej budowy szeregu tych kwaséw, stwarzajg dobre per-
spektywy dla szczegétowych badan fotochemicznych. Wreszcie sprawg
przysztosci sg dotychczas nie podejmowane prace nad wpiywem obec-
nosci czasteczek biatka w kompleksach nukleoproteidowych na cato-
ksztatt procesébw prowadzacych do pojawienia sie okreSlonych konco-
wych fotoproduktéw w czasteczkach kwasdéw nukleinowych.

Nadchodzgce lata przyniosg niewatpliwie dalszy rozwdj badan nad
fotochemiag kwaséw nukleinowych.
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STEFAN PASZYC*

Fotochemia zwigzkow flawinowych

Photochemistry of Flavins

A brief review is given of experimental methods applied and mechanisms
proposed in photochemistry of flavins. Particular stress is laid on experimental
data concerning transient species and excited states produced during irradiation.

Szereg zwigzkow flawinowych wchodzi w skiad flawoproteidéw dzia-
tajacych jako enzymy w reakcjach oksydo-redukcyjnych. Do najwazniej-
szych koenzymoéw flawinowych naleza: mononukleotyd flawinowy (FMN)
oraz dwunukleotyd flawoadeninowy (FAD). Niektore flawoproteidy za-
wierajg silnie zwigzane jony metali (Fe, Cu, Mo) sprzyjajace powstawaniu
form semichinonowych i mogace bra¢ udzial w procesach katalitycznych.
Czescig sktadowa FMN i FAD jest ryboflawina (RF1) czyli 6,7-dwumety-
lo-9-rybityloizoalloksazyna. Odwracalne reakcje utleniania i redukcji
FMN, FAD i ryboflawiny przebiegajg w ich pierScieniu izoalloksazyno-
wym. Przytaczenie sie wodoru do dwoch atoméw azotu tego pierscienia
w pozycji Nxi NI (rysunek 1) przeprowadza flawiny w ich formy zre-
dukowane (FMNH2 FADH2 i RF1H2.

Pokazna liczba procesdw biochemicznych, w ktérych zaangazowane sg
enzymy flawinowe zwigzana jest z emisja i absorpcjg Swiatta, a wiec ze
zjawiskiem fluorescencji, fotolizy, fotoutleniania, fotoredukcji i foto-
blakniecia (photofading). Udziat flawin w procesach dziatania fotodyna-
micznego, fototropii, fototaksji i fotomorfogenezy jest dobrze znany bio-
logom. Flawiny na przykiad speiniajg niepoS$lednig role w fosforylacji
fotosyntetycznej (9) i enzymatycznej fotoredukcji azotanéw. Szczeg6lng
fotoaktywnoscig odznacza sie ryboflawina. Zwigzek ten jak i wiele innych
barwnikébw moze uczula¢ na wptyw Swiatta reakcje utleniania wielu
substratéw w obecnosci tlenu. Takie dziatanie objawia sie w przypadku
inaktywacji enzymoéw (8, 10, 34), zahamowania funkcji niektdorych mikro-
organizmdéw i hemolizy czerwonych ciatek krwi. Ukazaty sie takze, jak
dotad nieliczne, prace na temat fotochemicznej inaktywacji fungicydow

* Doc. dr, Zaktad Fotochemii Uniwersytetu im. A. Mickiewicza w Poznaniu.

Wykaz uzywanych skrotow: RF1 — ryboflawina, EPR — elektronowy rezonans
paramagnetyczny.
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w obecnos$ci flawin (2, 13). Szczeg6lne zainteresowanie botanikéw wzbu-
dzita uczulona przez ryboflawine reakcja fotoutlenienia kwasu indoloocto-
wego. Rozktad tego hormonu wzrostowego roslin jest prawdopodobnie
zwigzany ze zjawiskiem fototropowym (8, 9, 30). Thimann i Curry
(44) jednak na podstawie poréwnania widm flawin i widma dziatania
(action spectrum) dla fototropii w ultrafiolecie kwestionujg udziat rybo-
flawiny jako uczulacza tej reakcji. Zagadnienie to jest jak dotad otwarte.

Rys. 1. Wz6r strukturalny ryboflawiny i jej widmo absorpcji w wodzie destylowanej.

Ryboflawina jest prawdopodobnie takze tym czynnikiem, ktéry odgrywa
istotna role w zjawisku zwanym ,negatywng fotofobotaksjg” wystepujaca
u chloroplastéw algi Vaucheria sessilis (12). Na zakoniczenie tego niepet-
nego oczywiscie przegladu udziatu flawin w procesach fotobiologicznych
dodac trzeba, ze ryboflawine znaleziono w Zrenicach oczu wielu ssakdw
i to nawet w stanie krystalicznym (28). Wedtug niektérych badaczy
chemiluminescencja towarzyszaca procesom fotosyntezy moze by¢ spo-
wodowana emisjg Swiatta przez ryboflawine (38).

l. Fotoliza flawin

Udziat flawin w wielu procesach fotobiologicznych, fakt, ze budowe
chemiczng flawin ustalono na podstawie badan fotochemicznych oraz
specyficzna wiasciwosé tych zwigzkéw, ktére moga dziataé jako foto-
uczulacze, poniewaz ich pobudzone czasteczki sa donatorami elektronéw
(17) zwrocity na nie szczegblng uwage zarowno chemikdw jak i biologow.
Charakterystyczny zoéty kolor flawin zwigzany jest z silng absorpcja
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Swiatla w zakresie fioletowym i niebieskim widma. Ryboflawina, FMN
i glukozyd ryboflawiny maja niemal identyczne widma absorpcji charak-
teryzujace sie trzema pasmami (Amex = 445, 373, 260 mu-), a widmo FAD
rézni sie nieznacznie (Avex = 450, 375, 263 m|x) (5, 46). Wartosci absorpcji
Swiatta dla wymienionych diugosci fali uzywane sg czesto jako kryteria
oceny czystosci zwigzkéw flawinowych.

Badanie fotolityczne flawin zapoczatkowali Warburg i Chris-
tian, ktdrzy w roku 1932 stwierdzili, ze grupa prostetyczna zdttego fer-
mentu jest Swiatloczuta, a w rok potem wyodrebnili substancje krysta-
liczng, ktora okazata sie 6,7,9-trGjmetyloizoalloksazyng i zostata p6zniej
nazwana lumiflawing (Xrex = 445, 385, 265 m[i). Rodzaj produktow fotolizy
ryboflawiny w duzej mierze zalezy od pH S$rodowiska. Lumiflawina
tworzy sie w Srodowisku alkalicznym, natomiast w kwasnym i obojet-
nym pozostaje gtéwnie lumichrom czyli 6,7-dwumetylo-alloksazyna
("max = 385, 350, 260 mjx). Po przeprowadzeniu fotolizy ryboflawiny lub
jej pochodnych w warunkach beztlenowych, doprowadzeniu tlenu po-
wietrza i oddzieleniu lumichromu otrzymuje sie deuteroflawine
(deutero-FI) czyli 9-formylometyloflawine. Zwiazek ten odznacza sie
znaczng Swiattoczutoscig i wrazliwo$cig na dziatanie alkalii (14, 35).
Fotolize ryboflawiny, FMN, FAD i innych flawin wykrywano metodami
chemicznymi, polarograficznymi (3, 4, 7, 21, 23) chromatograficznymi
(24, 35, 45), spektroskopowymi (2, 24, 47), fluorometrycznymi (4, 24) i na
drodze préb mikrobiologicznych (35). Halwer (11) prowadzit kine-
tyczne badania procesu fotolizy. Najlepiej poznanymi produktami foto-
lizy sg lumiflawina, lumichrom, deuteroflawina i leukodeuteroflawina
czyli zredukowana deuteroflawina (deutero-FIH2, Prace Karrera,
Koshary, a takze innych autoré6w wskazujg na to, ze podczas foto-
lizy ryboflawiny utlenia sie boczny taricuch rybitylowy. Swiadczy
0 tym powstawanie estrow kwasu 6,7-dwumetyloizoalloksazyno-9-octo-
wego w czasie fotorozktadu jak tez i wielu produktow zawierajgcych
atomy wegla od V do 5°, wytwarzanych na skutek pekania bocznego tan-
cucha rybitylowego. Stwierdzono takze, ze wolna grupa hydroksylowa
w potozeniu 2’ sprzyja szybkiej reakcji fotolizy. Halwer (11) wykazat,
ze fotoliza ryboflawiny i jej pochodnych w roztworze kwasnym jest
przyktadem katalizy kwasowo-zasadowej. Sugeruje on rowniez, ze aktem
pierwotnym fotorozktadu jest oderwanie sie protonu od grupy hydro-
ksylowej w potozeniu 2’ i pobranie go nastepnie przez atom azotu w po-
tozeniu 9 pierscienia izoalloksazynowego. PrzejScie protonu zachodzi
tatwiej w Srodowisku odpowiednio zbuforowanym. Koziot (24) foto-
lizujac ryboflawinge w niektérych rozpuszczalnikach organicznych
1w wodzie w obecnosci tlenu powietrza stwierdzit znaczng odpornos¢
tego zwigzku, a takze lumichromu na dziatanie $wiatta uwarunkowang
powstawaniem wigzania wodorowego miedzy tymi zwigzkami, a roz-
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puszczalnikiem. Wyniki badan nad fotolizg flawin i flawoproteidéw
wskazujg na to, ze RF1 i FMN odznaczajg sie jednakowa $wiattoczutoscia,
natomiast flawoproteidy sg daleko mniej podatne na dziatanie Swiatta,
a FAD zajmuje pozycje posrednig. Czynnikami wzmagajacymi fotolize
sa: pH roztworu, stezenie buforéw i warunki beztlenowe. Nalezy réw-
niez dodaé, ze ryboflawina w formie zredukowanej (RF1H2 jest bardziej
odporna na dziatanie Swiatta. W literaturze mozna takze znalez¢ dane
o wpltywie Cu2+, Mg2+ i Fe3+ (47) oraz niektdrych jondw metali ciezkich
(39) na szybkos¢ fotorozktadu flawin w roztworach.

Il. Fotoblakniecie i fotoredukcja*

Badania nad fotoblaknieciem ryboflawiny i jej pochodnych prowadzili
przede wszystkim Oster i Holmstrém (15, 17). Beztlenowe foto-
odbarwianie RF1 w nieobecnos$ci donatoréw elektrondw prowadzi poczat-
kowo do powstawania leukodeuteroflawiny. Dwa wodory przytaczane do
pierScienia aromatycznego pochodzg z taficucha bocznego. Leukodeutero-
flawina ma zdolnos$ci redukcyjne, przy czym sama utlenia sie do deutero-
flawiny. Szybko$¢ blakniecia ryboflawiny w roztworach buforowych
zwieksza sie wraz z kwadratem stezenia buforu. Proces ten zachodzi
zaréwno w obecnosci jak i nieobecnosci tlenu, a takze przy pH kwasnym
lub obojetnym. Tworzenie sie leukodeuteroflawiny zwigzane jest z ka-
taliza kwasowo—zasadowg co objawia sie zwiekszaniem wydajnosci
kwantowej wraz z podwyzszeniem stezenia buforu. Nieznaczny dodatek
KJ (rzedu 10-6 M) w wyrazny sposéb zmniejsza wydajnosé kwantowgq
fotoblakniecia ryboflawiny. Tak nieznaczne stezenie KJ nie wplywa
natomiast na fluorescencje tego zwigzku. Czas zycia produktéw fluory-
zujacych Sx (rysunek 2) jest rzedu 10~8s a gaszenie fluorescencji wyste-
puje dopiero przy stezeniu KJ rzedu 0,1 M.

Poniewaz do zahamowania procesu fotoblakniecia wystarczajace jest
mikromolarne stezenie KJ Oster i Holmstrém doszli do wniosku,
ze powstajgce w tym procesie chemiczne aktywne produkty (T) sg wzgled-
nie trwate i obliczyli, ze czas ich zycia wynosi 10-3 s. A zatem one,
a nie Sj sa zwigzkami przejsciowymi w procesie fotoblakniecia. Nowsze
badania nad fotoblaknieciem ryboflawiny, a wtasciwie jej estru 5’ fosfo-
ranowego przeprowadzit Holmstrdom (15). Postugujagc sie fotolizg
btyskowa w potaczeniu ze spektroskopig kinetyczng S$ledzit on zmiany
widm w toku fotoblakniecia RF1 w roztworze obojetnym w obecnosci lub
w nieobecnos$ci tlenu oraz w roztworach nasyconych powietrzem i z do-

* Termin fotoblakniecie (photofading) zwiagzany jest z rozkladem tancucha

bocznego barwnika w odréznieniu od ,czystej fotoredukcji” (pure photoreduction)
zachodzgcej w obecnosci dodanego czynnika redukcyjnego.
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datkiem H2 2 Fotoliza w warunkach beztlenowych biegnie wedtug naste-
pujacego schematu:

RF1 — deutero-FIH2 1
RF1 f deutero-FIH2* RF1H2+ deutero-FlI 2
deutero-Fi lumichrom 3

Fotorozktad RF1 nastepuje w wyniku naswietlania, a nie na skutek wpro-
wadzonego do badanego uktadu tlenu z powietrza jak to sgdzono uprzed-
nio. Niewielkie ilosci tlenu zwiekszajg jednak wydajno$¢ powstawania
lumichromu. W warunkach tlenowych fotoliza prowadzi do powstawania
obok lumichromu, réwniez blizej nie zidentyfikowanego zwigzku czy
mieszaniny zwigzkéw o maksimum absorpcji w okolicy 400 m(.i.

Rys. 2. Wykres poziomow energetycznych i mozliwych przejs¢ pomiedzy poziomami.

(wg 26)
Liczby (w mu) odnosza sie¢ do absorpcji. Strzatki kreskowane — absorpcja z pominieciem po-
zioméw odpowiadajacych dtugosciom fali 260 i 224 mu; strzatki kropkowane — luminescencja;

strzatki ciggte — przejscia bezpromieniste. Fluorescencja powstaje na skutek przejsScia z pierw-

szego wzbudzonego singletu (Sj) do poziomu podstawowego (S0. Fosforescencja w temperaturze

pokojowej objawia sie przejsciem od nietrwalego stanu T do SO przez SX a w niskich tempe-
raturach bezposrednio od T do SO

Fotoredukcja ryboflawiny przebiega nawet bez udzialu donatorow
elektrondéw, a w obecnosci takich czynnikéw jak etylenodwuaminocztero-
octan (EDTA) proces fotoredukcji jest odwracalny. Powstawanie form
semichinonowych w toku tego procesu sugerowano juz dawniej na pod-
stawie wynikéw badan spektrofotometrycznych i polarograficznych.
Holmstrom (14) stosujgc w badaniach nad flawinami metode foto-
lizy btyskowej postuluje, ze fotoredukcja RF1 w obecnosci EDTA jest
reakcjg dwustopniowg, jednoelektronowa, przechodzacg przez stan triple-
towy. Potwierdzeniem takiego przebiegu procesu byto znaczne zmniejsze-
nie sie wydajnosci semichinonu w obecnosci matych ilosci jonéw jodu.

%
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Katalityczne dziatanie ryboflawiny w procesie fotoredukcji Fe3+ i foto-
utleniania Fe2+ wykazat R u 11 er (31). Z badan jego wynika, ze pomiedzy
RF1, a jonami zelaza nastepuje bezposrednie przeniesienie elektronu.
Wedtug podobnego mechanizmu dziatajg flawoproteidy. Prace cytowa-
nych tu autoré6w dowodzg, ze fotoprocesy, ktére omowiliSmy spowodo-
wane sg przede wszystkim zmianami w bocznym tafcuchu rybitylowym.
Prébujac szerzej wyjasni¢ reakcje fotochemiczne flawin zapropono-
wano dwa mozliwe mechanizmy:

a) pobudzona Swiattem ryboflawina rozktada czasteczki wody (7, 11,
20, 37, 48).

b) czasteczka ryboflawiny w stanie pobudzonym staje sie aktywnym
donatorem elektronow i w wyniku katalizuje swdj witasny fotorozktad
(14, 17, 25, 26, 35).

Pierwsza z koncepcji sprowadza sie do tego, ze pobudzone Swiattem
flawiny w warunkach beztlenowych rozkiadajg wode z wydzieleniem
H2 2

RF1+ 2H2D — RFi*H2D —RF1H2+ H2D 2 4

W obecnosci aktywatora M (EDTA, metionina) reakcja przebiega na-
stepujgco:
RF1+ M+ HXO-*RF1.H2D-M — RFiH2+ MO 5

Mechanizm ten poddany zostat krytyce przez Ostera i Holmstré-
m a, ktérzy sg gtdwnymi oredownikami drugiego mechanizmu. Roéwniez
Rabinowitch (29) na gruncie rozwazan energetycznych krytykuje
teorie fotoutleniania wody przy udziale barwnikéw organicznych w wa-
runkach beztlenowych. Oster i Holmstrém dowodzag, ze jeSli
woda zwigzana (reakcja 4) mialaby mniejszg trwatos¢ niz zwykla
czasteczka wody to zgodnie z dalszym przebiegiem reakcji musiataby
by¢ pokonana dodatkowa energia wigzania. W przeciwienstwie do pierw-
szej koncepcji sugerujacej, ze pobudzona dziataniem $wiatta RFI pobiera
wodor z wody postulujg oni udzial wodoru pochodzacego z bocznego
taficucha rybitylowego. W toku reakcji fotochemicznej rozktada sie row-
nowazna ilos¢ RFI. Potwierdzeniem takiego przebiegu fotoreakcji sa
wyniki badan fotoelektrochemicznych i reakcji redukcji uczulanych na
Swiatto przez ryboflawine. Jako przyktad tej ostatniej przytoczyé mozna
zastosowanie RFI do uczulania reakcji fotopolimeryzacji akrylamidu
(27) przy czym czynnikiem redukujacym jest tutaj tafAcuch rybitylowy.

I11. Stany wzbudzone i produkty przejsciowe w fotochemii flawin

Juz dawniej przypuszczano, ze podczas redukcji niektérych flawo-
proteiddw powstajg bardzo reaktywne formy semichinonowe. Tworzg
sie one na skutek bezpos$redniego przeniesienia elektronu lub atomu
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wodoru w kierunku od substratu do flawiny. W czasie przebiegu reakcji
katalizowanych przez flawiny, a takze w wyniku dodania do flawin od-
powiednich substratbw powstajg silnie zabarwione na kolor czerwony
lub zielony produkty przejsciowe absorbujgce Swiatto o diugosci fali
540—580 mix lub odpowiednio 465—475 niM (1). Widma ich sg bardzo
zblizone do odpowiednich widm semichinon6éw powstajacych podczas
reakcji redukcji wolnych flawin do ich leukoformy. Pozwala to przy-
puszczaé, ze produkty przejSciowe tworzace sie podczas zwyktych reakcji
chemicznych i reakcji enzymatycznych majg jednakowa budowe. Dimer
semichinonu ma szerokie pasmo absorpcji w zakresie od 700—1200 m~i
z maksimum przy 900 mfi. Redukcje wolnych flawin mozna przeprowa-
dzi¢ stosujac typowe substancje redukujgce, promienie rentgena (40) lub
Swiatto widzialne (15, 37).

Postugujac sie metodg fotolizy btyskowej w warunkach beztlenowych
Holmstrom (16) wykryt nietrwaty produkt przejSciowy o budowie
semichinonowej RF1H- o maksimum absorpcji okoto 500 mpi. Autor ozna-
czyt bezwzgledne stezenie produktu przejsciowego, jego wspdiczynnik
absorpcji i szybkos¢ zanikania. Proces odbarwiania sie RF1 jest zupetnie
inny w obecnosci aktywatoréw niz bez nich. W tym ostatnim przypadku
ma miejsce tylko degradacja bocznego tancucha ryboflawiny. W dal-
szych pracach Holmstrém (18) stosujagc te samg metode wyznaczyt
bezwzgledne wartosci wspotczynnika absorpcji semichinonu o budowie
*FMNH lub *FMNH~ w roztworach FMN w zakresie pH 5—9.

Ostatnio Teg ner i Holmstréom (41) zastosowali metode foto-
lizy btyskowej (18) do naswietlania lumiflawiny. Na podstawie otrzy-
manych widm nietrwatych produktéw przejsciowych odmiennych od
widm semichinonéw oraz ich wrazliwosci na nieznaczng zawarto$¢ tlenu
lub jodku potasu wnioskujg oni, ze widma te obrazujg stan tripletowy
lumiflawiny.

Stan tripletowy wykryto u pochodnych flawin i oksydazy D-amino-
kwasowej metodg EPR w $wietle widzialnym i nadfiolecie w temperaturze
77°K (32, 33). Triplety flawinowe (Am+2) dla FMN i FAD pochodzg
z pierscienia izoalloksazynowego. Okres pétrwania tripletu FMN w IN
HC1 wynosi 15 ms. Przebadano takze wplyw tlenu, zmiany pH, stezenia
roztworéw jodku potasowego oraz tryptofanu na czas trwania i zaniku
tripletu.

Na uwage zastugujg takze prace Terenina i wsp. (42) nad fotolizg
btyskowg roztworéw RF1 i lumiflawiny w obecnosci dwufenyloaminy.
Autorzy ci zarejestrowali pasma absorpcji rodnika kationowego dwu-
fenyloaminy i semichinonu flawiny. Lumichrom w tych samych warun-
kach odrywa wodo6r od dwufenyloaminy. Dalsze prace tych autoréw zmie-
rzajag w kierunku wyjasnienia, ktéra z postaci fotoaktywowanych flawin
reaguje z dwufenyloaming singletowa czy tripletowa. RoOwniez
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Knowles i Roe (22) wykryli krotkotrwate widmo absorpcji w roz-
tworach ryboflawiny i lumiflawiny o okresie potrwania 1,5 ms, ktore
przypisujg stanowi tripletowemu.

Badajac mechanizm dziatania fungicydu primaricyny na komorki
drozdzy stwierdzono, ze Swiatto widzialne rozktada ten zwigzek w obec-
nosci ryboflawiny (1,3). Zjawisko to jest o tyle interesujace, ze prima-
ricyna nie wykazuje zadnej absorpcji w dziedzinie widzialnej. Berends
i Posthuma (2) badali uczulany przez RF1 i lumichrom fotorozkiad
primaricyny $wiattem o diugosci fali 445 mimw roztworach wodnych. Za-
proponowali oni dla fotodynamicznego rozktadu primaricyny przejscie
triplet—triplet wedtug nastepujacego schematu:

RF1 -f h\i —RF1* (singlet) —*RF1* (triplet) 6
RF1* (triplet) + primaricyna —>RF1* + primaricyna* (triplet) 7

Podczas naswietlania nie stwierdzono powstania H2 2

1V. Uwagi koncowe

Prace z zakresu fotochemii flawin posunety sie znacznie naprzéd od
lat trzydziestych. W ostatnich latach rozwinely sie zwilaszcza badania
postaci semichinonowych i stanéw wzbudzonych przy uzyciu metody
fotolizy btyskowej w potaczeniu ze spekroskopig kinetyczng i metody
EPR. Wydaje sie, ze koricowe produkty fotolizy flawin sg dobrze pozna-
ne, jednakze mechanizm ich powstawania oraz mechanizm fotoredukcji
tych zwigzkéw czeka jeszcze na wyjasnienie. Dwie koncepcje oméwione
uprzednio nie sg w peini zadowalajgce. Odrzucona przez Ostera
i Holmstréoma hipoteza rozktadu wody powraca jednak w pracach
niektorych badaczy na tamy czasopism naukowych (7). Przedstawione
tutaj rozwazania nad fotochemiag flawin oparte sg na wynikach doswiad-
czen prowadzonych w warunkach, ktére ograniczajg ich biologiczng
sprawdzalno$¢. Uzycie silnych energetycznie zrédet Swiatta blyskowego
pozwala wprawdzie na wykrycie krotkotrwatych produktow przejscio-
wych i stanbw wzbudzonych, jednakze nasuwa watpliwosci czy reakcje
wywotane tak intensywnym Swiattem moga by¢ porownywane z reakcja-
mi zachodzacymi przy zastosowaniu mniejszych energii promieniowania.
Prowadzenie badan EPR flawin w niskich temperaturach rzedu 77°K (6,
32, 33) pozwala co prawda na uchwycenie produktéw przejsciowych
o krotkim okresie trwania lecz uktad jest daleki od warunkéw in vivo.
Niemniej jednak wyniki uzyskane dotad zwitaszcza w badaniach podsta-
wowych stanowiag dla biologéw cenny material pozwalajacy na interpre-
tacje zjawisk fotobiologicznych szczegélnie fotodynamicznych (36) i foto-
tropowych (43).
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IRENA PIETRZYKOWSKA™*

Biologiczne skutki promieniowania UV u mikroorganizmow

Biological Effects of UV Radiation in Microorganisms

A review is given of biological inactivation of microorganisms under the influence
of ultraviolet irradiation, and mechanisms the living cell disposes of for the repair
of photochemical damage.

Dziatanie letalne i mutagenne promieni ultrafioletowych (UV) na mi-
kroorganizmy zwigzane jest ze zmianami fotochemicznymi w kwasach nu-
kleinowych. Badania lat ostatnich prowadzone in vitro jak i in vivo przy-
czynity sie w znacznym stopniu zaréwno do poznania natury uszkodzen
prowadzacych do inaktywacji biologicznej, jak tez do zrozumienia mecha-
nizmoéw obrony mikroorganizméw wobec promieni UV. Artykut ten po-
Swiecony jest tym witasnie zagadnieniom.

Poniewaz w cze$ci omawiajacej efekt biologiczny promieni UV bede
powotywata sie na mechanizmy reaktywacji, przed ich szczegétowym
omoéwieniem wydaje sie konieczne krdtkie przedstawienie tych zjawisk.
In vitro inaktywacje DNA wywotang UV mozna odwrdci¢ dziatajac pro-
mieniowaniem o diugosci fali 239 mix (fotorewersja) lub pod wptywem
Swiatta widzialnego w obecnosci enzymu fotoreaktywujgcego (fotoreakty-
wacja enzymatyczna). Oba procesy powodujg rozszczepienie dimeréw
pirymidyn. Fotoreaktywacja enzymatyczna bierze udziat takze w odwra-
caniu efektu letalnego in vivo w mikroorganizmach podobnie jak reakty-
wacja ciemna, ktora polega na enzymatycznym wycinaniu fotoproduk-
tow z taricucha DNA.

I. Fotoprodukty w kwasach nukleinowych a inaktywacja biologiczna
Gtowng role w procesie inaktywacji biologicznej pod wptywem UV
przypisuje sie dimerom pirymidyn powstajagcym w kwasach nukleino-

wych. Do niedawna jeszcze znano tylko dimery tyminy (TT), ostatnio
za$ wykazano (82, 83), ze pod wptywem promieni tJV, moga powstawac

w DNA dimery cytozyny (CC) i uracylu (UU), a takze dimery mieszane

* Dr, adiunkt, Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, Warszawa
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tymina — cytozyna (TC) oraz tymina — uracyl (TU). Dimery TU oraz
UU znajdowane w DNA sg wynikiem deaminacji cytozyny. Wydaje sie,
ze gtowng role w procesie inaktywacji biologicznej odgrywajg dimery
TT i TC. Swiadczy o tym zaréwno zalezno$¢ miedzy zawartoscig tyminy
w mikroorganizmach, a ich wrazliwos$cig na promienie UV (35), jak i fakt,

ze w DNA E. coli naswietlonym UV, 50% dimeréw stanowig TT, 40,% —
TC, a tylko 10% dimery CC (82). W DNA naswietlonych bakterii wy-
kazano, ze ilos¢ TT zalezy od dawki UV (95). Poza tym obserwowano

zanik TT w DNA transformujgcym po fotoreaktywacji enzymatycznej
(94, 102) i po fotorewersji (77). Wykazano tez w reaktywacji ciemnej

wycinanie z tancucha DNA oligonukleotydow zawierajgcych TT (7, 81).
Przytoczone fakty wyraznie wskazuja, ze dimery, zwilaszcza tyminy, gra-
jg istotng role w inaktywacji biologicznej pod wptywem UV.

Sg jednak obserwacje, ze nie tylko dimery pirymidyn, ale rdéwniez
inne fotoprodukty w DNA moga bra¢ udziat w inaktywacji biologicznej.
Zaden ze znanych mechanizmow reaktywacji, w tym rowniez fotoreakty-
wacja prowadzaca do catkowitej monomeryzacji pirymidyn (75) nie daje
100% reaktywacji. U fagébw T4 po naswietleniu promieniami UV o diu-
gosci fali 302 miji, powstajg w DNA fotoprodukty, ktére nie sg usuwane
przez fotoreaktywacje enzymatyczng, a sg usuwane przez wystepujaca
u tego faga reaktywacje ciemng (U-gen. reaktywacja) (10). Znaczna trwa-
to§¢ dimerow, zwiaszcza tyminy, sprzyja wykrywaniu ich obecnosci
w kwasach nukleinowych i na nich skupia uwage, co nie wyklucza jed-
nak, ze inne fotoprodukty mniej trwate i trudniejsze do wykrycia, moga
pojawia¢ sie w DNA i réwniez prowadzi¢ do inaktywacji czy mutacji.
Przyktadem moze by¢é uwodniona cytozyna czy uracyl, ktérych powsta-
wanie pod wptywem UV zaobserwowano in vitro (84), ale ktérych dotad
nie udato sie wykry¢ w kwasach nukleinowych mikroorganizméw. In
vitro uwodniona cytozyna ulega odwodnieniu pod wptywem podwyzszo-
nej temperatury lub w kwasnym S$rodowisku (84). Na podstawie ter-
micznego odwrécenia skutkéw UV in vivo mozna by zatem wnioskowaé
0 udziale w nich fotohydratow cytozyny.

U mikroorganizmoéw inaktywowanych UV istotnie zaobserwowano
zwiekszenie przezycia w podwyzszonej temperaturze (2, 9), jednakze taka
termiczna reaktywacja u bakterii jest najprawdopodobniej wynikiem
dziatania mechanizmu reaktywacji ciemnej, a rola temperatury ograni-
cza sie zapewne tylko do zahamowania wzrostu komdrek, co utatwia re-
aktywacje ciemng przedtuzajgc czas jej dzialania. Gdyby reaktywacja
termiczna polegata istotnie na odwodnieniu cytozyny, nalezatoby sie spo-
dziewac reaktywacji termicznej wolnych bakteriofagéw inaktywowanych
UV, jednakze pozytywne wyniki uzyskano tylko po wniknieciu faga do
komoérki gospodarza (8, 60). Jedynym przyktadem, ktéry moze Swiadczy¢
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o dehydratacji cytozyny jest termiczna reaktywacja indukowanej UV
mutacji faga Kappa Serratia marcescens, zachodzaca podczas ogrzewania
faga wolnego (44).

Na znaczenie biologiczne uwodnienia cytozyny pod wplywem UV
wskazujg jednak wyniki badan nad syntetycznymi polinukleotydami (55).
Kwas policytydylowy, uzyty jako matryca dla polimerazy RNA, po na-
Swietleniu promieniami UV zmienia swoje witasnosci kodowania; zanika
wowczas zdolno$é wbudowywania GTP, a w zamian wbudowywany jest
ATP. Pierwotne wtasciwosci poli C mozna przywro6ci¢ przez ogrzanie
w podwyzszonej temperaturze lub po obnizeniu pH, co jak wiadomo
sprzyja dehydratacji cytozyny (84). Nie udato sie jednak bezposrednio
wykaza¢ w materiale biologicznym, Zze uwodniona cytozyna powoduje
biologiczng inaktywacje. Nie stwierdzono takze w DNA natywnym zmian
spektrofotometrycznych charakterystycznych dla uwodnionej cytozyny
(80).

Na role uwodnienia cytozyny w procesie inaktywacji UV zwraca
uwage Shugar (85). Sadzi on, ze pierwszym efektem promieni UV
w DNA moze by¢ uwodnienie cytozyny, co dawatoby rozluznienie sztyw-
nej struktury dwuniciowej DNA, ktore utatwia dimeryzacje reszt tymi-
ny i cytozyny. Za takim pogladem przemawiajg wyniki badan nad dwu-
pasmowym poli A:U naswietlanym UV, gdzie jedyna, pierwszg reakcja
jest uwodnienie uracylu, po ktérej dopiero zaczyna sie dimeryzacja (96)
oraz obserwacje, ze polimer A:rT, w ktéorym nie ma mozliwosci hydra-
tacji, jest znacznie bardziej oporny na dziatanie UV, niz polimer rT
0 strukturze nieuporzadkowanej (92). Ostatnio wykryto uwodniony ura-
cyl w naswietlonym promieniami UV poli U (58, 96).

By¢é moze dalsze badania przy uzyciu delikatniejszych metod pozwolg
wykazaé role uwodnionej cytozyny w inaktywacji czy mutacji wywota-
nej UV.

Dzisiaj jednak panuje ogolny poglad, ze gtéwnym fotoproduktem
powstajagcym w kwasach nukleinowych pod wplywem promieni UV s3a
dimery pirymidyn i im przypisuje sie gtowng role w inaktywacji biolo-
gicznej.

I1. Skutki powstawania diineréw pirymidyn w DNA mikroorganizmoéw

Od dawna obserwowano, ze w komoérkach naswietlanych UV ulega
zahamowaniu synteza DNA (46), przy czym zahamowanie to mogto by¢
przejSciowe lub tez catkowite i trwate, w zalezno$ci od dawki UV oraz
indywidualnej Wrazliwos$ci szczepdw bakteryjnych. Synteza biatek i RNA
okazaty sie mniej wrazliwe na dziatanie promieni UV, co sugerowato, ze
uszkodzenia powstajgce in vivo dotycza gtdwnie syntezy DNA.

W uktadach bezkomorkowych wykazano (5), ze naswietlenie promie-
niami UV znacznie obniza zdolno$¢ DNA do dziatania jako matryca

4 Postepy Biochemii
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w enzymatycznej syntezie DNA, chociaz nie hamuje jej catkowicie. DNA
utworzone na tak zmienionej matrycy ma wyzszy stosunek A/G. Na tej
podstawie wnioskowano, ze w enzymatycznej replikacji DNA miejsca,
w ktorych utworzyty sie dimery pirymidyn sg omijane, albo przez przer-
wanie syntezy taricucha DNA w tym miejscu i podjecie syntezy poza
dimerami, albo tez przez przytaczanie przypadkowych zasad w miejscu
gdzie sg dimery (end addition) (4). Po ominieciu dimeru replikacja odby-
wataby sie ponownie na matrycy DNA, co prowadzitoby do powstania
petli w nowo utworzonym taricuchu DNA i mogtoby da¢ mutacje w na-
stepnym cyklu replikacji. Na to, ze uszkodzone miejsca w matrycowym
DNA zawieraty dimery pirymidyn, wskazuje czesciowa fotorewersja efek-
tu UV, a takze wieksza wrazliwo$s¢ DNA — matrycy na promieniowanie
0 dtugosci fali 280 m”, niz o dtugosci 239 mNi. Badajac rozne DNA stwier-
dzono zalezno$¢ pomiedzy wrazliwoscig funkcji matrycowych na UV,
a zawartoscig sekwencji zawierajacych sasiadujgce czasteczki tyminy.
W DNA utworzonym na matrycy naswietlonej UV wykazano brak sek-
wencji zawierajgcych sasiadujgce czagsteczki adeniny (78).

@] udziale dimeréw pirymidyn w blokowaniu syntezy DNA in vivo
Swiadczg wyniki badah nad syntezg DNA w szczepach E. coli wrazliwych
lopornych na UV. Wiadomo bylo, ze szczepy oporne majg zdolno$¢ wyci-
nania dimeréw tyminy w okresie poprzedzajacym ponowne podjecie
syntezy DNA po naswietleniu UV, natomiast szczepy wrazliwe tej zdol-
nosci nie posiadajg (7, 81). Swenscn i Setlow (89) wykazali, ze po
naswietleniu UV synteza DNA w szczepie wrazliwym jest zahamowana
w spos6b trwaly w szczepach opornych, natomiast zahamowanie jest
przejSciowe.

Autorzy ci mierzagc synteze DNA iloscig wbudowywanej [3H]|- tymidy-
ny stwierdzili, ze w szczepie wrazliwym jest ona proporcjonalna do dawki
UV. Synteza moze odbywaé sie wzdtuz tancucha DNA, tylko do miejsca,
w ktorym znajduje sie blok, a ze ze wzrostem dawki maleje odcinek nie
zawierajgcy bloku, zatem zmniejsza sie rowniez iloS¢ syntetyzowanego
DNA. Natomiast w szczepach opornych, obdarzonych zdolnoscig wycina-
nia dimerdw czy innych fotoproduktdw tworzgcych blok w replikacji DNA,
po okresie przejsciowego zahamowania, w czasie ktérego odbywa sie usu-
wanie dimerow, zaczyna sie synteza DNA na nowo. O dominujgcej roli
dimeréw pirymidyn w zahamowaniu syntezy DNA po naswietleniu UV
Swiadczy mozliwo$¢ odblokowania syntezy zar6éwno drogg reaktywacji
ciemnej jak i fotoreaktywacji; ta ostatnia przywraca synteze DNA takze
w szczepach wrazliwych. Oba procesy reaktywacji dotyczg wprawdzie
usuwania dimerow, jednak reaktywacja ciemna jest jak sie wydaje mato
specyficzna i nie mozna wykluczyé, ze usuwa takze inne fotoprodukty.
Swenson i Setlow zaobserwowali tez, ze inkubacja inaktywowa-
nych komorek szczepu wrazliwego, przez okres pozwalajacy na synteze
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DNA do miejsca gdzie sie znajduje blok, bardzo znacznie obniza wydaj-
nos¢ fotoreaktywacji. Wskazywatoby to, ze enzym fotoreaktywujacy mo-
ze rozszczepia¢ dimery blokujgce synteze DNA tylko zanim punkt repli-
kacyjny DNA dojdzie do miejsca, w ktdrym znajduje sie blok, nie moze
za$ dziata¢ na dimer, ktory znajduje sie w aktualnym punkcie replikacji.

Autorzy ci wykazali rowniez, ze dawki UV, ktore hamujg synteze DNA
w szczepach wrazliwych nie wplywaja bezposrednio na synteze RNA,
ani biatka, a zahamowanie tych syntez powodujg dopiero znacznie wyz-
sze dawki (200 ergbw/mm2. W warunkach przywracajagcych zdolnos¢
syntezy DNA wznowione zostajg rowniez syntezy RNA i biatka w ko-
morkach. Na niewielkg wrazliwosé syntez RNA i biatka na promienie
UV wskazywaly takze wczes$niejsze badania nad fagami T-parzystymi.
Fagi te inaktywowane nawet duzymi dawkami UV, zdolne sg do indu-
kowania syntezy specyficznych biatek fagowych, chociaz synteza ich DNA
jest zahamowana (12, 19, 26, 93).

I11. Mechanizmy naprawy uszkodzen wywotanych dziataniem promieniowania UV
w mikroorganizmach

1. Fotoreaktywacja

Fotoreaktywacja enzymatyczna. Sposrod znanych dzisiaj proceséw
reaktywacji najwczesniej zostata zaobserwowana fotoreaktywacja (PR).
Jako pierwszy fotcreaktywacje zaobserwowat Kelner w konidiach
Streptomyces griseus (45), a zaraz po nim Dulbecco u fagow (20),
p6Zzniej za$ okazalo sie, ze jest to zjawisko bardzo powszechne, spotyka-
ne w wielu mikroorganizmach, a takze u organizméw wyzszych. Mikro-
organizmy inaktywowane promieniami UV ulegaja fotoreaktywacji jesli
poddac¢ je dziataniu Swiatta widzialnego o dtugosci fali powyzej 3200 A;
w tych warunkach przezycie znacznie wzrasta w pordwnaniu z kontro-
lg utrzymywanag w ciemnosci.

Do poznania i wyjasnienia mechanizmu fotoreaktywacji przyczynity
sie gtownie badania Ruperta i wsp. prowadzone in vitro na modelu
DNA transformujgcego. Inaktywowany promieniami UV DNA transfor-
mujacy, poddany nastepnie dziataniu Swiatta widzialnego o dtugosci fali
powyzej 3200 A, w obecnosci ekstraktu komdrkowego z E. coli lub
z drozdzy, odzyskiwat w znacznym stopniu aktywnos$¢ transformujgca
(29). Dalsze badania (64, 65, 66, 67) wyjasnity, ze fotoreaktywacja jest
reakcjg enzymatyczng. Enzym fotoreaktywujacy (enzym PR) wykazuje
specyficznos¢ w stosunku do DNA naswietlonego UV (DNA-UV), nie
jest natomiast specyficzny gatunkowo. Mozna uzyskaé fotoreaktywacje
DNA z H. influenzae czy tez z fagéw przy uzyciu enzymu z drozdzy
lub z E. coli.

Specyficznos¢ enzymu PR wobec DNA-UV wykazano na drodze ba-
dania kompetycji przez obcy DNA. Metoda ta opracowana przez R u -

4%
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perta (64) oddata ogromne ustugi w badaniach nad fotoreaktywacjg.
Stwierdzono, ze obcy DNA moze konkurowa¢ o enzym PR w ukfadzie
zawierajagcym DNA transformujgcy inaktywowany promieniami UV,
tylko wtedy gdy byt uprzednio naswietlony UV. Jesli natomiast konku-
rujagcy DNA-UV podda sie uprzedniej fotoreaktywacji przestaje wyka-
zywac¢ wiasnosci konkurowania, poniewaz preinkubacja w $wietle znio-
sta efekt UV i przestat on byé substratem dla enzymu PR.

Dziatanie kompetycyjne DNA-UV in vivo wykazali w procesie foto-
reaktywacji fagbw Harm i Hillebrandt (34). Zakazali oni komor-
ki bakteryjne dwoma fagami rdznigcymi sie markerami genetycznymi,
z ktérych jeden byt inaktywowany promieniami UV w nieznacznym
stopniu, a drugi bardzo silnie. Przezycie faga mniej inaktywowanegd po
fotoreaktywacji byto znacznie obnizone przez obecno$¢ DNA-UV faga
drugiego. Podobne dziatanie kompetyzujgce w fotoreaktywacji faga mo-
ze mie¢ DNA-UV komérki gospodarza (50).

Substratem dla enzymu PR moze by¢ DNA-UV, zarbwno dwunicio-
wy jak i jednoniciowy, naturalny pochodzacy, z faga $X174 lub uzyska-
kany po denaturacji DNA dwuniciowego (68), a takze syntetyczny poli
dC (76), a wiec struktura drugorzedowa DNA nie wydaje sie mie¢ istot-
nego znaczenia w procesie fotoreaktywacji. Enzym PR i DNA-UV two-
rzg kompleks, ktéry jest trwaly w ciemnosci, a ulega dysocjacji pod
wptywem Swiatta widzialnego (67), co Swiadczy, ze enzym uwalnia sie
z kompleksu po rozszczepieniu dimeréw pirymidyn w DNA-UV.

Opracowanie metody kompetycji jak rowniez fakt, ze enzym PR ule-
ga inaktywacji cieplnej oraz inaktywacji przez jony metali ciezkich tyl-
ko w stanie wolnym pozwolity rozszerzy¢ badania nad fotoreaktywacja
in vitro i wykazac¢, ze tylko DNA-UV lub syntetyczne polidezoksyrybo-
nukleotydy naswietlone UV sg substratem dla enzymu PR, natomiast
nie sg nimi RNA-UV (68), ani syntetyczne polirybonukleotydy (poli A-U
i poli AU-GC). Biorac pod uwage, ze DNA faga SP2 B. subtilis zawiera-
jacy uracyl w miejsce tyminy po naswietleniu UV staje sie substratem
dla enzymu PR, zaréwno w formie natywnej jak i zdenaturowanej, na-
tomiast nie jest substratem naturalny ani syntetyczny RNA-UV, R u-
pert i Harm (70) sa zdania, ze istotng role w wigzaniu sie substratu
z enzymem PR, odgrywa raczej grupa hydroksylowa przy C-2 w czg-
steczce cukru niz grupa metylowa tyminy.

Izolowanie mutantéw phr- nie zdolnych do fotoreaktywacji i wyko-
rzystanie ich ekstraktéw do badan nad fotoreaktywacjg w uktadach in
vitro przyczynito sie do wykazania, ze enzym PR odgrywa istotng role
w procesie fotoreaktywacji in vivo. Niezdolno$¢ mutantow phr- do foto-
reaktywacji jest wynikiem braku enzymu PR, a nie obecnosci inhibitora.
Rupert (69 wykazatl bowiem, ze mieszanina ekstraktow z komdrek
phr- i phr+ w stosunku 1:1 daje reaktywacje taka, jak dwukrotnie roz-
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cienczony wodga ekstrakt z phr+, a ekstrakt z samego phr~ nie daje foto-
reaktywacji w ogole.

Enzymatyczny charakter procesu fotoreaktywacji potwierdzono ostat-
nio (53) izolujac i oczyszczajac 5000 razy enzym PR. Enzym ten po oczy-
szczeniu ma barwe rézowga i wykazuje dwa maxima absorpcji przy 415
i 520 mii.

Fotoreaktywacja pos$rednia. Dzieki istnieniu mutantéw phr~ wyka-
zano (40), ze poza fotoreaktywacjg enzymatyczng istnieje reaktywacja
pod wpltywem Swiatta widzialnego nie wymagajgca enzymu. Proces ten,
nazwany fotoreaktywacjg posrednia, zachodzi tylko w catych komaorkach,
nie zachodzi natomiast in vitro w ekstraktach i jak sie wydaje jest on
podobnie jak fotoprotekcja zwiazany raczej z procesem reaktywacji ciem-
nej. Dziatanie Swiatta w fotoreaktywacji posredniej opdznia podzialy ko-
madrek (41), co sprzyja dziataniu mechanizmu reaktywacji ciemnej.

Rodzaj uszkodzen w DNA usuwanych drogag fotoreaktywacji. Pierw-
sze sugestie, ze w procesie fotoreaktywacji usuwane sg z naswietlonego
DNA dimery tyminy, pochodzg z wspomnianych juz dosSwiadczen, ktdre
wykazaty, ze dimery tyminy znikaja z DNA-UV po dziataniu Swiattem
widzialnym w obecnos$ci wyciggu z komorek zawierajgcego enzym foto-
reaktywujacy, i ze zanikowi dimerow towarzyszy wzrost aktywno$ci bio-
logicznej DNA (94, 102). Nastepnie (77) wykazano, ze fotoreaktywacja
enzymatyczna i fotorewersja naprawiajg te same uszkodzenia w DNA-
-UV; preparat maksymalnie fotoreaktywowany w obecnos$ci enzymu, nie
jest wiecej reaktywowany przez promieniowanie o dtugosci fali 239 mj.i,
a wiadomo, ze przy tej diugosci fali nastepuje rozszczepienie dimerdw
(77). Swiadczy to wyraznie, ze dimery sa miejscem dziatania enzymu fo-
toreaktywujgcego.

Stosujgc metode Rupert a kompetycji DNA-UV o enzym foto-
reaktywujgcy do badan nad fotoreaktywacjg syntetycznych polinukleo-
tydow stwierdzono, ze nie jtylko dimery tyminy, ale takze dimery
cytozyny i uracylu sg eliminowane w procesie fotoreaktywacji oraz, ze
dimery powstajg w polinukleotydach, ktére majg sasiadujace czgsteczki
tyminy lub cytozyny (76). Zdolno$¢ do kompetycji majg bowiem tylko
polimery dA-dT i dG-dC, nie majg jej natomiast polimery mieszane
dAT-dAT ani dGC-dGC.

Enzym fotoreaktywujgcy moze wprawdzie rozszczepia¢ dimery wszyst-
kich pirymidyn, fatwiej i szybciej rozszczepia jednak dimery tyminy niz
pozostate z tym, ze dimery mieszane TC i TU lepiej niz CC i UU (76).
Ponadto wykazano, ze podatno$¢ DNA-UV na fotoreaktywacje zalezy od
zawartosci w nim tyminy (74). Ustalono tez, ze w DNA z E. coli naswie-
tlonych nieduzymi dawkami UV, 50°/» powstatych dimerdw stanowig

dimery TT, 40°/0 dimery TC i 10°0 dimery CC, a wiec udziat tyminy
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w dimeryzacji (70%) jest znacznie wiekszy niz cytozyny 30%. Przy
dawkach wyzszych udziat tyminy w dimeryzacji wzrasta (82). O tym,
ze dimery tyminy odgrywajg istotng role w procesie fotoreaktywacji
Swiadczy takze fakt, ze podstawienie do DNA w miejsce tyminy jej
analogu 5-bromouracylu znacznie obniza fotoreaktywacje. Obnizenie to
jest tym wieksze, im wiecej tyminy zastapi sie 5-bromouracylem (30, 65,
87). 5-bromouracyl tworzy dimery innego typu niz dimery pirymidyn
naturalnych (86).

Tak wiec dzisiaj uwaza sie, ze fotoreaktywacja enzymatyczna polega
na rozszczepianiu dimeréw pirymidyn, ktére sg odpowiedzialne za inakty-
wacje biologiczng z tym, ze udziat dimeréw tyminy jest znacznie wyzszy
niz cytozyny. O tym, ze fotoreaktywacja dotyczy wytgcznie rozszczepia-
nia dimeréw $wiadczy¢ moze takze fakt iz zmiany w sporach bakteryj-
nych lub w fagach naswietlonych UV w stanie suchym, a wiec w warun-
kach, w ktérych nie dochodzi do powstawania dimerédw, nie ulegajg foto-
reaktywacji (13, 36).

Do niedawna o rozszczepianiu dimerow do monomerow w procesie
fotoreaktywacji wnioskowano jedynie z faktu, ze dimery tyminy znikaty
z DNA-UV po fotoreaktywacji i DNA odzyskiwat aktywno$¢ biologiczna.
Ostatnie badania (76) dostarczyty pewnych dowodéw, ze dimery po roz-
szczepieniu powracajg do czasteczek wyjsciowych. W fotoreaktywowanym
DNA-UV znaleziono mianowicie uracyl, a poniewaz dimery cytozyny
w podwyzszonej temperaturze (a nawet w 37°) ulegajg deaminacji prze-
chodzac w dimery uracylu, obecno$¢ uracylu Swiadczytaby o rozszcze-
pianiu do monomeréw. Poza szczegdlnym przypadkiem wspomnianego
juz faga SP2 B. subtilis, uracyl jak wiadomo, normalnie nie wystepuje
w DNA.

Fotoreaktywacja DNA zardéwno in vivo, jak iin vitro nie prowadzi do
catkowitej reaktywacji, mimo ze stwierdzono calkowicie usuwanie
dimeréw z DNA (75), co wskazuje, ze poza dimerami pirymidyn powstajg
inne fotoprodukty, nie podlegajace fotoreaktywacji. Sellow (75 zwra-
cajac uwage, ze nie wykryto dotad w materiale biologicznym obecnosci
uwodnionej cytozyny, nie sadzi, aby ten zwigzek grat role w procesie
nieodwracalnej inaktywacji i sugeruje, ze moga powstawa¢ pewne ilosci
dimerow cytozyny, ktdre ze wzgledu na sasiedztwo przylegtych nukleo-
tydow sa trudniej rozszczepiane przez enzym fotoreaktywujacy. O po-
wstawaniu w DNA fotoproduktéw nie podlegajgcych fotoreaktywaciji,
Swiadczy¢ moze takze sumowanie sie efektow fotoreaktywacji’i termo-
reaktywacji. Fagi T2 i T4 inaktywowane UV poddane najpierw termo-
reaktywacji, a nastepnie fotoreaktywacji wykazujg dwa razy wieksze
przezycie niz po samej fotoreaktywacji lub samej termoreaktywacji (60a).

Fotoreaktywacja wirusow RNA. Fotoreaktywacja wirusOw zawiera-
jacych RNA (roSlinnych, zwierzecych i bakteryjnych) jest mozliwa,
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jednak mechanizm jej nie zostal jeszcze wyjasniony. Sg watpliwoS$ci czy
mozna fotoreaktywacje RNA poréwnywa¢ z fotoreaktywagcjag w DNA.
W wyniku nasSwietlania uracylu promieniami UV powstajg dwa rézne
fotoprodukty: dimery oraz uwodniony uracyl (84). Wykazano tez obec-
no$¢ dimeréw uracylu w RNA (73a). Kleczkowski (47) badajac foto-
reaktywacje infekcyjnego RNA wirusa mozaiki tytoniowej inaktywo-
wanego promieniowaniem UV o diugosci fali 285 m[x (optymalnej dla po-
wstawania dimeréw) nie uzyskat reaktywacji po naswietleniu promie-
niami o diugosci fali 239 mji i stad wnioskowat, ze dimery w RNA nie
powstajg, a przynajmniej nie sg przyczyng efektu letalnego. Sellow
(75) twierdzi, ze stosowana przez Kleczkowskiego dawka inaktywujgca
jest okoto 10 razy za mata, aby mozna byto uzyska¢ fotorewersje i uwaza,
ze jego wyniki nie moga by¢ dowodem braku dimeryzacji. Argument
Setlow potwierdza jednak wnioski Kleczkowskiego, ze dimery nie biorg
udziatu w inaktywacji wirusa TMV, bowiem dawka zbyt mata wedtug
Setlow, aby powstaly dimery, powodowata mimo to inaktywacje wirusa.
Swiadczy to, ze inaktywacje wywotaty inne fotoprodukty w RNA, ktérych
powstanie wymaga nizszych dawek niz dimeryzacja. Pozostaje wiec
sprawg otwartg jaki typ fotoproduktéw w wirusach zawierajgcych RNA
podlega fotoreaktywaciji.

Enzym PR reaktywujacy DNA nie bierze udzialu w fotoreaktywacji
RNA. Swiadczy o tym zaréwno fakt, ze fagi RNA nie sg reaktywowane
w szczepie phr+ (98) jak i to, ze enzym PR nie wigze sie z RNA-UV (68).
Rupert i Harm (70) przypuszczajg, ze fotoreaktywacja obserwo-
wana u wirusbw RNA moze byé wynikiem fotoreaktywacji posredniej
(40) albo tez bierze tu udziat zupetnie inny fotoenzym.

Warto tu moze podkresli¢, ze fotoreaktywacje niektérych wiruséw
RNA, uzyska¢ mozna tylko w tym przypadku je$li naswietla sie promie-
niami UV izolowany RNA infekcyjny lub kompleks wirus-bakteria na-
tomiast fotoreaktywacji nie uzyskuje sie po inaktywacji wirusa catego
(61). Fakt ten sugerowaé¢ moze udzial reaktywacji ciemnej wymagajacej
dwuniciowej formy replikacyjnej RNA, badZ tez powstawanie podczas
inaktywacji catego wirusa potaczen miedzy biatkiem i RNA, uniemozli-
wiajacych fotoreaktywacje. Ostatnio (28a) wykazano powstawanie takich
bardzo trwatych potaczen w wyniku naswietlenia UV wirusa mozaiki
tytoniowej.

2 Reaktywacja cienma

Od dawna obserwowano, ze fagi i bakterie inaktywowane promie-
niami UV moga ulega¢ reaktywacji w ciemnosci. | tak zauwazono, ze
niektore fagi sg stosunkowo mato wrazliwe na promienie UV, natomiast
ich wrazliwo$é na promienie X lub rozpad 3P jest znaczna. PdzZniej oka-
zato sie, ze uszkodzenia wywotane w tych fagach promieniami UV, sa
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naprawiane. Poniewaz naprawa fagow zachodzita wewnatrz komorki
gospodarza nazwano jg HCR (host cell reactivation). Reaktywacje tego
typu obserwowano u fagéw, ktdrych DNA byto podobne w skiadzie do
DNA gospodarza sagdzono zatem, ze polega ono na wymianie uszkodzonych
segmentéw DNA faga przez nieuszkodzone homologiczne segmenty DNA
gospodarza na drodze rekombinacji. Wykazano tez, ze mniejsza wrazli-
wos¢ na promienie UV faga T4 niz pokrewnego faga T2 wynika ze zdol-
nosci faga T4 do reaktywacji kontrolowanej przez gen fagowy nazwany
u-genem; zjawisko to nazwano u-gen reaktywacje. Ani HCR ani u-gen
reaktywacja nie wymagaty udziatu Swiatta. Natomiast u bakterii na-
Swietlonych UV od dawna obserwowano wieksze przezycie w ubozszym
niz w bogatym poditozu.

Wyijasnienie mechanizmu reaktywacji ciemnej przyniosty dopiero
badania lat ostatnich nad wrazliwymi mutantami szczepéw E. coli B oraz
E. coli K12. Przezywalno$¢ mutantow wrazliwych na promienie UV
(E. coli B/s oraz E. coli K12 her-) w odr6znieniu od opornych nie zalezy
od warunkow S$rodowiska, w Kktorych znajdujg sie one po inaktywacji
UV. Mutanty wrazliwe nie sg tez zdolne do HCR. Jak sie ostatecznie oka-
zato sa one pozbawione mechanizmu reaktywacji ciemnej.

Carrier i Setlow (8l) przeprowadzili badania na szczepie
E. coli B oraz jego mutancie opornym B/r i wrazliwym B/s. DNA bakterii
byto znakowane [3H]-tyming. Stwierdzili oni, ze naswietlenie UV w dawce
200 ergow catkowicie i trwale hamowato synteze DNA w szczepie wra-
zliwym, natomiast w szczepie opornym zahamowanie byto przejsciowe
i po pewnym czasie inkubacji w ciemnosci synteza DNA byta podejmo-
wana na nowo. W tym czasie u szczepu opornego pojawiata sie [3H]-ty-
mina we frakcji kwasorozpuszczalnej, czego nie stwierdzono u szczepow
wrazliwych. Radioaktywnos$¢ pojawiajaca sie we frakcji kwasorozpusz-
czalnej byta zwigzana z dimerami tyminy, ktérych obecnos$é wykazano
chromatograficznie. Wskazywato to, ze mechanizm reaktywacji ciemnej
dotyczy przede wszystkim wycinania dimeréow. Wniosek ten potwier-
dzily dalsze doswiadczenia. Okazato sie mianowicie, ze szczep E. coli B/r
(oporny), w ktérym nastgpito usuniecie dimeréw w procesie reaktywacji
ciemnej, nie wykazuje juz fotoreaktywacji, natomiast mutant B/s (wra-
zliwy), w ktorym dimery pozostaty we frakcji nierozpuszczalnej w kwasie
po inkubacji w ciemnosci, ulega jeszcze fotoreaktywacji. Dimery tyminy
podczas reaktywacji ciemnej sg wycinane w postaci oligonukleotyddw.
Swiadczy o tym fakt, ze aby uzyskaé rozdziat chromatograficzny dime-
row nalezato frakcje kwasorozpuszczalng uprzednio zhydrolizowaé. Usu-
wanie dimeréw w szczepie B/r zakonAczone jest przed wznowieniem syn-
tezy DNA. Podobne wyniki uzyskali Boyce i Howard-Flanders
(7) na szczepach E. coli K12 UVR+i UVR~.

Boyce i Howard-Flanders, atakze Setlow i Carrier
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dyskutujagc mozliwy mechanizm reaktywacji ciemnej, uwazali wycinanie
dimeréw za jeden z poczatkowych etapow i sugerowali, ze w nastepnych
etapach tego procesu, w miejsce usunietych nukleotydéw wbudowywane
sg nowe. Pettijohn i Hanawalt (59) potwierdzili w catej petni
to przypuszczenie. Wykazali oni w E. coli 15T- inkubowanym w obec-
nosci 5-bromouracylu po naswietleniu UV, ze w poczatkowym okresie
syntezy DNA, nastepuje przypadkowe wbudowywanie 5-bromouracylu
w krotkie jednopasmowe odcinki w réznych miejscach tafncucha DNA.
Wykazali, ze w procesie reaktywacji ciemnej jako matryca dla syntezy
fragmentow zastepczych wstawianych w miejsce wycietych stuzy nie-
uszkodzony na tym odcinku komplementarny tanncuch DNA. Wskazuje
na to rowniez obserwacja (72), ze fag 174, zawierajacy jednoniciowy
DNA podlega reaktywacji ciemnej tylko wtedy, gdy jest inaktywowany
w dwuniciowej formie replikacyjnej. Forme te przyjmuje on po infekcji
w komérce gospodarza. Reaktywacje ciemng dwuniciowej formy DNA
(PX 174 uzyskano tez in vitro w obecnosci ekstraktu Microccus lyso-
deicticus (63). Dopiero po takiej lokalnej niekonserwatywnej syntezie
dajacej naprawe uszkodzen, nastepuje normalna semikonserwatywna
replikacja DNA.

Badania in vitro nad reaktywacjg ciemng DNA transformujgcego
z H. influenzae przy uzyciu wyciggu z komorek M. lysodeicticus rozpo-
czeto niedawno (21, 22). Ostatnio metodg kompetycji Rupert a wy-
kazano (52), ze wyciag z M. lysodeicticus zawiera enzym degradujacy
specyficznie DNA-UV. Enzym ten hamowany kompetycyjnie przez inne
DNA-UV bierze prawdopodobnie udziat w procesie reaktywacji ciemnej.

Reaktywacja ciemna moze przebiega¢ w warunkach zahamowania
syntezy biatka i RNA (chloramfenikolem i azauracylem) (78), natomiast
hamuja ja inhibitory proceséw energetycznych (dwunitrofenol, jodooctan).
Specyficznymi inhibitorami reaktywacji ciemnej sa kofeina i akryflawina
(27, 73). Mechanizm ich dziatania nie jest znany. Poniewaz kofeina nie
wptywa na fotoreaktywacje, nalezy sadzi¢, ze nie tworzy ona kompleksu
z DNA-UV, a by¢ moze dziata na enzymy biorgce udziat w reaktywacji
ciemnej.

Wczedniejsze obserwacje, ze chloramfenikol, a takze warunki $rodo-
wiska (na przyktad ubogie podtoze) zwiekszajg przezycie bakterii inakty-
wowanych UV znalazty dopiero teraz wyjasnienie w S$wietle badan
Hanawalta (33). Stwierdzit on, ze wrazliwo$¢ wobec promieni UV,
szczepow opornych, zdolnych do reaktywacji ciemnej, zalezy od aktual-
nego stanu syntezy DNA w komérkach. Mutanty wrazliwe nie wykazuja
takiej zaleznosci. Hanawalt sadzi, ze u szczepébw opornych warunki
pozwalajgce tylko na dokonhczenie rozpoczetego cyklu replikacji DNA,
ale nie pozwalajace na rozpoczecie nowego cyklu (zahamowanie syntezy
biatka czy RNA) umozliwiajg reperacje ciemng. Sugeruje on, ze rozpo-

/
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czecie syntezy DNA przed ukonczeniem reperacji prowadzi do efektu
letalnego. Jak juz wspomniano sytuacja jest podobna w przypadku foto-
reaktywacji szczepéw wrazliwych (89).

Niespecyficzno$é procesu reaktywacji ciemnej. Proces reaktywacji
ciemnej w przeciwienstwie do fotoreaktywacji enzymatycznej jest nie-
specyficzny.

Pewne obserwacje wskazujg, ze podczas reaktywacji ciemnej poza
dimerami moga by¢ usuwane takze inne fotoprodukty. Reaktywacja
ciemna faga Tl usuwa 83% uszkodzen letalnych, fotoreaktywacja — 80%,
a oba te procesy tgcznie eliminujg 95% uszkodzen (23). Biorgc pod uwage,
ze podczas fotoreaktywacji usuwane sg wszystkie dimery (75) wydaje sie,
ze 15% uszkodzehn stanowig inne fotoprodukty, usuwane w procesie
reaktywacji ciemnej. W DNA fagéw T-parzystych, pod wptywem pro-
mieniowania o diugosci fali 302 m" powstajg fotoprodukty, ktére sg
usuwane podczas reaktywacji ciemnej (u-gen reaktywacja), a nie sa
eliminowane przez fotoreaktywacje (10). Réwniez niektore, wywotane
dziataniem UV, zmiany w DNA, prowadzace do mutacji sag naprawiane
w ciemnosci, a nie sg fotoreaktywowane.

Proces reaktywacji ciemnej moze takze usuwaé uszkodzenia w DNA
wywotane czynnikami chemicznymi. Wrazliwo$¢ bakterii wobec pro-
mieni UV jest skorelowana z ich wrazliwo$cig na czynniki chemiczne
dziatajace na kwasy nukleinowe takie jak mitomycyna C (97), iperyt
azotowy i siarkowy (103), HNOz i inne zwiazki alkilujgce. Skutki biolo-
giczne zmian wywotanych tymi czynnikami w DNA sg zblizone do skut-
kéw promieni UV (mutageneza, tworzenie form diugich, indukcja faga
lizogennego, inaktywacja DNA transformujgcego, czy zahamowanie syn-
tezy DNA). Warunki zwiekszajgce przezycie bakterii inaktywowanych
UV, jak podwyzszona temperatura czy ubogie podtoze wptywajg tak samo
na bakterie inaktywowane mitomycyng C, iperytem azotowym, azase-
ryng i innymi czynnikami radiomimetycznymi (104). Jak wiadomo pod-
wyzszona temperatura i ubogie podtoze stymulujg reaktywacje ciemna.
Stosujac [H]-5-bromouracyl, podobnie jak w badaniach nad reaktywacja
ciemng po UV, wykazano, ze bakterie inaktywowane iperytem azotowym
sg reaktywowane przez usuwanie miejsc uszkodzonych z ich DNA i wsta-
wianie nowych uzupetniajacych nukleotydéw oraz, ze bezpos$rednio po
inaktywacji iperytem nastepuje czesSciowa niekonserwatywna replikacja
DNA, zupetnie analogicznie jak po UV (32).

Naprawa uszkodzehA wywotanych czynnikami chemicznymi poprzez
mechanizm reaktywacji ciemnej wykazuje ogromna niespecyficznos¢ tego
procesu. Dotyczy on zmian powstalych nie tylko w pirymidynach ale
i w purynach, gdyz iperyt azotowy i inne czynniki alkilujgce powodujg
powstawanie wigzan poprzecznych w DNA, przez alkilacje dwo6ch czaste-
czek guaniny w pozycji N7 (28). Wiagzania te znikajag z DNA podczas inku-
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bacji bakterii traktowanych iperytem (48) czy mitomycyng (49, 91).
Mahler zapowiada publikacje wykazujgca, ze oczyszczony enzym
z Micrococcus lysodeicticus degraduje specyficznie DNA-UV i DNA trak-
towany mitomycyna C, nie dziata natomiast na DNA natywny. W wycia-
gach z komérek tego drobnoustroju wczesniej juz (88) wykazano obecnos$é
nukleazy dziatajacej specyficznie na DNA-UV oraz DNA uszkodzone przez
czynniki alkilujace, nie wigzano jednak jeszcze jej dziatania z mechaniz-
mem reaktywacji ciemnej.

Podobny okazat sie rowniez sposéb naprawy uszkodzen wystepujacych
po gtodzie tyminowym (57). Wszystko to wskazuje na istnienie ogdlnego
mechanizmu, naprawiajgcego wszelkie uszkodzenia powstate z DNA pod
wptywem roznych czynnikéw. Hanawalt i Haynes (32) uwazaja,
ze dziatanie takiego mechanizmu nie jest zwigzane specyficznie ze zmia-
nami powstatymi w zasadach, ale raczej ze zmianami struktury drugo-
rzedowej DNA. Dzieki temu mechanizmowi wedtug nich mozliwe bytoby
wykrywanie przypadkowych btedéw w tgczeniu sie zasac[ w pary i zapo-
bieganie ewentualnym mutacjom. Szczepy pozbawione takiego mecha-
nizmu moglyby wykazywaé bardzo wysokag frekwencje mutacji. Autorzy
ci zapowiadajg dalsze badania w tym Kkierunku.

Wptyw podstawienia 5-bromouracylu do DNA na proces reaktywacji
ciemnej. Od dawna obserwowano, ze zaréwno fagi (87) jak i bakterie
(30) u ktérych tymina w DNA zostala zastgpiona przez 5-bromouracyl
lub 5-jodouracyl, sg bardzo wrazliwe na dziatanie UV i nie sg zdolne do
fotoreaktywacji ani reaktywacji ciemnej. Poniewaz podstawienie
5-bromouracylu zwieksza wrazliwos$¢ na UV tylko w szczepach opornych,
a we wrazliwych nie, wigzano to zjawisko z mechanizmem reaktywacji
ciemnej. Ostatnio okazato sie (3, 6), ze bakterie, w ktérych tymina
zostata zastgpiona przez 5-bromouracyl, uwalniajg fragmenty DNA do
frakcji kwasorozpuszczalnej w czasie inkubacji po naswietleniu UV, ale
nie sa zdolne do wbudowywania fragmentdéw zastepczych. Przypuszcza
sie, ze obecno$¢ 5-bromouracylu w DNA zakiéca regulacje procesow
degradacji i syntezy DNA w komorce i niekontrolowane wycinanie foto-
produktow z DNA przez enzymy systemu reperacji ciemnej prowadzi
do degradacji znacznej czesci DNA i w konsekwencji do $mierci ko-
morek.

Korelacje miedzy reaktywacjg ciemng a rekombinacja genetyczna.
Pierwsze sugestie, ze rekombinacja i reaktywacja ciemna moga mieé
wspolne etapy, pochodza z badah nad mutantem E. coli K12 wrazliwym
na UV i niezdolnym do rekombinacji genetycznej (11). Obie cechy oka-
zaly sie regulowane przez wspo6lny gen, poniewaz rewersja mutacji rec-
do rec+ dawala jednocze$nie rewersje z UVS do UVr. O powigzaniu
miedzy wrazliwoscig na UV, a zdolnoscig do rekombinacji u E. coli K12
donosili réwniez inni badacze (24, 38, 39). Korelacja taka wydaje sie dos¢
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powszechna, wykazano bowiem, ze markery genetyczne w transformujg-
cym DNA Hemophilus influenzae, ktére sg najmniej wydajnie reaktywo-
wane w procesie reaktywacji ciemnej, sg tez z najnizsza czestotliwoscig
wbudowywane do genomu biorcy (56). Rowniez w uktadzie transformu-
jacym, u Bacillus subtilis stwierdzono, ze szczepy wrazliwe na UV i mito-
mycyne C maja zmniejszong zdolno$¢ do transformacji, z tym ze dotyczy
to bardziej whudowywania DNA niz jego wnikania do komadrki (54).

W Swietle tych wynikéw staje sie bardziej zrozumiaty od dawna
obserwowany stymulujgcy efekt promieni UV, mitomycyny C oraz
innych czynnikdéw alkilujagcych na czestotliwo$¢ rekombinacji fagéw
i bakterii. Czynniki, ktére pobudzaja komoérke do wycinania pewnych
segmentdw chromosomu mogg zwiekszy¢ szanse rekombinacji na drodze
,breakage and reunion” (pekniecie i ponowne potgczenie sie).

Reaktywacja ciemna a inne rodzaje reaktywacji spotykane u fagow
i bakterii. Poniewaz reaktywacje fagoéw i bakterii inaktywowanych pro-
mieniami UV obserwowano w roznych warunkach, w literaturze spotyka
sie rdzne nazwy tego zjawiska jak: UV-reaktywacja (reaktywacja faga,
ktéra zachodzi w komdrkach naswietlonych uprzednio promieniami UV),
u-gen i x-gen reaktywacja (kierowane przez geny wnoszone przez faga
T4) czy tez u bakterii reaktywacja termiczna, reaktywacja w podiozu
ptynnym, reaktywacja w zaleznosci od podtoza, fotoprotekcja. Moze to
sugerowaé, ze istnieje bardzo wiele mechanizméw obrony mikroorga-
nizméw przed dziataniem UV. Dzisiaj wydaje sie, ze wszystkie wspo-
mniane wyzej rodzaje reaktywacji mozna sprowadzi¢ do jednego ogdl-
nego mechanizmu reaktywacji ciemnej. Opisywane warunki obnizaja
szybkos¢ procesdw metabolicznych w komdrce lub hamujg je, dzieki
czemu skuteczniej dziala mechanizm reaktywacji ciemnej. Przyktadem
podobieristwa mechanizmdéw reaktywacji ciemnej i reaktywacji spoty-
kanych u fagéw moze by¢ u-gen reaktywacja, ktora jak wykazano réow-
niez dotyczy wycinania dimerow z DNA faga, z tym, ze enzym wyci-
najacy jest regulowany przez genom faga (31, 79).

A zatem wydaje sie, ze istniejg w przyrodzie dwa zasadnicze mecha-
nizmy obrony mikroorganizmow przed dziataniem letalnym i mutagen-
nym promieni UV: fotoreaktywacja enzymatyczna i reaktywacja ciemna.

IVV. Mutagenne dziatanie promieni UV

Omawiane dotad efekty promieniowania UV na organizmy zywe oraz
mechanizmy obronne dotyczyty efektu letalnego. Wiadomo jednak, ze
promieniowanie UV wykazuje poza dzialaniem letalnym, takze dziatanie
mutagenne. Mechanizm mutagennego dzialania promieni UV jest jak
dotagd mato wyjasniony.

Zasadniczo wyklucza sie bezposredni udziat dimeréw pirymidyn
W mutagenezie, poniewaz powoduja one zahamowanie syntezy DNA,
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co prowadzi do efektu letalnego. Wydaje sie, ze przynajmniej w nie-
ktorych przypadkach przyczyng dzialania mutagennego moze by¢
uwodniona cytozyna. Swiadczyé o tym moze omawiana na poczatku
tego artykutu termiczna reaktywacja indukowanej UV mutacji faga
kappa Serratia marcescens, uzyskana poza komorkg gospodarza (44),
chociaz jest to jak dotad jedyna obserwacja tego rodzaju.

Do poznania przyczyn letalnych skutkéw promieni UV wiele wniosty
badania nad mechanizmami reaktywacji. Natomiast badania nad odwra-
caniem efektu mutagennego promieni UV przez reaktywacje nie przy-
czynity sie jak dotad do blizszej identyfikacji fotoproduktéw odpowie-
dzialnych za mutacje.

Stwierdzono w przewazajgcej wiekszoSci badanych mutacji, ze sg one
niewrazliwe na fotoreaktywacje enzymatyczng, specyficzng dla dimeréw
pirymidyn, podlegajag natomiast mechanizmowi reaktywacji ciemnej.
Wyniki te potwierdzaja, ze wiekszo$¢ badanych mutacji nie jest powo-
dowana przez dimery, ale poniewaz reaktywacja ciemna jest procesem
bardzo niespecyficznym i moze eliminowaé uszkodzenia o bardzo réz-
nym charakterze, nie pozwalaja na identyfikacje fotoproduktu odpo-
wiedzialnego za mutacje.

Wyniki badan, w ktérych stosowano inhibitory reaktywacji ciemnej
wskazujg, ze proces ten moze odwraca¢ zmiany mutacyjne u bakterii
wywotane dziataniem UV. Kofeina i akryflawina dodane po nasSwietle-
niu UV znacznie podwyzszajg czesto$¢ wystepowania mutacji (99, 100).
Akryflawina hamuje fotoreaktywacje potencjalnych mutacji do proto-
trofii, nie hamuje natomiast fotoreaktywacji efektu letalnego (101).
Swiadczy to, ze rézne fotoprodukty sa odpowiedzialne za te dwa efekty,
a takze wskazuje, ze fotoreaktywacja mutacji jest witasciwie stymulo-
wang przez Swiatlo reaktywacjg ciemng, a nie fotoreaktywacja enzyma-
tyczng. Wydaje sie wiec, ze mutacje do prototrofii sg wywotywane przez
fotoprodukty eliminowane czeSciowo przez mechanizm reaktywacji
ciemnej. Natomiast przyczyng mutacji w kierunku opornosci wobec
streptomycyny sg prawdopodobnie dimery, poniewaz mutacja ta pod-
lega fotoreaktywacji enzymatycznej (43).

Interesujgce wydajg sie wyniki badan Drake (18) nad fotoreak-
tywacjag UV-indukowanych mutacji faga T4r. Mutacje r faga T4 sg dwo-
jakiego typu: mutacja przez tranzycje, dajaca zmiane pary zasad oraz
mutacja tak zwana ,sign” powstajagca przez delecje lub addycje Kkilku
par zasad (14—17, 37). Drake badat wpltyw fotoreaktywacji enzyma-
tycznej na UV-indukowane mutacje, uzywajac faga T4rv, ktory nie
posiada genu warunkujgcego reaktywacje ciemng. Stwierdzit on, ze
60% mutacji przez tranzycje i 55% mutacji przez delecje lub addycje
ulegato fotoreaktywacji, co pozwala przypuszcza¢, ze byly to zmiany
wywotane przez dimeryzacje.
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W jaki sposdb moga powstawa¢ mutacje indukowane przez promienie
UVv? Jak dotagd wiemy, zmiany fotochemiczne w DNA sg wynikiem
dimeryzacji tyminy i cytozyny oraz uwodnienia cytozyny. Uwodniona
cytozyna w DNA-UV moze by¢ powodem mutacji typu tranzycji z dwéch
racji: moze na skutek uwodnienia zmienia¢ zdolno$¢ do tgczenia sie
w pary (18) lub tez moze ulega¢ spontanicznej dezaminacji do uracylu
(27, 42). W obu wypadkach zachodzitaby zmiana pary zasad GC w AT
w nastepnym cyklu replikacji DNA. Omawiane wcze$niej badania (55)
zdajg sie przemawiaé za takg mozliwoscia.

Zdimeryzowana cytozyna natomiast, mogtaby dawaé mutacje typu
tranzycji, poniewaz w tej postaci takze ulega dezaminacji (27) oraz
mogtaby dawac, podobnie zresztg jak i zdimeryzowana tymina, mutacje
przez delecje lub addycje jesliby przyjaé, ze w naturze zachodzi sytuacja
podobna do obserwowanej w ukladzie in vitro przez Bolluma
i Setlowa (5), ktérzy badali synteze DNA na matrycy naswietlo-
nej UV.

Z doswiadczen Drake wynika, ze 60% mutacji typu tranzycji
w fagu T4r, ktore dajg sie fotoreaktywowaé, jest powodowana przez
zdimeryzowang cytozyne, ktéra ulegta dezaminacji, poniewaz przynaj-
mniej jak dotad, nie udato sie wykazaé, ze uwodniona cytozyna ulega
fotoreaktywacji enzymatycznej. Pozostate 40'% mutacji typu tranzycji
mozna by przypisa¢ uwodnionej cytozynie. Natomiast mutacje typu
delecji lub addycji w 55% powodowane bytyby przez dimery tyminy
lub cytozyny, reszta za$ przez nieznane fotoprodukty.

Wydaje sie, ze wykluczanie udziatlu dimerdw w procesie mutacji
indukowanej przez promienie UV nie jest stuszne. O udziale ich Swiad-
czy¢ moga zaréwno wspomniane juz doswiadczenia nad UV-mutacjg
w kierunku opornoSci na streptomycyne (43), jak i wyniki Drake.
Poza tym, jak dotad, badania nad UV-indukowang mutacjg prowadzono
na zbyt ograniczonej liczbie cech genetycznych, aby mozna byto wy-
cigga¢ bardziej ogélne wnioski. Wiadomo, ze cechy genetyczne sg warun-
kowane odpowiednig sekwencjg zasad i by¢é moze, ona decyduje o tym
jakie fotoprodukty moga powstawaé, a wilasciwie kazdy fotoprodukt
w DNA moze sta¢ sie przyczyng mutacji.
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SERIA PWN

WSPOLCZESNA BIBLIOTEKA NAUKOWA
OMEGA

w 1967 r.

Panstwowe Wydawnictwo Naukowe, spetniajgc zycze-
nia Czytelnikéw serii OMEGA, wprowadza od 1967 roku
dalsze udogodnienia w sprzedazy, a mianowicie:

— pojedyncze tomiki bedg dostepne w wolnej sprzedazy,

— mozna zamawia¢ komplet lub wybo6r tomikdw,

— zamoOwione tomiki bedg — na zyczenie — wysytane
poczta do domu.

Ksigzki serii OMEGA dajg encyklopedyczny przeglad
wiedzy wspdiczesnej w zakresie roznych dyscyplin oraz
informujg o aktualnych problemach nauki.

Od roku 1963 w serii OMEGA ukazato sie 68 tomikow.

W roku 1967 ukaze sie 20 tomik6w pojedynczych, w ce-
nie zt 10,— za tomik i 4 tomiki podwdjne, w cenie zt 20,—
za tomik.

Prospekty, informujgce szczegotowo o tematyce serii
OMEGA w roku 1967, znajdujg sie w ksiegarniach ,Domu
Ksigzki”.



JANUSZ SEAWINSKI*

Chemilummescencja w biologii

Cheiniluniinescence in biology

The mechanism of the liquid- phase chemiluminescence, characteristic of spon-
taneous and induced luminescence in vivo and in vitro are reviewed. Some ap-
plications of chemiluminescence are discussed.

Przez dtugi czas chemiluminescencja uwazana byta za rzadkie, cho-
ciaz efektowne zjawisko. Dopiero zastosowanie czutych metod pozwo-
lito stwierdzié, ze Swiecenia wystepuja w licznych reakcjach chemicz-
nych oraz we wszystkich zywych komdérkach. Chemiluminescencja na-
biera dzi§ coraz wiekszego znaczenia w réznych gateziach nauki, mie-
dzy innymi réwniez w biochemii i biologii.

I. Ogélna charakterystyka chemiluminescenciji
1. Mechanizm chemiluminescendgji

Chemiluminescencja (ChL) jest to promieniowanie elektromagne-
tyczne towarzyszace reakcjom chemicznym, powstajace kosztem energii
egzoergicznych proceséw elementarnych. Formalnie moze by¢ traktowa-
na jako odwrocenie reakcji fotochemicznej:

A -f-hv—A* —B reakcja fotochemiczna 1
B —A* —A + hv chemiluminescencja 2

Promieniowanie zawarte moze by¢ w nadfioletowym, widzialnym i pod-
czerwonym zakresie widma i moze powstawa¢ zaréwno w fazie gazo-
wej, cieklej jak i na granicy faz. Proces ChL dzieli sie na dwa stadia:

Stadium wzbudzenia — tworzenie kosztem energii reakcji
bogatych w energie czasteczek (produktu P) w stanie wzbudzonym P¥*,

3

* Dr, adiunkt Katedry Chemii Ogélnej Wyzszej Szkoty Rolniczej w Szczecinie.
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Stadium luminescencji — przejScie wzbudzonej czastecz-
ki P* w podstawowy stan P z emisjg fotonu:

——————————————— *P + hvP 4

Stadium to nie zalezy od kinetyki i mechanizmu reakcji, podlega na-
tomiast podobnie jak foto-, radio czy elektro-wzbudzenie wpltywowi
proceséw fizycznych (migracja energii wzbudzenia, zderzenie ,drugie-
go rodzaju”, konwersja wewnetrzna itp.).

Jezeli kazde stadium procesu scharakteryzuje sie odpowiedniag wy-
dajnosciag kwantowa, to mozna poda¢ wyrazenie zawierajgce doswiad-
czalnie mierzone wielkoS$ci:

I —Tiv bypw—"Chlw 5

gdzie | — natezenie chemiluminescencji, to jest liczha kwantow wy-
promieniowanych z jednostki objetoSci w jednostce czasu, Tph — wy-
dajnosé wzbudzenia, to jest stosunek liczby czasteczek wzbudzonych
do ogolnej liczby tworzacych sie czasteczek produktu P, rjp — wydaj-
no$¢ kwantowa promieniowania, to jest stosunek liczby czasteczek
wzbudzonych, ktére oddaja energie w formie promieniowania do ogdl-

nej liczby wzbudzonych czgsteczek P, w — szybko$¢ reakcji to jest
liczha czasteczek produktu tworzacych sie w jednostce czasu i objetosci,
icht — og6lna wydajno$¢ kwantowa ChL, czyli stosunek liczby emito-

wanych fotondw do liczby czasteczek, ktore przereagowaty. Jak wyni-
ka ze wzoru

Al = = Apzblp = rtdd 6
gdzie | — natezenie ChL o diugosci fali Aw ergach na s, n — liczba
moli przereagowanych w jednostce czasu (s), N, h, ¢ — odpowiednio

stata Avogadry, stata Plancka i szybko$¢ Swiatta. Wydajnosé ChL richL
okresla skuteczno$¢ przeksztatcania energii chemicznej w promienio-
wanie. Wydajno$¢ wzbudzenia r]"z zalezy od energetyki reakcji, w szcze-
golnosci od energii aktywacji B. O wydajnosci kwantowej promienio-
wania decydujg dwa czynniki: czynnik okre$lajacy prawdopodobien-
stwo dezaktywacji promienistej to jest prawdopodobienstwo przej-
$cia wzbudzonej czasteczki P* do stanu podstawowego P potaczone z wy-
promieniowaniem kwantu hv (P oraz czynnik zwigzany ze spektrosko-
powymi regutami przejs¢ ze stanu P* do P (czynnik x). Zaleznos¢ (6)
mozna wiec przedstawi¢ nastepujaco:

B
NOL =XPpe KT £l
gdzie k — stata Boltzmanna. Ze wzoru (6) wynika, ze im wiekszy jest
wkiad energii cieplnej (energia aktywacji B) w energie wypromienio-
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wanego kwantu, tym mniejsze prawdopodobieristwo jego emisji, to jest
mniejsza wydajnos$¢ flchL- W tablicy 1 zestawione sg przyktadowo war-
tosci rjahL dla Kilku uktadow.

Tablica 1

Wydajnosci kwantowa chemiluminescencji yjchL niektérych reakcji

Zakres
Uktad spektralny AChL Literatura
lub “max
nm
1. D(-)lucyferyna + lucyferaza -f02+
+M g2+ u chrzaszcza Photinus py-
ralis 562 0,88+0,25 (79)
2. lucyferyna+ lucyferaza+02ze sko-
rupiakéw Cypridina 460 0,28 (cyt. za 100)
3. bioluminescencja bakterii Achro-
mobacter fischeri,
Photobacterium phosphoreum 495-480 0,05 (cyt. za 100
4. ptomienie pod zmniejszonym ci$-
nieniem 200-2000 0,35 (50)

5. hydrazyd kwasu 5-amino, o-fta-
lowego (luminol) + 02+ KOH w
(CH3=0 485 0,05 (112)

6. dwuazotan iV,iV-dwumetylo-9,9-
dwuakrydylu (lucygerina) +
+ NaZ 03+hipoksantyna +oksyda-
za ksantynowa 485 0,016 (100)

7. NaXS 03+ 02+ Fe3+, Cuz+ 480 10~9 (93)

8. utlenianie tlenem weglowodoréw
(etylobenzen, dekan, cykloheksan) 400-500 4'_()‘6—|°'7R‘ (103)

9. pirogalol+NaOH + 02 235 10"155 )

Na rysunku 1 podany jest uproszczony schemat procesu ChL. Stadium
wzbudzenia odpowiada przejscie z krzywej potencjalnej E=f (r) R na
krzywg P*, a stadium luminescencji — z krzywej P* na krzywg P. Jak
widaé, energia emitowanych kwantow moze by¢é suma ciepta reakcji
(zmiany entalpii AH) i energii aktywacji B:

hv< AH + B 7

Zalezno$¢ ta pozwala wyjasni¢, dlaczego w niektdrych reakcjach ener-
gia emitowanych kwantow jest wyzsza od entalpii elementarnych pro-
cesow. Przyktadem moze by¢ utlenianie pirogalolu potgczone z emisjg
promieniowania o diugosci fal 400—600 i 220—240 mm wyzwalajace
energie 50 kcal/mol. Proces zmagazynowania energii aktywacji i na-
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stepnie przeksztalcenia w energie Swietlng jest, jak wynika z réwnania
(6a) i rysunku 1 mato prawdopodobny i dlatego wydajno$¢ ChL bardzo
niska (patrz tabela 1).

Petne wyja$nienie mechanizmu ChL wymaga poznania: 1) elemen-
tarnych reakcji, w ktérych tworzg sie czasteczki P* oraz wydajnosci pro-
cesu wzbudzenia ri”, 2) struktury i stanéw energetycznych czasteczek
wzbudzonych (emiteréw) oraz sposobu i wydajnosci NP z jaka zachodzi
proces przeksztatcania energii chemicznej w energie promienists.

Rys. 1. Schematyczne krzywe potencjalne chemiluminescencji (71).

R — reagent, P* — produkt reakcji w stanie wzbudzonym, p — produkt reakcji w stanie pod-
stawowym, B — wysoko$¢ bariery energetycznej reakcji

Energia potrzebna do spowodowania emisji promieniowania o okre-
$lonej diugosci fali wynosi:

gdzie a — wspotczynnik zamiany ergdw na kalorie, przy czym E wy-
razone jest w kcal/mol, a Aw nm (10~9 m). Wytworzenie czasteczki
wzbudzonej P* wymaga spetnienia trzech warunkoéw: 1) niezbedna por-
cja energii, to jest entalpia reakcji AH + energia aktywacji musi by¢
wyzwolona w jednym z elementarnych aktow reakcji, 2) rozkiad energii
na poszczeg6lne produkty tej reakcji musi byé taki, aby przynajmniej
jeden z nich uzyskat porcje energii wystarczajagcg do wzbudzenia na
odpowiednio wysoki poziom energetyczny, 3) energia musi byé wyzwo-
lona w czasie krétszym od czasu potrzebnego na rozmycie ,klatki roz-
puszczalnika” (10-12 s) lub podczas pojedynczej oscylacji czasteczki
(10-13 s). Warunki te spetniaja nastepujace rodzaje reakcji:

1) rekombinacja rodnikéw, przewaznie nadtlenkowych ROx (x”" 1)
gdzie R oznacza rodnik zwigzku organicznego lub wodér np. (89—93):

200H—HY 2+ (02*; OH+ OOH—HXD + O* 9
(AHO wynosi -58 do -77 kcal/mol) lub wedtug schematu 1
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Teoria ta zapoczatkowana jeszcze w 1939 r. (5, 15, 110) jest obecnie
nadal rozwijana (87—94, 103—109).
2) Przenoszenie elektronu od donatora (D) na akceptor (A) na przykitad
z anionowych na kationowe rodniki organiczne wytwarzane podczas
elektrolizy zwigzkéw aromatycznych (38):

D~+ A+—D* fA—D+ A+ hv 10

Energia aktywacji reakcji 10 B = O i zgodnie z rownaniem 6a wydajnos¢
ilchL jest wyjatkowo duza.

Wedtug autoréw tej teorii (17) proces przenoszenia elektronu jest szyb-
szy od rozmywania ,klatki rozpuszczalnika” i czesto nastepuje z naj-
wyzszego poziomu wigzgcego rodnika, dzieki czemu jest duze prawdopo-
dobienstwo wytworzenia czgsteczki elektronowo wzbudzonej. Przykia-
dem moze by¢ indukowana Swiattem chemiluminescencja chlorofilu a
(116) i koenzyméw flawinowych (19, 102) (patrz schemat 2).

(?—O* .0-0

CH2CH3 CH- CH3 CH- CH3 Ha:-HCI
02

02

Schemat 1. Tworzenie wzbudzonych czasteczek w reakcji dysmutacji dwéch rod-
nikéw nadtlenowych w procesie utleniania etylobenzenu (103).

W uktadach biologicznych prawdopodobienstwo wytworzenia czgste-
czek elektronowo wzbudzonych jest szczeg6lnie duze, gdy akceptorami
sg tlen lub nadtlenki, odznaczajgce sie wysokim powinowactwem elek-
tronowym.

3) rdwnoczesne rozerwanie co najmniej dwdch wigzan w jednej czastecz-
ce z wytworzeniem stabilnych produktéw (reakcja 11 i schemat 3).

0O O

(CH3L—0—O0—C—C—0O—H+ +C(CH33— (CH33—OH + 2COa+
«O—C(CH33 11

Hipoteza ta powstata w latach 1964—1965 (58, 59, 70).
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X-*-X* X*

Schemat 2. Hipotetyczny mechanizm tworzenia czgsteczki wzbudzonej w procesie
fotochemiluminescencji chlorofilu (116).

a — Swiecenie ,donorowe” w reakcji fotozredukowanej formy (X*) z akceptorem elektronu (A),
1 — absorpcja kwantu S$wiatta, 2 — fotoredukcja, 3 — przeniesienie elektronu na akceptor A
potaczone z wytworzeniem wzbudzonego stanu X* 4 — wypromieniowanie kwantu (fotochemi-
luminescencja), 5 — przejscie bezpromieniste

b — Swiecenie ,akceptorowe” w reakcji fotoutlenionej formy (xt) z donatorem elektronu,

(D), i, 4, 5 —jak na rysunku 2a, 2 — fotoutlenianie X, 3 — przeniesienie elektronu od dona-

tora D potgczone z wytworzeniem wzbudzonego stanu X*, NNO — nizsza niezapetniona orbita,
WZO — wyzsza zapetniona orbita elektronowa

Schemat 3. Tworzenie wzbudzonej czgsteczki 2V-metyloakrydonu w reakcji réwno-
czesnego rozerwania trzech wigzan w czasteczce hydronadtlenku lucygeniny (58,
59, 70).

Jako emitery ChL w fazie ciektej zidentyfikowano dotychczas elek-
tronowo wzbudzony tlen czasteczkowy oraz zwigzki karbonylowe. Wy-
kazano (4, 16, 41—43, 64, 77, 78, 89, 90), ze ChL ze wzbudzonego tlenu
w zakresie 400—1200 nm jest spowodowana przejSciami z metastabil-

nych pozioméw singletowych 12£, na podstawowy stan tripletowy
czasteczki tlenu — ktéra jak wiadomo, jest dwurodnikiem.
0f(1S+,1A9 -.0 AB-) + hv 12

Poniewaz przejscia te sg silnie wzbronione zakazami zmiany multiple-
towosci momentu pedu i symetrii, przeto wydajnos¢ kwantowa promie-
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niowania fp jest mata. Swiecenie tlenu obserwuje sie w wielu rea-
kcjach zwigzkéw organicznych i nieorganicznych na przyktad zobojet-
niania (9, 90, 91), rozpadu nadtlenkow — H2 2 (11, 13, 54, 87) reakcji
tlenu czgsteczkowego (87—93), utleniania H2 2 jonami CIO* (41—43,
77) i innych reakcji utleniania (12, 14, 22, 23, 49, 50, 54, 106, 112, 113).

Chemiluminescencja wigkszosci zwigzkdw organicznych (12, 54, 103—
109, 112, 113) zwigzana jest z przejSciami z pierwszego wzbudzonego
stanu singletowego do stanu podstawowego singletowego w grupie kar-
bonylowej, to jest z fluorescencjg ketonow i aldehyddéw:

AC = 0\n, TH—"NC = O (*nd + hvA 13

Znacznie rzadziej, gdy ChL gaszona jest tlenem, przyjmuje sie istnie-
nie w grupie karbonylowej przej$¢ odpowiadajgcych fosforescencji —
z pierwszego wzbudzonego stanu tripletowego do stanu podstawowego:

= 03N, *) — = 0('nd + tiv,,,. 14

Réwnoczesnie dezaktywacji promienistej ulegaja wzbudzone czasteczki
tlenu (patrz schemat 1 i reakcja 12) (54, 108). Zwigzki organiczne wy-
kazujg ChL prawie wytgcznie w obecnosci tlenu, gdyz w tym przypad-
ku tworzg sie zwiazki karbonylowe, przeksztatcajgce efektywnie ener-
gie wzbudzenia chemicznego w promieniowanie (103, 104).

Sposréd proceséw jakim podlega wzbudzona czasteczka P* w dru-
gim stadium ChL na szczeg6lng uwage zastuguje proces przekazywania
energii na inne, silnie fluoryzujace czasteczki (A) (10, 43, 107):

P* - A—P + A *—P + A+ 15

Proces ten nazywa sie ChL aktywowana. Widmo ChL jest w tym przy-
padku identyczne z widmem fluorescencji aktywatora A, podobnie czas
zycia w stanie wzbudzonym oraz wydajnos¢ promieniowania Ha sg
charakterystyczne dla czasteczki aktywatora. Na rysunku 2 podane sg
poziomy elektronowe i oscylacyjne 02i (022 oraz poziomy elektronowe
akceptoréw (aktywatorow). Przyktadowo: w wyniku reakcji chemicznej
tworzy sie wzbudzony kompleks (0*22 o energii okoto 18 000 cm-1;
energia wzbudzenia moze migrowaé z zerowego poziomu oscylacyjnego
stanu 2(1Ag) kompleksu na singletowy poziom Zn-czterofenyloporfiryny
o0 tej samej w przyblizeniu energii; dezaktywacja promienista single-
towego poziomu akceptora jest ChL aktywowans.

W uktadach biologicznych role aktywatoréw speiniajg miedzy innymi
porfiryny (43, 51), adrenalina, ergosteryna (121) i prawdopodobnie
enzymy reakcji $Swiecacych, zwane lucyferazami (33, 111, 122).

Do pomiaréw natezenia ChL stosuje sie obecnie aparature fotoelek-
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tryczng, w ktorej role czulego detektora promieniowania speinia foto-
powielacz elektronowy (28, 51, 86, 91, 93, 109).

Bardzo stabe promieniowania o natezeniu 10—100 fotondéw/s cm2
mierzy sie fotopowielaczem chtodzonym ciektym powietrzem lub statym

3
. 104 -2['zg Antracen
cm'7
5 wWAg"Zg] Eozyna
zn - Cztero-
fenyloporfiryna
LO- Jra
Metastabilne poziomy Poziomy akceptora
tlenu

Rys. 2. Nizsze poziomy elektronowe i oscylacyjne czasteczki 02 i (022 oraz niekt6-
rych aktywatorow chemiluminescencji (43).
Liczby oznaczaja kolejne poziomy oscylacyjne, a poziome strzatki przejscia czysto elektronowe

CO02albo tez fotopowielaczem mato szumigcym, w uktadzie licznika elek-
tronowego. Skiad spektralny stabych Swiecen mierzy sie za pomoca
filtrow optycznych o mozliwie duzej powierzchni i przepuszczalnosci
(20, 26, 89, 94).

2. Chemiluminescencja ukiaddw biologicznych

Swiecenie zywych organizméw na przyktad $wietlikéw, skorupia-
kéw, bakterii i grzybéw, okreslone mianem bioluminescenciji
oddawna zwracato uwage i zostalo najlepiej poznane. Skonstruowanie
w latach dwudziestych XX-go wieku detektoréw typu licznikéw Geigera-
Miillera, umozliwito odkrycie stabego promieniowania ultrafioletowego,
zwanego mitogenetycznym. W ostatnim dziesigtku lat, dzieki zastoso-
waniu fotopowielaczy w uktadzie z licznikami elektronowymi odkryto
bardzo stabe Swiecenie w zakresie widzialnym zwane takze biochemilu-
minescencjg, ktore okazatlo sie wiasciwe wszystkim zywym komdrkom.
Wymienione wyzej ,promieniowania biologiczne” sg w istocie chemilu-
minescencjg zachodzgcg spontanicznie in vivo.

Bioluminescencja — jest to stosunkowo silna ChL w zakresie
400—800 nm towarzyszgca utlenianiu tlenem czasteczkowym ciepto-
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trwatych substratéw, zwanych od czaséw Dubois (1885) lucyferyna
w obecnosci enzyméw objetych wspd6lng nazwa lucyferazy. Liczba $wie-
cacych gatunkdw jest niewielka, jednak S$wiecenie wystepuje wsrod

Tablica 2

Sktad i wtasnosci Swiecgcych uktadéw niektérych organizmoéw
(33, 34, 60, 120)

A
Grupa Organizm Zwiazki reagujace r:nrsx
meduza (Aeginura), radiolaria,
1 zebroptawy biatko + Ca2+ 471
u wasonogi (Balanoglossus bimi- niebieski
niensis) LH2+ e + hD2 zakres
ryby (Apogon, Photoblepharon) lh 2+ e +02 460
pierwotniaki (Gonyaulax polyhedra, 470
Noctiluca miliaris)
1l wieloszczety (Odontosyllis enopla) 510
skorupiaki (Cypridina hilgendorfi) 460
v grzyby (Omphali flavida) lh 2+ E+nadh2+ 02
(Colliba, Armillaria) LH2+ E + NADPH2+ 530
+ 02
v pierscienice morskie (Renilla niebieski
reniformis) LH2+ E+ AMP + 02 zakres
owady (Photinus pyralis, LH2+ E + ATP +
Phyrophorus noctilucus) + Mg2++ 02 562
bakterie (Achromobacter fischeri) FMNH2+ E +
v + R—c«lﬁ +02 495
mieczaki (Pholas dyctylus) NADH2+ FMNHj +
+ E+ 0? 480
vn ssaki (badania wstepne) lipid, kwasy ttuszczo- niebieski
we + 02+ aktywatory zielony
czerwony
zakres
VIl ,robak kolejowy” (Phrixothrix), LH2+ porfiryny? + 02 czerwony
larwa nasiennicy jabtkowki zakres
(Rhagoletis pomonela)
bardzo réznych gatunkéw, najczesciej wsrdéd organizmdw morskich,

rzadziej roslin (33). W tablicy 2 zestawione sg grupy organizmoéw i ich
Swiecagce uktady.

Najprostszy i najciekawszy uklad posiada meduza (Aeginura). Me-
chanizm jej bioluminescencji jest prawdopodobnie nastepujgcy (120):
Przeniesienie elektronu z biatka ekwaryny (donator) na jony wapnia
(akceptor) powoduje wytworzenie wzbudzonego kompleksu o energii
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61 kcal/mol. In vitro kompleks ten przechodzgc do stanu podstawowego
emituje Swiatto niebiesko-fioletowe o diugosci fali 470 nm:

Ekw -f Caz+— (Ekw-Ca)* —*(Ekw-Ca) -f hv 16

Natomiast in vivo nastepuje przeniesienie energii ze wzbudzonego kom-
pleksu na zielono fluoryzujace biatko i wypromieniowanie energii
53 kcal/mol w formie kwantu zielonego $wiatta o dtugosci fali 543 nm:

(Ekw-Ca)* + BiatkoRL—Biatko*!  (Ekw-Ca)
Biatko*!—mBiatkoFL + hv 17

Jest to wiec proces wzbudzenia w wyniku przeniesienia elektronu
(reakcja 10) i rownoczes$nie ChL aktywowana (reakcja 15). Na szczeg6lna
uwage zastuguje fakt, ze w reakcjach tych nie bierze udziatu tlen.

Stosunkowo najlepiej poznanym jest mechanizm bioluminescencji
niektorych chrzaszczy (Photinus pyralis, Pyrophorus nocticulus, Photuris
pennsylvanica), bakterii (Achromdbacter fischerii, Photobaptetrium,
Pseudomonas, Vibrio) oraz skorupniakdéw (Ostracod cypridina). Reakcje
zwigzane ze S$wieceniem Photinus pyralis (21, 33, 60—63, 80) podano
w schemacie 4.

Strukture lucyferyny (I) tego chrzgszcza ustalili Seliger i Mc
Elroy (80); droga utleniania przy weglu zaznaczonym gwiazdka po-
wstaje grupa karbonylowa oksylucyferyny (IlI). Enzym E nie tylko
zwieksza szybkos$¢ reakcji utleniania lucyferyny, ale prawdopodobnie
dziata tez jako aktywator ChL, zwiekszajgc wydajnos¢ UchL-

Lucyferyna bakterii to prawdopodobnie FMNH2 ktory utlenia sie
bezposrednio tlenem czgsteczkowym z pominieciem czesci tafAcucha
oddechowego (schemat 5) (27, 33, 39, 40, 111):

Swiecenie matzoraczka (Cypridina hilgendorfi) obserwuje sie, gdy
wydziela on z gruczotow do wody morskiej substancje zawierajacg lucy-
feryne (LH2 i lucyferaze (E):

O )

| 1
LH2+ E—LH2E (L-E)*+ HD — L-E + hv 18
Lucyferyng jest prawdopodobnie policykliczny zwiagzek ze skoniugowa-
nymi wigzaniami i grupg ~C =0 w fancuchu bocznym (18, 33, 35,

36, 56).
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Jaka role biologiczng spetnia bioluminescencja? Mc Elroy i Se-
liger (60) sa zdania, ze wyksztatcita sie ona w procesie ewolucji jako
dziatanie ochronne przed tlenem. Pojawienie sie tlenu w atmosferze
przezywaly tylko te organizmy, ktore wyksztalcity zdolno$¢ szybkiej

Schemat 4. Schemat reakcji warunkujacych $wiecenie chrzaszcza Photinus pyralis
wiv (63, 79, 80).

Schemat 5. Schemat reakcji zwiagzanych z bioluminescencjg bakterii (36, 37, 39).

jego redukcji do wody, co powodowato wydzielenie energii potgczone
z wytworzeniem czasteczek wzbudzonych, emitujgcych S$wiatto. Hipo-
teza ta nie ttumaczy jednak Swiecenia niektorych organizmow wytgcznie
w nocy lub Swiecenie meduzy w nieobecnosci tlenu. Wedtug pogladu
badaczy radzieckich (28, 116, 120, 122) bioluminescencja jest jednym ze
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sposobow regulacji energetyki organizmu, a mianowicie pozbyciem sie
nadmiaru energii wydzielanej w procesie utleniania biosubstratu. Tak
na przyktad u meduzy réznica energii E = (Ekw-Ca)*—B*! 8 kcal
moze by¢ wykorzystana do poruszania, syntezy itp. Pozostata energia —
okoto 53 kcal — jest zbyt duza do jednorazowego zuzycia i wydziela sie
w formie zielonej fluorescencji. U organizmow pdZzniejszych ewolucyjnie
pojawity sie kolejne sktadniki taricucha oddechowego, co umozliwito
stopniowe i bardziej skuteczne wykorzystanie energii utlenien, a wiec
zmniejszyto prawdopodobieAstwo ChL w fioletowej i niebieskiej czesci
widma. Zmniejszenie natezenia ChL oraz przesuniecie maksimum w Kie-
runku diugich fal bytoby zatem oznakg wyzszego stopnia rozwoju. Roz-
wazania te ilustruje rysunek 3.

Rys. 3. Schemat transportu elektron6w w procesie biologicznego utleniania i w bio-
luminescencji (wg Chance, cyt. za (122)). Objasnienie w tekscie.

W procesie ewolucji bioluminescencja u niektéorych organizméw
wtdrnie sprzyjata przystosowaniu do $rodowiska. Na przyktad u chrzgsz-
czy Swiecenie wabi osobniki pici przeciwnej, Swiecenie giebokowodnych
zwierzat o$lepia wroga lub zwabia zdobycz itp. Organy S$wiecgce tych
stworzen osiggajg niekiedy wysoki stopief specjalizacji i rozwoju mor-
fologicznego (rysunek 4).

Budowa narzadow Swiecacych ryb i gtebokowodnych mieczakéw
nasuwa przypuszczenie, ze promieniowanie typu ChL nie jest obojetne
dla organizmu (65, 122). Jak wida¢ na rysunku 4 za ,reflektorem” znaj-
duje sie warstwa komorek wypetnionych pigmentem absorbujgcym
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promieniowanie. Wysunieto hipoteze (3, 25), ze przyczyng rakotwérczych
wiasnosci zwigzkéw aromatycznych o skondensowanych pierscieniach
jest widzialna ChL, towarzyszaca ich hydroksylacji i utlenianiu in vivo.
Promieniowanie to absorbowane silnie przez sktadniki komorkowe
mogtoby zmienia¢ gesto$¢ elektrondw w czgsteczkach enzymow i pro-
wadzi¢ do niekontrolowanego, nadmiernego rozwoju tkanki.

Rys. 4. Organ S$wiecenia gtebokowodnego mieczaka (65, 122).

A — reflektor, B — organ $wiecacy, | — ,,soczewka”, 2 — komorki Swiecgce, tak zwane foto-
cyty, 3 — reflektor (warstwa komdrek odbijajacych $wiatto), 4 — warstwa komdrek ochron-
nych, absorbujgcych $wiatto, wypetniona pigmentem (schematycznie)

Energia kwantow bioluminescencji by¢ moze bodZzcem, wyzwalajg-
cym biologiczne wzbudzenie. U rozgwiazdy morskiej Ophiopsila przy
podraznieniu jednego z pieciu $wiecacych odnozy, zaczynajg S$wiecic
wszystkie. Jezeli jednak przecigé nerw na wzbudzonym odnézu, to $wie-
cenie rozchodzi sie tylko do miejsca przeciecia, co wskazuje na zwigzek
wzbudzenia nerwowego z bioluminescencjg (120).

Biochemiluminescencja lipidéw. W latach trzydziestych probowano
metodg fotograficzng zarejestrowaé promieniowanie ,nekrotyczne”
emitowane podczas porazajgcego dziatania pewnych zwigzkéw na zywe
komorki. Zastosowanie chitodzonych fotopowielaczy pozwolito w roku
1951 zarejestrowaé ChL chloroplastow (94, 95), a nastepnie bardzo stabe
promieniowanie emitowane przez korzenie roslin w niebiesko-zielonej
czesSci widma (20). Nastepnie wykazano (1, 2, 69, 98, 99, 114, 117, 118),
ze takie stabe Swiecenie jest wilasciwe wszystkim zywym komdrkom.
Zrodtem jego sa lipidy w szczeg6lnosci te, ktdre zawarte sa w mito-
chondriach i lizosomach. Mechanizm ChL lipidéw jest zblizony do do-
ktadnie zbadanego (47, 103) mechanizmu ChL weglowodoréw. Podczas
samoutleniania lipidow w powietrzu inicjowana jest reakcja tancuchowa:
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r-fo2 .ro;

RO; + RH”» ROOH + R*

19

Rekombinacja rodnikow RO02 daje czagsteczki wzbudzone — tlen i zwigzki
karbonylowe emitujgce promieniowanie (patrz reakcje 12—14)
,P*+ 02
roZ+ro; —( 20
"2 + (0292

W obecnosci zwigzkéw silnie fluoryzujgcych jak ergosteryna, lecytyna,
adrenalina, pojawia sie ChL aktywowana (reakcja 15). Reagujac z rodni-
kami lub nadtlenkami czasteczki aktywatorow mogg traci¢ zdolno$é do
luminescencji, totez obecnos$¢ antyutleniaczy InH, ktérymi sg tioalkohole,
antybiotyki, galusan propylu chroni aktywatory i zapewnia wieksze
natezenie i wydajnos$¢ Swiecenia (121, 122):
R A RH
+ —( +In*+A 21
ROO InH n ROOH
Tworzace sie rodniki In- wigzg znaczng czes¢ 02, zapobiegajac utlenianiu
lipidow:
In*+ 02—In02 22

Réwnoczesnie jednak rodniki antyutleniacza moga reagowaé z rodnikami
nadtlenkowymi:
ROO + In —ROOIn*

) 23
ROO + In02— P*

Poniewaz energia wydzielana w reakcjach (23) jest mniejsza niz przy
rekombinacji dwdch rodnikébw ROO, przeto maksimum widma ChL
przesuwa sie w cze$¢ dtugofalowg. Obecnosé w strukturach lipoproteido-
wych zarowno aktywatoréw jak i antyutleniaczy zapewnia nieprzerwane
utlenianie lipidow w normalnych komoérkach z matlg szybkoScia, stata
w danej temperaturze. Wszelkie zmiany stezenia antyutleniaczy powo-
dujg przyspieszenie utleniania lipidéw, przy czym niszczy sie ich wigza-
nie z biatkiem, a procesom tym towarzyszg zmiany natezenia Swiecenia.
BioChL moze wiec charakteryzowaé zachowanie sie lipoproteidowych
komplekséw i informowaé o ich stanie (rysunek b5).

Stabe Swiecenie homogenatéow tkanek roslinnych i zwierzecych oraz
zawiesin komorek i mitochondriéw zwiagzane jest z wytwarzaniem
w mitochondriach nadtlenkéw kwaséw tluszczowych. Wykazano (45,
46, 94, 116, 119) zalezno$¢ pomiedzy S$wieceniem, wytwarzaniem nad-
tlenkéw i oksydacyjng fosforylacja w mitochondriach (schemat 6).

Bezposrednie reagowanie aktywnych kwasow ttuszczowych z tlenem
czastkowym katalizowane przez jony Fe2+ warunkuje tworzenie sig
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Rys. 5. Zwiekszenie natezenia chemiluminescencji spowodowane dodaniem do utle-
nionego tluszczu, zawierajgcego nadtlenki niewielkiej ilosci nieutlenionych lipidow
tkanki zwierzecej (121, 122).

1 — $wiecenie ttuszczu utlenionego, 2 — $wiecenie ttuszczu po rozpuszczeniu w nim lipidéw

J3-utlenianie

Schemat 6. Hipotetyczny schemat reakcji tworzenia nadtlenkéw lipidéow i ich zwig-
zek z tancuchem oddechowym i fosforylacja oksydacyjng (116).

6 Postepy Biochemii
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czgsteczek wzbudzonych, emitujgcych promieniowanie. Czynniki wigzace
jony Fe2+ na przyktad KCN, EDTA hamujg wytwarzanie nadtlenkéw
na korzy$¢ proceséw p-utleniania. Natomiast czynniki utrzymujace
w mitochondriach NAD w formie zredukowanej (np. kwas askorbinowy)
hamujgc P-utlenianie sprzyjaja powstawaniu nadtlenkéw kwasow ttusz-
czowych i zwigzanemu z tym stabemu S$wieceniu. Obecnos¢ nadtlenkéw
lipidow powoduje pecznienie mitochondriéw i rozprzezenie fosforylacji
oksydacyjnej. Badanie stabych Swiecen moze wiec dostarczy¢ cennych
informacji o tych procesach.

Tablica 3

Potozenie gtéwnych pasm chemiluminescencji i absorpcji niektorych zwiazkéw

Zwiazek absorbujacy

Maksimum .
Uktad Swiecacy emisji Mak5|mu-r_n Mrolowy .
nm Nazwa absorbcji wspotczynnik
nm absorpcji

Bakterie (Achromobacter fis-
cheri) 495-480 katalaza 400-409 1,45 X105
Utlenianie indolu 485 500-506 -
Pirogalol+ peroksydaza+ HD 2 480-490 kapsantyna 484 1,05 X105
Ryby, pierwotniaki, utlenia-
nie lipidéw i weglowodorow
tlenem 460-470 ryboflawi- 450 2,6 X107

na

FAD

FMN 445 2,77 X 107

P-karoten 452 1,42 X105
Owady (Photinus pyralis) 562 hemoglo- 540-580 9,1 X103

bina
Ryboflawina+H 2 2 565 hematopor- -550

firyna
Grzyby (Armillaria) 530 katalaza 536-544 —
Utlenianie tyrozyny 470 i 550 cytochromc 410-430 i

521-550
likopen 478 1,85 X105

Biologiczna rola biochemiluminescencji jest nieznana. R6znica miedzy
dziataniem zewnetrznego, wzorcowego zrodta promieniowania 0 nateze-
niu i diugosci fali odpowiadajacych rejestrowanej ChL, a dziataniem
chemiluminescencji, powstajagcej wewnatrz komaérki moze by¢ znaczna,
zwitaszcza gdy pasma absorpcji sktadnikéw komérki pokrywaja sie z pas-
mami ChL i promieniowanie jest in situ silnie absorbowane. W tablicy 3
zestawiono przyktadowo maksima emisji i absorpcji niektdrych enzy-
moéw i barwnikdw o duzych wspoétczynnikach absorpcji.

Szczegdlnie skuteczne mogtoby byé dziatanie ChL powstajacej w po-
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blizu centrow aktywnych enzymow. Na ten temat nie ma jednak zadnych
danych.

ChL o dtugosci fali 400—800 nm odpowiada energii 72—36 kcal/mol,
co wystarcza do przekroczenia bariery energetycznej wiekszosci reakcji
(20—30 kcal/mol). Energia promieniowania widzialnego réwnowazna
1,5—3,1 eV moze spowodowac przeniesienie elektronu do strefy prze-
wodnictwa w fotoprzewodnikach, ktérymi sg prawdopodobnie niektore
biatka i chlorofil. Obecno$é w tkankowych lipidach aktywatoréw fluory-
zujacych w zielonej, czerwonej i podczerwonej cze$ci widma stwarza
mozliwo$¢ nieenzymatycznego otrzymywania porcji energii, poréwny-
walnych z energiag ~P, to jest 8—10 kcal/mol. Nie jest wykluczone, ze
procesy takie mogtyby mieé pewne znaczenie w niektérych tkankach
w zwigzku z utlenianiem lipidow (121).

Promieniowanie mitogenetyczne. W 1923 r. odkryto stabe promienio-
wanie, wysytane przez dzielgce sie komérki (31). Wkrétce okazato sie,
ze promieniowanie takie mozna uzyska¢ réwniez z innych Zrddet, takze
niebiologicznych (5, 6, 44, 45, 81). Najwazniejszag cechg promieniowa-
nia mitogenetycznego jest stymulowanie podziatbw komérkowych. Dtu-
gos¢ jego fali wynosi 190—330 nm, to znaczy 150—85 kcal/mol, a nate-
zenie 103—105 kwantéw/cm2 Jest to wiec typowa mikroultrachemilumi-
nescencja (49).

Poniewaz procesy utlenian biologicznych wyzwalajg porcje energii
nie przekraczajgce 8—12 kcal/mol, nasuwa sie pytanie jakie reakcje sg
zrédtem promieniowania o tak wysokiej energii? Wedlug Gurwicza
(32) czasteczki wzbudzone o energii 85—150 kcal powstajg w reakcjach
enzymatycznego utleniania substratow (AH2) z udzialem Swiatta, wody
i tlenu:

AH2+ E+ 02+ HD + 2hv— ... 24

Wykazano tez (32, 46), ze w takim uktadzie tworzg sie wolne rodniki
i atomy, ktérych rekombinacja wyzwala energie 160—87 kcal (tablica 4).
Ostatnio za$ stwierdzono (46), ze kultury drozdzy wysytaja promienio-
wanie mitogenetyczne juz podczas wstepnych proceséow okoto 1 godz.
przed okresem morfologicznego podziatu. Kazda komoérka emituje wtedy
1—5 kwantéw o energii okoto 100 kcal/mol. Inhibitory reakcji rodniko-
wych hamujg zaréwno podziaty jak i wysytanie promieniowania.

Promieniowanie mitogenetyczne dziata we wstepnych fazach mitozy,
zmniejszajac okoto 3 razy czas potrzebny do dokonania podziatu. Zwie-
kszenie natezenia do 108 fotonéw/cmZ powoduje zanik efektu mitoge-
netycznego. Sg dane (31, 32, 45, 46), ze istnieje krytyczna masa lub
objetos¢ naswietlanego obiektu, dla ktérej obserwuje sie jeszcze efekt
mitogenetyczny, co ttumaczy sie powstawaniem wtornego, indukowanego
promieniowania UV, przekazywanego tancuchowo od komorki do ko-
morki. Spontaniczna ChL in vivo moze by¢ takze zwigzana z innymi

6*
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uktadami niz omdwione wyzej. W ChL tkanek roslinnych uczestniczy
prawdopodobnie utlenianie zwigzkéw fenolowych (82, 83). Przemawia
za tym miedzy innymi podobienstwo warunkéw niezbednych do wy-
stagpienia obu proceséw in vivo. In vitro utlenianiu wielu zwiazkéw feno-
lowych tlenem czgsteczkowym lub H2 2 w obecnos$ci réznych kataliza-
toré6w towarzyszy ChL w zakresie 400—600 nm. W reakcji rozkiadu
H2 2 katalaza, emitowane jest stabe Swiecenie zwigzane prawdopodobnie
nie z aktywnymi centrami enzymu lecz z utlenianiem innych jego grup
(52). Chemiluminescencja wystepuje réwniez podczas dziatania H2 2 na
biatka, peroksydaze (64, 94, 116), glicyne i cysteinge (116), ryboflawine
(96) i wiele innych zwigzkéw. Badano tez kinetyke i mechanizm stabych
Swiecen w zakresie widzialnym, towarzyszgcych reakcjom enzymatycz-
nym z udziatem peroksydazy oraz askorbinazy (30, 55). ,

Tablica 4
Charakterystyka uktadéw emitujgcych promieniowanie mitogenetyczne
(5, 32, 81)
Reakcja, w ktorej Energia re-
Uktad tworzg sie czasteczki  kombinacji ,; MX  Emiter
wzbudzone kcal/mol
Zymaza drozdzy 2 OH 110 254 - OH
+ glukoza \ \
yC = 0F0 160 175 yC=0
[Erepsyna + gli- \
fcyloglicyna NH+H 87 322 AINH
Peroksydaza
chrzanu -r piro-
galol H22 ? 127 230

Procz chemiluminescencji spontanicznej i wspomnianej juz foto-
chemiluminescencji zaobserwowano tez ChL indukowang ogrzewaniem
(termochemiluminescencja). Diugotrwata luminescencja roztworéw aro-
matycznych aminokwaséw i biatek zamrozonych do temperatury 77 °K
wystepuje po ich naswietleniu, ktére powoduje fotojonizacje czgsteczki
(116):

X + hv—X++ e~ 25

Wytworzone rodniki kationow i solwatowane elektrony zostaja uwie-
zione w matrycy. Ogrzanie lub naswietlenie matrycy umozliwia rekom-
binacje elektronéw z rodnikami, w wyniku ktorej odtwarza sie wzbu-
dzona czasteczka X w stanie singletowym lub tripletowym:

ogrzewanie Xx—X -f hvFef
L — on 2
Swiatto Xs—X -f hvR
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Swiecenie roztworéw biatek, DNA i innych biopolimeréw induko-
wane jest napromieniowaniem tych uktadéw promieniowaniem UV lub
X w obecnosci tlenu. Zaproponowano (27, 74, 75, 116) nastepujacy hipo-
tetyczny mechanizm tej reakcji:

RH £ hv—R + H-"ROO + H .

ROO - AH —#A 02+ RHt —RH + hvFest.

gdzie RH — aminokwas aromatyczny wchodzacy w skiad biatka lub
zasada purynowa DNA, AH — zwigzki z grupami SH i S-S na przyktad
cysteina lub cystyna.

Il. Chemiluminescencja jako metoda badania w biologii

1. Fotosynteza

Badanie chemiluminescencji odkrywa nowe mozliwosci S$ledzenia
tancucha procesdw wiagzacych pierwotny akt absorpcji $wiatta z reak-
cjami enzymatycznymi. Zilustrujemy to dwoma przyktadami.

Odkrywcy (94, 95) czerwonej diugotrwajacej luminescencji fotosyn-
tetyzujgcych organizméw uwazali, ze rola chlorofilu w reakcjach foto-
syntezy ogranicza sie do ich uczulenia na $wiatto. P6Zniej udowodniono
(29, 53, 72) jednak, ze luminescencje organizmdéw fotosyntetyzujgcych
mozna wyjasni¢ procesami przenoszenia elektronow:

H,0 —hlf, n, n, ..nt..n, *I4H °
k “k_. T- ©x (141

N2 T
Chift ~ = = n i+1— NADP

—@+2)
gdzie Chlfi, Chlf2— sg formami chlorofilu absorbujgcymi odpowiednio
promieniowanie diugo- i krétkofalowe, n:, n2.. ni+l— oznaczono steze-
nia przejsciowych zredukowanych przeno$nikéw elektronoéw, ki, k2
ki+l — state szybkosci odpowiednich reakcji. Reakcje Chlf2— i Chlfi-»-
—ni+l zachodza wytgcznie pod wptywem Swiatta, a reakcjom odwrot-
nym towarzyszy emisja promieniowania — dtugofalowa luminescencja.
Reakcja ni+l>nk jest zamykaniem tancucha fosforylacji cyklicznej
i z nig zwigzana jest jedna ze skiadowych czerwonej ChL. Wyniki tych
prac dowodza, ze chlorofil bierze bezposredni udziat w procesach prze-
noszenia elektronu w fotosyntezie.

Drugi przyktad dotyczy wykorzystania ChL do badania udziatu i roli
karoten6w w fotosyntezie. Stosujac termochemiluminescencje wykazano
(7, 8, 53), ze podczas ogrzewania mieszanin (3-karotenu z chlorofilem naste-
puje utlenianie karotenu, a energia wyzwalana w tych reakcjach wzbu-
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dza czasteczki chlorofilu. Pierwszym stadium ChL jest wiec proces oksy-
dacyjny i wypromieniowanie nie wigze sie w tym przypadku ze zja-
wiskami péiprzewodnikowymi. Doswiadczenia te wskazuja nadto, ze
istnieje mozliwo$¢ przekazywania aparatowi fotosyntetyzujgcemu ener-
gii pewnych procesow chemicznych.

2 Biopolimery

Napromieniowanie biatek, kwasow nukleinowych, polisacharyddw,
promieniami y, X, UV powoduje dwa zasadnicze efekty: 1) przerywanie
wigzan w tancuchach, prowadzace do zmniejszenia ciezaru czasteczko-
wego, 2) ,,zszywanie”, czyli usieciowanie poprzeczne, a takze dziala po-
Srednio wywotujac miedzy innymi wtérne reakcje rozrywania wigzah
nadtlenkowych. Powoduje to degradacje makroczasteczek i zmiany struk-
tury, wywotujgce utrate naturalnych wiasciwosci biologicznych. Wodne
roztwory biopolimeréw wykazujg po napromieniowaniu diugotrwatg lu-
minescencje. Wykazano (24, 74, 75), ze ta diugotrwata luminescencja
jest ChL, ktorej kinetyka i mechanizm mogg by¢ rézne w zaleznoSci
od warunkéw napromieniowania i skiadu roztworow. ChL powstaje
w reakcjach rozpadu nadtlenkéw i wtedy krzywe kinetyczne I=f(t) za-
niku promieniowania spetniajg réwnanie reakcji I-go rzedu 1= 10e-kt. Na-
tomiast w wyniku rekombinacji fragmentow makromolekuty — krzy-
we kinetyczne wygasajg wedtug reakcji li-go rzedu i dajg sie sprowa-
dzi¢ do prostych w ukiadzie wspotrzednych 1 /j, i =f(t).

Promieniowanie y lub X powoduje taricuchowe reakcje utleniania
lipidéw i antyutleniaczy. Dlatego tez badanie stabej ChL napromienio-
wanych komorek moze dostarczy¢ informacji o strukturze i stanie tych
zwigzkéw w organizmach zywych (68, 98).

3. Zastosowanie ChL do celéw diagnostycznych i analityczriych

Interesujacy wydaje sie zwigzek stabej, spontanicznej ChL w za-
kresie widzialnym z procesami zrakowacenia. Sg dane, ze komorki ra-
kowe promieniujg stabiej niz normalne (98), a wyciaggi z nowotworéw
na przyktad sarkomy szczura ostabiajg promieniowanie utleniajgcych
sie lipidébw w wiekszym stopniu niz wyciagi z innych komorek, co wig-
ze sie ze zwiekszong zawarto$cig antyutleniaczy w lipidach ztosliwych
narosli. Rozwojowi nowotworu u szczuréw towarzyszy wzrost ilosci
antyutleniaczy w krwi i jej zdolnosci gaszenia chemiluminescencji. Ba-
danie stabego promieniowania pozwolito ustali¢, ze gtéwnym zrédiem
antyutleniaczy pojawiajagcych sie we krwi jest watroba, oraz ze pod-
czas szybkiego rozwoju nowotworu znacznie maleje zdolnos$¢ lipidow
watroby do ostabiania ChL, zachodzitoby wiec jak gdyby ,przetacza-
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nie” antyutleniaczy w rosnaca wyros$l. Réwniez promieniowanie mito-
genetyczne gaszone jest inhibitorami, szczeg6lnie silnie dziata blizej nie
znany peptyd zawarty w krwi organizméw dotknietych rakiem, wigza-
cy wolne rodniki (32). ,

Staba ChL widzialna moze informowaé o stanie lipoproteidowych
kompleksow. Badajac w zwigzku z tym korzenie i kietki roslin tra-
wiastych (1, 2, 89) ustalono, ze w przedziatach biologicznego optimum
natezenie promieniowania zwieksza sie przy podwyzszeniu temperatury
i dla kazdej nowej temperatury ustala sie nowy stan stacjonarny. Po-
czynajac od bardzo wyraznie zaznaczonej krytycznej temperatury, na-
rusza sie stacjonarno$¢ i natezenie promieniowania zaczyna gwattownie
wzrasta¢. To zjawisko pozwala szybko i tatwo ocenié, czy badany gatu-
nek lub odmiana jest ciepto, czy zimnolubna (rysunek 6). Podobng pra-
widtowos$¢ obserwuje sie podczas obnizania sie temperatury, a nisko-
temperaturowy punkt krytyczny manifestujgcy sie jako krdtkotrwaty
,btysk”, wyznacza najnizszg temperature, przy ktorej roslina moze jesz-

Rys. 6. Natezenie $wiecenia korzeni pszenicy w funkcji temperatury (1, 98).
A — potudniowa pszenica azerbejdzanska, B — pdéitnocna pszenica okregu moskiewskiego.

cze istnie¢c. W ten spos6b — mierzagc dwa temperaturowe punkty kry-
tyczne stabej ChL — mozna szybko okres$li¢ granice Kklimatyczne,
w ktorych roslina moze istnieé. Zalety takiej metody dla uprawy i se-
lekcji roslin sg oczywiste.

Btysk promieniowania w widzialnej cze$ci widma towarzyszy nie
tylko porazeniu temperaturowemu. Szybki, 10-krotny wzrost Swiece-
nia obserwuje sie réwniez, kiedy komdrki ging pod wptywem czynni-
kéw chemicznych. Reakcje te dajg rowniez mie$nie wyzszych i nizszych
organizmow, larwy owadéw i inne (98). Stwarza to mozliwo$¢ opraco-
wania nowych, szybkich metod oceny aktywnos$ci pestycydow.

Poczyniono tez proby wykorzystania promieniowania mitogenetycz-
nego do analizy procesow w zywych tkankach. Wedlug Gurwicza
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(32) naruszenie lub‘zniszczenie molekularnej struktury protoplazmy po-
woduje czeSciowe wyzwolenie energii w postaci promieniowania UV,
zwanego nekrotycznym. Widma emisji tego promieniowania zwigzane
sg z funkcjonalnym stanem uktadu. Tak na przyktad podczas og6lnej
narkozy zwierzat lub po usunieciu niektdrych weztbw médzgowo-rdze-
niowych, wystepujg ostre, chociaz odwracalne zmiany w widmie promie-
niowania emitowanego przez miesnie serca.

Porazenie organizméw energig promienista powoduje miedzy inny-
mi rozpad lipidow komorki i zwiekszone ich utlenianie. W zwigzku
z tym stwierdzono, ze po naswietleniu organizmu promieniami rentge-
na zwieksza sie natezenie stabego promieniowania w zakresie widzial-
nym. Krzywa tego procesu wskazuje, ze natezenie Swiecenia przy smier-
telnych dawkach nieprzerwanie wzrasta w czasie. Pozwala to uchwy-
cic w komorkach moment naruszenia stacjonarnosci i autoregulacji
(68, 98).

Na zakonczenie wspomnimy o wykorzystaniu bioluminescencji jako
metody badania. Natezenie i sktad widmowy mogg informowac¢ o spraw-
nosci energetyki organizmu, stopniu wykorzystania energii biosubstra-
tu lub porazeniu oddzielnych struktur i funkcji komoérki. Na przyktad
jezeli do Swiecacego ukitadu bakterii (patrz, tablica 2 i schemat 5) wpro-
wadzi¢ nastepny kolejny skiadnik tancucha oddechowego — cytochrom
¢, to natezenie ChL w widzialnej czesci widma zmniejsza sie. Natomiast
cytochrom c¢ nie dziata na bioluminescencje morskich bratkow (Bala-
noglossus biminiensis), ktére nie zawierajg w tancuchu oddechowym po-
przedniego sktadnika -FMNH2 (120).

Zalezno$¢ natezenia ChL od szybkoSci reakcji (rownanie 5) wyko-
rzystano do badania wptywu réznych czynnikéw, na przyktad tempera-
tury, cis$nienia hydrostatycznego, inhibitorow, na kinetyke proceséw in
vivo Swiecgcych bakterii (40, 111).

Zastosowanie ChL do celéw analitycznych obszernie omoéwione w in-
nej poblikacji (84) zilustrujg dobrze pewne przykiady. Warunkiem po-
jawienia sie ChL jest — poza nielicznymi wyjgtkami — obecno$¢ tlenu
lub nadtlenkéw. Z tego wzgledu ChL silnie Swiecacych zwigzkow jak
luminolu, lucygeniny wykorzystano do wykrywania $ladowych ilosci
nadtlenkéw w uktadach biologicznych (76), rodnikobw OOH (30), okre-
$lania dawek zaabsorbowanego promieniowania X iy podczas radiolizy
roztworéw (57). Jednym z najczulszych indykatorow Oz sg S$wiecgce
bakterie, dzieki ktorym mozna wykry¢ 10~10 czeSci objetoSci telenu.
Ich Swiecenie szybko gasnie po wyczerpaniu tlenu, a intensywnos$é od-
dychania jest odwrotnie proporcjonalna do czasu gasniecia (111).

Metody ChL znajdujg zastosowanie do oznaczania stezenia antyutle-
niaczy (48). Jedna z takich metod (67, 68, 98) pozwala mierzyé suma-
ryczng ilos¢ i aktywnos$é przeciwutleniaczy w uktadach biologicznych
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z czutoScig przewyzszajgcg 102—103 razy czuto$¢ odpowiednich metod
chemicznych.

Wspomnie¢ tez nalezy o metodzie iloSciowego oznaczania ATP
w stezeniu 0,1 y/ml za pomocag bioluminescencji ekstraktow z Photinus
pyralis (97). ChL towarzyszaca utlenianiu zwigzkéw fenolowych zosta-
ta wykorzystana do szybkiego oznaczania aktywnosci peroksydazy (66)
matych stezehA kwasu galusowego, pirogalolu (86), aldehydu mréwko-
wego (85). Metody te pozwalajg w ciaggu kilkunastu minut oznacza¢ wy-
mienione zwiazki w stezeniach rzedu 10-4 mg/ml z btedem nie przekra-
czajacym 4%.

Mozna oczekiwaé, ze intensywne badania chemiluminescencji w ukta-
dach biologicznych rozwing ten dziat biofizyki i stworzg nowe mozli-
wosci badania metabolizmu i bioenergetyki zywych organizmoéw.
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ALICJA ZURZYCKA*

Lumisynteza

Lumisynthesis

The influence of light on the morphogenesis of fungi and the connections of
morphogenesis with metabolic phenomena are reviewed.

Dziatanie Swiatta na réznorodne procesy u grzybéw jest od dawna
znane i intensywnie badane. W latach ostatnich wyniki tych prac ujeto
w kilku obszernych oméwieniach (2, 32, 36, 45, 56, 64). Dotychczas ba-
dania koncentrowaty sie na wyznaczaniu widm dziatania dla reakcji
w celu wykrycia fotoreceptora, czy fotoreceptoréow zjawisk fotobiolo-
gicznych i ustalenia procesow metabolicznych, powstajacych lub zmie-
niajgcych sie pod wptywem $wiatta. W tablicy 1 zestawiono szereg bar-
dziej interesujacych danych o widmach dziatania dla réznych efektow
Swietlnych u grzybow. W zasadzie czynne jest promieniowanie krétko-
falowe, poczynajagc od dalekiego ultrafioletu az po 500 nm. Tylko w jed-
nym przypadku stwierdzono dziatanie Swiatla w zakresie 600—800 nm.
Szereg zupetnie odmiennych pod wzgledem fizjologicznym procesow ma
tak zblizone widma, ze trudno na razie rozstrzygnaé, czy ich fotorecep-
tory sa identyczne, czy tez nie. Nie ustalono rdwniez ostatecznie bio-
chemicznego charakteru fotoreceptoréw podstawowych proceséw Swietl-
nych takich jak fototropizm, czy S$wietlna reakcja wzrostowa. Zwolen-
nicy teorii ryboflawinowej (36, 45) przedstawiajg réwnie wazkie argu-
menty przemawiajace za udziatem tej substancji (lub jej pochodnych)
w procesach fotobiologicznych jak i zwolennicy teorii karotenoidowej
(34, 64), ktérzy taka role przypisujg karotenoidom. Dotychczas nie uda-
to sie tez wyjasni¢ jakie procesy biochemiczne warunkujg ujawnienie
sie danego efektu fotobiologicznego (63).

Dos¢ dobrze poznano natomiast wpityw Swiatta na pewne procesy
rozwojowe u grzybéw. W organizmie grzyba istniejg dwie tendencje
rozwojowe — wzrost wegetatywny i rozmnazanie (zaréwno generatywne
jak i bezpiciowe); procesy te majg przypuszczalnie rézny podkiad bio-

* Doc. dr, Zaktad Fizjologii Ros$lin PAN, Krakow
Wykaz uzywanych skrétéw: OC — zarodnie normalne, RS — zarodnie prze-
trwalne (u Blastocladiella emersonii); nm = mu
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chemiczny, a w okreslonych warunkach hodowlanych wystepujag w pew-
nej rownowadze. Mozliwe i bardzo czesto stwierdzane jest przesuniecie
tej réwnowagi, przy czym jednym z podstawowych czynnikow dziata-
jacych jest Swiatto. Wykrycie drugiego czynnika — dwutlenku wegla —
i ustalenie obrazu biochemicznego przemian rozwojowych u grzyb6éw jest

Tablica 1

Niektére widma dziatania reakcji fotobiologicznych u grzybéw

Maksima widm . .
Hipotetyczny Litera-

Organizm Proces fotobiologiczny dziatania
fotoreceptor tura
nm

Neurospora

crassa synteza karotenoidow 449, 480 karotenoidy (66)

Pilobolus

kleinii fototropizm 448, 480 karotenoidy ()
tworzenie trofocyst 405, 440, 480 ryboflawina (59)

Phycomy-

ces blake-

sleeanus Swietlna reakcja 280, 385, 445, 485 ryboflawina 37)
wzrostowa 280, 370, 445, 470 lub karote- (35), (31)
fototropizm 385, 455, 485 noidy

Aspergillus

giganteus fotomorfoza (powsta- 300-380, 450, 480 karotenoidy (41)
wanie konidioformow
olbrzymich)

Coprinus

lagopus zahamowanie etiolacji ~ 447-480 ryboflawina (62)

Collybia

velutipes formowanie kapeluszy 390-470 ? 1)

Sphaero-

bolus sp. wytwarzanie owocni- 440-455, 485 ? (45)
kéw

Ascochyta

pisi zarodnikowanie 238, 313 P320 i7) (46, 47)

Alternaria

solani hamowanie zarodniko-  375-425, 450, pow. ryboflawina (53)
wania 600

Sordaria wystrzeliwanie zarodni  430-495 ? (44)

zastugg szkoty Cantin o, opracowujacej to zagadnienie od roku 1951
do chwili obecnej. Doktadniejsze przedstawienie dotychczas uzyskanych
danych bedzie przedmiotem tego artykutu.

Obiektem badanym, u ktédrego dobrze poznano zwigzki pomiedzy
zmianami morfologicznymi miedzy innymi wywotanymi takze przez
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Swiatto jest Blastocladiella emersonii. Grzyb ten nalezy do glonowcow
(Phycomycetes), a ekologicznie zaliczany jest do tak zwanych plesni
wodnych (39) z uwagi na to, ze rozwija sie w zasadzie w S$rodowisku
wodnym. Blastocladiella emersonii jest matym (0,5 mm) organizmem
0 prostej budowie, krétkim cyklu zyciowym i daje sie tatwo hodowac
na roznego typu pozywkach (3). Rozmnaza sie przez zarodniki opatrzo-
ne witka, tak zwane zoospory, o bardzo szczeg6lnej budowie morfolo-
gicznej, ktorej omdwienie przekracza ramy tego artykutu (17, 20, 28,
48). Po pewnym okresie swobodnego ruchu zoospory wciagaja witke
1 wytwarzajg pleche grzyba. Jest to poczatkowo jedna komorka z licz-
nymi jadrami, zréznicowana na czes¢ podstawowa rhizoidalng i butaw-
kowatg cze$¢ wystajacg ponad podioze. Pod koniec okresu rozwojowe-
go plazma przemieszcza sie prawie catkowicie do butawkowatego roz-
szerzenia i odcina sie btong poprzeczng od reszty organizmu. Nowopo-
wstata komdrka stanowi zawigzek przysztej zarodni. Grzyb ma zdolnos¢
wyksztatcania zarodni dwojakiego typu — zwyktych (oznaczanych przez
Cantino symbolem OC) i przetrwalnych (RS). W poczatkowych sta-
diach rozwoju zarodni nie mozna przewidzie¢ jaki jej typ sie rozwinie,
natomiast catkowicie wyksztatcone sporangia roznig sie szeregiem cech.
Zarodnie typu OC majag delikatne, bezbarwne btony chitynowe, a czas
ich powstania wynosi okoto 13,5 godz. Zarodnie RS majg gruboscienne
btony chitynowe, zabarwione ciemno melaninami, komorki za$ zawie-
rajg Y-karoten i ttluszcze w postaci kropel w obrebie cytoplazmy; czas
réznicowania sie tych zarodni jest znacznie diuzszy (okoto 80 godzin).
W hodowli laboratoryjnej warunkiem otrzymania cienkos$ciennych za-
rodni OC jest izolowanie poszczegdlnych plywek, wydobywajgcych sie
z pekajacej zarodni. W takich warunkach cykl ros$lin OC mozna powta-
rzaé dowolnie dtugo. Natomiast ptywki, pochodzace z zarodni OC i kiet-
kujgce blisko siebie dajg rosliny produkujagce wytgcznie zarodnie prze-
trwalne (RS). W ten sposob (rysunek 1) rozw0j grzyba konczy sie przej-
Sciem w stan okresowego spoczynku, wywotany przypuszczalnie nagro-
madzeniem sie jakiej$S substancji w otoczeniu gesto rozmieszczonych
osobnikéw w hodowli (7, 9, 11). Fakt ten oraz stwierdzenie, ze u rodza-
ju pokrewnego — Blastocladia (40) mozna wywota¢ powstawanie za-
rodni RS umieszczajac ro$liny w atmosferze gazowego CO02 naprowa-
dzity Cantino i jego wspotpracownikéw, na przypuszczenie, ze rdz-
nicowanie sie zarodni Blastocladiella jest zwigzane z przekroczeniem
pewnego okre$lonego stezenia gazowego CO02 lub dwuweglanu w $ro-
dowisku. Proby zwiekszania stezenia dwuweglanu (11), oczywiscie przy
eliminowaniu ujemnego wptywu pH, wykazaty, ze podwyzszenie steze-
nia dwuweglanu do 10~2M powoduje wytwarzanie sie wytgcznie za-
rodni typu przetrwalnego. Powstaje teraz pytanie, w ktdrych miejscach
przemian metabolicznych ingerujg jony dwuweglanowe. Blastocladiella
emersonii jest organizmem, zdobywajacym energie dzieki fermentacji
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glukozy do kwasu mlekowego (26), z mozliwoscig tworzenia kwasu
a-glicerofosforowego. Fakt istnienia bardzo aktywnego uktadu dehydro-
genazy glukozo-6-fosforanu sugeruje istnienie jeszcze innej drogi prze-
mian glukozy, by¢ moze cyklu pentozowego, lecz droga ta jest jeszcze
mato poznana (13). Pobieranie tlenu przez ros$line jest stabe, aczkolwiek
wyrazne (Q°2= 9,0 ul 02 mg suchej masy/godz. (4, 26). Doktadniejsze
analizy aktywnos$ci enzymatycznej wykazaly u Blastocladiella obecno$é
enzymow cyklu Krebsa (8, 11, 24) oraz oksydazy cytochromowej (8, 24).

Zarodnik Miodaroslina

Zarodnia
cienkoscienna
oC

Wysiewanie
zarodnikow

Zarodniki
nieizoiowane

Rys. 1. Schemat powstawania zarodni cienko$ciennych i przetrwalnych pod wpty-
wem jonéw dwuweglanowych (objasnienia w teks$cie), (wg 11)

Probe wyjasnienia dziatania dwuweglanu na rozwoj zarodni RS
u Blastocladiella emersonii oparto na faktach nastepujacych:

L Pod wptywem jonéw dwuweglanowych stwierdza sie zahamowa-
nie aktywnosci oksydazy kwasu a-ketoglutarowego i silny wzrost aktyw-
nosci dehydrogenazy kwasu izocytrynowego. Usuniecie jonow dwuwe-
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glanowych powoduje nagty wzrost aktywnos$ci oksydazy i spadek aktyw-
nosci drugiego enzymu (11, 52).

2. W omawianych warunkach poziom ketokwaséw wzrasta (9, 11).

3. Dodatek dwuweglanu powoduje powstanie zarodni przetrwalnych
na pozywkach bogatych w azot, nie skutkuje natomiast w pozywkach
ubogich w ten pierwiastek, gdyz przypuszczalnie w tym ostatnim wy-
padku, caty kwas a-ketoglutarowy zostaje natychmiast zuzytkowywany
w procesach transaminacji. Natomiast dodanie do takiej pozywki kwa-
su a-ketoglutarowego (lub cytrynowego) wywotuje powstawanie za-
rodni RS (6).

4. Nawet na pozywkach ubogich w azot, a wiec nie sprzyjajacych
powstawaniu zarodni RS, mozna wywota¢ ich réznicowanie sie przez
zastosowanie odpowiednich inhibitorow. Najsilniej dzialajag arseniny
i semikarbazyd, a wiec zwigzki blokujgce przemiany kwasu a-ketoglu-
tarowego (6, 8).

5. U mutanta Blastocladiella emersonii nie udaje sie nigdy uzyskac
zarodni przetrwalnych. Okazalo sie, ze mutant ten nie ma oksydazy
kwasu a-ketoglutarowego i akonitazy. Obie dekarboksylacje oksyda-
cyjne nie przebiegaja u tego organizmu, wskutek czego nie ma on mozli-
wosci regulowania poziomu ketokwaséw (9, 11, 21, 24).

6. Biotyna — stymulator procesdw dekarboksylacji — znosi morfo-
genetyczne dziatanie dwuweglanow.

7. Blastocladiella ma zdolno$¢ syntezy izocytrynazy, przeksztatcaja-
cej kwas izocytrynowy na kwasy glioksalowy i bursztynowy (55).

8. Wreszcie w czasie dziatania dwuweglanéw znika oksydaza cyto-
chromowa, a pojawia sie oksydaza polifenolowa.

Na podstawie tych faktow mogt Cantin o postawié hipoteze, ze pod
wpltywem nadmiaru jonow dwuweglanowych zmienia sie charakter cy-
klu kwaséw tréjkarboksylowych. Jony dwuweglanowe hamujg oksy-
dacyjng dekarboksylacje kwasu a-ketoglutarowego, ktérego poziom wzra-
sta 10-krotnie (z 0,1 do 1,0 jig/mg suchej masy). Nastepnie rozpoczyna
sie redukcyjna karboksylacja kwasu a-ketoglutarowego i nagromadza-
nie sie kwasu izocytrynowego (w procesie tym podstawowe znaczenie
ma dehydrogenaza kwasu izocytrynowego wspoOtdziatajgca z NADP).
Kwas izocytrynowy jest czeSciowo usuwany z obiegu wskutek dziatal-
nosci izocytrynazy, przeksztatcajagcej go na kwasy bursztynowy i glio-
ksalowy. W ten sposéb cykl Krebsa ulega odwréceniu i skréceniu. Mi-
mo, iz cykl ten jest u Blastocladiella mato operatywny, zmiany wywo-
tane pod wptywem jonéw dwuweglanowych sg Zrodtem bardzo intere-
sujgcych syntez biochemicznych, ktoére prowadza do pojawienia sie
pewnych charakterystycznych cech morfologicznych. W rozwoju onto-
genetycznym mozna wyeliminowaé zmiany wywotane obecnoscig dwu-
tlenku wegla, przenoszac organizm na pozywke bezweglanowg. Odwro-

7 Postepy Biochemii
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cenie przemian biochemicznych jest jednakze mozliwe tylko do pewne-
go okreSlonego krytycznego punktu czasowego (przez okoto 3/5 czasu
hodowli potrzebnej do otrzymania zarodni RS). Pdzniej zmiany meta-
boliczne wywotane obecnosciag dwuweglanu sg juz nieodwracalne (24).

Nagromadzanie sie kwasu a-ketoglutarowego stymuluje powstawa-
nie oksydazy polifenolowej, ktora posredniczy w przenoszeniu wodoru
do NADP. Redukcja NADP moze wpltywaé¢ na aktywno$¢ dehydrogena-
zy kwasu izocytrynowego. Poniewaz rédwnocze$nie z puli aminokwaséw
ubywa tyrozyny (27), przypuszcza¢ nalezy, ze tyrozyna utlenia sie po-
przez chinony do melanin. Jednakze zahamowanie oksydazy polifenolo-
wej fenylotiomocznikiem hamuje wprawdzie powstawanie melanin, ale
nie wptywa na réznicowanie sie zarodni RS. Pozwala to przypuszczaé, ze
utlenianie tyrozyny nie jest Zrédiem wodoru, dla redukcyjnej karbo-
ksylacji kwasu a-ketoglutarowego. Zrédtem tym jest przypuszczalnie de-
hydrogenaza glukozo-6-fosforanu, ktorej aktywno$¢ w czasie powstawa-
nia zarodni przetrwalnych réwniez wzrasta. Enzym ten prawdopodobnie
bierze udziat w rozktadzie specyficznego zapasowego weglowodanu zarod-
ni przetrwalnych. W czasie ré6znicowania si¢ RS pobierana z pozywki glu-
koza nie przeksztatca sie w kwas mlekowy, lecz jest odkiadana w po-
staci specyficznego weglowodanu, zblizonego witasciwosciami do gliko-
genu (15). Rozktad tego weglowodanu i wykorzystanie do celéw fermen-
tacyjnych odbywa sie dopiero w wyksztatconej juz zarodni przetrwalnej,
réwnolegle do syntezy melanin i chityny.

Zdolnos¢ do syntezy chityny majg zaréwno roéliny wytwarzajace
zarodnie cienkoscienne jak i zarodnie przetrwalne. Synteza tego zwigzku
przebiega w dwu etapach (49, 50). Jeden uklad enzymatyczny posred-
niczcy w powstawaniu 6-fosfo-glukozoaminy i kwasu glutaminowego
z fruktozo-6-fosforanu. Drugi uktad, znacznie mniej aktywny, zlokalizo-
wany prawdopodobnie w btonie komorkowej przeprowadza acetylowanie
glukozoaminy przy wspétudziale koenzymu A (27). Chitynaza wystepuje
u obu typoéw roélin; jej aktywnos$¢ jest jednak pieciokrotnie wyzsza
w zarodniach OC. Przypuszczalnie grubos$¢ btony komoérkowej jest wy-
padkowg dziatania obu uktadéw enzymatycznych — syntetazy glukozo-
aminy i chitynazy. Powigzanie syntezy chityny z mechanizmem dwu-
weglanowym wykazano, podnoszac stezenie dwuweglanu powyzej po-
ziomu optymalnego dla wytwarzania sie zarodni przetrwalnych. W tych
warunkach synteza chityny ulegta dalszemu uaktywnieniu i w rezultacie
powstajgce rosliny miaty zarodnie przetrwalne o nienormalnie grubych
btonach (51). Zaréwno synteza melanin jak i chityny powinny znalez¢
swe odbicie w gospodarce azotowej Blastocladiella emersonii. Doktad-
niejsza analiza wykazata, ze chociaz ilo§¢ azotu w roslinach OC i RS
jest mniej wiecej na tym samym poziomie, to w ros$linach RS gwattownie
zmniejsza sie pula aminokwasowa (przede wszystkim ubywa tyrozyny)
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i zanikajg trzy frakcje biatkowe wystepujgce w ros$linach cienkos$cien-
nych, a pojawia sie nowa frakcja, ktérej nie ma w roslinach OC (16).
Mechanizm powigzania syntezy y-karotenu i tluszczy ze zmianami
w cyklu kwasow trojkarboksylowych nie zostat jeszcze wyjasniony

Rys. 2. Schemat metabolizmu oddechowego i proceséw z nim zwigzanych u Blasto-
cladiella emersonii w obecnosci dwutlenku wegla, opracowany wg Cantino (13)

Gluc — glukoza FI1,5. p — fosforan 1,5-fruktozy; PGAId — aldehyd fosfoglicynolowy; PGA —

kwas fosfoglicerynowy; PyR — kwas pirogronowy; LAC — kwas mlekowy; DAP — fosfodwu-

hydroksyaceton; a-GP — kwas a-fosfoglicerynowy; G6P — fosforan 6-glukozy; GPG — kwas
6-fosfoglikonowy; EMP — glikoliza

(19, 25). Powigzania pomiedzy cyklem Krebsa, dziataniem dwuweglanu
i syntezami dodatkowymi przedstawiono schematycznie na rysunku 2.

Juz pierwsze badania nad powstawaniem zarodni przetrwalnych wy-
kazaty, ze ros$liny produkujgce zarodnie cienko$cienne (szczepu dzikiego
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i mutanta) rosng lepiej w Swietle, niz w ciemnosci (19). Przez okreS$lenie
»lepszy wzrost” rozumie sie zaréwno wiekszy przyrost suchej masy
(okoto 50°/0) (19), jak i przedtuzenie czasu rozwoju osobniczego do
17,5 godz. (19), a takze zwiekszenie objetosci organizmu (1,5X103 ji3
w ciemnos$ci, 8X103 ji3 w Swietle) (20). W dalszych badaniach okreslajgc
réznice rozwojowe na Swietle i w ciemnosci, postugiwano sie jednym
z powyzszych kryteriow. Badania wymagaty takze kultur, w Kktorych
wszystkie organizmy bylyby w mniej wiecej jednakowym stadium roz-
wojowym. Stosujac odpowiednie zabiegi, udato sie uzyska¢ takie kultury
zsynchronizowane (42, 55).

Przyrost suchej masy na Swietle pozwalat przypuszczaé, ze powoduje
ono stymulacje procesow oddechowych. Jednakze okazato sie, ze $rednia
sucha masa 7-dniowych hodowli ze Swiatta wynosita 481,9 mg, a ilos¢
C02 wydzielonego w tym czasie 16,8 jiM, podczas gdy w ciemnosci
wartosci te wynosity odpowiednio 316,5 mg i 29 uM COz Nie tylko wiec
nie byto stymulacji oddychania, lecz nawet wyniki sugerowaty pobie-
ranie COz w kulturach os$wietlonych. Poniewaz juz uprzednio stwier-
dzono podstawowe znaczenie CO02 dla rozwoju i morfologii Blastocla-
diella emersonii, zbadano wptyw 6,6X10-4M dwuweglanu sodu na
wzrost suchej masy na Swietle i w ciemnos$ci. W warunkach tych przyrost
suchej masy wynosit 100—150% suchej masy w ciemnosci. Doswiad-
czenia z radioaktywnym dwuweglanem wykazaty, ze kultury naswie-
tlane wigzaty w ciggu 90 minut inkubacji o 13% wiecej C02niz w cie-
mnosci, a chromatograficznie stwierdzono, ze 80% pobranego wegla
znajduje sie w kwasach organicznych, przy czym radioaktywno$¢ kwasu
bursztynowego z kultur naswietlonych siegata 24,2% catkowitej radio-
aktywnosci, a w ciemnosci wynosita tylko 13,3%.

Pomnazanie suchej masy na Swietle w obecnosci dwutlenku wegla
nazwali Cantino i Mc Curdy (55 lumisyntezag. Dla wyjasnienia
mechanizmu lumisyntezy przyjeto hipoteze, ze Swiatto wpltywa na dzia-
tanie dwutlenku wegla zmieniajgcego, jak juz wspomniano, cykl kwasow
tréjkarboksylowych i wzmagajgcego cykl glioksalowy.

o] powiazaniu wzmozonego cyklu glioksalowego z wptywem Swiatta
wnioskowano na podstawie nastepujacych faktéw:

1. Obecno$¢ glukozy w pozywce utrzymujac normalny Kkierunek
przemian cyklu Krebsa winna przeciwdziataé procesowi lumisyntezy.
Istotnie wykazano (rysunek 3), ze obecnos¢ glikozy w pozywce obniza,
szczegdblnie na Swietle, wigzanie dwuweglanu (19).

2. Na Swietle spada ilo$¢ radioaktywnego kwasu a-ketoglutarowego
(19).

3. OSwietlenie powoduje szybki wzrost stezenia kwasu bursztyno-
wego, przy czym wzrost ten jest tego samego rzedu wielko$ci co wzrost
wigzania znakowanego dwuweglanu (19).
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4. W komorkach Blastocladiella emersonii oprocz izocytrynazy wy-
stepuje transaminaza glicyno-alaninowa; po przeksztatceniu kwasu izo-
cytrynowego na kwasy bursztynowy i glioksalowy, ten ostatni moze
wiec by¢ usuwany z obiegu drogg transaminacji (lub przez przeksztat-
cenie na kwas szczawiowy (55)).

5. Poniewaz kwasy glioksalowy i bursztynowy sg punktem wyjscia
wzmozonych syntez komorkowych, winny one w ciemnosci wywierac
efekt podobny do dziatania Swiatta. Istotnie okazato sie (22), ze dodanie
obu tych kwaséw tgcznie do pozywki, na ktorej hodowano Blastocladiella
emersonii w ciemnosci zastepuje catkowicie dziatanie Swiatta (rysunek 4).

Rys. 3. Pobieranie znakowanego wegla z dwuweglanu na S$wietle i w ciemnosci
z dodatkiem glukozy i bez glukozy w pozywce (wg 19)

Opisany wyzej cykl wymaga istnienia dodatkowego mechanizmu,
regulujgcego poziom kwasu a-ketoglutarowego. Mechanizm ten nie jest
znany. Cantino przypuszcza, ze zrédiem kwasu <x-ketoglutarowego
jest kwas bursztynowy. By¢ moze jest to mechanizm analogiczny do po-
stulowanego przez Buchanana (4a) dla bakterii fotosyntetyzujgcych,
w ktéorym syntetaza a-ketoglutaranu Kkatalizuje powstawanie tego
zwigzku z kwasu bursztynowego i C02

Schemat przedstawiony na rysunku 5 ilustruje efekty morfologiczne
wywotane dziataniem $wiatta. Swiatto dziata na bardzo miode grzybnie
(1-7 — jadrowe) przyspieszajac podziaty jagdrowe i synteze DNA (12, 15,
65). W komorkach dojrzatych S$wiatto hamuje rozpad protoplastu na
zoospory, natomiast stymuluje dalszy podziat jader, synteze DNA i inne
syntezy komérkowe (30). Zatem jednym z podstawowych efektéw lumi-
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Rys. 4. Wzrost Blastocladiella emersonii (na Swietle — L) i w ciemnosci (D) z do-
datkiem do pozywki kwasow glioksalowego, bursztynowego, lub obu tych zwigzkéw
tacznie (wg 22)

Swiatto indukuje

‘wzrost liczby

jader isyntezg
DNA

Dojrzata zarodnia Dojrzata zarodnia

Swiatto hamuje
dojrzewanie zarodni\ |
--—- da/szu wzrost ---- i

Mioda roslina liczoyjader

Rys. 5. Wplyw Swiatta na morfologie grzybni Blastocladiella emersonii (30). Czas
generacji, to jest przejscie petnego cyklu rozwojowego trwa na Swietle o 1—4 godz.
dtuzej
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syntezy jest wzrost iloSci DNA w komorce. Dla wyjasnienia tej syntezy
Cantino i Turian (30) proponujg nastepujacy tok reakcji:

+I [Hﬁ-\rjﬂ dehydrogenaza kwasu izocytrynowego,

kwas a—ketbbglu/t\arowy + CO02
kwas izocytrynowy 1

kwas izocytrynowy lzZ0-ytrynazal kwas bursztynowy + kwas glioksalowy 2

transaminaza glicyno-alaninowa,

kwas glioksalowy + alanina glicyna
+ kwas pirogronowy 3
glicyna —w —*y —etymina + tymidyna —DNA 4

Autorzy zgromadzili szereg danych przemawiajgcych za takim witasnie
schematem, a mianowicie:

1. Aktywno$¢ transaminazy glicyno-alaninowej utrzymuje sie na
statym poziomie przez caly czas rozwoju rosliny OC, synteza izocytry-
nazy natomiast nastepuje w po6zniejszym okresie rozwojowym (30, 55).

2. W pierwszym okresie zatem, pobieranie glicyny ze S$rodowiska
zewnetrznego w ciemnos$ci jest znacznie wieksze (10,7 X10-6 jiM) niz
na Swietle (1,3X10-6), poniewaz S$Swiatto stymuluje cykl dostarczajacy
organizmowi glicyny. W roslinach starszych zwiekszanie sie syntezy na
Swietle wymaga dodatkowych ilosci glicyny w S$rodowisku (wzrost po-
bierania do 67X10~6 jiM), natomiast aktywna synteza izocytrynazy
i mniejsze zapotrzebowanie na glicyne w ciemnosci powodujg zaspaka-
janie potrzeb komorki ze zrodet wewnetrznych i pobieranie glicyny ze
Srodowiska spada do 5X10~6 jaM (30).

3. Podanie znakowanej glicyny powoduje wzrost radioaktywnosci
DNA; praktycznie caty wegiel radioaktywny znajduje sie w tyminie
i cytozynie (30).

4. Dziatanie Swiatta na pomnazanie liczby jader w pierwszym okresie
rozwojowym grzyba, mozna catkowicie zastagpi¢ dodaniem do pozywki
tyminy (lub tymidyny) (65).

Poza wzmozeniem syntezy DNA S$wiatto powoduje zwiekszenie ilosci
innych sktadnikdw komorki; mechanizmem tych syntez nie zajmowano
sie jednak blizej. W tablicy 2 zestawiono dane liczbowe dotyczgce syn-
tezy, ktérych natezenie wzrasta pod wplywem Swiatta.

Orientacyjne badania nad wpltywem natezenia Swiatta wykazaly, ze
pomiedzy 0—100 $w.stop. (1 Sw.stop. = 10,8 Iluksa) Ilumisynteza jest
wprost proporcjonalna do natezenia Swiatta, a czynny zakres promie-
niowania miesci sie w granicach 400—500 nm (rysunek 6). Wptyw czasu
ekspozycji jest liniowy, a najlepsze efekty daje Swiatto ciggte (22).

Swiatto moze dziataé w rézny sposéb na proces lumisyntezy. Naj-
bardziej prawdopodobne byty dwie mozliwosci: Swiatto reguluje wy-
twarzanie zwigzkéw redukujacych biorgcych udziat w reduktywnej
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karboksylacji kwasu a-ketoglutarowego lub Swiatto przyspiesza prze-
ksztatcanie kwasu izocytrynowego czy glioksalowego. «Podczas badan
nad wyodrebnieniem izocytrynazy wyeliminowano te drugg mozliwo$¢
(55). Przy badaniach nad rolg $wiatta w procesgch redukcyjnych wyko-
rzystano fakt, ze NADP redukuje zelazicyjanek do zelazocyjanku; reakcja
ta nie zalezy od Swiatta i mozna jg tatwo $ledzi¢ spektrofotometrycznie.

Tablica 2
Wptyw Swiatta na metabolizm Blastocladiella emersonii (wg 14)

Przyrost w % w naswietlanych komérkach

w peini wyksztatco-

mtodych
nych
Sucha masa 8 51
Kwasy nukleinowe wzrost 28
DNA wzrost 35
Biatka 21 37
Weglowodany 13 74

Jezeli do mieszaniny zelazicyjanku i NADPH doda¢ wycigg z komérek
Blastocladiella, wowczas w ciemnosci redukcja zelazicyjanku przebiega
z normalnym natezeniem, natomiast na Swietle ulega szybkiemu zaha-
mowaniu. Jezeli w ukladzie NADPH-zelazicyjanek znajduje sie kwas
a-ketoglutarowy, wéwczas w miare redukcji kwasu nie tylko nie naste-

Rys. 6. Orientacyjne widmo czynne lumisyntezy (na lewo) i wptyw natezenia Swiatta
na ten proces (na prawo) (wg 22)

puje na Swietle redukcja zelazicyjanku, ale juz zredukowany zelazo-
cyjanek ulega ponownie utlenieniu (22). Doswiadczenia te wskazywatyby,
ze Swiatlo steruje zapasem NADPH w komorce sprzyjajac redukcji
kwasu a-ketoglutarowego, a blokujgc inne reakcje redukcyjne. Poniewaz
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redukcja kwasu a-ketoglutarowego zachodzi réwniez w uktadzie dehy-
drogenazy glukozo-6-fosforanu uzyskano raz jeszcze dowdd, ze w ko-
morce istniejg conajmniej dwa Zzrédta wodoru dla reduktywnej karbo-
ksylacji, oba podlegte dziataniu Swiatta.

Lumisynteza musi by¢ oczywiscie zwigzana z jakim$ absorbujgcym
Swiatto uktadem barwnikéw w komdrce. Blastocladiella emersonii jest
grzybem, nie ma zatem ukiadu chlorofilowego, a komorki przeprowa-
dzajgce lumisynteze nie majg rowniez i karotenoidow. W roku 1965
Cantino uzyskat pierwsze dane na temat hipotetycznego fotorecep-
tora, stwierdzajac, ze w komorkach grzybni hodowanych na Swietle wy-
stepuje wolny cytochrom. We frakcji ,cytochromowej” z takich ko-
maérek na chromatogramie znajduje sie cytochrom, DNA, biatko i mini-
malne iloSci dehydrogenazy kwasu mlekowego. W tej samej frakcji,

Rys. 7. Widmo absorpcji wolnego cytochromu wyekstrahowanego z ros$lin Blasto-
cladiella emersonii, hodowanych na Swietle (wg 14)

pochodzacej z roslin hodowanych w ciemnosci stwierdzit on obecnos¢
identycznych ilosci biatka i DNA, nie znalazt natomiast cytochromu ani
dehydrogenazy. Na rysunku 7 przedstawiono widmo absorpcji cyto-
chromu wyizolowanego z Blastocladiella emersonii.

Z uwagi na matg czysto$¢ preparatow cytochromu Blastocladiella
nie mozna byto zidentyfikowac tego barwnika ze znanymi juz cytochro-
mami grupy b; dalsze badania winny wykazaé, czy stwierdzona rdznica
w sposobie wystepowania cytochromu w komadrkach Blastocladiella ma
istotne znaczenie dla procesu lumisyntezy (14).

Badania Cantino, aczkolwiek jeszcze nie zakonczone, stanowia
piekny przykiad powigzania zmian morfologicznych i rozwojowych
z procesami biochemicznymi odbywajgcymi sie w komdédrce. Doprowa-
dzity one takze do stwierdzenia, ze jednym z podstawowych czynnikéow
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rozwojowych tego grzyba jest dwutlenek wegla. W niskich stezeniach
jest on wykorzystywany do reduktywnej karboksylacji kwasu a-keto-
glutarowego, przy czym Swiatto zwieksza natezenie tego procesu i pro-
wadzi do wzmozenia wielu syntez komoérkowych. O ile optimum lumi-
syntezy przypada na stezenie 10“4M dwuweglanu, to stezenia wyzsze
(10-2) zmieniaja zupetnie syntezy inicjowane przez reduktywng karbo-
ksylacje i prowadzg do proceséw biochemicznych dajgcych w rezultacie
powstawanie zarodni przetrwalnych.

Blastocladiella emersonii w uktadzie filogenetycznym ple$ni wodnych
jest jednym ze skrajnych heterotroféw; mimo to jednak zdolna jest do
lumisyntezy, stanowigcej pewien nawrdt do autotroficznego sposobu od-
zywiania sie. Mozliwos¢ istnienia takiego nawrotu postulowali juz wczes-
niefj Lynch i Calvin (54). W chwili obecnej Blastocladiella jest
jedynym organizmem, u ktoérego stwierdzono lumisynteze, dlatego tez
interesujagcym bytoby zbadanie, czy w innych roSlinach heterotroficz-
nych nie wystepujag procesy identyczne lub podobne. Jak wiadomo,
Swiatto wywotuje powstawanie tak zwanych konidioforow lub sporan-
giofordw olbrzymich, potagczone z ogromnym powiekszaniem sie obje-
tosci tych organéw (Phycomyces, Pilobolus, Aspergillus giganteus (41,
67)), a takze przyrost suchej masy w os$wietlonych hodowlach Penicil-
lium isariaeforme (66). Pomiary oddychania grzybni Phycomyces blakes-
leeanus w trakcie powstawania sporangioforow olbrzymich wykazaty
bardzo znaczny spadek wydzielania dwutlenku wegla, a wiec proces
podobny do zmian w oddychaniu na Swietle u Blastocladiella. W latach
ostatnich wykazano wptyw dwutlenku wegla (w spos6b niestety mato
sprecyzowany) na owocowanie grzybdw (58). Wstepne badania nad gos-
podarkag fosforanowg S$luzowcéw (57) wskazujg rowniez na mozliwos¢
wystepowania lumisyntezy w innych grupach heterotrofow.

Na podstawie tych nielicznych danych mozna przypusci¢, ze poszu-
kiwania procesdw zblizonych do lumisyntezy Blastocladiella u innych
organizméw, ktorych rozwoj zalezy od Swiatta, mogag da¢ wyniki pozy-
tywne. Badania takie nie tylko mogtyby ugruntowaé naszg znajomos¢
proceséw biochemicznych decydujacych o drogach rozwoju ontogene-
tycznego grzybdéw, ale rzucityby by¢ moze nowe Swiattlo na zagadnienia
filogenezy w obrebie tej grupy.
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JAN ZURZYCKI*

Whplyw Swiatta na strukture aparatu fotosyntetycznego

The Influence of Light on the Structure of Photosynthetic Apparatus

The influence of light on the synthesis of pigments and development of the
ultrastructure of chloroplasts is reviewed. The adaptation phenomena of plants
to the light factor are discussed. The destructive effects of intense light on the
photosynthetic apparatus is presented.

Podstawowe znaczenie Swiatta dla zycia roslin wigze sie ze zjawiskiem
fotosyntezy. Rola $wiatta nie ogranicza sie jednak wytgcznie do dostar-
czenia energii potrzebnej do procesu fotosyntezy; Swiattlo wywiera réw-
niez réznorodny i wielokierunkowy wptyw na rozwdéj i ostateczne wy-
ksztatcenie aparatu fotosyntetycznego, jego strukture, zestaw iloSciowy
i jakosciowy barwnikéw fotosyntetycznych itp. Uzaleznienie struktury
aparatu fotosyntetycznego od warunkéw Swietlnych $rodowiska zali-
czane bywa do zjawisk adaptacyjnych, ktore pozwalajg na najbardziej
efektywne w danych warunkach wykorzystanie energii $wietlnej do foto-
syntezy.

I. Wplynh Swiatta na rozwoj aparatu fotosyntetycznego

1. Rola s$wiatta w syrtezie chlorofilow

Zagadnienie syntezy chlorofilow zostatlo ostatnio przedstawione przez
Wieckowskiego (149). W tym artykule oméwione zostang tylko te
aspekty biosyntezy chlorofilow, ktére zwigzane sg z rolg Swiatla i za-
gadnieniami strukturalnymi. U ros$lin wyzszych S$wiatlo odgrywa za-
sadniczg role w ostatnich etapach syntezy chlorofilu. Poza nielicznymi
wypadkami wytwarzanie chlorofilu w ciemnos$ci jest zupeinie wstrzy-
mane. Rosliny wyroste w ciemnosci majg blade, z6tto-zielonkawe zabar-
wienie, zwigzane z wystepowaniem w nich protochlorofilu i karoteno-
idow. Oswietlenie takich roslin wyzwala cykl proceséw, ktore prowadzg

* Prof., dr, Katedra Fizjologii Roslin Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie
Wykaz wuzywanych skrétéw: DCMU - 3-(3,4-dwuchlorofenyl)-2,2-dwumetylo-
mccznik, CCP — m-chloro-karbonylocyjanek fenylohydrazonu.
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do szybkiej syntezy chlorofiléw, co po kilku godzinach jest juz dostrze-
galne jako wyrazne zazielenienie.

Protochlorofil, ktérego struktura zostata wyjasniona dzieki bada-
niom Fischera i Oesterreichera (28), r6zni sie od chlorofilu
a tylko brakiem dwu atomoéw wodoru w pozycji 7 i 8, w miejsce ktérych
wystepuje podwdjne wigzanie (rysunek 1) i wykazuje zblizone do chloro-
filu wiasnosci absorpcyjne (rysunek 2) (maksimum w czerwieni in vivo
dla protochlorofilu przy 650 nm*, dla chlorofilu a — przy 677 nm) (61,
113). Oswietlenie tkanki liscia wyrostego w ciemnosci i zawierajgcego
protochlorofil powoduje w czasie rzedu kilku minut niemal catkowity
zanik protochlorofilu, w miejsce ktdrego pojawia sie w réwnowaznych
iloSciach chlorofil a (61, 136). Przemiana ta zachodzi row”™niez w tempe-
raturach ponizej 0° ale jej kinetyka wskazuje, ze nie jest to prosta
reakcja fotochemiczna pierwszego rzedu (120, 136). Widmo dziatania
Swiatta w przemianie protochlorofilu w chlorofil (rysunek 2) wykazuje
petng zgodnos$¢ z absorpcjg Swiatla przez protochlorofil. Zgodnos¢ ta jest
szczegblnie dobrze widoczna u roslin posiadajagcych tylko $ladowe ilosci
karotenoidow (mutant albino), natomiast w innych obiektach aktywnosé
promieniowania krdétkofalowego jest obnizona w stosunku do Swiatta
czerwonego z uwagi, na maskujace dziatanie tych barwnikéw (61). Mini-
malne natezenie Swiatta konieczne do wywotania reakcji jest bardzo
niskie (121), przy czym istnieje prosta zalezno$¢ miedzy czasem oSwietle-
nia Swiattem o matlych natezeniach, a szybkoscig tworzenia chlorofilu
(60, 62).

Wiekszos$¢ protochlorofilu wystepuje w lisciach w formie pozbawionej
grupy fitolowej (protochlorofilid). Pod wplywem Swiatta zwigzek ten
przeksztatca sie najpierw w chlorofilid a, a dopiero w pd6zZniejszym okresie
nastepuje dotaczenie reszty fitolowej, dajagce petny chlorofil a. Ta ostat-
nia przemiana moze odbywaé sie w ciemnos$ci (138, 153). Ostatnio coraz
wiecej danych wskazuje, ze chlorofil b powstaje przez przeksztatcenie
chlorofilu a, przy czym i ta przemiana moze zachodzi¢ w ciemnosci
(115, 116). W mysl tych pogladow schemat ostatnich etapéw biosyntezy
chlorofilow mozna przedstawi¢ jak na rysunku 1

Liscie wyroste w ciemnoS$ci zawieraja ograniczong ilos¢ protochloro-
filu. Umieszczenie takich obiektow w $Swietle powoduje w krétkim
czasie przeksztatcenie prawie catej zawartosci protochlorofilu w chlorofil
(rysunek 3a) (okres 1), po czym nastepuje okres zahamowania dalszej
syntezy chlorofilow trwajacy normalnie od 2 do 4 godzin (okres 2),
a wreszcie (okres 3) obserwuje sie nowg trwalg faze intensywnej syntezy
(rysunek 3a, krzywa 1) prowadzacg do widocznego zazielenienia liscia
(73, 137, 152). Nieco inaczej przedstawia sie przebieg syntezy chlorofilu
w lisciach poddanych dziataniu krétkiego na przyktad 5 minutowego im-

*nm (nanometr) = 10~9m = mu



Protochlorofilid Chlorofi/id a

R= CH3 chlorofil a
R= chlorofil b

Rys. 1. Schemat koncowych etap6éw biosyntezy chlorofiléw w zielonym lisciu (116)

nm

Rys. 2. Absorpcja protochlorofilu w roztworze metanolowym (linia przerywana)

i widma dziatania $wiatta w przemianie protochlorofilu w chlorofil (linia ciagta)

u normalnych siewek kukurydzy i u mutacji albino. oba widma wyréwnane w za-
kresie dtugofalowym (61)
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pulsu Swietlnego, a nastepnie przetrzymywanych przez szereg godzin
w ciemnos$ci. W tych warunkach protochlorofil, ktory zanikt catkowicie
lub czeSciowo w okresie o$wietlenia zostaje w ciemnosci odtworzony
i osigga poziom zalezny od szeregu czynnikdw (temperatura, wiek liscia,
stezenie chlorofilu a) ale z reguty wyzszy niz poprzednio (162). Jezeli
liscie poddane takiemu zabiegowi wstepnemu zostana nastepnie umiesz-
czone w Swietle, tworzenie chlorofilu rozpoczyna sie odrazu ze statg
i znaczng szybkoscig (rysunek 3a, krzywa II). Aktywnos$é wstepnego
impulsu S$wietlnego, znoszacego okres zahamowania syntezy (okres 2)
jest zalezna od dtugosci fali, w inny sposéb niz przemiana prosta w chlo-

Rys. 3a. Przebieg syntezy chlorofilu w siewkach pszenicy wyhodowanych w ciem-
nosci i przeniesionych do statego Swiatta.

| — okres wstepny: ciagta ciemnos$¢, 1l — okres wstepny: ciemno$¢ przerywana krétkim
naswietlaniem
b. Widmo czynne w skréceniu fazy opéznienia syntezy chlorofilu (faza 2).
5 godz. przed naswietlaniem siewki poddano 2 min. impulsowi $wiatta o réznej dtugosci fali.
Aktywnos$¢ Swiatta okreslono na podstawie ilosci chlorofilu utworzonego po 2 godz. naswietla-
nia $wiattem 4000 lukséw. Za 100% na skali przyjeto efekt maksymalny (136, 137)

rofil (rysunek 3b). Widmo dziatlania w tym procesie jak i charaktery-
styczna odwracalno$¢ procesu pod wptywem naswietlenia dalekg czer-
wienig wskazuje, ze wspotdziata tu system fitochromowy (73, 94, 140).
Nalezy wnosi¢, ze w lisciu potraktowanym wstepnie krdotkim bodzcem
Swietlnym, czynnikiem ograniczajagcym synteze chlorofilu przy ponow-
nym naswietleniu staje sie nie reakcja fotochemicznej przemiany pro-
tochlorofilu w chlorofil, ale synteza protochlorofilu zwigzana w niezna-
ny bylizej sposéb z aktywnoscig systemu fitochromowego.

W lisciach rozwijajacych sie normalnie na $wietle nie mozna wyka-
za¢ obecnosci protochlorofilu, prawdopodobnie z uwagi na jego szybka
przemiane w chlorofil w tych warunkach. Karotenoidy wytwarzane
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w lisciach w ciemnosci wystepujg gtéwnie w formie ksantofilu. Wytwa-
rzanie karotenow wydaje sie by¢ rowniez zalezne od Swiatta, a warunki
ich powstawania in vivo sg analogiczne jak dla chlorofilu a (11).

2 Wplyw Swiatta na rozwgj chloroplastow

U roslin nizszych (glony) nowe chloroplasty powstajg przez podzial
plastydéow macierzystych, przy czym ich struktura nie ulega zasadni-
czym zmianom w ftrakcie rozwoju organizmu. Juz w grupie mszakow
obserwuje sie znaczne zmniejszenie liczby chloroplastow i uproszczenie
ich budowy w komérkach inicjalnych, jednakze =zasadniczy schemat
struktury chloroplastéw zostaje zachowany w ciagu catego cyklu rozwo-
jowego rosliny (56). Natomiast u roslin wyzszych (nago- i okrytozalgz-
kowych) chloroplasty wykazuja bardzo wyrazng metamorfoze. W ko-
morkach merystemow — z ktérych powstajg wszystkie tkanki dojrza-
tej rosliny, a wiec i liscie — plastydy wystepuja wytacznie w postaci
tak zwanych proplastydéw. Drobne organelle komdrkowe, jakimi sg
proplastydy, wielkoscig i ksztaltem przypominajga mitochondria, a réz-
nig sie od tych ostatnich zdolnosSciag do amebowatej zmiany ksztattu,
czestag obecnoscig skrobi oraz inng strukturg wewnetrzng. Protoplasty-
dy sa odgraniczone od cytoplazmy podwdjng membrang, ktdrej we-
wnetrzna warstwa wytwarza rurkowate wpuklenia do wnetrza plasty-
du (rysunek 4). Rurki te stanowig w dalszym rozwoju wazny materiat
wyjsciowy do budowy powstajagcych struktur. W komdrkach, ktérych
dalszy rozwéj odbywa sie w ciemnosci, protoplastydy przeksztatcajg
sie w leukoplasty (rysunek 4, L), przy czym zwiekszajg swe wymiary
i wyksztatcajg tak zwane centrum plastydu (prolamellar body) (81). Cen-
trum to, widoczne nawet w mikroskopie optycznym (132, 133) moze po-
siada¢ rozng ultrastrukture, zwykle jednak stanowi ono regularne sku-
pienie rurek przypominajgce siatke krystaliczng i nazywane od odkryw-
cow krysztatem Heitza-Leyona (46, 64, 70, 71, 92). Przeksztalcenie
leukoplastu w chloroplast wymaga Swiatta. Nawet w warunkach natu-
ralnych, gdy miode liscie sg zaciemnione przez ostaniajace je okrywy,
rozwéj chloroplastu przechodzi przez stadium leukoplastu. Natomiast
w komdrkach silnie oSwietlonych protoplastydy przeksztatcajg sie bez-
posrednio w chloroplasty (81). Przeksztatcenie proplastydu w chloro-
plast odbywa sie w kilku etapach. Najpierw rurki rozpadajg sie na pe-
cherzyki (rysunek 4, 1), nastepnie pecherzyki te uktadajg sie regularnie
tworzac warstwy mniej wiecej rownolegte do powierzchni plastydu (ry-
sunek 4, I1). Wreszcie nastepuje fuzja pecherzykéw w dyski bedgce po-
czatkiem tylakoidow gran. Dyski te moga sie dzieli¢ i skupia¢ w agre-
gaty dajace poczatek granom chloroplastu (rysunek 4, 111) (25, 141, 145).
Kazdy z wymienionych etapéw wymaga Swiatta. Etap | moze przebie-
ga¢ w czasie zdumiewajgco krotkim jak na przemiane strukturalng.

8 postepy Biochemii
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Stwierdzono na przyktad, ze w ciggu dwéch minut oswietlenia moze
nastagpi¢ zupeiny rozpad rurek na pecherzyki (25). Do wywotania catko-
witego rozpadu rurek wystarczaja niskie energie promieniowania (po-
nizej 104 erg/cm?2. Widmo dziatania Swiatta w tej reakcji wykazuje ma-
ksimum przy 660 i 450 nm i odpowiada absorpcji $Swiatta przez proto-
chlorofil (25). Wykazano zgodnos¢ czasowg w etapie | i transformacji
protochlorofilu w chlorofil a (wzglednie protochlorofilidu w chlorofilid
a) (141). Nalezy zatem wnosi¢, ze przemianie zlokalizowanego w rur-
kach protoplastydu protochlorofilu w chlorofil towarzyszy réwnoczesny
rozpad rurek na pecherzyki. Scisty zwiazek miedzy struktura rurkowa,

Rys. 4. Schemat przemian strukturalnych podczas rozwoju proplastydu w chloro-
plast (141). (Objasnienia w tekscie)

a protochlorofilem wynika z jeszcze jednej obserwacji. Plastydy krotko
naswietlone i umieszczone w ciemnosci odtwarzajg nowe ilosci proto-
chlorofilu. Jak wykazaty badania ich ultrastruktury zjawisku temu to-
warzyszy powstawanie nowych rurek (25).

Etap Il przebiega niezaleznie od temperatury (w granicach 3—23°C)
i wymaga silniejszego nasSwietlania niz etap | (25). Szybko$¢ reakcji
jest odwrotnie proporcjonalna do natezenia oSwietlenia w zakresie od 750
do 75000 Ix. Widmo dziatania Swiatlta w tej przemianie wykazuje wy-
razne maximum przy 450 nm, a znacznie stabszg aktywnos$é przy 402,
660 i 550 nm, przy czym rodzaj barwnika absorbujgcego Swiatto jest
nieznany (47). Etap IIl polegajacy na fuzji pecherzykéw w dyski i sku-
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pianiu sie dysk6w w grana jest zalezny od temperatury i wymaga row-
niez Swiatta o wiekszych natezeniach. Przemiana ta jest skorelowana
w czasie z fazg silnej syntezy chlorofilu (rysunek 3, okres 3) (46, 141).
Dotychczas nie ma danych o widmie dziatania w tym procesie.

Il. Zalezno$¢ wyksztatconego aparatu fotosyntetycznego od warunkow swietlnych
Srodowiska

1. Struktura anatomiczna liscia

Wiele gatunkéw roslin wykazuje S$ciste zwigzanie z okreslonymi $ro-
dowiskami. Istniejg na przyktad gatunki rosngce wytgcznie w warun-
kach cienistych oraz takie, ktére wystepuja w miejscach silnie naswie-
tlonych (gatunki umbro- i heliofilne). Liscie obu wymienionych grup
roslin réznig sie w sposéb istotny swg budowa anatomiczng. U roslin

a)
b)
Rys. 5 Przekréj lisci leszczyny (Coryllus avellana), a — 1is¢ rozwiniety w pe#nym
Swietle, b — w $wietle o natezeniu wynoszacym 1/50 natezenia $wiatta dziennego.

W czesci komdérek czarno zaznaczone chloroplasty (49)

Swiattolubnych liScie sg grube, a ich tkanka miekiszu palisadowego
rozwinieta, czesto kilkuwarstwowa, natomiast u cieniolubnych liscie sg
cienkie, a miekisz palisadowy zredukowany, o strukturze luznej, z licz-
nymi przestworami miedzykomérkowymi (65, 66, 68). Powyzsze r6zni-
ce anatomiczne traktowane bywajg jako wyraz powstalego w rozwoju
filogenetycznym przystosowania, w wyniku ktdrego rozwineta sie
i utrwalita genetycznie struktura pozwalajgca na najkorzystniejsze

g*
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w danych warunkach siedliska funkcjonowanie aparatu fotosyntetycz-
nego (10, 96). Adaptacja filogenetyczna okreslajaca pewien typ rozwo-
jowy struktury liscia pozostawia jednak czesto dos$¢ szeroki zakres dla
zmiennos$ci indywidualnej. W obrebie tej zmiennosci powsta¢ moze
adaptacja ontogenetyczna wyrazajgca sie korelacjg miedzy strukturg
anatomiczng danego osobnika lub nawet jego czesci, a aktualnymi wa-
runkami Swietlnymi, w ktérych przebiegat rozwdj lisci (122,123). Dosko-
natymi przyktadami takiej adaptacji s zmiany anatomiczne liScia obser-
wowane w populacji okre$Slonego gatunku ro$liny rosngcej u wylotu
jaskini i w réznej jej gtebokosci, a wiec w coraz to stabszym os$wietleniu
(124, 155) lub tez liscie tego samego drzewa, ktdre rozwinetly sie w wa-
runkach petnego Swiatta lub w gtebokim cieniu (49, 85, 123). Jakkolwiek
powyzsze obserwacje natury ekologicznej nie dowodza, ze jedynie Swia-
tlo jest w tych wypadkach czynnikiem ksztattujacym, to jednak nowsze
badania dosSwiadczalne (10, 34) wykazujg, ze czynnikowi Swietlnemu
nalezy przypisa¢ gtowng role w ksztattowaniu charakteru anatomiczne-
go liscia.

2 Wielkos¢ i struktura chloroplastu

W przeciwieAstwie do glonéw, ktérych chloroplasty odznaczajg sie
ogromng roéznorodnoscig ksztattu i wielkosci, zielone plastydy roslin
wyzszych posiadajg z reguty bardzo jednolite ksztatty. Majg one postac
ptaskiej elipsoidy (dysku) o $rednicy od 3 do 10 m (przecietnie okoto 5 m).
Warunki Swietlne wptywajg jednak zaréwno na liczbe chloroplastéw
wytworzonych w jednej komorce jak i na ich wielkosé. W komdrkach
rozwijajacych sie w silnym S$wietle liczba chloroplastow jest wieksza
(32), a ich wymiary mniejsze (52) w porownaniu z tkankami, ktére roz-
winety sie w $wietle stabym. Srednice chloroplastow w liciach z cienia
sg przecietnie dwukrotnie (Tablica 1), a powierzchnie 3—6 razy wieksze
niz w lisciach z petnego Swiatta. Réznice te utrzymujg sie nawet wow-
czas, gdy oSwietlenie staje sie wybitnie stabe i ogranicza silnie wzrost
rosliny. Tak na przyktad Starzecki (124) stwierdzit, ze u paprotki
Asplénium trichomanes rosngcej w petnym Swietle $rednica chloroplas-
tbw wynosi przecietnie 59 ax natomiast u okazéw rozwijajgcych sie
w giebi jaskini, gdzie dociera $rednio 1% Swiatta — $rednica ta wzrasta
do 7,3 m

Wplyw Swiatta dotyczy nie tylko wielkosci chloroplastu, ale i jego
struktury wewnetrznej. W chloroplastach z lisci silnie o$wietlanych
liczba gran jest wieksza, a réwnocze$nie ich wymiary mniejsze (2, 26,
31, 45) (Tablica 2). Jak sugeruje Abel (2) struktura granowa moze ule-
ga¢ przemianom nawet w wyro$nietym chloroplascie przy zmianie wa-
runkdw sSwietlnych. Na przyktad w komaorkach lisci Antirrhinum majus,
ktére rozwinety sie w peltnym Swietle, grana majg Srednice 0,30 fx a po
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przeniesieniu do stabego $wiatta (850 lukséw) S$rednica ich wzrasta do
0,50 Mprzy réwnoczesnym zmniejszeniu sie $redniej liczby gran w chlo-
roplastach z 68,3 do 44,5. Powr6t do poprzednich warunkéw Swietlnych
powoduje ponowny wzrost liczby gran do 70,9 i rownoczesne zmniej-
szenie ich $rednicy do 0,31 m Obserwacje powyzsze wymagaja potwier-
dzenia, jednakze nowsze dane wykazujg tak znaczng labilnos¢ i plas-
tyczno$é struktury granowej (55), ze mozliwos¢ przeksztatcania wewne-
trznej struktury wyrosnietego chloroplastu nalezy uwazaé za prawdo-
podobna.
Tablica 1
Srednia wielko$é $rednicy chloroplastéw w lisciach pochodzgcych

z pednego Swiatta i z cienia (51)

Srednica chloroplastéow w [i

Gatunek
ze Swiatta i z cienia
Adiantum cuneatum 3,06 + 0,26 5,81 + 0,47
Polypodium vulgare 3,43 + 0,35 6,76 + 0,50
Cedrus deodora 2,88 + 0,23 7,24 £ 0,54
Lilium regale 2,91 + 0,19 6,22 + 0,37
Asparagus sprengeri 4,34 + 0,36 7,38 + 0,54

Tablica 2

Liczba gran w chloroplascie i $rednia wielko$¢ $rednicy gran u
Antirrhinum majus @

Warunki Tkanka Liczba gran Srednica
gran w ~
Lis¢ normalnie Miekisz
oswietlony palisadowy 78,2 0,35
Miekisz
gabczasty 41,3 0,62
Lis¢ oswietlony Miekisz
od dotu palisadowy okoto 45 0 59
Miekisz
gabczasty okoto 45 0,52

3. 1lo&¢ | wzajenme stosunki banwnikow

Adaptacja filogenetyczna. Przystosowanie poszczeg6lnych gatunkéw
roslinnych do okre$lonego $Srodowiska wyraza sie nie tylko w ich struk-
turze anatomicznej, ale rowniez w iloSciach i wzajemnych stosunkach
barwnikéw fotosyntetycznych. Na ogdt przyjmuje sie, ze ilos¢ chloro-
filow we lisciach ros$lin cieniolubnych jest wieksza niz u gatunkéw Swia-
ttolubnych (17, 66, 67, 109). Rozrzut wynikéw pomiaréw jest jednak
bardzo duzy, a w dodatku trudno je poréwnywac, poniewaz warunki
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ekologiczne modyfikujg takze wielkosé lisci i ich strukture co zmienia
podstawe obliczen (Swieza masa, sucha masa, powierzchnia liscia), do
ktorej odnosi sie ilos¢ chlorofilow. Tak na przyktad Shirley (114)
stwierdzit, ze pieciokrotnie zmniejszenie natezenia S$wiatta powoduje
wzrost ilosci chlorofilu w stosunku do $wiezej masy, ale nie w stosunku
do powierzchni liscia.

Znacznie wyrazniejsze réznice skorelowane z warunkami Swietlnymi
Srodowiska stwierdza sie we wzajemnych stosunkach ilosciowych po-
szczegOlnych barwnikéw. Jako charakterystyczne wielkoSci okre$la sie

zwykle stosunek molarny chlorofilu a do chlorofilu b |q oraz stosu-

nek molarny ksantofili do karotenoidéw Mimo réwniez do$¢ znacz-

nego rozrzutu wynikéw dla poszczegdélnych gatunkéw roslin $rednie
wartosci obliczone dla gatunkéw rosnagcych w okresSlonych srodowiskach
wykazujg wyrazng kierunkowg zmienno$¢. W miare zmniejszania na-
tezenia oSwietlenia powieksza sie ilos¢ chlorofilu b w stosunku do chlo-
rofilu a, a maleje ilos¢ karotenéw w stosunku do ksantofili (106, 107,
108) (Tablica 3). Rdznice sg bardzo wyrazne i na ich podstawie Egle
nazwat chlorofil b ,typowym barwnikiem cienia”. Natomiast stosunek
stezen obu chlorofili do stezenia karotenoidow, wahajgcy sie w grani-
cach od 2 do 4 nie wykazuje kierunkowej tendencji zmian zaleznych
od natezenia oSwietlenia (107). Nalezy podkresli¢, ze zaréwno chlorofil
b jak i ksantofile sg formami bardziej utlenionymi w stosunku do chlo-
rofilu a i karotenow. Tak wiec wzgledne stezenie ,utlenionych” barwni-
kéw obniza sie w ro$linach przystosowanych do silnego Swiatta (96).

Zalezno$é skiadu barwnikéw od warunkéw Srodowiskowych wyste-
puje znacznie wyrazniej u roslin nizszych — przede wszystkim u mor-
skich glonéw. Na podstawie znanej strefowosci wystepowania glonow
(najblizej powierzchni — zielone Chlorophyceae, najgtebiej — czerwone
krasnorosty, a bragzowe Pheophyceae w strefie posredniej) Engleman
wysungt (22, 23) przypuszczenie, ze filogenetyczne przystosowanie ma
w tym wypadku charakter dopetniajacej adaptacji chromatycznej. Swia-
tto dzienne po przejSciu na przyktad przez 20 m warstwe wody jest pra-
wie pozbawione promieni niebieskich i czerwonych, gtdwnie absorbowa-
nych przez chlorofile i karotenoidy. Adaptacja chromatyczna miataby
umozliwié pochtanianie $Swiatta zielonego, przenikajacego najgtebiej, przy
czym brunatny barwnik fukoksantyna, ma przynajmniej cze$ciowg zdol-
nos¢ pochtaniania tego Swiatta, natomiast fikoerytryna krasnorostéw
absorbuje gtownie w zakresie zielonym. llosciowe badania barwnikow
glonéw (67, 68) wykazaty, ze dla gatunkéw krasnorostéw wystepujgcych
na réznych gtebokosciach, stosunek fikoerytryny do chlorofiléow wzra-
sta wraz z gtebokoscig. W dtugotrwatej dyskusji jaka wywigzata sie nad
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hipotezg uzupetniajgcej adaptacji chromatycznej (20, 35, 37, 75, 76, 87,
88) podniesiono przede wszystkim, ze role czynnika ksztattujagcego ze-
staw barwnikéw moze spetnia¢ nie tylko barwa S$wiatta, ale réwniez
(a moze wytacznie) jego natezenie.

Tablica 3

Wptyw warunkéw sSwietlnych na sktad barwnikoéw w lisciach roslin

zielonych
a* X **
Rosliny Q1d Q ¢ Literatura

Rosliny alpejskie 5,55 4,6
Rosliny wodne wynurzone 4,40 4,0
Rosliny ladowe miejsc s#onecznych 4,36 3,6
Roéliny z cienia (rozproszone
, Swiatto nieba) 3,01 5,5 105,109,17
Rosliny z cienia (zielony cien) 2,60 5,3
Rosliny wodne zanurzone 2,27 5,7
Zielone glony (cate ro$liny) 1,39 6,4
Sembucus nigra

ze Swiatta 3,6 5,8

z cienia 2,6 6,3
Fagus Silvatica 105

ze Swiatta 3,3 3,8

z cienia 2,5 4,6
Phaseolus multiflorus

ze Swiatta 4,5 4,7

z cienia 3,3 5,2
Nymphae alba

miekisz palisadowy 5,8 2,6

miekisz gabczasty 3,4 3,6 112

*Q ’l;— stosunek chlorofilu a do chlorofilu b

> Q o stosunek ksantofili do karotenow

Adaptacja ontogenetyczna daje indywidualnym organizmom mozno$¢
dostosowania sie do warunkéw zewnetrznych w zakresie zmiennosci do-
puszczonej przez determinacje genetyczng kierujgca syntezg barwnikéw
w okreslony dla danego gatunku sposob. U ros$lin wyzszych, liscie roz-
wijajace sie w cieniu wykazujg wiecej chlorofilu b w stosunku do a niz
liscie tej samej rosliny wyroste w pelnym storicu (Tablica 3) (150, 105).

Stosunek Q g wydaje sie by¢ bardzo czutym wskaznikiem stosunkow

Swietlnych, gdyz, jak wykazali Seybold i Weissweiler (112),
nawet w obrebie tego samego liscia gdrna, silniej oSwietlona warstwa
komorek asymilujgcych wykazuje mniej chlorofilu b w stosunku do a,
w poréwnaniu z warstwami tkanki silniej zacienionymi (Tablica 3). Nale-
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zy jednak podkresli¢, ze zmiana ilosci i sktadu barwnikéw liscia ma
mniejszy wpltyw na absorpcje Swiatlta, nizby to mozna przypuszcza¢ na
podstawie wtasnosci optycznych roztworéw barwnikéw (19). Rysunek
6a przedstawia absorpcje dwu lisci buka (Fagus silvaticus). Mimo, ze
lis¢ ze Swiatta zawiera 1,5 razy wiecej chlorofiléw w stosunku do liscia
z cienia (6,5 i 4,3 mg na 100 cm2 i 1,8 razy wiecej karotenoidéow (1,78

a
i 0,98) oraz inny stosunek Q (4,4 i 3,7) to jednak r6znice w absorpcji

Swiatla sg znikome. Zwigzane jest to z faktem, Zze lis¢ jest tkanka zto-
zonag, w ktdrej stosunki anatomiczne determinujgce droge Swiatta moga
wywieraé znaczny wplyw na absorpcje Swiatta. Jak podkre$la Rabi-
nowitch (97) rowniez zmiana stosunku karotenéw do ksantofili nie
moze mieé wyraznego wptywu na absorpcje wobec zblizonych wiasnosci
spektralnych obu typéw barwnikdéw.

Tablica 4
Zawartos$¢ chlorofilow u Chlorella vulgaris w % suchej masy

Warunki % suchej masy Literatura
Kultury z siln?go $wiatta 18 142

z stabego $wiatta 4,0
Kultury z siln?go Swiatta 2,7

z stabego $wistka 49 84

Adaptacja ontogenetyczna u ros$lin wyzszych wydaje sie byé uzalez-
niona tylko od natezenia Swiatta, a nie od jego barwy. Wedlug Hage -
na (33) miode rosliny owsa hodowane w Swietle pieciu réznych zakre-
sow spektralnych nie wykazaty istotnych roznic we wzajemnym sto-
sunku barwnikéw. Natomiast Simonis (117) podaje, ze u Elodea
hodowanej w Swietle czerwonym wzrasta stosunek chlorofilow do karo-
tenoidow.

Wsrod glonéw adaptacja ontogenetyczna jest jeszcze wyrazZzniejsza.
U Chlorella na przyktad zawarto$¢ chlorofilu w stosunku do suchej ma-
sy zmienia sie znacznie (Tablica 4).

U glonéw niezielonych (krasnorosty, sinice) adaptacja moze prowa-
dzi¢ do wrecz widocznej zmiany barwy. Okazy tego samego gatunku
krasnorostu, rosngce na coraz wiekszych giebokosciach wykazujg syste-
matyczny wzrost zaréwno ogélnej ilosci barwnikéw jak i stosunku fiko-
erytryny do chlorofildw (67, 68). Krasnorosty znajdujgce sie przy po-
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wierzchni sg czesto zupeinie zielone (96). Znane sg takze fakty zmiany
zabarwienia obserwowane w laboratoryjnych hodowlach glondw, np.
u Chaetoceras z ciemnobrgzowej (w Swietle zielonym) do zdttej (w Swie-
tle czerwonym) (79) lub u sinic z niebieskiej (w Swietle stabym) do z6t-
tej (w petnym Swietle stonecznym) (83, 98). W dawniejszych badaniach
czynnik natezenia Swiatta czesto nie byt dostatecznie kontrolowany.
Harder (36) stwierdza, ze dla uzyskania adaptacji chromatycznej
definiowanej wedtug Engelmanna ma znaczenie nie tylko barwa ale i na-
tezenie Swiatta. Sar gent (98) zaprzecza w ogble wptywowi barwy Swia-
tta; badany przez niego glon Gleocapsa montana staje sie niebieski w sta-
bym Swietle, a z6Ho-zielony w silnym, niezaleznie od barwy S$wiatta.

nm
Rys. 6. a Absorpcja $wiatda w lisciach buka (Fagus silvaticus): s - wyrostego
w ped#nym Swietle stonecznym, C - wyrostego w cieniu (111)

b. Absorpcja $wiatda w wodnej zawiesinie komérek krasnorostu Porphyridium
cruentum wyhodowanego w $wietle monochromatycznym zielonym i niebieskim
o tym samym natezeniu (12)

Nowsze badania (12) polegajace na hodowli krasnorostu Porphyridium
cruentum w $wietle monochromatycznym wykazaty, ze przy zastosowa-
niu Swiatta niebieskiego i zielonego o tej samej energii sktad barwni-
kéw glonu jest jednak rozny (rysunek 6), ale stwierdzone zmiany ida
w kierunku przewidzianym przez teorie uzupeiniajgcej adaptacji chro-
matycznej tylko przy niskich natezeniach S$wiatta, przy wyzszych
za$ wykazujg tendencje odwrotne (Tablica 5). Wedlug Brody’ego
iEmerssona (12) reakcja taka ma sens zachowawczy poniewaz przy
niskich natezeniach chodzi o maksymalne wykorzystanie energii $wia-
tta, a przy wysokich o korzystne w tych warunkach dla fotosyntezy
zmniejszenie energii absorbowanej w barwnikach.
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Tablica 5

Stosunek fikoerytryn do chlorofilu u Porphyridum cruentum
(mierzony jako R = absorpcja przy 545 nm (absorpcja przy 680 nm)

(12)
R dla glonéw hodowanych w $wietle
Energia erg/cm2sx104 o d¥ugosci fali
436 nm 546 nm
18,3 2,23
6,16 1,80
0,48 120
0,0096 0,71
2,49 1,24
0,19 1,40
0,0076 1,50

I11. ,,Szybkie* reakcje aparatu fotosyntetycznego na zmiany o$wietlenia
1. Dobowe wahania w stezeniu barnwnikow

Stwierdzona w wielu wypadkach zalezno$¢ stezenia i stosunku po-
szczegblnych barwnikéw fotosyntetycznych od warunkéw Swietlnych
srodowiska nasuwa pytanie czy aparat fotosyntetyczny nie reaguje od-
powiednig zmiang sktadu barwnikéw na naturalne dobowe zmiany,
w natezeniu oSwietlenia. Mozliwo$¢ taka nie jest a priori wykluczona,
gdyz ostateczny poziom barwnikéw w dojrzatym rozwinietym lisciu jest,
jak wykazaly badania izotopowe, wynikiem réwnowagi miedzy statym
tworzeniem sie i rozpadem chlorofiléow (30, 115, 121), moze wiec podle-
ga¢ wptywom czynnikéw zewnetrznych, o ile dziatajg one w niejedna-
kowy sposob na szybko$¢ rozpadu i syntezy.

Zagadnienie istnienia dziennych wahan w stezeniu chlorofilow w lis-
ciach byto tematem licznych i kontrowersyjnych prac. Wielu autoréw
wykrywato, czesto bardzo istotne zmiany iloSci barwnikow fotosynte-
tycznych w rytmie dobowym (13, 14, 15, 48, 131, 143, 144), inni stwier-
dzali staty poziom barwnikéw chlorofilowych niezaleznie od pory dnia,
w ktorej pobierano probki (18, 102, 103, 111, 112, 147, 151). W wyniku
krytycznych badan nad tym zagadnieniem (5, 110, 147, 148) nalezy przy-
jac¢, ze ilos¢ chlorofilow w dojrzatych, wyrosnietych lisciach jest stata
w ciggu doby. Stwierdzone za$ wahania dzienne byly zwigzane z bile-
dami metodycznymi dotyczacymi zaréwno ekstrakcji i oznaczania ilos-
ciowego barwnikdw, jak i nie uwzgledniania dziennych zmian, jakim
podlega podstawa odniesienia obliczen na przyktad utrata wody z lisci
przy statej ilosci chlorofilu moze by¢ powodem pozornego wzrostu jego
»stezenia” na jednostke Swiezej masy lub wreszcie zwigzane z faktem,
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ze pomiary wykonywano na lisciach jeszcze rosngcych. Nalezy zatem
wnosi¢, ze jesli nawet zmieniajgce sie okresowo warunki $Swietlne wpty-
wajg na szybkos$¢ syntezy i rozpadu chlorofilbw w wyro$nietym lisciu,
to wynikajgce stad zmiany stezenia barwnikoéw sg zbyt mate, aby mozna
je byto uchwycié przy pomocy stosowanych dzi$ metod.

Inaczej przedstawia sie sprawa dziennych wahani ilosci chlorofilow
w lisciach jeszcze rosngcych. W tym wypadku stwierdzono istotne zmia-
ny zaréwno w ilosci jak i w stosunku poszczegélnych barwnikéw sko-
relowane z okresem osSwietlenia i ciemnoS$ci (5, 73, 118, 148) (rysunek 7).

Rys. 7. Zmiany w stezeniu chlorofilow a i b w risciu fasoli rosngcym w rytmie
12 godz. Swiatda i 12 godz. ciemnosci (148)

Zjawisko to nalezy ttumaczyé réznym wpiltywem jaki wywiera $wia-
tto na poszczegblne procesy istotne dla okreSlenia stezenia chlorofilu
(wzrost powierzchni liscia, wzrost suchej masy, wzrost Swiezej masy,
synteza chlorofilu a i b). Regutg jest przy tym, ze stezenie barwnikéw
w odniesieniu do powierzchni liscia wzrasta w okresie oSwietlenia, a spa-
da w okresie ciemnos$ci. Zjawisko to mozna czeSciowo wyttumaczy¢
tym, ze Swiatto dziata hamujaco na wzrost powierzchni, pobudzajac
rownoczes$nie synteze chlorofiléw. W ciemnosci nastepuje niejako ,roz-
cienczenie” barwnikow. Jednakze zmianom iloSciowym towarzyszy takze
wahanie stosunku chlorofilu a do b (5, 73, 106, 148) co wskazuje, ze nie-
zaleznie od efektu rozcieniczania szybkosé syntezy barwnikéw w okre-
sach Swiatta i ciemnosci jest r6zna dla chlorofiléw a i b.

Glony odznaczaja sie znacznie wiekszg labitnoscig sktadu barwnikéw
niz rosliny wyzsze. Wielokrotnie obserwowano wyrazne zmiany ich za-
barwienia zachodzace w czasie rzedu kilku godzin. Szczego6lnie niektdre
sinice moga jak kameleon zmieniaé swe zabarwienie w zaleznosci od
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barwy i natezenia padajgcego na nie Swiatta (29). Przyczyng tych zmian
moze by¢ zardwno zjawisko adaptacji ontogenetycznej, ktéra wobec
szybkiego wzrostu tych organizméw ujawnia sie w o wiele krdtszym
czasie niz u roslin wyzszych, jak i destrukcyjny, nieodwracalny wptyw
Swiatta na niektore barwniki fotosyntetyczne uwydatniajgcy sie szcze-
g6lnie przy dziataniu silnego Swiatta na organizmy zaadaptowane do wa-
runkéw cienistych (patrz nizej). Odpowiedz na pytanie jaki udziat
w rzeczonych zjawiskach maja odwracalne dobowe wahania moze dostar-
czy¢ tylko badanie zmian skifadu barwnikowego glonéw w naturalnym
dla nich i powtarzalnym rytmie Swiatta i ciemnosci.

2 Przemieszczenia chloroplastow w komorce

Chloroplasty wielu glonéw i ogromnej wiekszosci roslin wyzszych
nie sg nieruchomo zlokalizowane w okreslonym miejscu w komorce,
ale moga sie przesuwaé i przegrupowywaé w zaleznosci od aktualnych
warunkow Swietlnych (40, 101). Przemieszczenia chloroplastow odby-
wajg sie w czasie od kilkunastu minut do kilku godzin, a wiec naleza

Rys. 8. Uk#ad chloroplastéow w komérce w Swietle stabym i Swietle silnym: a -
komérki nitkowatego glonu Mougeotia, b - komorki [liscia widliczki (Selaginella
Martensii (42, 101)

do typowych ,szybkich” proceséw adaptacyjnych. Sposéb zmiany poto-
zenia zalezy od budowy chloroplastu i stosunkéw przestrzennych panu-
jacych w komérce, ale wspdlng cechg ruchow jest zmniejszanie sie po-
wierzchni chloroplastéw w Swietle silnym i maksymalne jej zwiekszenie
w Swietle stabym (rysunek 8). Tego rodzaju przegrupowanie musi pro-
wadzi¢ do zmian ilosci energii Swietlnej absorbowanej w komorce (157).
Pomiary absorpcji Swiatta w lisciu, w ktorym chloroplasty ustawione
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sg raz w pozycji typowej dla Swiatta stabego, a raz w pozycji typowej
dla Swiatta silnego wykazujg, ze zmiany absorpcji nie sg jednak zbyt
wielkie i wynoszg na przyktad dla liscia Begonia multiflora 3—5%, dla
Tradescantia viridis 6—12°0, dla Lemna trisculca 3—12°0o (99, 104, 162).

Przy stabym oSwietleniu zmiana potozenia chloroplastow pozwala
wykorzysta¢ mozliwie maksymalnie energie $wiatla co znacznie zwigksza
fotosynteze, natomiast przy silnym os$wietleniu przesuniecie sie chlo-
roplastow do pozycji typowej dla $wiatta silnego z reguty nie wpiywa
na fotosynteze, poniewaz natezenia S$Swiatta, ktére wywotujg te ruchy
przekraczajag punkt wysycenia fotosyntezy (158, 159). Zmniejszenie ab-
sorpcji w silnym o$wietleniu moze mie¢ jednak pewne znaczenie ochron-
ne przed destrukcyjnym dziataniem Swiatta o duzym natezeniu. Zakres
natezenia $wiatta, w ktéorym chloroplasty utrzymuja pozycje typowe
dla Swiatta stabego jest rézny dla réznych gatunkéw roélin, zwilaszcza
dla roslin cieniolubnych i Swiattolubnych, a nawet w obrebie tego sa-
mego gatunku mogag wystgpi¢ znaczne przesuniecia tego zakresu na dro-
dze adaptacji ontogenetycznej (4).

Rys. 9. Widma dziatania w fototaksji chloroplastow w komérkach Lemma, Vau-
cheria, widmo fotodinezy Elodea i absorpcja ryboflawiny (27, 43, 100, 164)

Mechanizm przemieszczeh nie jest jeszcze w peini poznany (165). Wid-
mo dziatania w wywotywaniu pozycji chloroplastow typowej dla Swiatta
silnego i Swiatta stabego wskazuje na aktywnosé promieniowania krétko-
falowego i bliskiego ultrafioletu (rysunek 9) (27, 69, 164), a jego ksztah
sugeruje udziat barwnikow flawinowych w przegrupowywaniu sie chloro-
plastow. Poniewaz podobne jest widmo dziatania $wiatta w zakotwicza-
niu chloroplastéw przy zewnetrznej zelowej warstwie ektoplazmy (134,
135) przypuszcza sie, ze pierwotng reakcjg Swietlng jest wptyw na sto-
pien zakotwiczenia (rozluznienie w Swietle silnym), a nastepnie chloro-
plasty sg biernie przesuwane przez protoplazme az do miejsca gdzie znaj-
da optymalne warunki Swietlne i gdzie nastgpi ponowne ich zakotwi-
czenie (27, 161, 164). Promieniowanie diugofalowe nie wptywa na ukiad
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chloroplastow, przyspiesza natomiast ich przemieszczanie (164). Wydaje
sige, ze promieniowanie to dziata w procesie fotofosforylacji, w ktorym
powstaje ATP. Dyfundujac do cytoplazmy ATP moze stymulowaé szyb-
ko$¢ jej ruchéw. Przypuszczenie to opiera sie zarbwno na widmie dzia-
tania Swiatta diugofalowego (164, 167) jak i na wptywie inhibitoréw fo-
tofosforylacji znoszgcych przyspieszajgce dziatanie czerwieni (169, 170),
jak tez na stwierdzeniu, ze ATP powstajagcy w fotofosforylacji przenika
z chloroplastéw do cytoplazmy komérki po jej oSwietleniu (97).

Jedynym stwierdzonym dotagd wyjatkiem o odmiennym widmie dzia-
tania Swiatta w przemieszczeniach chloroplastow sg dwa gatunki glondw:
Mougeotia i Mesotaenium, u ktdrych uktad chloroplastow jest kontro-
lowany przez barwniki fitochromowe (41, 44).

3 Zmiany ksztaltu i struktury chloroplastow

Zmiana natezenia o$wietlenia wywotuje nie tylko przesuniecia chlo-
roplastow w obrebie komorki, ale rowniez zmiany ich ksztattu, objetosci
i struktury wewnetrznej. Reakcja chloroplastbw na Swiatto o bardzo
duzym natezeniu moze mieé nieodwracalny, destrukcyjny charakter
(rozdziat 1V.3). Przy mniejszych natezeniach Swiatla reakcje chloroplas-
tow sa w peini odwracalne, majag wiec charakter adaptacyjny. Ostabie-
nie natezenia Swiatta powoduje zwiekszenie powierzchni chloroplastow
(93, 101, 166), przy rownoczesnym zmniejszeniu ich grubosci (50, 63). Na-
tomiast w silnym Swietle i to wytgcznie w zakresie krotkofalowym po-
wierzchnia chloroplastow ponownie znacznie maleje (166).

W roku 1962 stwierdzono, ze rowniez chloroplasty izolowane normal-
nymi metodami stosowanymi w przygotowywaniu preparatow do badan
biochemicznych (146) reagujag na warunki Swietlne zmianami ksztattu
i struktury (52, 89, 90). Odkrycie to byto punktem zwrotnym w bada-
niach nad wplywem Swiatta na zmiany ksztattu, gdyz pozwolito $ledzié
te zjawiska prostymi metodami, dajacymi przy tym doktadniejsze wy-
niki niz metody cytologiczne. Do badania zmian ksztattu izolowanych
chloroplastow stosuje sie pomiary: stopnia rozproszenia Swiatta w za-
wiesinie (16, 52, 54, 89, 90), zbitej masy po odwirowaniu (6, 54), lub obje-
tosci (za pomocg licznika Coultera) (52), a takze badania w mikroskopie
elektronowym (53, 55). W licznych pracach, ktore opublikowano w cia-
gu ostatnich 3 lat, wykazano, ze reakcje fotostrukturalne izolowanych
,chloroplastow sa zjawiskiem powszechnym, wystepujacym nie tylko
w chloroplastach szpinaku, najczesciej stosowanych jako obiekt badan,
ale takze w chloroplastach mchéw (71), glonédw (6), a nawet w systemach
lamelli izolowanych z bakterii purpurowych (91). Zmiany strukturalne
chloroplastu wywotane S$wiatlem przedstawia schematycznie rysunek
I0a. Reakcja | powodujgca rozptaszczenie chloroplastu w stosunku do
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stanu jaki mial miejsce w ciemnosci wywolywana jest stabym oswietle-
niem rzedu kilkuset erg/cmZ. Rozptaszczenie to wigze sie ze wzrostem
powierzchni o 5—15% przy roéwnoczesnym zmniejszeniu objetosSci
0 20—50% (6, 52). W wywotywaniu tej reakcji czynne jest Swiatto catego
zakresu widzialnego, przy czym maksymalng aktywno$¢ wykazuje pro-

Rys. 10.a. Schemat zmian ksztattu chloroplastu pod wp4ywem os$wietlenia,
b. Zalezno$é powierzchni chloroplastu mchu Mnium undulatum od natezenia pro
mieniowania dla dwu dtugosci fali (171)

Rys. 11. Widmo dziatania ekspansji chloroplastéw szpinaku (reakcja I, rysunek 12)
i w kontrakcji chloroplastéw mchu Mnium (reakcja I1). Za 100% skali przyjeto
efekt maksymalny (83, 171)

mieniowanie o dtugosci fali 435 i 680 nm (rysunek 11) (53). Ksztatt widma
dziatania sugeruje posrednictwo barwnikéw fotosyntetycznych. Reakcja
I jest hamowana w obecnos$ci inhibitorow fotofosforylacji jak jony NHh>
o-fenantrolina, hydroksylamina, DCMU, CCP (6, 52, 90, 171) natomiast
jest niewrazliwa na cyjanki (52). W silnym Swietle krdtkofalowym
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(Srednio powyzej 10000 erg/cmZ) wystepuje reakcja Il powodujaca
zmniejszanie powierzchni chloroplastu (171). Reakcja ta jest niewrazliwa
na inhibitory fotofosforylacji, natomiast mozna ja zablokowaé dziataniem
jodku potasu. Widmo dziatania Swiatta miesci sie w granicach 350—
500 nm i wykazuje maksimum przy 450 i 360—380 nm, co moze wska-
zywaé na udziat barwnikéw flawinowych (rysunek 11).

Ostatnie badania wskazujg na S$cisty zwigzek zmian ksztattu z trans-
portem elektronéw w aparacie fotosyntetycznym (54, 55). Zaburzenie
tego transportu pewnymi inhibitorami daje szczegOlnie wyrazne zmiany
objetosci i struktury wewnetrznej przy czym rodzaj tych zmian zalezy

Rys. 12. Schemat zmian ultrastruktury izolowanych chloroplastéw szpinaku pod
dziataniem czynnikéw chemicznych (strzatki pe#ne) i Swiatda (strzatki puste) (55)

od substancji rozkojarzajacej transport. | tak na przyktad atebryna
powoduje rozluznienie struktur lamellarnych, ktdre zanika pod dziata-
niem Swiatta, na odwrét metyloamina hamuje nieco stan napecznienia
lamelli, ale pod wptywem S$wiatla stopien rozsuniecia lamelli znacznie
sie powieksza i to z reguty nieodwracalnie (rysunek 12). Najwieksze
zmiany objetoSci stwierdzono przy braku zewnetrznych akceptoréw
elektronow.

Mechanizm powstawania zmian fotostrukturalnych nie jest jasny.
Zarowno uzyskane elektronogramy (55) jak i fakt, ze zmiany struktu-
ralne zachodzg w nieobtonionych systemach Ilamellarnych, a nawet
fragmentach tych systeméw (55, 91), wskazywatby na role sit oddziaty-
wania wzajemnego poszczegdlnych lamelli w tych procesach. Zwigzek
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miedzy reakcjami fotostrukturalnymi, a fotofosforylacjg jak rowniez
fakt, ze podobne zmiany strukturalne jak pod wplywem Swiatta udaje
sie uzyska¢ dziatlaniem ATP (52, 90), sugerowatyby role fotofosforylacji
w mechanizmie kontrakcji lamelli. Wyizolowanie przez Ohnishi (86)
biatek kurczliwych z chloroplastow przemawia na korzy$¢ tej hipotezy.
Z drugiej strony nie mozna wykluczy¢é znaczenia ATP lub jego prekur-
sorébw dla dziatania pompy osmotycznej zarowno w zewnetrznej bitonie
chloroplastu, jak i btonach tylakoidoéw. Zaburzenie procesé6w osmotycz-
nych prowadzitoby do zmian w pobieraniu wody i jondéw, a co za tym
idzie i rozsuwania lamelli. Nie mozna wreszcie wykluczyé, ze transport
elektronéw, zwigzany z transportem jonéw zmienia $rodowisko jonowe
wokot bton, co z kolei wptywa na ich wzajemne przycigganie (55).

IV. Destrukcyjne dziatanie $wiatta na aparat fotosyntetyczny

1. Inaktywecja fotosyntezy

Pierwszym objawem szkodliwego dziatania Swiatta o duzym nate-
zeniu jest obnizenie'fotosyntezy podczas naswietlania. Pojecie ,$wiatto
0 duzym natezeniu” jest w tym wypadku wzgledne, gdyz wrazliwo$¢ na
Swiatto jest rezultatem filo- i ontogenetycznej adaptacji i wykazuje
znaczne réznice. Dla ro$lin rosngcych w warunkach skrajnego zacienienia
Swiatto o natezeniu kilkunastu tysiecy luks6w moze juz hamowaé foto-
synteze, podczas gdy w innych obiektach efekt ten wystepuje dopiero
przy natezeniach przekraczajacych 100 000 luksow (38, 39, 74, 76, 128,
130). Z badan nad fotoinaktywacja wynika, ze aby Swiatto mogto wy-
wotaé obnizenie fotosyntezy jego natezenie musi przekroczy¢ pewng
warto$¢ graniczng. Stopien zahamowania fotosyntezy zalezy od czasu
naswietlania i zwieksza sie bardzo szybko ze wzrostem natezenia Swiatta
(82, 160). W krancowym wypadku moze doj$¢ do zupetnego zahamowania
fotosyntezy, a wowczas zuzywanie tlenu jest réwne (160) lub wieksze
(82) niz przy normalnym oddychaniu mimo réwnoczesnego oswietlenia
obiektu silnym Swiattem. O ile inaktywacja fotosyntezy nie jest zbyt
daleko posunieta, jest ona catkowicie lub przynajmniej czesciowo odwra-
calna po wylgczeniu dziatania silnego $wiatta (rysunek 13) (76, 77, 127).

Jak wykazat Steemann-Nielsen (128) s$wiatto o wysokich
natezeniach, ale lezagcych ponizej wspomnianej granicy, a wiec nie wy-
wotujgce ostabienia fotosyntezy w czasie nasSwietlan, moze réwniez
wywiera¢ pewien wpltyw destrukcyjny, objawiajacy sie tym, ze po po-
wrocie do Swiatta o malym natezeniu fotosynteza jest mniej intensywna
nizby nalezato oczekiwac i dopiero stopniowo (w ciggu Kkilku godzin)
wraca do poziomu charakterystycznego dla $wiatta o danym natezeniu.

Mechanizm fotoinaktywacji nie jest znany. Czynne w tym zjawisku
jest promieniowanie catego zakresu widzialnego, ale aktywnos$¢ promie-

9 Postepy Biochemii
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niowania krdtkofalowego jest znacznie wieksza niz $wiatla czerwonego
(58). Interpretacja badahn nad kinetyka inaktywacji fotosyntezy wyko-
nanych przy zastosowaniu btyskéw Swiatta (58, 59) wskazuje, ze inakty-
wacja Swietlna aparatu fotosyntetycznego polega na fotooksydacji jed-
nego z enzymow biorgcych udziatl w fotosyntezie.

Wydaje sie, ze trwata inaktywacja fotosyntezy ma pewne znaczenie
dla roslin rosnacych w warunkach naturalnych. Powoduje ona nie tylko
skrécenie okresu aktywnosci poszczegélnych lisci, ale wptywa rdwniez
na rozmieszczenie aktywnosci fotosyntetycznej w obrebie tkanek liscia
(125, 126). Jak wykazat Starzecki (125) w mtodym liSciu najwieksza
sprawnos¢ fotosyntetyczng ma miekisz palisadowy, natomiast w lisciach,

Rys. 13. Inaktywacja fotosyntezy i rozk#ad chlorofilu w lisciach Lemna trisulca
poddanych dziataniu $wiatda o intensywnos$ci 100000 Ulukséw. Linie przerywane
oznaczaja zmiany aktywnos$ci aparatu fotosyntetycznego po przerwaniu naswie-
tlania (160)

ktdre przez diuzszy czas byly wystawione na dziatanie petnego Swiatta
stonecznego bardziej sprawne wykorzystanie Swiatta odbywa sie w mie-
kiszu gabczastym, prawdopodobnie na skutek inaktywacji chloroplastow
w najsilniej naswietlanych komdrkach miekiszu palisadowego. Na pod-
stawie tych wynikdw mozna wysung¢ przypuszczenie, ze silny rozwdj
miekiszu palisadowego u roslin Swiattolubnych zwigzany jest nie tyle
z rozbudowg czynnego aparatu fotosyntetycznego, ile z wytworzeniem
filtru ochronnego. Tkanka ta, choé z biegiem czasu traci zdolno$¢ do foto-
syntezy, pochtania jednak nadal Swiatto ostabiajgc natezenie promienio-
wania docierajgcego do gtebiej lezacych tkanek liscia.

2 Rozkdad banwnikdw fotasyntetyczrych

Barwniki fotosyntetyczne w zywej komdrce sa znacznie bardziej
odporne na dziatanie Swiatta niz w stanie roztworu — prawdopodobnie
dzieki powigzaniu z biatkiem i lipidami w strukturach chloroplastu.
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Jednakze rowniez w zywej komérce moze zachodzi¢ w silnym Swietle
proces ich rozktadu, co w krancowym wypadku prowadzi¢ moze do zupet-
nego wyblakniecia zielonych tkanek (77, 80). Z uwagi na podatnos$¢
barwnikow in vivo na fotodestrukcje, mozna wyrdzni¢ wsrdod roslin
szereg grup od bardzo wrazliwych do bardzo odpornych (78). Rozktad
barwnikow pod wpltywem silnego oSwietlenia zachodzi wylgcznie
w obecnosci tlenu, polega wiec na fotooksydacji (119), a rozpoczyna sie
z reguty dopiero woéwczas, gdy fotosynteza zostata juz catkowicie lub
W znacznej mierze zahamowana (21, 79, 160) (rysunek 13). W trakcie roz-
ktadu barwnikéw zmienia sie ich wzajemny stosunek co S$wiadczy¢ ze
nie wszystkie sg jednakowo podatne na fotooksydacje. Tak na przyktad
u Chlorella normalny stosunek chlorofilu a do b réwny 2,85 spada
w czasie ubytku barwnikéw do 0,94, co wskazuje na szybszy rozktad
chlorofilu a (119). Z posréd karotenoidow karoteny sg znacznie bardziej
podatne na fotooksydacje niz ksantofile (33, 119).

Rys. 14. Rozk#ad chlorofilu w komérkach glonu
Chlorella, poddanych naswietlaniu $wiattenm
o natezeniu 100 000 luks6w. Linia przerywana —
komérki zabite wysoka temperaturg, linia ciag-

ta— komérki zywe (119) !
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Swiatto calego zakresu widma widzialnego zdolne jest do wywotania
fotooksydacyjnego rozkiadu barwnikow (33, 168), przy czym aktywnos$¢
Swiatta poszczegdlnych zakreséw spektralnych jest proporcjonalna do
ilosci energii pochtanianej przez barwniki fotosyntetyczne. Natomiast
promieniowania UV w zakresie 240—310 nm nie wywotuje rozktadu
barwnikow nawet po $mierci komorki (3, 168).

W przebiegu rozktadu barwnikéw mozna wyr6znié faze wstepna
(faze indukcji), podczas ktorej silne Swiatto nie wywotuje zmian w ste-
zeniu barwnikow i faze wiasciwej fotooksydacji prowadzaca do szyb-
kiego ich zaniku (119, 168) (rysunek 14).

Zabicie komorki wigze sie z zupetnym zanikiem fazy indukcji — roz-
ktad barwnikow rozpoczyna sie od razu po rozpoczeciu ekspozycji
(rysunek 14). W komorce naswietlanej w warunkach beztlenowych faza
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indukcji rozpoczyna sie dopiero po doprowadzeniu tlenu, mimo ze silne
Swiatto juz poprzednio dziatato. Faza wstepna jest odwracalna — jezeli
komorki pod koniec fazy wstepnej umiescié na pewien czas w ciemnosci,
ponowne naswietlenie rozpoczyna nowga faze indukcji (119). Dane te
wskazujg, ze w zywej komorce istniejg mechanizmy ochronne przed
destrukcyjnym dziataniem $wiatta o wysokich natezeniach. Procesy foto-
oksydacyjne rozpoczynajg sie gdy mechanizmy ochronne zawodzg. Pozo-
staje kwestig otwarta, czy role ochronnag spetniajg jakie$ procesy meta-
boliczne ulegajace zahamowaniu w fazie indukcji (119), czy w fazie tej
nastepuje rozktad struktury biatko-barwniki. Wzrost labilnosci barwni-
kéw w komorkach poddanych gtodowi azotowemu (1) mégtby Swiadczyé
na korzys$¢ tego drugiego przypuszczenia. ROwniez badania nad rozkia-
dem pod wplywem Swiatta barwnikéw wyizolowanych w formie kom-
pleksu z biatkiem (chloroplastyna) wskazujg na to, ze potgczenie z biat-
kiem chroni barwniki przed szybkim rozktadem, ktérego wystgpienie
uzaleznione jest od denaturacji komponenty biatkowej (154).

3. Zmiany norfologiczne podczas fotorozkladu bananikaw

Chloroplasty w stadium rozwoju sg bardzo podatne na szkodliwe
dziatanie silnego Swiatta. W okresie tym nawet zastosowanie $wiatta
0 niekrancowo wysokich natezeniach (rzedu 10—20 kix) moze prowadzi¢
do anomalii rozwojowych objawiajgcych sie miedzy innymi zatrzyma-
niem wzrostu, wskutek czego powstajg bardzo mate (Srednicy okoto 2 jX)
chloroplasty, lub odwrotnie — zahamowaniem podziatobw przy zacho-
waniu zdolnosci do wzrostu, w rezultacie czego powstajg chloroplasty
olbrzymie, o $rednicy siegajacej do 20 i+i wiecej (26).

Dojrzate chloroplasty sg znacznie bardziej odporne na dziatanie sil-
nego $wiatta, ale i u nich natezenie oSwietlenia wywotujace inaktywacje
fotosyntezy i rozkiad chlorofilu powodujg charakterystyczne zmiany
w utozeniu, wymiarach i wygladzie chloroplastéw. Zmiany te sg z reguty
nieodwracalne. Ich obraz mikroskopowy moze by¢ bardzo rézny w za-
leznoSci od gatunku rosliny.

Swiatto o duzym natezeniu moze prowadzi¢ do catkowitego lub czes-
ciowego zablokowania przesunieé chloroplastéw (95, 166) lub tez powo-
dowaé, ze chloroplasty zamiast lokalizowaé sie w miejscach typowych
dla uktadu Swiatta silnego grupujg sie w nieregularne skupienia (101,
160). Chloroplasty znajdujace sie w centrum skupied najp6zniej ulegaja
odbarwieniu. U niektérych gatunkéw chloroplasty sklejajg sie podczas
bardzo silnego naswietlania przyjmujac nieregularne ksztatty potaczone
mostkami (9, 80).

Rozktad barwnikéw obserwuje sie pod mikroskopem jako wyblak-
niecie chloroplastow przechodzgce stopniowo w zupeine odbarwienie;
niekiedy jednak chloroplasty w stadium odbarwiania stajg sie zoOke
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z uwagi na wolniej przebiegajacy rozktad barwnikéw karotenoidowych
(80). Wszystkie te objawy majg charakter wybitnie lokalny i ograni-
czone sg tylko do tych komodrek, ktore byty poddane dziataniu silnego
Swiatta. Nawet w obrebie jednej komdrki ulegaja uszkodzeniu tylko te
chloroplasty, ktére byty bezposrednio naswietlane (95).

Opisany powyzej obraz zmian morfologicznych chloroplastéw wy-
stepuje przy naswietlaniu widzialnym zakresem widma. Promieniowanie
ultrafioletowe szczeg6lnie krétkofalowe (230—310 nm) wywotuje zupetnie
inny obraz (8, 166). Jakkolwiek dziatanie wultrafioletu nie wchodzi
w zakres tego artykutu, warto podkreslic brak Scistego zwigzku miedzy
odpornos$cig na UV, a warunkami siedliskowymi ro$lin. O ile odpornosc
na silne promieniowanie widzialne jest z reguty tym wieksza im silniejsze
o$wietlenie panuje w $rodowisku, w ktérym dane gatunki rosng, o tyle
w stosunku do ultrafioletu nie ma takiej zaleznosci i czesto gatunki cie-
niolubne wykazujg bardzo silng, a gatunki Swiattolubne znikomg odpor-
nos¢ (7, 8).
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STANISEAW WIECKOWSKI*

Formy chlorofilu in vivo i ich rola w fotosyntezie

Chlorophyll Forms in vivo and Their Function in Photosynthesis

The main properties of various forms of chlorophyll and bacteriochlorophyll
in vivo and their function in two photoreactions of photosynthesis are briefly
discussed.

Okres$lenie najwazniejszych wiasciwosci barwnikéow asymilacyjnych
in vitro nie nastreczato specjalnych trudnosci, gdyz zwigzki te mozna
uzyska¢ w wiekszych ilosciach w stanie czystym. Jednakze w rozpusz-
czalnikach organicznych majg one inne witasciwosci niz w komérce nie-
uszkodzonej. Wielu autoréow starato sie wykazaé, ze w pewnych wa-
runkach chlorofile in vitro i in vivo majg podobne wiasciwosci, na przy-
ktad jednodrobinowa, zorientowana i odpowiednio gesta warstwa chlo-
rofilu a na powierzchni wody ma w zakresie czerwieni widmo absorp-
cyjne podobne do widma chlorofilu w komdrce (47). W okreSlonych
warunkach in vitro (na przyktad w obecnosci pirydyny i kwasu askor-
binowego) moze zajs¢ odwracalna fotoredukcja chlorofilu i zwigzane
z nig zmiany widma absorpcyjnego (51). Podobne zmiany wykazano
in vivo u tych drobin chlorofilu, ktére biorg bezpos$redni udziat w trans-
porcie elektronéw w procesie fotosyntezy.

Badania nad chlorofilem in vivo umozliwito dopiero zastosowanie
bardzo czutych metod spektrofotometrycznych.

I. Whasciwosci chlorofilu in vivo

Na poczatku obecnego stulecia Monteverde i Lubimenko
(58, 59, 60) wykazali, ze barwniki asymilacyjne majg inne wiasnosci
spektralne gdy znajduja sie w komodrce, a inne gdy sa rozpuszczone

* dr, adiunkt w Katedrze Fizjologii Roslin Uniwersytetu Jagiellonskiego, Kra-
kow.

Wykaz uzywanych skrétéw: Ca — chlorofil a; Cb — chlorofil b; B — bakte-
riochlorofil; F — forma chlorofilu identyfikowana na podstawie widma fluores-
cencyjnego; P — forma chlorofilu identyfikowana na podstawie maksimum ab-

sorpcji w dalekiej czerwieni. W symbolach form chlorofilu (np. Ca6m) liczba u dotu
oznacza diugos¢ fali, przy ktorej pojawia si¢ maksimum absorpcji Swiatta. nm=m|i,
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w rozpuszczalnikach organicznych. Wskazywato to na istnienie potgczen
protochlorofilu i chlorofilu z innymi skiadnikami komdrki, ulegajacych
rozbiciu podczas ekstrakcji rozpuszczalnikami organicznymi. POZniejsze
badania potwierdzity przypuszczenia Monteverde i Lubimenki; stwier-
dzono miedzy innymi (30, 68), ze maksima absorpcji zywych zielonych
komoérek lub koloidalnych wyciggdw wodnych z lisci sg przesuniete
o kilka lub kilkanascie nm w strone fal diluzszych, a takze bardziej
sptaszczone w poréwnaniu z widmami barwnikéw w roztworach na przy-
ktad w etanolu (rysunek 1). Mozliwe, ze réznice te tylko czeSciowo zwig-
zane sg z inng formag wystepowania chlorofilu in vivo, a czeSciowo wy-
wotane sg absorpcjg Swiatta przez inne sktadniki komorki.

Rys. 1 Widmo absorpcyjne zawiesiny komoérek Euglena (linia ciggta) i wyciggu
alkoholowego z tej samej liczby komdrek (linia przerywana) (86).

Wiekszo$¢é badaczy uwaza jednak, ze widmo absorpcyjne barwnikéw
in vivo modyfikowane jest tylko przez dotgczona do nich cze$¢ biatko-
wo-lipidowa (83 i inni). Opieraja sie oni na pordwnaniu widm absorpcyj-
nych barwnikéw syntetycznych w roztworze z widmami tych samych
barwnikéw potgczonych z substancjami wysoko spolimeryzowanymi (63).
Krasnowsky iwsp. (56) przypuszczajg natomiast, ze skomplikowany
obraz widm absorpcyjnych in vivo uwarunkowany jest takze wystepowa*-
niem niektérych drobin chlorofilu w formie monomerycznej, a innych
w formie agregatéw. Jeszcze inni sadzg, ze bliskie sgsiedztwo drobin ka-
rotenoidéw na przyktad u bakterii powoduje przesunigcia maksimum
absorpcji bakteriochlorofilu w kierunku dtuzszych fal (3, 45).

Czastki zawierajgce barwnik i biatko w zbuforowanym roztworze
wodnym otrzymano w wielu pracowniach. Smith (69), Boardman
(4, 5) i inni stosujgc metody czysto chemiczne i chromatograficzne oraz
frakcjonowane wirowanie otrzymali kompleks protochlorofil-biatko
zdolny do przemiany przy udziale $Swiatta w kompleks chlorofil a-biatko
(Smith zaproponowat, aby kompleksy te nazywaé¢ holochromami). Okre-
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Slono takze najwazniejsze wtasciwosci fizyko-chemiczne holochromu
protochlorofilu, ciezar ,drobinowy” tego kompleksu miesci sie¢ w gra-
nicach od 600 000 do 1000 000 (4, 71, 72), na zdjeciach uzyskanych w mi-
kroskopie elektronowym ,makromolekuty” te majg ksztatt sptaszczonej
elipsoidy o Srednicach 218, 193 i 93 A (5 72), wspotczynnik sedymen-
tacji wynosi 16—18 s (4, 74), a wspétczynnik dyfuzji 2,70X10-7 cm2 s
(4). Holochrom protochlorofilu jest substancjg niejednorodna, gdyz na-
wet najdoktadniej oczyszczony zawiera zawsze pewng ilos¢ karotenoidéw
(70) i nieaktywnej formy protochlorofilu, to znaczy formy niezdolnej
do przemiany w chlorofil a przy udziale Swiatta (5). Cze$¢ biatkowa tego
kompleksu jest zupetnie nieznana; stwierdzono jedynie, ze w jej skiad
wchodzi stosunkowo duzo tyrozyny (71). Parki wsp. (64, 65) otrzymali
analogiczne czastki barwnik-biatko z lisci zielonych i nazwali je kwanta-
somami. Oprocz czeSci biatkowej kwantasom zawiera prawdopodobnie
kilkaset drobin chlorofilu, a jego wymiary wynoszg 185X155X100 A (64).
Przypuszcza sie, ze kwantasom jest podstawowg jednostkg strukturalng
gran chloroplastu. By¢ moze odpowiada on jednostce fotosyntetycznej
opisanej przez Emersona i Arnolda (25). Wyizolowane kwanta-
somy sg zdolne do przeprowadzenia reakcji $wietlnych i ciemnych zwia-
zanych z transportem elektrondw w procesie fotosyntezy (16, 65).

Nowy etap w badaniach form chlorofilu in vivo zapoczatkowaty
w latach 1952—1955 prace Krasnowskiego i wsp. (53, 54, 55). Ba-
dajac przemiane protochlorofilu w chlorofil a, po osSwietleniu koloidal-
nych wyciggéw wodnych z etiolowanych lisci, stwierdzili oni, ze bezpo-
$rednio po oswietleniu powstaje chlorofil z maksimum absorpcji w czer-
wieni przy 670 nm. Po dtuzszym oswietleniu forma ta czesciowo zanika,
a na jej miejsce tworzy sie nowa o maksimum absorpcji przy 677—678
nm. Krasnowsky iwsp. przypuszczajg, ze chlorofil o maksimum ab-
sorpcji przy 670 nm jest formg monomeryczng i aktywng w fotosyntezie,
natomiast forma o maksimum absorpcji przy 677—678 nm jest nieaktyw-
nym w fotosyntezie polimerem. Stopniowe powstawanie réznych form
chlorofilu po oswietleniu etiolowanych ros$lin zostato potwierdzone przez
innych badaczy (32, 67).

Rézne formy chlorofilu a wystepujg nie tylko okresowo podczas za-
zieleniania sie etiolowanych roslin, znajdujg sie one takze w zielonych,
zdolnych do fotosyntezy komdrkach. Ha1ld a1 (46) wykryt dwie formy
chlorofilu a-u Anacystis nidulans. Dwie formy majgce maksima absorpcji
przy 678 i 672 nm stwierdzono réwniez u Porphyra lacineata (80), przy
czym okazato sie, ze usuniecie fikobilin z komérek nie wptywa na poto-
zenie maksiméw. Wedlug Brown i Frencha (15) w miodych kultu-
rach Euglena wystepujg dwie formy chlorofilu a (Ca60 i Ca6%), nato-
miast w starszych, hodowanych w stabym S$wietle, tworzy sie trzecia
forma z maksimum absorpcji przy 695 nm (Ca6%). Diuzsze trzymanie
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kultury w ciemnosci wywotuje tworzenie sie czwartej formy (Ca7l0),
ktéra powstaje przypuszczalnie z Ca60 (10). U Chlorella nie stwierdzo-
no analogicznych zmian w widmie absorpcyjnym zwigzanych z wiekiem
kultury (14). Wedtug Thomasa (75 79) w chloroplastach Aspidistra
elatior wystepuje sze$¢ réznych form chlorofilu a, za§ u Anacystis ni-
dulans nawet siedem. Kok wykryt forme chlorofilu o maksimum ab-
sorpcji w dalekiej czerwieni i oznaczyt ja symbolem P70 (48, 50).

Poniewaz wiadomo, ze potozenie maksimow absorpcji chlorofilu mo-
ze byé zwigzane z gatunkiem rosliny (32) nie jest wykluczone, ze nie-
ktdre jego formy uwazane za odmienne sg w istocie identyczne na przy-
ktad P70 i Ca6®%

Rys. 2. Widmo fluorescencyjne cienkiego liscia Adianthum caudatum w tempe-
raturze + 20°C (linia ciggta i w temperaturze -196°C (linia przerywana) (40).

Na istnienie kilku form chlorofilu a in vivo wskazuje tez analiza
widm fluorescencyjnych. Chlorofil in vivo emituje $wiatlo z wydajnos-
cig 2—3%. U glondw widmo fluorescencyjne chlorofilu w temperaturze
pokojowej ma jedno wyraznie maksimum przy okoto 685 nm. Natomiast
w temperaturze ciektego azotu wystepuja dwa lub trzy maksima: przy
686 nm, 696 nm i 717—720 nm (9, 37, 40, 41). W miodych kulturach sinic
i krasnorostéw te trzy maksima sg mniej wiecej réownej wysokosci,
a w starszych kulturach i u zielenic maksimum przy 717 nm jest naj-
wyzsze (40). Wedlug Goedheera (40) w chloroplastach roslin wyz-
szych w temperaturach ponizej -90°C tez wystepujag trzy maksima (przy
686, 696 i najwyzsze przy 735—740 nm) (rysunek 2).
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Poszczeg6lne maksima fluorescencyjne przypisuje on trzem réznym
formom chlorofilu a i uwaza sie: F86= Ca6M, F6%= Ca630, F70= Ca6p (40).
Wystepujagce w niskich temperaturach maksima fluorescencyjne poja-
wiajg sie stopniowo po oSwietleniu etiolowanych lisci fasoli (37), co tak-
ze wskazuje na pewng kolejno$¢ tworzenia sie poszczeg6lnych form chlo-
rofilu w komorce.

Starano sie takze oznaczy¢ inne wiasciwosci, poza spektralnymi, po-
szczegOlnych form. Ca@b jest najbardziej wrazliwy na dziatanie silnego
Swiatta, wyzszej temperatury i kwasoty (11, 75). Najbardziej oporny na
dziatanie Swiatla o wiekszym natezeniu ma by¢ Ca673 (14).

Warunkiem ilosciowego oznaczania poszczeg6lnych form chlorofilu
jest doktadne ich rozdzielenie, poréwnanie wysokosci maksiméw absor-
pcji pozwala bowiem tylko na przyblizone oznaczenia. Takie przyblizo-
ne wartosSci wskazuja, ze skitad chlorofiléw in vivo uzalezniony jest od
gatunku rosliny i warunkéw hodowli (15, 55). U Euglena gracilis Ca6%
wystepuje w ilosci okoto 20%, w nieco wiekszym stezeniu u Oclnromonas
danice, u innych glonéw w ilosciach 3 do 5%. Euglena mutabilis nie
zawiera w ogdle tej formy (15).

Niektorym badaczom udato sie czeSciowo oddzieli¢é od siebie oma-
wiane formy chlorofilu a. Allen i wsp. stosujgc wirowanie w gradien-
cie glicerolu czeSciowo oddzielili Ca60 od Ca63 Frakcjonowane wiro-
wanie chloroplastow lub chromatoforow uprzednio rozbitych ultradzwie-
kami (77), traktowanych desoksycholanem sodu (12, 13) lub digitoning
(6) prowadzi takze do czesSciowego rozdziatu poszczeg6lnych form zwig-
zanych ze skiadnikiem lipoproteinowym. W wielu przypadkach rozdzie-
lone frakcje byty czynne fotochemicznie, to znaczy mogly redukowac
lub utlenia¢ pewne zwigzki chemiczne przy udziale Swiatta (6, 12, 13).

Rowniez widma absorpcyjne zawiesiny komoérek réznych gatunkéw
bakterii purpurowych wskazuja na istnienie dwoéch lub trzech réznych
form bakteriochlorofilu in vivo (8, 20, 83 i inni). Zaleznie ..od potozenia
maksimum w bliskiej podczerwieni nazwano je B8O B8&D i B0 (20).
Te formy bakteriochlorofilu rowniez cze$ciowo rozdzielono, na przykiad
Bril (7) odwirowat frakcje zawierajacg B80 z komdérek Rhodopseudo-
monas spheroides traktowanych desoksycholanem. Podobne wyniki
otrzymano stosujac frakcjonowane wirowanie komorek bakteryjnych
potraktowanych tritonem X (8).

Smith i Frene h (73) przywigzujg wielkg wage do mozliwosci
rozdziatu form chlorofilu w stanie naturalnym, poniewaz wskazywatoby
to z jednej strony na realno$¢ istnienia réznych komplekséw chlorofilu
a oddzielonych od siebie przestrzennie, a z drugiej strony pozwolitoby
sadzi¢ o funkcji poszczegblnych form w fotosyntezie.

W dotychczasowych badaniach nad barwnikami in vivo zajmowano
sie przede wszystkim chlorofilem a, ze wzgledu na mozliwos¢ tatwego
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analizowania jego widma absorpcyjnego w czerwieni. Poza chlorofilem
a bowiem jedynie chlorofil b absorbuje Swiatto w zakresie czerwieni.
Jednakze maksimum absorpcji chlorofilu b jest przesuniete w kierunku
krotszych fal, poza tym wystepuje on w mniejszych ilosciach i jego
absorpcja wilasciwa ma nizsze wartosci, za$ jego synteza jest opd6Zniona
w stosunku do syntezy chlorofilu a; znane sg takze roSliny, ktére nie
zawierajg w ogole chlorofilu b.

Il. Funkcje chlorofilu w fotosyntezie

Obserwacje Emersona (24, 26) zapoczatkowaty serie bardzo
intensywnych badan nad fotochemiczng strong fotosyntezy. Badacz ten
stwierdzit, ze w Swietle czerwonym o dtugosci fali okoto 690 nm jeszcze
dos¢ silnie absorbowanym przez chlorofil fotosynteza jest niewspdimier-
nie staba. Natomiast uzupetnienie $Swiatla o tej diugosci fali promienio-
waniem o krétszej fali (okoto 644 nm) znacznie podwyzsza intensywnos¢
fotosyntezy. Wyniki te sugerowaty istnienie conajmniej dwoch reakcji
fotochemicznych wspoétdziatajgcych w asymilacji C02 PdZniejsze badania
(22, 57, 62, 87) w zupetnos$ci potwierdzity przypuszczenia Emersona.

W badaniach mechanizmu przenoszenia wodoru (doktadniej elek-
tronéw) z HzO na NADP w procesie fotosyntezy duze ustugi oddaja obser-
wacje zmian w widmach absorpcyjnych zwiazkéw biorgcych bezposredni
udziat w tym przenoszeniu (majg one inne widma w stanie zredukowa-
nym niz w utlenionym). Dotyczy to zwiaszcza cytochromu /, plastocyja-
niny i tych drobin chlorofilu, ktére biorg bezposredni udziat w transporcie
elektronéw. Zmiany te sg odwracalne i moga takze zachodzi¢ w uktadach
czesciowo zmienionych, na przyktad w obecnosci dostarczonych z ze-
wnatrz pewnych dawcow lub biorcow elektronéw (18, 23, 29, 36 i inni).
Duze ustugi oddaje takze pomiar potencjatow redoksowych.

Duysens i wsp. (21, 22) badajac widmo dziatania Swiatta w foto-
oksydacji cytochromu f in vivo stwierdzili, ze w procesie tym biorg

udziat dwa systemy fotochemiczne, nazwane przez nich | i Il systemem
fotochemicznym. Energia absorbowana przez | system powoduje prawdo-
podobnie utlenianie cytochromu f, natomiast przez Il system — jego
redukcje.

Stosujgc izolowane chloroplasty lub fragmenty chloroplastéw udato
sie wielu badaczom oddzieli¢ te dwie reakcje fotochemiczne od siebie
i okresli¢ odpowiadajace im widma dziatania. Wi 11 i wsp. (61, 84, 85, 86)
wykazali, ze Il system (zwigzany z odwracalng zmiang absorpcji przy
475 i 515 nm) staje sie nieaktywny w starszych chloroplastach w obec-
nosci zredukowanego dwuchlorofenoloindofenolu lub zredukowanego
metylosiarczanu N-metylofenazyniowego (PMSzred) jako dawcow elek-
tronow. Traci on rowniez swojg aktywno$¢ po podgrzaniu chloroplastéw
do temperatury 50°C lub po ekstrakcji eterem naftowym. W tych wa-
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runkach czynny jest system I, z ktorym wigza sie odwracalne zmiany
absorpcji przy 433 i 703 nm. System | traci aktywno$é pod wpltywem
zelazicyjanku. W ten sposéb inaktywujac jeden system mozna byto
wyznaczy¢ widmo dziatania swiatta dla drugiego systemu. Widmo dzia-
tania dla | systemu ma gtéwne maksimum przy 682 nm i stabsze przy
695 nm, natomiast dla systemu Il najwiekszg aktywno$¢ Swiatta obser-
wuje sie przy 674 nm, a stabszg przy 650 nm (rysunek 3).

Goedheer (38 39) badat aktywnos$¢ reakcji fotochemicznych
poprzez pomiar natezenia luminescencji. Jezeli obiekt roslinny zostanie
oSwietlony promieniami czerwonymi o krotszej fali, wtedy S$wiatlo to
jest absorbowane przez system oznaczony jako ,,p”, ktéry w pewnych
warunkach moze powodowaé Iluminescencje. Luminescencja ta jest

Rys. 3. Widma dziatania Swiatta dla systeméw fotochemicznych czynnych w foto-

syntezie. Materiat: fragmenty chloroplastéw szpinaku.
Odciete — diugosci fali $wiatta wzbudzajacego; rzedne — zmiany absorpcji przy 515 nm (sy-
stem 1l1) i przy 433 nm (system 1) (61)

bardzo staba lub w ogo6le nie wystapi, jezeli obok jest réwnocze$nie
czynny drugi system zwany ,,q” absorbujacy Swiatto czerwone o dtuzszej
fali. Wedlug Goedheera system p jest zwigzany z utlenianiem wody
i redukcja zwigzku x (przypuszczalnie plastochinonu) i cytochromu.
Natomiast Swiatto absorbowane przez system q powoduje utlenianie
cytochromu i redukcje nukleotydu pirydynowego. System q odpowiada
wiec wyzej opisanemu | systemowi, natomiast system p — Il systemowi.

W transporcie elektron6w w procesie fotosyntezy oprécz dwoch reakcji
fotochemicznych istnieje takze kilka reakcji ciemnych (21, 29, 57, 61, 66
i inni). Jeden z wielu zaproponowanych schematéw wedrowki elektronéw
z HD na NADP przedstawiono na rysunku 4.

Grupa badaczy z Instytutu Carnegiego w Stanford pod kierunkiem
prof. French a interesuje sie nie bezposrednim udzialem reakcji foto-
chemicznych w transporcie elektrondw zwigzanych z asymilacjg CO02
lecz udziatem tych reakcji w procesie wydzielania i pobierania tlenu.
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Stwierdzono (27, 28, 34), ze u wielu glonéw S$wiatto zielone (570 nm)
absorbowane gtownie przez fikobiliny, wywotuje intensywnga fotosynteze
bezposrednio po os$wietleniu (rysunek 5). W okresie ciemnos$ci nastepu-
jacym bezpos$rednio po okresie dziatania Swiatta zielonego, odbywa sie
normalne pobieranie tlenu zwigzane z oddychaniem (mniej wiecej tak
samo intensywne jak u obiektu kontrolnego, to znaczy trzymanego
w ciggtej ciemnos$ci). Natomiast jezeli oSwietli¢ ro$line monochromatycz-
nym Swiattem czerwonym o diugosci fali 695 nm natezenie fotosyntezy
jest niewielkie. Jednakze w okresie ciemnosci nastepujacym bezposred-
nio po okresie dziatania Swiatla czerwonego pobieranie tlenu jest znacz-
nie intensywniejsze niz u obiektu kontrolnego (rysunek 5).

ATP  ADP+P
NADP**—| e (7j  cytochrom f plastocjaninas— e Q] ~ h20

;| q 2
hvi hvijj
Rys. 4. Uproszczony schemat przenoszenia elektronéw z HD na NADP w proce-

sie fotosyntezy.
hvj, hvji — I-$za i 2-ga reakcja fotochemiczna; Caj, Cajj — specjalne formy chlorofilu a bio-
race bezpos$redni udziat w przenoszeniu elektronéw; Q — plastochinon (29)

Rys. 5. Zmiany w natezeniu wydzielania i pobierania 02 u Porphyridium cruen-

tum (wartoSci wzgledne — odczyty na aparacie samorejestrujacym) wywotane

oSwietleniem S$wiattem zielonym i czerwonym. Odcinek N reprezentuje fotosty-
mulacje oddychania.

Stosowanie intensywnos$ci Swiatta: zielone — 178 erg cm 2s-1 czerwone — 216 erg cm=2 s~4 (34)

Badacze grupy Frencha okreslili widma dziatania $wiatta dla
stymulacji wydzielania tlenu w okresach o$wietlenia i stymulacji pobie-
rania tlenu w okresach ciemnosci. U Ulva widmo dziatania dla pobie-
rania tlenu ma gtowne maksimum przy 675 nm i stabsze przy 650 nm.
Natomiast widmo dziatania dla wydzielania tlenu ma gtowne maksimum
przy 650 nm i stabsze przy 675 nm (81). Okre$lenie widm dziatania
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Swiatta dla stymulowania wydzielania i pobierania tlenu bylo mozliwe
dzieki zablokowaniu jednego z fotosysteméw (powodujgcego wydziela-
nie tlenu w okresach oswietlenia) dziataniem 3-(3,4-dwuchlorofenylo)-
2,1-dwumetylomocznika (DCMU). Zwigzek ten nie inaktywuje systemu
fotochemicznego stymulujacego pobieranie tlenu w okresie ciemnosci.
Mechanizm stymulujgcego dziatania Swiatta na pobieranie tlenu podczas
oddychania jest nieznany. By¢é moze jeden z fotosystemdw czynnych
w fotosyntezie dziata na szybko$¢ przemiany metabolitow procesu odde-
chowego (33).

Aktywno$¢ systemow fotochemicznych zwigzanych 2z fotosynteza
uwarunkowana jest absorpcja S$wiatla przez barwniki asymilacyjne.
Govindjee i Rabinowitch (43) pierwsi zwrocili uwage na
mozliwos$¢ uczestniczenia okre$lonych form chlorofilu w réznych reak-
cjach fotosyntezy. Muller, Fork i Witt (61) porownali widma
czynne systemow | i Il z potozeniem maksimow absorpcji poszczegdl-
nych barwnikéw asymilacyjnych i wykazali, ze z systemem | zwigzany
jest Ca6 Cafb i by¢ moze czesciowo Ch6D (patrz takze 29). Natomiast
z Il systemem jest zwigzany Cb@&D i Ca6/4 Podobnie Goedheer (41)
wykazat, ze z systemem q zwigzane sg Ca6® i Ca6% za$ z systemem p —
Ca6l0. French i Fork (34) przypuszczaja, ze pobieranie tlenu jest
stymulowane przez system absorbujacy S$wiatto raczej diugofalowe,
w ktorym biorg udzial CaB8B i Ca6%, natomiast wydzielanie tlenu jest
zwigzane z chlorofilem b, Ca6/, karotenoidami i fikobilinami. Pierwszy
z wymienionych systemoéw tak zwany system chlorofilowy absorbujacy
fale dtugie (LWC — od ang. long wavelength chlorophyll system) odpo-
wiada systemowi |. Drugi — pomocniczy system barwnikéw (AP od
ang. accessory pigment system) odpowiada systemowi Il.

Nasuwa sie pytanie, czy wszystkie sposrdd drobin barwnikéw zwig-
zanych badz to z systemem | badz z systemem Il peinig identyczng
funkcje, to znaczy absorbujg kwanty Swietlne i biorg udzial w przeno-
szeniu elektronéw, czy tez sa okreSlone drobiny specjalnie predestyno-
wane do uczestniczenia w reakcjach zwigzanych z przenoszeniem ele-
ktronow. Dotychczas nie uzyskano petnej odpowiedzi na to pytanie. Kok
(49, 50) podat szereg dowodow wskazujgcych, ze chlorofil P70 uczestni-
czy bezposrednio tylko w jednej reakcji fotochemicznej. Govindjee
(44) przypuszcza natomiast, ze stwierdzone przez niego maksima fluo-
rescencji przy 696 i 720 nm pochodzg od drobin chlorofilu a biorgcych
bezposredni udziat w dwéch reakcjach fotochemicznych: F6% bytby zwia-
zany z systemem Il, a F720 z systemem |. Prawdopodobnie forma chlo-
rofilu F70 odpowiada chlorofilowi P7b- Nie jest wykluczone, ze ta sama
forma chlorofilu moze uczestniczy¢ w obu systemach (66). Natomiast
wedtug hipotezy Goedheera (42) w systemie Il nie ma specjalnej
formy chlorofilu wystepujacej w bardzo matych iloSciach i petnigcej

10 Postepy Biochemii
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funkcje putapki energii (energy trap); role te majg spetnia¢ wszystkie
drobiny Ca6n.

U bakterii purpurowych w jednym systemie ma bezposrednio uczes-
tniczy¢ tylko cze$¢ drobin bakteriochlorofilu B80 (79). Barwniki uczes-
tniczace bezposrednio w reakcjach zwigzanych z przenoszeniem elektro-
néw, gdyz wystepujag w matym stezeniu na przyktad chlorofil P wpraw-
dzie wystepuje powszechnie w roslinach, ale w stezeniu mniejszym niz
1% ogdlnej ilosci chlorofilu (48). U Rhodospirillum rubrum i Rhodopseu-
domonas spheroides na okoto 50 drobin réznych form bakteriochlorofilu
przypada jedna drobina B80 (82).

Funkcja innych drobin barwnikéw asymilacyjnych ogranicza sie do
absorpcji kwantéw energii Swietlnej i przekazywania jej na putapki
energii. Przenoszenie energii z jednych drobin na inne odbywa sie we-
dtug teorii Forstera na drodze indukowanego rezonansu. Efektyw-
no$¢ przenoszenia energii jest odwrotnie proporcjonalna do széstej po-
tegi odlegtoSci miedzy drobinami i odbywa sie od drobin absorbujgcych
Swiatto o krdtszych falach (wieksza energia kwantu) do drobin absor-
bujacych $wiatto o dtuzszych falach (mniejsza energia kwantu). U Rho-
dospirillum rubrum i Chromatium energia absorbowana przez karote-
noidy jest przekazywana z wydajnoscig 30—40%, u Rhodopseudomonas
spheroides z wydajnoscia bliskg 90% (2, 35); natomiast z bakteriochloro-
filu B80 do B&D i z B&) do B80 : wydajnoscig prawie 100% (19).

Niektore z opisanych wynikdw wymagajg jeszcze potwierdzenia. Wy-
daje sie jednak, ze istnienie dwoch reakcji fotochemicznych wspoétdzia-
tajacych ze sobg w procesie fotosyntezy jest dostatecznie udowodnione.
Z kazdg z tych reakcji zwigzany jest okreslony system barwnikdéw asy-
milacyjnych. Barwniki gtéwne, wystepujace w bardzo matych iloSciach
bezposrednio uczestniczg w reakcjach fotochemicznych. Funkcja barwni-
kéw towarzyszgcych, wystepujgcych w znacznie wiekszym stezeniu
ogranicza sie do absorbowania kwantow energii Swietlnej i przekazywa-
nia jej na barwniki gtowne.

W artykule tym starano sie przedstawi¢, w sposéb najbardziej ogélny, nie-
ktore problemy zwigzane z fotochemiczng strong fotosyntezy. Ze wzgledu na
ogromng liczbe prac poswieconych temu zagadnieniu nie podano peinego wykazu
piSmiennictwa. Zainteresowani moga znalez¢ takie wykazy w innych opracowa-
niach (17, 31, 52, 73, 78).
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J. w. SZARKOWSKI, T. GOLASZEWSKI*

Molekularna struktura chloroplastow a S$wiatto

The Molecular Structure of Chloroplasts and the Light

The effect of light on the development of plastid substructure elements cor-
related with biochemical changes at the molecular level in the organella are dis-
cussed. Attention has been focused on the unique biological status of chloroplasts
expressed in the fact that light enables, as the indispensable factor, the formation
of structures specialized in utilisation of light energy.

W procesie fotosyntezy czynne sg plastydy o ré6znym stopniu uorga-
nizowania struktury wewnetrznej: chloroplasty, feoplasty brunatnie i ro-
doplasty krasnorostéw i okrzemek (38) oraz najprawdopodobniej chro-
matofory bakterii fotosyntetyzujacych. Podstawowa funkcja tych orga-
nelli jest uzalezniona od Swiatta, jednakze warunkiem ich fizjologicznej
czynnos$ci, obok obecnosci barwnikow asymilacyjnych, jest okreslona
struktura wewnetrzna. Barwniki asymilacyjne jako skitadniki elemen-
tow substrukturalnych plastydu graja role w procesach wyksztatcania
sie struktury tej organelli, a wiadomo, iz $wiatto jest nieodzownym czyn-
nikiem w pewnych etapach syntezy chlorofilu. Logiczng implikacjg tych
stwierdzen jest hipoteza, coraz bardziej dzi§ ugruntowywana, o udziale
Swiatta w samym procesie rozwoju struktury plastydéw.

Trescig naszego artykutu beda zagadnienia udziatu Swiatta w wy-
ksztatcaniu sie podstawowego elementu struktury plastydow — syste-
mu lamellarnego oraz w procesach roznicowania sie struktury organelli
na poziomie czasteczkowym. Zagadnienia te nalezy omawia¢ tgcznie, gdy
rozwaza sie tak zwany morfogenetyczny wptyw Swiatla na rozwoj orga-
nelli nie majacy nic wspo6lnego w fotosyntezg (67, 113). Pominiemy na-
tomiast wptyw Swiatta na fotosynteze i na ruchy chloroplastéw w ko-
morce. (Szerszy opis tego zjawiska mozna znalez¢ w 37, 38 i 122).

W ptywajac bezposrednio na rozwoj plastydow czynnych w fotosyn-
tezie, a takze w biosyntezie biatek i przemianach tluszczowcow (36) Swia-
tto jest podstawowym czynnikiem w rozwoju organizmu roslinnego trak-
towanego jako cato$é. Choé w ciemnosci odbywa sie réwniez wzrost

* Doc., dr, Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, Warszawa
* Dr, adiunkt, Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, Warszawa
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rosliny, to jednak jest on powolniejszy w pdzniejszych etapach (120) —
figury mitotyczne w tkankach merystematycznych ros$lin etiolowanych,
sg mniej liczne niz u roslin o$wietlanych (16).

I. Wewnetrzne uorganizowanie chloroplastow

Chloroplasty roslin odmiennych stanowisk systematycznych réznig
sie wielko$cig i ksztattem. ROznice te sg szczeg6lnie wyrazne u rodlin
nizszych, natomiast u roslin wyzszych dojrzate chloroplasty majg bar-
dziej ujednolicony, soczewkowaty ksztatt i srednice okoto 4—6 n, a gru-
bo$¢ okoto 2—3

Rys. 1. Utozenie tylakoidéw w obszarze granum (wg 75).

I. Tylakoid granum (nieprzechodzacy); Il. Tylakoid stromy (przechodzacy); A. Kompleksy
wieloenzymowe, B. Czastki biatkowe 60 A, C. Warstwa lipidowa 40 A

W latach 1938— 1940 M en k e (60, 61) badajac strukture chloroplas-
tdw roslin z rodzaju Anthoceros w spolaryzowanym $wietle nadfioleto-
wym stwierdzit, ze sg one wypeinione tworami o wygladzie blaszek,
nazwanych lamellami, co potwierdzono nastepnie za pomocg mikrosko-
pu elektronowego rdwniez na innych obiektach. Lamelle sg tworami
dwumembranowymi, przypominajacymi wygladem sptaszczone worki —
stad Men ke (62) zaproponowat dla nich nazwe ,tylakoidy”.

Uktad lamelarny jest powszechny w Swiecie roslinnym. Nawet u pry-
mitywnych przedstawicieli Swiata roslinnego, na przyktad u sinic nie ma-
jacych plastydéw, aparat fotosyntetyczny zbudowany jest z tylakoidéw
roztozonych pojedynczo w chromatoplazmie najprawdopodobniej w sta-
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tych odlegtosciach (58). U roslin zawierajgcych plastydy podstawg struk-
tury chloroplastow jest uktad zamknietych lamelli zatopionych w sub-
stancji podstawowej plastydu czyli w matrix; cato$¢ otoczona jest po-
dwdjng btong odgraniczajgcg chloroplast od reszty cytoplazmy. Wielo-
postaciowo$¢ ukiadu lamelarnego wynika z réznego utozenia tylakoidéw
wewnatrz plastydu. W plastydach glondéw tylakoidy utozone blisko sie-
bie tworzag zespoty, a ilo$¢ tylakoidow w zespole jest, przynajmniej
w niektérych grupach systematycznych stata (58). W chloroplastach
ro$lin wyzszych zawierajgcych skupiska zieleni tak zwane grana (ter-
min uzyty po raz pierws'zy przez Meyera w 1882 r.) wystepujg dwa
podstawowe typy tylakoidéw: diuzsze tylakoidy stromy — przebiegajgce
zgodnie z dtuzsza osig chloroplastéw i krotsze tylakoidy gran — wcho-
dzace w skitad jednego granum. Granum powstaje przez charakterystycz-
ne utozenie tylakoidéw w stos (57, 59, 75) wzglednie przez ich zagiecie
lub rozszczepienie (75) (rysunek 1). Wehrmayer (111, 112) zaobser-
wowat u Spinacia oleracea, ze niektére tylakoidy tworzace granum,
z jednej jego strony wychodzg do obszaru miedzygranowego, a z drugiej
za$ konczg sie na brzegu stosu. Te tylakoidy nazywa on nieprzechodza-
cymi w odréznieniu od przechodzacych, ktére sg wspdlne dla kilku gran.

1. Budowa bton tworzacych tylakoidy

Gtownymi sktadnikami budulcowymi tylakoidow sg biatka i tluszcze
(36, 38, 57). Tylakoidy sa nosnikami chlorofilu, ktérego ilos¢ ocenia sie
na 8—10«/o (58).

Zastosowanie w mikroskopii elektronowej nadmanganianu potasu
do utrwalania preparatow tkankowych pozwolito stwierdzi¢, ze btony
tworzace tylakoidy posiadajg symetryczng trojwarstwowga budowe: dwie
warstwy ciemne, geste dla elektrondw, obejmuja z obu stron warstwe
jasng. Obie warstwy zewnetrzne, zbudowane gtdwnie z biatek majg gru-
bos¢ 20 A, za$ warstwa Srodkowa, zbudowana z lipidbw — 35 A (73).
Budowa ta jest podobna w szczeg6tach do tak zwanej jednostki struk-
turalnej bton (membrane unit) o grubosci 75 A postulowanej przez
Robertsona (89) dla catego szeregu réznych bton komdérkowych.

W ostatnich latach wielu autoréw postulowato modele struktury mo-
lekularnej bton tworzacych tylakoidy. Omawiajg je dokladnie Frey -
Wyssling i Miihlethaler (31). Modele te nawigzywaly w za-
sadzie do zaproponowanego przez Danielli i Dawsonaw 1935 r.
(19) i ogdlnie przyjetego modelu, wedtug ktédrego podstawowe sktadniki
bton — biatka i lipidy sa utozone warstwowo. Palisady ztozone z dwoch
czasteczek fosfolipidow sg usytuowane miedzy dwiema warstwami bia-
tek, prawdopodobnie globularnych. Biatka i lipidy stanowig wiec zasad-
niczo oddzielne, lecz zarazem ciggte fazy, bowiem polarne grupy fosfo-
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lipidow sa elektrostatycznie zwigzane z biatkami (3). Mozliwos¢ udziatu
hydrofobowych grup lipidéw w tworzeniu kompleksow biatkowo-lipi-
dowyeh, ma rowniez znaczenie w ksztattowaniu struktury molekular-
nej bton (3).

Oczyszczone strukturalne biatko tylakoidéw z chloroplastow Allium
porrum zawiera 8 koncowych grup -NH2 i 13 koiAcowych grup -COOH,
co wskazuje, ze sktada sie ono z wielu fancuchow polipeptydowych (63,
64). U roslin r6znych grup systematycznych procentowy udziat poszcze-
gélnych aminokwaséw w biatku lamelarnym chloroplastow okazat sie
stosunkowo staty (108, 109). Strukturalne biatko tylakoidéw rozpuszcza-
jac sie w bezwodnym kwasie mrowkowym rozpada sie na jednorodne
podjednostki o statej sedymentacji 5,9S (110). Skiad aminokwasowy
takich podjednostek jest identyczny ze skiadem nierozpuszczonego bial-
ka strukturalnego tylakoidéw. Istnienie regularnych podjednostek biat-
kowych o jednakowej statej sedymentacji pozwala wnosi¢ o granularnej
organizacji bton tylakoidow.

Sposrod osmiu frakcji tluszczowcdw otrzymanych z catej tkanki lis-
ciowej, pie¢ wystepuje w plastydach (119). Lipidy chloroplastow zwig-
zane sg gtéwnie z uktadem lamelarnym. Podstawowymi ich skiadnika-
mi sg gliko-, sulfo- oraz fosfolipidy, przede wszystkim fosfatydylo-
i dwufosfatydyloglicerol (57). W lipidach chloroplastéw szpinaku zna-
leziono ponad 10 réznych kwasdw tluszczowych, przewaznie nienasy-
conych. G¥dwnym skiadnikiem jest kwas linolenowy, a ws$réd nasyco-
nych przewaza kwas palmitynowy (16). Bogactwo lipidow zawierajgcych
grupy tak hydrofilowe jak i hydrofobowe, sktania do pogladu, ze okre-
§lajg one strukture lamelarng chloroplastow. Specjalng role wedtug
Bensona (4) gra tutaj fosfatydylo- i dwufosfatydyloglicerol.

Ogdlinie przyjety poglad, ze blony tworzgce tylakoidy maja syme-
trie jednostki strukturalnej bton zakwestionowali Park i Pon (84)
w 1961 r. Otrzymali oni tylakoidy szpinaku przez rozbicie chloroplastow
ultradzwiekami i stwierdzili, ze btony tworzgce tylakoidy majg budowe
granularng. Przedstawiony przez nich model zaktada, ze btony te maja
strukture niesymetryczng i sg utworzone z dwu roznych warstw — we-
wnetrznej warstwy powtarzajgcych sie elementow granularnych i ze-
wnetrznej warstwy ciagtej, niegranularnej, przy czym catkowita grubos¢
tylakoidu wynositaby 160 A. Czastki granularne nazwane kwantasomami
(17), majag wymiary 185X155X100 A (83). Podobng koncepcje granular-
nej struktury tylakoidéw przedstawili Kreutz i Menke (52) na pod-
stawie pomiaréw ugiecia promieni X przez tylakoidy. Wedtug nich gru-
bos¢ tylakoidu wynosi okoto 177 A, Srednica granuli — 36 A, za$ grubos$é
warstwy lipidowej, na ktérej utozone sg granule — okoto 35 A. Nalezy
podkres$li¢, ze po raz pierwszy wystepowanie powtarzajgcych sie tworéw
granularnych o $rednicy 65 A na powierzchni bion chloroplastowych
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stwierdzili juz w 1953 r. Frey-Wyssling i Steinmann (33)
i przypuszczali, ze sg to kompleksy chromo-lipoproteidowe. Mozna by
przyjac¢, ze kompleksy te stanowig najmniejsza, morfologiczng jednostke
fotosyntetyczng, postulowang uprzednio przez Emersona i Arnol-
da (24). Wedtug Koka (51) taka jednostka powinna zawiera¢ 300 czg-
steczek chlorofilu, a wedtug Basshama i Shibaty(2) — 480.Park
i wsp. (83, 85) przyjmuja, ze kwantasom jest najmniejsza jednostka struk-
turalng zdolng do przeprowadzenia reakcji Swietlnej fotosyntezy. Za-
wiera ona 50% substancji biatkowych, a reszte stanowia substancje roz-
puszczalne w heksanie, acetonie i metanolu. Analiza spektrochemiczna
wykazata w nich obecno$¢ Mg, Ca, Fe, Mn, Cu, Al i Si. Obliczono przy
tym, ze na jeden kwantasom przypada okoto 230 czasteczek chlorofilu.
Ciezar czasteczkowy kwantasomu wynosi 2,0X106.

Do koncepcji, ze btony tylakoidéw majg symetrie jednostki struktu-
ralnej bton wracajg jednak ostatnio Miihlethaler i wsp. (75). Badali
oni strukture tylakoidow szpinaku kilkoma metodami; miedzy innymi za-
stosowali nowg metode tak zwang ,freeze etching” opisang niedawno przez

Rys. 2. Struktura btony tworzacej tylakoid (wg 75).
A. Kompleksy wieloenzymowe; B. Czastki biatkowe; C. Warstwa lipidowa

Moora i wsp. (68, 69, 70). Metoda ta polega na odsublimowaniu lodu
zc skrawkéw mikrotomowych. Powstaty w ten sposob rysunek napyla
sie weglem a platyng i otrzymang replike bada w mikroskopie elektro-
nowym. Stosujac te metode Miihlethaler i wsp. (75) doszli do wnio-
sku, ze btony zbudowane sg z trzech warstw: $Srodkowej, najprawdopo-
dobniej lipidowej i dwoch warstw granularnych natury biatkowej. Gra-
nule o $rednicy 60 A sg czesciowo zanurzone w warstwie lipidowej
0 grubos$ci 40 A tak, ze calkowita grubos¢ btony wynosi 120 A (rys. 2).
Autorzy sg zdania, ze nadmanganian potasu, czy czterotlenek osmu zwy-
kle stosowane do utrwalania i kontrastowania preparatdw niszcza war-
stwy granUlame przez co zamiast granuli na zdjeciach widoczne sg dwie
jednorodnie ciemne warstwy lezace symetrycznie po obu stronach jas-
nej warstwy lipidowej. Zmienia sie przy tym grubo$¢ blon tylakoidu
z 120 A na 75 A (20+ 35+ 20 A) (73). Jednostki grantlame obserwowane
przez Mihlethalera i wsp. na zewnetrznej stronie btony okalaja-
cej tylakoid majg tendencje do tworzenia zespotéw ztozonych z czterech
jednostek. Taki zespdt o ciezarze czasteczkowym okoto 372 000, odpo-
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wiadatby rozmiarami kwantasomowi. Rowniez Park (82) stwierdza, ze
kwantasom zbudowany jest z czterech podjednostek granularnych, kto-
rych Srednica wynosi okoto 90 A. Uwaza on, ze kwantasomy mogg two-
rzy¢ badz uktady krystaliczne, stanowigce najwyzej uorganizowang for-
me tylakoidow, lub zespoly nieuporzadkowane, przy czym rodzaj uktadu,
na przyktad w chloroplastach lisci szpinaku, zalezy od warunkéw oswie-
tlenia. U roslin krétkiego dnia, na przyktad z rodzaju Pharbitis uktad
kwantasomow jest, jak sie wydaje, niezalezny od warunkow oswietlenia.

Granularng strukture btony tylakoidow stwierdzono takze u roslin
nizszych, na przyktad u glonu Oscillatoria rubescens, nie majgcego chlo-
roplastdbw. Wiekszos¢ granuli wynosita okoto 50 A, a btony tworzace
tylakoidy miaty symetrie jednostki strukturalnej bton (43).

W ciggu ostatnich dziesieciu lat zebrano liczne dowody, ze rowniez
inne btony komdrkowe zbudowane sg z powtarzajgcych sie uorganizo-
wanych jednostek, tworzacych kompleksy enzymatyczne (39). Tak na
przykiad bitony mitochondriow zbudowane sg z powtarzajacych sie cza-
stek elementarnych (EP), ktore rozmiarami i ciezarem czasteczkowym
odpowiadajg kwantasomom chloroplastéw, a sg kompleksami enzymoéw
tancucha oddechowego (27, 28).

W ostatnioh latach doniesiono o innym rodzaju tworéw granularnych
w chloroplastach (36, 65, 66) mianowicie rybosomach, zlokalizowanych
w matrix.

1. Wphyw $wiatta biatego na rozwgj struktury plastydéw

Pozbawione chlorofilu plastydy roslin wyzszych hodowanych w ciem-
nosci sa ubozsze w biatka, majg mniejsze rozmiary i bardziej kuliste
ksztatty niz plastydy roslin hodowanych w normalnych warunkach
oSwietlenia (21). Plastydy glonu Euglena gracilis zwiekszajg na Swietle
pule witasnych biatek (12, 13). Plastydolema etiolowanych plastydéw
jest znacznie bardziej krucha niz chloroplastow (56). Stanowi to niewat-
pliwie odbicie pewnych rdznic w skladzie chemicznym obu tych form
plastydoéw, najbardziej roznig sie one jednak strukturg wewnetrzng. Jak
stwierdzili Hodge i wsp. (42) za pomocg mikroskopu elektronowego
plastydy etiolowanej kukurydzy nie majg typowej dla chloroplastow,
warstwowej struktury wewnetrznej. U bakterii fotosyntetyzujacych
w warunkach zaciemnienia zmienia sie ilo§¢ zar6wno barwnikéw asy-
milacyjnych jak i chromatoforéw (kuliste twory o Srednicy okoto 1100 A),
stanowigcych aparat fotosyntetyczny (81, 91). Jednakze w warunkach
ograniczonego dostepu tlenu bakterie te syntetyzujg barwniki asymila-
cyjne i tworzg chromatofory nawet w ciemnosci (18). Wedtug Fasse-
Franziskett (26) metamorfoza plastydow — ich rozw0j ze stadidw
proplastydow, czyli zawiazkow plastydialnych — nie jest skorelowany
z rozwojem catych komoérek, zalezny jest natomiast od o$wietlenia. Swia-
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tto wywiera wiec niejako podwdjny wplyw na aparat fotosyntetyczny
roélin; na sktad chemiczny plastyddw, co jak przyjmuje Sissakian (99)
wynika z przesuniecia réwnowagi proceséw katabolicznych i anabolicz-
nych na korzy$¢ tych ostatnich i na proces rdéznicowania sie struktury
organelli. Obydwa te efekty sa ze sobg S$ci$le zwigzane i wspdtzalezne.
W zwigzku z tym w badaniach nad wptywem Swiatta na rozwdj plasty-
dow wyrézni¢ mozna dwa gtowne kierunki: morfologiczny i biochemicz-
ny, ktére kolejno omdwimy.

Pod wptywem Swiatta w komdrkach ro$lin hodowanych uprzednio
w ciemnosci, zwieksza sie ilos¢ plastydéw (21). Rosng przy tym ich roz-
miary, zmienia sie ich ksztatt z kulistego na dyskoidalny oraz barwa ze
stomkowo-z6ttej na zielong (21, 25, 34, 56, 121). Zmiana barwy wskazuje
na synteze chlorofilu. Komérki glonéw odzyskujg normalng ilos¢
plastyddw w ciggu 36—48 godzin po oS$wietleniu (98). Gdy natomiast
oSwietlane komorki na przyktad Euglena gracilis umiesci sie w ciemnosci,
woéwczas chloroplasty powoli zmniejszaja swoje rozmiary (25) i traca
uktad lamelarny (25, 118). Po ponownym oS$wietleniu uktad ten wy-
ksztatca sie z powrotem w ciagu okoto 72 godzin (118), przy czym chlorofil
pojawia sie zanim utworzy sie uktad tylakoidéw. Prawdopodobnie dzieje
sie tak réwniez podczas metamorfozy plastydéw z zawigzkéw proplasty-
dialnych, w normalnych warunkach wzrostu roslin na Swietle.

Hodge i wsp. (42) zaobserwowali w plastydach etiolowanej kuku-
rydzy zamiast systemu lamelarnego charakterystyczne twory pecherzy-
kowate. Uznali oni, ze jest to etap rozwoju systemu lamelarnego i zapro-
ponowali, dla calego uktadu nazwe ,ciato prolamelarne” (prolamelar
body). Twory te przyominaly niekiedy krysztatki obserwowane
w mitodych, niedojrzatych plastydach przez Heitza (40) i Leyona
(53). Geneza ciata prolamelarnego nie jest jasna. Zdaniem niektdrych
autoréw (53) mogtoby ono powstawaé w formie krysztatbw Heitza-
Leyona przez wykrystalizowywanie pewnych rejonéw stromy, zda-
niem innych (71, 74) — przez wpuklenie otoczki plastydialnej do wnetrza
plastydu i nastepne odigczanie sie drobnych pecherzykéw. Najczesciej
ciato prolamelarne stanowi zespét mniej lub bardziej regularnie utozo-
nych podtugowatych pecherzykéw. Murakami (76) uwaza, ze czym
dalej posuniety jest rozwdéj plastydu, tym bardziej regularny jest sposob
utozenia pecherzykéw ciata prolamelarnego. Pod wpiywem $wiatlta po-
szczegOlne pecherzyki oddzielajg sie, po czym ukltadajg sie w koncen-
tryczne warstwy tworzac tak zwane struktury pierscieniowe (23), ktore
mozna uwaza¢ za wczesny etap rozwoju tylakoidéw. Nastepnie droga
fuzji powstawalby system rureczek, przeksztatcajacych sie ostatecznie
w tylakoidy stromy i gran (46). Ostatnio zaobserwowano (1) zmiany
struktury ciata prolamelarnego pod wptywem roznych warunkéw oswie-
tlenia u biatych i stabo-zielonych mutantéw kukurydzy. Po zaciemnieniu
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rosliny, powstate uprzednio w plastydach rureczki, pekajg i wytwarzaja
sie pecherzyki. Ten rodzaj dezintegracji strukturowej nasuwa mysl, ze
brak Swiatta nie tylko hamuje rozwdéj plastydu, ale nawet uwstecznia
jego organizacje. Jednakze ciata prolamelarne obserwowano nawet w pla-
stydach stabiej oSwietlanych narzagdow roslin, jak na przyktad wewnetrz-
nych lisci pgkéw wzglednie mtodych lisci roslin jednolisciennych tkwig-
cych miedzy podstawami lisci starszych (71, 74).

Szczegolnie doktadne badania nad wyglagdem i strukturg ciata pro-
lamelarnego prowadzili Klein i wsp. (23, 45, 46, 47, 48, 50). Ich zda-
niem ciato prolamelarne plastydow etiolowanych lisci fasoli przedstawia
sie jako tréjwymiarowa siateczka potaczonych ze sobg pecherzykdw
rurkoksztattnych, ktédrych wnetrze jest bardziej geste niz przestrzen
miedzypecherzykowa. Elementy tego tworu sg do$¢ SciSle ze sobg pota-
czone, na co wskazuje fakt, ze autorom udato sie otrzymac¢ wolne ciato
prolamelarne, bez otaczajacej je stromy i otoczki plastydialnej. Ciato
prolamelarne wypetniaé moze — szczeg6lnie w ostatnich stadiach swego
rozwoju — cate wnetrze plastydu, cho¢ niekiedy ma ono jedynie nie-
wielkie rozmiary (50). Na rysunku 3 przedstawiono zdjecie ciala prola-
melarnego w mikroskopie elektronowym.

Rozwdj systemu tylakoidéw jest $cisle uzalezniony od koncowych
etapow syntezy chlorofilu. W letalnych mutantach jeczmienia pozbawio-
nych chlorofilu (72, 114, 115), organizacja plastydu nawet na S$wietle
zatrzymana jest w stadium ciata prolamelarnego. Podobnie bezbarwne
lub stabo zabarwione plastydy plamistych odmian roslin z rodzaju Liriope
wytwarzajg zamiast tylakoidow ciata prolamelarne o mniej uporzadko-
wanym utozeniu pecherzykéw niz w ciele prolamelarnym plastydow
roslin etiolowanych (76). Zaktdcenie syntezy chlorofilu przez strepto-
mycyne (98) lub podwyzszong temperature (10, 11) réwniez hamuje nie-
odwracalnie rozwdj tylakoidow.

Sg dane, ze nowosyntetyzowany chlorofil jest w plastydzie w formie
protochlorofilidu (106, 117) i dopiero na Swietle jego podwoOjne wiazanie,
znajdujagce sie prawdopodobnie w pozycji 7 i 8 ukiadu porfirynowego
(8, 101), ulega redukcji, a powstaty chlorofilid tgczac sie z fitolem daje
chlorofil (46, 117). W plastydach etiolowanej Eugleny chlorofil nie wy-
stepuje w wykrywalnych iloSciach — stwierdzono jedynie protochlorofilid
(78). Jednakze w lisciach etiolowanej fasoli 20”/o protochlorofilidu jest
potaczone z fitolem (101). Opisano tez mutant glonu Chlamydomonas,
syntetyzujacy chlorofil nawet w ciemnosci (90). Nieznany jest wpraw-
dzie donator wodoru dla odbywajacej sie na Swietle redukcji protochlo-
rofilidu, nie jest jednak wykluczone, ze redukcja ta przebiega jedno-
cze$nie z utlenianiem biatka zwiagzanego z chlorofilidem, co moze dopro-
wadzi¢ do pewnych zmian struktury tego biatka zapoczatkowujgcych
zmiany strukturalne catego plastydu (48).



Rys. 3. Elektrono-mikroskopowe zdjecie ciata prolamelarnego etiolowanjeh lisci
fasoli 14 000 x (wg. 48).
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Fitylacja powstatego na Swietle chlorofilidu, odbywajgca sie prawdo-
podobnie przy udziale chlorofilazy (14, 117), zaczyna sie po uptywie okoto
1 godziny od rozpoczecia naswietlania rosliny (15). W ciggu pierwszych
5 godzin osSwietlania zmiany struktury plastydu odbywajg sie bez powaz-
niejszych zmian zawarto$ci chlorofilu (48). Wskazywatoby to, ze po prze-
ksztatceniu obecnego w etiolowanym plastydzie protochlorofilidu w chlo-
rofil zajs¢ musza jakies dodatkowe procesy zapoczatkowujgce synteze
protochlorofilidu (78). Po 24-o0 godzinnym oS$wietlaniu ros$lin $wiattem
0 stabym natezeniu (okoto 20 Ix) w temperaturze 26° w plastydach obecny
jest chlorofilid, a z ciata prolamelarnego powstajg struktury pierscie-
niowe (23, 46). OSwietlenie Swiatlem o natezeniu okoto 4000 Ix powoduje
pojawienie sie w plastydach chlorofilu, przy czym szybko powstajg
tylakoidy (46). Podobng sekwencje zjawisk zaobserwowano podczas
intensywnego oswietlania roslin uprzednio etiolowanych w temperaturze
3° (45). Klein i Bogorad (47) podsumowujac dotychczasowe obser-
wacje stwierdzajg, ze po oSwietleniu roslin etiolowanych mozna zaobser-
wowacé trzy nastepujgce po sobie fazy rozwojowe plastydow. W fazie
1 gwattownie rozluznia sie uporzadkowany system rurkoksztattnych ele-
mentéw ciata prolamelarnego tworzacych centrum i powstajg pojedyncze
wydtuzone pecherzyki, a réwnoczes$nie odbywa sie fotokonwersja proto-
chlorofilidu w chlorofilid. W fazie Il uformowane, wydiuzone pecherzyki
rozprzestrzeniajg sie w stromie plastydu i tworzg wigzki uktadajgce sie
w petle, ktore nastepnie przeksztatcajg sie w struktury pierScieniowe.
Zanikowi ciata prolamelarnego towarzyszy wstrzymanie syntezy chloro-
filu, (faza ,lagr’). W kornicowej Il fazie rozwojowej plastydu rozpoczyna
sie gwattowna synteza chlorofilu i powstajg tylakoidy stromy i gran.

Butler (14) przypuszcza, ze fitylacja chlorofilidu jest niezbednym
procesem dla powstawania tylakoidéw, a wedtug Virgina i wsp. (107)
rowniez powstawanie gran charakterystycznych dla chloroplastéw roslin
wyzszych, odbywa sie rownolegle z syntezg chlorofilu.

Powstaje pytanie, dlaczego przytgczenie fitolu do chlorofilidu moze
mieé tak donioste znaczenie dla rozwoju systemu tylakoidéw plastydu?
Jest prawdopodobne, ze apolarno$¢ ogona fitolowego czasteczki chloro-
filu umozliwia lepsze jej rozpuszczenie w substancjach lipidowych
plastydu. Przyjmujac dawne koncepcje o warstwowej budowie tyla-
koidéw (np. Frey-Wysslinga (29) pasma biatek i lipidow bytyby
potagczone monowarstwowo utozonymi miedzy nimi czasteczkami chloro-
filu. Jednakze wobec powszechnie dzi§ przyjetego pogladu o granularnej
strukturze bton tylakoidow, gdzie poszczegdlne granule (kwantasomy)
zawierajg chlorofil i stanowig kompletne zespoly enzymatyczne, odpo-
wiedZz na postawione pytanie jest trudna.

Podobnie jak chlorofil stanowi integralny sktadnik tylakoidéw, wa-
runkujgcy ich strukture, tak prekursory chlorofilu sag prawdopodobnie
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zwigzane z ciatem prolamelarnym. Wykazano, ze wyizolowane ,wolne”
ciato prolamelarne jest zdolne do fotokonwersji protochlorofilidu in vitro,
bez dodatku innych frakcji komoérkowych (50).

Obok chlorofilu réwniez barwniki karotenoidowe sg skiadnikami
tylakoidow (kwantasomow) (83). Zdaniem Butlera (15) dopiero od-
powiednie usytuowanie tych barwnikéw w bliskim sgsiedztwie czasteczek
chlorofilu na terenie tylakoidéw pozwala na odpowiednig wydajno$¢ pro-
cesu przenoszenia energii w czasie fotosyntezy. Badania nad wydajnoscig
procesu przenoszenia energii moga byé zatem swojego rodzaju miarg
i sprawdzianem stopnia rozwoju substruktury plastydu. Jednakze barw-
niki karotenoidowe nie odgrywajg, jak sie wydaje, powazniejszej roli
we wczesnych etapach rozwoju ciata prolameralnego, chociaz ich syn-
teza zachodzi¢ moze w ciemnos$ci. Ich widma absorpcyjne réznig sie od
widma protochlorofilu, a zatem trudno byto przyja¢, ze biorg one udziat
w fotokonwersji tego prekursora chlorofilu (78).

IV. Wplyw Swiatla o réznej dlugosci fali na rozwdj plastydow

Dotychczas omawialisSmy wplyw Swiatta biatego na rozwdj plastydow.
Badano réwniez wptyw Swiatta o okreslonym zakresie dtugosci fal na
rozw6j substruktury plastydéw. Fasse-Franziskett (26) stwier-
dzita, ze Swiatto fiotkowe bardziej przyspiesza rozwdj plastydow roélin
etiolowanych niz Swiatto czerwone. Bergfeld zaobserwowat, ze
Swiatlo niebieskie ma najwiekszy morfogenetyczny wptyw na rozwdj
gametofitu paproci Dryopteris filix (5), powodujac najintensywniejszg
synteze biatlek, gtéwnie biatek strukturalnych plastydéw i szybkie
zwiekszanie sie ilosci plastydow w komorce oraz ich rozmiaréw (6).
Swiatlo czerwone natomiast nie wplywato w powazniejszy sposéb na
intensywnos$¢ syntezy biatek plastydialnych i wzrost samych plastydow
(5,6). Nishimura i Huzisige (78) stwierdzili u Euglena, ze widmo
dziatania dla syntezy chlorofilu z protochlorofilidu jest zblizone do widma
absorpcyjnego chlorofilu (maksimum przy 650 mM, a minimum — przy
500—550 rmi). Klein i wsp. (48) zauwazyli, ze dla przemiany proto-
chlorofilidu w chlorofilid i do wywotania zmian strukturalnych w pla-
stydach wystarcza monochromatyczne Swiatto czerwone o diugosci fali
655 mu i sumarycznej energii 120—280 ergéw/mm2 Natomiast Swiatto
o diugosci fali 683 mu- i tym samym poziomie energetycznym nie wywo-
tuje zadnych zmian strukturalnych plastydéw i powoduje tylko czeSciowg
fotokonwersje barwnika. Swiatto podczerwone o dtugosci fali 700—730 rmi
nawet na poziomie energetycznym okoto 2500 ergéw/mm2 nie zmienia
struktury ciata prolamelarnego. Zatem S$wiatto o diuzszych falach ma
mniejszy wptyw na rozw0j struktury plastydéw niedojrzatych funkcjo-
nalnie, chociaz jest odpowiedniejsze dla przemian fotosyntetycznych, naj-
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wyzszg wydajno$¢ fotosyntezy uzyskuje sie bowiem w Swietle czerwo-
nym (37).

Interesujagce wyniki otrzymano badajgc rozwo6j plastydéw pod wpty-
wem Swiatta nadfiotkowego. Jak wynika z prac Schiffa i wsp. (54,
92, 93, 94) oraz Gibora i Granicka (35), Swiattoczute czynniki kie-
rujgce rozwojem plastydu znajdujg sie poza jadrem komérkowym —
w cytoplazmie, a by¢ moze w samym plastydzie. Prace tych autoréw
mogg by¢ uwazane za rozwinigcie doSwiadczen De Deken-Grenson
i Godtsa (22), ktérzy zauwazyli, iz po naswietleniu kolonii glonu Eugle-
na gracilis Swiattem nadfiotkowym pojawiaja sie trzy typy populacji ko-
mdrek— biate, zielone i mieszane. Schiff i wsp. (54, 92) badajgc ten
sam obiekt wykazali, ze subletalne dawki promieni o dtugosci fali 254 mu
powodujg powstawanie dziedzicznie biatych, bezchlorofilowych komorek
niezdolnych do zazielenienia. W naswietlanych koloniach niektére ko-
morki zachowujg jednak zdolno$¢ do wyksztatcania chloroplastow po foto-
reaktywacji Swiattem biatym. Najwydatniejszg fotoreaktywacje uzyski-
wano w Swietle niebieskim, a nie stwierdzono jej zupetnie w Swietle czer-
wonym. Dawka promieni UV potrzebna do powstania tej sam.®j ilosci
kolonii dziedzicznie biatych jest mniejsza w przypadku naswietlania ko-
marek etiolowanych. Przyczyng tego mogtaby by¢ jakas zmiana chemiczna
wrazliwego na to promieniowanie rejonu plastydu (receptora) zachodzaca
w czasie rozwoju i zielenienia lub zastoniecie owego receptora przez roz-
wijajgca sie pod wptywem normalnego oswietlenia substrukture plastydu;
by¢ moze receptor znajdujacy sie czesciowo lub catkowicie poza plasty-
dem etiolowanym zostaje wbhudowany do wnetrza zieleniejacego plastydu
i zastoniety przez jego substruktury. Schiff i wsp. (54) sa zdania, ze
wrazliwe na $wiatlo nadfiotkowe receptory sg zbudowane z nukleopro-
teidow. Badajac bowiem widmo dziatania $wiatta dla inaktywacji plasty-
dow etiolowanej Eugleny, czyli utraty przez nie zdolnosci tworzenia chlo-
rofilu, stwierdzili dwa szczyty: przy 260 mu i mniejszy przy 280 mii.

Gibor i Granick (35), za pomocg aparatu mikrowigzkowego na-
Swietlali Swiattem nadfiotkowym wybidérczo jgdra komdrkowe i rejony
cytoplazmatyczne komdrek Eugleny. W pierwszym przypadku nie stwier-
dzali bielenia komoérek potomnych, w drugim natomiast — potomne ko-
marki nie miaty chlorofilu. Tym samym poparli oni teze Schiffa
i wsp. (54, 92, 93, 94) o istnieniu w cytoplazmie czutych na Swiatto nad-
fiotkowe receptoréw, kierujgcych rozwojem plastydu. Czuto$é tych recep-
toréw zsynchronizowana jest z podzialem komorek i wzrasta tuz przed
podziatem (86); w czasie podziatu — komorki glonu sg mniej wrazliwe.
By¢ moze wynika to ze stanu morfologicznego i fizjologicznego naswietla-
nego ,celu”, ktérym, nie jest wykluczone, sg nukleoproteidowe czastki
receptorowe postulowane przez Schiffa i wsp. (54, 92, 93, 94).

11 Postepy Biochemii
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V. Wzajemne przeksztatcenia plastydow

Swiatto indukujace rozwéj systemu tylakoidéw plastydu wplywa tez
na proces wzajemnych przeksztatcen rdznych fenotypowych odmian tej
organelli to znaczy chloroplastéw, leukoplastéw, bezbarwnych amylo-
plastdw zawierajgcych skrobie zapasowg (ktére wystepuja gtéwnie w ko-
rzeniach i nie majg tylakoidéw (44)) oraz chromoplastéw czyli barwnych
plastydow, pozbawionych wyzej uorganizowanej wewnetrznej struktury
i nie zawierajacych chlorofilu.

Pozbawione tylakoidow leukoplasty pod wpltywem Swiatta mogg prze-
ksztatca¢ sie w chloroplasty. Nie majg tej zdolnosci leukoplasty zawiera-
jace duzg ilo$¢ biatek i olejow tak zwane proteinoplasty i elaioplasty.
W ciemnosci za$, chloroplasty mogg traci¢ chlorofil i przeksztatcaé sie
w leukoplasty. Niekiedy leukoplasty przeksztatcajg sie w chromatoplasty.
Frey-Wyssling (30) wyr6znia trzy typy chromoplastow: — zawie-
rajgce krystaliczne karotenoidy (w korzeniach marchwi), zawierajgce
ziarna z6ttych barwnikéw — ksantofili (w zditych ptatkach kwiatowych)
i zawierajace liczne wigzki barwnikéw uformowanych w ksztatcie nitek
(czesto spotykane w owocach roslin z rodziny psiankowatych). Dwa
ostatnie typy chromoplastow stanowig zdegenerowany typ plastydéw
z duzg zawartoscig lipidow.

W latach osiemdziesigtych ubiegtego stulecia Schimper (95 wy-
sunat przypuszczenie, ze kazda z wymienionych odmian fenotypowych
plastydow moze przeksztatca¢ sie w pozostate, bez wzgledu na stopien
uorganizowania ich substruktur (hipoteza o politropowym charakterze
transformacji plastydow). W tym ujeciu nawet chromoplasty, majace
jedynie prymitywna strukture wewnetrzng, mogtyby w warunkach odpo-
wiedniego oSwietlenia przeksztatca¢ sie w chloroplasty. Nie zdawano sobie
wowczas sprawy ze skomplikowanego charakteru procesu rozwoju struk-
tury plastydéw, ktérej najwyzsza formg ewolucyjna sg granowe chloro-
plasty roélin wyzszych. W 1955 roku Frey-Wyssling, Ruch
i Berger (32) przedstawili teorie o monotropowym charakterze prze-
mian plastydoéw, ktorg mozna ujagé w nastepujacy schemat:

Proplastydy Chloroplasty 5™atl°, Chromoplasty
ciemnos¢ N Leukoplasty * swiatto

Proplastydy czyli niewielkich rozmiaréw plastydy (25) we wczesnych
stadiach rozwojowych, wystepujace w tkankach merystematycznych
(wzrostowych) mogg, w zaleznosci od warunkow oSwietlenia, przeksztatcac
sie badz w chloroplasty, badZz w leukoplasty, przy czym z leukoplastow
moga réwniez powstawa¢ plastydy zielone. Chloroplasty przy braku
Swiatta, tracg uktad tylakoidéw, a réwnocze$nie nagromadzajg skrobie.
Zmiany takie obserwowali ostatnio Ohad, Siekevitz i Palade
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u glonu Chlamydomonas reinhardi (80). Chromoplasty bytyby starczg,
zdegenerowang strukturalnie i funkcjonalnie formg plastydéw. Zdaniem
Frey-Wysslinga i wsp. (23) przeksztatcenie chromoplastow w uor-
ganizowane strukturalnie plastydy nie jest mozliwe. Silne i diugotrwate
oSwietlanie niewatpliwie przyczynia sie w pewnej mierze do przemian
degeneracyjnych w chloroplastach, co uwidacznia sie cho¢by w fakcie
z6tkniecia lisci w okresie jesiennym.

VI. Molekularne mechanizmy formowania sie struktury chloroplastow

Podstawowa rola $wiatla w procesie rozwoju plastydéw zwigzana jest
ze zmianami ich metabolizmu. Swiatlo wptywa na procesy fizyko-che-
miczne wywotujace takie zjawiska jak zmiany objetosci plastydéw (121),

reagowanie ukladéw biatek kurczliwych tych organelli i jak zmiany
w transporcie jondw metalicznych oraz gromadzenie jonéw wodoro-
wych (20)*.

Rozw6j systemu tylakoidéw pod wptywem Swiatta wymaga doptywu
biatek i lipiddw jako podstawowego budulca. Jak wspomnieliSmy, w pla-
stydach roslin etiolowanych po oswietleniu dochodzi do znacznego zwiek-
szenia syntezy i nagromadzania biatek (10, 11, 12, 13, 21, 88). W proces
biosyntezy biatek wprzegniete zostajg, obecne w plastydach, takie uktady
jak enzymy aktywujgce aminokwasy i rybosomy (36). Dojrzate chloro-
plasty wyposazone w kompletny system tylakoidow, warunkujgcy ich
zdolnos$¢ do fotosyntezy, dysponujg wiasng pulg substratdw tej syntezy —
miedzy innymi aminokwaséw. Zatem obserwuje sie interesujagca wspotza-
lezno$¢: rozwdj uktadu tylakoidow, wymagajacy doptywu biatek, dopro-
wadza do wyksztatcenia sie struktury, bez ktorej nie bytby mozliwy odpo-
wiedni dla rozwijajgcej sie komarki roSlinnej poziom biosyntezy biatek.

Dla utworzenia sie tylakoidéw niezbedny jest réwniez wzmozony
doptyw lipidéw. To zagadnienie wymaga jednak bardziej doktadnych
badan niz dotychczasowe. Wedlug Bensona (3) fotosyntetyczne two-
rzenie lipidow moze okaza¢ sie czynnikiem tak krytycznym dla rozwoju
systemu tylakoidow w plastydach, jak jest nim fitylacja chlorofilidu.
W trakcie tworzenia sie systemu tylakoidow synteza cukrowcéw i lipidow
w plastydzie zesrodkowywataby sie gtownie na wytwarzaniu fosfatydylo-
glicerolu i galaktolipidow, podstawowych skitadnikéw lipoproteidowych
tylakoidow. Porownanie ilosciowe i jakoSciowe lipiddw w proplastydach
i chloroplastach lisci fasoli wskazuje na znaczny wzrost ilosci nienasyco-
nych kwasow ttuszczowych w plastydach oswietlanych (77). U Chlorella
oSwietlanie komérek w nieobecnosci C02wzmaga synteze lipidow i maga-
zynowanie energii, w wyniku czego dochodzi do nagromadzania fosfaty-
dyloglicerolu (4).

* Bogaty zestaw literatury na ten temat podali ostatnio L. Packer, P. A Sie-
genthaler Int. Rev. Cytol. 20, 97 (1966).
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Jak powiedzieliSmy, rozwdj plastydow roslin etiolowanych jest zwia-
zany z przeksztatcaniem protochlorofilidu w chlorofil. W zwigzku z tym
istotne jest spostrzezenie, ze w roslinach etiolowanych poddanych krotko-
trwatemu dziataniu Swiatta biatego lub bliskiej czerwieni, a nastepnie
umieszczonych ponownie w ciemnos$ci, znacznie zwieksza sie ilos¢ biatek
i lipidow w plastydach, nie zachodzi jednak synteza chlorofilu i nie wy-
ksztatcajg sie grana (56).

Ostatnio prowadzone sg liczne badania nad udziatem w kontroli
wzrostu i rozwoju roslin niebieskiego barwnika — fitochromu, ktory
mozna uwazac za osobliwy enzym, gdyz jego aktywnos$¢ zalezy od Swiatta
(97). Mohr i wsp. (113) uwazajg, ze wiasnie ten barwnik moze by¢ od-
powiedzialny za uzalezniony od Swiatta ale niezalezny od fotosyntezy
rozwéj ros$lin czyli fotomorfogeneze (67). Zdaniem Mohra i wsp. (113)
fitochrom kontroluje synteze RNA i biatek. U gorczycy (Sinapis alba L.)
mianowicie, przy syntezie jednej z dwu form tego barwnika tak zwanego
fitochromu P70 pod wptywem Swiatta czerwonego nastepuje duzy wzrost
syntezy biatka i RNA. Efekt ten hamowany jest przez Swiatto dalekiej
czerwieni — wowczas aktywna forma fitochromu P70 przeksztatcata sie
w forme nieczynng — P60 (wskaZniki oznaczajg maksima absorpcyjne
obu form). Wplyw fitochromu na synteze RNA i biatek nie jest catko-
wicie wyjasniony. Hock i Mohr (41) wysuwaja hipoteze, ze fitochrom
dziata poprzez rdéznicowg aktywacje genu. Natomiast wedlug Kleina
i wsp. (48) udziat tego barwnika w procesie réznicowania sie struktury
plastydu, cho¢ niewykluczony, jest mato prawdopodobny. W procesie
morfologicznego dojrzewania plastydéw ro$lin etiolowanych po naswie-
tleniu rosliny pewng role mogg gra¢ kwasy nukleinowe. Obecnos¢ RNA
i DNA w plastydach roslin zielonych i etiolowanych stwierdzana byta
wielokrotnie (36, 102, 103). Wykazano tu, ze aktynomycyna hamujaca syn-
teze RNA zalezng od DNA, hamuje takze proces syntezy chlorofilu (9, 55,
87, 96), a zatem dla syntezy chlorofilu w plastydzie niezbedna bytaby
synteza RNA zalezna od DNA. By¢ moze chodzitoby tu o synteze informa-
cyjnego RNA (104). Natomiast synteza DNA prawdopodobnie nie jest
warunkiem formowania chlorofilu, poniewaz 5-fluorodezoksyurydyna za-
kt6cajgca synteze DNA, w przeciwienstwie do 5-fluorouracylu zaktdcaja-
cego synteze RNA, nie wptywa hamujgco na synteze tego barwnika
u Euglena (100). Mitomycyna C nie wptywa réwniez na te synteze (96).
Wedtug van Noorta i Wallace’a (79 synteza DNA jest niezbedna
dla syntezy chlorofilu u fasoli rosngcej w warunkach niedoboru zelaza;
wowczas bowiem 5-fluorouracyl i 5-fluorodezoksyurydyna hamowaty
synteze chlorofilu, ktorg mozna byto przywréci¢ przez dodanie tymidyny
lecz nie urydyny. Sissakian iwsp. (7) badali szerzej role nowosynte-
tyzowanego DNA i RNA w procesie powstawania chlorofilu w czasie zie-
lenienia plastydow etiolowanej fasoli. Okazato sie, ze aktynomycyna
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D w stezeniu 50 n-g/ml catkowicie hamuje synteze chlorofilu. Synteze te
znacznie obnizajg 2-tiouracyl i 8-azaguanina. Urydyna —w przeciwien-
stwie do tymidyny — zmniejsza efekt hamujgcy 2-tiouracylu, co wskazy-
watoby na konieczno$¢ syntezy RNA dla tworzenia sie chlorofilu. Mito-
mycyna blokujaca synteze DNA u Escherichia coli, w stezeniu 200—
300 |Lig/ml w znacznym stopniu cho¢ nie catkowicie, hamowata synteze
chlorofilu. Zatem zahamowanie syntezy RNA hamuje catkowicie synteze
chlorofilu, natomiast przy zablokowanej syntezie DNA nastepuje powazne
ale tylko czeSciowe zahamowanie syntezy tego barwnika. Nalezy przy-
pomnie¢, ze po oSwietleniu ro$liny nastepuje duzy wzrost ilosci plastydow
w komorce, co jest prawdopodobnie wynikiem podziatow juz istniejgcych
proplastydéw. Zahamowanie syntezy DNA hamuje by¢ moze podziaty
proplastydéw, ktore przeksztalcajg sie pod wptywem Swiatta w dojrzate
chloroplasty, przy czym nie podlegajg jednak podziatom i w rezultacie ilo$¢
chloroplastow w tkankach roslin zielonych jest rowna ilosci proplastydéw
w tkance etiolowanej. Zahamowanie za$ syntezy RNA hamuje proces
przeksztatcania sie plastydéw etiolowanych w chloroplasty (7). Decydujace
bytoby tu Swiatto, indukujgce synteze RNA i DNA. Jaki jest jednak
mechanizm tej indukcji na razie nie wiadomo.
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WLODZIMIERZ OSTROWSKI*

Leon Marchlewski: Jedno$¢ Swiata roslin i zwierzat.
(w 20-lecie $mierci)

L,TEORIA DARWINA O POCHODZENIU GATUNKOW
OPIERA SIE NA ZMIANACH FORMY POD WPLY-
WEM ROZMAITYCH WARUNKOW ZYCIA W WALCE
O BYT. ROZNICE USTROJOW POLEGAJA JEDNAK
NIE TYLKO NA ROZMAITEJ FORMIE | BUDOWIE
NARZADOW, LECZ | NA ROZNICACH W SKLADZIE
CHEMICZNYM TYCH ZWIAZKOW, Z KTORYCH
SKLADAJA SIE ICH ZYWE KOMORKI”.

M. Nencki, 1896 r.

Mineto 20 lat od $mierci profesora Marchlewskiego (zm. 16 stycznia
1946 r. w Krakowie), wielkiego chemika i badacza przyrody, kierownika
Zaktadu Chemii Lekarskiej Uniwersytetu Jagiellonskiego, rektora tej
Uczelni, wiceprezesa Polskiej Akademii Umiejetnosci, doktora honoris
causa U. J. za badania nad chlorofilem oraz cztonka wielu towarzystw
naukowych krajowych i zagranicznych. Cate swe dtugie i pracowite zy-
cie poswiecit nauce. Swoimi badaniami przysporzyt stawy krajowi na
catym Swiecie. Swg postawg spoteczng i polityczng zdobyt uznanie swo-
ich najblizszych, jak réwniez szerokich rzesz spoteczenstwa. Byt autorem
ponad 200 publikacji: prac doswiadczalnych, referatowych, monografii,
podrecznikéw i dyskusji.

Urodzit sie 15 grudnia 1869 r. we Wioctawku na Kujawach w rodzi-
nie kupieckiej. Po ukonczeniu szkoty $redniej studiuje przez pewien czas
fizyke i chemie w Muzeum Przemystu i Rolnictwa u Napoleona Milcera
w Warszawie, gdzie pracowat rowniez w tym czasie wychowanek Mende-
lejewa Jozef Boguski oraz mtoda chemiczka Maria Sktodowska, pOzniej-
sza pani Curie. W 1888 r. Marchlewski zapisuje sie na politechnike w Zu-
rychu i po jej ukonczeniu w 1890 r. rozpoczyna prace badawczg jako
asystent G. Lungego, profesora technologii chemicznej w Zurychu. W tym
okresie Marchlewski zajmuje sie gtownie chemig analityczng opraco-
wujac tablice ciezar6w witasciwych roztworéw kwasu solnego i azotowego
uzywane do dzi§ pod nazwg tablic Lungego i Marchlewskiego. W 1892 r.
otrzymuje tytut doktora filozofii na podstawie pracy pt.: ,,Kritische Stu-
dien uber die Sulfidschwefelbestimmungsmethoden” (C. W. Kreidels Ver-

* doc. dr, kierownik Zaktadu Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej
w Krakowie
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lag, Wiesbaden, 1892). Na tej pracy konczy sie tez dziatalnos¢ Marchlew-
skiego jako chemika nieorganika.

W 1892 r. angazuje sie na stanowisko asystenta do prywatnej pracowni
chemicznej koto Manchesteru w Anglii, kierowanej przez znanego wow-
czas organika Edwarda Schuncka. Schunck miat doskonale wyposazong
jak na owe czasy pracownie i zajmowat sie gtdwnie barwnikami roslinny-
mi. Marchlewski rozpoczyna tam prace od chemii glikozydéw i samodziel-
nie dochodzi do pierscieniowej struktury czasteczki glikozy wypowiada-
jac sie za koncepcjg B. Tollensa, ktéra wéwczas byta przedmiotem sporéw
wséréd organikow zajmujacych sie chemig weglowodanéw. Do chemii cu-
krow Marchlewski wrdci ponownie dopiero w 30 lat p6zniej, a na razie
jego uwage przycigga inny problem.

Schunck miedzy innymi zajmowat sie chemig chlorofilu wyosabniajac
kilka pochodnych tej substancji bez ich blizszej charakterystyki. Nieco
wczesniej F. Hoppe-Seyler otrzymal z hemoglobiny ludzkiej czerwony
barwnik nazwany hematoporfiryng, a M. Nencki w 1886 r. pracujacy
w Bernie Szwajcarskim, opisat po raz pierwszy metode wytuskiwania ze-
laza z heminy otrzymanej w stanie krystalicznym przez anatoma krakow-
skiego L. Teichmana w 1853 r. Drogg zmudnych zabiegéw z hematoporfi-
ryny Nencki nastepnie wyosobnit zwigzek pyrolowy, ktéry nazwat hemo-
pyrolem.

Mniej wiecej w tym czasie kiedy Nencki prowadzit badania nad bar-
wnikiem krwi, Schunck otrzymat z zielonego chlorofilu czerwony barwnik
przypominajacy zabarwieniem hematoporfiryne i nazwat go filoporfiryng.
Oczywiscie ani Schunck, ani Hoppe-Seyler zupeinie nie podejrzewali, ze
oba barwniki wyosobnione z dwu réznych zrodet — z zielonych roslin
i z krwi ludzkiej — moga mie¢ jakiekolwiek genetyczne lub strukturalne
podobienstwo. Marchlewski wigcza sie do badan nad chlorofilem i rozpo-
czyna wyodrebnianie filoporfiryny na duzg skale, a nastepnie ustala wzér
empiryczny wyosobnionej substancji. W tym okresie badafn Marchlewski
ciezko zachorowat i przez szereg miesiecy przebywat w szpitalu w Szwaj-
carii. Podczas pobytu w szpitalu zainteresowat sie chemig krwi i o tym
fakcie sam poOzniej wspomina w nastepujacych stowach:

,Losy wkrétce potem zrzadzity, ze zmuszony bytem patrze¢ na gwat-
towny uptyw krwi z wiasnej tetnicy*. Stan byt na tyle ciezki, ze obserwu-
jac krzatajace sie w koto mnie postacie w bieli zatracitem subiektywnosé¢,
a przewazato odczucie obiektywne. Krew, ktdra w pracach moich déw-
czesnych nie odgrywata zadnej roli, o ktérej chemii miatem tylko mgliste
pojecie, wyrosta w przy¢mionych moich oczach na potege podziwu godna;
to¢ bytem Swiadkiem tak usilnych staran azeby jg dla mnie uratowano.
Nastaty diugie dni zupeinej bezczynnosci, ale kult krwi niejako raz roz-
budzony odezwat sie podSwiadomie, gdy tylko zaczatem normalnie mysleé.

* miat krwotok z ptuc
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Pierwsza moja prosbha byta o traktaty z chemii krwi. Nie tatwo o nie by-
to w prowincjonalnym miescie, ale przeciez dostarczono mi elementarny
podrecznik chemii organicznej Bernthsena, w ktérym o dziwo znalaztem
w rozdziale o hemoglobinie bardzo starannie streszczone najnowsze wy-
niki badan wielkiego naszego Nenckiego. Oczom swoim wierzy¢ nie chcia-
tem; opis tak zwanej hematoporfiryny otrzymanej z heminy Teichmana
w Krakowie zgadzat sie tak drobiazgowo z tymi wiadomos$ciami, ktére pa-
mietatem o swojej filoporfirynie, ze bytem gotéw przypusci¢, iz Nencki
miat naszg substancje juz przed nami w rekach pomimo, ze nad chloro-
filem nie pracowat. Po powrocie do Manchesteru zwrécitem sie do Nen-
ckiego, wowczas juz pracujagcego w Petersburgu, z prosbg o probke jego
hematoporfiryny w celu bezposredniego jej poréwnania z filoporfiryna.
Rezultat byt taki, jakiego sie spodziewatem: filoporfiryng i hematoporfi-
ryna nie okazaly sie wprawdzie identycznymi, ale niezwykle do siebie
zblizonymi. Zdawato sig, ze sg réznymi stopniami utlenienia tej samej
podstawowej substancji macierzystej”.

Podczas swoich studiow w szpitalu Marchlewski zwrécit uwage na me-
tody spektralne chemi organicznej i po powrocie do pracowni przebadat
widmo absorpcyjne filoporfiryny i hematoporfiryny. Stwierdzit duze po-
dobienstwo tych widm, co wraz z wzorami empirycznymi obu substancji
(CH3NA 2 — filoporfiryng, C34H38N4 6 — hematoporfiryna) nasuneto
mu mys$l o wspélnej strukturze tych zwigzkéw pochodzacych z dwu od-
rebnych Swiatéw; roslin i zwierzat. Wyniki doSwiadczen wraz z oryginal-
ng hipoteza opublikowat z Schunckiem w 1896 r. w pracy: E. Schunck
and L. Marchlewski: Contribution to the Chemistry of Chlorophyll. VII.
Phylloporphyrin and Haematoporphyrin: a Comparison. (Proc. Roy. Soc.
59, 193, (1896). Schunck nie omieszkat przy najblizszej okazji w ten spo-
s6b wyrazic¢ sie o roli mtodego Polaka w tych badaniach: ,,The discovery
was made in my laboratory, but the merit oj it is chiefly due to my jriend
and former collaborator, Dr Marchlewski (J. Soc. Chem. Industry, 590,
(1897).

W 1897 r. Marchlewski objat samodzielng placéwke naukowga fabryki
barwnikéw i farmaceutykow w Clayton k/Manchesteru utrzymujac na-
dal bliskie stosunki z Schunckiem i kontakty naukowe z Nenckim. Po
przestaniu Nenckiemu odbitki pracy z Schunckiem, Nencki z kolei popro-
sit o przestanie mu prébki filoporfiryny celem wykazania zasadniczego
sktadnika porfiryn, tj. pyrolu, ktérego obecno$¢ w hematoporfirynie, jak
juz wspomniano, wykazat wraz z J. Zaleskim szereg lat wczeéniej. NencKki
przeprowadzit analizy, wykazat bez watpienia obecno$¢ hemopyrolu w fi-
loporfirynie Marchlewskiego i przesytajac doktadng relacje z przebiegu
analizy zatagczyt z Petersburga taki oto list z datg 6 marca 1897 r.:

»Szanowny i Kochany Panie!

Chociaz nie mam przyjemnos$ci osobiScie Was zna¢, to pozwolicie mi
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powiedzie¢, iz jest to fishing for compliments, jezeli sie unizonym pa-
chotkiem nauki nazywacie. Natomiast zycze Wam, izbyS$cie tyle szczescia
w dalszych pracach mieli jak z filoporfiryng. Znam zresztg Was i z innych
prac i sam schodzgc z pola ciesze sig, iz moge powiedzie¢ vivat sequens.
Nie zawsze jednak mozna robi¢ tak Swietne odkrycia jak filoporfiryng
ale dalej pracowaé poki sit starczy zawsze mozna. Praca nad hematopor-
firyng byta najtrudniejszg w moim zyciu i tylko co do trudno$ci moge
ja poréwnac¢ z obecng pracg nad ksiegosuszem bydta. Hoppe-Seyler mnie
za nig zwymyslat. Niemcy ignorowali, w korncu p. Schmiedeberg przez
p. Cloette oSwiadczyt, zem sie omylit, ale w catym koricu prawda na wierzch
wyszta, a jej doniostos¢ filoporfiryng pokazata — wiecej jak 10 lat czeka-
tem na uznanie — tak wiec kazdy fakt jest wazny, a ile on wazny, to
z gory wiedzie¢ trudno — gtowna rzecz nie ustawaé¢ usque ad finem...”

Wyniki powyzszych badan Marchlewskiego i Nenckiego ogtoszone zo-
stajg we wspoélnej pracy: M. Nencki und L. Marchlewski: ,,Zur Chemie
des Chlorophylls Abbau des Phylocyanins zum Hamopyroll” (Ber. deutsch.
chem. Gesell. 34, 109 (1901).

W 1901 r. Stanistaw Bondzynski, chemik fizjolog, kierownik Zaktadu
Badania Srodkéw Spozywczych w Krakowie, zostat powotany na Katedre
Chemii Lekarskiej we Lwowie i na swoje miejsce zaproponowat L. Mar-
chlewskiego. Marchlewski przyjat propozycje, zreorganizowat Zaktad
i rozpoczat dalsze prace nad chlorofilem. Z filoporfiryny otrzymat tak
zwany kwas hematynowy, identyczny z otrzymanym przez Kiistera z he-
moglobiny. Z katu krow karmionych zielong paszg izoluje nastepnie po-
chodne bakteryjnego rozktadu chlorofilu — filoerytryne — jak sie poz-
niej okazato kluczowy zwiazek dla wyjasnienia ostatecznej struktury
chlorofilu. W 1903 r. powotany zostaje do Polskiej Akademii Umiejetnosci
jako jej najmtodszy cztonek w wieku 34 lat. W 1906 r. Katedre Chemii Le-
karskiej Uniwersytetu JagielloAskiego opuszcza na skutek przej$cia na
emeryture Aleksander Stopczanski i Wydzial Lekarski powotuje na to
stanowisko L. Marchlewskiego. Otrzymat obszerny Zaklad, otoczyt sie
zdolnymi wspo6tpracownikami, co spowodowato, ze ta placéwka badawcza
stata sie najlepszg w Polsce na dtugi przecigg czasu. W krotki czas po
objeciu nowego warsztatu pracy Marchlewski rozpoczyna dalsze prace
nad strukturg chlorofilu, gtéwnie z J. Z. Roblem, uzyskujac ciekawg po-
chodng filoporfiryny przez wprowadzenie atomu zelaza centralnie do
uktadu porfirynowego. Nowy zwigzek nazwany filoheming wykazywat
daleko idace podobieAstwo do heminy otrzymanej z hemoglobiny ludz-
kiej. W ten sposoéb Marchlewski i Robel znaleZli niezwykle wazne ogniwo
tagczace strukture chlorofilu z grupg prostetyczng barwnika krwi i usta-
lili przejscie miedzy tymi uktadami chemicznymi. Niestety Marchlewski
w tym czasie nic nie wiedziat o tym, ze chlorofil, podobnie jak proto-
hem, réwniez posiada swoj centralny atom metalu, mianowicie magnez.
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Niemniej jednak w osiggnieciu swym Marchlewski widziat jasno przejaw
ewolucji w zakresie zwiazkéw organicznych, zwiaszcza rozpatrujgc prze-
miane chlorofilu w hemine, dajgca poczatek komorce zwierzecej z hemo-
globing. Zdawat sobie réwniez dobrze sprawe, ze Swiat roslin i zwierzat
dzieli niezwykle cienka przegroda, ktora w miare dalszych badan bedzie
stopniowo zanika¢. W badaniach Marchlewskiego nalezy upatrywac¢ po-
czatkow biochemii ewolucyjnej.

Od tego momentu inicjatywe w badaniach nad chlorofilem przejeli
inni: R. Willstatter w Zurychu oraz H. Fischer w Monachium. Pierwszy
miedzy innymi wykazat obecnos¢ magnezu w chlorofilu, drugi wyjasnit
do konca strukture zielonego barwnika roslin. Fischer zsyntetyzowat row-
niez hemine, za co otrzymat nagrode Nobla w 1930 r. Cho¢ Niemcy wy-
przedzili Marchlewskiego w badaniach w dziedzinie, ktora od lat byta
jego domenag, nie czut do nich urazy i zalu; co wiecej, posyta Fischerowi
caty zapas otrzymanej przez siebie filoerytryny, umozliwiajagc mu prze-
prowadzenie ostatecznych badan nad strukturg chlorofilu.

Koledzy niemieccy nie zachowali sie jednak wiasciwie w stosunku do
pioniera badan nad chlorofilem — systematycznie pomijali jego nazwisko
w publikacjach i to Marchlewski gteboko przezywat. Dopiero przed samg
Il wojng Swiatowa badacze amerykanscy przywrécili osiggnieciom Mar-
chlewskiego wiasciwa range na terenie miedzynarodowym.

Wybuch | wojny Swiatowej dezorganizuje prace naukowg Zaktadu
i wtedy Marchlewski oddaje sie wytezonej pracy spotecznej. Bierze czyn-
ny udzial w organizowaniu pomocy ofiarom wojny, nastepnie przez sze-
reg lat zajmuje sie organizacjg Panstwowego Naukowego Instytutu Rol-
niczego w Putawach, zniszczonego podczas wojny a potem Instytutu Go-
spodarstwa W iejskiego w Bydgoszczy, za ktorg to prace zdobyt uznanie
najwyzszych wiadz. W Putawach organizuje doskonaty os$rodek badan
nad witaminami, oraz dziat produkcji surowic i szczepionek przeciwko
ksiegosuszowi, chorobie bydta, ktéra grozita wyniszczeniem poglowia
w catej Europie. W 1924 r. wstepuje do Polskiego Stronnictwa Ludowego
»Piast” i w swej dziatalnosci spoteczno-politycznej wystepuje w obronie
spraw polskiej wsi. Z ramienia tegoz Stronnictwa w 1930 r. zostaje wy-
brany do Senatu Rzeczypospolitej.

Praca naukowa Marchlewskiego w latach miedzywojennych nie ma
juz tego rozmachu i entuzjazmu z jakim sie jej oddawat do | wojny $Swia-
towej. Powraca wprawdzie jeszcze raz po kilkudziesiecioletniej przerwie
do chemii cukréw i witasnosci widm réznych zwigzkéw organicznych, ale
choroby i zajecia spoteczne utrudniajg mu petne rozwiniecie tych badan.
Przez caly czas swojej dziatalnosci naukowo-dydaktycznej prof. Mar-
chlewski byt Scisle zwigzany z mitodzieza. Byt jej oddany, kochat jg, choé
byt wymagajgcy. W wysitkach dydaktycznych sam sie nie oszczedzat,
cenit tylko prace rzetelng, patriotyzm i szanowat ideaty miodziezy. Jakze
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charakterystyczne sg ponizsze stowa profesora Marchlewskiego, ktére
jako rektor skierowat do miodziezy podczas inauguracji 563 roku akade-
mickiego w Uniwersytecie Jagielloriskim:

»,Ludzko$¢ w rozwoju swym przechodzi rézne fazy, czesto jest w upad-
ku, jednak tylko po to, aby wznie$¢ sie na wyzyny jeszcze wznioSlejsze.
Zeby jej to utatwié potrzeba nam hartu naszych Tatr, ukochania tradycji
wzgorza Wawelu, zrozumienia nauki Kopca Kosciuszki, ofiarnej i nie-
ugietej pracy wsroéd tych czcigodnych muréw”.
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Peptides, Proceedings of the Sixth European Peptide Symposium, Athens, red L. Zervas,
Perganon Press 1966, str. XVI + 336

Ksigzka zawiera referaty wygtoszone w czasie széstego Europejskiego Sympo-
zjum Peptydowego, ktére miato miejsce w Atenach w sierpniu 1963 r. Poczawszy
od roku 1958 sympozja na ten temat odbywaly sie corocznie i stawiaty sobie do-
tychczas za gtdwny cel omawianie metod syntezy peptydéw. Szdste Sympozjum
obejmowato nie tylko problemy syntezy i degradacji peptydéw, ale rdwniez zagad-
nienia zwigzane z badaniem w#asnos$ci chemicznych i fizycznych peptydéw oraz
ich funkcji biologicznych. 46 wygtoszonych referatow umieszczono w ksigzce w pet-
nym brzmieniu z wyjatkiem trzech, opublikowanych wcze$niej. Sympozjum obej-
mowato 7 sekcji. Sekcja | dotyczyta syntezy peptydéw (16 referatow). Przedstawio-
no w nich wyniki badan nad doborem odpowiednich zwigzkéw maskujgcych grupy
-NH2 -COOH i inne funkcyjne grupy bocznych tancuchdw w reakcjach syntezy.
Omoéwiono stosowanie grupy ftalylowej do ochrony ugrupowania 8-NH2 ornityny,
uzywanie reszty etylokarbamylowej do blokowania grup -SH i reszty chlorobenzy-
lowej do maskowania grup -OH seryny. Podkreslano réwniez korzys$ci stosowania
grupy o-nitrofenylosulfonowej oraz metoksylowych pochodnych benzhydrylowych
do blokowania grup -NH2 i -SH. W zwigzku z procesem kondensacji rozwazano
mechanizmy wielu reakcji i dyskutowano sprawe wiasciwego doboru katalizatorow
oraz innych warunkéw reakcji pozwalajacych na wyeliminowanie réwnoczesnego
tworzenia produktéw ubocznych. Przedstawiono badania nad redukcjg tosylamino-
kwaséw i tosylpeptydéw w ciektym amoniaku, nad redukcjg pochodnych nitroar-
gininy oraz poréwnawczym rozpadem acidolitycznym ugrupowan karbobenzoksy
réznigcych sie charakterem podstawnikéw w pierécieniu. W referatach tej sekcji
omoéwono takze otrzymywanie peptydéw za pomocg enzyméw proteolitycznych, syn-
teze tych zwigzkéw bez izolowania produktéw posrednich oraz problem cyklizacji
szczeg6lnie w odniesieniu do peptydéw tioeterowych. W sekcji Il zajmujacej sie
zjawiskiem racemizacji (4 referaty) omawiano wptyw rozmaitych czynnikéw na
przebieg tego procesu, stawiano wnioski odnos$nie mechanizmu reakcji oraz opisano
zastosowanie chromatografii gazowej jako techniki polecanej przy badaniu racemi-
zacji. Tematem sekcji Il byta degradacja tancuchéw peptydowych (5 referatéw).
Przedstawiono tu zaréwno ogélny postep w dziedzinie selektywnych nieenzyma-
tycznych i enzymatycznych metod rozktadu polipeptydéw, jak tez sposoby swoistego
rozbijania pewnych okre$lonych typéw wigzan. Nalezg tu badania nad zastosowa-
niem N-sukcynylo-imidu do rozktadania wigzan peptydowych zawierajagcych histy-
dyne oraz nad ozonowym utlenianiem reszt tryptofanowych i cysternowych. Przed-
stawiono réwniez proponowany mechanizm reakcji N-etylomaleilo-imidu z cysteing.
Sekcja 1V dotyczyta syntezy naturalnych peptydéw i analogéw, ich struktury i ak-
tywnosci biologicznej. W 10 referatach tej sekcji zebrano wyniki badan nad zalez-
noscig funkcji biologicznej od struktury chemicznej pewnych analogéw oksytocyny,
bradykininy, angiotensyny, zwigzkéw serii eniatyny oraz estré6w acetylo-dwupepty-
déw zawierajagcych melfalan. Przedstawiono takze strukture pewnych maturalnych
peptydolipidéw i peptydoglikolipidéw. Synteza i witasnos$ci specjalnych peptydéw by-
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ty tematem V sekcji. W 3 referatach omoéwiono synteze i polimeryzacje peptydéw
zbudowanych z lizyny i kwasu glutaminowego jako modelowych zwigzkéw stu-
zacych do badania konformacji tancuchéw peptydowych, podano synteze fragmen-
tu 1—20 tancucha rybonukleazy i cyklicznej czesci czasteczki insuliny. Sekcja VI
obejmowata 5 referatow traktujacych o syntezie i wtlasnosciach peptydow zawie-
rajgcych rzadkie aminokwasy jak np. a-metyloalanine i kwas a, a'-mesodwuamino-
pimelinowy. Przedstawiono tu réwniez metody syntezy O-peptydéw tyrozyny, se-
ryny i treoniny oraz strukturalne badania nad naturalnymi depsypeptydami z uw-
zglednieniem sposobéw ich cyklizacji, warunkéw reakcji i tworzacych sie produk-
tébw. Sekcja VII dotyczyta chemicznych i fizycznych wiasnoséci peptydéw (3 refe-
raty). Omowiono zastosowanie chromatografii gazowej w chemii aminokwasow i pep-
tydoéw, szczegdlnie przy badaniu racemizacji i sekwencji, wyznaczanie wielkosci
i ksztattu czagsteczek peptydéw z zastosowaniem dyfuzji przez membrany oraz opi-
sano metody rozdziatu przeciwpradowego polecanego do rozdzielania mieszanin fosfo-
rylowanych peptydéw.

Ksigzka ma przede wszystkim powazne znaczenie dla chemikéw organikéw
i biochemikéw zajmujacych sie synteza peptydow, ale zawiera réwniez cenne in-
formacje z metodyki badan strukturalnych zwigzkéw peptydowych. Trzyletni okres
wydawniczy przyczynit sie wprawdzie do nadania ksigzce pieknej szaty graficznej
ale niestety umniejszyt znacznie aktualno$¢ przedstawionych zagadnien.

Maria Sarnecka-Keller

Cyclitols and Phasphoinositides
Proceedings of the 2-nd Meeting of the Federation of European Biochemical Societies,
Vienna, 21—24 April 1965. Volume 2 Edited by H. Kindi. Perganon Press 1966, 80 stron,
Cena 0s.

Recenzowana ksigzka zawiera materiaty kolokwium pod tym samym tytutem
zorganizowanego przez H. Kindla w ramach Il Zjazdu FEBS w Wiedniu w r. 1965.
Pomimo wielkiego postepu chemii i biochemii cyklitoli w ostatnim ¢éwieréwieczu,
zagadnienia biosyntezy i roli biologicznej tych zwigzkéw nadal zwracajg uwage
badaczy wielu os$rodkéw. Kolokwium wiedenskie byto konfrontacjg badan réznych
pracowni nad zblizonymi problemami i podsumowaniem osiggnietych wynikéw.

Redaktor recenzowanego tomu i organizator kolokwium podzielit cato$¢ ma-
teriatu na cze$¢ poswiecong biosyntezie mezo-iinozytolu i innych cyklitoli oraz na
cze$¢ omawiajagcg wystepowanie, funkcje, biosynteze i przemiany fosfoinozytydéw.

Biosyntezie cyklitoli poSwiecone sg trzy prace: F. Eisenberga Jr o biosynte-
zie mezo-ioozytolu w organizmach ssakéw, H. Kindla o badaniach nad biosynte-
zg tego samego zwigzku w mikroorganizmach i ro$linach wyzszych oraz O. H off -
manna-Ostenhofa o biosyntezie cyklitoli innych niz mezo-inozytol. Wyniki
tych prac potwierdzajg sugestie Maquenne’a z r. 1900, ze naturalnym substra-
tem biosyntezy cyklitoli jest glukoza oraz pozwalajg przyja¢é wspdélny mechanizm
tej syntezy we wszystkich badanych organizmach. Mezo-inozytol powstaje z glu-
kozy przez glukozo-6-fosforan, 5-keto-glukozo-6-fosforan raezo-inozozo-6-fosforan
i 1-fosforan mezo-inozytolu. Eisenberg i Kindl pracujagc na roznym materiale
i odmiennymi metodami otrzymali preparaty enzymatyczne kierujagce poszczeg6lnymi
etapami tego ciggu biosyntetycznego. Hoffmann-Ostenhof wykazal, ze droga
ta jest rdwniez wykorzystywana w przyrodzie do syntezy innych cyklitoli. Jedynym



[3] RECENZJE 301

cukrem wstepujgcym w ten cigg jest glukoza, a scylitol, pinitol, guebrachitol i inne
cyklitole powstajg w wyniku przeksztatcen mezo-inozytolu lub potgczenia Scisle
z nim spokrewnionego np. mezo-inozozy.

Autor obszernej monografii o cyklitolach, recenzowanej juz na tamach Postepdéw
Biochemii, Th. Posternak zamie$cit prace o antagonistach inozytolu. Stojac na
stanowisku, ze Mez0-inozytol petni w organizmach rosdlinnych role czynnika wzrosto-
wego autor badat mechanizm tej czynnoéci biologicznej obserwujac zmiany morfo-
logiczne i biochemiczne powstajagce pod wptywem analogéw inozytolu o dziataniu
inhibitoré6w. Badania te prowadzg do wniosku, ze czynno$¢ biologiczna inozytolu
polega na jego wptywie na budowe bton komoérkowych wywieranym za posred-
nictwem RNA.

Cze$¢ tomu poswiecona fosfoinozytydom sktada sie z czterech prac. S to arty-
kuty C. E. Ballou i Y. C, Lee o fosfoinozytydach mycobacterii, J. N. Hawt-
horne’a i R. H. . Miche 11a o dwu- i trojfosfoinozytydach w tkankach innych
niz uktad nerwowy, R. M. C. Dawsona o metabolizmie i funkcji polifosfoinozy-
tydow w uktadzie nerwowym oraz praca R. J. Rossitera i F. B. Palmera
0 biosyntezie fosfoinozytydow w mézgu. Badania Ballou i Lee wykazaly daleko
idgcg odmienno$¢ budowy fosfoinozytydéw bakteryjnych od dobrze zbadanych po-
chodnych mezo-inozytolu tkanek ssakéw. Podstawa struktury fosfoinozytydéw
mycobacterii s3 mannozydy raezo-inozytolu, zawierajagce od jednej do pieciu reszt
D-mannozy na jedng czasteczke cyklitolu i jedng reszte fosfatydylowa. Natomiast
badane przez Hawthorne’a i Michella fosfoinozytydy watroby i innych
tkanek nie réznig sie od zwigzkéw wyodrebnianych z mézgu. Podstawa ich struk-
tury jest fosfatydylo-mezo-inozytol, ktéry moze by¢ estryfikowany jeszcze jedna
lub dwoma resztami fosforanowymi. Zaréwno badania Dawsona jak i Rossi-
tera i Palmera wykazaty, ze w tkance nerwowej fosforylacje te zachodzg
stopniowo i kosztem ATP. W biosyntezie tych fosfoinozytydéw bierze udziat CDP-
dwugliceryd. Zwiazki te znajdujg sie w tkance nerwowej w postaci kompleksow
z biatkami i prawdopodobnie ich rola polega na regulowaniu réwnowagi jonowej.

O ile wydaje sie, ze nie mozna sie spodziewaé, aby dalsze prace nad strukturg
1 biosynteza cyklitoli zmienity nasze poglady w tej dziedzinie i kolokwium wie-
denskie byto jakby zamknieciem pewnego etapu badan, to problemy zwiazane
z fosfoinozytydami zostaty tam tylko zasygnalizowane. Cztery prace z czterech po-
waznych o$rodkéw zwracajg uwage na te mato zbadang grupe zwigzkéw o duzej
aktywnos$ci metabolicznej. Zrozumienie roli biologicznej tych potgczen moze rzucié
nowe Swiatto na wiele dotad niejasnych proceséw fizjologicznych.

Stanistaw Lewak

Biosynthesis of Aromatic Conpounds
Proceedings of the 2-nd Meeting of the Federation of European Biochemical Societies,
Vienna 21—24 April 1965. Edited by G. Billek. Preganon Press, Oxford 1966. X + 142 stron
Cena Ds.

Trzeci tom materiatdbw drugiego Zjazdu FEBS w Wiedniu w r. 1965 zawiera
wiekszo$¢ referatow wygtoszonych w ramach kolokwium na temat biosyntezy zwiagz-
kéw aromatycznych, zorganizowanego przez G. Billeka. Tom skfada sie z trzy-
nastu artykutdw omawiajgcych rézne aspekty zasadniczej tematyki kolokwium i sta-
nowigcych badz prace przegladowe posSwiecone konkretnej drodze metabolicznej
lub konkretnej grupie zwigzkéw, badz tez obszerne doniesienia z prac witasnych
autora.
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Powstawanie niemal kazdego naturalnego zwigzku aromatycznego mozna Spro-
wadzi¢ do szlaku wiodgcego przez kwasy: szikimowy, chorizmowy i prefenowy lub
tez do cyklizacji tancucha poliketydowego utworzonego w wyniku kondensacji ace-
tyl6- lub malonylo-koenzymu A. O ile pierwsza z tych drég jest dos¢ dobrze zbadana
i powszechnie przyjeta, to druga, aczkolwiek istnieja dowody jej przebiegu w po-
staci licznych doswiadczen ze znakowanymi prekursorami, ciggle czeka na udoku-
mentowanie w postaci wykrycia w materiale biologicznym produktow posrednich
i enzymow katalizujagcych poszczeg6lne jej etapy. Hipotezy i problemy zwigzane
z powstawaniem uktadéw aromatycznych wywodzacych sie z jednostek dwuweglo-
wych sa przedmiotem pierwszego artykutu recenzowanego tomu napisanego przez
A. J. Bircha, autora wiekszo$ci prac pozwalajacych na przyjecie tej drogi bio-
syntetycznej.

Nastepna praca, rowniez o charakterze przeglagdowym, poswiecona jest bhiosyn-
tezie grupy zwigzkéw powstajgcych wytgcznie w wyniku przeksztatcen kwaséw
fenylopropanowych, ktére sg syntetyzowane na drodze ,kwasu sizikimowego”. Arty-
kut S. A. Browna o biosyntezie kumaryn omawia cato$¢ zagadnienia na tle
wynikéw wtasnych badan.

Biosynteza flawonoidéw, zwigzkéw, w ktérych powstawaniu biorg udziatl oba
gtowne szlaki biosyntetyczne, jest przedmiotem prac prowadzonych od szeregu lat
w pracowni H. Griesebacha. Artykut jego, umieszczony w recenzowanym tomie,
przedstawia catoksztatt zagadnienia uwypuklajgc ostatnie osiggniecia i problemy
dotad niewyjasnione. W podobny do flawonoidéw spos6b przebiega biosynteza innej
grupy zwigzkéw — stilbenéw roslinnych, o ktéorych w kolejnej pracy piszag G. Billek
i A.Schimpl

M. H. Zenk jest odkrywcg biosyntezy pochodnych kwasu benzoesowego w wy-
niku RB-oksydacji uktadéw C6+3 Referat przedstawiony w Wiedniu omawia wszystkie
znane sposoby powstawania zwigzkéw C6+1 ich wystepowanie i hipotezy dotyczace
mechanizmu przemian.

Nastepne cztery artykuty noszg charakter prac doswiadczalnych, tematycznie
zwigzanych z Kolokwium. Sg to prace C. Ralledge’a o biosyntezie kwasu sali-
cylowego w Mycobacterium smegmatis, K. Kratzla i J. Okaba o wbudowy-
waniu kwasu p-hydroksybenzoesowego do ligniny, E. Lederera i wsp6tpracow-
nikéw na temat pochodzenia grupy metylowej uktadu naftochinonowego witaminy
K2 syntetyzowanej przez Mycobacterium phlei oraz praca K. Schuberta o aro-
matyzacji steroidow przez mikroorganizmy.

Drugg cze$¢ recenzowanego tomu, zawierajgcg cze$¢ referatbw wygtoszonych
w drugim dniu Kolokwium otwiera stosunkowo obszerny przegladowy artykut
K. Mothesa o powstawaniu uktadéw aromatycznych w alkaloidach. Autor pod-
kresla wezlowag pozycje kwasu chicrizmowego. Zwraca uwage na fakt powstawania
tych samych uktadéw, a nawet tych samych zwigzkéw na odmiennych drogach
w réznych organizmach roslinnych jak réwniez na genetyczne uwarunkowanie po-
szczegblnych etapdw biosyntezy.

Rowniez biosyntezie alkaloidéw posSwiecona jest, kolejna w tomie, praca
A. R. Battersby o wbudowywaniu aromatycznych prekursoré6w do alkaloidéw
aporfirynowych. Na koricu zbioru materiatéw Kolokwium wiedenskiego umieszczono
prace A. C. Neisha i wspdtpracownikéw o biosyntezie glikozydéw cyjanogennych
oraz E. W. Underhilla i L. R. Wattera o biosyntezie glikozydéw gorczycy.

Przedstawione na Kolokwium prace pozwalajg na stwierdzenie, ze poza podo-
bieAstwem struktury badanych zwigzkéw i wspolnym przebiegiem wielu etapow
biosyntezy, zblizone sa réwniez i problemy, na ktére natrafiaja wszyscy pracujacy
nad biosyntezg uktadow aromatycznych. Olbrzymi postep osiggniety w tej dziedzinie
w ostatnim dziesiecioleciu zawdzieczamy przede wszystkim stosowaniu techniki izo-
topowej. Stad tez dobrze poznane sg prekursory i produkty posrednie biosyntezy,
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natomiast niemal catkowicie brak jest danych o systemach enzymatycznych katali-
zujacych poszczeg6lne reakcje. Jedynym wyjatkiem sa tutaj etapy szlaku przez
kwas szikimowy, ale droga ta zostata po raz pierwszy zbadana na materiale mikro-
biologicznym gdzie mozna byto stosowaé¢ technike mutantéw i blokéw metabolicz-
nych. Na konieczno$¢ badan enzymologicznych, ktére pozwolityby wyjasni¢ mecha-
nizm wielu przemian zwracajag uwage, miedzy innymi, Birch, i Mothes. RoOw-
niez Griesebach pragnie w ten sposéb wyjasni¢ przebieg aktywacji jednostek
fenylopropanowych wiaczanych do czasteczek flawonoidéw, a Zenk chciatby na
tej drodze uzyskaé potwierdzenie swych hipotez.

Recenzowany tom, podobnie jak wszystkie wydawnictwa Pergamon Press
wydany jest bardzo starannie. Nalezy wyrazi¢ zal, ze ukazuje sie dopiero w poéttora
roku po Zjezdzie. Przy tak diugim cyklu produkcji moznaby spodziewac sie staran-
niejszego opracowania korektorskiego (zauwazone istotne btedy literowe na str. 45
i 97—98).

St. Lewak
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Komunikaty sekcji fotobiologicznej PTBioch.

Konferencja fotobiologiczna w Krakowie

W dniach 10 i 11 maja 1966 r. odbyta sie w Krakowie pierwsza naukowa kon-
ferencja sekcji fotobiologicznej Polskiego Towarzystwa Biochemicznego. Organiza-
torem konferencji byt prof. J. Zurzycki. Na konferencji wygtoszono 25— 15-minu-
towych referatow przedstawiajacych wyniki prac naukowych wykonanych w Kkraju
w ostatnim okresie czasu w zakresie podstawowej fotochemii, fotochemii kwasow
nukleinowych, fizycznych proceséw lezacych u podstaw fotosyntezy, fotofizjologii
roslin i zwierzat oraz chemiluminiscencji. Po kazdym referacie 5 minut czasu prze-
znaczone byto na dyskusje, przy czym w przypadku komunikatow o tematyce zbli-
zonej dyskusje przeprowadzono tacznie nad kilkoma referatami. W programie Kon-
ferencji znajdowato sie rowniez zwiedzenie Katedry Fizjologii Zwierzat U.J. oraz
Katedry Fizjologii Ros$lin U.J.

Wygtoszono nastepujace referaty:

z Warszawy: K. L. Wierzchowski — Uwagi ogdlne na temat mechanizmoéw fotoche-
micznych uszkodzen aparatu genetycznego komdrek bakteryjnych przez promienio-
wanie nadfioletowe. Z. Tramer — Badania nad fotodimeryzacjg reszt 2,4-dwu-
ketopirymidyn w polinukleotydach. M. Fikus — Fotochemia 5-halogenouracyli.
E. Sztumpf-Kulikowska — Fotochemia kwaséw orotowych. J. Maruchin, inz. S. Gra-
biec— Chemiluminescencja w reakcjach enzymatycznych. A. Bylina — Fotoizome-
ryzacja cis-trans i stany tripletowe stylbenu. B. Pakuta — Wyznaczanie statych
dysocjacji kwasowej wolnych rodnikéw ketylowych metodg fotolizy btyskowej.
K. Rotkiewicz — Polarno$¢ czasteczek aminoantracenéw w pierwszym wzbudzonym
stanie singletowym. A. Grabowska — R6wnowagi kwasowo-zasadowe azotowych
heterocykli w stanie tripletowym.

Z Krakowa: T. Ruebenbauer — Wptyw Swiatta na tworzenie sie chlorofilu w korze-
niach marchwi. J. Zurzycki — Badania nad kontrakcjg izolowanych chloroplastow.
A. Zurzycka — Fotomorfozy u grzybéw. L. Rakoczy — Antagonistyczne dziatanie
Swiatta w procesie owocowania $luzowca Physarum nudum. S. Wieckowski — Foto-
synteza mtodych lisci fasoli. W. Starzecki — Problem adaptacji Swietlnej w strukturze
i funkcji liscia. J. Surowiak — Wplyw napromieniania ultrafioletem myszy biatych
w ich rozwoju postembrionalnym na spermate i spermiogeneze. J. Surowiak, S. Tilg-
ner — Zachowanie sie kwasnej fosfatazy w niektérych gruczotach dokrewnych myszy
poddanych silnemu szokowi $wietlnemu. H. Lach — Przebieg cyklu piciowego u myszy
napromienianych ré6znymi zakresami i dawkami UV. R. Pado — Fotosynteza u Para-
mecium bursaria.

Z Torunia: D. Frackowiak — Wtasnosci chlorofilidow w adsorbentach i roztworach
statych. Z. Kojro — Widma polaryzacji fluorescencji chlorofilidéw a i b.

Z Lublina: K. Matusiak, A. Krzywicka, T. Jaroszynska — Stymulujagcy wplyw Swiatta
na antybiotyczne dziatanie wyciggéw z Chlorella..

Z Szczecina: J. Stawinski, L. Stawinska — Chemiluminescencja zwigzkéw fenolowych
w uktadach biologicznych.
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Z Poznania: J. Koziot — Badania nad strukturalnymi witasnosciami flawin w roz-
puszczalnikach organicznych.
Z Wroctawia: B. Kamyk — Zmiany w rytmie dobowym odczynowosci acidofili krwi
obwodowej myszy po silnych dawkach promieniowania UV i rtg.

Nastepna Konferencja sekcji odbedzie si¢ wiosng 1967 roku w Poznaniu na za-
proszenie doc. D. Frackowiak.

Komunikat o V Miedzynarodowym Kongresie Fotobiologicznym

W dniach 26 do 31 sierpnia 1968 w Dartmouth College, Hanover, stan New
Hampshire, USA obradowaé bedzie V Miedzynarodowy Kongres Fotobiologiczny,
zorganizowany przez Komitet Fotobiologiczny USA pod auspicjami Miedzynarodo-
wego Komitetu Fotobiologicznego (CIP) i Narodowej Akademii Nauk USA. Tema-
tyka kongresu objete bedg przede wszystkim nastepujgce zagadnienia:

fotochemia podstawowa

fotodynamiczne dziatanie promieniowania
fotosynteza

bioluminescencja

fotochemia zwigzkéw wielkoczgsteczkowych
fotodermatologia

fotomorfologia

widzenie

fotoperiodyzm

aparatura i widma dziatania

mechanizmy usuwania uszkodzen fotochemicznych.

Dalsze informacje mozna otrzymac¢ korespondencyjnie od sekretarza generalnego
kongresu dr S. A. Gordona, adresujgc listy:

Dr S. A. Gordon, Secretary-General, Fifth International Photobiology Con-
gress, Argonne National Laboratory — 202, Argonne, Illinois, 60439, USA.
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