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IN FO R M A C JA  DLA AUTORÓW

P o stęp y  B io ch em ii  p u b lik u ją  a r ty k u ły  re fe ra to w e  ze w szystk ich  
dziedzin b iochem ii n ie  d ru k o w an e  w  in n y ch  czasopism ach . A rty k u ły  
d ru k o w an e  w  P ostępach  B io ch em ii n ie  m ogą być bez zgody R ed ak c ji 
p u b lik o w an e  w  in n y ch  czasopism ach . A rty k u ły  są  h o n o ro w an e  w g u s ta 
lonych  staw ek . A u to rzy  o trzy m u ją  b ezp ła tn ie  25 o d b itek  p racy ; ż ą d a 
n ie  da lszych  o db itek  (p łatnych) należy  zgłosić p isem n ie  n ad sy ła jąc  
p racę . A u to ra  obow iązu je  k o re k ta  au to rsk a . K oszty  zm ian  te k s tu  w  k o 
rekcie , poza p o p raw k am i b łędów  d ru k a rsk ic h  ponosi au to r.

R ed ak c ja  zastrzega  sob ie  m ożność w pro w ad zen ia  sk ró tó w  i p o p ro - 
w ek  n ie  w p ły w a jący ch  n a  tre ść  p racy .
F orm a m a szyn o p isu . M aszynopis p racy  i w sze lk ie  za łączn ik i należy  
nadsy łać  w  d w u  egzem plarzach . M aszynopis p ow in ien  być n ap isan y  
jed n o s tro n n ie , z po d w ó jn ą  in te r lin ią , z m arg in esem  ok. 4 cm po lew ej 
i ok. 1 cm po p raw e j s tro n ie  o raz  z n u m e ra c ją  s tron . N a p ie rw sze j 
s tro n ie  należy  zam ieścić  ty lk o : im iona  (w pe łn y m  b rzm ien iu ) i n a 
zw iska  au to rów , ich  sto p n ie  i ty tu ły  n au k o w e  w raz  z n azw am i p laców ek  
naukow ych , ty tu ł p racy  w  języ k u  po lsk im  i ang ie lsk im  o raz  om ów ie
n ie  te m a tu  p racy  w  języ k u  ang ie lsk im  (najw yżej 5 w ierszy  m aszy n o 
p isu  ).

R ozdziały  w  tek śc ie  należy  oznaczyć n u m e ra c ją  rzy m sk ą  a pod ro z
d z ia ły — a rab sk ą . T y tu ły  n ie  w ydzie lone  z te k s tu  n ie  p o w inny  być n u 
m erow ane .

W  tek śc ie  n ie  na leży  zam ieszczać żadnych  tab lic , ry su n k ó w , sch e 
m a tó w  i w zorów . W żąd an y m  m ie jscu  należy  pozostaw ić w olny  w iersz  
i oznaczyć: T ab lica  1, R ys. 1, S ch em at 1 lu b  liczbą rzy m sk ą  w  n a w ia 
s i e — n u m er odpow iedniego  w zoru . W  tek śc ie  należy  odw ołać się do 
n u m e ra c ji w zoru  po słow nym  w ym ien ien iu  zw iązku , np .: kw as g lu ta 
m inow y (I).

P o w o łu jąc  się n a  l i te ra tu rę  należy  podać w  tekście , w  naw iasie , 
k o le jn y  n u m er pozycji w  sp is ie  l i te ra tu ry .
Z a łą czn ik i do te k s tu .  K ażdy  za łączn ik  należy  dołączyć n a  oddzielnej 
k artce , o p a trzo n y  k o le jn y m  n u m erem  od p o w iad a jący m  u ży tem u  w  te k ś 
cie np. T ab lica  1, W zór I, R ys. 1 lu b  S ch em at 1. F o to g ra fie  i w y k resy  
należy  oznaczyć ja k o  ry su n k i. W szystk ie  za łączn ik i na leży  oznaczyć 
u góry  nazw isk iem  a u to ra  i początkow ym i w y razam i ty tu łu  p racy .

T ab lica  p o w in n a  zaw ierać  n ag łów ek  op isu jący  je j treść , je j r u b r y 
k i p o w in n y  być zaopa trzone  w  o d p ow iedn i ty tu ł.

P odp isy  i o b ja śn ien ia  pod ry su n k a m i i sch em atam i p o w inny  być 
do łączone n a  oddzie lnej k a rtc e . O znaczenia , k tó ry ch  n ie  m ożna nap isać  
n a  m aszy n ie  należy  w y raźn ie  nan ieść  czarn y m  tuszem . W fo to g ra fiach  
i w y k re sach  należy  oznaczyć „gó rę” i „dó ł” .
L itera tu ra . W ykaz li te ra tu ry  należy  w yp isać  oddzieln ie, n a  o sta tn ich  
s tro n ach  m aszynop isu , w  a lfab e ty czn e j ko le jnośc i nazw isk  au to rów .
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K A Z IM IE R Z  LECH W IER ZC H O W SK I*

Fotochemiczne przemiany kwasów nukleinowych

Photochemistry of Nucleic Acids

C u rre n t s ta te  of p h o to ch em is try  of n a tu r a l  p y rim id in e s  an d  p y rim id in e  re s id u es  
in sy n th e tic  an d  n a tu ra l  p o ly nuc leo tides  is rev iew ed .

L etalne i m utagenne działanie prom ieniow ania nadfioletowego na 
drobnoustroje znane jest od szeregu dziesięcioleci i w ykorzystyw ane dla 
celów praktycznych  oraz jako narzędzie badań genetycznych nad pro
cesami m utacyjnym i (32, 89, 171). Dopiero jednak • poznanie roli gene
tycznej kwasów nukleinow ych i rozwój genetyki m olekularnej w ostat
nim  dziesięcioleciu, stw orzyły w arunki dla rozw oju badań nad foto
chem icznym i procesam i w yw oływ anym i przez prom ieniow anie nadfio
letow e (UV) w  aparacie genetycznym  kom órki oraz prób korelacji 
pom iędzy określonym i uszkodzeniam i fotochemicznym i elem entów jego 
budow y i uszkodzeniami, względnie m odyfikacjam i jego funkcji 
w komórce.

Badania nad fotochem ią elem entów budowy kwasów nukleinowych 
jak  i sam ych kwasów nukleinow ych, a zwłaszcza DNA doprowadziły 
do w ykrycia szeregu potencjalnie letalnych  lub m utagennych reakcji 
fotochem icznych zasad pirym idynow ych, szczególnie w rażliw ych na 
działanie prom ieniow ania nadfioletowego (zobacz artyku ły  przeglądowe 
21, 115, 122, 142).

Równolegle rozw ijające się prace nad poznaniem  dom niem anej roli 
genetycznej tych uszkodzeń in vivo  uwieńczone zostały sukcesem  o do
niosłym  znaczeniu dla badań nad m olekularnym i podstaw am i m utage- 
nezy. Udało się mianowicie wykazać, że fotochem iczna reakcja dim ery- 
zacji reszt tym iny  sąsiadujących ze sobą w łańcuchu polinukleotydow ym  
prowadzi do inaktyw acji transform ującego DNA (101, 106, 113) oraz 
do zaham owania syntezy DNA w kom órkach bak tery jnych  (101, 105, 
130). Jest to  pierwsza poznana na ¡poziomie m olekularnym  reakcja 
w yw ołująca letalne m utacje. Ostatnio okazało się, że (109, 111) również

* Doc., d r, Z ak ład  F izykochem ii B iologicznej, In s ty tu t B iochem ii i B iofizyk i 
PA N , W arszaw a.
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128 K. L. W IER ZC H O W SK I [2 ]

dim ery ćytozyny oraz m ieszane dim ery cytozyny i tym iny  spełniają 
podobną rolę.

Dwa powszechnie w ystępujące dziedziczne m echanizm y sam oobrony 
drobnoustrojów  przed skutkam i działania UV — fotoreaktyw acja i ciemna 
odporność na działanie nadfioletu — związane są z usuw aniem  dimerów 
z DNA. Fotoreaktyw acja (59) okazała się fotochem iczną reakcją enzy
m atyczną dysocjacji dimerów pirym idynow ych do m onomerów (95, 101,
102, 106). N atom iast odporność bakterii na działanie UV i innych czyn
ników m utagennych związana jest z istnieniem  enzym atycznego układu, 
k tóry  wycina z DNA powstałe d im ery w raz z fragm entem  łańcucha, 
a następnie zapełnia lukę przez syntezę tego fragm entu  DNA (17, 88,
101, 105, 106, 130).

Działanie m utagenne prom ieniow ania przypisuje się (83, 101} dwu 
innym  reakcjom : fotochemicznej hydratacji reszt cytozyny w DNA oraz 
cytozyny i u racylu  w RNA (wirusy zaw ierające w yłącznie RNA) i w tór
nej ciem nej deam inacji fo tohydratów  i dim erów cytozyny do odpo
wiednich pochodnych uracylu. Odszczepienie cząsteczki wody od foto- 
h y d ra tu  oraz fotodysocjacja dimerów uracylu  prowadzi ostatecznie do 
zastąpienia w DNA cytozyny przez uracyl, a więc do pow stania m utacji.

W tym  artyku le  czytelnik znajdzie przegląd reakcji fotochemicznych 
zasad pirym idynow ych oraz omówienie ich przebiegu w syntetycznych 
i na tu ra lnych  polinukleotydach. Natom iast badania nad związkiem po
m iędzy uszkodzeniam i fotochem icznym i kwasów nukleinow ych i ich 
funkcjam i genetycznym i omawia d r I. P ietrzykow ska w tym  samym 
num erze Postępów Biochemii.

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

W zględna skuteczność prom ieniow ania w funkcji długości fali w w y
woływ aniu inaktyw acji bakterii, w irusów  czy transform ującego DNA 
in vitro, tak zwane widma działania, pokryw ają się w bliskim  u ltrafio 
lecie z widm em  absorpcji kwasów nukleinow ych charakteryzującym  się 
szerokim  pojedynczym  pasm em  absorpcji w zakresie 300—230 m^i (89,
103, 115).

Tylko to prom ieniow anie w yw ołuje specyficzne przem iany fotoche
miczne, poddające się fo toreaktyw acji (89) i prak tycznie tylko jego 
działanie jest przedm iotem  badań om aw ianych w tym  artykule.

Bardziej krótkofalow e prom ieniow anie X ^  230 mji w yw ołuje w praw 
dzie podobne efekty  biologiczne, jednak procesy fotochemiczne leżące 
u podstaw  tych efektów różnią się zasadniczo od procesów indukowanych 
przez prom ieniow anie długofalowe. Zdolne do fotoreaktyw acji drobno
ustro je  po inaktyw acji prom ieniow aniem  230— 300 m[x tracą  tę cechę
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[3] FO TOCHEM IA K W A SÓ W  N U K LEIN O W Y C H 129

po działaniu prom ieniow ania krótkofalow ego (89). Prom ieniow anie to 
in icju je najpraw dopodobniej szereg rodnikow ych reakcji przebiegają
cych z udziałem  tlenu, jego działanie na kw asy nukleinowe jest więc 
zbliżone do działania prom ieniow ania jonizującego (21, 28, 98).

W zakresie 300—230 m^i z pośród elem entów budowy kwasów nuk le
inowych absorbują wyłącznie reszty purynow e i pirym idynow e (5). 
W w idm ach absorpcji wolnych zasad purynow ych adeniny i guaniny jak  
i ich N9 podstaw ionych pochodnych nukleozydow ych i nukleotydow ych 
wyróżnia się w tym  zakresie spektralnym  dwa pasma absorpcji związane 
z singletow ym i przejściam i Jt->Jt* (26, 35, 76, 127). Zasady pirym idynow e; 
tym ina, cytozyna i uracyl oraz ich Ni nukleozydy i nukleotydy posiadają ‘ 
w zasadzie tylko jedno pasmo absorpcji singletowej jt, j i * (26, 76, 127). 
Obecność w obu grupach pochodnych purynow ych i pirym idynow ych 
am ino- oraz keto-am ino podstaw ników powoduje, że w porów naniu 
z niepodstaw ionym i związkami m acierzystym i pasma absorpcji związane 
z singletow ym i przejściam i n->Jt* (uw arunkow anym i obecnością w olnych 
pa r elektronow ych na atom ach N i O), są przesunięte w k ierunku  fal 
krótszych i p rzykry te  znacznie silniejszym i pasm am i J t ,  j i * (26, 35, 67, 68, 
76, 127).

Badania właściwości em isyjnych, a zwłaszcza polaryzacji em isji 
fluorescencji obu grup pochodnych (22, 37, 67) sugerują, że najniższy 
wzbudzony poziom singletow y ma charak te r poziomu J t ,  Jt*. Em isja 
fosforescencji ma m iejsce ze stanów trip letow ych również o charakterze 
Jt, j t *  (27, 37, 54, 67, 117). Prostopadła do płaszczyzny cząsteczki po lary 
zacja m om entu przejścia trip le t-s ing le t związanego z em isją fosfore
scencji, w skazuje na mieszanie się stanów Jt, J t *  z prostopadle spolary
zowanymi stanam i n, J t* .  Obecność stanów  n, j i*  i ich położenie, zależne 
od w arunków  w jakich znajduje się cząsteczka, wpływa na procesy foto- 
fizyczne prowadzące do degradacji energii elektronow ej (27, 37, 67).

O bojętne cząsteczki adeniny i guaniny oraz ich nukleozydów i nu- 
kleotydów bardzo słabo fluoryzują w roztw orach wodnych w tem pera
turze pokojowej. W ydajności kw antow e fluorescencji są rzędu 10-2— 10-3 
(15, 68, 72). W tych  sam ych w arunkach om awiane pochodne p irym idy
nowe w  ogóle nie fluoryzują (15, 72). W ydajności kw antow e reakcji foto
chem icznych ($) dla pochodnych purynow ych są rzędu 10-4— 10-5 mola 
na einstein, a dla pochodnych pirym idynow ych rzędu 10-2 M/E (115,
116), zatem  u obu grup związków degradacja energii elektronow ej n a 
stępuje przede wszystkim  drogą nie fotochem icznych procesów bezpro- 
m ienistych, sprow adzających cząsteczki do stanu  podstawowego.

W pojedynczych łańcuchach polinukleotydow ych sąsiadujące ze sobą 
w prom ieniu oddziaływań van der W aalsa, reszty zasadowe łańcuchów  
bocznych ‘w ykazują w roztw orach w odnych w yraźną tendencję do 
warstw owego układania się, w w yniku czego polim er p rzy jm uje upo-
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130 K. L. W IER Z C H O W SK I [4]

rządkow aną konform ację. W dwułańcuchow yęh kom pleksach oprócz 
orientacji w arstw ow ej określone reszty  purynow e i pirym idynow e prze
ciw ległych łańcuchów łączą się w pary  w iązaniam i wodorowymi. W w y
niku w zajem nych oddziaływań właściwości optyczne reszt zasadowych 
w takich uporządkow anych s truk tu rach  są inne niż monomerów. W po
rów naniu  z sum ą ekstynkcji m ononukleotydów składowych, ekstynkcja 
długofalowego pasma absorpcji syntetycznych i na tu ra lnych  polinukleo- 
tydów  obniżona jest o 25—50°/o, natom iast położenie pasm absorpcyj
nych praktycznie nie ulega zmianie (5, 125, 136). Niezmieniona wielkość 
energii przejścia elektronow ego sugeruje słabe w zajem ne sprzężenie 
oscylatorów w sąsiadujących cząsteczkach. B rak dotychczas zadaw ala
jącej in te rp re tac ji efektu hypochromowego. Podejm ow ane były próby 
jego w yjaśnienia w oparciu o model ekscytonu zakładający oddziały
w anie podstawowego stanu  elektronow ego z wyżej leżącymi stanam i 
wzbudzonym i (31, 94, 137). O statnio B u 11 o u g h (19, 20) in te rp re tu je  
hypochrom izm  w ram ach klasycznej teorii w spółczynnika załam ania 
św iatła dla roztworów, w ykazując że wcześniejsze in te rp re tac je  mieszczą 
się w ram ach tej teorii jako jej pierwsze przybliżenie.

Badania em isji jedno i dw u-łańcuchow ych polinukleotydów  potw ier
dzają zmianę właściwości optycznych w budow anych w nie reszt pury - 
nowych i pirym idynow ych, w stosunku do wolnych zasad (8, 34, 36, 38, 
39, 52, 55, 56, 57, 90, 91, 92, 93). Szczególnie in teresujące są doświadczenia 
grupy pracow ników Bell Telephone Laboratories (38, 39, 52, 90, 91, 92, 
93) nad fluorescencją i fosforescencją homo- i hetero-dw unukleotydów  
oraz polinukleotydów  i DNA w m ieszaninie glikolu etylenowego i wody 
(1:1) w tem peratu rze 77°K. Em isja fluorescencji dw unukleotydów  cechu
jących się w arstw ow ym  ułożeniem  reszt zasadowych przesunięta jest 
zawsze długofalowo w stosunku do emisji m ieszaniny składow ych mono
nukleotydów . W skazuje to, że charak ter emisji dw unukleotydów  uw a
runkow any jest pow staw aniem  trw ałych  w stanie wzbudzonym  dimerów 
(ekscimerów) z sąsiadujących reszt purynow ych i pirym idynow ych. Ten 
sam  charak te r ma em isja fluorescencji polinukleotydów  jedno-łańcu- 
chowych i dwułańcuchowyęh, u dwułańcuchow ych jest ona jednak w ie
lokrotnie słabsza. Dwułańcuchowe syntetyczne polim ery poli rG :rC  i poli 
dG:dC praktycznie nie fluoryzują, ani nie fosforyzują. Em isja fluore
scencji DNA jest taka sam a jak  poli dAT co rów nież świadczy o silnym  
gaszeniu emisji wodorowo związanych par G:C.

W dw unukleotydach ApC i ApU położenie, kształt pasma i czas życia 
fosforescencji są takie same jak  u adenozyny. Ponieważ fluorescencją 
obu dw unukleotydów  (lecz nie m ieszanin składow ych m ononukleotydów) 
i stosunek wydajności kw antow ych fluorescencji i fosforescencji nie za
leżą, w obszarze absorpcji składow ych nukleotydów , od długości fali
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[5] FO TO CH EM IA K W A SÓ W  N U K L EIN O W Y C H 131

prom ieniow ania wzbudzającego, autorzy (52) dochodzą do wniosku, że 
energia w zbudzenia zlokalizowana jest głównie na reszcie adenylowej 
ekscim erów i część jej pojaw ia się w w yniku bezprom ienistego przejścia 
m iędzysystem owego w postaci fosforescencji w łaściwej adenozynie. 
W ten  sposób w dw unukleotydach energia zaabsorbowana przez reszty 
p irym idynow e przenoszona jest w stanie singletow ym  do reszty  adeny
lowej.

Do wprost przeciwnego wniosku doszli H e 1 e n e i wsp. (55, 56, 57) 
porów nując gaszenie fosforescencji różnych dw unukleotydów  oraz 
obserw ując czas życia em itującego stanu  tripletowego. Twierdzą oni, że 
przeniesienie energii wzbudzenia pomiędzy równolegle położonymi 
resztam i purynow ym i i pirym idynow ym i m a w praw dzie miejsce ale 
zachodzi ono m iędzy stanam i trip letow ym i cząsteczek oraz zawsze od 
p u ry n y  do pirym idyny. W yniki grupy Bell Telephone  w ydają się jednak 
lepiej udokum entow ane doświadczalnie.

W ędrówkę energii w zbudzenia w łańcuchach polinukleotydow ych 
w postaci zdelokalizowanego ekscytonu tripletow ego postulowano (8) na 
podstaw ie gaszenia fosforescencji poli A oraz DNA przez niewielkie 
ilości param agnetycznych kationów M n2+ i Fe3+ związanych z fosfora
now ym i resztam i polim eru. Ilościowe pom iary gaszenia fosforescencji 
reszt adeniny w poli A przez różne kationy param agnetyczne w funkcji 
ich stężenia, potw ierdziły to przypuszczenie ustalając zasięg wędrówki 
ekscytonu tripletow ego na około 100 reszt zasadowych (39). W kopoli
m erze poli A2U gaszenie występowało dopiero przy  stosunku kationów 
do reszt zasadowych bliskim  jedności. B rak m igracji energii w kopoli
m erze, w k tórym  reszty  adenylowe i urydylow e rozmieszczone są s ta ty 
stycznie wzdłuż łańcucha, w zestaw ieniu z postulow anym  przemieszcze
niem  energii w zbudzenia fosforescencji w ApU od U do A (52) sugerują, 
że reszty  uracylow e stanow ią bariery  dla wędrów ki ekscytonu trip le to 
wego reszt adeniny.

Fosforescencja natyw nego DNA obserwowana przy 77°K w szkliwach 
50%) glikolu etylenowego w wodzie (91, 92), lub 0,25— 0,5% roztworów 
glukozy w  wodzie (36) przypom ina czasem życia i położeniem  m aksi
m um  emisję fosforescencji dwułańcuchowego poli dAT lub tym iny, 
względnie jej anionu. Na tej podstaw ie oraz w oparciu o charak tery 
stykę em itującego stanu  tripletow ego przy pomocy techniki elektrono
wego rezonansu param agnetycznego R a h n  i wsp. (91, 92) doszli do 
wniosku, że em iterem  jest anion tym iny. Brak charakterystycznej emisji 
reszt adeniny w poli dAT (również w poli dAU) i w DNA oraz pojaw ie
nie się emisji anionu tym iny  przypisują oni przeniesieniu protonu ze 
wzbudzonej reszty  tym inow ej na związaną z nią wodorowo resztą ade
n iny  według schem atu:

—T—N3—H ... N3—A— —Te—N3... H—N®—A—
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Reszta adeniny podobnie jak protonow ana wolna adenina, trac i wów
czas zdolność do fosforescencji (15, 68, 72) natom iast pojawia się emisja 
anionu tym iny  (anionu uracylu  w poli rAU), k tó ry  w odróżnieniu od 
tym iny  obojętnej silnie fosforyzuje (67, 72, 90, 91). B rak em isji fosfo
rescencji par zasadowych G:C w DNA tłum aczy się pełnym  jej gasze
niem obserwowanym  również w syntetycznych dwułańcuchow ych poli
m erach poli dG:dC i rG :rC  (90, 91, 92, 93).

II. Typowe reakcje fotochemiczne elementów budowy kwasów nukleinowych

Ze względu na złożoną budowę kwasów nukleinow ych, w yjaśnienie 
charak te ru  fotochem icznych procesów inicjow anych w nich przez pro
m ieniow anie nadfioletow e uzależnione jest od postępu prac nad foto
chemicznym i właściwościami ich elem entów budowy.

P u ry n y  w porów naniu do pirym idyn cechują się znaczną odpornością 
na fotochem iczne działanie prom ieniow ania nadfioletowego. W ydajności 
kw antow e wynoszą dla fotolizy adeniny i guaniny odpowiednio 6*10~5 
i 2*10~5 M/E, a dla reakcji fotochem icznych zasad pirym idynow ych są 
około dwa rzędy wyższe (115, 116). Na podstaw ie dużej wrażliwości funkcji 
kwasów nukleinow ych in vivo  na działanie UV (58, 89, 101, 105, 106) za 
najbardziej praw dopodobną przyczynę biologicznych skutków  tego pro
m ieniow ania uznano fotochemiczne uszkodzenia pirym idyn.

Fotochem iczna reaktyw ność tym iny, u racy lu  i cytozyny związana jest 
z nienasyconym  wiązaniem  pomiędzy węglam i 5 i 6 pierścienia, skłonnym  
do różnego typu  nukleofilnych addycji w stanie podstaw owym  i w zbu
dzonym  cząsteczek. Pod tym  względem keto i keto-am ino podstawione 
pirym idyny przypom inają nienasycone łańcuchowe i cykliczne związki 
węglowe takie jak  a, (3-nienasycone ketony czy cykloalkeny 23).

Typowymi reakcjam i fotochem icznym i w roztw orach wodnych tak 
w olnych zasad jak  i polinukleotydów  są reakcje addycji wody oraz dime- 
ryżacji. Poza tym  fotoaddycji do w iązania C5 =  C6 ulegają cząsteczki alko
holi R.OH (48, 82, 116, 149, 151, 153), cysteiny (123), HCN (79) oraz ulega 
ono fotoredukcji w obecności BHJ (2, 24).

1. Tymina

Typową przem ianą fotochemiczną tym iny jest zaobserwowana po raz
pierw szy przez B e u k e r s ’a i B e r  e n d s’a (9, 10) w zam rożonych roz
tw orach wodnych fotochemicznie odw racalna reakcja dim eryzacji.

Cyklobutanow a s tru k tu ra  fotodim eru tym iny udowodniona została
(10, 166) m etodam i fizykochem icznym i oraz poprzez chemiczną odbu
dowę (12, 13). D im er tym iny może występować w czterech stereochem icz-
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nych postaciach (166). W szystkie te stereoizom ery zostały wyizolowane, 
a ich s tru k tu ra  pośrednio (156, 166), a w przypadku izom eru cis-syn 
bezpośrednio, udowodniona przez chemiczną odbudowę (12, 13).

Przebieg reakcji fotodim eryzacji tym iny  był przedm iotem  szeregu 
prac poświęconych wolnej zasadzie (9, 10, 11, 69, 104, 135, 147, 151, 153, 
159), jej N -m etylow anym  pochodnym  (69, 126, 151, 153, 159, 166), tym i
dynie i kwasowi tym idylow em u (147, 151, 153), dw unukleotydom  TpT, 
TpTp, TppT (30, 63, 64, 133, 146) oraz jedno-, dw u- i trójłańcuchow ym

hv HN NH

R=H, CH3 , ryboza, dezoksyryboza
S ch em at 1. O d w raca ln a  re a k c ja  d im ery zac ji ty m in y

NH CO

CO

I I , trans-syn

CO NH

NH CO

III, cis-anti

R ys. 1. Izom eryczne fo rm y  d im eru  ty m in y  (153, 166).

IV, trans-anti

polinukleotydom  poli-T, poli rT, poli dAT i poli A:2rT (30, 111, 140). 
D im eryzację reszt tym iny  w DNA in vitro oraz in vivo  stw ierdzono (10, 
143) nieom al równocześnie z jej odkryciem.

Fotochem iczna odwracalność fotodim eryzacji tym iny prowadzi do 
stanu  pozornej równowagi, zależnej od długości fali prom ieniow ania 
i wzajem nego usytuow ania cząsteczek tym iny  (lub jej pochodnej) w śro
dowisku. Pozorność równowagi jest skutkiem  ubocznych reakcji foto
chemicznych (1, 63, 86, 140, 154). Zależność jej od długości fali jest w y
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nikiem  zm ieniającego się w funkcji długości fali stosunku ekstynkcji 
pasm  absorpcyjnych m onom eru i dim eru. Tym ina na przykład, posiada 
długofalowe pasmo absorpcji o m aksim um  przy 264 miLi i ekstynkcji 
molowej 7890, natom iast odpowiednie pasmo dim eru wobec braku  sprzę
żonego układu wiązań podwójnych jest silnie przesunięte w k ierunku  fal 
krótszych (Amax <C 220 mu). W rezultacie ekstynkcja dim eru w m aksimum  
absorpcji m onom eru jest o około dwa rzędy niższa (104) i prom ieniowanie 
długofalowe przesuw a równowagę w k ierunku  dim eryzacji, a bardziej 
krótkofalow e — w k ierunku  fotodysocjacji. Na położenie równowagi foto
chemicznej przy danej długości fali wpływa również stosunek wydajności 
kw antow ych reakcji dysocjacji i dim eryzacji. Fotodysocjacja dimerów 
jako proces w ew nątrzcząsteczkow y nie zależy od stężenia dim eru i jej 
wydajność kw antow a (<l>~ 1) jest bliska teoretycznej, zarówno dla wol
nych dim erów w roztworze jak i w ew nątrznukleotydow ych dim erów 
w dw u- i polinukleotydach tym iny (30, 63, 104, 133, 135). W fazie stałej 
wydajność kw antow a dysocjacji dim erów tym iny  i 1,3-dw um etylotym iny 
jest około dw ukrotnie wyższa od teoretycznej (69), co w skazuje na m igra
cję energii wzbudzenia. Fotodim eryzacja natom iast, jako proces dwuczą- 
steczkowy jeśt silnie zależna od stężenia i czasu życia stanu  wzbudzonego 
oraz kontrolow ana stereochem icznie. W rozcieńczonych roztw orach wod
nych, 10-5— 10-2M, tym iny oraz jej N -podstaw ionych m onomerów w y
dajność kw antow a fotodim eryzacji zapewne jest bardzo niska (5>~10-3 
M/E) ponieważ równowaga fotochem iczna przesunięta jest praktycznie 
całkowicie na korzyść m onom eru, naw et dla najbardziej długofalowego 
prom ieniow ania absorbowanego przez m onom er (147, 157). Dopiero w sto
sunkowo stężonych roztw orach wodnych (0,1— 1,0M) 1,3-dwum eyloty- 
m iny udało się zaobserwować przesunięcie równowagi w stronę dim ery
zacji odpowiadającej 5— 15°/o zaw artości dim eru (157).

W zam rożonych roztw orach w odnych tym ina w ystępuje w postaci m i- 
krokryształów  (48, 49, 152) m onohydratu tym iny, w  k tórych cząsteczki ty 
m iny upakow ane są równolegle swym i płaszczyznam i i zorientow ane 
w sposób sprzyjający pow staniu dim eru o konfiguracji cis-syn  (49, 152, 
153). W tych  w arunkach  oszacowana wydajność kw antow a dim eryzacji 
jest bliska teoretycznej w artości ($ =  2). Równowaga fotochemiczna re 
akcji dzięki wysokiej w artości $  przesunięta jest naw et dla stosunkowo 
kró tk ich  fal 253,7 m^ powyżej 50°/o na korzyść dim eru (120, 135, 151). 
Podobnie przebiegają procesy fotochem iczne w kryształach  1- i 1,3- 
-dw um etylotym iny. Budowa tych kryształów  zależna w dużej m ierze od 
tendencji cząsteczek do układania się równolegle płaszczyznam i determ i
nuje  zarówno stereochem iczną budowę fotoproduktu  jak  i w ysoką w y
dajność kw antow ą dim eryzacji (69, 126, 159).

W zajemne usytuow anie reszt tym iny  w oligonukleotydach i jednołań- 
cuchowych polinukleotydach można traktow ać jako pośrednie pomiędzy
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stężonym  roztw orem  wolnej zasady, w którym  obserw uje się już tenden
cję do w arstw ow ej asocjacji (141), a fazą krystaliczną. Bliskie sąsiedztwo 
(rzędu 3,5 A) reszt tym iny  wzdłuż łańcucha polim eru sprzyja ich w arstw o
wej asocjacji pod wpływem  sił hydrofobow ych (38, 118), przy zachowaniu 
ograniczonej swobody wzajem nej orientacji poprzez obrót wokoło wiąza
nia nukleozydowego. W rezultacie w wodnych roztw orach dw unukleoty- 
dów i jednołańcuchow ych polinukleotydów  tym iny obserw uje się w yraź-

TpT
i hv hv

TpT TpT'
|/n>

TpT4

TpT3

S ch e m a t 2. R eak c je  fo tochem iczne  d w u n u k leo ty d ó w  ty m in y

R ys. 2. Z an ik  [32P ]-T p T  i p o w staw an ie  fo to p ro d u k tó w  w  fu n k c ji d aw k i p ro m ien io 
w an ia  254 m u. N atężen ie  w iązk i 0.3 <m*E*c m - ^ m i n - 1, ro z tw ó r w odny  (63).

nie w ew nątrzcząsteczkow ą fotodim eryzację reszt tym iny  prowadzącą 
do pow stania przynajm niej dwu różnych stereoizom erycznych dimerów 
i przebiegającą z początkową w ydajnością kw antow ą $ ~ 1 0 ~ 2 M/E.

Szczególnie dokładnie opracow any został przebieg procesów fotoche
m icznych w dw unukleotydach tym iny. Zastosowanie chrom atograficzne
go rozdziału i ilościowego oznaczania poszczególnych fotoproduktów  zna
czonych 32P (63) pozwoliło określić praw dopodobieństwa powstawania pod-
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staw ow ych stereoizom erów dim eru dw unukleotydu oraz uwzględnić 
uboczne procesy fotochemiczne. W oparciu o krzyw e (rysunek 2) n a rasta 
nia poszczególnych fotoproduktów  w czasie naśw ietlania roztw oru pro
m ieniow aniem  253,7 m u  zaproponowano schem at reakcji (schemat 2). 
W ewnątrzcząsteczkowa dim eryzacja reszt tym iny stanow iąca główny pro
ces fotochem iczny zwłaszcza w początkowej fazie reakcji, prowadzi do
pow stania dw u dimerów. Pierw szy z nich TpT1 pow stający z pięciokrot
nie większą szybkością okazał się (156) stereoizom erem  cis-syn, a drugi
TpT2, trans-syn. W skazuje to na poważne zaham ow anie obrotu reszt ty 
m iny wokół wiązań nukleozydow ych i p referencję  równoległego i sy
m etrycznego ich ułożenia, odpowiadającego konfiguracji cis-syn. M aksy
m alne stężenie oba dim ery osiągają równocześnie i ten  m om ent odpowia
da pozornej równowadze fotochem icznej, zakłócanej przez tw orzenie się 
bezpośrednio z TpT trzeciego fotoproduktu  TpT4.

\ , m/j.
Rys. 3. F ra k c ja  T pT  w  postac i d im eró w  w  fu n k c ji d ługości fa li (63).

W zględne stężenie obu dim erów TpT w momencie pozornej równowa
gi silnie zależy od długości fali stosowanego prom ieniow ania (rysunek 3). 
Czw arty fotoprodukt, TpT3, pow staje w w yniku w tórnej reakcji fotoche
m icznej TpT4. Budowa obu fotoproduktów  nie jest jeszcze ustalona. Po
nieważ jednak TpT3 przekształca się odw racalnie w TpT4 J o h n s  ze wsp. 
(62, 86) określa TpT3 jako innego typu  w ew nątrzcząsteczkow y dim er TpT4.

W bezładnie zw iniętych łańcuchach poli dT i poli rT wzbudzona reszta 
tym iny  sąsiaduje z obu stron  ze zdolnym i do dim eryzacji resztam i, w re 
zultacie czego praw dopodobieństw o zajścia reakcji zwiększone jest 
w przybliżeniu dw ukrotnie w porów naniu z TpT (30, 140). Z chwilą, gdy 
polinukleotyd p rzyjm uje s tru k tu rę  uporządkow aną, szybkość dim eryzacji
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rośnie. W skazują na to w yniki doświadczeń (40) z poli rT, k tó ry  w tem pe
ratu rze  pokojowej przy odpowiedniej sile jonowej ma uporządkow aną 
s tru k tu rę  typu  podwójnego heliksu stabilizowanego przez kooperatyw ne 
oddziaływania pomiędzy resztam i tym iny (131). Początkowa w ydajność 
kw antow a dim eryzacji dla prom ieniow ania 253,7 m{x wynosi 2,12X 
X 10“ 2 M/E i szybko spada w m iarę postępu reakcji. Pojaw ienie się dim e- 
rów destabilizuje s truk tu rę , co przejaw ia się również w stopniowym  ob
niżaniu się tem pera tu ry  kooperatyw nego przejścia od form y uporządko
w anej do bezładnie zwiniętego łańcucha. D im eryzacja zaledwie około 
20fl/o reszt tym iny  w poli rT  uniem ożliwia przyjęcie uporządkow anej 
stru k tu ry . D im eryzacja jest jednak dom inującym  procesem  tylko przy  
naśw ietlaniu polim eru prom ieniow aniem  długofalowym  A^275 mj_i. P ro 
m ieniowanie 253,7 imi obok dim eryzacji prowadzi do pow stania jeszcze 
innego, nieznanego fotoproduktu, być może identycznego z TpT4 (62, 86).

W dwułańcuchow yęh kom pleksach poli dAT oraz poli A:2rT, w  k tó 
rych reszty  tym iny tworzą wodorowo związane pary  z resztam i adeniny, 
fotodim eryzacja tym iny  bądź praktycznie zupełnie nie zachodzi jak 
w poli dAT (30), bądź też początkowa jej szybkość jest poważnie obni
żona (140) naw et w stosunku do TpT. W poli dAT, (schemat budow y 
patrz rysunek  4), brak  sąsiadujących ze sobą w tym  samym  łańcuchu

-----A~-T------

-----T==A—r—

-----A ”=T------

------- T = = = A ----------
---- A===T-----

Rys. 4. S ch em at budow y  poli dA T

reszt tym iny, natom iast najbliżej siebie leżące reszty  w przeciw ległych 
łańcuchach nie są zdolne do dim eryzacji (powstaw ałyby tu ta j dim ery 
trans-anti) że względów sterycznych. W trójłańcuchow ym  kom pleksie 
poli A:2rT początkowa w ydajność kw antow a dim eryzacji dla prom ienio
w ania A=275 mjx jest w porów naniu z uporządkow aną form ą poli rT
0 około dwa rzędy niższa. W skazuje to najpraw dopodobniej na sztywność 
całej s tru k tu ry  potrójnego kom pleksu u trudn iającą niekorzystnie stereo 
chemicznie usytuow anym  względem siebie resztom  tym iny utw orzenie 
dim eru. Poza tym , niska w ydajność kw antow a fluorescencji w dw u-
1 trójłańcuchow ych polinukleotydach (36, 93) w skazuje, że w tego typu  
struk tu rze  usieciowanej poprzecznie wiązaniam i wodorowymi znacznie
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większe jest praw dopodobieństwo bezprom ienistej degradacji energii 
wzbudzenia co obniża populację reaktyw nego stanu  wzbudzonego.

Prom ieniow anie 253,7 m^i wyw ołuje w poli A:2rT podobnie jak  i w po
li rT  obok dim eryzacji jeszcze inną reakcję fotochem iczną (140). Reakcja 
ta nie jest w takim  sam ym  stopniu stereochem icznie uw arunkow ana jak 
reakcja dim eryzacji, ponieważ dysocjacja kom pleksu w yw ołana nagro
m adzeniem  się fotoproduktów  obserwowana jest w tym  przypadku bez 
początkowego opóźnienia charakterystycznego dla działania bardziej d łu 
gofalowego prom ieniow ania. Reakcja ta  najw idoczniej poprzedza dime- 
ryzację i przyspiesza ją wyw ołując lokalne denaturacje, w obrębie k tó 
rych  reszty  tym iny mogą dzięki ruchom  cieplnym  uzyskać właściwe 
ułożenie przestrzenne.

Dotychczas nie wyjaśniono, w k tórym  z najniższych wzbudzonych 
stanów  elektronow ych S ^ *  czy cząsteczka tym iny jest zdolna do 
utw orzenia dim eru z cząsteczką tym iny w podstawowym  stanie elektro
nowym. M a n t i o n e  i P u l l m a n  (73) oraz ostatnio D a n i ł o w (29) 
sugeru ją w oparciu o kw antow o-m echaniczne obliczenie rozkładu gę
stości elektronow ej w stanach S°, SJ.i7T* i T^>7t* tym iny, że reaktyw nym  
stanem  jest najpraw dopodobniej stan  trip letow y cechujący się lokali
zacją wzbudzenia na etylenow ym  w iązaniu 5,6.

Jony Br~, J~ oraz tlen cząsteczkowy deaktyw ujące stany  tripletow e 
nie w pływ ają na dim eryzację TpT (70, 133), jakkolw iek ham ują silnie 
dim eryzację innej 2,4-dw uketopirym idyny, kw asu orotowego (14, 70, 
132, 134). Kwas orotowy dim eryzuje jednak w odróżnieniu od tym iny 
w rozcieńczonych roztw orach w odnych (10~4M) z w ydajnością kw anto
wą rzędu 10-1 M/E. Czas życia reaktyw nego stanu  wzbudzonego % — 
=  1,4 [isek., w skazuje na jego trip letow y charak te r (14, 134). Jeżeli więc 
dim eryzacja TpT przebiega z udziałem  stanu  tripletow ego, stała szyb
kości tej reakcji m usi być przynajm niej o dwa rzędy większa od stałej 
szybkości dyfuzyjnie kontrolowanego procesu gaszenia trip le tu  przez 0 2, 
B r-  czy J - .  W yniki w stępnych doświadczeń nad uczulaną przez aceton 
fotodim eryzacją 2,3-dw um etylotym iny (40, 70), w k tórej energia w zbu
dzenia w ym ieniana jest pomiędzy stanam i tripletow ym i cząsteczek do
wodzą, że dim eryzacja pochodnych tym iny w tych  w arunkach  przebiega 
poprzez stan tripletow y. M echanizm dim eryzacji reszt tym iny  w łańcu
chach polinukleotydow ych może być jednak inny niż dla cząsteczek mo
nomerów w roztworze. Em isja fluorescencji w TpT i polinukleotydach 
zaw ierających tym inę ma miejsce najpraw dopodobniej ze stanu  ekscime- 
rowego (38). Nie jest więc wykluczone, że jedna z dróg bezprom ienistej 
deaktyw acji wzbudzonego dim eru jakim  jest ekscimer, prowadzi do trw a
łego w stanie podstaw owym  cyklobutanowego dim eru tym iny. Również 
sugerow ane przez R a h  n ’ a i wsp. (91, 92) przeniesienie pro tonu  z tym iny 
na adeninę z utw orzeniem  anionu tym iny powinno wpływać na przebieg
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reakcji fotochemicznej. Anion nukleozydowo związanej reszty tym iny 
w stanie wzbudzonym  może najpraw dopodobniej ulegać dim eryzacji na 
co w skazuje zdolność do fotoaddycji cząsteczek wody anionu 2-metylo- 
uracy lu  (43).

2. Uracyl

Uracyl, jego iV-podstawione pochodne oraz reszty  uracylu  w polinu- 
k leotydach ulegają w roztw orach w odnych dwu podstawowym fotoche
m icznym  reakcjom : dim eryzacji oraz addycji wody do wiązania 5,6 p ier
ścienia (21, 115, 122).

O
II

H N ^ jH

c A l j K
R

H

O O
A  H H X

HN'

L

'NH

^ N ^ T h N O
R R

S ch em at 3. R eak c ja  fo to d im ery zac ji i fo to h y d ra ta c ji u racy lu

S tru k tu ra  obu typów pochodnych została udowodniona bezpośredni
mi metodami. Dim ery uracylu  m ają cyklobutanow ą budowę podobnie 
jak  i dim ery tym iny (33). P roduktam i fotoaddycji wody są 5,6-dwuhy- 
dro-6-hydroksy pochodne (78, 81, 148). D im ery są związkami chemicznie 
trw ałym i (135) i ty lko niektóre stereoizom ery przypuszczalnie ulegają 
rozkładowi w środow isku alkalicznym  (18) podobnie jak 5,6-dwuhydro 
pochodne 2,4-dw uketopirym idyn. 5,6-dw uhydro-6-hydroksy pochodne u ra- 
cylowe są natom iast związkam i stosunkowo nietrw ałym i i w ciem nej ka
talizow anej kwaso-zasadowo reakcji tracą odw racalnie cząsteczkę wody 
(78, 81, 82, 115, 148, 164). Stała szybkość reakcji elim inacji wody oraz 
wpływ  pH  zależą od charak te ru  podstaw nika na Ni (44, 71, 82), a dla 
reszt uracylow ych w polinukleotydach od długości łańcucha (71). Obli
czony 11/2reakcji w 37° przy pH  7, w aha się w granicach od około 20 do 
200 godzin w zależności od tego czy reszta uracylowa znajduje się w  nu- 
kleozydzie, w którym ś z m ononukleotydów  czy w wysokocząsteczkowym  
poli U. Zatem  w w arunkach  fizjologicznych fotohydratow ane pochodne
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uracylu  są trw ałe w okresie cyklu rozwojowego kom órek drobnoustro
jów.

Fotochem iczne właściwości uracylu  w reakcji dim eryzacji są bardzo 
zbliżone do szeroko omówionych już właściwości jego 5-m etylow ej po
chodnej, tym iny. Równowaga fotochemiczna tej reakcji przesunięta jest 
w yraźnie na korzyść dimerów tylko w zamrożonych wodnych roztworach 
m cnom erycznych pochodnych (120, 135, 145, 151, 153) albo w łańcuchach 
oligo- i polinukleotydów  (18, 87, 129, 162). W niezam rożonych roztw orach 
w odnych monomerów tylko w pierwszej fazie reakcji względna ilość di
m erów odpowiadająca ich ąuasi-stacjonarnem u 2—5% stężeniu jest 
większa od ilości fotohydratów ; pod koniec reakcji te ostatn ie stanow ią 
ponad 95°/o fotoproduktów  (81, 115, 144, 162). W ydajność kw antow a ad- 
dycji wody jest funkcją stężenia naświetlonego związku (162). W roz
tw orach rozcieńczonych rzędu 10“ 5M <5 =  0,01—0,02 M/E, w bardziej stę
żonych roztw orach rzędu 10_2M osiąga ona w przypadku urydyny po
czątkową w artość 0,04 M/E i m aleje w m iarę przebiegu reakcji. Ta zależ
ność jest prawdopodobnie wynikiem  addycji wody również do fotody- 
socjujących cząsteczek dimerów, których ąuasi-stacjonarne stężenie roś
nie w raz ze stężeniem  naśw ietlanego związku (115, 135).

W polinukleotydach reakcja fotodim eryzacji znacznie skuteczniej kon
kuru je  z reakcją fotoaddycji wody. W początkowej fazie naśw ietlania, 
w zakresie niew ielkich pochłoniętych dawek, względne stężenie dimerów 
jest większe od stężenia hydratów , lecz w m iarę przedłużania ekspozycji 
stężenie hydratów  stale rośnie, częściowo kosztem dimerów, tak  że pod 
koniec fotohydratow ane reszty  uracylu  są głównym  produktem  prze
m iany.

Zależności te ostatnio ponownie przebadano identyfikując rozdzielone 
chrom atograficznie fotoprodukty  znaczonych 32P dw unukleotydów  UpU 
(18), dUpU (58) oraz dla poli U (87). W śród fotoproduktów  UpU znalezio
no trzy  izom eryczne w ew nątrzcząsteczkow e dim ery oznaczone UpU1,
UpU2 i UpU3, natom iast rozdział m onohydratów  od dw uhydratów  był nie
pełny. Obie frakcje  hydratów  wydzielono z fotoproduktów  dUpU. K rzy
we narastan ia  poszczególnych fotoproduktów  UpU w funkcji dawki p ro
m ieniow ania 248 mu. (rysunek 5a) dają sum aryczny obraz przem iany 
zgodny z wcześniejszym i obserw acjam i (129, 162) opartym i wyłącznie 
na pom iarach spektrofotom etrycznych i term icznej odwracalności foto-
hydratacji. D im er UpU1, pow stający około sześciokrotnie szybciej od po
zostałych izomerów, odpowiada najpraw dopodobniej swą budową cis-syn
dim erowi TpT1 (156). W arto zaznaczyć, że pom iary dyspersji rotacji op
tycznej (ORD) dla UpU (155) nie w skazują na w arstw ow e ułożenie reszt 
uracylu  w tym  dw unukleotydzie.

M aksym alna ilość dim erów w stanie ąuasi-rów now agi fotochemicznej 
jest funkcją długości fali (rysunek 5b). Stosunek pomiędzy ilością utw o

http://rcin.org.pl



[15] FO TO CH EM IA K W A SÓ W  N U K L EIN O W Y C H 141

rzonych dimerów i hydratów  zmienia się zatem  również w funkcji d łu
gości fali. Ponieważ wydajność kw antow a fotohydratacji rośnie wraz 
z długością fali (62), prom ieniow anie długofalowe sprzyja fotohydratacji, 
a krótkofalow e dim eryzacji, jakkolw iek w  tym  ostatnim  przypadku m a
ksym alna ilość dim erów jest k ilkakrotnie m niejsza niż dla prom ieniow a
nia długofalowego (rysunek 5b).

R ys. 5a. Z an ik  [32P ]-U p U  i p o w staw an ie  fo to p ro d u k tó w  w  fu n k c ji d aw k i p ro m ie 
n io w an ia  248 m u, b u fo r: w in ian  p o tasu , 0.005 M pH  4.5 (18).

Rys. 5b. M ak sy m aln a  f ra k c ja  U pU  w  p o stac i d im eró w  oraz f ra k c ja  U pU  w  p ostac i

h y d ra tó w  (UpU)* (w m om encie  gdy fra k c ja  U pU 1 osiąga 90% m ak sy m aln e j w artośc i) 

w  fu n k c ji d ługości fa li  p ro m ien io w an ia  (18). M ak sy m aln a  ilość d im eró w  T pT
wg. (63).

W poli U w ydajności kw antow e reakcji hydratacji i dim eryzacji w ca
łym  zakresie spek tralnym  pokryw ającym  się z długofalowym  pasmem 
absorpcji u racylu  są takie same jak  w przypadku UpU (87). Z enzym a
tycznych hydrolizatów  polim eru w yodrębniono tylko dwa stereoizom e-
ryczne dim ery UpU1 i UpU3. Chrom atograficzny rozdział i identyfikacja 
produktów  rozkładu naświetlonego polim eru RN-azą ujaw niły  różne od 
statystycznego rozmieszczenie dim erów wzdłuż łańcucha. RN-aza nie 
a taku je  wiązań fosfodw uestrow ych pom iędzy zdim eryzowanym i resztam i 
pirym idynow ym i (60, 84, 168). W produktach hydrolizy naświetlonego po
lim eru znaleziono zatem  tró jnuk leo tydy  o budowie UpUpUp, UpUpUp*
•H20  oraz wyższe oligom ery o budowie (UpUp)nXp, gdzie n ^  2, a Xp =  
=  Up; Up*H20  (84, 87). Początkow a szybkość pojaw iania się fragm entów  
zaw ierających sąsiadujące dim ery, bez wstępnego okresu indukcji, ocze-
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kiwanego w przypadku statystycznego rozkładu fotoproduktów , w skazy
w ałaby na zbiorowy, ekscytonowy charak ter w zbudzenia reszt uracylo- 
w ych połączony z przeniesieniem  energii wzdłuż łańcucha polim eru. Fala 
pobudzenia nie jest w stanie przekroczyć zdim eryzow anych reszt uracy- 
lowych ze względu na niearom atyczny, nasycony ich charak ter. W m iej
scu „odbicia się” na dim erze fali pobudzenia dochodzi do degradacji 
energii fotochemicznej, co zwiększa praw dopodobieństwo zajścia reakcji 
fotochem icznej. Ponieważ RN-aza traw i w iązania pomiędzy fotohydrato- 
w anym i resztam i, nie udało się ustalić czy w naśw ietlonym  polimerze 
pojaw ią się analogiczne skupiska hydratów  uracylu.

W dw ułańcuchow ym  poli A:U, o budowie przestrzennej zbliżonej do 
budowy cząsteczki DNA (125) szybkość obu reakcji fotochem icznych reszt 
u racy lu  jest w ielokrotnie m niejsza od ich szybkości obserwowanej w po
li U (85, 140, 165). Początkow a wydajność kw antow a zaniku reszt u ra 
cylu dla prom ieniow ania 253,7 mia (obliczona w oparciu o spektrofoto- 
m etryczne pom iary spadku absorpcji hydrolizatów) jest w poli A:U około 
20-krotnie m niejsza niż w poli U (165). W odróżnieniu jednak od poli U 
reszty  uracylu  w poli A:U w początkowej fazie naśw ietlania praktycznie 
ulegają ty lko fotohydratacji. Przem aw ia za- tym  pełna term iczna (lub 
katalizow ana kwasem) odwracalność zmian fotochem icznych w hydro li
zacie polim eru (140, 165). W m iarę narastan ia  ilości hydratow anych reszt 
u racy lu  kom pleks stopniowo dysocjuje, co ułatw ia rozwój stereospecy- 
ficznej reakcji fotodim eryzacji; term iczna odwracalność procesu zanika 
dopiero po uw odnieniu około 20% reszt uracylu. Obecność fotohydratów  
w kom pleksie w m niejszym  stopniu destabilizuje jego s tru k tu rę  drugo- 
rzędową niż obecność dimerów, k tó re  trw ale  deform ują łańcuch główny 
polim eru. P rzy  porów nyw alnej ilości fototransform ow anych reszt U w poli 
A:U i T w poli A:2rT rzędu około 20%  tem pera tu ra  przejścia koopera
tywnego do form y nieuporządkow anej pierwszego kom pleksu obniża się 
tylko o około 4°C, podczas gdy drugi p rak tycznie jest już całkowicie zde- 
naturow any. K om pletnie fo totransform ow any poli U (85% reszt U hy
dratow anych, 15% dimerów) nie tw orzy jednak kom pleksu z poli A (140) 
podobnie jak i 5,6-dwuhydro-poli U otrzym any przez fo toredukcję po
li U w obecności BHi" (25).

Nieco inne w yniki doświadczeń nad fotolizą poli A:U pod w pływem  
prom ieniow ania 280 nm oraz w prost przeciw staw ną ich in te rp re tac ję  po
dali ostatnio P e a r s o n  i J o h n s  (85). Śledzili oni przebieg reakcji 
fotochem icznych rozkładając RN-azą znakow any polim er 32P, i oznaczając

uw alniające się nukleotydy UpUp*H20  UpUpUp i UpUpUp*H20  stw ier
dzili, że początkowa szybkość uwodnienia jest około 10-krotnie, a dim ery
zacji około 5-krotnie m niejsza niż w poli U. W oparciu o te  obserwacje 
oraz o kinetyczną analizę danych doświadczalnych, polegającą na p rzy 
bliżonym  rozw iązyw aniu układu rów nań różniczkowych, doszli oni do

http://rcin.org.pl



[17] FO TO CH EM IA K W A SÓ W  N U K L EIN O W Y C H 143

wniosku, że fo tohydratacja  zachodzi łatw iej w pobliżu utworzonego di- 
m eru, wobec czego dim eryzacja powoduje lokalne denaturacje  i rozwój 
fo tohydratacji. W niosek ten  jednak nie budzi zaufania, ponieważ autorzy 
w obliczeniach szybkości obu reakcji nie uwzględnili około 40°/o fotopro- 
duktów  zaw artych w wyższych oligonukleotydach hydrolizatu  oraz ze 
względu na arbitralność doboru w artości przekrojów  czynnych (propor
cjonalnych do w ydajności kwantowej) dla obu reakcji w różnych jej fa 
zach.

Obniżeniu w ydajności kw antow ej obu reakcji fotochem icznych reszt 
uracylu  w poli A:U tow arzyszy obniżenie wydajności fluorescencji tego 
polim eru, co wskazuje, że w sztyw nej s tru k tu rze  kom pleksu rośnie sku
teczność bezprom ienistych procesów degradacji energii. Przypuszczalnie 
m a w tym  też swój udział postulow ane przeniesienie (52) energii w zbu
dzania cd reszty  uracylow ej do adeniny, na co w skazuje też obniżona 
w ApU w porów naniu z Up wydajność kw antow a hydratacji reszty  u ra 
cylowej (165). N atom iast większe względne prawdopodobieństwo reakcji 
addycji wody do reszt uracylu  niż ich d im eryzacji niew ątpliw ie w ynika 
ze sztywności s tru k tu ry . Obrócenie sąsiadujących reszt uracylu  względem 
siebie o kąt około 30° stanow i przestrzenną zawadę dla dim eryzacji, 
natom iast w ysunięte ku  zew nętrznej powierzchni polim eru wiązania 
5,6 mogą reagować z wodą w arstw y solw atacyjnej.

3. Cylozyna

Nietrwałość pow stających w roztw orach wodnych fotoproduktów  cy- 
tozyny i jej pochodnych uniem ożliwia ich wyizolowanie i bezpośrednią 
identyfikację. Nie m niej badania przebiegu reakcji fotochem icznych oraz 
właściwości fotoproduktów  cytozyny (41, 80, 142, 160, 164), jej N j- i N6 
-m etylow anych pochodnych (44) cy tydyny i dezoksycytydyny (41, 160, 
164), kwasów cytydylow ych (41, 61, 99, 119, 160), dw u- i tró jnuk leo ty - 
dów cytozyny (46, 163, 165) oraz kw asu polirybozocytydylowego (83, 111, 
163, 165) dowodzą pośrednio, że fotochem iczne reakcje obserwowane 
w roztw orach w odnych związków uracylow ych — uwodnienie i d im ery
zacja — są również charakterystyczne dla pierścienia cytozyny. Reakcja 
dim eryzacji cytozyny została dopiero niedawno odkryta (46, 111) i jest 
mało zbadana.

Fotohydraty  cytozyny i jej pochodnych podobnie jak  i 5,6-dwuhy- 
dro-pochodne charak teryzu ją  się m ocnym  pasmem  absorpcji (£>1—13— 
— 14 000) z m aksim um  położonym około 240 m /i (61, 119, 160, 164), a wid
ma dim erów cytozyny jako związków z nasyconym  wiązaniem  5,6 są 
niew ątpliw ie zbliżone (109). W rezultacie stosunek współczynników mo
lowej ekstynkcji m onom eru (̂ .max~270 mu, £m~9 000) i dim eru, decy-

hv -—~
dujący o położeniu równowagi fotochemicznej, C ,C i=  CC dla danej dłu-
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gości fali, m aleje z długością fali, a w raz z nim  i ąuasi-stacjonarne stę
żenie dim erów znacznie szybciej niż w przypadku tym iny i uracylu. Ta 
charakterystyczna zmiana położenia równowagi fotochem icznej wraz 
z długością fali stanow i iedno z k ry teriów  dim eryzacii cytozyny w poli- 
nukleotydach (46, 109, 111).

W ydajność dim eryzacji cytozyny naw et w zam rożonych roztw orach 
w odnych (142) i w polinukleotydach (46, 109, 111) jest niska, a utworzone 
dim ery szybko ulegają dezam inacji do dim erów  uracylu. Na podstawie 
ich obecności w produktach reakcji w nioskuje się o utw orzeniu dimerów 
cytozynowych.
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S ch em at 4. R eak c ja  fo to d im ery zac ji i fó to h y d ra ta c ji cy tozyny

Dom inującym i końcowym i produktam i fotochem icznej przem iany N x- 
-nukleozydów i nukleotydów  cytozyny oraz reszt cytozyny w dw u- i po
linukleotydach w roztw orach wodnych (85—95% wydajności) są ich foto- 
hydraty . W ydajność kw antow a reakcji w przypadku m onom erycznych 
pochodnych w aha się w granicach od 2X 10-3 M/E do 10~2 M/E. W poli
nukleotydach CpCp i poli-C wydajność kw antow a reakcji w porów naniu 
z jej w artością dla nukleotydów  rybocy tydyny  obniżona jest średnio
o 30—40% (163, 165). Fotohydraty  pochodnych cytozyny są znacznie m niej 
trw ałe  od analogicznych fotohydratów  związków uracylow ych. W fizjo
logicznych w arunkach  pH  i tem pera tu ry  (pH 7,5; 37°C) okres półtrw ania 
fo tohydratu  Cp wynosi około 50 m inut, a fo tohydra tu  Up około 4 dni. 
Pierw szorzędow e stałe szybkości reakcji elim inacji cząsteczki wody 
w porów nyw alnych w arunkach, są dla 5 ,6-dw uhydro-6-hydroksy po
chodnych cytozyny przynajm niej o dwa rzędy  wyższe (pH 7 k 20o 
10“ 3— 10-4 s—1) od w artości dla fotohydratów  pochodnych uracylow ych 
(w m aksim um  trw ałości fo toproduktu przy pH 5, k 20o 10~6 s-1). (61, 71). 
S tała szybkości reakcji elim inacji wody z fotoproduktów  pochodnych
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cytozynow ych zależy od charak teru  podstaw ników na na azocie N 4 
grupy egzo-aminowej, obecności grupy fosfoestrowej i położenia jej 
w pierścieniu rybozy względnie dezoksyrybozy w mono- (44, 164) i poli- 
nukleotydach (46, 163).

Znaczna szybkość ciem nej reakcji elim inacji wody przy naśw ietlaniu 
roztworów pochodnych cytozynow ych wiązkam i o natężeniu rzędu 
1016— 1017 kw antów /m in/cm 2 prow adzi do ustalenia się quasi równowagi 
pom iędzy reakcjam i addycji wody i jej elim inacji (164). W przypadku 
wolnej cytozyny w ydajność kw antow a fotoaddycji jest bardzo niska 
$  =  2X 10-3 M/E, a k 20o dla reakcji odwrotnej wynosi 10-3 s -1 i rów no
waga jest tylko nieznacznie przesunięta na stronę fo tohydratu  (30, 164). 
W w arunkach fizjologicznych, przy niskich natężeniach wiązki czyn
nego fotochemicznie prom ieniow ania, równowaga ta dla reszt cytozyny 
w natu ra lnych  kw asach nukleinow ych będzie w bardzo m ałym  stopniu 
przesunięta na korzyść fotohydratów .

Równolegle z elim inacją wody z fotohydratów  pochodnych cytozyny 
przebiega ich dezam inacja (99, 61). Pow stający przez dezam inację foto
hyd ra tu  Cp fo tohydrat Up ulega z kolei dehydracji do kw asu urydylo- 
wego. Szybkość dezam inacji jest około dwa razy m niejsza od szybkości 
elim inacji wody tak, że m aksym alna ilość dezam inow anych cząsteczek 
wynosi około 10% utw orzonych fotohydratów . Jednak  w w arunkach  
równowagi pomiędzy reakcjam i addycji wody i jej elim inacji oraz przy 
przedłużonej ekspozycji prom ieniow ania ilość dezam inow anych cząste
czek będzie w zrastać w raz z dawką. Tak więc, naw et w w arunkach  
słabego naśw ietlania, kiedy bezpośrednie znaczenie fo tohydratacji może 
być znikome, skutk i naśw ietlania dzięki reakcji dezam inacji fotohydratów  
będą m iały najpraw dopodobniej istotne znaczenie m utagenne.

Skom plikowany układ  fotochem icznych i ciem nych reakcji (schemat 5) 
w ystępujących przy naśw ietlan iu  CpC w roztworze w odnym  (46) pro
wadzi do pow stania szeregu produktów , k tó rych  względne ilości zależą 
od pH środowiska, tem pera tu ry , długości fali i natężenia prom ieniowania.
M aksym alne stężenie dim erów CpC (mierzone po dezam inacji ilością
dimerów UpU (rysunek 6) osiągnięte zostaje już przy niew ielkiej pochło
niętej dawce prom ieniow ania 280 mu, ale przy przedłużeniu ekspozycji 
obniża się ono w w yniku przem iany dim erów w fotohydraty . To m aksy
m alne stężenie dim erów CpC jest około dw ukrotnie niższe od stężenia
wszystkich dim erów UpU w UpU naśw ietlanym  w analogicznych w arun 
kach. Ponieważ położenie równowagi dim eryzacji znacznie silniej zależy 
od długości fali dla cytozyny niż dla tym iny  czy uracylu, m aksym alne 
stężenie dimerów CC w CpC przy 265 mix wynosi już tylko około 3,5°/o, 
a przy 240 mM- poniżej 2%  podczas gdy odpowiednie w artości dla dim erów
UU w UpU (rysunek 5b) wynoszą około 30'°/o i 15%.
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Przebieg procesów fotochem icznych w poli C badano ty lko z punktu  
w idzenia fo tohydratacji (83, 163, 165). W stępnie wykazano, że w dw u- 
łańcuchow ym  kom pleksie poli C:I wrażliwość wodorowo związanych reszt 
cytozyny na prom ieniow anie 253,7 mM- jest w porów naniu z resztam i 
C w poli C około dw ukrotnie niższa (165). Na podstawie zmian spek tra l
nych w skazujących na nasycenie wiązania 5,6 cytozyny oraz ich częścio
wej cdwracalności term icznej przyjęto, że fo tohydratacja ma m iejsce

Cp C
hv t 

*hv

CpC

c ;c *

cDc UpC ^  UpU

C* -  C 'H 20  s -oznacza spontaniczną reakcje
u * = u -h 2o

S chem at 5. R eak c je  fo tochem iczne i ciem ne CpC.

Rys. 6a. W ydajność p o w staw an ia  U pU  (jako p ro cen t p rzereag o w an eg o  CpC) o raz  
m o n o h y d ra tó w  C*pC i d w u h y d ra tó w  C*pC* z CpC w  fu n k c ji d aw k i p ro m ien io 

w an ia  280 m.u
bufor: m rów czan am onu, 0.003M pH 4.5, tem p. 4°C. UpU w ydzielano e lek troforetycznie po 
24 godz. stania foto lizatu  w  tem p. pokojow ej. C*pC i C*pC* w ydzielano natychm iast elek tro

foretyczn ie w  tem p. 4°C (46).

Rys. 6b. W ydajność p o w staw an ia  U pU  w y rażo n a  jako  p ro cen t p rzereagow anego  
CpC n aśw ie tlanego  280, 255, 240 mu.,

bufor: m rów czan am onu, 0.002M pH 5.1, tem p. 25°C (46)
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również i w dw ułańcuchow ym  kompleksie. Obecność fotoproduktów  
powoduje dysocjację kom pleksu poli C:I podobnie jak kompleksów poli 
A:U i poli A:2rT.

S e t l o w  i wsp. (111) badali skutk i naśw ietlania kom pleksu poli 
dC:dI niską dawką rzędu 104— 105 ergów /m m 2 prom ieniow ania 280 m(.i. 
Powodowała ona około 6% spadek absorpcji przy 270 mix oraz podobny 
przyrost przy 240 mu związany z nasyceniem  wiązania 5,6 około 8% reszt 
cytozyny. Zm iany te nie odw racalne spontanicznie w tem peraturze poko
jowej, można było częściowo odwrócić działaniem  prom ieniow ania 239 mu. 
Na tej podstaw ie w ykluczyli oni pow staw anie m ierzalnych ilości foto- 
hydratacji w początkowej fazie naśw ietlania, przypisując zm iany spek
tra lne  obecności dimerów, a następnie pośrednio w ykazali istnienie dim e-
rów cytozyny, w yodrębniając dim ery UU. A utorzy ci pom inęli jednak
w rozw ażaniach reakcję dezam inacji dim erów CC, k tóra biegnąc zapewne 
równocześnie z odszczepianiem wody z fotohydratów  C uniemożliwia 
odtworzenie drugorzędowej s tru k tu ry  kom pleksu co miało stanowić k ry 
terium  obecności fotohydratów . Niewątpliw ie konieczne są dalsze badania 
nad ustaleniem  w ydajności obu reakcji w dwułańcuchow ych polinukleo- 
tydach  w zakresie m ałych dawek prom ieniow ania.

III. Fotochemiczne uszkodzenia kwasów nukleinowych

W yniki badań nad syntetycznym i polinukleotydam i dowodzą możli
wości pow staw ania w cząsteczkach natu ra lnych  kwasów nukleinow ych 
zarówno dim erów jak i hydratów  zasad pirym idynow ych. Jednak  w y
krycie poszczególnych fotoproduktów  w kw asach nukleinow ych napo
tyka na duże trudności techniczne.

Dawki UV powodujące u drobnoustrojów : wzrost częstości m utacji, 
zaham owanie syntezy DNA czy ich inaktyw ację, zaw arte są w granicach 
od 1 do 104 ergów /m m 2 (59, 101, 105, 106). W dwułańcuchow ych poli- 
nukieotydach zaś pod wpływ em  dawki 104 erga/m m 2, ilość reszt p irym i
dynow ych ulegających fotochemicznej reakcji nie przekracza l°/o. Zm iany 
chemiczne i fizykochem iczne w naśw ietlanym  DNA w ykryw a się klasycz
nymi m etodam i dopiero po pochłonięciu dawki przynajm niej rzędu 
104— 105 erga/m m 2 (74, 167, 169), gdy zaczynają już występować objawy 
lokalnej denaturacji. Ponieważ bezwzględna szybkość poszczególnych 
reakcji fotochem icznych jak  i stosunek szybkości reakcji dim eryzacji 
i uwodnienia zależy od stanu  s tru k tu ry  drugorzędowej polim eru, nie
możliwa jest ekstrapolacja wyników obserwowanych przy dużych daw
kach do dawek m ałych. Dopiero w prowadzenie techniki znakowania 
w DNA reszt tym iny  i cytozyny, względnie fosforu prom ieniotwórczym i 
izotopami umożliwiło oznaczanie dim erów pirym idynow ych powstających 
pod wpływem  daw ek 103— 104 erg/m m 2. N ierozw iązany pozostał jednak
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problem  w ykrycia w DNA i RNA nietrw ałych fotohydratów  cytozyny. 
Część znacznie trw alszych hydratów  uracylu  można wydzielić z enzy
m atycznych hydrolizatów  RNA (99). Ponieważ jednak żadna ze stoso
w anych do hydrolizy nukleaz nie a taku je  w iązań fosfodw uestrow ych 
pomiędzy dim eram i lub resztam i pirym idynow ym i dim erów (60, 75, 84,
110, 168), pozostała część w ystępuje w nie łatwo poddającej się rozdziałowi 
i identyfikacji frakcji wyższych oligonukleotydów. Z tych  sam ych wzglę
dów oznaczenia ilości dim erów pirym idynow ych w hydrolizatach DNA 
również ogranicza się do dim erów w ystępujących w tró jnukleotydach
pX pPypPy (109), tró jnuk leo tydy  te stanow ią jednak główny produkt 
rozkładu DNA naświetlonego m ałym i dawkami. W reszcie istotną prze
szkodę stanow i niejednorodność większości preparatów  na tu ra lnych  kw a
sów nukleinow ych oraz nieznajomość ich sekw encji nukleotydowych.

1. DNA

Stw ierdzenie bezpośrednio po odkryciu dim eryzacji tym iny  obecności
dim erów TT w DNA naśw ietlonym  in vitro  (10) i (143), a następnie w y
kazanie związku tej reakcji z inaktyw acją transform ującego DNA (95,
102, 113) skupiło uwagę przede w szystkim  na jej skutkach  biologicznych 
(101, 105, 106). Jednostronność spojrzenia, późne odkrycie reakcji dim e
ryzacji cytozyny, trudności m etodyczne oraz nie w ystarczające postępy 
doświadczeń z modelowymi polinukleotydam i tłum aczą szczupłość infor
m acji o procesach fotochem icznych w DNA (21, 115, 122, 142).

B l a c k b u r n  i D a v i e s  (13) w yodrębnili z DNA E. coli naśw ie
tlonego dużą daw ką prom ieniow ania dwa steroizom eryczne dim ery 
tym iny w ilościach odpowiadających 2,0% i 0,6% całej zawartości tym iny  
i wykazali, że izomer w ystępujący w  większej ilości jest typu  cis-syn  
(I, rysunek  1). D im ery tym iny w DNA pow stają zatem  zgodnie z oczeki
waniem  przede,w szystkim  w w yniku dim eryzacji sąsiadujących ze sobą 
w tym  sam ym  łańcuchu reszt zasadowych. D rugi steroizom er m ógłby 
być w edług autorów  produktem  dim eryzacji reszt tym iny  z przeciw 
ległych, kom plem entarnych łańcuchów.

S e t l o w  i wsp. (108, 113) obserwowali, że w różnych DNA, k ilku 
procentow y spadek absorpcji roztworów w yw ołany prom ieniow aniem  
długofalowym  (280 mu), można było częściowo odwrócić prom ieniow a
niem  krótkofalow ym  (239 m^i) do poziomu zbliżonego do otrzym yw a
nego pod wpływem  porów nyw alnej dawki w yłącznie prom ieniow ania 
krótkofalowego. Ponieważ wielkość odw racalnych zmian w różnych DNA 
korelow ała się w przybliżeniu z częstotliwością sekw encji TT, obserwo
wane zm iany in terpretow ano wyłącznie jako w ynik przesuw ania równo-

hv -—-
wagi fotochemicznej T ,T ^ T T .  W ykazanie dim eryzacji cytozyny w CpC
(46) i w poli dT:dC (111) oraz praw dopodobieństw o udziału fotoche-
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m icznej reakcji cytozyny w uszkodzeniach funkcji biologicznych DNA 
(101) stanow iły punkt wyjścia opublikow anych w 1966 roku doświadczeń 
C a r r i e r a  i S e t l o w a  (109) nad ustaleniem  rodzaju i ilości dimerów 
pirym idynow ych indukow anych fotochemicznie w DNA. Znakow any 
prom ieniotw órczą tym iną i cytozyną DNA z naśw ietlanych bakterii pod
dali oni enzym atycznej hydrolizie i w otrzym anych tró jnukleotydach
pX pP ypPy stw ierdzili w yłącznie dim ery TT oraz UT i UU pow stające 
z hydrolitycznej dezam inacji CT i CC. Spontaniczna dezam inacja CT i CC 
jest w ystarczająco powolna by do w ykazania obecności obu dim erów 
w ykorzystać także różną dla reszt dw uketopirym idyn (T i U) cytozyny 
zależność quasi-stacjonarnego stanu  równowagi fotochem icznej Py,

/IV --- ~-
P y ^  P yP y  od długości fali i daw ki prom ieniow ania. P rzy  prom ienio
w aniu  280 mia. stężenie dim erów CT i CC m ierzone jako UT i UU osiąga 
szybko stan  ąuasi-stacjonarny , podczas gdy natężenie dim erów TT ciągle 
jeszcze w zrasta liniowo w raz z czasem ekspozycji. Początkowa szybkość 
dysocjacji pod wpływ em  prom ieniow ania krótkofalow ego (239 mia) jest 
dla cytozyny pięciokrotnie wyższa niż dla TT i UU. Zgodnie z tym  w DNA 
naśw ietlonym  prom ieniow aniem  długofalowym , a następnie ogrzanym  
w celu dezam inacji CT i CC i ponownie naśw ietlonym  prom ieniow aniem  
krótkofalow ym  ilość dim erów  UT i UU była większa niż w DNA nie pod
danym  ogrzaniu. Jednocześnie obserwowano zwiększoną ilość uracylu,
powstającego w  w yniku dysocjacji UT i UU. Procesy związane z fotodi- 
m eryzacją reszt p irym idynow ych we fragm entach  DNA zaw ierających 
dłuższe sekwencje zasad pirym idynow ych -(PypPyp)n- gdzie n ^  2 można 
zatem  przedstaw ić następującym  układem  schem atów  reakcji:

hv-- -
T ,T ^ T T  1

C, T ĆT — UT zri U, T 2

C ,C ^ Ć C  — U U ^ U ,U  3

W zględne ilości różnych dim erów pirym idynow ych w DNA zależą 
ponadto od składu nukleotydowego samego DNA i od częstotliwości w y
stępow ania danej sekw encji nukleotydow ej w DNA. Proporcjonalność ta 
nie zależy od dawki. Sum a w szystkich dim erów pirym idynow ych przy
padających na jeden nukleotyd  rośnie wraz ze wzrostem  procentu  molo
wego par AT w DNA. Zależności te  dla DNA trzech  różnych rodzajów 
bak terii zestawiono w tablicy  1. \

Z danych tych  w ynika, że ilości dim erów pirym idynow ych w  DNA 
naśw ietlonym  dawkam i w zakresie 103— 104 erg/m m 2 są znikome. Na 
przykład, w DNA E. coli naśw ietlonym  daw ką 4X 104 erg/m m 2 prom ie
niowania 280 min na jednostkę ciężaru cząsteczkowego 106 daltona (około
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3000 nukleotydów) przypada wszystkiego około 30 dimerów: —2 dim ery 
CC, ~ 8  dim erów CT i ~ 2 0  TT. Dla dawki prom ieniow ania 265 nut 
2X 103 erga na m m 2 ilość dim erów jest 5—6 razy mniejsza. Osłabienie 
term odynam icznej trw ałości s tru k tu ry  drugorzędowej DNA przy tak  nie
w ielkiej ilości uszkodzeń fotochem icznych jest najpraw dopodobniej za 
m ałe aby w ystąpiły  lokalne denatu racje  zm ieniając k inetykę reakcji 
fotochem icznych. Wobec tego uspraw iedliw iona jest ekstrapolacja ilości 
dim erów  od tych daw ek do jeszcze m niejszych, rzędu 5—20 ergów /m m 2, 
pow odujących pełne zaham ow anie syntezy DNA w bakteriach  E. coli 
Bs_i. P rzy  założeniu, że d im ery stanow ią absolutny blok dla syntezy DNA 
po dawce 2 ergów /m m 2 przeciętnie 1 dim er przypada na 200 \i długości 
DNA czyli koło 1/5 całej długości chrom osomu bakteryjnego o ciężarze 
cząsteczkowym  rzędu 109 daltona (105, 130).

Fotohydratację reszt cytozyny stw ierdzono pośrednio tylko w zdena- 
tu row anym  DNA w oparciu o term icznie odw racalny przyrost absorpcji 
roztw oru przy 240 mji (108). O obecności fotohydratów  w natyw nym  DNA 
naśw ietlonym  dużą daw ką prom ieniow ania może świadczyć ciemna 
reakcja  przyw racająca częściowo w yw ołany przez prom ieniow anie spadek 
absorpcji roztw oru (150). P rzy  daleko posuniętej fotolizie reszt p irym idy
now ych s tru k tu ra  drugorzędow a DNA jest jednak tak  poważnie zdy- 
socjowana, że w arunk i przebiegu procesów fotochem icznych są podobne 
jak  w zdenaturowany.m  DNA. S e t l o w  i C a r r i e r  (108) nie zauważyli 
spektrofotom etrycznie ciem nej reakcji dehydracji reszt cytozyny w na
tyw nym  DNA naśw ietlonym  niew ielką daw ką prom ieniow ania, nie jest 
to jednak  w ystarczające k ry terium , ponieważ obecność dim erów TT i CC 
oraz spontaniczna dezam inacja tych  ostatnich mogą uniem ożliwiać od
tw orzenie drugorzędowej s tru k tu ry  naw et po regeneracji fo tohydrato- 
w anych reszt cytozynowych.

W yjaśnienie czy fo tohydra tac ja  cytozyny w dw ułańcuchow ych s tru k 
tu rach  konkuruje  z fotodim eryzacją w ym aga dalszych badań.

Doświadczenia z m odelowym i kom pleksam i polinukleotydow ym i po
kazują, że w uporządkow anych, dw ułańcuchow ych s tru k tu rach  typu  DNA 
rozwój denatu racji pod wpływem  prom ieniow ania spowodowany jest 
dim eryzacją i hydratacją  pirym idyn. U tworzenie dim eru trw ale  deform u
je łańcuch  uniem ożliw iając przyjęcie praw idłow ej helikoidalnej konfor
m acji. Poza tym  zasady pirym idynow e po nasyceniu w iązania 5,6 tracą 
zdolność do stabilizujących s tru k tu rę  drugorzędową oddziaływań z sąsia
dującym i resztam i zasadow ym i oraz z resztam i purynow ym i kom ple
m entarnego łańcucha.

Uszkodzenia s tru k tu ry  drugorzędow ej DNA zm ieniają jego w łaści
wości. Obserwuje się obniżenie tem pera tu ry  denaturacji, spadek lep
kości roztworu, wzrost pozornej gęstości w gradiencie CsCl i wzrost 
szybkości reakcji grup am inow ych zasad z form aldehydem  (74, 167).
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W polim erze o nieuszkodzonej struk tu rze  drugorzędowej ta  ostatnia 
reakcja jest silnie zaham owana, ponieważ grupy NH2 są związane wodo- 
rowo z kom plem entarnym i zasadami i znajdują się w ew nątrz polim eru. 
Niewielka czułość m etod pozwala zauważyć te objaw y denaturacji DNA 
dopiero po dawce rzędu 105— 106 erga/m m 2 (74, 169). U w alniające się 
grupy aminowe jako k ry terium  lokalnej denaturacji DNA można w ykryć 
jednak już po daw kach 6—8X 104 erga/m m 2 m ierząc zmianę czasu życia 
fluorescencji oranżu akrydyny  agregującego się warstw ow o na tych g ru
pach (96, 169, 170).

Badanie własności hydrodynam icznych naświetlonego i poddanego 
denatu racji w form am idzie DNA ujaw nia dwa dalsze rodzaje uszkodzeń 
s tru k tu ry  polim eru: utw orzenie wiązań poprzecznych oraz pękanie wiązań 
fosfodw uestrow ych (47, 50, 74, 75, 158).

Pojaw ienie się podczas frakcjonow ania naświetlonego DNA w gra
diencie CsCl (97) frakcji nie denatu ru jącej się w form am idzie uważa się 
za skutek tw orzenia się kow alentnych wiązań poprzecznych pomiędzy 
kom plem entarnym i łańcucham i w w yniku dim eryzacji przeciw ległe poło
żonych reszt tym iny  (74, 75, 169). W natyw nej, sztyw nej struk tu rze  DNA, 
podobnie jak  i w poli dAT w arunkiem  m iędzyłańcuchowej dim eryzacji 
pirym idyn jest lokalna dezorganizacja s tru k tu ry  polim eru. Rzeczywiście, 
w raz z postępującą dysocjacją s tru k tu ry  drugorzędowej w podwyższonej 
tem pera tu rze  rośnie frakcja  DNA nie denatu ru jąca się w form am idzie 
osiągając m aksim um  przy  dysocjacji około 10% wiązań wodorowych 
w przypadku DNA faga T2 (158), a w przypadku DNA Salmonella typ-  
him urium  po dysocjacji około 20°/o w iązań wodorowych (50). Brak jednak 
bezpośrednich dowodów, że wiązania te  są rzeczywiście w ynikiem  utw o
rzenia m iędzyłańcuchowych dim erów TT względnie CC i CT.

W DNA faga T2 oszacowano ilość poprzecznych wiązań p rzypadają
cych średnio na jedną cząsteczkę (158) zakładając, że jedno wiązanie po
przeczne w cząsteczce DNA powoduje już jej niedenaturow alność oraz, 
że rozmieszczenie w iązań poprzecznych w całej populacji cząsteczek jest 
zgodne z rozkładem  Poissona. Po dawce rzędu 104 erga/m m 2 nie ulegająca 
denatu racji frakcja  stanow iła około 1/3 całej ilości DNA czemu odpowia
dało średnio 0,5 poprzecznego wiązania na cząsteczkę o ciężarze cząstecz
kowym  rzędu 1,3— 1,6X108. P rzy  tej dawce zaś ilość dim erów pirym idy
nowych w cząsteczce DNA o ciężarze rzędu 108 jest rzędu 103. Zatem  
prawdopodobieństwo pow stania wiązania poprzecznego jest znikome w po
rów naniu  z praw dopodobieństwem  dim eryzacji sąsiadujących reszt p iry 
m idynowych. W świetle tych danych sugestia (13), że w yodrębniona 
z DNA E. coli frakcja  stanow iąca około 1/3 frakcji dim erów o budowie 
cis-syn  może pochodzić z dim eryzacji przeciw ległe położonych reszt 
tym iny  w ydaje się mało praw dopodobna. Dim er ten  jest przypuszczal
nie stereoizom erem  trans-syn  (II, rysunek  1), pow stającym  z reszt tym iny
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sąsiadujących w tym  sam ym  łańcuchu lecz wyprow adzonych z w arstw o
wej konfiguracji przez ruchy  cieplne. Również poglądy (96, 169, 170) 
wiążące pojawienie się lokalnych denatu racji w DNA w yłącznie 
z m iędzyłańcuchową dim eryzacją tym iny  nie znajdują potw ierdzenia 
w danych doświadczalnych.

Ciężar cząsteczkowy naśw ietlonego DNA praktycznie nie zmienia się 
w funkcji dawki. Spadek ciężaru cząsteczkowego naświetlonego DNA 
ujaw nia się dopiero po denatu racji w form am idzie, co w skazuje na spo
radyczne pękanie w iązań fosfodwuestrow ych. Podobnych efektów nie 
obserw uje się w syntetycznych  polim erach typu  poli A:U (74). Nie jest 
wykluczone, że pęknięcia w iązań fosfodwuestrow ych w  natyw nym  DNA 
wyw ołane są procesam i fotodynam icznym i (6, 7, 21, 142) uczulonym i 
przez m inim alne ilości zanieczyszczeń takich jak  kationy ciężkich m etali 
czy cząsteczki barw ników .

W stanie suchym, w błonach DNA (oraz niektórych syntetycznych 
polinukleotydów  pirym idynow ych) obserw uje się pod w pływ em  UV 
m iędzyłańcuchową polim eryzację (158, 159), DNA staje się nierozpusz
czalny (158). N atom iast DNA naśw ietlany w postaci kom pleksu z b iał
kiem  in vitro lub in vivo, a także w  roztworze zaw ierającym  białko 
wiąże się z nim  kow alentnie (121, 122, 124). E fekty te w skazują p rzy 
puszczalnie na innego ty p u  reakcje nukleofilnej addycji do pierścienia 
pirym idynow ego w zględnie na jakieś reakcje rodnikowe. S m i t h  (123, 
124) uważa wiązanie się DNA z białkiem  za skutek addycji grup -OH 
seryny, względnie tyrozyny bądź też grup -SH białka do pirym idynow ego 
wiązania 5,6 w DNA. Podstaw ę takiej in terp re tac ji stanow ią reakcje 
nukleofilnej addycji grup OH alkoholi lub SH -cysteiny do u racy lu
i tym iny  (45, 82, 116, 123, 151). P roduktem  addycji cysteiny do u racy lu  
jest 5-»S-cysteino-6-hydrouracyl (123). Cysteina reaguje przypuszczal
nie w podobny sposób z resztam i u racy lu  w poli U, cytozyny w poli C 
oraz tym iny  i cytozyny w DNA, ponieważ naśw ietlanie tych  polim erów 
w roztworze w odnym  zaw ierającym  35S-cysteinę prow adzi do w budo
w yw ania izotopu do polim erów (123).

2. RNA

Bardzo niewiele dotychczas wiadomo o reakcjach fotochem icznych 
w RNA (115, 122). Na podstaw ie w yników  doświadczeń z modelowymi 
oligo- i polinukleotydam i zaw ierającym i uracyl i cytozynę można się 
spodziewać, że w  cząsteczkach RNA obie reszty  pirym idynow e ulegają 
fotoaddycji wody i fotodim eryzacji. Rzeczywiście około 50% spadek 
absorpcji wodnego roztw oru RNA z drożdży w yw ołany prom ieniow a
niem  253,7 m¡.i jest częściowo odw racalny term icznie co w skazuje na 
obecność fo tohydratów  p irym idyn (161). Z produktów  enzym atycznej
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hydrolizy RNA w irusa mozaiki tytoniow ej naświetlonego dużą dawką 
prom ieniow ania 253,7 mu w yodrębniono hydraty  (99) kwasu urydylo- 
wego w ilości odpowiadającej m aksym alnie 64% przereagow anego foto
chemicznie uracylu. Oznaczając w alkalicznym  hydrolizacie tego samego 
RNA grupy ureidowe pow stające w w yniku otw arcia pierścienia p iry 
midynowego 5,6-dw uhydro-6-hydroksy pochodnych uracylu  oraz dim e
rów  uracylu  stwierdzono, że z pośród 37% fotochemicznie transform o
w anych reszt u racylu  78% utw orzyło hydraty , a 11% dim ery. W iększa 
zaw artość fotohydratów  uracylu  w hydrolizatach alkalicznych może być 
w ynikiem  częściowej dezam inacji hydratów  i dim erów cytozyny w tych  
w arunkach . Ponadto nie wiadomo czy m etoda alkalicznej hydrolizy 
nadaje  się do oznaczania reszt wbudow anych w łańcuch polinukleoty- 
dowy.

Wiele prac poświęcono próbom  stw ierdzenia powiązania przypusz
czalnych fotoproduktów  zasad pirym idynow ych RNA z uszkodzeniem 
funkcji biologicznych sRNA (42, 51, 53, 128, 168) i infekcyjnego RNA 
w irusa mozaiki tytoniow ej (65, 66). Badania przesunięcia przy pomocy 
prom ieniow ania krótkofalow ego równowagi fotochem icznej Py,

hv ------
Py ^  P yP y  w  RNA inaktyw ow anym  prom ieniow aniem  długofalowym  
nie w ykazały związku pomiędzy dim eryzacją, a inaktyw acją (42, 51, 
53, 65, 128). Metodę tę można jednak stosować tylko wówczas, jeżeli 
pod w pływ em  prom ieniow ania długofalowego osiąga się większe niż 
dla prom ieniow ania krótkofalow ego stacjonarne stężenie dim erów p iry 
m idynow ych, co prawdopodobnie nie jest spełnione w  przypadku w rażli
wego na prom ieniow anie infekcyjnego RNA w irusa mozaiki tytoniow ej 
(66, 114). H a r r i m a n  i Z a c h a u  (53) stw ierdzili, że w ydajność 
kw antow a inaktyw acji fenyloalaninowego i lizynowego sRNA zmienia 
się w raz z długością fali podobnie jak  i wydajność kw antow a d im ery
zacji reszt U w dUpU (58, 62). Ponieważ prom ieniow anie krótkofalow e 
nie usuwało skutków  działania prom ieniow ania długofalowego w ysu
nęli przypuszczenie, że w RNA podobnie jak  w dUpU stacjonarne stęże
nie dim erów uracylow ych (58) praktycznie nie zależy od długości fali.

Podatność RNA w irusa mozaiki tytoniow ej na fo toreaktyw ację enzy
m atyczną (4, 77) jest jednak większa po inaktyw acji prom ieniow aniem  
długofalow ym  niż krótkofalow ym  (77) co w skazyw ałoby na udział dim e
ryzacji i p irym idyn w inaktyw acji.

Nie udało się wykazać związku fotoaddycji wody z inaktyw acją bio
logiczną RNA drogą term icznego rozkładu fotohydratów  pirym idyn 
(42, 53, 128), nie świadczy to jednak, że addycja wody nie w pływ a na 
funkcje  biologiczne RNA. W podwyższonej tem pera tu rze  częściowa 
dezam inacja fotohydratów  i dezam inacja dim erów cytozynow ych mogą 
prowadzić do istotnych zmian funkcjonalnych w cząsteczce RNA. Poza 
tym  znaczna trw ałość hydratów  uracylu  pozwala na pełny  ich rozkład
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w podwyższonej tem pera tu rze  dopiero wówczas, gdy obserw uje się już 
term iczną inaktyw ację nienaśw ietlonego RNA.

O statnio T o m a s z  i C h a m b e r s  (138, 139) odkryli nową foto
chem iczną reakcję reszt uracylow ych w budow anych do łańcuchów  
sRNA w  postaci C5-nukleozydów  (pseudourydyna), k tóra może mieć 
znaczenie dla inaktyw acji rozpuszczalnych RNA zaw ierających znaczne 
ilości pseudourydyny. 3’-m onofosforan, 3’,5’-dw ufosforan pseudourydyny 
oraz pseudourydyna w  tetranuk leo tydzie  Tp^p-CpGp pod wpływ em  pro
m ieniow ania 253,7 mu ulegają degradacji do 5-form ylouracylu (sche
m at 6).

O
X

HN NH

r o c h 2

0  OH

*o—p = o
Uoe
1

h y
(253jm(i)

HNA ™

CHO

+  HPO4 +  R - Y

II O
/  ©R =  H  Lub - P —  CT 

O e

Y = niezidentyfikowany fragment

'P  H O . +  P.

S ch em at 6. D eg rad ac ja  p seu d o u ry d y n y

R eakcja ta  w yw ołuje zatem  rozszczepienie łańcucha polirybozo- 
fosforanowego w m iejscu w budow ania reszty  pseudourydyny. W te tra 
nukleotydzie reakcji tej-tow arzyszą inne procesy fotochemiczne prow a
dzące do zaniku absorpcji reszt zasadowych. Dawka prom ieniow ania 
rzędu 106 erga/m m 2 powodująca rozerw anie łańcucha w 60°/o cząsteczek 
w yw ołuje jednocześnie fotochem iczną przem ianę 50% fragm entów  
pCpGp oraz 70'% fragm entów  w TpY. W stępne w yniki badań alan ino- 
wego sRNA, którego chem iczna budowa jest znana w skazują, że pro
m ieniow anie powoduje rozerw anie łańcucha w m iejscach gdzie znajdują 
się reszty  pseudourydyny.
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IV. Uwagi końcowe

Mimo szybkiego rozw oju i znacznych sukcesów badań nad fotochemią 
kwasów nukleinow ych wiele problem ów pozostaje ciągle jeszcze do roz
wiązania. Nadal dalecy jesteśm y od pełnego zrozum ienia m echanizm u 
podstaw owych reakcji fotochem icznych.

Badania nad optycznym i właściwościam i reszt zasadowych w syn te
tycznych polinukleotydach o znanej budowie chemicznej i fizycznej, p ro
wadzące do w yjaśnienia dróg degradacji i przenoszenia energii elek tro
nów, znajdują  się dopiero w początkowej fazie, podobnie jak  i ilościowe 
studia nad przebiegiem  znanych reakcji fotochem icznych w syntetycz
nych kom pleksach polinukleotydow ych. Konieczne są dalsze prace nad 
poznaniem  ubocznych reakcji fotochem icznych oraz fotochem icznych 
właściwości rzadziej w ystępujących  w  kwasach nukleinow ych zasad p i
rym idynow ych i purynow ych, zwłaszcza w rozpuszczalnych kwasach 
rybonukleinow ych. Istn iejące poglądy na przebieg podstaw owych reakcji 
fotochem icznych w cząsteczkach DNA oparte są na nielicznych pracach 
zaw ierających dane doświadczalne, wartościowe z punk tu  ilościowej ich 
in terp re tac ji. P rak tycznie  nic nie wiadomo o ich przebiegu w cząstecz
kach RNA. Niewielkie rozm iary  cząsteczek rozpuszczalnego RNA oraz 
poznanie chemicznej budow y szeregu tych  kwasów, stw arzają dobre per
spektyw y dla szczegółowych badań fotochemicznych. W reszcie spraw ą 
przyszłości są dotychczas nie podejm ow ane prace nad wpływ em  obec
ności cząsteczek białka w kom pleksach nukleoproteidow ych na cało
kszta łt procesów prow adzących do pojaw ienia się określonych końco
wych fotoproduktów  w cząsteczkach kwasów nukleinowych.

Nadchodzące lata  przyniosą niew ątpliw ie dalszy rozwój badań nad 
fotochem ią kwasów nukleinow ych.
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STEFAN PASZYC*

Fotochemia związków flawinowych

Photochemistry of Flavins

A b rie f  re v ie w  is g iven  of e x p e rim e n ta l m ethods app lied  an d  m echan ism s 
p roposed  in p h o to ch em is try  of flav in s . P a r t ic u la r  s tre ss  is la id  on e x p e rim e n ta l 
d a ta  concern ing  tra n s ie n t species an d  exc ited  s ta te s  p ro d u ced  d u rin g  ir ra d ia tio n .

Szereg związków flaw inow ych wchodzi w skład flaw oproteidów  dzia
łających jako enzym y w reakcjach oksydo-redukcyjnych. Do najw ażniej
szych koenzymów flaw inow ych należą: m ononukleotyd flawinowy (FMN) 
oraz dw unukleotyd flaw oadeninow y (FAD). N iektóre flaw oproteidy za
w ierają  silnie związane jony m etali (Fe, Cu, Mo) sprzyjające pow staw aniu 
form  sem ichinonow ych i mogące brać udział w procesach katalitycznych. 
Częścią składową FMN i FAD jest ryboflaw ina (RF1) czyli 6,7-dwum ety- 
lo-9-rybityloizoalloksazyna. O dw racalne reakcje u tleniania i redukcji 
FMN, FAD i ryboflaw iny przebiegają w ich pierścieniu izoalloksazyno- 
wym. Przyłączenie się wodoru do dwóch atomów azotu tego pierścienia 
w pozycji Nx i N10 (rysunek 1) przeprow adza flaw iny w ich form y zre
dukow ane (FMNH2, FADH2 i RF1H2).

Pokaźna liczba procesów biochemicznych, w k tórych zaangażowane są 
enzym y flawinowe związana jest z em isją i absorpcją św iatła, a więc ze 
zjaw iskiem  fluorescencji, fotolizy, fotoutleniania, fo toredukcji i foto- 
blaknięcia (photofading). Udział flaw in w procesach działania fotodyna- 
micznego, fototropii, fo to taksji i fotom orfogenezy jest dobrze znany bio
logom. Flaw iny na przykład spełniają niepoślednią rolę w fosforylacji 
fotosyntetycznej (9) i enzym atycznej fotoredukcji azotanów. Szczególną 
fotoaktyw nością odznacza się ryboflaw ina. Związek ten  jak  i wiele innych 
barw ników  może uczulać na wpływ  św iatła reakcje u tleniania wielu 
substratów  w obecności tlenu. Takie działanie objawia się w przypadku 
inaktyw acji enzymów (8, 10, 34), zaham owania funkcji niektórych m ikro
organizmów i hem olizy czerwonych ciałek krwi. Ukazały się także, jak 
dotąd nieliczne, prace na tem at fotochemicznej inaktyw acji fungicydów

* Doc. d r, Z ak ład  F o tochem ii U n iw ersy te tu  im . A. M ickiew icza w  P oznan iu . 
W ykaz używ anych  sk ró tó w : RF1 — ry b o flaw in a , E P R  — e lek tro n o w y  rezo n an s  
p aram ag n e ty czn y .
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w obecności flaw in (2, 13). Szczególne zainteresow anie botaników w zbu
dziła uczulona przez ryboflaw inę reakcja  fotoutlenienia kw asu indoloocto- 
wego. Rozkład tego horm onu wzrostowego roślin jest prawdopodobnie 
zw iązany ze zjaw iskiem  fototropow ym  (8, 9, 30). T h i m a n n  i C u r r y  
(44) jednak na podstawie porów nania widm flaw in i w idm a działania 
(action spectrum) dla fototropii w ultrafiolecie kw estionują udział rybo- 
flaw iny jako uczulacza tej reakcji. Zagadnienie to jest jak dotąd otw arte.

R ys. 1. W zór s tru k tu ra ln y  ry b o flaw in y  i je j w idm o ab so rp c ji w  w odzie d esty lo w an e j.

Ryboflaw ina jest prawdopodobnie także tym  czynnikiem , k tó ry  odgrywa 
isto tną rolę w zjaw isku zw anym  „negatyw ną fotofobotaksją” w ystępującą 
u chloroplastów algi Vaucheria sessilis (12). Na zakończenie tego niepeł
nego oczywiście przeglądu udziału flaw in w procesach fotobiologicznych 
dodać trzeba, że ryboflaw inę znaleziono w źrenicach oczu w ielu ssaków
i to naw et w stanie krystalicznym  (28). W edług niektórych badaczy 
chem ilum inescencja tow arzysząca procesom fotosyntezy może być spo
wodowana em isją św iatła przez ryboflaw inę (38).

I. Fotoliza flawin

Udział flaw in w w ielu procesach fotobiologicznych, fakt, że budowę 
chem iczną flaw in ustalono na podstawie badań fotochem icznych oraz 
specyficzna właściwość tych  związków, k tó re  mogą działać jako foto- 
uczulacze, ponieważ ich pobudzone cząsteczki są donatoram i elektronów  
(17) zwróciły na nie szczególną uwagę zarówno chemików jak  i biologów. 
C harakterystyczny żółty kolor flaw in związany jest z silną absorpcją
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św iatła w zakresie fioletow ym  i niebieskim  widma. Ryboflaw ina, FMN
i glukozyd ryboflaw iny m ają niem al identyczne widm a absorpcji charak 
teryzu jące  się trzem a pasm am i (Amax =  445, 373, 260 mu-), a widm o FAD 
różni się nieznacznie (Amax =  450, 375, 263 m|x) (5, 46). W artości absorpcji 
św iatła dla w ym ienionych długości fali używane są często jako k ry te ria  
oceny czystości związków flawinowych.

Badanie fotolityczne flaw in zapoczątkowali W a r b u r g  i C h r i s 
t i a n ,  k tórzy w roku 1932 stw ierdzili, że grupa prostetyczna żółtego fe r
m en tu  jest św iatłoczuła, a w rok potem  w yodrębnili substancję k ry s ta 
liczną, k tóra okazała się 6,7,9-trójm etyloizoalloksazyną i została później 
nazw ana lum iflaw iną (Xmax =  445, 385, 265 m[i). Rodzaj produktów  fotolizy 
ryboflaw iny w dużej m ierze zależy od pH środowiska. Lum iflaw ina 
tw orzy się w środow isku alkalicznym , natom iast w kw aśnym  i obojęt
nym  pozostaje głównie lum ichrom  czyli 6,7-dw um etylo-alloksazyna 
(^max =  385, 350, 260 mjx). Po przeprow adzeniu fotolizy ryboflaw iny lub 
jej pochodnych w w arunkach  beztlenow ych, doprowadzeniu tlenu  po
w ietrza i oddzieleniu lum ichrom u otrzym uje się deuteroflaw inę 
(deutero-Fl) czyli 9-form ylom etyloflaw inę. Związek ten  odznacza się 
znaczną światłoczułością i wrażliwością na działanie alkalii (14, 35). 
Fotolizę ryboflaw iny, FMN, FAD i innych flaw in w ykryw ano m etodam i 
chemicznym i, polarograficznym i (3, 4, 7, 21, 23) chrom atograficznym i 
(24, 35, 45), spektroskopow ym i (2, 24, 47), fluorom etrycznym i (4, 24) i na 
drodze prób m ikrobiologicznych (35). H a l w e r  (11) prowadził k ine
tyczne badania procesu fotolizy. N ajlepiej poznanym i produktam i foto
lizy są lum iflaw ina, lum ichrom , deuteroflaw ina i leukodeuteroflaw ina 
czyli zredukow ana deuteroflaw ina (deutero-FlH 2), P race K a r  r  e r  a, 
K o s h a r y ,  a także innych autorów  w skazują na to, że podczas foto
lizy ryboflaw iny u tlen ia się boczny łańcuch rybitylow y. Świadczy
0 tym  powstawanie estrów  kw asu 6,7-dwum etyloizoalloksazyno-9-octo- 
wego w czasie fotorozkładu jak  też i w ielu produktów  zaw ierających 
atom y węgla od V do 5’, w ytw arzanych  na skutek pękania bocznego łań 
cucha rybitylow ego. Stw ierdzono także, że wolna grupa hydroksylow a 
w położeniu 2’ sprzyja szybkiej reakcji fotolizy. H a l w e r  (11) w ykazał, 
że fotoliza ryboflaw iny i jej pochodnych w roztworze kw aśnym  jest 
przykładem  katalizy  kwasowo-zasadowej. Sugeruje on również, że aktem  
pierw otnym  fotorozkładu jest oderw anie się protonu od grupy hydro 
ksylow ej w położeniu 2’ i pobranie go następnie przez atom  azotu w  po
łożeniu 9 pierścienia izoalloksazynowego. Przejście p ro tonu  zachodzi 
łatw iej w środowisku odpowiednio zbuforowanym . K o z i o ł  (24) foto- 
lizując ryboflaw inę w  n iek tó rych  rozpuszczalnikach organicznych
1 w wodzie w obecności tlen u  pow ietrza stw ierdził znaczną odporność 
tego związku, a także lum ichrom u na działanie św iatła uw arunkow aną 
pow staw aniem  w iązania wodorowego m iędzy tym i związkami, a roz
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puszczalnikiem . W yniki badań nad fotolizą flaw in i flaw oproteidów  
w skazują na to, że RF1 i FMN odznaczają się jednakow ą światłoczułością, 
natom iast flaw oproteidy są daleko m niej podatne na działanie św iatła, 
a FAD zajm uje pozycję pośrednią. Czynnikam i w zm agającym i fotolizę 
są: pH roztw oru, stężenie buforów i w arunki beztlenowe. Należy rów 
nież dodać, że ryboflaw ina w form ie zredukow anej (RF1H2) jest bardziej 
odporna na działanie św iatła. W litera tu rze  można także znaleźć dane
o w pływ ie Cu2+, Mg2+ i Fe3+ (47) oraz niektórych jonów m etali ciężkich 
(39) na szybkość fotorozkładu flaw in w roztworach.

II. Fotoblaknięcie i fotoredukcja*

Badania nad fotoblaknięciem  ryboflaw iny i jej pochodnych prowadzili 
przede w szystkim  O s t e r  i H o l m s t r ó m  (15, 17). Beztlenowe foto- 
odbarw ianie RF1 w nieobecności donatorów elektronów  prowadzi począt
kowo do powstawania leukodeuteroflaw iny. Dwa wodory przyłączane do 
pierścienia arom atycznego pochodzą z łańcucha bocznego. L eukodeutero- 
flaw ina ma zdolności redukcyjne, przy czym sama u tlen ia  się do deutero- 
flaw iny. Szybkość blaknięcia ryboflaw iny w roztw orach buforow ych 
zwiększa się wraz z kw adratem  stężenia buforu. Proces ten  zachodzi 
zarówno w obecności jak i nieobecności tlenu, a także przy pH  kw aśnym  
lub obojętnym . Tworzenie się leukodeuteroflaw iny związane jest z ka
talizą kwasowo—zasadową co objawia się zwiększaniem  wydajności 
kw antow ej w raz z podwyższeniem stężenia buforu. Nieznaczny dodatek 
K J (rzędu 10-6 M) w w yraźny sposób zmniejsza w ydajność kw antow ą 
fotoblaknięcia ryboflaw iny. Tak nieznaczne stężenie K J nie wpływa 
natom iast na fluorescencję tego związku. Czas życia produktów  fluo ry 
zujących Sx (rysunek 2) jest rzędu 10~8 s a gaszenie fluorescencji w ystę
puje dopiero przy stężeniu K J rzędu 0,1 M.

Ponieważ do zaham owania procesu fotoblaknięcia w ystarczające jest 
m ikrom olarne stężenie K J O s t e r  i H o l m s t r ó m  doszli do wniosku, 
że pow stające w tym  procesie chemiczne aktyw ne produkty  (T) są względ
nie trw ałe  i obliczyli, że czas ich życia wynosi 10-3 s. A zatem  one, 
a nie Sj są związkami przejściowym i w procesie fotoblaknięcia. Nowsze 
badania nad fotoblaknięciem  ryboflaw iny, a właściwie jej estru  5’ fosfo
ranowego przeprowadził H o l m s t r ó m  (15). Posługując się fotolizą 
błyskow ą w połączeniu ze spektroskopią k inetyczną śledził on zm iany 
widm  w toku fotoblaknięcia RF1 w roztworze obojętnym  w obecności lub 
w nieobecności tlen u  oraz w roztw orach nasyconych pow ietrzem  i z do

* T e rm in  fo to b lak n ięc ie  (p h o to fa d in g ) zw iązany  je s t z ro zk ład em  łań cu c h a  
bocznego b a rw n ik a  w  od różn ien iu  od „czystej fo to re d u k c ji” (p u re  pho to reduction )  
zachodzącej w  obecności dodanego  czynn ika  red u k cy jn eg o .
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datkiem  H20 2. Fotoliza w w arunkach  beztlenow ych biegnie według nastę
pującego schem atu:

RF1 — deutero-FlH2 1

RF1 -f- deutero-FlH2 ^  RF1H2 +  deutero-Fl 2

deutero-Fi lumichrom 3

Fotorozkład RF1 następuje w w yniku naśw ietlania, a nie na skutek w pro
wadzonego do badanego układu  tlenu  z pow ietrza jak to sądzono uprzed
nio. Niewielkie ilości tlenu  zwiększają jednak wydajność powstawania 
lum ichrom u. W w arunkach  tlenow ych fotoliza prowadzi do pow staw ania 
obok lum ichrom u, również bliżej nie zidentyfikowanego związku czy 
m ieszaniny związków o m aksim um  absorpcji w okolicy 400 m(.i.

R ys. 2. W ykres poziom ów  en e rg e ty czn y ch  i m ożliw ych  p rze jść  pom iędzy  poziom am i.
(wg 26)

L iczby (w  mu) odnoszą się do absorpcji. S trzałk i kreskow ane — absorpcja z pom inięciem  po
ziom ów  odpow iadających długościom  fa li 260 i 224 mu; strzałki kropkow ane — lum inescencja; 
strzałk i ciągłe  — przejścia bezprom ieniste. F luorescencja  pow staje na skutek  przejścia z p ierw 
szego w zbudzonego singletu  (Sj) do poziom u podstaw ow ego (S0). Fosforescencja w  tem peraturze  
pokojow ej objaw ia się  przejściem  od n ietrw ałego  stanu T do S0 przez SX) a w  nisk ich  tem pe

raturach bezpośrednio od T do S0

Fotoredukcja ryboflaw iny przebiega naw et bez udziału donatorów 
elektronów , a w obecności tak ich  czynników jak etylenodw uam inocztero- 
octan (EDTA) proces fo toredukcji jest odw racalny. Pow staw anie form  
sem ichinonowych w toku tego procesu sugerow ano już dawniej na pod
staw ie w yników  badań spektrofotom etrycznych i polarograficznych. 
H o l  m s t r o m  (14) stosując w badaniach nad flaw inam i m etodę foto- 
lizy błyskowej postuluje, że fo toredukcja RF1 w obecności EDTA jest 
reakcją  dwustopniową, jednoelektronow ą, przechodzącą przez stan trip le- 
towy. Potw ierdzeniem  takiego przebiegu procesu było znaczne zm niejsze
nie się w ydajności sem ichinonu w obecności m ałych ilości jonów jodu.
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K atalityczne działanie ryboflaw iny w  procesie fotoredukcji Fe3+ i foto- 
u tlen ian ia  Fe2+ w ykazał R u 11 e r  (31). Z badań jego w ynika, że pomiędzy 
RF1, a jonam i żelaza następuje bezpośrednie przeniesienie elektronu. 
W edług podobnego m echanizm u działają flaw oproteidy. P race cytow a
nych tu  autorów  dowodzą, że fotoprocesy, k tóre omówiliśmy spowodo
w ane są przede wszystkim  zmianam i w bocznym łańcuchu rybitylow ym . 
P róbu jąc  szerzej w yjaśnić reakcje fotochem iczne flaw in zapropono
wano dwa możliwe m echanizm y:

a) pobudzona św iatłem  ryboflaw ina rozkłada cząsteczki wody (7, 11, 
20, 37, 48).

b) cząsteczka ryboflaw iny w stanie pobudzonym  staje  się aktyw nym  
donatorem  elektronów  i w w yniku katalizu je swój w łasny fotorozkład 
(14, 17, 25, 26, 35).

Pierw sza z koncepcji sprowadza się do tego, że pobudzone św iatłem  
flaw iny w w arunkach  beztlenow ych rozkładają wodę z w ydzieleniem  
H20 2:

RF1 +  2 H20  — RFi • H20  —> RF1H2 +  H20 2 4

W obecności ak tyw atora  M (EDTA, m etionina) reakcja przebiega na
stępująco:

RF1 +  M +  H20 -* R F 1 .H 20-M  — RFiH2 +  MO 5

M echanizm  ten  poddany został k ry tyce przez O s t e r a  i H o l m s t r ó -  
m a, k tórzy są głównym i orędow nikam i drugiego m echanizm u. Również 
R a b i n o w i t c h  (29) na gruncie rozw ażań energetycznych k ry tyku je  
teorię fo toutleniania wody przy  udziale barw ników  organicznych w w a
runkach  beztlenowych. O s t e r  i H o l m s t r ó m  dowodzą, że jeśli 
woda związana (reakcja 4) m iałaby m niejszą trw ałość niż zwykła 
cząsteczka wody to zgodnie z dalszym  przebiegiem  reakcji m usiałaby 
być pokonana dodatkowa energia w iązania. W przeciw ieństw ie do pierw 
szej koncepcji sugerującej, że pobudzona działaniem  św iatła RFI pobiera 
wodór z wody postulują oni udział wodoru pochodzącego z bocznego 
łańcucha rybitylow ego. W toku reakcji fotochemicznej rozkłada się rów 
noważna ilość RFI. Potw ierdzeniem  takiego przebiegu fotoreakcji są 
w yniki badań fotoelektrochem icznych i reakcji redukcji uczulanych na 
światło przez ryboflaw inę. Jako przykład tej ostatniej przytoczyć można 
zastosowanie RFI do uczulania reakcji fotopolim eryzacji akrylam idu 
(27) przy czym czynnikiem  redukującym  jest tu ta j łańcuch rybitylow y.

III. Stany wzbudzone i produkty przejściowe w fotochemii flawin

Już dawniej przypuszczano, że podczas redukcji niektórych flaw o- 
proteidów  pow stają bardzo reak tyw ne form y semichinonowe. Tworzą 
się one na skutek bezpośredniego przeniesienia elek tronu  lub atom u
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w odoru w k ierunku  od substra tu  do flaw iny. W czasie przebiegu reakcji 
katalizow anych przez flaw iny, a także w w yniku dodania do flaw in od
powiednich substratów  pow stają silnie zabarwione na kolor czerwony 
lub zielony p rodukty  przejściowe absorbujące światło o długości fali 
540—580 mix lub odpowiednio 465—475 niM- (1). W idma ich są bardzo 
zbliżone do odpowiednich widm  semichinonów pow stających podczas 
reakcji redukcji w olnych flaw in do ich leukoform y. Pozwala to przy
puszczać, że p rodukty  przejściowe tworzące się podczas zwykłych reakcji 
chem icznych i reakcji enzym atycznych m ają jednakow ą budowę. Dimer 
sem ichinonu ma szerokie pasmo absorpcji w zakresie od 700— 1200 m^i 
z m aksim um  przy 900 rn.fi. Redukcję wolnych flaw in można przeprow a
dzić stosując typowe substancje redukujące, prom ienie ren tgena (40) lub 
światło w idzialne (15, 37).

Posługując się m etodą fotolizy błyskowej w w arunkach beztlenow ych 
H o l m s t r ó m  (16) w ykrył n ietrw ały  produkt przejściowy o budowie 
sem ichinonowej RF1H- o m aksim um  absorpcji około 500 mpi. A utor ozna
czył bezwzględne stężenie produktu  przejściowego, jego współczynnik 
absorpcji i szybkość zanikania. Proces odbarw iania się RF1 jest zupełnie 
inny  w obecności aktyw atorów  niż bez nich. W tym  ostatnim  przypadku 
ma m iejsce tylko degradacja bocznego łańcucha ryboflaw iny. W dal
szych pracach H o l m s t r ó m  (18) stosując tę samą m etodę wyznaczył 
bezwzględne w artości współczynnika absorpcji sem ichinonu o budowie 
•FMNH lub *FMNH~ w roztw orach FMN w zakresie pH  5—9.

O statnio  T e g  n e r  i H o l m s t r ó m  (41) zastosowali m etodę foto
lizy błyskowej (18) do naśw ietlania lum iflaw iny. Na podstawie otrzy
m anych widm nietrw ałych  produktów  przejściowych odm iennych od 
widm semichinonów oraz ich wrażliwości na nieznaczną zawartość tlenu  
lub jodku potasu w nioskują oni, że widm a te obrazują stan  trip letow y 
lum iflaw iny.

S tan  trip letow y w ykryto  u pochodnych flaw in i oksydazy D-amino- 
kwasowej m etodą EPR w świetle w idzialnym  i nadfiolecie w tem peraturze 
77°K (32, 33). T rip lety  flaw inow e (Am + 2) dla FMN i FAD pochodzą 
z pierścienia izoalloksazynowego. Okres półtrw ania trip le tu  FMN w IN 
HC1 wynosi 15 ms. P rzebadano także w pływ  tlenu, zm iany pH, stężenia 
roztworów jodku potasowego oraz tryp to fanu  na czas trw ania i zaniku 
trip le tu .

Na uwagę zasługują także prace T e r e n i n a  i wsp. (42) nad fotolizą 
błyskow ą roztworów RF1 i lum iflaw iny w obecności dw ufenyloam iny. 
A utorzy ci zarejestrow ali pasm a absorpcji rodnika kationowego dw u
fenyloam iny i sem ichinonu flaw iny. Lum ichrom  w tych sam ych w arun 
kach odrywa wodór od dw ufenyloam iny. Dalsze prace tych  autorów  zmie
rzają  w k ierunku w yjaśnienia, która z postaci fotoaktyw ow anych flawin 
reaguje z dw ufenyloam iną singletow a czy tripletow a. Również
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K n o w l e s  i R o e  (22) w ykryli k ró tkotrw ałe  widmo absorpcji w roz
tw orach ryboflaw iny i lum iflaw iny o okresie półtrw ania 1,5 ms, które 
przypisują stanowi tripletow em u.

Badając m echanizm  działania fungicydu prim aricyny na kom órki 
drożdży stwierdzono, że światło w idzialne rozkłada ten  związek w obec
ności ryboflaw iny (1,3). Zjawisko to jest o ty le  in teresujące, że prim a- 
ricyna nie w ykazuje żadnej absorpcji w dziedzinie widzialnej. B e r  e n d s
i P o s t h u m a  (2) badali uczulany przez RF1 i lum ichrom  fotorozkład 
p rim aricyny św iatłem  o długości fali 445 mim w roztw orach wodnych. Za
proponowali oni dla fotodynam icznego rozkładu p rim aricyny  przejście 
tr ip le t—trip le t w edług następującego schem atu:

RF1 -f h\i —* RF1* (singlet) —* RF1* (triplet) 6

RF1* (triplet) +  prim aricyna —>RF1* +  primaricyna* (triplet) 7

Podczas naśw ietlania nie stw ierdzono pow stania H20 2.

IV. Uwagi końcowe

Prace z zakresu fotochemii flaw in posunęły się znacznie naprzód od 
la t trzydziestych. W ostatnich latach  rozw inęły się zwłaszcza badania 
postaci semichinonowych i stanów  wzbudzonych przy użyciu m etody 
fotolizy błyskow ej w połączeniu ze spekroskopią kinetyczną i m etody 
EPR. W ydaje się, że końcowe p rodukty  fotolizy flaw in są dobrze pozna
ne, jednakże m echanizm  ich pow staw ania oraz m echanizm  fotoredukcji 
tych  związków czeka jeszcze na w yjaśnienie. Dwie koncepcje omówione 
uprzednio nie są w pełni zadowalające. Odrzucona przez O s t e r a
i H o l m s t r ó m a  hipoteza rozkładu wody powraca jednak w pracach 
niek tórych  badaczy na łam y czasopism naukow ych (7). Przedstaw ione 
tu ta j rozważania nad fotochem ią flaw in oparte są na w ynikach doświad
czeń prow adzonych w w arunkach, k tóre ograniczają ich biologiczną 
sprawdzalność. Użycie silnych energetycznie źródeł św iatła błyskowego 
pozwala wprawdzie na w ykrycie kró tkotrw ałych  produktów  przejścio
w ych i stanów  wzbudzonych, jednakże nasuw a w ątpliwości czy reakcje 
wyw ołane tak  intensyw nym  św iatłem  mogą być porównywane z reakcja
mi zachodzącymi przy zastosowaniu m niejszych energii prom ieniowania. 
Prow adzenie badań EPR flaw in w niskich tem pera tu rach  rzędu 77°K (6, 
32, 33) pozwala co praw da na uchw ycenie produktów  przejściowych 
o kró tk im  okresie trw ania lecz układ jest daleki od w arunków  in vivo. 
Niem niej jednak w yniki uzyskane dotąd zwłaszcza w badaniach podsta
wowych stanow ią dla biologów cenny m ateria ł pozw alający na in te rp re 
tację  zjawisk fotobiologicznych szczególnie fotodynam icznych (36) i foto- 
tropow ych (43).
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IR E N A  P IE TR Z YK O W SK A *

Biologiczne skutki promieniowania UV u mikroorganizmów

Biological Effects of UV Radiation in Microorganisms

A re v ie w  is g iven  of b io log ical in a c tiv a tio n  of m icroo rgan ism s u n d e r th e  in f lu en ce  
of u ltra v io le t  ir ra d ia tio n , and  m echan ism s th e  liv ing  cell d isposes of fo r  th e  r e p a ir

of pho to ch em ica l dam age.

Działanie letalne i m utagenne prom ieni ultrafio letow ych (UV) na m i
kroorganizm y związane jest ze zm ianam i fotochem icznym i w kwasach nu 
kleinowych. Badania lat ostatnich prowadzone in vitro  jak  i in vivo  p rzy 
czyniły się w znacznym  stopniu zarówno do poznania n a tu ry  uszkodzeń 
prowadzących do inaktyw acji biologicznej, jak  też do zrozum ienia m echa
nizmów obrony m ikroorganizm ów wobec prom ieni UV. A rtyku ł ten  po
święcony jest tym  w łaśnie zagadnieniom.

Ponieważ w części om aw iającej efekt biologiczny prom ieni UV będę 
powoływała się na m echanizm y reaktyw acji, przed ich szczegółowym 
omówieniem w ydaje się konieczne kró tk ie  przedstaw ienie tych zjawisk. 
In vitro  inaktyw ację DNA w yw ołaną UV można odwrócić działając pro
m ieniow aniem  o długości fali 239 mix (fotorew ersja) lub pod wpływ em  
św iatła widzialnego w obecności enzym u fotoreaktyw ującego (fo toreakty- 
wacja enzym atyczna). Oba procesy pow odują rozszczepienie dim erów  
pirym idyn. Fotoreaktyw acja enzym atyczna bierze udział także w  odw ra
caniu efek tu  letalnego in vivo  w  m ikroorganizm ach podobnie jak rea k ty 
w acja ciem na, k tó ra  polega na enzym atycznym  w ycinaniu fotoproduk- 
tów z łańcucha DNA.

I. Fotoprodukty w kwasach nukleinowych a inaktywacja biologiczna

Główną rolę w procesie inaktyw acji biologicznej pod wpływem  UV 
przypisuje się dim erom  pirym idyn pow stającym  w kwasach nukleino
wych. Do niedaw na jeszcze znano ty lko dim ery tym iny (TT), ostatnio 
zaś w ykazano (82, 83), że pod wpływem  prom ieni tJV, mogą powstawać
w DNA dim ery cytozyny (CC) i u racy lu  (UU), a także dim ery m ieszane

* D r, ad iu n k t, In s ty tu t B iochem ii i B io fizyk i PA N , W arszaw a
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tym ina — cytozyna (TC) oraz tym ina — uracyl (TU). Dim ery TU oraz
UU znajdowane w DNA są w ynikiem  deam inacji cytozyny. W ydaje się, 
że główną rolę w procesie inaktyw acji biologicznej odgryw ają dim ery
TT i TC. Świadczy o tym  zarówno zależność m iędzy zaw artością tym iny 
w m ikroorganizm ach, a ich w rażliwością na prom ienie UV (35), jak i fakt,
że w DNA E. coli naśw ietlonym  UV, 50% dim erów  stanow ią TT, 40,% — 
TC, a tylko 10% dim ery CC (82). W DNA naśw ietlonych bakterii w y
kazano, że ilość TT zależy od dawki UV (95). Poza tym  obserwowano
zanik TT w DNA transform ującym  po fo toreaktyw acji enzym atycznej 
(94, 102) i po fo torew ersji (77). W ykazano też w reak tyw acji ciem nej
wycinanie z łańcucha DNA oligonukleotydów zaw ierających TT (7, 81). 
Przytoczone fak ty  w yraźnie w skazują, że dim ery, zwłaszcza tym iny, gra
ją isto tną rolę w inaktyw acji biologicznej pod w pływ em  UV.

Są jednak obserwacje, że nie tylko d im ery pirym idyn, ale również 
inne fo toprodukty w DNA mogą brać udział w inaktyw acji biologicznej. 
Żaden ze znanych m echanizm ów reaktyw acji, w tym  również fo toreakty- 
w acja prowadząca do całkow itej m onom eryzacji pirym idyn (75) nie daje 
100% reaktyw acji. U fagów T4 po naśw ietleniu  prom ieniam i UV o d łu 
gości fali 302 m¡i, pow stają w DNA fotoprodukty , które nie są usuw ane 
przez fo toreaktyw ację enzym atyczną, a są usuw ane przez w ystępującą 
u tego faga reaktyw ację ciemną (U-gen. reaktyw acja) (10). Znaczna trw a 
łość dimerów, zwłaszcza tym iny, sprzyja w ykryw aniu  ich obecności 
w kw asach nukleinow ych i na nich skupia uwagę, co nie wyklucza jed 
nak, że inne fo toprodukty  m niej trw ałe i trudniejsze do w ykrycia, mogą 
pojawiać się w DNA i również prowadzić do inaktyw acji czy m utacji. 
Przykładem  może być uwodniona cytozyna czy uracyl, k tórych  pow sta
w anie pod wpływem  UV zaobserwowano in vitro  (84), ale k tórych dotąd 
nie udało się w ykryć w kw asach nukleinow ych m ikroorganizm ów. In  
vitro  uwodniona cytozyna ulega odwodnieniu pod wpływ em  podwyższo
nej tem pera tu ry  lub w kw aśnym  środow isku (84). Na podstawie te r 
micznego odwrócenia skutków  UV in vivo  m ożna by zatem  wnioskować
o udziale w nich fotohydratów  cytozyny.

U m ikroorganizm ów inaktyw ow anych UV istotnie zaobserwowano 
zwiększenie przeżycia w podwyższonej tem pera tu rze  (2, 9), jednakże taka 
term iczna reaktyw acja  u bak terii jest najpraw dopodobniej w ynikiem  
działania m echanizm u reaktyw acji ciem nej, a rola tem pera tu ry  ograni
cza się zapewne tylko do zaham owania w zrostu kom órek, co ułatw ia re 
aktyw ację ciemną przedłużając czas jej działania. Gdyby reaktyw acja  
term iczna polegała istotnie na odwodnieniu cytozyny, należałoby się spo
dziewać reaktyw acji term icznej w olnych bakteriofagów  inaktyw ow anych 
UV, jednakże pozytyw ne w yniki uzyskano ty lko  po w niknięciu faga do 
kom órki gospodarza (8, 60). Jedynym  przykładem , k tó ry  może świadczyć
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[3] W PŁ Y W  U V  N A  M IK R O O RG AN IZM Y 173

o dehydra tac ji cytozyny jest term iczna reaktyw acja  indukow anej UV 
m utacji faga Kappa Serratia marcescens, zachodząca podczas ogrzewania 
faga wolnego (44).

Na znaczenie biologiczne uwodnienia cytozyny pod wpływem  UV 
w skazują jednak w yniki badań nad syntetycznym i polinukleotydam i (55). 
Kwas policytydylow y, użyty  jako m atryca dla polim erazy RNA, po na
św ietleniu prom ieniam i UV zmienia swoje własności kodowania; zanika 
wówczas zdolność w budow yw ania GTP, a w zam ian w budow yw any jest 
ATP. P ierw otne właściwości poli C można przyw rócić przez ogrzanie 
w podwyższonej tem pera tu rze  lub po obniżeniu pH, co jak  wiadomo 
sprzyja dehydratacji cytozyny (84). Nie udało się jednak bezpośrednio 
wykazać w m ateriale biologicznym, że uwodniona cytozyna powoduje 
biologiczną inaktyw ację. Nie stw ierdzono także w DNA natyw nym  zmian 
spektrofotom etrycznych charakterystycznych  dla uwodnionej cytozyny 
(80).

Na rolę uwodnienia cytozyny w procesie inaktyw acji UV zwraca 
uwagę S h u g a r  (85). Sądzi on, że pierwszym  efektem  prom ieni UV 
w DNA może być uwodnienie cytozyny, co dawałoby rozluźnienie sztyw 
nej s tru k tu ry  dwuniciowej DNA, k tóre ułatw ia dim eryzację reszt tym i
ny i cytozyny. Za takim  poglądem  przem aw iają w yniki badań nad dw u
pasmowym poli A:U naśw ietlanym  UV, gdzie jedyną, pierwszą reakcją 
jest uwodnienie uracylu, po której dopiero zaczyna się dim eryzacja (96) 
oraz obserwacje, że polim er A:rT, w k tórym  nie ma możliwości h yd ra 
tacji, jest znacznie bardziej oporny na działanie UV, niż polim er rT
o struk tu rze  nieuporządkow anej (92). Ostatnio w ykryto  uwodniony u ra
cyl w naśw ietlonym  prom ieniam i UV poli U (58, 96).

Być może dalsze badania przy użyciu delikatniejszych m etod pozwolą 
wykazać rolę uwodnionej cytozyny w inaktyw acji czy m utacji w yw oła
nej UV.

Dzisiaj jednak panuje  ogólny pogląd, że głównym  fotoproduktem  
pow stającym  w kw asach nukleinow ych pod w pływ em  prom ieni UV są 
dim ery pirym idyn i im  przypisuje się główną rolę w inaktyw acji biolo
gicznej.

II. Skutki powstawania diinerów pirymidyn w DNA mikroorganizmów

Od dawna obserwowano, że w kom órkach naśw ietlanych UV ulega 
zaham owaniu synteza DNA (46), przy czym zaham owanie to mogło być 
przejściowe lub też całkow ite i trw ałe, w  zależności od dawki UV oraz 
indyw idualnej Wrażliwości szczepów bak tery jnych . Synteza białek i RNA 
okazały się m niej w rażliw e na działanie prom ieni UV, co sugerowało, że 
uszkodzenia pow stające in vivo  dotyczą głównie syntezy DNA.

W układach bezkom órkowych w ykazano (5), że naśw ietlenie prom ie
niam i UV znacznie obniża zdolność DNA do działania jako m atryca
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174 I. P IE T R Z Y K O W SK A [4]

w enzym atycznej syntezie DNA, chociaż nie ham uje jej całkowicie. DNA 
utw orzone na tak  zm ienionej m atrycy  ma wyższy stosunek A/G. Na tej 
podstaw ie wnioskowano, że w enzym atycznej rep likacji DNA miejsca, 
w k tó rych  utw orzyły się dim ery p irym idyn są om ijane, albo przez p rze r
w anie syntezy łańcucha DNA w tym  m iejscu i podjęcie syntezy poza 
dim eram i, albo też przez przyłączanie przypadkow ych zasad w m iejscu 
gdzie są d im ery (end addition) (4). Po om inięciu dim eru replikacja odby
w ałaby się ponownie na m atrycy  DNA, co prow adziłoby do pow stania 
pętli w nowo utw orzonym  łańcuchu DNA i mogłoby dać m utację w na
stępnym  cyklu replikacji. Na to, że uszkodzone m iejsca w m atrycow ym  
DNA zaw ierały dim ery pirym idyn, w skazuje częściowa fotorew ersja efek
tu  UV, a także większa wrażliwość DNA — m atrycy  na prom ieniow anie
0 długości fali 280 m^, niż o długości 239 m^i. Badając różne DNA stw ier
dzono zależność pomiędzy w rażliwością funkcji m atrycow ych na UV, 
a zawartością sekw encji zaw ierających sąsiadujące cząsteczki tym iny. 
W DNA utw orzonym  na m atrycy  naśw ietlonej UV w ykazano brak  sek
w encji zaw ierających sąsiadujące cząąsteczki adeniny (78).

O udziale dim erów pirym idyn w blokow aniu syntezy DNA in vivo  
świadczą w yniki badań nad syntezą DNA w szczepach E. coli w rażliw ych
1 opornych na UV. Wiadomo było, że szczepy oporne m ają zdolność wyci
nania dim erów tym iny w okresie poprzedzającym  ponowne podjęcie 
syntezy DNA po naśw ietleniu  UV, natom iast szczepy wrażliw e tej zdol
ności nie posiadają (7, 81). S w e n s c n  i S e t l o w  (89) wykazali, że po 
naśw ietleniu UV synteza DNA w  szczepie w rażliw ym  jest zaham owana 
w sposób trw ały  w szczepach opornych, natom iast zaham ow anie jest 
przejściowe.

A utorzy ci m ierząc syntezę DNA ilością w budow yw anej [3H |- tym idy
ny stw ierdzili, że w szczepie w rażliw ym  jest ona proporcjonalna do dawki 
UV. Synteza może odbywać się wzdłuż łańcucha DNA, tylko do miejsca, 
w k tórym  znajduje się blok, a że ze wzrostem  dawki m aleje odcinek nie 
zaw ierający bloku, zatem  zm niejsza się również ilość syntetyzow anego 
DNA. Natom iast w szczepach opornych, obdarzonych zdolnością w ycina
nia dim erów czy innych fotoproduktów  tw orzących blok w replikacji DNA, 
po okresie przejściowego zaham owania, w czasie którego odbywa się usu
wanie dimerów, zaczyna się synteza DNA na nowo. O dom inującej roli 
dim erów pirym idyn w zaham owaniu syntezy DNA po naśw ietleniu  UV 
świadczy możliwość odblokowania syntezy zarówno drogą reaktyw acji 
ciem nej jak  i fotoreaktyw acji; ta  ostatnia przyw raca syntezę DNA także 
w szczepach wrażliwych. Oba procesy reak tyw acji dotyczą wpraw dzie 
usuw ania dimerów, jednak reaktyw acja ciem na jest jak się w ydaje mało 
specyficzna i nie można wykluczyć, że usuw a także  inne fotoprodukty. 
S w e n s o n  i S e t l o w  zaobserwowali też, że inkubacja inaktyw ow a- 
nych kom órek szczepu wrażliwego, przez okres pozw alający na syntezę
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DNA do m iejsca gdzie się znajduje blok, bardzo znacznie obniża w ydaj
ność fo toreaktyw acji. W skazywałoby to, że enzym fo toreaktyw ujący mo
że rozszczepiać dim ery blokujące syntezę DNA tylko zanim  punk t repli- 
kacyjny DNA dojdzie do m iejsca, w k tórym  znajduje się blok, nie może 
zaś działać na dim er, k tó ry  znajduje się w aktualnym  punkcie replikacji.

A utorzy ci w ykazali również, że dawki UV, które ham ują syntezę DNA 
w szczepach w rażliw ych nie w pływ ają bezpośrednio na syntezę RNA, 
ani białka, a zaham owanie tych syntez powodują dopiero znacznie wyż
sze daw ki (200 ergów /m m 2). W w arunkach  przyw racających zdolność 
syntezy DNA wznowione zostają również syntezy RNA i białka w ko
mórkach. Na niew ielką wrażliwość syntez RNA i białka na prom ienie 
UV w skazyw ały także wcześniejsze badania nad fagam i T-parzystym i. 
Fagi te  inaktyw ow ane naw et dużym i daw kam i UV, zdolne są do indu
kowania syntezy specyficznych białek fagowych, chociaż synteza ich DNA 
jest zaham owana (12, 19, 26, 93).

III. Mechanizmy naprawy uszkodzeń wywołanych działaniem promieniowania UV
w mikroorganizmach

1. Fotoreaktywacja

Fotoreaktywacja enzymatyczna. Spośród znanych dzisiaj procesów 
reaktyw acji najw cześniej została zaobserwowana fo toreaktyw acja (PR). 
Jako pierw szy fo tcreak tyw ację  zaobserwował K e l n e r  w konidiach 
Streptomyces griseus (45), a zaraz po nim D u l b e c c o  u fagów (20), 
później zaś okazało się, że jest to zjawisko bardzo powszechne, spotyka
ne w w ielu m ikroorganizm ach, a także u organizmów wyższych. M ikro
organizm y inaktyw ow ane prom ieniam i UV ulegają fo toreaktyw acji jeśli 
poddać je działaniu św iatła w idzialnego o długości fali powyżej 3200 A; 
w tych w arunkach  przeżycie znacznie w zrasta w porów naniu z kon tro 
lą utrzym yw aną w ciemności.

Do poznania i w yjaśnienia m echanizm u fotoreaktyw acji przyczyniły 
się głównie badania R u p e r t a  i wsp. prowadzone in vitro  na m odelu 
DNA transform ującego. Inaktyw ow any prom ieniam i UV DNA tran sfo r
m ujący, poddany następnie działaniu św iatła widzialnego o długości fali 
powyżej 3200 A, w obecności ekstrak tu  kom órkowego z E. coli lub 
z drożdży, odzyskiwał w znacznym  stopniu aktyw ność transform ującą
(29). Dalsze badania (64, 65, 66, 67) w yjaśniły , że fo toreaktyw acja  jest 
reakcją enzym atyczną. Enzym  fo toreaktyw ujący  (enzym PR) w ykazuje 
specyficzność w stosunku do DNA naświetlonego UV (DNA-UV), nie 
jest natom iast specyficzny gatunkow o. Można uzyskać fo toreaktyw ację 
DNA z H. influenzae  czy też z fagów przy użyciu enzym u z drożdży 
lub z E. coli.

Specyficzność enzym u PR wobec DNA-UV w ykazano na drodze ba
dania kom petycji przez obcy DNA. M etoda ta  opracow ana przez R u -
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p e r t a  (64) oddała ogromne usługi w badaniach nad fotoreaktyw acją. 
Stw ierdzono, że obcy DNA może konkurować o enzym  PR w układzie 
zaw ierającym  DNA transform ujący  inaktyw ow any prom ieniam i UV, 
ty lko w tedy gdy był uprzednio naśw ietlony UV. Jeśli natom iast konku
ru jący  DNA-UV podda się uprzedniej fo toreaktyw acji przestaje w yka
zywać własności konkurow ania, ponieważ preinkubacja w świetle znio
sła efekt UV i przestał on być substra tem  dla enzym u PR.

Działanie kom petycyjne DNA-UV in vivo w ykazali w procesie foto
reaktyw acji fagów H a r m  i H i l l e b r a n d t  (34). Zakażali oni kom ór
ki bak tery jne  dwoma fagam i różniącym i się m arkeram i genetycznym i, 
z k tó rych  jeden był inaktyw ow any prom ieniam i UV w nieznacznym  
stopniu, a drugi bardzo silnie. Przeżycie faga m niej inaktyw ow anegó po 
fo toreaktyw acji było znacznie obniżone przez obecność DNA-UV faga 
drugiego. Podobne działanie kom petyzujące w fotoreaktyw acji faga mo
że mieć DNA-UV kom órki gospodarza (50).

Substra tem  dla enzym u PR może być DNA-UV, zarówno dwunicio- 
w y jak  i jednoniciowy, n a tu ra lny  pochodzący, z faga $X174 lub uzyska- 
kany  po denatu racji DNA dwuniciowego (68), a także syntetyczny poli 
dC (76), a więc s tru k tu ra  drugorzędowa DNA nie w ydaje się mieć isto t
nego znaczenia w procesie fotoreaktyw acji. Enzym  PR i DNA-UV tw o
rzą kompleks, k tó ry  jest trw ały  w ciemności, a ulega dysocjacji pod 
w pływ em  światła w idzialnego (67), co świadczy, że enzym  uw alnia się 
z kom pleksu po rozszczepieniu dim erów pirym idyn w  DNA-UV.

Opracowanie m etody kom petycji jak również fak t, że enzym  PR ule
ga inaktyw acji cieplnej oraz inaktyw acji przez jony m etali ciężkich ty l
ko w stanie wolnym  pozwoliły rozszerzyć badania nad fotoreaktyw acją 
in vitro  i wykazać, że ty lko DNA-UV lub syntetyczne polidezoksyrybo- 
nukleotydy naśw ietlone UV są substratem  dla enzym u PR, natom iast 
nie są nimi RNA-UV (68), ani syntetyczne polirybonukleotydy (poli A-U 
i poli AU-GC). Biorąc pod uwagę, że DNA faga SP2 B. subtilis zaw iera
jący uracyl w m iejsce tym iny po naśw ietleniu UV sta je  się substratem  
dla enzym u PR, zarówno w form ie natyw nej jak i zdenaturow anej, n a 
tom iast nie jest substratem  na tu ra lny  ani syntetyczny  RNA-UV, R u 
p e r t  i H a r m  (70) są zdania, że isto tną rolę w w iązaniu się substra tu  
z enzym em  PR, odgrywa raczej grupa hydroksylow a przy C-2 w czą
steczce cukru niż grupa m etylow a tym iny.

Izolowanie m utantów  p h r-  nie zdolnych do fo toreaktyw acji i w yko
rzystan ie ich ekstraktów  do badań nad fo toreaktyw acją w układach in 
vitro  przyczyniło się do wykazania, że enzym PR odgrywa istotną rolę 
w procesie fo toreaktyw acji in vivo. Niezdolność m utantów  p h r -  do foto
reak tyw acji jest w ynikiem  braku  enzym u PR, a nie obecności inhibitora. 
R u p e r t  (69) wykazał bowiem, że m ieszanina ekstrak tów  z kom órek 
p h r -  i p h r+ w stosunku 1:1 daje reaktyw ację taką, jak  dw ukrotnie roz
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cieńczony wodą ekstrak t z p h r+, a ekstrak t z samego phr~  nie daje foto- 
reak tyw acji w ogóle.

Enzym atyczny charak te r procesu fo toreaktyw acji potwierdzono osta t
nio (53) izolując i oczyszczając 5000 razy enzym  PR. Enzym ten po oczy
szczeniu ma barw ę różową i w ykazuje dwa m axim a absorpcji przy  415 
i 520 m|i.

Fotoreaktywacja pośrednia. Dzięki istnieniu m utantów  phr~ w yka
zano (40), że poza fo to reak tyw acją  enzym atyczną istnieje reaktyw acja  
pod wpływ em  św iatła w idzialnego nie w ym agająca enzymu. Proces ten, 
nazw any fotoreaktyw acją pośrednią, zachodzi tylko w całych kom órkach, 
nie zachodzi natom iast in vitro  w ekstrak tach  i jak się w ydaje jest on 
podobnie jak  fotoprotekcja zw iązany raczej z procesem  reaktyw acji ciem
nej. Działanie św iatła w fotoreaktyw acji pośredniej opóźnia podziały ko
m órek (41), co sprzyja działaniu m echanizm u reaktyw acji ciemnej.

Rodzaj uszkodzeń w  D N A usuwanych drogą fotoreaktywacji. P ie rw 
sze sugestie, że w procesie fo toreaktyw acji usuw ane są z naświetlonego 
DNA dim ery tym iny, pochodzą z w spom nianych już doświadczeń, które 
w ykazały, że dim ery tym iny  znikają z DNA-UV po działaniu św iatłem  
w idzialnym  w obecności w yciągu z kom órek zaw ierającego enzym  foto- 
reaktyw ujący , i że zanikowi dim erów tow arzyszy wzrost aktyw ności bio
logicznej DNA (94, 102). N astępnie (77) wykazano, że fotoreaktyw acja 
enzym atyczna i fo torew ersja napraw iają  te  same uszkodzenia w DNA- 
-UV; p repara t m aksym alnie fotoreaktyw ow any w obecności enzym u, nie 
jest więcej reaktyw ow any przez prom ieniow anie o długości fali 239 mj.i, 
a wiadomo, że przy tej długości fali następuje rozszczepienie dim erów 
(77). Świadczy to w yraźnie, że dim ery są miejscem  działania enzym u fo- 
toreaktyw ującego.

Stosując m etodę R u p e r t  a kom petycji DNA-UV o enzym  foto- 
reak tyw ujący  do badań nad fotoreaktyw acją syntetycznych polinukleo
tydów stwierdzono, że nie ¡tylko dim ery tym iny, ale także dim ery 
cytozyny i u racylu  są elim inow ane w procesie fo toreaktyw acji oraz, że 
dim ery pow stają w polinukleotydach, k tóre m ają sąsiadujące cząsteczki 
tym iny lub cytozyny (76). Zdolność do kom petycji m ają bowiem tylko 
polim ery dA-dT i dG-dC, nie m ają jej natom iast polim ery m ieszane 
dAT-dAT ani dGC-dGC.

Enzym fo toreaktyw ujący  może wprawdzie rozszczepiać dim ery w szyst
kich pirym idyn, łatw iej i szybciej rozszczepia jednak dim ery tym iny  niż 
pozostałe z tym , że dim ery m ieszane TC i TU lepiej niż CC i UU (76). 
Ponadto wykazano, że podatność DNA-UV na fotoreaktyw ację zależy od 
zawartości w nim tym iny (74). Ustalono też, że w DNA z E. coli naśw ie
tlonych niedużym i daw kam i UV, 50°/» pow stałych dim erów stanow ią 
dim ery TT, 40°/o dim ery TC i 10°/o dim ery CC, a więc udział tym iny
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w dim eryzacji (70%) jest znacznie większy niż cytozyny 30%. P rzy  
daw kach wyższych udział tym iny  w dim eryzacji w zrasta (82). O tym , 
że dim ery tym iny odgryw ają isto tną rolę w procesie fo toreaktyw acji 
świadczy także fakt, że podstaw ienie do DNA w m iejsce tym iny  jej 
analogu 5-brom ouracylu znacznie obniża fotoreaktyw ację. Obniżenie to 
jest tym  większe, im więcej tym iny  zastąpi się 5-brom ouracylem  (30, 65, 
87). 5-brom ouracyl tw orzy dim ery innego typu  niż dim ery pirym idyn 
natu ra lnych  (86).

Tak więc dzisiaj uważa się, że fotoreaktyw acja enzym atyczna polega 
na rozszczepianiu dimerów pirym idyn, k tóre są odpowiedzialne za inak ty- 
w ację biologiczną z tym , że udział dim erów tym iny jest znacznie wyższy 
niż cytozyny. O tym , że fo toreaktyw acja dotyczy wyłącznie rozszczepia
nia dim erów świadczyć może także fak t iż zm iany w sporach b ak te ry j
nych lub w fagach naśw ietlonych UV w stanie suchym , a więc w w arun
kach, w k tórych nie dochodzi do powstawania dimerów, nie ulegają foto
reaktyw acji (13, 36).

Do niedaw na o rozszczepianiu dim erów do monomerów w procesie 
fo toreaktyw acji wnioskowano jedynie z faktu , że dim ery tym iny znikały 
z DNA-UV po fotoreaktyw acji i DNA odzyskiwał aktyw ność biologiczną. 
O statnie badania (76) dostarczyły pew nych dowodów, że dim ery po roz
szczepieniu pow racają do cząsteczek wyjściowych. W fotoreaktyw ow anym  
DNA-UV znaleziono mianowicie uracyl, a ponieważ dim ery cytozyny 
w podwyższonej tem peraturze (a naw et w 37°) ulegają deam inacji prze
chodząc w dim ery uracylu, obecność uracylu  świadczyłaby o rozszcze
pianiu do monomerów. Poza szczególnym przypadkiem  wspomnianego 
już faga SP2 B. subtilis, uracyl jak wiadomo, norm alnie nie w ystępuje 
w DNA.

Fotoreaktyw acja DNA zarówno in vivo, jak i in vitro nie prowadzi do 
całkow itej reaktyw acji, mimo że stw ierdzono całkowicie usuwanie 
dim erów  z DNA (75), co w skazuje, że poza dim eram i pirym idyn pow stają 
inne fotoprodukty, nie podlegające fo toreaktyw acji. S e 1 1 o w (75) zw ra
cając uwagę, że nie w ykryto  dotąd w m ateriale  biologicznym obecności 
uwodnionej cytozyny, nie sądzi, aby ten  związek grał rolę w procesie 
nieodw racalnej inaktyw acji i sugeruje, że mogą powstawać pewne ilości 
dim erów  cytozyny, które ze względu na sąsiedztwo przyległych nukleo- 
tydów  są trudniej rozszczepiane przez enzym  fotoreaktyw ujący. O po
w staw aniu w DNA fotoproduktów  nie podlegających fotoreaktyw acji, 
świadczyć może także sumowanie się efektów  fotoreaktyw acji’ i term o- 
reaktyw acji. Fagi T2 i T4 inaktyw ow ane UV poddane najpierw  term o- 
reaktyw acji, a następnie fo toreaktyw acji w ykazują dwa razy większe 
przeżycie niż po samej fo toreaktyw acji lub samej term oreaktyw acji (60a).

Fotoreaktywacja wirusów RNA.  Fotoreaktyw acja w irusów zaw iera
jących RNA (roślinnych, zwierzęcych i baktery jnych) jest możliwa,
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jednak  m echanizm  jej nie został jeszcze w yjaśniony. Są w ątpliw ości czy 
można fotoreaktyw ację RNA porównywać z fo toreaktyw ącją w DNA. 
W w yniku naśw ietlania u racy lu  prom ieniam i UV pow stają dwa różne 
fo toprodukty: dim ery oraz uwodniony uracyl (84). W ykazano też obec
ność dim erów uracylu  w RNA (73a). K l e c z k o w s k i  (47) badając foto
reak tyw ację  infekcyjnego RNA w irusa mozaiki tytoniow ej inaktyw o- 
wanego prom ieniow aniem  UV o długości fali 285 m[x (optym alnej dla po
w staw ania dimerów) nie uzyskał reaktyw acji po naśw ietleniu prom ie
niam i o długości fali 239 mji i stąd  wnioskował, że dim ery w RNA nie 
pow stają, a przynajm niej nie są przyczyną efek tu  letalnego. S e 1 1 o w 
(75) tw ierdzi, że stosow ana przez Kleczkowskiego dawka inaktyw ująca 
jest około 10 razy za m ała, aby można było uzyskać fotorew ersję i uważa, 
że jego w yniki nie mogą być dowodem braku  dim eryzacji. A rgum ent 
Setlow  potw ierdza jednak  wnioski Kleczkowskiego, że dim ery nie biorą 
udziału w inaktyw acji w irusa TMV, bowiem daw ka zbyt m ała w edług 
Setlow, aby pow stały dim ery, powodowała mimo to inaktyw ację w irusa. 
Świadczy to, że inaktyw ację w yw ołały inne fotoprodukty  w RNA, których 
pow stanie wym aga niższych dawek niż dim eryzacja. Pozostaje więc 
spraw ą otw artą jaki typ  fotoproduktów  w w irusach zaw ierających RNA 
podlega fotoreaktyw acji.

Enzym  PR reak tyw ujący  DNA nie bierze udziału w fotoreaktyw acji 
RNA. Świadczy o tym  zarówno fakt, że fagi RNA nie są reaktyw ow ane 
w szczepie p h r+ (98) jak  i to, że enzym  PR nie wiąże się z RNA-UV (68). 
R u p e r t  i H a r m  (70) przypuszczają, że fo toreaktyw acja obserwo
w ana u w irusów RNA może być w ynikiem  fotoreaktyw acji pośredniej 
(40) albo też bierze tu  udział zupełnie inny fotoenzym.

W arto tu  może podkreślić, że fo toreaktyw ację niektórych wirusów 
RNA, uzyskać można ty lko  w  tym  przypadku jeśli naśw ietla się prom ie
niam i UV izolowany RNA infekcy jny  lub kom pleks w irus-bak teria  na
tom iast fo toreaktyw acji nie uzyskuje się po inaktyw acji w irusa całego 
(61). Fakt ten  sugerować może udział reaktyw acji ciemnej w ym agającej 
dwuniciowej form y rep likacyjnej RNA, bądź też pow staw anie podczas 
inaktyw acji całego w irusa połączeń m iędzy białkiem  i RNA, uniem ożli
w iających fotoreaktyw ację. O statnio (28a) wykazano powstawanie takich 
bardzo trw ałych  połączeń w w yniku  naśw ietlenia UV w irusa mozaiki 
tytoniow ej.

2. Reaktywacja ciemna

Od dawna obserwowano, że fagi i bakterie  inaktyw ow ane prom ie
niam i UV mogą ulegać reak tyw acji w ciemności. I tak  zauważono, że 
niektóre fagi są stosunkowo m ało wrażliwe na prom ienie UV, natom iast 
ich wrażliwość na prom ienie X lub rozpad 32P jest znaczna. Później oka
zało się, że uszkodzenia w yw ołane w tych  fagach prom ieniam i UV, są
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napraw iane. Ponieważ napraw a fagów zachodziła w ew nątrz kom órki 
gospodarza nazwano ją HCR (host cell reactivation). R eaktyw ację tego 
typu  obserwowano u fagów, k tórych  DNA było podobne w składzie do 
DNA gospodarza sądzono zatem, że polega ono na w ym ianie uszkodzonych 
segm entów DNA faga przez nieuszkodzone homologiczne segm enty DNA 
gospodarza na drodze rekom binacji. W ykazano też, że m niejsza w rażli
wość na prom ienie UV faga T4 niż pokrew nego faga T2 w ynika ze zdol
ności faga T4 do reaktyw acji kontrolow anej przez gen fagowy nazw any 
u-genem ; zjawisko to nazwano u-gen reaktyw ację. Ani HCR ani u-gen 
reak tyw acja  nie w ym agały udziału św iatła. N atom iast u bak terii na
św ietlonych UV od daw na obserwowano większe przeżycie w uboższym 
niż w bogatym  podłożu.

W yjaśnienie m echanizm u reaktyw acji ciem nej przyniosły dopiero 
badania lat ostatnich nad w rażliw ym i m utan tam i szczepów E. coli B oraz 
E. coli K12. Przeżyw alność m utantów  w rażliw ych na prom ienie UV 
(E. coli B/s oraz E. coli K12 h e r- ) w odróżnieniu od opornych nie zależy 
od w arunków  środowiska, w k tórych znajdują  się one po inaktyw acji 
UV. M utanty  w rażliw e nie są też zdolne do HCR. Jak  się ostatecznie oka
zało są one pozbawione m echanizm u reaktyw acji ciemnej.

C a r r i e r  i S e t l o w  (81) przeprow adzili badania na szczepie 
E. coli B oraz jego m utancie opornym  B/r  i w rażliw ym  B/s. DNA bakterii 
było znakowane [3H]-tym iną. Stw ierdzili oni, że naśw ietlenie UV w dawce 
200 ergów całkowicie i trw ale  hamowało syntezę DNA w szczepie w ra 
żliwym, natom iast w  szczepie opornym  zaham owanie było przejściowe 
i po pewnym  czasie inkubacji w ciemności synteza DNA była podejm o
wana na nowo. W tym  czasie u szczepu opornego pojaw iała się [3H ]-ty- 
m ina we frakcji kwasorozpuszczalnej, czego nie stw ierdzono u szczepów 
wrażliw ych. Radioaktyw ność pojaw iająca się we frakcji kw asorozpusz
czalnej była związana z dim eram i tym iny, k tórych  obecność w ykazano 
chrom atograficznie. W skazywało to, że m echanizm  reaktyw acji ciem nej 
dotyczy przede w szystkim  w ycinania dimerów. W niosek ten potw ier
dziły dalsze doświadczenia. Okazało się mianowicie, że szczep E. coli B/r  
(oporny), w którym  nastąpiło usunięcie dim erów  w procesie reaktyw acji 
ciem nej, nie w ykazuje już fo toreaktyw acji, natom iast m u tan t B/s (w ra
żliwy), w którym  dim ery pozostały we frakcji nierozpuszczalnej w kwasie 
po inkubacji w ciemności, ulega jeszcze fo toreaktyw acji. D im ery tym iny 
podczas reaktyw acji ciemnej są w ycinane w postaci oligonukleotydów. 
Świadczy o tym  fakt, że aby uzyskać rozdział chrom atograficzny dim e
rów  należało frakcję  kwasorozpuszczalną uprzednio zhydrolizować. Usu
w anie dim erów  w szczepie B/r  zakończone jest przed wznowieniem  syn
tezy DNA. Podobne wyniki uzyskali B o y c e  i H o w a r d - F l a n d e r s  
(7) na szczepach E. coli K12 UVR+ i UVR~.

B o y c e  i H o w a r d - F l a n d e r s ,  a także S e t l o w  i C a r r i e r
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dyskutu jąc możliwy m echanizm  reaktyw acji ciemnej, uważali w ycinanie 
dim erów za jeden z początkowych etapów i sugerowali, że w następnych 
etapach tego procesu, w miejsce usuniętych nukleotydów  w budow yw ane 
są nowe. P e t t i j o h n  i H a n a w a l t  (59) potw ierdzili w całej pełni 
to przypuszczenie. W ykazali oni w E. coli 15T-  inkubow anym  w obec
ności 5-brom ouracylu po naśw ietleniu UV, że w początkowym  okresie 
syntezy DNA, następuje przypadkow e wbudowywanie 5-brom ouracylu 
w krótkie jednopasm owe odcinki w różnych m iejscach łańcucha DNA. 
W ykazali, że w procesie reaktyw acji ciemnej jako m atryca dla syntezy 
fragm entów  zastępczych w staw ianych w m iejsce w yciętych służy nie
uszkodzony na tym  odcinku kom plem entarny łańcuch DNA. W skazuje 
na to również obserw acja (72), że fag 174, zaw ierający jednoniciow y 
DNA podlega reak tyw acji ciem nej tylko wtedy, gdy jest inaktyw ow any 
w dwuniciowej form ie replikacyjnej. Form ę tę przy jm uje on po infekcji 
w kom órce gospodarza. Reaktyw ację ciem ną dwuniciowej form y DNA 
(PX 174 uzyskano też in vitro  w obecności ek strak tu  Microccus lyso-  
deicticus (63). Dopiero po takiej lokalnej niekonserw atyw nej syntezie 
dającej napraw ę uszkodzeń, następuje norm alna sem ikonserw atyw na 
replikacja DNA.

Badania in vitro  nad reak tyw acją  ciem ną DNA transform ującego 
z H. influenzae  przy  użyciu w yciągu z kom órek M. lysodeicticus rozpo
częto niedawno (21, 22). O statnio m etodą kom petycji R u p e r t  a w y
kazano (52), że wyciąg z M. lysodeicticus zawiera enzym  degradujący  
specyficznie DNA-UV. Enzym  ten  ham ow any kom petycyjnie przez inne 
DNA-UV bierze praw dopodobnie udział w procesie reaktyw acji ciem nej.

R eaktyw acja ciem na może przebiegać w w arunkach  zaham ow ania 
syntezy białka i RNA (chloram fenikolem  i azauracylem ) (78), natom iast 
ham ują ją inhibitory  procesów energetycznych (dwunitrofenol, jodooctan). 
Specyficznym i inhibitoram i reaktyw acji ciem nej są kofeina i akryflaw ina 
(27, 73). M echanizm ich działania nie jest znany. Ponieważ kofeina nie 
wpływa na fo toreaktyw ację, należy sądzić, że nie tw orzy ona kom pleksu 
z DNA-UV, a być może działa na enzym y biorące udział w reak tyw acji 
ciemnej.

W cześniejsze obserwacje, że chloram fenikol, a także w arunki środo
wiska (na przykład ubogie podłoże) zwiększają przeżycie bakterii in ak ty - 
wowanych UV znalazły dopiero teraz w yjaśnienie w świetle badań 
H a n a w a l t a  (33). Stw ierdził on, że wrażliwość wobec prom ieni UV, 
szczepów opornych, zdolnych do reaktyw acji ciemnej, zależy od a k tu a l
nego stanu  syntezy DNA w kom órkach. M utanty  w rażliw e nie w ykazują  
takiej zależności. H a n a w a l t  sądzi, że u szczepów opornych w arunk i 
pozwalające tylko na dokończenie rozpoczętego cyklu replikacji DNA, 
ale nie pozwalające na rozpoczęcie nowego cyklu (zahamowanie syntezy 
białka czy RNA) um ożliw iają reperację  ciemną. Sugeruje on, że rozpo-
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częcie syntezy DNA przed ukończeniem  reperacji prowadzi do efektu 
letalnego. Jak  już wspom niano sy tuacja jest podobna w przypadku foto- 
reak tyw acji szczepów w rażliw ych (89).

Niespecyficzność procesu reaktywacji ciemnej. Proces reaktyw acji 
ciemnej w przeciw ieństw ie do fo toreaktyw acji enzym atycznej jest nie
specyficzny.

Pew ne obserw acje wskazują, że podczas reaktyw acji ciemnej poza 
dim eram i mogą być usuw ane także inne fotoprodukty. R eaktyw acja 
ciem na faga T l usuwa 83%  uszkodzeń letalnych, fo toreaktyw acja — 80%, 
a oba te procesy łącznie elim inują 95% uszkodzeń (23). Biorąc pod uwagę, 
że podczas fo toreaktyw acji usuw ane są wszystkie dim ery (75) w ydaje się, 
że 15% uszkodzeń stanow ią inne fotoprodukty, usuw ane w procesie 
reak tyw acji ciemnej. W DNA fagów T-parzystych, pod wpływem  pro
m ieniow ania o długości fali 302 m^i pow stają fotoprodukty, które są 
usuw ane podczas reak tyw acji ciem nej (u-gen reaktyw acja), a nie są 
elim inowane przez fotoreaktyw ację (10). Również niektóre, w yw ołane 
działaniem  UV, zm iany w DNA, prowadzące do m utacji są napraw iane 
w ciemności, a nie są fotoreaktyw ow ane.

Proces reaktyw acji ciemnej może także usuwać uszkodzenia w DNA 
wyw ołane czynnikam i chemicznymi. W rażliwość bak terii wobec pro
m ieni UV jest skorelowana z ich wrażliwością na czynniki chemiczne 
działające na kw asy nukleinowe takie jak  m itom ycyna C (97), ipery t 
azotowy i siarkow y (103), HNOz i inne związki alkilujące. Skutki biolo
giczne zmian w yw ołanych tym i czynnikam i w DNA są zbliżone do sku t
ków prom ieni UV (mutageneza, tworzenie form  długich, indukcja faga 
lizogennego, inaktyw acja DNA transform ującego, czy zaham owanie syn
tezy DNA). W arunki zwiększające przeżycie bak terii inaktyw ow anych 
UV, jak  podwyższona tem pera tu ra  czy ubogie podłoże w pływ ają tak  samo 
na bakterie  inaktyw ow ane m itom ycyną C, iperytem  azotowym, azase- 
ryną i innym i czynnikam i radiom im etycznym i (104). Jak  wiadomo pod
wyższona tem pera tu ra  i ubogie podłoże stym ulują reaktyw ację  ciemną. 
S tosując [3H ]-5-brom ouracyl, podobnie jak w badaniach nad reaktyw acją 
ciem ną po UV, wykazano, że bakterie  inaktyw ow ane ipery tem  azotowym 
są reaktyw ow ane przez usuwanie m iejsc uszkodzonych z ich DNA i w sta
wianie nowych uzupełniających nukleotydów  oraz, że bezpośrednio po 
inaktyw acji iperytem  następuje częściowa niekonserw atyw na replikacja 
DNA, zupełnie analogicznie jak po UV (32).

N apraw a uszkodzeń w yw ołanych czynnikam i chemicznym i poprzez 
m echanizm  reaktyw acji ciem nej w ykazuje ogrom ną niespecyficzność tego 
procesu. Dotyczy on zmian pow stałych nie tylko w pirym idynach ale 
i w purynach, gdyż ipery t azotowy i inne czynniki alk ilu jące powodują 
pow staw anie wiązań poprzecznych w DNA, przez alkilację dwóch cząste
czek guaniny w pozycji N7 (28). W iązania te znikają z DNA podczas inku
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bacji bakterii trak tow anych  iperytem  (48) czy m itom ycyną (49, 91). 
M a h l e r  zapowiada publikację w ykazującą, że oczyszczony enzym 
z Micrococcus lysodeicticus  degraduje specyficznie DNA-UV i DNA tra k 
tow any m itom ycyną C, nie działa natom iast na DNA natyw ny. W w ycią
gach z kom órek tego drobnoustroju  wcześniej już (88) w ykazano obecność 
nukleazy działającej specyficznie na DNA-UV oraz DNA uszkodzone przez 
czynniki alkilujące, nie wiązano jednak jeszcze jej działania z m echaniz
mem reaktyw acji ciem nej.

Podobny okazał się również sposób napraw y uszkodzeń w ystępujących 
po głodzie tym inow ym  (57). W szystko to wskazuje na istnienie ogólnego 
m echanizm u, napraw iającego wszelkie uszkodzenia powstałe z DNA pod 
w pływ em  różnych czynników. H a n a w a l t  i H a y n e s  (32) uważają, 
że działanie takiego m echanizm u nie jest związane specyficznie ze zmia
nam i powstałym i w  zasadach, ale raczej ze zmianam i s tru k tu ry  drugo
rzędowej DNA. Dzięki tem u m echanizm owi w edług nich możliwe byłoby 
w ykryw anie przypadkow ych błędów w łączeniu się zasac[ w pary  i zapo
bieganie ew entualnym  m utacjom . Szczepy pozbawione takiego m echa
nizm u m ogłyby w ykazyw ać bardzo wysoką frekw encję m utacji. A utorzy 
ci zapowiadają dalsze badania w tym  kierunku.

W pływ  podstawienia 5-bromouracylu do DNA na proces reaktywacji  
ciemnej. Od daw na obserwowano, że zarówno fagi (87) jak i bakterie
(30) u k tórych  tym ina w DNA została zastąpiona przez 5-brom ouracyl 
lub 5-jodouracyl, są bardzo w rażliw e na działanie UV i nie są zdolne do 
fotoreaktyw acji ani reak tyw acji ciem nej. Ponieważ podstaw ienie 
5-brom ouracylu zwiększa wrażliwość na UV tylko w szczepach opornych, 
a we w rażliw ych nie, w iązano to zjawisko z m echanizm em  reaktyw acji 
ciem nej. Ostatnio okazało się (3, 6), że bakterie, w k tórych tym ina 
została zastąpiona przez 5-brom ouracyl, uw alniają fragm enty  DNA do 
frakcji kwasorozpuszczalnej w czasie inkubacji po naśw ietleniu UV, ale 
nie są zdolne do w budow yw ania fragm entów  zastępczych. Przypuszcza 
się, że obecność 5-brom ouracylu w  DNA zakłóca regulację procesów 
degradacji i syntezy DNA w kom órce i niekontrolow ane w ycinanie foto
produktów  z DNA przez enzym y system u reperacji ciem nej prowadzi 
do degradacji znacznej części DNA i w konsekw encji do śm ierci ko
mórek.

Korelacje m iędzy  reaktywacją  ciemną a rekombinacją genetyczną. 
Pierw sze sugestie, że rekom binacja i reak tyw acja  ciem na mogą mieć 
wspólne etapy, pochodzą z badań nad m utantem  E. coli K12 w rażliw ym  
na UV i niezdolnym  do rekom binacji genetycznej (11). Obie cechy oka
zały się regulow ane przez w spólny gen, ponieważ rew ersja m utacji rec -  
do rec+ daw ała jednocześnie rew ersję z UVS do UVr. O powiązaniu 
m iędzy wrażliwością na UV, a zdolnością do rekom binacji u E. coli K12 
donosili również inni badacze (24, 38, 39). K orelacja taka w ydaje się dość
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powszechna, w ykazano bowiem, że m arkery  genetyczne w transfo rm ują
cym DNA Hemophilus influenzae, k tó re  są najm niej w ydajnie reaktyw o
w ane w procesie reaktyw acji ciem nej, są też z najniższą częstotliwością 
wbudow ywane do genomu biorcy (56). Również w układzie transfo rm u
jącym , u Bacillus subtilis  stw ierdzono, że szczepy w rażliw e na UV i m ito- 
m ycynę C m ają zmniejszoną zdolność do transform acji, z tym  że dotyczy 
to bardziej wbudow yw ania DNA niż jego w nikania do kom órki (54).

W świetle tych wyników sta je  się bardziej zrozum iały od dawna 
obserw owany stym ulujący  efekt prom ieni UV, m itom ycyny C oraz 
innych czynników alkilujących na częstotliwość rekom binacji fagów 
i bakterii. Czynniki, k tóre pobudzają kom órkę do w ycinania pew nych 
segm entów chromosomu mogą zwiększyć szansę rekom binacji na drodze 
,,breakage and reunion” (pęknięcie i ponowne połączenie się).

Reaktywacja ciemna a inne rodzaje reaktywacji spotykane u fagów
i bakterii. Ponieważ reaktyw ację fagów i bakterii inaktyw ow anych pro
m ieniam i UV obserwowano w różnych w arunkach, w litera tu rze  spotyka 
się różne nazwy tego zjaw iska jak: U V -reaktyw acja (reaktyw acja faga, 
k tó ra  zachodzi w kom órkach naśw ietlonych uprzednio prom ieniam i UV), 
u-gen i x-gen reaktyw acja (kierowane przez geny wnoszone przez faga 
T4) czy też u bak terii reak tyw acja  term iczna, reak tyw acja  w podłożu 
płynnym , reak tyw acja  w zależności od podłoża, fotoprotekcja. Może to 
sugerować, że istnieje bardzo wiele m echanizm ów obrony m ikroorga
nizmów przed działaniem  UV. Dzisiaj w ydaje się, że w szystkie wspo
m niane wyżej rodzaje reaktyw acji można sprowadzić do jednego ogól
nego m echanizm u reaktyw acji ciem nej. Opisywane w arunki obniżają 
szybkość procesów m etabolicznych w  kom órce lub ham ują je, dzięki 
czemu skuteczniej działa m echanizm  reaktyw acji ciem nej. Przykładem  
podobieństwa m echanizm ów reaktyw acji ciemnej i reak tyw acji spoty
kanych u fagów może być u-gen reaktyw acja , k tó ra  jak wykazano rów 
nież dotyczy w ycinania dim erów z DNA faga, z tym , że enzym wyci
nający  jest regulow any przez genom faga (31, 79).

Ą  zatem  w ydaje się, że istn ieją  w  przyrodzie dwa zasadnicze m echa
nizm y obrony m ikroorganizm ów  przed działaniem  letalnym  i m utagen- 
nym  prom ieni UV: fo toreaktyw acja enzym atyczna i reaktyw acja ciemna.

IV. Mutagenne działanie promieni UV

Om awiane dotąd efekty  prom ieniow ania UV na organizm y żywe oraz 
m echanizm y obronne dotyczyły efek tu  letalnego. Wiadomo jednak, że 
prom ieniow anie UV w ykazuje poza działaniem  letalnym , także działanie 
m utagenne. M echanizm m utagennego działania prom ieni UV jest jak 
dotąd m ało wyjaśniony.

Zasadniczo wyklucza się bezpośredni udział dim erów pirym idyn 
w m utagenezie, ponieważ powodują one zaham owanie syntezy DNA,
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co prowadzi do efek tu  letalnego. W ydaje się, że przynajm niej w nie
k tó rych  przypadkach przyczyną działania m utagennego może być 
uw odniona cytozyna. Świadczyć o tym  może om awiana na początku 
tego a rtyku łu  term iczna reaktyw acja  indukow anej UV m utacji faga 
kappa Serratia marcescens, uzyskana poza kom órką gospodarza (44), 
chociaż jest to jak dotąd jedyna obserw acja tego rodzaju.

Do poznania przyczyn letalnych  skutków  prom ieni UV wiele wniosły 
badania nad m echanizm am i reaktyw acji. Natom iast badania nad odw ra
caniem  efektu  m utagennego prom ieni UV przez reaktyw ację nie przy
czyniły się jak  dotąd do bliższej identyfikacji fotoproduktów  odpowie
dzialnych za m utację.

Stw ierdzono w przew ażającej większości badanych m utacji, że są one 
niew rażliw e na fotoreaktyw ację enzym atyczną, specyficzną dla dim erów 
pirym idyn, podlegają natom iast m echanizm owi reaktyw acji ciem nej. 
W yniki te potw ierdzają, że większość badanych m utacji nie jest powo
dowana przez dim ery, ale ponieważ reak tyw acja  ciem na jest procesem 
bardzo niespecyficznym  i może eliminować uszkodzenia o bardzo róż
nym  charakterze, nie pozw alają na identyfikację fotoproduktu  odpo
wiedzialnego za m utację.

W yniki badań, w k tó rych  stosowano inhibitory  reaktyw acji ciemnej 
w skazują, że proces ten  może odwracać zm iany m utacyjne u bakterii 
w yw ołane działaniem  UV. K ofeina i akryflaw ina dodane po naśw ietle
niu  UV znacznie podw yższają częstość w ystępow ania m utacji (99, 100). 
A kryflaw ina ham uje fo toreaktyw ację potencjalnych m utacji do proto- 
trofii, nie ham uje natom iast fo toreaktyw acji efektu  letalnego (101). 
Świadczy to, że różne fo toprodukty  są odpowiedzialne za te  dwa efekty, 
a także wskazuje, że fotoreaktyw acja m utacji jest właściwie stym ulo
w aną przez światło reak tyw acją  ciem ną, a nie fo toreaktyw acją enzym a
tyczną. W ydaje się więc, że m utacje do pro to trofii są w yw oływ ane przez 
fo toprodukty  elim inowane częściowo przez m echanizm  reaktyw acji 
ciem nej. N atom iast przyczyną m utacji w k ierunku  oporności wobec 
streptom ycyny są praw dopodobnie dim ery, ponieważ m utacja ta  pod
lega fo toreaktyw acji enzym atycznej (43).

In teresu jące w ydają się w yniki badań D r a k ę  (18) nad fo toreak
tyw acją  UV -indukow anych m utacji faga T4r. M utacje r faga T4 są dwo
jakiego typu: m utacja przez tranzycję, dająca zmianę pary  zasad oraz 
m utacja  tak  zwana „sign” pow stająca przez delecję lub addycję kilku 
p a r zasad (14— 17, 37). D r a k ę  badał wpływ fotoreaktyw acji enzym a
tycznej na U V -indukowane m utacje, używ ając faga T4rv, k tó ry  nie 
posiada genu w arunkującego reak tyw ację  ciemną. Stw ierdził on, że 
60% m utacji przez tranzycję  i 55%  m utacji przez delecję lub addycję 
ulegało fotoreaktyw acji, co pozwala przypuszczać, że były to zm iany 
w yw ołane przez dim eryzację.
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W jaki sposób mogą powstawać m utacje indukow ane przez prom ienie 
UV? Jak  dotąd wiemy, zm iany fotochemiczne w DNA są w ynikiem  
dim eryzacji tym iny i cytozyny oraz uw odnienia cytozyny. Uwodniona 
cytozyna w DNA-UV może być powodem m utacji typu  tranzycji z dwóch 
racji: może na skutek uwodnienia zmieniać zdolność do łączenia się 
w pary  (18) lub też może ulegać spontanicznej dezam inacji do uracylu  
(27, 42). W obu w ypadkach zachodziłaby zmiana pary  zasad GC w AT 
w następnym  cyklu replikacji DNA. Omawiane wcześniej badania (55) 
zdają się przem aw iać za taką  możliwością.

Zdim eryzow ana cytozyna natom iast, m ogłaby dawać m utacje typu  
tranzycji, ponieważ w tej postaci także ulega dezam inacji (27) oraz 
m ogłaby dawać, podobnie zresztą jak  i zdim eryzowana tym ina, m utacje 
przez delecję lub addycję jeśliby przyjąć, że w naturze zachodzi sy tuacja  
podobna do obserwowanej w układzie in vitro  przez B o 11 u m a
i S e t l o w a  (5), k tórzy badali syntezę DNA na m atrycy  naśw ietlo
nej UV.

Z doświadczeń D r a k e  wynika, że 60% m utacji typu  tranzycji 
w fagu T4r, k tóre dają się fotoreaktywow ać, jest powodowana przez 
zdim eryzow aną cytozynę, k tó ra  uległa dezam inacji, ponieważ p rzyna j
m niej jak dotąd, nie udało się wykazać, że uwodniona cytozyna ulega 
fo toreaktyw acji enzym atycznej. Pozostałe 40'% m utacji typu tranzycji 
można by przypisać uwodnionej cytozynie. N atom iast m utacje typu  
delecji lub addycji w 55% powodowane byłyby przez dim ery tym iny 
lub cytozyny, reszta zaś przez nieznane fotoprodukty.

W ydaje się, że w ykluczanie udziału dim erów w procesie m utacji 
indukow anej przez prom ienie UV nie jest słuszne. O udziale ich św iad
czyć mogą zarówno w spom niane już doświadczenia nad U V -m utacją 
w k ierunku  oporności na streptom ycynę (43), jak  i w yniki D r a k e .  
Poza tym , jak  dotąd, badania nad UV -indukowaną m utacją  prowadzono 
na zbyt ograniczonej liczbie cech genetycznych, aby można było w y
ciągać bardziej ogólne wnioski. Wiadomo, że cechy genetyczne są w arun
kowane odpowiednią sekw encją zasad i być może, ona decyduje o tym  
jakie fo toprodukty  mogą powstawać, a właściwie każdy fotoprodukt 
w DNA może stać się przyczyną m utacji.
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S E R I A  P W N

W S P Ó Ł C Z E S N A  B I B L I O T E K A  N A U K O W A  
O M E G A  

w 1967 r.

Państw ow e W ydawnictwo Naukowe, spełniając życze
nia Czytelników serii OMEGA, w prowadza od 1967 roku 
dalsze udogodnienia w sprzedaży, a mianowicie:
— pojedyncze tomiki będą dostępne w wolnej sprzedaży,
— można zamawiać kom plet lub w ybór tomików,
— zamówione tomiki będą — na życzenie — w ysyłane 

pocztą do domu.

Książki serii OMEGA dają encyklopedyczny przegląd 
wiedzy współczesnej w zakresie różnych dyscyplin oraz 
inform ują o aktualnych problem ach nauki.

Od roku 1963 w serii OMEGA ukazało się 68 tomików. 
W roku 1967 ukaże się 20 tom ików pojedynczych, w ce

nie zł 10,— za tom ik i 4 tomiki podwójne, w cenie zł 20,— 
za tomik.

Prospekty, inform ujące szczegółowo o tem atyce serii 
OMEGA w roku 1967, znajdują się w księgarniach „Domu
Książki” .
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J A N U S Z  S Ł A W IŃ S K I *

Chemilummescencja w biologii

Cheiniluniinescence in biology

T he m ech an ism  of th e  liquid- p h ase  chem ilum inescence , c h a ra c te r is tic  of sp o n 
tan eo u s  and  induced  lu m in escen ce  in  v iv o  and  in  v itro  a re  rev iew ed . Som e a p 
p lica tio n s of ch em ilum inescence  a re  d iscussed .

Przez długi czas chem ilum inescencja uw ażana była za rzadkie, cho
ciaż efektowne zjawisko. Dopiero zastosowanie czułych m etod pozwo
liło stw ierdzić, że świecenia w ystępują  w licznych reakcjach chemicz
nych oraz we w szystkich żywych kom órkach. Chem ilum inescencja na
biera dziś coraz większego znaczenia w różnych gałęziach nauki, m ię
dzy innym i również w biochemii i biologii.

C hem ilum inescencja (ChL) jest to prom ieniow anie elektrom agne
tyczne tow arzyszące reakcjom  chemicznym, pow stające kosztem  energii 
egzoergicznych procesów elem entarnych. Form alnie może być trak tow a
na jako odwrócenie reakcji fotochem icznej:

Prom ieniow anie zaw arte może być w nadfioletowym , w idzialnym  i pod
czerwonym  zakresie widm a i może pow staw ać zarówno w fazie gazo
wej, ciekłej jak  i na granicy faz. Proces ChL dzieli się na dwa stadia: 

S t a d i u m  w z b u d z e n i a  — tw orzenie kosztem  energii reakcji 
bogatych w energię cząsteczek (produktu P) w stanie wzbudzonym  P*,

I. Ogólna charakterystyka chemiluminescencji

1. Mechanizm chemiluminescencji

A -f - hv —* A* —> B reakcja fotochemiczna 

B —> A* —* A +  hv chemiluminescencja

1

2

3

* D r, a d iu n k t K a te d ry  C hem ii O gólnej W yższej Szkoły  R oln iczej w  Szczecinie.
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S t a d i u m  l u m i n e s c e n c j i  — przejście wzbudzonej cząstecz
ki P* w podstawowy stan  P  z em isją fotonu:

-r-.. luminescencja , , .P * ------- --------* P  +  hvP 4

Stadium  to nie zależy od k inetyk i i m echanizm u reakcji, podlega na
tom iast podobnie jak  foto-, radio czy elektro-w zbudzenie wpływowi 
procesów fizycznych (m igracja energii wzbudzenia, zderzenie „drugie
go rodzaju”, konw ersja w ew nętrzna itp.).

Jeżeli każde stadium  procesu scharakteryzuje  się odpowiednią w y
dajnością kw antow ą, to można podać w yrażenie zaw ierające doświad
czalnie m ierzone wielkości:

I — Tiv b>)pw — ĈhLw 5

gdzie I — natężenie chem ilum inescencji, to jest liczba kw antów  w y- 
prom ieniow anych z jednostki objętości w jednostce czasu, T)pzb — w y
dajność wzbudzenia, to jest stosunek liczby cząsteczek wzbudzonych 
do ogólnej liczby tw orzących się cząsteczek produktu  P, rjp — w ydaj
ność kw antow a prom ieniow ania, to jest stosunek liczby cząsteczek 
wzbudzonych, które oddają energię w form ie prom ieniow ania do ogól
nej liczby wzbudzonych cząsteczek P, w — szybkość reakcji to jest 
liczba cząsteczek p roduktu  tw orzących się w jednostce czasu i objętości, 
ilchL — ogólna w ydajność kw antow a ChL, czyli stosunek liczby em ito
w anych fotonów do liczby cząsteczek, k tó re  przereagow ały. Jak  w yni
ka ze wzoru

^chL =  -—  =  ^ pzb -/]p =  — a t " T T  6' w ' ' n N c h

gdzie I — natężenie ChL o długości fali A. w ergach na s, n — liczba 
moli przereagow anych w jednostce czasu (s), N, h, c — odpowiednio 
stała Avogadry, stała P lancka i szybkość św iatła. W ydajność ChL richL 
określa skuteczność przekształcania energii chemicznej w prom ienio
wanie. W ydajność wzbudzenia r]"’zb zależy od energetyki reakcji, w szcze
gólności od energii aktyw acji B. O wydajności kw antow ej prom ienio
wania decydują dwa czynniki: czynnik określający praw dopodobień
stwo dezaktyw acji prom ienistej to jest prawdopodobieństwo przej
ścia wzbudzonej cząsteczki P* do stanu podstawowego P  połączone z w y- 
prom ieniowaniem  kw antu  hv (qpP) oraz czynnik związany ze spektrosko
powymi regułam i przejść ze stanu  P* do P  (czynnik x). Zależność (6) 
można więc przedstaw ić następująco:

B

¡̂ChL == XcPpe kT £̂1
gdzie k  — stała Boltzm anna. Ze wzoru (6) w ynika, że im większy jest 
w kład energii cieplnej (energia ak tyw acji B) w energię w yprom ienio-
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wanego kw antu, tym  m niejsze prawdopodobieństwo jego emisji, to jest 
m niejsza wydajność flchL- W tab licy  1 zestawione są przykładow o w ar
tości rjChL dla kilku układów.

T a b l i c a  1
W ydajności kw an tow a chem ilum inescencji y]chL n iek tórych  reakcji

U k ład

Z akres 
sp ek tra ln y  
lub  ^max 

nm

^ChL L ite ra tu ra

1. D(-)lucyf eryna +  lu cy fe raza  - f 0 2 +  
+ M g 2+ u chrząszcza P hotinus p y -  
ralis 562 0,88 ±0,25 (79)

2. lucy feryna  +  lu c y fe ra z a + 0 2 ze sko
rup iaków  C ypridina 460 0,28 (cyt. za 100)

3. biolum inescencja b ak te r ii A chro- 
m óbacter fischeri,
P hotobacterium  phosphoreum 49 5 -480 0,05 (cyt. za 10 0

4. płom ienie pod zm niejszonym  ciś
nieniem 200-2000 0,35 (50)

5. hydrazyd  kw asu 5-am ino, o -f ta -  
lowego (luminol) +  0 2 +  K O H  w 
(CH3)2SO 485 0,05 (112)

6. dw uazotan  iV,iV’-dw um etylo-9,9’- 
dw uakrydylu  (lucygerina) +
+  N a2C 0 3+ h ip o k sa n ty n a  + o k sy d a 
za ksan tynow a 485 0,016 (100)

7. N a2S 0 3 +  0 2 +  F e3+, C u2+ 480 10~9 (93)

8. u tlen ian ie  tlenem  w ęglow odorów  
(etylobenzen, dekan , cykloheksan) 4 0 0 -5 0 0

T~<10Tco1Or—i (103)

9. p irogalo l+ N aO H  +  0 2 235 10"15 (5)

Na rysunku  1 podany jest uproszczony schem at procesu ChL. S tadium  
wzbudzenia odpowiada przejście z krzyw ej potencjalnej E =  f (r) R na 
krzyw ą P*, a stadium  lum inescencji — z krzyw ej P* na krzyw ą P. Jak  
widać, energia em itow anych kw antów  może być sum ą ciepła reakcji 
(zmiany entalpii AH) i energii ak tyw acji B:

hv <  AH +  B 7

Zależność ta  pozwala w yjaśnić, dlaczego w niek tórych  reakcjach  ener
gia em itow anych kw antów  jest wyższa od entalp ii elem entarnych  p ro
cesów. Przykładem  może być u tlen ian ie  pirogalolu połączone z em isją 
promieniowania o długości fal 400— 600 i 220—240 mm wyzw alające 
energię 50 kcal/mol. Proces zm agazynow ania energii aktyw acji i na-
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stępnie przekształcenia w energię św ietlną jest, jak  w ynika z rów nania 
(6a) i rysunku  1 m ało praw dopodobny i dlatego w ydajność ChL bardzo 
niska (patrz tabela 1).

Pełne w yjaśnienie m echanizm u ChL wym aga poznania: 1) elem en
tarnych  reakcji, w k tó rych  tw orzą się cząsteczki P* oraz wydajności pro
cesu w zbudzenia r i ^ ,  2) s tru k tu ry  i stanów  energetycznych cząsteczek 
wzbudzonych (emiterów) oraz sposobu i w ydajności r\P z jaką zachodzi 
proces przekształcania energii chemicznej w energię prom ienistą.

R ys. 1. S chem atyczne  k rzy w e  p o ten c ja ln e  chem ilu m in escen c ji (71).
R — reagent, P* — produkt reakcji w  stan ie w zbudzonym , p  — produkt reakcji w  stanie pod

staw ow ym , B — w ysokość bariery energetycznej reakcji

Energia potrzebna do spowodowania emisji prom ieniow ania o okre
ślonej długości fali wynosi:

gdzie a — współczynnik zam iany ergów na kalorie, przy czym E w y
rażone jest w kcal/m ol, a A, w nm  (10~9 m). W ytw orzenie cząsteczki 
wzbudzonej P* w ym aga spełnienia trzech w arunków : 1) niezbędna por
cja energii, to jest entalp ia reakcji AH +  energia aktyw acji musi być 
wyzwolona w jednym  z elem entarnych aktów  reakcji, 2) rozkład energii 
na poszczególne p rodukty  tej reakcji m usi być taki, aby przynajm niej 
jeden z nich uzyskał porcję energii w ystarczającą do wzbudzenia na 
odpowiednio wysoki poziom energetyczny, 3) energia m usi być wyzwo
lona w czasie krótszym  od czasu potrzebnego na rozm ycie „klatk i roz
puszczalnika” (10-12 s) lub podczas pojedynczej oscylacji cząsteczki 
(10-13 s). W arunki te spełniają następujące rodzaje reakcji:
1) rekom binacja rodników, przew ażnie nadtlenkow ych ROx (x ^  1) 
gdzie R oznacza rodnik związku organicznego lub wodór np. (89— 93):

2 OOH — H20 2 +  (02)*; OH +  OOH — H20  +  O* 9

(AH0 wynosi -58 do -77 kcal/mol) lub w edług schem atu 1:
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Teoria ta zapoczątkow ana jeszcze w 1939 r. (5, 15, 110) jest obecnie 
nadal rozw ijana (87— 94, 103— 109).
2) Przenoszenie e lek tronu  od donatora (D) na akceptor (A) na przykład 
z anionow ych na kationow e rodniki organiczne w ytw arzane podczas 
elektrolizy związków arom atycznych (38):

D~ +  A+ —> D* -f- A —* D +  A +  hv 10

Energia aktyw acji reakcji 10 B =  O i zgodnie z rów naniem  6a wydajność 
ilchL jest w yjątkow o duża.
W edług autorów  tej teorii (17) proces przenoszenia elek tronu  jest szyb
szy od rozm ywania „k latk i rozpuszczalnika” i często następuje z n a j
wyższego poziomu wiążącego rodnika, dzięki czemu jest duże praw dopo
dobieństwo w ytw orzenia cząsteczki elektronow o wzbudzonej. P rzyk ła
dem może być indukow ana św iatłem  chem ilum inescencja chlorofilu a 
(116) i koenzymów flaw inow ych (19, 102) (patrz schem at 2).

C H 2- C H 3 C H — C H 3
O—O*
I
C H — C H 3

o2

•0 - 0  
I

H 3C - H C

o2

S c h e m a t  1. Tw o r z e n i e  w z b u d z o n y c h  cząsteczek w  reakcji dysmutacji d w ó c h  r o d 

n i k ó w  na d t l e n o w y c h  w  procesie utleniania etylobenzenu (103).

W układach biologicznych praw dopodobieństwo w ytw orzenia cząste
czek elektronow o wzbudzonych jest szczególnie duże, gdy akceptoram i 
są tlen  lub nadtlenki, odznaczające się wysokim  powinowactwem  elek
tronowym.
3) równoczesne rozerw anie co najm niej dwóch wiązań w  jednej cząstecz
ce z w ytw orzeniem  stab ilnych  produktów  (reakcja 11 i schem at 3).

O O

(CH3)3C— O— O— Ć— C— O—H +  • C(CH3)3 — (CH3)3C— OH +  2COa +

• O— C(CH3)3 11

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

S ch em at 2. H ip o te ty czn y  m echan izm  tw o rzen ia  cząsteczk i w zbudzonej w  p ro ces ie  
fo to ch em ilu m in escen c ji ch lo ro filu  (116).
a — św iecen ie  „d on orow e” w  reakcji fotozredukow anej form y (X *) z akceptorem  elek tronu  (A), 
1 — absorpcja kw an tu  św iatła , 2 — fotoredukcja , 3 — przen iesien ie elek tronu  na akceptor A 
połączone z w ytw orzen iem  w zbudzonego stanu X*, 4 — w yprom ien iow anie kw antu (fotochem i- 
lum inescencja), 5 — przejście bezprom ieniste
b — św iecen ie  „akcep torow e” w  reakcji fo tou tlen ionej form y ( x t )  z donatorem  elektronu, 
(D), i, 4, 5 —jak na rysunku 2a, 2 — fo tou tlen ian ie  X , 3 — przen iesien ie elek tronu  od dona
tora D połączone z w ytw orzen iem  w zbudzonego stanu X*, NNO — niższa n iezapełn iona orbita, 

WZO — w yższa zapełn iona orbita elektronow a

S ch em at 3. T w o rzen ie  w zbudzonej cząsteczk i 2V -m etyloakrydonu w  re a k c j i  ró w n o 
czesnego ro z e rw a n ia  trzech  w iązań  w  cząsteczce  h y d ro n a d tle n k u  lu cy g en in y  (58,

59, 70).

Jako em itery  ChL w fazie ciekłej zidentyfikow ano dotychczas elek
tronowo w zbudzony tlen  cząsteczkowy oraz związki karbonylowe. W y
kazano (4, 16, 41—43, 64, 77, 78, 89, 90), że ChL ze wzbudzonego tlenu  
w zakresie 400— 1200 nm  jest spowodowana przejściam i z m etastab il- 
nych poziomów singletow ych 12 £ , na podstaw owy stan trip le tow y 
cząsteczki tlen u  — która  jak  wiadomo, jest dwurodnikiem .

0f(1S+,1Ag) - . 0 2(3S-) +  hv 12
Ponieważ przejścia te  są silnie w zbronione zakazam i zm iany m ultip le- 
towości m om entu pędu i sym etrii, przeto w ydajność kw antow a prom ie
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niow ania t]p jest m ała. Świecenie tlenu  obserw uje się w w ielu  rea 
kcjach związków organicznych i nieorganicznych na przykład zobojęt
niania (9, 90, 91), rozpadu nadtlenków  — H20 2 (11, 13, 54, 87) reakcji 
tlenu  cząsteczkowego (87— 93), u tleniania H20 2 jonam i CIO“ (41—43, 
77) i innych  reakcji u tlen ian ia  (12, 14, 22, 23, 49, 50, 54, 106, 112, 113).

Chem ilum inescencja większości związków organicznych (12, 54, 103— 
109, 112, 113) związana jest z przejściam i z pierwszego wzbudzonego 
s tanu  singletowego do stanu  podstawowego singletowego w grupie k a r- 
bonylow ej, to jest z fluorescencją ketonów  i aldehydów:

^ C  =  O \n ,  Ti*) —. ^)C  =  O (*n2) +  hvF1 13

Znacznie rzadziej, gdy ChL gaszona jest tlenem , przy jm uje się istn ie
nie w  grupie karbonylow ej przejść odpowiadających fosforescencji — 
z pierw szego wzbudzonego stanu  tripletow ego do stanu  podstawowego:

=  O 3(n, *•) — =  O ('n2) +  łiv„„. 14

Równocześnie dezaktyw acji prom ienistej ulegają wzbudzone cząsteczki 
tlenu  (patrz schem at 1 i reakcja  12) (54, 108). Związki organiczne w y
kazują ChL praw ie w yłącznie w obecności tlenu, gdyż w tym  przypad
ku  tw orzą się związki karbonylow e, przekształcające efektyw nie ener
gię wzbudzenia chemicznego w prom ieniow anie (103, 104).

Spośród procesów jakim  podlega wzbudzona cząsteczka P* w d ru 
gim stadium  ChL na szczególną uwagę zasługuje proces przekazyw ania 
energii na inne, silnie fluoryzujące cząsteczki (A) (10, 43, 107):

P* -(- A —> P  +  A* —»P +  A +  15

Proces ten  nazywa się ChL aktyw ow aną. Widmo ChL jest w tym  przy
padku identyczne z w idm em  fluorescencji ak tyw atora  A, podobnie czas 
życia w  stanie w zbudzonym  oraz w ydajność prom ieniow ania Ha są 
charak terystyczne dla cząsteczki ak tyw atora. Na rysunku  2 podane są 
poziomy elektronow e i oscylacyjne 0 2 i (Oz)2 oraz poziomy elektronow e 
akceptorów  (aktywatorów). Przykładow o: w w yniku reakcji chemicznej 
tw orzy się wzbudzony kom pleks (0*2)2 o energii około 18 000 cm -1; 
energia w zbudzenia może m igrować z zerowego poziomu oscylacyjnego 
stanu  2(1Ag) kom pleksu na singletow y poziom Zn-czterofenyloporfiryny
o tej sam ej w przybliżeniu energii; dezaktyw acja prom ienista single
towego poziomu akceptora jest ChL aktyw ow aną.

W układach  biologicznych rolę aktyw atorów  spełniają m iędzy innym i 
po rfiryny  (43, 51), adrenalina, ergosteryna (121) i praw dopodobnie 
enzym y reakcji świecących, zwane lucyferazam i (33, 111, 122).

Do pom iarów  natężenia ChL stosuje się obecnie apara tu rę  fotoelek-
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tryczną, w której rolę czułego detek tora prom ieniow ania spełnia foto- 
powielacz elektronow y (28, 51, 86, 91, 93, 109).

Bardzo słabe prom ieniow ania o natężeniu 10— 100 fotonów/s cm 2 
m ierzy się fotopowielaczem chłodzonym ciekłym  powietrzem  lub stałym

3

* 104
cm'7

2

L 0-

-2['zg Antracen

■ [Ag^Zg] Eozy na
Z n  - cztero- 

fenyl o porfiry na

3Ta
Metastabilne poziomy 

tlenu
Poziomy akceptora

R ys. 2. N iższe poziom y e lek tro n o w e  i o scy lacy jne  cząsteczk i 0 2 i ( 0 2)2 o raz  n ie k tó 
ry ch  a k ty w a to ró w  ch em ilu m in escen c ji (43).

Liczby oznaczają ko lejne poziom y oscylacyjne, a poziom e strzałki przejścia czysto  elek tronow e

C 0 2 albo też fotopowielaczem  mało szumiącym , w układzie licznika elek
tronowego. Skład spek tra lny  słabych świeceń m ierzy się za pomocą 
filtrów  optycznych o możliwie dużej powierzchni i przepuszczalności 
(20, 26, 89, 94).

2. Chemiluminescencja układów biologicznych

Świecenie żywych organizmów na przykład świetlików, skorupia
ków, bakterii i grzybów, określone m ianem  b i o l u m i n e s c e n c j i
oddawna zwracało uwagę i zostało najlepiej poznane. Skonstruow anie
w latach dw udziestych XX-go wieku detek torów  typu  liczników G eigera- 
M iillera, umożliwiło odkrycie słabego prom ieniow ania ultrafioletowego, 
zwanego m itogenetycznym . W ostatnim  dziesiątku lat, dzięki zastoso
w aniu fotopowielaczy w układzie z licznikam i elektronow ym i odkryto 
bardzo słabe świecenie w zakresie widzialnym  zwane także biochem ilu- 
m inescencją, które okazało się właściwe wszystkim  żywym  komórkom. 
W ymienione wyżej „prom ieniowania biologiczne” są w istocie chem ilu- 
m inescencją zachodzącą spontanicznie in vivo.

Bioluminescencja  — jest to stosunkowo silna ChL w zakresie 
400— 800 nm tow arzysząca u tlen ian iu  tlenem  cząsteczkowym  ciepło-
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trw ałych  substratów , zw anych od czasów D u b o i s  (1885) lucyferyną 
w obecności enzymów objętych wspólną nazwą lucyferazy. Liczba świe
cących gatunków  jest niew ielka, jednak świecenie w ystępuje wśród

T a b l i c a  2
Sk ład  i w łasności św iecących uk ładów  n iek tórych  organizm ów  

(33, 34, 60, 120)

G rupa O rganizm Zw iązki reagujące ^max
nm

1
m eduza (Aeginura), radiolaria, 
żebropław y bia łko  +  C a2+ 471

u w ąsonogi (Balanoglossus bim i- 
niensis)
ryby (Apogon, P hotoblepharon) 
p ie rw o tn iak i (G onyaulax polyhedra, 
Noctiluca m iliaris)

L H 2 +  e  +  h 2o 2 
l h 2 +  e  +  o 2

niebieski
zakres

460
470

III wieloszczety (O dontosyllis enopla) 
skorupiaki (C ypridina hilgendorfi)

510
460

IV grzyby (O m phali flavida) 
(Colliba, A rm illaria)

l h 2 +  E +  n a d h 2 +  o2 
L H 2 +  E +  N A D PH 2 +
+  o2

530

V pierścien ice m orskie (Renilla  
reniform is)
ow ady (P hotinus pyralis, 
P hyrophorus noctilucus)

L H 2 +  E +  A M P +  0 2 
LH 2 +  E +  A T P  +
+  Mg2+ +  0 2

niebieski
zakres

562

VI
b ak te rie  (A chrom obacter fischeri) FM N H 2 +  E +

/ / °+  R — c e  +o 2 \h 495

m ięczaki (Pholas dycty lus) NAD H 2 +  FM NHj +
+  E +  O? 480

vn ssaki (badan ia  w stępne) lip id , kw asy tłuszczo
w e +  0 2 +  ak tyw ato ry

niebieski
zielony

czerw ony
zakres

! VIII „robak kolejow y” (P hrixo th rix), 
la rw a  nasiennicy  jab łków k i 
(Rhagoletis pom onela)

LH 2 +  porfiryny? +  0 2 czerw ony
zakres

bardzo różnych gatunków , najczęściej wśród organizmów m orskich, 
rzadziej roślin  (33). W tablicy  2 zestawione są grupy organizmów i ich 
świecące układy.

N ajprostszy i najciekaw szy układ posiada m eduza (Aeginura). Me
chanizm  jej biolum inescencji jest praw dopodobnie następujący (120): 
Przeniesienie elek tronu  z białka ekw aryny (donator) na jony wapnia 
(akceptor) powoduje w ytw orzenie wzbudzonego kom pleksu o energii
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61 kcal/mol. In vitro kom pleks ten  przechodząc do stanu  podstawowego 
em ituje św iatło niebiesko-fioletow e o długości fali 470 nm:

Ekw -f- Ca2+ — (Ekw-Ca)* —* (Ekw-Ca) -f hv 16

N atom iast in vivo  następuje  przeniesienie energii ze wzbudzonego kom 
pleksu na zielono fluoryzujące białko i w yprom ieniow anie energii 
53 kcal/m ol w form ie kw antu  zielonego św iatła o długości fali 543 nm :

(Ekw-Ca)* +  BiałkoF1 —> Białko*! -f- (Ekw-Ca)

Białko*!—► BiałkoF1 +  hv 17

Jest to więc proces wzbudzenia w  w yniku  przeniesienia e lek tronu  
(reakcja 10) i równocześnie ChL aktyw ow ana (reakcja 15). Na szczególną 
uwagę zasługuje fakt, że w reakcjach  tych  nie bierze udziału tlen.

Stosunkowo najlepiej poznanym  jest m echanizm  biolum inescencji 
n iektórych chrząszczy (Photinus pyralis, Pyrophorus nocticulus, Photuris  
pennsylvanica), bak terii (Achromóbacter fischerii, Photobaptetrium, 
Pseudomonas, Vibrio) oraz skorupniaków  (Ostracod cypridina). Reakcje 
związane ze świeceniem  Photinus pyralis  (21, 33, 60—63, 80) podano 
w schem acie 4.

S tru k tu rę  lucyferyny  (I) tego chrząszcza ustalili S e 1 i g e r  i Mc 
E 1 r  o y (80); drogą utleniania przy  węglu zaznaczonym  gw iazdką po
w staje  grupa karbonylow a oksylucyferyny (II). Enzym  E nie ty lko 
zwiększa szybkość reakcji u tleniania lucyferyny, ale praw dopodobnie 
działa też jako ak tyw ator ChL, zwiększając wydajność UchL-

L ucyferyna bak terii to praw dopodobnie FMNH2, k tó ry  u tlen ia  się 
bezpośrednio tlenem  cząsteczkowym z pominięciem części łańcucha 
oddechowego (schemat 5) (27, 33, 39, 40, 111):

Świecenie m ałżoraczka (Cypridina hilgendorfi) obserw uje się, gdy 
wydziela on z gruczołów do wody m orskiej substancję zaw ierającą lucy- 
ferynę (LH2) i lucyferazę (E):

O O
II II

LH2 +  E — LH2-E (L-E)* +  H20  — L-E + hv 18

L ucyferyną jest prawdopodobnie policykliczny związek ze skoniugow a- 

nym i wiązaniam i i grupą ^ C  =  0  w łańcuchu bocznym  (18, 33, 35, 

36, 56).
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Jaką  rolę biologiczną spełnia biolum inescencja? Mc E l r o y  i S e 
l i g e r  (60) są zdania, że w ykształciła się ona w procesie ewolucji jako 
działanie ochronne przed tlenem . Pojaw ienie się tlenu  w atm osferze 
przeżyw ały tylko te organizm y, k tóre w ykształciły zdolność szybkiej

S ch em at 4. S ch em at re a k c ji w a ru n k u ją c y c h  św iecen ie  chrząszcza P h o tin u s pyra lis
-vviv (63, 79, 80).

S ch em at 5. S ch em at r e a k c j i  zw iązanych  z b io lu m in escen c ją  b a k te r ii  (36, 37, 39).

jego redukcji do wody, co powodowało w ydzielenie energii połączone 
z w ytw orzeniem  cząsteczek wzbudzonych, em itujących światło. Hipo
teza ta nie tłum aczy jednak świecenia n iektórych organizmów wyłącznie 
w nocy lub świecenie m eduzy w nieobecności tlenu. W edług poglądu 
badaczy radzieckich (28, 116, 120, 122) biolum inescencja jest jednym  ze
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sposobów regulacji energetyki organizm u, a m ianowicie pozbyciem się 
nadm iaru  energii wydzielanej w procesie utleniania b iosubstratu. Tak 
na przykład u m eduzy różnica energii E =  (Ekw-Ca)*— B*! 8 kcal 
może być w ykorzystana do poruszania, syntezy itp. Pozostała energia — 
około 53 kcal — jest zbyt duża do jednorazowego zużycia i w ydziela się 
w form ie zielonej fluorescencji. U organizmów późniejszych ew olucyjnie 
pojaw iły się kolejne składniki łańcucha oddechowego, co umożliwiło 
stopniowe i bardziej skuteczne w ykorzystanie energii utlenień, a więc 
zmniejszyło praw dopodobieństwo ChL w fioletowej i niebieskiej części 
widma. Zm niejszenie natężenia ChL oraz przesunięcie m aksim um  w kie
runku  długich fal byłoby zatem  oznaką wyższego stopnia rozwoju. Roz
ważania te ilu stru je  rysunek 3.

Rys. 3. S ch em at tr a n sp o r tu  e lek tro n ó w  w  p roces ie  biologicznego u tle n ia n ia  i w  b io - 
lum in escen c ji (wg C h a n c e, cyt. za (122)). O b jaśn ien ie  w  tekście .

W procesie ewolucji biolum inescencja u n iektórych organizm ów 
w tórnie sprzyjała przystosow aniu do środowiska. Na przykład u chrząsz
czy świecenie wabi osobniki płci przeciw nej, świecenie głębokowodnych 
zw ierząt oślepia wroga lub zwabia zdobycz itp. O rgany świecące tych  
stworzeń osiągają niekiedy wysoki stopień specjalizacji i rozw oju m or
fologicznego (rysunek 4).

Budowa narządów świecących ryb i głębokowodnych mięczaków 
nasuwa przypuszczenie, że prom ieniow anie typu  ChL nie jest obojętne 
dla organizm u (65, 122). Jak  widać na rysunku  4 za „reflek to rem ” znaj
duje się w arstw a kom órek w ypełnionych pigm entem  absorbującym

http://rcin.org.pl



[1 3 ] C H EM IL U M IN ESC EN C JA 203

prom ieniowanie. W ysunięto hipotezę (3, 25), że przyczyną rakotw órczych 
własności związków arom atycznych o skondensow anych pierścieniach 
jest w idzialna ChL, tow arzysząca ich hydroksylacji i u tlen ian iu  in vivo. 
Prom ieniow anie to absorbow ane silnie przez składniki komórkowe 
mogłoby zmieniać gęstość elektronów  w cząsteczkach enzymów i p ro
wadzić do niekontrolow anego, nadm iernego rozwoju tkanki.

R ys. 4. O rg an  św iecen ia  g łębokow odnego  m ięczaka  (65, 122).
A — reflek tor, B — organ św iecący , l  — „soczew ka” , 2 — kom órki św iecące, tak  zw ane fo to- 
cy ty , 3 — reflek tor (w arstw a kom órek odb ijających  św iatło), 4 — w arstw a kom órek ochron

nych , absorbujących  św iatło , w ypełn iona pigm entem  (schem atycznie)

Energia kw antów  biolum inescencji być może bodźcem, w yzw alają
cym biologiczne wzbudzenie. U rozgw iazdy m orskiej Ophiopsila przy 
podrażnieniu jednego z pięciu świecących odnóży, zaczynają świecić 
wszystkie. Jeżeli jednak przeciąć nerw  na wzbudzonym  odnóżu, to świe
cenie rozchodzi się ty lko do m iejsca przecięcia, co w skazuje na związek 
w zbudzenia nerwowego z biolum inescencją (120).

Biochemiluminescencja lipidów. W latach  trzydziestych próbowano 
m etodą fotograficzną zarejestrow ać prom ieniow anie „nekrotyczne” 
em itow ane podczas porażającego działania pew nych związków na żywe 
komórki. Zastosowanie chłodzonych fotopowielaczy pozwoliło w roku 
1951 zarejestrow ać ChL chloroplastów  (94, 95), a następnie bardzo słabe 
prom ieniow anie em itow ane przez korzenie roślin w niebiesko-zielonej 
części widma (20). N astępnie w ykazano (1, 2, 69, 98, 99, 114, 117, 118), 
że takie słabe świecenie jest w łaściwe wszystkim  żywym  komórkom. 
Źródłem  jego są lipidy w szczególności te, które zaw arte są w m ito- 
chondriach i lizosomach. M echanizm  ChL lipidów jest zbliżony do do
kładnie zbadanego (47, 103) m echanizm u ChL węglowodorów. Podczas 
sam outleniania lipidów w pow ietrzu inicjow ana jest reakcja łańcuchowa:
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r - _f_ o 2- . r o ;
19

RO; +  RH ^  ROOH +  R *

Rekom binacja rodników R 0 2 daje cząsteczki wzbudzone — tlen  i związki 
karbonylow e em itujące prom ieniow anie (patrz reakcje 12— 14)

,P* + o2
r o 2* + r o ; — (  20

^2 +  (02)2

W obecności związków silnie fluoryzujących jak ergosteryna, lecytyna, 
adrenalina, pojawia się ChL aktyw ow ana (reakcja 15). Reagując z rodni
kam i lub nadtlenkam i cząsteczki aktyw atorów  mogą tracić zdolność do 
lum inescencji, toteż obecność an tyu tlen iaczy  InH, k tórym i są tioalkohole, 
antybiotyki, galusan propylu chroni ak tyw atory  i zapewnia większe 
natężenie i wydajność świecenia (121, 122):

R A RH
+  — (  + I n ‘ + A  21

ROO InH n ROOH

Tworzące się rodniki In- wiążą znaczną część 0 2‘, zapobiegając utlenianiu  
lipidów:

In * +  0 2 —> In 0 2* 22

Równocześnie jednak rodniki an tyutlen iacza mogą reagować z rodnikam i 
nadtlenkow ym i:

RÓO +  In —> ROOIn*
23

RÓO +  In 0 2* — P*

Ponieważ energia w ydzielana w reakcjach  (23) jest m niejsza niż przy 
rekom binacji dwóch rodników ROO, przeto m aksim um  widm a ChL 
przesuw a się w część długofalową. Obecność w stru k tu rach  lipoproteido- 
w ych zarówno aktyw atorów  jak  i an tyutlen iaczy  zapewnia nieprzerw ane 
utlenianie lipidów w norm alnych kom órkach z m ałą szybkością, stałą 
w danej tem peraturze. W szelkie zm iany stężenia an tyutlen iaczy  powo
dują przyspieszenie u tlen ian ia lipidów, przy czym niszczy się ich w iąza
nie z białkiem , a procesom tym  tow arzyszą zm iany natężenia świecenia. 
BioChL może więc charakteryzow ać zachowanie się lipoproteidowych 
kom pleksów i inform ować o ich stanie (rysunek 5).

Słabe świecenie homogenatów tkanek  roślinnych i zwierzęcych oraz 
zawiesin kom órek i m itochondriów  związane jest z w ytw arzaniem  
w m itochondriach nadtlenków  kwasów tłuszczowych. W ykazano (45, 
46, 94, 116, 119) zależność pomiędzy świeceniem, w ytw arzaniem  nad
tlenków  i oksydacyjną fosforylacją w m itochondriach (schemat 6).

Bezpośrednie reagow anie aktyw nych kwasów tłuszczow ych z tlenem  
cząstkowym  katalizow ane przez jony Fe2+ w arunkuje  tw orzenie się
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Rys. 5. Z w iększen ie  n a tę ż e n ia  ch em ilu m in escen c ji spow odow ane d odan iem  do u tle 
nionego tłuszczu , z a w ie ra jąceg o  n a d tle n k i n iew ie lk ie j ilości n ieu tlen io n y ch  lip idów

tk a n k i zw ierzęcej (121, 122).

1 — św iecen ie  tłuszczu u tlen ion ego , 2 — św iecen ie  tłuszczu  po rozpuszczeniu w  nim  lip idów

J3 -utlenianie

S chem at 6. H ip o te ty czn y  sch em a t re a k c j i  tw o rzen ia  n a d tle n k ó w  lip idów  i ich  zw ią 
zek z łań cu c h em  oddechow ym  i fo s fo ry lac ją  o k sy d acy jn ą  (116).

6 P ostępy B iochem ii http://rcin.org.pl
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cząsteczek wzbudzonych, em itujących prom ieniow anie. Czynniki wiążące 
jony Fe2+ na przykład KCN, EDTA ham ują w ytw arzanie nadtlenków  
na korzyść procesów p-utleniania. N atom iast czynniki u trzym ujące 
w m itochondriach NAD w form ie zredukow anej (np. kwas askorbinowy) 
ham ując P-utlenianie sp rzy jają  pow staw aniu nadtlenków  kwasów tłusz
czowych i związanem u z tym  słabem u świeceniu. Obecność nadtlenków  
lipidów powoduje pęcznienie m itochondriów  i rozprzężenie fosforylacji 
oksydacyjnej. Badanie słabych świeceń może więc dostarczyć cennych 
inform acji o tych  procesach.

T a b l i c a  3

Położenie głów nych pasm  chem ilum inescencji i absorpcji n iek tó rych  zw iązków

M aksim um
em isji

nm

Z w iązek absorbujący

U kład  św iecący
N azw a

M aksim um
absorbcji

nm

M olowy
w spółczynnik

absorpcji

B akterie  (Achrom obacter fis-
cheri) 4 95 -4 8 0 k a ta laza 40 0-4 09 1,45 X l0 5

U tlen ian ie  indolu 485 50 0-5 06 -
P iro g a lo l+ peroksydaza +  H20 2 4 8 0 -4 9 0 k ap san ty n a 484 1,05 X105
R yby, p ierw otn iak i, u tle n ia 

n ie lip idów  i w ęglow odorów
tlenem 46 0-4 70 ry b o flaw i

na
FA D
FM N
P -karo ten

450

445
452

2,6 X107

2,77 X 107 
1,42 X105

O w ady (P hotinus pyralis) 562 hem oglo
b ina

5 40 -58 0 9,1 X103

R y b o fla w in a + H 20 2 565 hem atopor-
firy n a

-550

G rzyby (A rm illa ria ) 530 k a ta la z a 5 3 6 -5 4 4 —
U tlen ian ie  tyrozyny 470 i 550 cytochrom  c 

likopen

4 1 0 -4 3 0  i 
5 2 1 -5 5 0  

478 1,85 X 105

Biologiczna rola biochem ilum inescencji jest nieznana. Różnica m iędzy 
działaniem  zewnętrznego, wzorcowego źródła prom ieniow ania o natęże
niu i długości fali odpow iadających rejestrow anej ChL, a działaniem  
chem ilum inescencji, pow stającej w ew nątrz kom órki może być znaczna, 
zwłaszcza gdy pasm a absorpcji składników  kom órki pokryw ają się z pas
mam i ChL i prom ieniow anie jest in situ  silnie absorbowane. W tablicy 3 
zestawiono przykładow o m aksim a em isji i absorpcji niektórych enzy
mów i barw ników  o dużych w spółczynnikach absorpcji.

Szczególnie skuteczne mogłoby być działanie ChL pow stającej w po-
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bliżu centrów  aktyw nych enzymów. Na ten  tem at nie ma jednak żadnych 
danych.

ChL o długości fali 400—800 nm odpowiada energii 72—36 kcal/mol, 
co w ystarcza do przekroczenia bariery  energetycznej większości reakcji 
(20—30 kcal/mol). Energia prom ieniow ania widzialnego równoważna
1,5—3,1 eV może spowodować przeniesienie elektronu do strefy  prze
wodnictw a w fotoprzew odnikach, którym i są prawdopodobnie n iektóre 
białka i chlorofil. Obecność w tkankow ych lipidach aktyw atorów  fluory
zujących w zielonej, czerwonej i podczerwonej części widm a stw arza 
możliwość nieenzym atycznego otrzym yw ania porcji energii, porów ny
w alnych z energią ~ P ,  to jest 8— 10 kcal/mol. Nie jest wykluczone, że 
procesy takie m ogłyby mieć pewne znaczenie w niektórych tkankach 
w związku z u tlen ian iem  lipidów (121).

Promieniowanie mito genetyczne. W 1923 r. odkryto słabe prom ienio
wanie, w ysyłane przez dzielące się kom órki (31). W krótce okazało się, 
że prom ieniow anie takie można uzyskać również z innych źródeł, także 
niebiologicznych (5, 6, 44, 45, 81). Najw ażniejszą cechą prom ieniow a
nia m itogenetycznego jest stym ulow anie podziałów kom órkowych. Dłu
gość jego fali wynosi 190—330 nm, to znaczy 150—85 kcal/mol, a na tę 
żenie 103— 105 kw antów /cm 2. Jest to więc typow a m ikroultrachem ilum i- 
nescencja (49).

Ponieważ procesy u tlen iań  biologicznych w yzw alają porcje energii 
nie przekraczające 8— 12 kcal/m ol, nasuw a się pytanie jakie reakcje są 
źródłem  prom ieniow ania o tak  wysokiej energii? W edług G u r w i c z a  
(32) cząsteczki wzbudzone o energii 85— 150 kcal pow stają w reakcjach 
enzym atycznego u tlen ian ia  substratów  (AH2) z udziałem  św iatła, wody
i tlenu:

AH2 +  E +  0 2 +  H20 +  2hv— ... 24

W ykazano też (32, 46), że w takim  układzie tw orzą się wolne rodniki
i atom y, k tórych rekom binacja wyzw ala energię 160—87 kcal (tablica 4). 
O statnio zaś stw ierdzono (46), że k u ltu ry  drożdży w ysyłają prom ienio
wanie m itogenetyczne już podczas w stępnych procesów około 1 godz. 
przed okresem  m orfologicznego podziału. Każda kom órka em ituje w tedy 
1—5 kw antów  o energii około 100 kcal/mol. Inh ib itory  reakcji rodniko
wych ham ują zarówno podziały jak  i w ysyłanie prom ieniow ania.

Prom ieniow anie m itogenetyczne działa we w stępnych fazach mitozy, 
zm niejszając około 3 razy  czas potrzebny do dokonania podziału. Zwię
kszenie natężenia do 108 fotonów /cm 2s powoduje zanik efektu m itoge
netycznego. Są dane (31, 32, 45, 46), że istnieje krytyczna m asa lub 
objętość naśw ietlanego obiektu, dla k tórej obserw uje się jeszcze efekt 
m itogenetyczny, co tłum aczy się pow staw aniem  wtórnego, indukowanego 
prom ieniow ania UV, przekazyw anego łańcuchowo od kom órki do ko
mórki. Spontaniczna ChL in vivo  może być także związana z innym i
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układam i niż omówione wyżej. W ChL tkanek  roślinnych uczestniczy 
prawdopodobnie utlenianie związków fenolowych (82, 83). Przem aw ia 
za tym  między innym i podobieństwo w arunków  niezbędnych do w y
stąpienia obu procesów in vivo. In  vitro  u tlen ian iu  wielu związków feno
lowych tlenem  cząsteczkowym  lub H 20 2 w obecności różnych kataliza
torów  tow arzyszy ChL w  zakresie 400—600 nm. W reakcji rozkładu 
H 20 2 katalazą, em itow ane jest słabe świecenie związane prawdopodobnie 
nie z aktyw nym i centram i enzym u lecz z utlenianiem  innych jego grup 
(52). Chem ilum inescencja w ystępuje również podczas działania H20 2 na 
białka, peroksydazę (64, 94, 116), glicynę i cysteinę (116), ryboflaw inę 
(96) i wiele innych związków. Badano też k inetykę i m echanizm  słabych 
świeceń w zakresie w idzialnym , tow arzyszących reakcjom  enzym atycz
nym  z udziałem  peroksydazy oraz askorbinazy (30, 55). ,

T a b l i c a  4
C harak te ry sty k a  uk ładów  em itu jących  prom ieniow anie m itogenetyczne

(5, 32, 81)

R eakcja, w  k tó re j E nergia re 
U kład tw o rzą się cząsteczki kom binacji maxnm E m iter

w zbudzone kcal/m ol

Z ym aza drożdży 2 OH 110 254 -  OH
+  glukoza \ ___ \

y C  =  0  +  0 160 175 y C  =  0

[E repsyna +  gli- \
fcyloglicyna N H + H 87 322 ^ /N H
Peroksydaza
ch rzanu  -r p iro
ga lol H 2O2 ? 127 230

Prócz chem ilum inescencji spontanicznej i wspom nianej już foto- 
chem ilum inescencji zaobserwowano też ChL indukow aną ogrzewaniem  
(term ochem ilum inescencja). D ługotrw ała lum inescencja roztworów aro
m atycznych am inokwasów i białek zam rożonych do tem pera tu ry  77 °K 
w ystępuje po ich naśw ietleniu, k tóre powoduje fotojonizację cząsteczki 
(116):

X +  hv—>X+ +  e~ 25

W ytworzone rodniki kationów  i solw atow ane elek trony  zostają uwię
zione w m atrycy. Ogrzanie lub naśw ietlenie m atrycy  um ożliwia rekom 
binację elektronów  z rodnikam i, w w yniku której odtw arza się w zbu
dzona cząsteczka X w stanie singletow ym  lub trip letow ym :

ogrzewanie Xx— X -f hvFo6f
X+ +  e " ---------------♦ ■

światło Xs— X -f hvF1'
26

http://rcin.org.pl



[1 9 ] C H E M ILU M IN ESC EN C JA 209

Świecenie roztw orów  białek, DNA i innych biopolimerów induko
w ane jest naprom ieniow aniem  tych układów prom ieniow aniem  UV lub 
X w  obecności tlenu . Zaproponowano (27, 74, 75, 116) następujący hipo
tetyczny  m echanizm  tej reakcji:

RH -f- hv—>R +  H -^R Ó O  +  H
27

ROO -f- AH —■* A 0 2 +  RHt  —»RH +  hvFost.

gdzie RH — am inokw as arom atyczny wchodzący w skład białka lub 
zasada purynow a DNA, AH — związki z grupam i SH i S-S na przykład 
cysteina lub cystyna.

II. Chemiluminescencja jako metoda badania w biologii

1. Fotosynteza

Badanie chem ilum inescencji odkryw a nowe możliwości śledzenia 
łańcucha procesów w iążących pierw otny ak t absorpcji św iatła z reak 
cjam i enzym atycznym i. Z ilustru jem y to dwoma przykładam i.

O dkryw cy (94, 95) czerwonej d ługotrw ającej lum inescencji fotosyn- 
tetyzu jących  organizm ów uważali, że rola chlorofilu w  reakcjach foto
syntezy  ogranicza się do ich uczulenia na światło. Później udowodniono 
(29, 53, 72) jednak, że lum inescencję organizmów fotosyntetyzujących 
m ożna w yjaśnić procesam i przenoszenia elektronów :

H ,0  —► Chlf, n, n , ... n t ... n, *1+1 ‘
k _ ,  - k _ .  T-  ‘ * - ( 1  + 1)

i------------------------------------------------------- - 2 8î+2 I
Chlf! ^ = = n i+1 — NADP 

—(1+ 2)

gdzie Chlf i, Chlf2 — są form am i chlorofilu absorbującym i odpowiednio 
prom ieniow anie długo- i krótkofalow e, n : , n 2 ... n i + 1 — oznaczono stęże
nia przejściowych zredukow anych przenośników elektronów , ki, k2, 
k i+1 — stałe szybkości odpowiednich reakcji. Reakcje Chl f2— i Chlfi-»- 
—>ni+1 zachodzą w yłącznie pod wpływ em  św iatła, a reakcjom  odw rot
nym  tow arzyszy em isja prom ieniow ania — długofalowa lum inescencja. 
R eakcja n i + 1->nk jest zam ykaniem  łańcucha fosforylacji cyklicznej
i z nią związana jest jedna ze składow ych czerwonej ChL. W yniki tych 
prac dowodzą, że chlorofil bierze bezpośredni udział w procesach prze
noszenia elek tronu  w fotosyntezie.

Drugi przykład dotyczy w ykorzystan ia ChL do badania udziału i roli 
karotenów  w fotosyntezie. S tosując term ochem ilum inescencję wykazano 
(7, 8, 53), że podczas ogrzew ania m ieszanin (3-karotenu z chlorofilem  nastę
puje u tlenianie karotenu, a energia w yzw alana w tych  reakcjach  wzbu
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dza cząsteczki chlorofilu. Pierw szym  stadium  ChL jest więc proces oksy
dacyjny  i wyprom ieniow anie nie wiąże się w tym  przypadku ze z ja
w iskam i półprzewodnikowym i. Doświadczenia te w skazują nadto, że 
istn ieje  możliwość przekazyw ania aparatow i fo tosyntetyzującem u ener
gii pew nych procesów chemicznych.

2. Biopolimery

Naprom ieniow anie białek, kwasów nukleinowych, polisacharydów, 
prom ieniam i y, X, UV powoduje dwa zasadnicze efekty: 1) przeryw anie 
w iązań w łańcuchach, prowadzące do zm niejszenia ciężaru cząsteczko
wego, 2) „zszyw anie”, czyli usieciowanie poprzeczne, a także działa po
średnio w yw ołując m iędzy innym i w tórne reakcje rozryw ania wiązań 
nadtlenkow ych. Pow oduje to degradację m akrocząsteczek i zmiany s tru k 
tu ry , w yw ołujące u tra tę  natu ra lnych  właściwości biologicznych. Wodne 
roztw ory biopolimerów w ykazują po naprom ieniow aniu długotrw ałą lu- 
m inescencję. W ykazano (24, 74, 75), że ta d ługotrw ała lum inescencja 
jest ChL, której k inetyka i m echanizm  mogą być różne w zależności 
od w arunków  naprom ieniow ania i składu roztworów. ChL pow staje 
w reakcjach rozpadu nadtlenków  i w tedy krzyw e kinetyczne I =  f(t) za
niku prom ieniow ania spełniają rów nanie reakcji I-go rzędu I =  I0e-kt. Na
tom iast w w yniku rekom binacji fragm entów  m akrom olekuły — krzy 
we kinetyczne w ygasają według reakcji Ii-go rzędu i dają się sprow a
dzić do prostych w  układzie w spółrzędnych 1 /j, i = f(t).

Prom ieniow anie y lub X powoduje łańcuchowe reakcje u tleniania 
lipidów i antyutleniaczy. Dlatego też badanie słabej ChL naprom ienio
w anych kom órek może dostarczyć inform acji o struk tu rze  i stanie tych  
związków w organizm ach żywych (68, 98).

3. Zastosowanie ChL do celów diagnostycznych i analitycznych

In teresu jący  w ydaje się związek słabej, spontanicznej ChL w za
kresie w idzialnym  z procesam i zrakowacenia. Są dane, że kom órki r a 
kowe prom ieniują słabiej niż norm alne (98), a wyciągi z nowotworów 
na przykład sarkom y szczura osłabiają prom ieniow anie utleniających 
się lipidów w większym  stopniu niż wyciągi z innych komórek, co w ią
że się ze zwiększoną zawartością an tyutlen iaczy  w lipidach złośliwych 
narośli. Rozwojowi now otw oru u szczurów tow arzyszy wzrost ilości 
an tyutlen iaczy  w krw i i jej zdolności gaszenia chem ilum inescencji. Ba
danie słabego prom ieniow ania pozwoliło ustalić, że głównym  źródłem 
antyutleniaczy pojaw iających się we krw i jest w ątroba, oraz że pod
czas szybkiego rozwoju nowotworu znacznie m aleje zdolność lipidów 
w ątroby  do osłabiania ChL, zachodziłoby więc jak gdyby „przetacza
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n ie” an tyutlen iaczy  w  rosnącą wyrośl. Również prom ieniow anie m ito- 
genetyczne gaszone jest inhibitoram i, szczególnie silnie działa bliżej nie 
znany peptyd zaw arty  w krw i organizmów dotkniętych rakiem , w iążą
cy wolne rodniki (32). ,

Słaba ChL w idzialna może inform ować o stanie lipoproteidow ych 
kom pleksów. Badając w związku z tym  korzenie i kiełki roślin t ra 
w iastych  (1, 2, 89) ustalono, że w przedziałach biologicznego optim um  
natężenie prom ieniow ania zwiększa się przy podwyższeniu tem pera tu ry
i dla każdej nowej tem pera tu ry  ustala  się nowy stan  stacjonarny. Po
czynając od bardzo w yraźnie zaznaczonej kry tycznej tem pera tu ry , na
rusza się stacjonarność i natężenie prom ieniow ania zaczyna gwałtownie 
w zrastać. To zjawisko pozwala szybko i łatwo ocenić, czy badany gatu
nek lub odm iana jest ciepło, czy zim nolubna (rysunek 6). Podobną p ra 
widłowość obserw uje się podczas obniżania się tem pera tu ry , a nisko
tem pera tu row y p u n k t kry tyczny m anifestu jący się jako kró tko trw ały  
„błysk” , wyznacza najniższą tem peraturę , p rzy  której roślina może jesz-

Rys. 6. N a tężen ie  św iecen ia  k o rzen i pszen icy  w  fu n k c ji te m p e ra tu ry  (1, 98).
A — południow a pszenica azerbejdżańska, B — północna pszenica okręgu m oskiew skiego.

cze istnieć. W ten  sposób — m ierząc dwa tem peraturow e punkty  k ry 
tyczne słabej ChL — można szybko określić granice klim atyczne, 
w k tó rych  roślina może istnieć. Zalety  takiej m etody dla upraw y i se
lekcji roślin są oczywiste.

Błysk prom ieniow ania w widzialnej części widm a tow arzyszy nie 
ty lko porażeniu tem peraturow em u. Szybki, 10-krotny wzrost świece
nia obserw uje się również, kiedy kom órki giną pod wpływem  czynni
ków chemicznych. Reakcję tę dają również mięśnie wyższych i niższych 
organizmów, larw y owadów i inne (98). S tw arza to możliwość opraco
w ania nowych, szybkich m etod oceny aktyw ności pestycydów.

Poczyniono też próby w ykorzystania prom ieniow ania m itogenetycz- 
nego do analizy procesów w żywych tkankach. W edług G u r w i c z a
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(32) naruszenie lu b ‘zniszczenie m olekularnej s tru k tu ry  protoplazm y po
w oduje częściowe wyzwolenie energii w postaci prom ieniow ania UV, 
zwanego nekrotycznym . W idma em isji tego prom ieniow ania związane 
są z funkcjonalnym  stanem  układu. Tak na przykład podczas ogólnej 
narkozy zw ierząt lub po usunięciu n iek tórych  węzłów m ózgowo-rdze
niowych, w ystępują ostre, chociaż odw racalne zm iany w widmie prom ie
niow ania emitowanego przez mięśnie serca.

Porażenie organizmów energią prom ienistą powoduje m iędzy inny
mi rozpad lipidów kom órki i zwiększone ich utlenianie. W związku 
z tym  stwierdzono, że po naśw ietleniu organizm u prom ieniam i ren tge
na zwiększa się natężenie słabego prom ieniow ania w zakresie w idzial
nym. Krzyw a tego procesu wskazuje, że natężenie świecenia przy śm ier
telnych  dawkach nieprzerw anie w zrasta w czasie. Pozwala to uchw y
cić w kom órkach m om ent naruszenia stacjonarności i au toregulacji 
(68, 98).

Na zakończenie wspom nim y o w ykorzystaniu  biolum inescencji jako 
m etody badania. Natężenie i skład widm owy mogą inform ow ać o spraw 
ności energetyki organizmu, stopniu w ykorzystania energii b iosubstra- 
tu  lub porażeniu oddzielnych s tru k tu r  i funkcji komórki. Na przykład  
jeżeli do świecącego układu bakterii (patrz, tablica 2 i schem at 5) w pro
wadzić następny kolejny składnik łańcucha oddechowego — cytochrom  
c, to natężenie ChL w widzialnej części widma zmniejsza się. Natom iast 
cytochrom  c nie działa na biolum inescencję m orskich bratków  (Bala- 
noglossus biminiensis), k tóre nie zaw ierają w łańcuchu oddechowym po
przedniego składnika -FM NH2 (120).

Zależność natężenia ChL od szybkości reakcji (równanie 5) w yko
rzystano do badania w pływ u różnych czynników, na przykład tem pera
tu ry , ciśnienia hydrostatycznego, inhibitorów , na k inetykę procesów in 
vivo  świecących bak terii (40, 111).

Zastosowanie ChL do celów analitycznych obszernie omówione w in 
nej poblikacji (84) z ilustru ją  dobrze pew ne przykłady. W arunkiem  po
jaw ienia się ChL jest — poza nielicznym i w yjątkam i — obecność tlenu  
lub nadtlenków . Z tego względu ChL silnie świecących związków jak  
lum inolu, lucygeniny w ykorzystano do w ykryw ania śladow ych ilości 
nadtlenków  w układach biologicznych (76), rodników  OOH (30), okre
ślania dawek zaabsorbowanego prom ieniow ania X i y podczas radiolizy 
roztworów (57). Jednym  z najczulszych indykatorów  Oz są świecące 
bakterie, dzięki k tórym  można w ykryć 10~10 części objętości telenu. 
Ich świecenie szybko gaśnie po w yczerpaniu tlenu, a intensyw ność od
dychania jest odwrotnie proporcjonalna do czasu gaśnięcia (111).

M etody ChL znajdują zastosowanie do oznaczania stężenia an ty u tle 
niaczy (48). Jedna z takich m etod (67, 68, 98) pozwala m ierzyć sum a
ryczną ilość i aktyw ność przeciw utleniaczy w  układach biologicznych
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z czułością przew yższającą 102— 103 razy czułość odpowiednich m etod 
chem icznych.

W spomnieć też należy o metodzie ilościowego oznaczania ATP 
w stężeniu  0,1 y/ml za pomocą biolum inescencji ekstrak tów  z Photinus  
pyralis  (97). ChL tow arzysząca utlen ian iu  związków fenolowych zosta
ła w ykorzystana do szybkiego oznaczania aktyw ności peroksydazy (66) 
m ałych stężeń kwasu galusowego, pirogalolu (86), aldehydu m rów ko
wego (85). M etody te pozw alają w ciągu k ilkunastu  m inut oznaczać w y
m ienione związki w stężeniach rzędu 10-4 m g/m l z błędem  nie p rzek ra
czającym  4%.

Można oczekiwać, że intensyw ne badania chem ilum inescencji w uk ła
dach biologicznych rozwiną ten  dział biofizyki i stw orzą nowe m ożli
wości badania m etabolizm u i bioenergetyki żywych organizmów.
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A L IC JA  ZU RZYC K A*

Lumisynteza

Lumisynthesis

T he in flu en ce  of lig h t on th e  m o rp h o g en esis  of fu n g i and  th e  connections of 
m orphogenesis  w ith  m e tab o lic  p h en o m en a  a re  rev iew ed .

Działanie św iatła na różnorodne procesy u grzybów jest od dawna 
znane i intensyw nie badane. W latach ostatnich w yniki tych  prac ujęto 
w kilku obszernych om ówieniach (2, 32, 36, 45, 56, 64). Dotychczas ba
dania koncentrow ały się na w yznaczaniu widm  działania dla reakcji 
w celu w ykrycia fotoreceptora, czy fotoreceptorów  zjawisk fotobiolo- 
gicznych i ustalenia procesów m etabolicznych, pow stających lub zmie
niających się pod w pływ em  św iatła. W tablicy 1 zestawiono szereg bar
dziej in teresu jących  danych o w idm ach działania dla różnych efektów 
św ietlnych u grzybów. W zasadzie czynne jest prom ieniow anie k ró tko
falowe, poczynając od dalekiego u ltrafio le tu  aż po 500 nm. Tylko w jed
nym  przypadku stw ierdzono działanie św iatła w zakresie 600—800 nm. 
Szereg zupełnie odm iennych pod względem fizjologicznym procesów ma 
tak  zbliżone widma, że trudno na razie rozstrzygnąć, czy ich fotorecep- 
to ry  są identyczne, czy też nie. Nie ustalono również ostatecznie bio
chemicznego charak teru  fotoreceptorów  podstaw owych procesów św ietl
nych tak ich  jak fototropizm , czy św ietlna reakcja wzrostowa. Zw olen
nicy teorii ryboflawinowej (36, 45) przedstaw iają równie ważkie argu 
m enty  przem aw iające za udziałem  tej substancji (lub jej pochodnych) 
w procesach fotobiologicznych jak  i zwolennicy teorii karotenoidow ej 
(34, 64), k tórzy taką rolę przypisują karotenoidom . Dotychczas nie uda
ło się też w yjaśnić jakie procesy biochemiczne w arunku ją  ujaw nienie 
się danego efektu  fotobiologicznego (63).

Dość dobrze poznano natom iast w pływ  św iatła na pewne procesy 
rozwojowe u grzybów. W organizm ie grzyba istn ieją  dwie tendencje 
rozwojowe — wzrost w egetatyw ny i rozm nażanie (zarówno generatyw ne 
jak i bezpłciowe); procesy te m ają  przypuszczalnie różny podkład bio

* Doc. d r, Z ak ład  F iz jo log ii R oślin  PA N , K rak ó w
W ykaz używ anych  sk ró tó w : OC — zaro d n ie  no rm aln e , R S — zarodn ie  p rze - 

trw a ln e  (u B lastoclad ie lla  em ersonii); n m  =  m u

http://rcin.org.pl



218 A . Z U R Z Y C K A [2]

chemiczny, a w określonych w arunkach  hodow lanych w ystępują w pew 
nej równowadze. Możliwe i bardzo często stw ierdzane jest przesunięcie 
tej równowagi, przy czym jednym  z podstaw owych czynników działa
jących jest światło. W ykrycie drugiego czynnika — dw utlenku węgla —
i ustalenie obrazu biochemicznego przem ian rozwojowych u grzybów jest

T a b l i c a  1
N iektóre  w idm a d z ia łan ia  reak c ji fo tob io log icznych  u grzybów

O rganizm Proces fotobiologiczny
M aksim a w idm  

d z ia łan ia  
nm

H ipo te tyczny
fo torecep tor

L ite ra 
tu ra

N eurospora
'

crassa synteza karo tenoidów 449, 480 karo teno idy (66)

Pilobolus
klein ii fo totropizm 448, 480 karo teno idy (5)

P hycom y-  
ces blake-

tw orzen ie  trofocyst 405, 440, 480 ryboflaw ina (59)

sleeanus św ie tln a  re a k c ja 280, 385, 445, 485 ryboflaw ina (37)

Aspergillus

w zrostow a
fo totropizm

280, 370, 445, 470 
385, 455, 485

lub  k a ro te 
noidy

(35), (31)

giganteus fotom orfoza (pow sta
w an ie  konidioform ów  
olbrzymich)

300-380, 450, 480 karo teno idy (41)

C oprinus
lagopus zaham ow anie etio lacji 447-480 ryboflaw ina (62)

Collybia
velutipes form ow anie kapeluszy 390-470 ? (1)

Sphaero-
bolus sp. w ytw arzan ie  ow ocni- 

ków
440-455, 485 ? (45)

A scochyta
pisi zarodnikow anie 238, 313 P320 i? ) (46, 47)

A lternaria
solani ham ow anie zarodniko

w an ia
375-425, 450, pow. 
600

ryboflaw ina (53)

Sordaria w ystrze liw an ie  zarodni 430-495 ? (44)

zasługą szkoły C a n t i n o, opracow ującej to zagadnienie od roku 1951 
do chwili obecnej. Dokładniejsze przedstaw ienie dotychczas uzyskanych 
danych będzie przedm iotem  tego a rtyku łu .

Obiektem  badanym , u którego dobrze poznano związki pomiędzy 
zmianam i morfologicznym i m iędzy innym i w yw ołanym i także przez
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światło jest Blastocladiella emersonii. Grzyb ten  należy do glonowców 
(Phycomycetes), a ekologicznie zaliczany jest do tak  zwanych pleśni 
w odnych (39) z uwagi na to, że rozw ija się w zasadzie w środowisku 
wodnym . Blastocladiella emersonii jest m ałym  (0,5 mm) organizmem
0 prostej budowie, k rótkim  cyklu  życiowym i daje się łatwo hodować 
na różnego typu  pożywkach (3). Rozmnaża się przez zarodniki opatrzo
ne w itką, tak  zwane zoospory, o bardzo szczególnej budowie m orfolo
gicznej, k tórej omówienie przekracza ram y tego a rtyku łu  (17, 20, 28, 
48). Po pewnym  okresie swobodnego ruchu  zoospory wciągają w itkę
1 w ytw arzają plechę grzyba. Jest to początkowo jedna kom órka z licz
nym i jądram i, zróżnicowana na część podstawową rhizoidalną i buław - 
kow atą część w ystającą ponad podłoże. Pod koniec okresu rozwojowe
go plazm a przemieszcza się praw ie całkowicie do buławkowatego roz
szerzenia i odcina się błoną poprzeczną od reszty organizmu. Nowopo
w stała kom órka stanow i zawiązek przyszłej zarodni. Grzyb ma zdolność 
w ykształcania zarodni dwojakiego typu  — zwykłych (oznaczanych przez 
C a n t i n o sym bolem  OC) i p rzetrw alnych  (RS). W początkowych s ta 
diach rozw oju zarodni nie można przewidzieć jaki jej typ się rozwinie, 
natom iast całkowicie w ykształcone sporangia różnią się szeregiem cech. 
Zarodnie typu  OC m ają  delikatne, bezbarwne błony chitynowe, a czas 
ich pow stania wynosi około 13,5 godz. Zarodnie RS m ają grubościenne 
błony chitynowe, zabarw ione ciemno m elaninam i, kom órki zaś zawie
ra ją  Y-karoten i tłuszcze w postaci kropel w obrębie cytoplazm y; czas 
różnicowania się tych  zarodni jest znacznie dłuższy (około 80 godzin). 
W hodowli laboratory jnej w arunkiem  otrzym ania cienkościennych za
rodni OC jest izolowanie poszczególnych pływek, w ydobyw ających się 
z pękającej zarodni. W takich w arunkach  cykl roślin OC można pow ta
rzać dowolnie długo. N atom iast pływki, pochodzące z zarodni OC i kieł
kujące blisko siebie dają  rośliny produkujące wyłącznie zarodnie prze- 
trw alne (RS). W ten  sposób (rysunek 1) rozwój grzyba kończy się p rze j
ściem w stan  okresowego spoczynku, w yw ołany przypuszczalnie nagro
m adzeniem  się jakiejś substancji w otoczeniu gęsto rozmieszczonych 
osobników w hodowli (7, 9, 11). Fakt ten  oraz stw ierdzenie, że u rodza
ju pokrew nego — Blastocladia (40) można wywołać powstawanie za
rodni RS um ieszczając rośliny w atm osferze gazowego C 0 2, naprow a
dziły C a n t i n o i jego współpracowników, na przypuszczenie, że róż
nicowanie się zarodni Blastocladiella jest związane z przekroczeniem  
pewnego określonego stężenia gazowego C 0 2 lub dwuw ęglanu w śro
dowisku. P róby zwiększania stężenia dw uw ęglanu (11), oczywiście przy 
elim inowaniu ujem nego w pływ u pH, w ykazały, że podwyższenie stęże
nia dw uw ęglanu do 10~2M powoduje w ytw arzanie się wyłącznie za
rodni typu  przetrw alnego. Pow staje teraz pytanie, w k tórych m iejscach 
przem ian m etabolicznych ingeru ją  jony dwuwęglanowe. Blastocladiella 
emersonii jest organizmem, zdobyw ającym  energię dzięki ferm entacji
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glukozy do kw asu mlekowego (26), z możliwością tw orzenia kw asu 
a-glicerofosforowego. Fakt istnienia bardzo aktyw nego układu dehydro
genazy glukozo-6-fosforanu sugeruje istnienie jeszcze innej drogi p rze
m ian glukozy, być może cyklu pentozowego, lecz droga ta  jest jeszcze 
m ało poznana (13). Pobieranie tlenu  przez roślinę jest słabe, aczkolwiek 
w yraźne (Q°2 =  9,0 ul 0 2) mg suchej masy/godz. (4, 26). Dokładniejsze 
analizy aktyw ności enzym atycznej w ykazały  u Blastocladiella obecność 
enzym ów cyklu K rebsa (8, 11, 24) oraz oksydazy cytochromowej (8, 24).

Zarodnik Mi oda roślina

Zarodnia 
cienkościenna 
O.C.

Wysiewanie
zarodników

Zarodniki
nieizoiowane

Rys. 1. S ch em at p o w staw an ia  za rodn i c ienkośc iennych  i p rze trw a ln y c h  pod w p ły 
w em  jonów  d w uw ęg lanow ych  (ob jaśn ien ia  w  tekście), (wg 11)

Próbę w yjaśnienia działania dw uw ęglanu na rozwój zarodni RS 
u Blastocladiella emersonii oparto na fak tach  następujących:

1. Pod wpływem  jonów dwuwęglanowych stw ierdza się zaham ow a
nie aktyw ności oksydazy kwasu a-ketoglutarow ego i silny wzrost ak tyw 
ności dehydrogenazy kw asu izocytrynowego. Usunięcie jonów dw uw ę
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glanow ych powoduje nagły  w zrost aktyw ności oksydazy i spadek ak tyw 
ności drugiego enzym u (11, 52).

2. W om aw ianych w arunkach  poziom ketokwasów w zrasta (9, 11).
3. Dodatek dw uw ęglanu powoduje powstanie zarodni przetrw alnych 

na pożywkach bogatych w  azot, nie skutkuje  natom iast w pożywkach 
ubogich w ten  pierw iastek, gdyż przypuszczalnie w tym  ostatnim  w y
padku, cały kwas a-ketoglu tarow y zostaje natychm iast zużytkow yw any 
w procesach transam inacji. N atom iast dodanie do takiej pożywki kw a
su a-ketoglutarow ego (lub cytrynowego) wyw ołuje powstawanie za
rodni RS (6).

4. Nawet na pożyw kach ubogich w azot, a więc nie sprzyjających 
pow staw aniu zarodni RS, można wywołać ich różnicowanie się przez 
zastosowanie odpowiednich inhibitorów. N ajsilniej działają arsen iny  
i sem ikarbazyd, a więc związki blokujące przem iany kw asu a-ketoglu
tarow ego (6, 8).

5. U m utan ta  Blastocladiella emersonii nie udaje się nigdy uzyskać 
zarodni przetrw alnych. Okazało się, że m utan t ten  nie ma oksydazy 
kw asu a-ketoglutarow ego i akonitazy. Obie dekarboksylacje oksyda
cyjne nie przebiegają u tego organizm u, w skutek czego nie ma on m ożli
wości regulow ania poziomu ketokw asów (9, 11, 21, 24).

6. Biotyna — stym ulato r procesów dekarboksylacji — znosi m orfo- 
genetyczne działanie dwuwęglanów.

7. Blastocladiella ma zdolność syntezy izocytrynazy, przekształcają
cej kwas izocytrynow y na kw asy glioksalowy i bursztynow y (55).

8. W reszcie w czasie działania dwuw ęglanów znika oksydaza cyto- 
chromowa, a pojawia się oksydaza polifenolowa.

Na podstawie tych faktów  mógł C a n t i n o postawić hipotezę, że pod 
w pływ em  nadm iaru  jonów dwuw ęglanow ych zmienia się charak ter cy
klu  kwasów trójkarboksylow ych. Jony  dwuwęglanowe ham ują oksy
dacyjną dekarboksylację kw asu a-ketoglutarow ego, którego poziom w zra
sta 10-krotnie (z 0,1 do 1,0 ¡ig/mg suchej masy). N astępnie rozpoczyna 
się redukcyjna karboksylacja kw asu a-ketoglutarow ego i nagrom adza
nie się kw asu izocytrynowego (w procesie tym  podstawowe znaczenie 
ma dehydrogenaza kw asu izocytrynowego współdziałająca z NADP). 
Kwas izocytrynow y jest częściowo usuw any z obiegu w skutek działal
ności izocytrynazy, przekształcającej go na kwasy bursztynow y i glio
ksalowy. W ten  sposób cykl K rebsa ulega odwróceniu i skróceniu. Mi
mo, iż cykl ten  jest u Blastocladiella mało operatyw ny, zm iany wyw o
łane pod wpływem  jonów dwuw ęglanow ych są źródłem  bardzo in te re 
sujących syntez biochemicznych, k tó re  prowadzą do pojawienia się 
pew nych charakterystycznych  cech morfologicznych. W rozwoju onto- 
genetycznym  można wyelim inow ać zm iany wyw ołane obecnością dw u
tlenku węgla, przenosząc organizm  na pożywkę bezwęglanową. Odwró-
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cenie przem ian biochem icznych jest jednakże możliwe ty lko  do pew ne
go określonego krytycznego punk tu  czasowego (przez około 3/5 czasu 
hodowli potrzebnej do otrzym ania zarodni RS). Później zm iany m eta
boliczne w yw ołane obecnością dw uw ęglanu są już nieodw racalne (24).

Nagrom adzanie się kw asu a-ketoglutarow ego stym uluje  pow staw a
nie oksydazy polifenolowej, k tó ra  pośredniczy w przenoszeniu wodoru 
do NADP. Redukcja NADP może wpływać na aktyw ność dehydrogena
zy kw asu izocytrynowego. Ponieważ równocześnie z puli aminokwasów 
ubywa tyrozyny (27), przypuszczać należy, że tyrozyna utlenia się po
przez chinony do m elanin. Jednakże zaham owanie oksydazy polifenolo
wej fenylotiom ocznikiem  ham uje w praw dzie powstawanie m elanin, ale 
nie wpływa na różnicowanie się zarodni RS. Pozwala to przypuszczać, że 
utlenianie tyrozyny nie jest źródłem  wodoru, dla redukcyjnej karbo- 
ksylacji kwasu a-ketoglutarow ego. Źródłem  tym  jest przypuszczalnie de
hydrogenaza glukozo-6-fosforanu, k tórej aktyw ność w czasie pow staw a
nia zarodni przetrw alnych również w zrasta. Enzym ten  prawdopodobnie 
bierze udział w rozkładzie specyficznego zapasowego węglowodanu zarod
ni przetrw alnych. W czasie różnicowania się RS pobierana z pożywki glu
koza nie przekształca się w kwas mlekowy, lecz jest odkładana w po
staci specyficznego węglowodanu, zbliżonego właściwościami do gliko- 
genu (15). Rozkład tego węglowodanu i w ykorzystanie do celów ferm en
tacyjnych odbywa się dopiero w w ykształconej już zarodni przetrw alnej, 
równolegle do syntezy m elanin i chityny.

Zdolność do syntezy chityny m ają zarówno rośliny w ytw arzające 
zarodnie cienkościenne jak i zarodnie przetrw alne. Synteza tego związku 
przebiega w dw u etapach (49, 50). Jeden  układ enzym atyczny pośred
niczy w pow staw aniu 6-fosfo-glukozoam iny i kw asu glutaminowego 
z fruktozo-6-fosforanu. Drugi układ, znacznie m niej aktyw ny, zlokalizo
w any prawdopodobnie w błonie kom órkowej przeprow adza acetylow anie 
glukozoam iny przy współudziale koenzym u A (27). Chitynaza w ystępuje 
u obu typów roślin; jej aktyw ność jest jednak pięciokrotnie wyższa 
w zarodniach OC. Przypuszczalnie grubość błony kom órkowej jest w y
padkową działania obu układów  enzym atycznych — syntetazy  glukozo
am iny i chitynazy. Powiązanie syntezy chityny z m echanizm em  dw u
węglanowym  wykazano, podnosząc stężenie dw uw ęglanu powyżej po
ziomu optym alnego dla w ytw arzania się zarodni przetrw alnych. W tych 
w arunkach synteza chityny uległa dalszem u uaktyw nieniu  i w rezultacie 
pow stające rośliny m iały zarodnie przetrw alne o nienorm alnie grubych 
błonach (51). Zarówno synteza m elanin jak  i ch ityny  pow inny znaleźć 
swe odbicie w gospodarce azotowej Blastocladiella emersonii. D okład
niejsza analiza wykazała, że chociaż ilość azotu w roślinach OC i RS 
jest m niej więcej na tym  sam ym  poziomie, to w roślinach RS gwałtownie 
zmniejsza się pula aminokwasowa (przede w szystkim  ubywa tyrozyny)
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i zanikają trzy  frakcje  białkowe w ystępujące w roślinach cienkościen
nych, a pojawia się nowa frakcja , której nie ma w roślinach OC (16). 
M echanizm powiązania syntezy y-karotenu i tłuszczy ze zmianam i 
w cyklu kwasów tró jkarboksylow ych nie został jeszcze w yjaśniony

R ys. 2. S ch em at m e tab o lizm u  oddechow ego i p rocesów  z n im  zw iązanych  u B la sto 
clad iella  em erson ii w  obecności d w u tle n k u  w ęgla , op raco w an y  w g C an tino  (13)

Gluc — glukoza FI,5. p  — fosforan 1,5-fruktozy; PGAld — aldehyd fosfog licyn olow y; PGA — 
kw as fosfog liceryn ow y; PyR  — kw as pirogronow y; LAC — kw as m lekow y; DAP — fosfodw u- 
hydroksyaceton; a-GP — kw as a-fosfog licerynow y; G6P — fosforan  6-glukozy; GPG — kwas

6-fosfoglikonow y; EMP — glikoliza

(19, 25). Powiązania pomiędzy cyklem  Krebsa, działaniem  dwuw ęglanu 
i syntezam i dodatkow ym i przedstaw iono schem atycznie na rysunku  2.

Już pierwsze badania nad pow staw aniem  zarodni przetrw alnych  w y
kazały, że rośliny produkujące zarodnie cienkościenne (szczepu dzikiego
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i m utanta) rosną lepiej w świetle, niż w ciemności (19). Przez określenie 
„lepszy w zrost” rozum ie się zarówno większy przyrost suchej m asy 
(około 50°/o) (19), jak  i przedłużenie czasu rozwoju osobniczego do 
17,5 godz. (19), a także zwiększenie objętości organizm u (1,5X103 ji3 
w ciemności, 8X 103 ¡i3 w świetle) (20). W dalszych badaniach określając 
różnice rozwojowe na świetle i w ciemności, posługiwano się jednym  
z powyższych kryteriów . Badania w ym agały także k u ltu r, w których 
wszystkie organizm y byłyby w m niej więcej jednakow ym  stadium  roz
wojowym. Stosując odpowiednie zabiegi, udało się uzyskać takie k u ltu ry  
zsynchronizowane (42, 55).

P rzyrost suchej m asy na świetle pozwalał przypuszczać, że powoduje 
ono stym ulację procesów oddechowych. Jednakże okazało się, że średnia 
sucha m asa 7-dniowych hodowli ze św iatła wynosiła 481,9 mg, a ilość 
C 0 2 wydzielonego w tym  czasie 16,8 ¡iM, podczas gdy w ciemności 
wartości te w ynosiły odpowiednio 316,5 mg i 29 uM COz. Nie tylko więc 
nie było stym ulacji oddychania, lecz naw et w yniki sugerow ały pobie
ranie COz w ku ltu rach  oświetlonych. Ponieważ już uprzednio stw ier
dzono podstawowe znaczenie C 0 2 dla rozwoju i morfologii Blastocla- 
diella emersonii, zbadano wpływ 6,6X10-4M dw uw ęglanu sodu na 
wzrost suchej m asy na świetle i w ciemności. W w arunkach  tych przyrost 
suchej m asy wynosił 100— 150% suchej m asy w ciemności. Doświad
czenia z radioaktyw nym  dwuw ęglanem  wykazały, że k u ltu ry  naświe
tlane wiązały w ciągu 90 m inut inkubacji o 13% więcej C 0 2 niż w cie
mności, a chrom atograficznie stw ierdzono, że 80% pobranego węgla 
znajduje się w kwasach organicznych, przy czym radioaktyw ność kwasu 
bursztynowego z k u ltu r naśw ietlonych sięgała 24,2% całkow itej radio
aktywności, a w ciemności wynosiła tylko 13,3%.

Pom nażanie suchej m asy na świetle w obecności dw utlenku węgla 
nazwali C a n t i n o  i M c  C u r d y  (55) lum isyntezą. Dla w yjaśnienia 
m echanizm u lum isyntezy przyjęto hipotezę, że św iatło wpływa na dzia
łanie dw utlenku węgla zmieniającego, jak  już wspomniano, cykl kwasów 
trójkarboksylow ych i wzm agającego cykl glioksalowy.

O powiązaniu wzmożonego cyklu glioksalowego z wpływem  światła 
wnioskowano na podstawie następujących faktów:

1. Obecność glukozy w pożywce utrzym ując norm alny kierunek 
przem ian cyklu Krebsa w inna przeciwdziałać procesowi lum isyntezy. 
Istotnie wykazano (rysunek 3), że obecność glikozy w pożywce obniża, 
szczególnie na świetle, wiązanie dw uw ęglanu (19).

2. Na świetle spada ilość radioaktyw nego kw asu a-ketoglutarow ego 
(19).

3. Oświetlenie powoduje szybki wzrost stężenia kw asu bursztyno
wego, przy czym wzrost ten jest tego samego rzędu wielkości co wzrost 
wiązania znakowanego dw uw ęglanu (19).
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4. W kom órkach Blastocladiella emersonii oprócz izocytrynazy w y
stępuje transam inaza glicyno-alaninow a; po przekształceniu kw asu izo- 
cytrynow ego na kw asy bursztynow y i glioksalowy, ten ostatni może 
więc być usuw any z obiegu drogą transam inacji (lub przez przekształ
cenie na kwas szczawiowy (55)).

5. Ponieważ kw asy glioksalowy i bursztynow y są punktem  wyjścia 
wzmożonych syntez kom órkowych, w inny one w ciemności w yw ierać 
efekt podobny do działania św iatła. Istotnie okazało się (22), że dodanie 
obu tych kwasów łącznie do pożywki, na k tórej hodowano Blastocladiella 
emersonii w ciemności zastępuje całkowicie działanie św iatła (rysunek 4).

Rys. 3. P o b ie ra n ie  znakow anego  w ęg la  z d w u w ęg lan u  n a  św ie tle  i w  ciem ności 
z d o d a tk iem  g lukozy  i bez g lukozy  w  pożyw ce (wg 19)

Opisany wyżej cykl wym aga istnienia dodatkowego mechanizmu, 
regulującego poziom kw asu a-ketoglutarow ego. M echanizm ten  nie jest 
znany. C a n t i n o przypuszcza, że źródłem  kw asu <x-ketoglutarowego 
jest kwas bursztynow y. Być może jest to m echanizm  analogiczny do po
stulowanego przez B u c h a n a n a  (4a) dla bak terii fotosyntetyzujących, 
w k tórym  syntetaza a-ke tog lu ta ranu  katalizu je pow staw anie tego 
związku z kw asu bursztynow ego i C 0 2.

Schem at przedstaw iony na rysunku  5 ilu stru je  efekty  morfologiczne 
wywołane działaniem  światła. Św iatło działa na bardzo młode grzybnie 
(1-7 — jądrowe) przyspieszając podziały jądrow e i syntezę DNA (12, 15, 
65). W kom órkach dojrzałych światło ham uje rozpad protoplastu na 
zoospory, natom iast stym uluje dalszy podział jąder, syntezę DNA i inne 
syntezy kom órkow e (30). Zatem  jednym  z podstawowych efektów lum i-
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Rys. 4. W zrost B lastoclad ie lla  em erson ii (na św ie tle  — L) i w  c iem ności (D) z do 
da tk iem  do pożyw ki k w asó w  glioksalow ego, bu rsz tynow ego , lub  obu ty ch  zw iązków

łączn ie  (wg 22)

Światło indukuje 
wzrost liczby 

jąder i syntezą 
DNA

Dojrzała zarodnia D ojrzata zarodnia

Młoda roślina

Światło hamuje 
dojrzewanie zarodni\

----  da/szu wzrost ---- i
liczoy jąder

Rys. 5. W pływ  św ia tła  n a  m orfo log ię  g rzy b n i B lastoc lad ie lla  em erso n ii (30). Czas 
gen erac ji, to je s t p rze jśc ie  pełnego  cyk lu  rozw ojow ego  trw a  na  św ie tle  o 1—4 godz.

d łużej
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syntezy  jest wzrost ilości DNA w komórce. Dla w yjaśnienia tej syntezy 
C a n t i n o  i T u r i a n  (30) proponują następujący tok reakcji:

, A  ̂ I rrnATTT dehydrogenaza kw asu  izocytrynow ego kw as a-ketoglu tarow y +  C 0 2 +  TPNH --------- :----------------------------------- *
kwas izocytrynow y 1

kw as izocytrynow y lz0--y-trynazal kwas bursztynow y +  kwas glioksalowy 2

. . . .  , . tran sam in aza  g licyno-alan inow a ,kwas glioksalowy +  a la n in a -------------------------------------- * glicyna
+  kwas pirogronowy 3

glicyna —► x —* y —♦ tym ina +  tym idyna —»DNA 4

Autorzy zgrom adzili szereg danych przem aw iających za takim  właśnie 
schem atem , a mianowicie:

1. Aktywność transam inazy  glicyno-alaninowej u trzym uje się na 
sta łym  poziomie przez cały czas rozwoju rośliny OC, synteza izocytry- 
nazy natom iast następuje w późniejszym  okresie rozwojowym (30, 55).

2. W pierwszym  okresie zatem, pobieranie glicyny ze środowiska 
zew nętrznego w ciemności jest znacznie większe (10,7 X 10-6 jiM) niż 
na świetle (1,3 X 10-6), ponieważ światło stym uluje  cykl dostarczający 
organizmowi glicyny. W roślinach starszych zwiększanie się syntezy na 
św ietle wym aga dodatkow ych ilości glicyny w środow isku (wzrost po
b ierania do 67X10~6 jiM), natom iast aktyw na synteza izocytrynazy 
i m niejsze zapotrzebow anie na glicynę w ciemności powodują zaspaka
janie potrzeb kom órki ze źródeł w ew nętrznych i pobieranie glicyny ze 
środow iska spada do 5X10~6 jaM (30).

3. Podanie znakowanej glicyny powoduje wzrost radioaktyw ności 
DNA; praktycznie cały węgiel radioaktyw ny znajduje się w tym inie 
i cytozynie (30).

4. Działanie św iatła na pom nażanie liczby jąder w pierwszym  okresie 
rozwojowym  grzyba, można całkowicie zastąpić dodaniem  do pożywki 
tym iny  (lub tym idyny) (65).

Poza wzmożeniem syntezy DNA światło powoduje zwiększenie ilości 
innych  składników  kom órki; m echanizm em  tych syntez nie zajmowano 
się jednak bliżej. W tablicy 2 zestawiono dane liczbowe dotyczące syn
tezy, k tórych  natężenie w zrasta pod w pływ em  św iatła.

O rientacyjne badania nad w pływ em  natężenia św iatła w ykazały, że 
pom iędzy 0— 100 św.stop. (1 św.stop. =  10,8 luksa) lum isynteza jest 
w prost proporcjonalna do natężenia św iatła, a czynny zakres prom ie
niow ania mieści się w  granicach 400—500 nm  (rysunek 6). W pływ czasu 
ekspozycji jest liniowy, a najlepsze efek ty  daje św iatło ciągłe (22).

Światło może działać w różny sposób na proces lum isyntezy. N aj
bardziej praw dopodobne były dwie możliwości: światło reguluje w y
tw arzanie związków redukujących  biorących udział w reduktyw nej
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karboksylacji kw asu a-ketoglutarow ego lub światło przyspiesza p rze
kształcanie kwasu izocytrynowego czy glioksalowego. «Podczas badań 
nad w yodrębnieniem  izocytrynazy wyelim inowano tę drugą możliwość 
(55). P rzy  badaniach nad rolą św iatła w procesąch redukcyjnych  w yko
rzystano fakt, że NADP redukuje żelazicyjanek do żelazocyjanku; reakcja 
ta nie zależy od św iatła i można ją łatw o śledzić spektrofotom etrycznie.

T a b l i c a  2
W pływ  św ia tła  na  m etabolizm  Blastocladiella em ersonii (wg 14)

P rzyrost w  % w  naśw ie tlanych  kom órkach

m łodych w  pełn i w ykszta łco 
nych

S ucha m asa 8 51
K w asy nukleinow e w zrost 28
DNA w zrost 35
B iałka 21 37
W ęglow odany 13 74

Jeżeli do m ieszaniny żelazicyjanku i NADPH dodać wyciąg z kom órek 
Blastocladiella, wówczas w ciemności redukcja  żelazicyjanku przebiega 
z norm alnym  natężeniem , natom iast na św ietle ulega szybkiem u zaha
m owaniu. Jeżeli w układzie NA D PH -żelazicyjanek znajduje się kwas 
a-ketoglutarow y, wówczas w m iarę redukcji kw asu nie tylko nie nastę-

R ys. 6. O rien tacy jn e  w idm o czynne lu m isy n tezy  (na lew o) i w p ływ  n a tęż en ia  św ia tła  
na  te n  p roces (na p raw o ) (wg 22)

puje na świetle redukcja  żelazicyjanku, ale już zredukow any żelazo- 
cyjanek ulega ponownie u tlen ien iu  (22). Doświadczenia te wskazywałyby, 
że światło steru je  zapasem  NADPH w kom órce sprzyjając redukcji 
kwasu a-ketoglutarow ego, a blokując inne reakcje redukcyjne. Ponieważ

http://rcin.org.pl



[13] L U M ISY N T E Z A 22 9

redukcja kwasu a-ketoglutarow ego zachodzi również w układzie dehy
drogenazy glukozo-6-fosforanu uzyskano raz jeszcze dowód, że w ko
m órce istn ieją  conajm niej dwa źródła wodoru dla reduktyw nej karbo- 
ksylacji, oba podległe działaniu św iatła.

Lum isynteza musi być oczywiście związana z jakim ś absorbującym  
św iatło układem  barw ników  w komórce. Blastocladiella emersonii jest 
grzybem, nie ma zatem  układu chlorofilowego, a kom órki przeprow a
dzające lum isyntezę nie m ają również i karotenoidów. W roku 1965 
C a n t i n o uzyskał pierwsze dane na tem at hipotetycznego fotorecep- 
to ra , stw ierdzając, że w  kom órkach grzybni hodowanych na świetle w y
stępu je  w olny cytochrom . We frakcji „cytochrom ow ej” z takich ko
m órek na chrom atogram ie znajduje  się cytochrom , DNA, białko i m ini
m alne ilości dehydrogenazy kw asu mlekowego. W tej samej frakcji,

R ys. 7. W idm o a b so rp c ji w olnego cy to ch ro m u  w y ek strah o w an eg o  z ro ś lin  B la s to 
c lad iella  em erson ii, hod o w an y ch  na  św ie tle  (wg 14)

pochodzącej z roślin hodowanych w  ciemności stw ierdził on obecność 
identycznych ilości białka i DNA, nie znalazł natom iast cytochrom u ani 
dehydrogenazy. Na rysunku  7 przedstaw iono widmo absorpcji cyto
chrom u wyizolowanego z Blastocladiella emersonii.

Z uwagi na m ałą czystość p reparatów  cytochrom u Blastocladiella 
nie można było zidentyfikować tego barw nika ze znanym i już cytochro- 
mam i grupy b; dalsze badania w inny wykazać, czy stw ierdzona różnica 
w sposobie w ystępow ania cytochrom u w kom órkach Blastocladiella ma 
istotne znaczenie dla procesu lum isyntezy (14).

Badania C a n t i n o, aczkolwiek jeszcze nie zakończone, stanowią 
piękny przykład powiązania zm ian m orfologicznych i rozwojowych 
z procesam i biochem icznymi odbyw ającym i się w komórce. Doprowa
dziły one także do stw ierdzenia, że jednym  z podstaw owych czynników
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rozwojowych tego grzyba jest dw utlenek węgla. W niskich stężeniach 
jest on w ykorzystyw any do reduktyw nej karboksylacji kw asu a-keto
glutarowego, przy czym światło zwiększa natężenie tego procesu i p ro 
wadzi do wzmożenia w ielu syntez kom órkowych. O ile optim um  lum i- 
syntezy przypada na stężenie 10“4M dw uw ęglanu, to stężenia wyższe 
(10-2) zm ieniają zupełnie syntezy inicjow ane przez reduktyw ną karbo- 
ksylację i prowadzą do procesów biochem icznych dających w rezultacie 
powstawanie zarodni przetrw alnych.

Blastocladiella emersonii w układzie filogenetycznym  pleśni w odnych 
jest jednym  ze skrajnych  heterotrofów ; mimo to jednak zdolna jest do 
lum isyntezy, stanow iącej pew ien naw rót do autotroficznego sposobu od
żywiania się. Możliwość istnienia takiego naw rotu  postulowali już wcześ
niej L y n c h  i C a l v i n  (54). W chwili obecnej Blastocladiella jest 
jedynym  organizmem, u którego stw ierdzono lum isyntezę, dlatego też 
in teresującym  byłoby zbadanie, czy w  innych roślinach heterotroficz- 
nych nie w ystępują procesy identyczne lub podobne. Jak  wiadomo, 
światło wyw ołuje powstawanie tak  zwanych konidioforów lub sporan- 
gioforów olbrzymich, połączone z ogrom nym  powiększaniem  się obję
tości tych organów (Phycomyces, Pilobolus, Aspergillus giganteus (41, 
67)), a także p rzyrost suchej m asy w oświetlonych hodowlach Penicil- 
lium isariaeforme (66). Pom iary  oddychania grzybni Phycomyces blakes- 
leeanus w trakcie pow staw ania sporangioforów olbrzym ich w ykazały 
bardzo znaczny spadek w ydzielania dw utlenku węgla, a więc proces 
podobny do zmian w oddychaniu na św ietle u Blastocladiella. W latach 
ostatnich wykazano w pływ  dw utlenku węgla (w sposób niestety  m ało 
sprecyzowany) na owocowanie grzybów (58). W stępne badania nad gos
podarką fosforanową śluzowców (57) w skazują również na możliwość 
występow ania lum isyntezy w innych grupach heterotrofów .

Na podstawie tych  nielicznych danych można przypuścić, że poszu
kiwania procesów zbliżonych do lum isyntezy Blastocladiella u innych 
organizmów, k tórych rozwój zależy od św iatła, mogą dać w yniki pozy
tywne. Badania takie nie tylko m ogłyby ugruntow ać naszą znajomość 
procesów biochem icznych decydujących o drogach rozwoju ontogene- 
tycznego grzybów, ale rzuciłyby być może nowe św iatło na zagadnienia 
filogenezy w obrębie tej grupy.
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JAN ZURZYCKI*

Wpływ światła na strukturę aparatu fotosyntetycznego

The Influence of Light on the Structure of Photosynthetic Apparatus

T h e  influence of light o n  the synthesis of pi gm en t s a n d  d e v e l o p m e n t  of the 

ultrastructure of chloroplasts is reviewed. T h e  adaptation p h e n o m e n a  of plants 
to the light factor are discussed. T h e  destructive effects of intense light on the 

photosynthetic apparatus is presented.

Podstawowe znaczenie św iatła dla życia roślin wiąże się ze zjawiskiem 
fotosyntezy. Rola św iatła nie ogranicza się jednak w yłącznie do dostar
czenia energii potrzebnej do procesu fotosyntezy; św iatło w yw iera rów 
nież różnorodny i w ielokierunkow y w pływ  na rozwój i ostateczne w y
kształcenie apara tu  fotosyntetycznego, jego s truk tu rę , zestaw ilościowy 
i jakościowy barw ników  fotosyntetycznych itp. Uzależnienie s tru k tu ry  
apara tu  fotosyntetycznego od w arunków  św ietlnych środowiska zali
czane bywa do zjawisk adaptacyjnych, k tó re  pozwalają na najbardziej 
efektyw ne w danych w arunkach  w ykorzystanie energii świetlnej do foto
syntezy.

I. Wpłyń światła na rozwój aparatu fotosyntetycznego

1. Rola światła w syntezie chlorofilów

Zagadnienie syntezy chlorofilów zostało ostatnio przedstaw ione przez 
W i ę c k o w s k i e g o  (149). W tym  artyku le  omówione zostaną tylko te 
aspekty  biosyntezy chlorofilów, k tóre związane są z rolą św iatła i za
gadnieniam i s truk tu ra lnym i. U roślin wyższych światło odgrywa za
sadniczą rolę w ostatnich etapach syntezy chlorofilu. Poza nielicznym i 
w ypadkam i w ytw arzanie chlorofilu w ciemności jest zupełnie w strzy
mane. Rośliny wyrosłe w ciemności m ają blade, żółto-zielonkawe zabar
wienie, związane z w ystępow aniem  w nich protochlorofilu i karoteno- 
idów. Ośw ietlenie takich roślin wyzw ala cykl procesów, które prowadzą

* Prof., dr, K a t e d r a  Fizjologii Roślin Un i w er s y te t u Jagiellońskiego w  K r a k o w i e

W y k a z  u ż y w a n y c h  skrótów: D C M U  —  3-(3,4-dwuchlorofenyl)-2,2-dwumetylo- 

mccznik, C C P  —  m- c h lo ro-karbonylocyjanek fenylohydrazonu.
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do szybkiej syntezy chlorofilów, co po kilku godzinach jest już dostrze
galne jako w yraźne zazielenienie.

Protochlorofil, którego s tru k tu ra  została w yjaśniona dzięki bada
niom F i s c h e r a  i O e s t e r r e i c h e r a  (28), różni się od chlorofilu 
a ty lko brakiem  dw u atomów wodoru w pozycji 7 i 8, w m iejsce k tórych 
w ystępuje  podwójne wiązanie (rysunek 1) i w ykazuje zbliżone do chloro
filu  w łasności absorpcyjne (rysunek 2) (maksim um  w czerwieni in vivo  
dla protochlorofilu  przy 650 nm*, dla chlorofilu a — przy  677 nm) (61, 
113). Ośw ietlenie tkank i liścia w yrosłego w ciemności i zawierającego 
protochlorofil powoduje w czasie rzędu kilku m inut niem al całkow ity 
zanik protochlorofilu, w m iejsce którego pojaw ia się w równoważnych 
ilościach chlorofil a (61, 136). Przem iana ta zachodzi rów^nież w tem pe
ra tu rach  poniżej 0°, ale jej k inetyka w skazuje, że nie jest to prosta 
reakcja  fotochem iczna pierwszego rzędu (120, 136). Widmo działania 
św iatła w przem ianie protochlorofilu w chlorofil (rysunek 2) w ykazuje 
pełną zgodność z absorpcją światła przez protochlorofil. Zgodność ta jest 
szczególnie dobrze widoczna u roślin posiadających tylko śladowe ilości 
karotenoidów  (m utant albino), natom iast w innych  obiektach aktyw ność 
prom ieniow ania krótkofalow ego jest obniżona w stosunku do św iatła 
czerwonego z uwagi, na m askujące działanie tych  barw ników  (61). M ini
m alne natężenie św iatła konieczne do w yw ołania reakcji jest bardzo 
niskie (121), przy czym istn ieje prosta zależność m iędzy czasem oświetle
nia św iatłem  o m ałych natężeniach, a szybkością tw orzenia chlorofilu 
(60, 62).

Większość protochlorofilu w ystępuje w liściach w form ie pozbawionej 
grupy fitolow ej (protochlorofilid). Pod w pływ em  św iatła związek ten 
przekształca się najpierw  w chlorofilid a, a dopiero w późniejszym  okresie 
następuje  dołączenie reszty  fitolowej, dające pełny  chlorofil a. Ta osta t
nia przem iana może odbywać się w ciemności (138, 153). Ostatnio coraz 
więcej danych w skazuje, że chlorofil b pow staje przez przekształcenie 
chlorofilu  a, przy czym i ta  przem iana może zachodzić w ciemności 
(115, 116). W m yśl tych poglądów schem at ostatnich etapów biosyntezy 
chlorofilów można przedstaw ić jak  na rysunku  1.

Liście w yrosłe w ciemności zaw ierają ograniczoną ilość protochloro
filu. Umieszczenie takich obiektów w św ietle pow oduje w krótkim  
czasie przekształcenie praw ie całej zaw artości protochlorofilu  w chlorofil 
(rysunek 3a) (okres 1), po czym następuje  okres zaham owania dalszej 
syntezy chlorofilów trw ający  norm alnie od 2 do 4 godzin (okres 2), 
a wreszcie (okres 3) obserw uje się nową trw ałą  fazę in tensyw nej syntezy 
(rysunek 3a, krzyw a I) prowadzącą do widocznego zazielenienia liścia 
(73, 137, 152). Nieco inaczej przedstaw ia się przebieg syntezy chlorofilu 
w liściach poddanych działaniu krótkiego na przykład  5 m inutowego im -

* n m  (nanometr) =  10~ 9 m  =  m u
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Protochlorofilid Chlorofi/id a

R = CH3 chlorofil a  
R = chlorofil b

Rys. 1. S c h e m a t  k o ń c o w y c h  e t a p ó w  biosyntezy chlorofilów w  zielonym liściu (116)

nm

Rys. 2. Absorp cja protochlorofilu w  roztworze m e t a n o l o w y m  (linia p r z e ry wa na )  

i w i d m a  działania światła w  przemianie protochlorofilu w  chlorofil (linia ciągła) 
u  n o r m a l n y c h  si ewek k u k u r y d z y  i u  mutacji albino. O b a  w i d m a  w y r ó w n a n e  w  za

kresie d ł u g o f a l o w y m  (61)
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pulsu świetlnego, a następnie przetrzym yw anych przez szereg godzin 
w ciemności. W tych w arunkach protochlorofil, k tóry  zanikł całkowicie 
lub częściowo w okresie oświetlenia zostaje w ciemności odtworzony 
i osiąga poziom zależny od szeregu czynników (tem peratura, wiek liścia, 
stężenie chlorofilu a) ale z reguły  wyższy niż poprzednio (162). Jeżeli 
liście poddane takiem u zabiegowi w stępnem u zostaną następnie um iesz
czone w świetle, tw orzenie chlorofilu rozpoczyna się odrazu ze stałą 
i znaczną szybkością (rysunek 3a, krzyw a II). Aktywność wstępnego 
im pulsu świetlnego, znoszącego okres zaham owania syntezy (okres 2) 
jest zależna od długości fali, w inny sposób niż przem iana prosta w chlo-

Rys. 3a. Przebieg syntezy chlorofilu w  s i ew ka ch pszenicy w y h o d o w a n y c h  w  c i e m 

ności i przeniesionych do stałego światła.

I — okres w stępny: ciągła ciem ność, II — okres w stępny: ciem ność przeryw ana krótkim
naśw ietlan iem

b. W i d m o  cz yn ne  w  skróceniu fazy opóźnienia syntezy chlorofilu (faza 2).
5 godz. przed n aśw ietlan iem  siew k i poddano 2 m in. im pulsow i św iatła  o różnej d ługości fa li. 
A ktyw ność św iatła  określono na podstaw ie ilości ch lorofilu  utw orzonego po 2 godz. n aśw ietla 

nia św iatłem  4000 luksów . Za 100% na skali przyjęto efek t m aksym alny (136, 137)

rofil (rysunek 3b). Widmo działania w tym  procesie jak i charak te ry 
styczna odwracalność procesu pod wpływem  naśw ietlenia daleką czer
w ienią wskazuje, że współdziała tu  system  fitochrom ow y (73, 94, 140). 
Należy wnosić, że w liściu potraktow anym  w stępnie krótkim  bodźcem 
św ietlnym , czynnikiem  ograniczającym  syntezę chlorofilu przy ponow
nym  naśw ietleniu staje się nie reakcja fotochemicznej przem iany pro- 
tochlorofilu w chlorofil, ale synteza protochlorofilu związana w niezna
ny byliżej sposób z aktyw nością system u fitochromowego.

W liściach rozw ijających się norm alnie na św ietle nie można w yka
zać obecności protochlorofilu, prawdopodobnie z uwagi na jego szybką 
przem ianę w chlorofil w tych w arunkach. K arotenoidy w ytw arzane
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w liściach w ciemności w ystępują  głównie w form ie ksantofilu. W ytw a
rzanie karotenów  w ydaje się być również zależne od światła, a w arunki 
ich pow staw ania in vivo  są analogiczne jak  dla chlorofilu a (11).

2. Wpływ światła na rozwój chloroplastów

U roślin niższych (glony) nowe chloroplasty pow stają przez podział 
plastydów  m acierzystych, przy czym ich s tru k tu ra  nie ulega zasadni
czym zmianom w trakcie  rozw oju organizm u. Już w grupie mszaków 
obserw uje się znaczne zmniejszenie liczby chloroplastów i uproszczenie 
ich budowy w kom órkach inicjalnych, jednakże zasadniczy schem at 
s tru k tu ry  chloroplastów zostaje zachowany w ciągu całego cyklu rozwo
jowego rośliny (56). N atom iast u roślin wyższych (nago- i okrytozaląż- 
kowych) chloroplasty w ykazują bardzo w yraźną m etamorfozę. W ko
m órkach m erystem ów  — z k tórych  pow stają w szystkie tkank i dojrza
łej rośliny, a więc i liście — plastydy  w ystępują wyłącznie w postaci 
tak  zwanych proplastydów . Drobne organelle komórkowe, jakim i są 
proplastydy, wielkością i kształtem  przypom inają m itochondria, a róż
nią się od tych  ostatn ich  zdolnością do am ebow atej zm iany kształtu, 
częstą obecnością skrobi oraz inną s tru k tu rą  w ew nętrzną. P ro toplasty- 
dy są odgraniczone od cytoplazm y podwójną m em braną, k tórej we
w nętrzna w arstw a w ytw arza rurkow ate  w puklenia do w nętrza p lasty- 
du (rysunek 4). R urki te  stanow ią w  dalszym  rozw oju w ażny m ateriał 
wyjściowy do budow y pow stających s truk tu r. W kom órkach, k tórych  
dalszy rozwój odbywa się w ciemności, protoplastydy przekształcają 
się w leukoplasty (rysunek 4, L), przy  czym zwiększają swe w ym iary  
i w ykształcają tak  zwane centrum  plastydu  (prolamellar body) (81). Cen
trum  to, widoczne naw et w m ikroskopie optycznym  (132, 133) może po
siadać różną u ltra stru k tu rę , zwykle jednak stanow i ono regu larne sku
pienie ru rek  przypom inające siatkę krysta liczną i nazyw ane od odkryw 
ców kryształem  Heitza-Leyona (46, 64, 70, 71, 92). Przekształcenie 
leukoplastu w  chloroplast w ym aga światła. Naw et w w arunkach  n a tu 
ralnych, gdy młode liście są zaciemnione przez osłaniające je okryw y, 
rozwój chloroplastu przechodzi przez stadium  leukoplastu. Natom iast 
w kom órkach silnie ośw ietlonych pro toplastydy przekształcają się bez
pośrednio w  chloroplasty (81). Przekształcenie proplastydu  w chloro
p last odbywa się w k ilku  etapach. N ajpierw  ru rk i rozpadają się na pę
cherzyki (rysunek 4, I), następnie pęcherzyki te uk ładają  się regularn ie 
tw orząc w arstw y m niej więcej równoległe do powierzchni p lastydu  (ry
sunek 4, II). W reszcie następuje fuzja pęcherzyków  w dyski będące po
czątkiem  tylakoidów  gran. Dyski te mogą się dzielić i skupiać w agre
gaty  dające początek granom  chloroplastu (rysunek 4, III) (25, 141, 145). 
K ażdy z w ym ienionych etapów  w ym aga św iatła. E tap I może przebie
gać w czasie zdum iewająco krótkim  jak  na przem ianę s truk tu ra lną .
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Stw ierdzono na przykład, że w ciągu dwóch m inut ośw ietlenia może 
nastąpić zupełny rozpad ru rek  na pęcherzyki (25). Do w yw ołania całko
witego rozpadu ru rek  w ystarczają niskie energie prom ieniow ania (po
niżej 104 erg /cm 2). Widmo działania św iatła w tej reakcji w ykazuje m a
ksim um  przy  660 i 450 nm i odpowiada absorpcji św iatła przez proto- 
chlorofil (25). W ykazano zgodność czasową w etapie I i transform acji 
protochlorofilu  w chlorofil a (względnie protochlorofilidu w chlorofilid 
a) (141). N ależy zatem  wnosić, że przem ianie zlokalizowanego w ru r 
kach pro top lastydu  protochlorofilu w chlorofil tow arzyszy równoczesny 
rozpad ru rek  na pęcherzyki. Ścisły związek m iędzy s tru k tu rą  rurkow ą,

Rys. 4. S c h e m a t  p r z e m i a n  strukturalnych podczas r o z w o j u  proplastydu w  chloro

plast (141). (Objaśnienia w  tekście)

a protochlorofilem  w ynika z jeszcze jednej obserwacji. P lastydy  krótko 
naśw ietlone i umieszczone w ciemności odtw arzają nowe ilości p roto
chlorofilu. Jak  w ykazały badania ich u ltra s tru k tu ry  zjaw isku tem u to
w arzyszy pow staw anie nowych ru rek  (25).

E tap II przebiega niezależnie od tem pera tu ry  (w granicach 3—23°C) 
i w ym aga silniejszego naśw ietlania niż etap I (25). Szybkość reakcji 
jest odw rotnie proporcjonalna do natężenia ośw ietlenia w zakresie od 750 
do 75 000 lx. Widmo działania św iatła w tej przem ianie w ykazuje w y
raźne m axim um  przy 450 nm, a znacznie słabszą aktyw ność przy 402, 
660 i 550 nm, przy  czym rodzaj barw nika absorbującego światło jest 
nieznany (47). Etap III polegający na fuzji pęcherzyków  w dyski i sku
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pianiu się dysków w grana jest zależny od tem pera tu ry  i wym aga rów
nież św iatła o w iększych natężeniach. Przem iana ta  jest skorelowana 
w czasie z fazą silnej syntezy  chlorofilu (rysunek 3, okres 3) (46, 141). 
Dotychczas nie ma danych o widm ie działania w tym  procesie.

II. Zależność wykształconego aparatu fotosyntetycznego od warunków świetlnych 
środowiska

1. Struktura anatomiczna liścia

Wiele gatunków  roślin w ykazuje ścisłe związanie z określonym i śro
dowiskami. Istn ieją  na p rzykład  gatunki rosnące w yłącznie w w arun
kach cienistych oraz takie, k tó re  w ystępują w m iejscach silnie naśw ie
tlonych (gatunki um bro- i heliofilne). Liście obu w ym ienionych grup 
roślin różnią się w  sposób isto tny  swą budową anatom iczną. U roślin

a)

b)

Rys. ,5. Przekrój liści leszczyny (C o r y llu s  avellana), a —  liść rozwinięty w  p e ł n y m  

świetle, b —  w  świetle o natężeniu w y n o s z ą c y m  1/50 natężenia światła dziennego.

W  części k o m ó r e k  czarno zaznaczone chloroplasty (49)

św iatłolubnych liście są grube, a ich tkanka m iękiszu palisadowego 
rozw inięta, często k ilkuw arstw ow a, natom iast u cieniolubnych liście są 
cienkie, a m iękisz palisadow y zredukow any, o struk tu rze  luźnej, z licz
nym i przestw oram i m iędzykom órkowym i (65, 66, 68). Powyższe różni
ce anatom iczne trak tow ane byw ają jako w yraz powstałego w rozwoju 
filogenetycznym  przystosow ania, w  w yniku którego rozw inęła się 
i u trw aliła  genetycznie s tru k tu ra  pozw alająca na najkorzystniejsze
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w  danych w arunkach  siedliska funkcjonow anie apara tu  fotosyntetycz- 
nego (10, 96). A daptacja filogenetyczna określająca pew ien typ rozwo
jow y s tru k tu ry  liścia pozostawia jednak często dość szeroki zakres dla 
zmienności indyw idualnej. W obrębie tej zmienności powstać może 
adaptacja ontogenetyczna w yrażająca się korelacją m iędzy s tru k tu rą  
anatom iczną danego osobnika lub naw et jego części, a ak tualnym i w a
runkam i świetlnym i, w k tórych przebiegał rozwój liści (122,123). Dosko
nałym i przykładam i takiej adaptacji są zm iany anatom iczne liścia obser
wowane w populacji określonego gatunku rośliny rosnącej u w ylotu 
jaskini i w różnej jej głębokości, a więc w coraz to słabszym  oświetleniu 
(124, 155) lub też liście tego samego drzewa, k tóre rozw inęły się w w a
runkach  pełnego św iatła lub w głębokim cieniu (49, 85, 123). Jakkolw iek 
powyższe obserwacje n a tu ry  ekologicznej nie dowodzą, że jedynie św ia
tło jest w tych w ypadkach czynnikiem  kształtującym , to  jednak nowsze 
badania doświadczalne (10, 34) w ykazują, że czynnikowi św ietlnem u 
należy przypisać główną rolę w kształtow aniu charak te ru  anatom iczne
go liścia.

2. Wielkość i struktura chloroplastu

W przeciw ieństw ie do glonów, k tórych  chloroplasty odznaczają się 
ogrom ną różnorodnością kształtu  i wielkości, zielone plastydy  roślin 
wyższych posiadają z reguły  bardzo jednolite kształty . M ają one postać 
płaskiej elipsoidy (dysku) o średnicy od 3 do 10 m- (przeciętnie około 5 m-). 
W arunki św ietlne w pływ ają jednak zarówno na liczbę chloroplastów 
w ytw orzonych w jednej komórce jak  i na ich wielkość. W kom órkach 
rozw ijających się w silnym  świetle liczba chloroplastów jest większa 
(32), a ich w ym iary  m niejsze (52) w porów naniu z tkankam i, które roz
w inęły się w świetle słabym . Średnice chloroplastów w liściach z cienia 
są przeciętnie dw ukrotnie (Tablica 1), a powierzchnie 3—6 razy  większe 
niż w  liściach z pełnego światła. Różnice te u trzym ują  się naw et wów
czas, gdy oświetlenie staje  się w ybitnie słabe i ogranicza silnie wzrost 
rośliny. Tak na przykład S t a r z e c k i  (124) stw ierdził, że u paprotki 
Asplénium  trichomanes  rosnącej w pełnym  świetle średnica chloroplas
tów  wynosi przeciętnie 5,9 ¡lx, natom iast u okazów rozw ijających się 
w głębi jaskini, gdzie dociera średnio 1% św iatła — średnica ta  w zrasta 
do 7,3 n-.

W pływ św iatła dotyczy nie tylko wielkości chloroplastu, ale i jego 
s tru k tu ry  w ew nętrznej. W chloroplastach z liści silnie ośw ietlanych 
liczba gran jest większa, a równocześnie ich w ym iary  m niejsze (2, 26, 
31, 45) (Tablica 2). Jak  sugeruje A b e l  (2) s tru k tu ra  granow a może ule
gać przem ianom  naw et w w yrośniętym  chloroplaście przy zmianie w a
runków  świetlnych. Na przykład w kom órkach liści Antirrh inum  majus, 
k tó re  rozw inęły się w pełnym  świetle, grana m ają średnicę 0,30 fx, a po
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przeniesieniu do słabego św iatła (850 luksów) średnica ich wzrasta do
0,50 M. przy równoczesnym  zm niejszeniu się średniej liczby gran w chlo
roplastach z 68,3 do 44,5. Pow rót do poprzednich w arunków  św ietlnych 
powoduje ponowny w zrost liczby gran do 70,9 i równoczesne zm niej
szenie ich średnicy do 0,31 m-. O bserwacje powyższe w ym agają potw ier
dzenia, jednakże nowsze dane w ykazują tak  znaczną labilność i plas
tyczność s tru k tu ry  granow ej (55), że możliwość przekształcania wew nę
trznej s tru k tu ry  w yrośniętego chloroplastu należy uważać za praw do
podobną.

T a b l i c a  1
Średnia wielkość średnicy chloroplastów w  liściach pochodzących 

z pełnego światła i z cienia (51)

G a t u n e k
Średnica chloroplastów w  [i.

ze światła z cieniai

A d ia n tu m  cuneatum  
P olypodium  vulgare  
Cedrus deodora  
L iliu m  regale 
A sparagus sprengeri

3,06 ±  0,26 

3,43 ±  0,35 
2,88 ±  0,23 

2,91 ±  0,19 

4,34 ±  0,36

5,81 ±  0,47 

6,76 ±  0,50 
7,24 ±  0,54 

6,22 ±  0,37 
7,38 ±  0,54

T a b l i c a  2

Liczba gran w  chloroplaście i średnia wielkość średnicy gran u  
A n tirrh in u m  m a ju s  (2)

W a r u n k i T k a n k a Liczba gran
Średnica 

gran w  ^

Liść normalnie 

oświetlony

Miękisz

palisadowy 78,2 0,35

Miękisz

gąbczasty 41,3 0,62

Liść oświetlony 

od dołu

Miękisz

palisadowy około 45 0 59

Miękisz

gąbczasty około 45 0,52

3. Ilość i wzajemne stosunki barwników

Adaptacja filogenetyczna. Przystosow anie poszczególnych gatunków  
roślinnych do określonego środowiska w yraża się nie tylko w ich s tru k 
tu rze anatom icznej, ale również w ilościach i w zajem nych stosunkach 
barw ników  fotosyntetycznych. Na ogół przy jm uje się, że ilość chloro
filów wt liściach roślin cieniolubnych jest większa niż u gatunków  świa- 
tło lubnych (17, 66, 67, 109). Rozrzut wyników pom iarów jest jednak 
bardzo duży, a w dodatku trudno  je porównywać, ponieważ w arunki
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ekologiczne m odyfikują także wielkość liści i ich s tru k tu rę  co zmienia 
podstawę obliczeń (świeża masa, sucha masa, pow ierzchnia liścia), do 
której odnosi się ilość chlorofilów. Tak na przykład S h i r l e y  (114) 
stw ierdził, że pięciokrotnie zmniejszenie natężenia św iatła powoduje 
wzrost ilości chlorofilu w stosunku do świeżej m asy, ale nie w stosunku 
do powierzchni liścia.

Znacznie w yraźniejsze różnice skorelowane z w arunkam i św ietlnym i 
środowiska stw ierdza się we w zajem nych stosunkach ilościowych po
szczególnych barwników. Jako charakterystyczne wielkości określa się

zwykle stosunek m olarny chlorofilu a do chlorofilu b |q  oraz stosu

nek m olarny ksantofili do karotenoidów  Mimo również dość znacz

nego rozrzutu  w yników  dla poszczególnych gatunków  roślin średnie 
wartości obliczone dla gatunków  rosnących w określonych środowiskach 
w ykazują w yraźną kierunkow ą zmienność. W m iarę zm niejszania n a 
tężenia oświetlenia powiększa się ilość chlorofilu b w stosunku do chlo
rofilu  a, a m aleje ilość karotenów  w stosunku do ksantofili (106, 107, 
108) (Tablica 3). Różnice są bardzo w yraźne i na ich podstawie E g l e  
nazwał chlorofil b „typow ym  barw nikiem  cienia”. Natom iast stosunek 
stężeń obu chlorofili do stężenia karotenoidów , w ahający się w gran i
cach od 2 do 4 nie w ykazuje kierunkow ej tendencji zmian zależnych 
od natężenia oświetlenia (107). Należy podkreślić, że zarówno chlorofil 
b jak  i ksantofile są form am i bardziej utlenionym i w stosunku do chlo
rofilu  a i karotenów. Tak więc względne stężenie „utlenionych” barw ni
ków obniża się w roślinach przystosow anych do silnego św iatła (96).

Zależność składu barw ników  od w arunków  środowiskowych w ystę
puje znacznie w yraźniej u roślin niższych — przede wszystkim  u m or
skich glonów. Na podstaw ie znanej strefowości w ystępowania glonów 
(najbliżej powierzchni — zielone Chlorophyceae, najgłębiej — czerwone 
krasnorosty, a brązowe Pheophyceae  w strefie pośredniej) E n g l e m a n  
w ysunął (22, 23) przypuszczenie, że filogenetyczne przystosowanie ma 
w tym  w ypadku charak te r dopełniającej adaptacji chrom atycznej. Św ia
tło dzienne po przejściu na przykład przez 20 m w arstw ę wody jest p ra 
wie pozbawione prom ieni niebieskich i czerwonych, głównie absorbowa
nych przez chlorofile i karotenoidy. A daptacja chrom atyczna m iałaby 
umożliwić pochłanianie św iatła zielonego, przenikającego najgłębiej, przy 
czym brunatny  barw nik fukoksantyna, ma przynajm niej częściową zdol
ność pochłaniania tego światła, natom iast fikoery tryna  krasnorostów  
absorbuje głównie w zakresie zielonym. Ilościowe badania barw ników  
glonów (67, 68) w ykazały, że dla gatunków  krasnorostów  w ystępujących 
na różnych głębokościach, stosunek fikoery tryny  do chlorofilów w zra
sta w raz z głębokością. W długotrw ałej dyskusji jaka wyw iązała się nad
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hipotezą uzupełniającej adaptacji chrom atycznej (20, 35, 37, 75, 76, 87, 
88) podniesiono przede wszystkim , że rolę czynnika kształtującego ze
staw  barw ników  może spełniać nie ty lko barw a światła, ale również 
(a może wyłącznie) jego natężenie.

T a b l i c a  3

W p ł y w  w a r u n k ó w  świetlnych n a  skład b a r w n i k ó w  w  liściach roślin

zielonych

Rośliny
a *

Q 1 d

X **
Q  —
^  C

Literatura

Rośliny alpejskie 5,55 4,6

Rośliny w o d n e  w y n u r z o n e 4,40 4,0

Rośliny lądowe miejsc słonecznych 4,36 3,6

Rośliny z cienia (rozproszone 

, światło nieba) 3,01 5,5 105,109,17

Rośliny z cienia (zielony cień) 2,60 5,3

Rośliny w o d n e  zanurzone 2,27 5,7

Zielone glony (całe rośliny) 1,39 6,4

Sem bucus nigra
ze światła 3,6 5,8

z cienia 2,6 6,3

Fagus S ilva tica  
ze światła 3,3 3,8

105

z cienia 2,5 4,6

Phaseolus m ultiflorus  
ze światła 4,5 4,7

z cienia 3,3 5,2

N ym phae alba
miękisz palisadowy 5,8 2,6
miękisz gąbczasty 3,4 3,6 112

* Q ^ —  stosunek chlorofilu a do ch lorofilu  b 
b

** Q - —  stosunek ksantofili do karotenów  
c

Adaptacja ontogenetyczna  daje indyw idualnym  organizmom możność 
dostosowania się do w arunków  zew nętrznych w zakresie zmienności do
puszczonej przez determ inację genetyczną k ieru jącą syntezą barw ników  
w określony dla danego gatunku sposób. U roślin wyższych, liście roz
w ijające się w cieniu w ykazują więcej chlorofilu b w stosunku do a niż 
liście tej sam ej rośliny wyrosłe w pełnym  słońcu (Tablica 3) (150, 105).

Stosunek Q a w ydaje się być bardzo czułym wskaźnikiem  stosunków 
b

św ietlnych, gdyż, jak  w ykazali S e y b o l d  i W e i s s w e i l e r  (112), 
naw et w obrębie tego samego liścia górna, silniej oświetlona w arstw a 
kom órek asym ilujących w ykazuje m niej chlorofilu b w stosunku do a, 
w porów naniu z w arstw am i tkanki silniej zacienionym i (Tablica 3). N ale
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ży jednak podkreślić, że zm iana ilości i składu barw ników  liścia ma 
m niejszy wpływ na absorpcję światła, niżby to można przypuszczać na 
podstawie własności optycznych roztworów barw ników  (19). Rysunek 
6a przedstaw ia absorpcję dwu liści buka (Fagus silvaticus). Mimo, że 
liść ze św iatła zawiera 1,5 razy więcej chlorofilów w stosunku do liścia 
z cienia (6,5 i 4,3 mg na 100 cm2) i 1,8 razy więcej karotenoidów  (1,78

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

św iatła są znikome. Związane jest to z faktem , że liść jest tkanką zło
żoną, w której stosunki anatom iczne determ inujące drogę św iatła mogą 
w yw ierać znaczny wpływ  na absorpcję św iatła. Jak  podkreśla R a b i - 
n o w i t c h (97) również zmiana stosunku karotenów  do ksantofili nie 
może mieć wyraźnego w pływ u na absorpcję wobec zbliżonych własności 
spektralnych  obu typów barwników.

T a b l i c a  4
Zawartość chlorofilów u Ch lo re lla  vulgaris w  %  suchej m a s y

W a r u n k i %  suchej m a s y Literatura

Kultury z siln?go światła 1,8 142
z słabego światła 4,0

Kultury z siln?go światła 2,7
z słabego świstła 4,9 84

A daptacja ontogenetyczna u roślin wyższych w ydaje się być uzależ
niona tylko od natężenia św iatła, a nie od jego barw y. W edług H a g e -  
n a (33) młode rośliny owsa hodowane w świetle pięciu różnych zakre
sów spektralnych  nie w ykazały istotnych różnic we wzajem nym  sto
sunku barwników. Natom iast S i m o n i s  (117) podaje, że u Elodea 
hodowanej w świetle czerwonym  w zrasta stosunek chlorofilów do karo 
tenoidów.

Wśród glonów adaptacja ontogenetyczna jest jeszcze wyraźniejsza. 
U Chlorella na przykład zawartość chlorofilu w stosunku do suchej m a
sy zmienia się znacznie (Tablica 4).

U glonów niezielonych (krasnorosty, sinice) adaptacja może prow a
dzić do wręcz widocznej zm iany barw y. Okazy tego samego gatunku 
krasnorostu, rosnące na coraz w iększych głębokościach w ykazują syste
m atyczny wzrost zarówno ogólnej ilości barw ników  jak i stosunku fiko- 
e ry try n y  do chlorofilów (67, 68). K rasnorosty znajdujące się przy po
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wierzchni są często zupełnie zielone (96). Znane są także fak ty  zm iany 
zabarw ienia obserwowane w laboratory jnych  hodowlach glonów, np. 
u Chaetoceras z ciem nobrązowej (w świetle zielonym) do żółtej (w świe
tle czerwonym) (79) lub u sinic z niebieskiej (w świetle słabym) do żół
tej (w pełnym  świetle słonecznym) (83, 98). W dawniejszych badaniach 
czynnik natężenia św iatła często nie był dostatecznie kontrolowany. 
H a r d e r  (36) stw ierdza, że dla uzyskania adaptacji chrom atycznej 
definiowanej w edług Engelm anna ma znaczenie nie tylko barw a ale i na
tężenie św iatła. S a r  g e n t (98) zaprzecza w ogóle wpływowi barw y św ia
tła; badany przez niego glon Gleocapsa montana  staje  się niebieski w  sła
bym świetle, a żółto-zielony w silnym , niezależnie od barw y światła.

nm

Rys. 6. a Ab sorpcja światła w  liściach b u k a  (Fagus s ilv a ticu s): S  —  wyrosłego 

w  p e ł n y m  świetle słonecznym, C  —  wyrosłego w  cieniu (111)

b. Absorpcja światła w  w o d n e j  zawiesinie k o m ó r e k  krasnorostu P o rp h y rid iu m  
cru en tum  w y h o d o w a n e g o  w  świetle m o n o c h r o m a t y c z n y m  zielonym i niebieskim

o t y m  s a m y m  natężeniu (12)

Nowsze badania (12) polegające na hodowli krasnorostu  Porphyridium  
cruentum  w św ietle m onochrom atycznym  wykazały, że przy zastosowa
niu św iatła niebieskiego i zielonego o tej samej energii skład barw ni
ków glonu jest jednak różny (rysunek 6), ale stw ierdzone zm iany idą 
w k ierunku  przew idzianym  przez teorię uzupełniającej adaptacji chro
m atycznej tylko przy niskich natężeniach światła, przy wyższych 
zaś w ykazują tendencje odwrotne (Tablica 5). W edług B r o d y ’ e g o  
i E m e r s s o n a  (12) reakcja taka ma sens zachowawczy ponieważ przy 
niskich natężeniach chodzi o m aksym alne w ykorzystanie energii świa
tła, a przy wysokich o korzystne w tych w arunkach dla fotosyntezy 
zm niejszenie energii absorbow anej w barw nikach.
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T a b l i c a  5

Stosunek fikoerytryn do chlorofilu u P o rp h yrid u m  cruentum  
(mierzony jako R  =  absorpcja przy 545 n m  (absorpcja przy 680 n m )

(12)

Energia erg/cm2s x l 0 4
R  dla g l o n ó w  h o d o w a n y c h  w  świetle 

o długości fali

436 n m 546 n m

18,3 2,23

6,16 1,80
0,48 1,20

0,0096 0,71

2,49 1,24

0,19 1,40

0,0076 1,50

III. „Szybkie“ reakcje aparatu fotosyntetycznego na zmiany oświetlenia

1. Dobowe wahania w stężeniu barwników

Stwierdzona w wielu w ypadkach zależność stężenia i stosunku po
szczególnych barw ników  fotosyntetycznych od w arunków  św ietlnych 
środowiska nasuwa pytanie czy aparat fotosyntetyczny nie reaguje od
powiednią zmianą składu barw ników  na natu ra lne  dobowe zmiany, 
w natężeniu oświetlenia. Możliwość taka nie jest a priori wykluczona, 
gdyż ostateczny poziom barw ników  w dojrzałym  rozw iniętym  liściu jest, 
jak w ykazały badania izotopowe, wynikiem  równowagi m iędzy stałym  
tw orzeniem  się i rozpadem  chlorofilów (30, 115, 121), może więc podle
gać wpływom czynników zew nętrznych, o ile działają one w n iejedna
kowy sposób na szybkość rozpadu i syntezy.

Zagadnienie istnienia dziennych w ahań w stężeniu chlorofilów w liś
ciach było tem atem  licznych i kontrow ersyjnych prac. W ielu autorów  
wykryw ało, często bardzo istotne zm iany ilości barw ników  fotosynte
tycznych w rytm ie dobowym (13, 14, 15, 48, 131, 143, 144), inni stw ier
dzali sta ły  poziom barw ników  chlorofilowych niezależnie od pory dnia, 
w której pobierano próbki (18, 102, 103, 111, 112, 147, 151). W w yniku 
krytycznych badań nad tym  zagadnieniem  (5, 110, 147, 148) należy p rzy 
jąć, że ilość chlorofilów w dojrzałych, w yrośniętych liściach jest stała 
w ciągu doby. Stw ierdzone zaś w ahania dzienne były związane z b łę
dami m etodycznym i dotyczącym i zarówno ekstrakcji i oznaczania iloś
ciowego barw ników , jak i nie uw zględniania dziennych zmian, jakim  
podlega podstaw a odniesienia obliczeń na przykład u tra ta  wody z liści 
przy stałej ilości chlorofilu może być powodem pozornego w zrostu jego 
„stężenia” na jednostkę świeżej m asy lub wreszcie związane z faktem ,
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że pom iary wykonyw ano na liściach jeszcze rosnących. Należy zatem  
wnosić, że jeśli naw et zm ieniające się okresowo w arunki św ietlne w pły
w ają na szybkość syntezy i rozpadu chlorofilów w w yrośniętym  liściu, 
to w ynikające stąd zm iany stężenia barw ników  są zbyt małe, aby można 
je było uchwycić przy  pomocy stosowanych dziś metod.

Inaczej przedstaw ia się spraw a dziennych w ahań ilości chlorofilów 
w liściach jeszcze rosnących. W tym  w ypadku stw ierdzono istotne zmia
ny zarówno w ilości jak i w stosunku poszczególnych barw ników  sko
relow ane z okresem oświetlenia i ciemności (5, 73, 118, 148) (rysunek 7).

Rys. 7. Z m i a n y  w  stężeniu chlorofilów a i b w  liściu fasoli r o s n ą c y m  w  rytmie 
12 godz. światła i 12 godz. ciemności (148)

Zjawisko to należy tłum aczyć różnym  wpływem  jaki w yw iera świa
tło na poszczególne procesy istotne dla określenia stężenia chlorofilu 
(wzrost powierzchni liścia, wzrost suchej masy, wzrost świeżej masy, 
synteza chlorofilu a i b). Regułą jest przy tym , że stężenie barw ników  
w odniesieniu do powierzchni liścia w zrasta w okresie oświetlenia, a spa
da w okresie ciemności. Zjawisko to można częściowo wytłum aczyć 
tym, że św iatło działa ham ująco na wzrost powierzchni, pobudzając 
równocześnie syntezę chlorofilów. W ciemności następuje niejako „roz
cieńczenie” barw ników . Jednakże zmianom ilościowym tow arzyszy także 
w ahanie stosunku chlorofilu a do b (5, 73, 106, 148) co wskazuje, że nie
zależnie od efektu rozcieńczania szybkość syntezy barw ników  w okre
sach św iatła i ciemności jest różna dla chlorofilów a i b.

Glony odznaczają się znacznie większą labiłnością składu barw ników  
niż rośliny wyższe. W ielokrotnie obserwowano w yraźne zmiany ich za
barw ienia zachodzące w czasie rzędu kilku godzin. Szczególnie niektóre 
sinice mogą jak kameleon zmieniać swe zabarw ienie w zależności od

http://rcin.org.pl



248 J. ZURZYCK I [16J

barw y i natężenia padającego na nie św iatła (29). Przyczyną tych zmian 
może być zarówno zjawisko adaptacji ontogenetycznej, k tó ra  wobec 
szybkiego w zrostu tych organizmów ujaw nia się w o wiele krótszym  
czasie niż u roślin wyższych, jak i destrukcyjny, nieodw racalny w pływ  
św iatła na n iektóre barw nik i fotosyntetyczne uw ydatn iający  się szcze
gólnie przy działaniu silnego św iatła na organizm y zaadaptowane do w a
runków  cienistych (patrz niżej). Odpowiedź na pytanie jaki udział 
w rzeczonych zjaw iskach m ają odw racalne dobowe w ahania może dostar
czyć ty lko badanie zmian składu barwnikowego glonów w natu ra lnym  
dla nich i pow tarzalnym  ry tm ie  św iatła i ciemności.

Chloroplasty wielu glonów i ogromnej większości roślin wyższych 
nie są nieruchom o zlokalizowane w określonym  m iejscu w komórce, 
ale mogą się przesuwać i przegrupowyw ać w zależności od aktualnych  
w arunków  św ietlnych (40, 101). Przem ieszczenia chloroplastów odby
w ają się w czasie od k ilkunastu  m inut do kilku godzin, a więc należą

Rys. 8. U k ł a d  chloroplastów w  k o m ó r c e  w  świetle s ł a b y m  i świetle silnym: a —  
k o m ó r k i  nitkowatego glonu M ougeotia, b  —  k o m ó r k i  liścia widliczki (Se la g in e lla

M arte n sii (42, 101)

do typow ych „szybkich” procesów adaptacyjnych. Sposób zm iany poło
żenia zależy od budowy chloroplastu i stosunków przestrzennych panu
jących w komórce, ale wspólną cechą ruchów  jest zm niejszanie się po
w ierzchni chloroplastów w świetle silnym  i m aksym alne jej zwiększenie 
w świetle słabym  (rysunek 8). Tego rodzaju przegrupow anie musi pro
wadzić do zmian ilości energii św ietlnej absorbowanej w komórce (157). 
Pom iary  absorpcji św iatła w liściu, w którym  chloroplasty ustawione

2. Przemieszczenia chloroplastów w komórce
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są raz w pozycji typowej dla św iatła słabego, a raz w pozycji typowej 
dla św iatła silnego w ykazują, że zm iany absorpcji nie są jednak zbyt 
wielkie i wynoszą na przykład  dla liścia Begonia multiflora  3—5%, dla 
Tradescantia viridis 6— 12°/o, dla Lemna trisculca 3— 12°/o (99, 104, 162).

P rzy  słabym  ośw ietleniu zmiana położenia chloroplastów pozwala 
w ykorzystać możliwie m aksym alnie energię św iatła co znacznie zwiększa 
fotosyntezę, natom iast przy silnym  ośw ietleniu przesunięcie się chlo
roplastów  do pozycji typowej dla św iatła silnego z reguły  nie wpływa 
na fotosyntezę, ponieważ natężenia św iatła, które w yw ołują te ruchy 
przekraczają punkt w ysycenia fotosyntezy (158, 159). Zm niejszenie ab
sorpcji w silnym  ośw ietleniu może mieć jednak pewne znaczenie ochron
ne przed destrukcyjnym  działaniem  św iatła o dużym  natężeniu. Zakres 
natężenia św iatła, w k tórym  chloroplasty u trzym ują pozycje typowe 
dla św iatła słabego jest różny dla różnych gatunków  roślin, zwłaszcza 
dla roślin cieniolubnych i św iatłolubnych, a naw et w obrębie tego sa
mego gatunku mogą w ystąpić znaczne przesunięcia tego zakresu na dro
dze adaptacji ontogenetycznej (4).

nm -----►

Rys. 9. W i d m a  działania w  fototaksji chloroplastów w  k o m ó r k a c h  Le m m a , V a u -  
cheria , w i d m o  fotodinezy Elo dea i absorpcja ry bofl awiny (27, 43, 100, 164)

M echanizm przem ieszczeń nie jest jeszcze w pełni poznany (165). W id
mo działania w w yw oływ aniu pozycji chloroplastów typowej dla św iatła 
silnego i św iatła słabego w skazuje na aktyw ność prom ieniow ania kró tko
falowego i bliskiego u ltrafio le tu  (rysunek 9) (27, 69, 164), a jego kształt 
sugeruje udział barw ników  flaw inow ych w przegrupow yw aniu się chloro
plastów. Ponieważ podobne jest widmo działania św iatła w zakotwicza
niu chloroplastów  przy zew nętrznej żelowej w arstw ie ektoplazm y (134, 
135) przypuszcza się, że p ierw otną reakcją św ietlną jest wpływ na sto
pień zakotwiczenia (rozluźnienie w świetle silnym), a następnie chloro
plasty są biernie przesuw ane przez protoplazm ę aż do m iejsca gdzie znaj
dą optym alne w arunki św ietlne i gdzie nastąpi ponowne ich zakotw i
czenie (27, 161, 164). Prom ieniow anie długofalowe nie wpływa na układ
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chloroplastów, przyspiesza natom iast ich przem ieszczanie (164). W ydaje 
się, że prom ieniow anie to działa w procesie fotofosforylacji, w k tó rym  
pow staje ATP. D yfundując do cytoplazm y ATP może stym ulow ać szyb
kość jej ruchów. Przypuszczenie to opiera się zarówno na widm ie dzia
łania św iatła długofalowego (164, 167) jak i na wpływie inhibitorów  fo
tofosforylacji znoszących przyspieszające działanie czerwieni (169, 170), 
jak  też na stw ierdzeniu, że ATP pow stający w fotofosforylacji przenika 
z chloroplastów do cytoplazm y kom órki po jej oświetleniu (97).

Jedynym  stw ierdzonym  dotąd w yjątkiem  o odm iennym  widm ie dzia
łania św iatła w przem ieszczeniach chloroplastów są dwa gatunki glonów: 
Mougeotia i Mesotaenium, u k tórych układ chloroplastów jest kon tro 
low any przez barw niki fitochrom owe (41, 44).

3. Zmiany kształtu i struktury chloroplastów

Zm iana natężenia oświetlenia wyw ołuje nie tylko przesunięcia chlo
roplastów  w obrębie kom órki, ale również zm iany ich kształtu , objętości 
i s tru k tu ry  w ew nętrznej. Reakcja chloroplastów na światło o bardzo 
dużym  natężeniu może mieć nieodw racalny, destrukcyjny  charak te r 
(rozdział IV.3). P rzy  m niejszych natężeniach św iatła reakcje chloroplas
tów  są w pełni odwracalne, m ają więc charak ter adaptacyjny. Osłabie
nie natężenia św iatła powoduje zwiększenie powierzchni chloroplastów  
(93, 101, 166), przy równoczesnym  zm niejszeniu ich grubości (50, 63). N a
tom iast w silnym  świetle i to wyłącznie w zakresie krótkofalow ym  po
w ierzchnia chloroplastów ponownie znacznie m aleje (166).

W roku 1962 stwierdzono, że również chloroplasty izolowane norm al
nym i m etodam i stosowanym i w przygotowyw aniu preparatów  do badań 
biochem icznych (146) reagują na w arunki św ietlne zm ianam i k sz ta łtu
i s tru k tu ry  (52, 89, 90). O dkrycie to było punktem  zw rotnym  w bada
niach nad wpływem  św iatła na zm iany kształtu , gdyż pozwoliło śledzić 
te zjawiska prostym i m etodam i, dającym i przy tym  dokładniejsze w y
niki niż m etody cytologiczne. Do badania zmian kształtu  izolowanych 
chloroplastów stosuje się pom iary: stopnia rozproszenia św iatła w  za
wiesinie (16, 52, 54, 89, 90), zbitej m asy po odwirowaniu (6, 54), lub obję
tości (za pomocą licznika Coultera) (52), a także badania w m ikroskopie 
elektronow ym  (53, 55). W licznych pracach, które opublikowano w cią
gu ostatnich 3 lat, wykazano, że reakcje fo tostruk tu ra lne  izolowanych 
,chloroplastów są zjaw iskiem  powszechnym, w ystępującym  nie tylko 
w chloroplastach szpinaku, najczęściej stosowanych jako obiekt badań, 
ale także w chloroplastach m chów (71), glonów (6), a naw et w system ach 
lam elli izolowanych z bakterii purpurow ych (91). Zm iany s tru k tu ra ln e  
chloroplastu wyw ołane św iatłem  przedstaw ia schem atycznie rysunek  
lOa. Reakcja I powodująca rozpłaszczenie chloroplastu w stosunku do
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stanu  jak i m iał m iejsce w ciemności wyw oływ ana jest słabym  oświetle
niem  rzędu kilkuset erg/cm 2s. Rozpłaszczenie to wiąże się ze wzrostem  
pow ierzchni o 5— 15% przy równoczesnym  zm niejszeniu objętości
o 20— 50% (6, 52). W wyw oływ aniu tej reakcji czynne jest światło całego 
zakresu widzialnego, przy czym m aksym alną aktyw ność w ykazuje pro-

Rys. 10.a. S c h e m a t  z m i a n  kształtu chloroplastu p o d  w p ł y w e m  oświetlenia, 
b. Zależność powierzchni chloroplastu m c h u  M nium  u n du latum  od natężenia pro 

m i e n i o w a n i a  dla d w u  długości fali (171)

Rys. 11. W i d m o  działania ekspansji chloroplastów szpinaku (reakcja I, r y s u n e k  12) 
i w  kontrakcji chloroplastów m c h u  M nium  (reakcja II). Z a  1 0 0 %  skali przyjęto

efekt m a k s y m a l n y  (53, 171)

m ieniow anie o długości fali 435 i 680 nm (rysunek 11) (53). K ształt w idm a 
działania sugeruje pośrednictw o barw ników  fotosyntetycznych. Reakcja
I jest ham ow ana w obecności inhibitorów  fotofosforylacji jak jony N H h> 
o -fenantrolina, hydroksylam ina, DCMU, CCP (6, 52, 90, 171) natom iast 
jest niew rażliw a na cyjanki (52). W silnym  świetle krótkofalow ym
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(średnio powyżej 10 000 erg/cm 2s) w ystępuje reakcja II powodująca 
zm niejszanie powierzchni chloroplastu (171). Reakcja ta  jest niew rażliw a 
na inhibitory  fotofosforylacji, natom iast można ją zablokować działaniem  
jodku potasu. Widmo działania św iatła mieści się w granicach 350— 
500 nm i w ykazuje m aksim um  przy 450 i 360—380 nm, co może w ska
zywać na udział barw ników  flaw inow ych (rysunek 11).

O statnie badania w skazują na ścisły związek zmian kształtu  z tran s
portem  elektronów  w aparacie fotosyntetycznym  (54, 55). Zaburzenie 
tego transportu  pew nym i inhibitoram i daje szczególnie w yraźne zm iany 
objętości i s tru k tu ry  w ew nętrznej przy czym rodzaj tych zmian zależy

Rys. 12. S c h e m a t  z m i a n  ultrastruktury izolowanych chloroplastów szpinaku p o d  
działaniem c z y n n i k ó w  c h e m i c z n y c h  (strzałki pełne) i światła (strzałki puste) (55)

od substancji rozkojarzającej transport. I tak  na przykład a tebryna 
powoduje rozluźnienie s tru k tu r  lam ellarnych, które zanika pod działa
niem  św iatła, na odw rót m etyloam ina ham uje nieco stan  napęcznienia 
lam elli, ale pod wpływ em  św iatła stopień rozsunięcia lam elli znacznie 
się powiększa i to z reguły  nieodw racalnie (rysunek 12). Największe 
zm iany objętości stw ierdzono przy braku  zew nętrznych akceptorów  
elektronów .

M echanizm pow staw ania zm ian fo tostruk tura lnych  nie jest jasny. 
Zarówno uzyskane elektronogram y (55) jak i fakt, że zm iany s tru k tu 
ralne zachodzą w nieobłonionych system ach lam ellarnych, a naw et 
fragm entach tych system ów (55, 91), w skazyw ałby na rolę sił oddziały
wania wzajem nego poszczególnych lam elli w tych procesach. Związek
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między reakcjam i fo tostrukturalnym i, a fotofosforylacją jak również 
fakt, że podobne zm iany s truk tu ra lne  jak  pod wpływem  św iatła udaje 
się uzyskać działaniem  ATP (52, 90), sugerow ałyby rolę fotofosforylacji 
w m echanizm ie kon trakcji lam elli. W yizolowanie przez O h n i s h i (86) 
białek kurczliw ych z chloroplastów przem aw ia na korzyść tej hipotezy. 
Z drugiej strony nie można wykluczyć znaczenia ATP lub jego p rek u r
sorów dla działania pom py osmotycznej zarówno w zew nętrznej błonie 
chloroplastu, jak i błonach tylakoidów. Zaburzenie procesów osmotycz- 
nych prowadziłoby do zmian w pobieraniu wody i jonów, a co za tym  
idzie i rozsuw ania lam elli. Nie można wreszcie wykluczyć, że transport 
elektronów, związany z transportem  jonów zmienia środowisko jonowe 
wokół błon, co z kolei wpływa na ich wzajem ne przyciąganie (55).

IV. Destrukcyjne działanie światła na aparat fotosyntetyczny

1. Inaktywacja fotosyntezy

Pierw szym  objawem  szkodliwego działania św iatła o dużym  na tę 
żeniu jest obniżenie 'fo tosyntezy  podczas naśw ietlania. Pojęcie „światło
o dużym  natężeniu” jest w tym  w ypadku względne, gdyż wrażliwość na 
światło jest rezulta tem  filo- i ontogenetycznej adaptacji i w ykazuje 
znaczne różnice. Dla roślin rosnących w w arunkach skrajnego zacienienia 
światło o natężeniu k ilkunastu  tysięcy luksów może już hamować foto
syntezę, podczas gdy w innych obiektach efek t ten  w ystępuje dopiero 
przy natężeniach przekraczających 100 000 luksów (38, 39, 74, 76, 128, 
130). Z badań nad fotoinaktyw acją w ynika, że aby światło mogło w y
wołać obniżenie fotosyntezy jego natężenie m usi przekroczyć pewną 
w artość graniczną. Stopień zaham owania fotosyntezy zależy od czasu 
naśw ietlania i zwiększa się bardzo szybko ze w zrostem  natężenia św iatła 
(82, 160). W krańcow ym  w ypadku może dojść do zupełnego zaham owania 
fotosyntezy, a wówczas zużywanie tlenu  jest równe (160) lub większe 
(82) niż przy norm alnym  oddychaniu mimo równoczesnego oświetlenia 
obiektu silnym  światłem . O ile inaktyw acja fotosyntezy nie jest zbyt 
daleko posunięta, jest ona całkowicie lub przynajm niej częściowo odw ra
calna po w yłączeniu działania silnego św iatła (rysunek 13) (76, 77, 127).

Jak  w ykazał S t e e m a n n - N i e l s e n  (128) św iatło o wysokich 
natężeniach, ale leżących poniżej wspom nianej granicy, a więc nie w y
wołujące osłabienia fotosyntezy w czasie naśw ietlań, może również 
w yw ierać pewien w pływ  destrukcyjny , objaw iający się tym , że po po
wrocie do św iatła o m ałym  natężeniu fotosynteza jest m niej intensyw na 
niżby należało oczekiwać i dopiero stopniowo (w ciągu kilku godzin) 
w raca do poziomu charakterystycznego dla św iatła o danym  natężeniu.

M echanizm fotoinaktyw acji nie jest znany. Czynne w tym  zjaw isku 
jest prom ieniow anie całego zakresu widzialnego, ale aktyw ność prom ie-
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niowania krótkofalow ego jest znacznie większa niż św iatła czerwonego 
(58). In te rp re tac ja  badań nad kinetyką inaktyw acji fotosyntezy w yko
nanych przy zastosowaniu błysków św iatła (58, 59) wskazuje, że inak ty- 
w acja św ietlna apara tu  fotosyntetycznego polega na fotooksydacji jed 
nego z enzymów biorących udział w fotosyntezie.

W ydaje się, że trw ała  inaktyw acja fotosyntezy ma pewne znaczenie 
dla roślin rosnących w w arunkach  naturalnych . Pow oduje ona nie tylko 
skrócenie okresu aktyw ności poszczególnych liści, ale w pływ a również 
na rozmieszczenie aktyw ności fotosyntetycznej w obrębie tkanek  liścia 
(125, 126). Jak  w ykazał S t a r z e c k i  (125) w  m łodym  liściu najw iększą 
sprawność fotosyntetyczną ma m iękisz palisadowy, natom iast w liściach,

Rys. 13. In ak ty wa cj a fotosyntezy i rozkład chlorofilu w  liściach L e m n a  tr isu lca  
p o d d a n y c h  działaniu światła o intensywności 100 000 luksów. Linie p r z e r y w a n e  

oznaczają z m i a n y  a ktywności aparatu fotosyntetycznego p o  p r z e rw an iu n a ś w i e 

tlania (160)

które przez dłuższy czas były wystawione na działanie pełnego światła 
słonecznego bardziej spraw ne w ykorzystanie św iatła odbywa się w m ię- 
kiszu gąbczastym, prawdopodobnie na skutek inaktyw acji chloroplastów 
w najsilniej naśw ietlanych kom órkach m iękiszu palisadowego. Na pod
stawie tych w yników  można w ysunąć przypuszczenie, że silny rozwój 
m iękiszu palisadowego u roślin św iatłolubnych związany jest nie ty le 
z rozbudową czynnego apara tu  fotosyntetycznego, ile z w ytw orzeniem  
filtru  ochronnego. Tkanka ta, choć z biegiem czasu traci zdolność do foto
syntezy, pochłania jednak nadal św iatło osłabiając natężenie prom ienio
w ania docierającego do głębiej leżących tkanek liścia.

2. Rozkład barwników fotosyntetycznych

Barw niki fotosyntetyczne w żywej komórce są znacznie bardziej 
odporne na działanie św iatła niż w stanie roztw oru — prawdopodobnie 
dzięki powiązaniu z białkiem  i lipidam i w stru k tu rach  chloroplastu.
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Jednakże również w żywej komórce może zachodzić w silnym  świetle 
proces ich rozkładu, co w krańcow ym  w ypadku prowadzić może do zupeł
nego w yblaknięcia zielonych tkanek  (77, 80). Z uwagi na podatność 
barw ników  in vivo  na fotodestrukcję, można w yróżnić wśród roślin 
szereg grup od bardzo w rażliw ych do bardzo odpornych (78). Rozkład 
barw ników  pod wpływem  silnego oświetlenia zachodzi wyłącznie 
w obecności tlenu, polega więc na fotooksydacji (119), a rozpoczyna się 
z reguły  dopiero wówczas, gdy fotosynteza została już całkowicie lub 
w znacznej m ierze zaham owana (21, 79, 160) (rysunek 13). W trakcie  roz
k ładu barw ników  zmienia się ich w zajem ny stosunek co świadczyć że 
nie wszystkie są jednakow o podatne na fotooksydację. Tak na przykład 
u Chlorella norm alny stosunek chlorofilu a do b rów ny 2,85 spada 
w czasie ubytku  barw ników  do 0,94, co w skazuje na szybszy rozkład 
chlorofilu a (119). Z pośród karotenoidów  karo teny  są znacznie bardziej 
podatne na fotooksydację niż ksantofile (33, 119).

Światło całego zakresu widm a widzialnego zdolne jest do w yw ołania 
fotooksydacyjnego rozkładu barw ników  (33, 168), przy czym aktyw ność 
św iatła poszczególnych zakresów spektralnych  jest proporcjonalna do 
ilości energii pochłanianej przez barw niki fotosyntetyczne. N atom iast 
prom ieniowania UV w zakresie 240—310 nm  nie w yw ołuje rozkładu 
barw ników  naw et po śm ierci kom órki (3, 168).

W przebiegu rozkładu barw ników  można wyróżnić fazę w stępną 
(fazę indukcji), podczas której silne światło nie wyw ołuje zm ian w stę
żeniu barw ników  i fazę właściwej fotooksydacji prowadzącą do szyb
kiego ich zaniku (119, 168) (rysunek 14).

Zabicie kom órki wiąże się z zupełnym  zanikiem  fazy indukcji — roz
kład barw ników  rozpoczyna się od razu po rozpoczęciu ekspozycji 
(rysunek 14). W kom órce naśw ietlanej w w arunkach  beztlenow ych faza

Rys. 14. R o zk ła d chlorofilu w  k o m ó r k a c h  glonu 
C h lo re lla , p o d d a n y c h  naświetlaniu św iatłem

o natężeniu 100 000 luksów. Linia p r z e r y w a n a  —  
k o m ó r k i  zabite w y s o k ą  temperaturą, linia ciąg

ł a —  k o m ó r k i  ż y w e  (119) --------- 1------- 1--------1___►
0 0,5 1,0 1,5 godz
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indukcji rozpoczyna się dopiero po doprowadzeniu tlenu, mimo że silne 
światło już poprzednio działało. Faza w stępna jest odw racalna — jeżeli 
kom órki pod koniec fazy w stępnej umieścić na pewien czas w ciemności, 
ponowne naśw ietlenie rozpoczyna nową fazę indukcji (119). Dane te 
wskazują, że w żywej komórce istn ieją m echanizm y ochronne przed 
destrukcyjnym  działaniem  św iatła o wysokich natężeniach. Procesy foto- 
oksydacyjne rozpoczynają się gdy m echanizm y ochronne zawodzą. Pozo
staje  kw estią o tw artą, czy rolę ochronną spełniają jakieś procesy m eta
boliczne ulegające zaham owaniu w fazie indukcji (119), czy w fazie tej 
następuje rozkład s tru k tu ry  białko-barw niki. W zrost labilności barw ni
ków w kom órkach poddanych głodowi azotowemu (1) m ógłby świadczyć 
na korzyść tego drugiego przypuszczenia. Również badania nad rozkła
dem pod wpływem  św iatła barw ników  wyizolowanych w form ie kom
pleksu z białkiem  (chloroplastyna) w skazują na to, że połączenie z b iał
kiem  chroni barw niki przed szybkim  rozkładem, którego wystąpienie 
uzależnione jest od denatu racji kom ponenty białkowej (154).

3. Zmiany morfologiczne podczas fotorozkladu barwników

Chloroplasty w stadium  rozwoju są bardzo podatne na szkodliwe 
działanie silnego światła. W okresie tym  naw et zastosowanie św iatła
o niekrańcow o wysokich natężeniach (rzędu 10—20 klx) może prowadzić 
do anom alii rozwojowych objaw iających się m iędzy innym i zatrzym a
niem  wzrostu, w skutek czego pow stają bardzo m ałe (średnicy około 2 jx) 
chloroplasty, lub  odwrotnie — zaham owaniem  podziałów p rzy  zacho
w aniu zdolności do wzrostu, w rezultacie czego pow stają chloroplasty 
olbrzym ie, o średnicy sięgającej do 20 iu- i więcej (26).

Dojrzałe chloroplasty są znacznie bardziej odporne na działanie sil
nego św iatła, ale i u nich natężenie oświetlenia wyw ołujące inaktyw ację 
fotosyntezy i rozkład chlorofilu powodują charakterystyczne zmiany 
w ułożeniu, w ym iarach i wyglądzie chloroplastów. Zm iany te są z reguły 
nieodw racalne. Ich obraz m ikroskopowy może być bardzo różny w za
leżności od gatunku rośliny.

Światło o dużym  natężeniu może prowadzić do całkowitego lub częś
ciowego zablokowania przesunięć chloroplastów (95, 166) lub też powo
dować, że chloroplasty zamiast lokalizować się w m iejscach typow ych 
dla układu św iatła silnego grupują  się w n ieregularne skupienia (101, 
160). Chloroplasty znajdujące się w centrum  skupień najpóźniej ulegają 
odbarw ieniu. U niek tórych  gatunków  chloroplasty sk leja ją  się podczas 
bardzo silnego naśw ietlania przy jm ując nieregularne kształty  połączone 
m ostkam i (9, 80).

Rozkład barw ników  obserw uje się pod m ikroskopem  jako w yblak
nięcie chloroplastów przechodzące stopniowo w zupełne odbarwienie; 
niekiedy jednak chloroplasty w stadium  odbarw iania s ta ją  się żółte
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z uwagi na wolniej przebiegający rozkład barw ników  karotenoidow ych 
(80). W szystkie te objaw y m ają charak ter w ybitnie lokalny i ograni
czone są tylko do tych  komórek, k tóre były poddane działaniu silnego 
św iatła. Nawet w obrębie jednej kom órki ulegają uszkodzeniu tylko te 
chloroplasty, które były bezpośrednio naśw ietlane (95).

Opisany powyżej obraz zmian morfologicznych chloroplastów w y
stępuje przy naśw ietlaniu widzialnym  zakresem  widma. Prom ieniow anie 
ultrafioletow e szczególnie krótkofalow e (230—310 nm) w yw ołuje zupełnie 
inny obraz (8, 166). Jakkolw iek działanie u ltrafio le tu  nie wchodzi 
w zakres tego artyku łu , w arto  podkreślić brak  ścisłego związku m iędzy 
odpornością na UV, a w arunkam i siedliskowymi roślin. O ile odporność 
na silne prom ieniow anie widzialne jest z reguły  tym  większa im silniejsze 
oświetlenie panuje w środowisku, w k tórym  dane gatunki rosną, o tyle 
w stosunku do u ltrafio le tu  nie ma takiej zależności i często gatunki cie- 
niolubne w ykazują bardzo silną, a gatunki św iatłolubne znikomą odpor
ność (7, 8).
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S T A N IS Ł A W  W IĘCKOW SKI*

Formy chlorofilu in vivo i ich rola w fotosyntezie

Chlorophyll Forms in vivo and Their Function in Photosynthesis

T he m ain  p ro p e r tie s  of v a rio u s  fo rm s of ch lo rophy ll and  b ac te rio ch lo ro p h y ll 
in  v iv o  and  th e ir  fu n c tio n  in  tw o  p h o to reac tio n s  of p h o to sy n th es is  a re  b r ie f ly

d iscussed .

Określenie najw ażniejszych właściwości barw ników  asym ilacyjnych 
in vitro nie nastręczało specjalnych trudności, gdyż związki te  można 
uzyskać w większych ilościach w stanie czystym. Jednakże w rozpusz
czalnikach organicznych m ają one inne właściwości niż w kom órce nie
uszkodzonej. W ielu autorów  starało  się wykazać, że w pew nych w a
runkach  chlorofile in vitro  i in vivo  m ają podobne właściwości, na p rzy 
kład jednodrobinowa, zorientow ana i odpowiednio gęsta w arstw a chlo
rofilu  a na powierzchni wody ma w zakresie czerwieni widmo absorp
cyjne podobne do widm a chlorofilu w  komórce (47). W określonych 
w arunkach  in vitro (na przykład w obecności p irydyny i kw asu askor
binowego) może zajść odw racalna fotoredukcja chlorofilu i związane 
z nią zm iany widm a absorpcyjnego (51). Podobne zm iany w ykazano 
in vivo  u tych drobin chlorofilu, które biorą bezpośredni udział w  tra n s
porcie elektronów  w procesie fotosyntezy.

Badania nad chlorofilem  in vivo  umożliwiło dopiero zastosowanie 
bardzo czułych m etod spektrofotom etrycznych.

I. Właściwości chlorofilu in vivo

Na początku obecnego stulecia M o n t e v e r d e  i L u b i m e n k o  
(58, 59, 60) wykazali, że barw niki asym ilacyjne m ają inne własności 
spektralne gdy znajdują się w komórce, a inne gdy są rozpuszczone

* dr, a d iu n k t w  K a ted rze  F iz jo log ii R oślin  U n iw e rsy te tu  Jag ie llońsk iego , K ra 
ków .

W ykaz używ anych  sk ró tó w : Ca — ch lo ro fil a ; Cb — ch lo ro fil b; B — b a k te -  
r io ch lo ro fil; F  — fo rm a  ch lo ro filu  id en ty fik o w an a  na p o d staw ie  w id m a  f lu o re s 
cency jnego ; P  — fo rm a  ch lo ro filu  id en ty fik o w an a  na p o d staw ie  m ak s im u m  a b 
so rp c ji w  d a lek ie j czerw ien i. W sym bolach  fo rm  ch lo ro filu  (np. C a670) liczba  u dołu  
oznacza d ługość fali, p rzy  k tó re j p o jaw ia  się m ak s im u m  ab so rp c ji św ia tła . n m = m |i ,
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26 2 S. W IĘC K O W SK I [2]

w rozpuszczalnikach organicznych. W skazywało to na istnienie połączeń 
protochlorofilu i chlorofilu z innym i składnikam i komórki, ulegających 
rozbiciu podczas ekstrakcji rozpuszczalnikam i organicznym i. Późniejsze 
badania potw ierdziły przypuszczenia M onteverde i Lubim enki; stw ier
dzono m iędzy innym i (30, 68), że m aksim a absorpcji żywych zielonych 
kom órek lub koloidalnych wyciągów w odnych z liści są przesunięte
o kilka lub kilkanaście nm  w  stronę fal dłuższych, a także bardziej 
spłaszczone w porów naniu z widm am i barw ników  w roztw orach na przy
kład w etanolu (rysunek 1). Możliwe, że różnice te ty lko częściowo zwią
zane są z inną form ą w ystępow ania chlorofilu in vivo , a częściowo w y
wołane są absorpcją św iatła przez inne składniki komórki.

R ys. 1. W idm o a b so rp cy jn e  zaw iesiny  kom órek  E uglena  (linia ciągła) i w yciągu  
a lkoholow ego  z te j sam ej liczby k om órek  (lin ia p rze ry w an a) (86).

Większość badaczy uważa jednak, że widmo absorpcyjne barw ników 
in vivo  m odyfikowane jest ty lko przez dołączoną do nich część białko- 
wo-lipidową (83 i inni). O pierają się oni na porów naniu widm absorpcyj
nych barw ników  syntetycznych  w roztw orze z widm am i tych  sam ych 
barw ników  połączonych z substancjam i wysoko spolim eryzowanym i (63). 
K r a s n o w s k y  i wsp. (56) przypuszczają natom iast, że skom plikow any 
obraz widm  absorpcyjnych in vivo  uw arunkow any jest także występowa*- 
niem  niektórych drobin chlorofilu w form ie m onom erycznej, a innych 
w  form ie agregatów . Jeszcze inni sądzą, że bliskie sąsiedztwo drobin ka- 
rotenoidów na przykład u bak terii powoduje przesunięcia m aksim um  
absorpcji bakteriochlorofilu  w k ierunku  dłuższych fal (3, 45).

Cząstki zaw ierające barw nik i białko w zbuforowanym  roztworze 
w odnym  otrzym ano w wielu pracowniach. S m i t h  (69), B o a r d m a n  
(4, 5) i inni stosując m etody czysto chemiczne i chrom atograficzne oraz 
frakcjonow ane wirowanie otrzym ali kom pleks protochlorofil-białko 
zdolny do przem iany przy udziale św iatła w kom pleks chlorofil a-białko 
(Sm ith zaproponował, aby kom pleksy te  nazywać holochromami). O kre
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ślono także najw ażniejsze właściwości fizyko-chem iczne holochrom u 
protochlorofilu, ciężar „drobinow y” tego kom pleksu mieści się w g ra
nicach od 600 000 do 1 000 000 (4, 71, 72), na zdjęciach uzyskanych w m i
kroskopie elektronow ym  „m akrom olekuły” te m ają kształt spłaszczonej 
elipsoidy o średnicach 218, 193 i 93 A (5, 72), współczynnik sedym en
tacji wynosi 16— 18 s (4, 74), a w spółczynnik dyfuzji 2,70X 10-7 cm2 s 
(4). Holochrom protochlorofilu jest substancją niejednorodną, gdyż na 
wet najdokładniej oczyszczony zaw iera zawsze pewną ilość karotenoidów  
(70) i n ieaktyw nej form y protochlorofilu, to znaczy form y niezdolnej 
do przem iany w chlorofil a przy  udziale św iatła (5). Część białkowa tego 
kom pleksu jest zupełnie nieznana; stw ierdzono jedynie, że w  jej skład 
wchodzi stosunkowo dużo ty rozyny  (71). P a r k i  wsp. (64, 65) otrzym ali 
analogiczne cząstki barw nik-białko z liści zielonych i nazwali je kw anta- 
somami. Oprócz części białkowej kw antasom  zawiera prawdopodobnie 
k ilkaset drobin chlorofilu, a jego w ym iary  wynoszą 185X155X100 A (64). 
Przypuszcza się, że kw antasom  jest podstawową jednostką s truk tu ra lną  
gran chloroplastu. Być może odpowiada on jednostce fotosyntetycznej 
opisanej przez E m e r s o n a  i A r n o l d a  (25). W yizolowane kw anta- 
somy są zdolne do przeprow adzenia reakcji św ietlnych i ciem nych zwią
zanych z transportem  elektronów  w procesie fotosyntezy (16, 65).

Nowy etap w badaniach form  chlorofilu in vivo  zapoczątkowały 
w latach 1952— 1955 prace K r a s n o w s k i e g o  i wsp. (53, 54, 55). Ba
dając przem ianę protochlorofilu w chlorofil a, po oświetleniu koloidal
nych wyciągów w odnych z etiolow anych liści, stw ierdzili oni, że bezpo
średnio po ośw ietleniu pow staje chlorofil z m aksim um  absorpcji w czer
wieni przy  670 nm. Po dłuższym  ośw ietleniu form a ta częściowo zanika, 
a na jej m iejsce tw orzy się nowa o m aksim um  absorpcji przy 677—678 
nm. K r a s n o w s k y  i wsp. przypuszczają, że chlorofil o m aksim um  ab
sorpcji przy 670 nm jest form ą m onom eryczną i ak tyw ną w fotosyntezie, 
natom iast form a o m aksim um  absorpcji przy 677—678 nm jest n ieaktyw 
nym  w fotosyntezie polim erem. Stopniowe powstawanie różnych form  
chlorofilu po ośw ietleniu etiolow anych roślin zostało potwierdzone przez 
innych badaczy (32, 67).

Różne form y chlorofilu a w ystępują nie tylko okresowo podczas za
zieleniania się etiolow anych roślin, znajdują się one także w zielonych, 
zdolnych do fotosyntezy kom órkach. H a 11 d a 1 (46) w ykry ł dwie form y 
chlorofilu a-u Anacystis nidulans. Dwie form y m ające m aksim a absorpcji 
przy 678 i 672 nm  stw ierdzono również u Porphyra lacineata (80), przy 
czym okazało się, że usunięcie fikobilin z kom órek nie w pływ a na poło
żenie maksimów. W edług B r o w n  i F r e n c h a  (15) w m łodych k u ltu 
rach  Euglena w ystępują  dwie form y chlorofilu a (Ca670 i Ca685), nato
m iast w starszych, hodow anych w słabym  świetle, tw orzy się trzecia 
form a z m aksim um  absorpcji przy 695 nm (Ca695). Dłuższe trzym anie
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k u ltu ry  w ciemności w yw ołuje tworzenie się czwartej form y (Ca710), 
k tóra powstaje przypuszczalnie z Ca670 (10). U Chlorella nie stw ierdzo
no analogicznych zmian w widmie absorpcyjnym  związanych z wiekiem 
k u ltu ry  (14). W edług T h o m a s a  (75, 79) w chloroplastach Aspidistra 
elatior w ystępuje sześć różnych form  chlorofilu a, zaś u Anacystis ni- 
dulans naw et siedem. K o k  w ykrył form ę chlorofilu o m aksim um  ab
sorpcji w dalekiej czerwieni i oznaczył ją symbolem  P 700 (48 , 50).

Ponieważ wiadomo, że położenie maksimów absorpcji chlorofilu mo
że być związane z gatunkiem  rośliny (32) nie jest wykluczone, że nie
k tóre jego form y uważane za odmienne są w istocie identyczne na przy
kład P 700 i Ca695.

R ys. 2. W idm o flu o re scen cy jn e  c ienk iego  liśc ia  A d ia n th u m  c a u d a tu m  w  te m p e 
ra tu rz e  +  20°C (lin ia  ciąg ła  i w  te m p e ra tu rz e  -196°C (lin ia p rze ry w an a ) (40).

Na istnienie k ilku  form  chlorofilu a in vivo  w skazuje też analiza 
widm  fluorescencyjnych. Chlorofil in vivo  em ituje światło z w ydajnoś
cią 2—3%. U glonów widmo fluorescencyjne chlorofilu w tem peraturze 
pokojowej ma jedno w yraźnie m aksim um  przy około 685 nm. Natom iast 
w tem peratu rze ciekłego azotu w ystępują dwa lub trzy  m aksim a: przy 
686 nm, 696 nm  i 717— 720 nm  (9, 37, 40, 41). W m łodych ku ltu rach  sinic
i krasnorostów  te trzy  m aksim a są m niej więcej rów nej wysokości, 
a w starszych ku ltu rach  i u zielenic m aksim um  przy 717 nm jest n a j
wyższe (40). W edług G o e d h e e r a  (40) w chloroplastach roślin w yż
szych w tem pera tu rach  poniżej -90°C też w ystępują trzy  m aksim a (przy 
686, 696 i najw yższe przy 735— 740 nm) (rysunek 2).
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Poszczególne m aksim a fluorescencyjne przypisuje on trzem  różnym  
formom chlorofilu a i uważa się: F 686 =  Ca670, F696 =  Ca680, F740 =  Ca6g5 (40). 
W ystępujące w niskich tem peratu rach  m aksim a fluorescencyjne poja
w iają się stopniowo po oświetleniu etiolow anych liści fasoli (37), co ta k 
że w skazuje na pewną kolejność tworzenia się poszczególnych form  chlo
rofilu  w komórce.

S tarano się także oznaczyć inne właściwości, poza spektralnym i, po
szczególnych form. Ca695 jest najbardziej w rażliw y na działanie silnego 
światła, wyższej tem pera tu ry  i kw asoty (11, 75). N ajbardziej oporny na 
działanie św iatła o większym  natężeniu ma być Ca673 (14).

W arunkiem  ilościowego oznaczania poszczególnych form  chlorofilu 
jest dokładne ich rozdzielenie, porów nanie wysokości maksimów absor
pcji pozwala bowiem tylko na przybliżone oznaczenia. Takie przybliżo
ne w artości wskazują, że skład chlorofilów in vivo  uzależniony jest od 
gatunku rośliny i w arunków  hodowli (15, 55). U Euglena gracilis Ca695 
w ystępuje w ilości około 20%, w nieco większym  stężeniu u Oclnromonas 
danice, u innych glonów w ilościach 3 do 5%. Euglena mutabilis  nie 
zawiera w ogóle tej form y (15).

N iektórym  badaczom udało się częściowo oddzielić od siebie oma
wiane form y chlorofilu a. A l l e n  i wsp. stosując w irow anie w gradien
cie glicerolu częściowo oddzielili Ca670 od Ca683. Frakcjonow ane w iro
wanie chloroplastów lub chrom atoforów uprzednio rozbitych u ltradźw ię
kam i (77), trak tow anych desoksycholanem  sodu (12, 13) lub digitoniną 
(6) prowadzi także do częściowego rozdziału poszczególnych form  zwią
zanych ze składnikiem  lipoproteinowym . W wielu przypadkach rozdzie
lone frakcje  były czynne fotochemicznie, to znaczy m ogły redukować 
lub utleniać pewne związki chemiczne przy udziale św iatła (6, 12, 13).

Również widma absorpcyjne zawiesiny kom órek różnych gatunków  
bakterii purpurow ych w skazują na istnienie dwóch lub trzech różnych 
form  bakteriochlorofilu  in vivo  (8, 20, 83 i inni). Zależnie ..od położenia 
m aksim um  w bliskiej podczerwieni nażwano je B890, B850 i B800 (20). 
Te form y bakteriochlorofilu  również częściowo rozdzielono, na przykład 
B r  i 1 (7) odwirował frakcję  zaw ierającą B890 z kom órek Rhodopseudo- 
monas spheroides trak tow anych desoksycholanem . Podobne w yniki 
otrzym ano stosując frakcjonow ane w irow anie kom órek bak tery jnych  
potraktow anych tritonem  X (8).

S m i t h  i F r e n e  h (73) przyw iązują wielką wagę do możliwości 
rozdziału form  chlorofilu w stanie natu ralnym , ponieważ wskazywałoby 
to z jednej strony  na realność istnienia różnych kom pleksów chlorofilu 
a oddzielonych od siebie przestrzennie, a z drugiej strony  pozwoliłoby 
sądzić o funkcji poszczególnych form  w fotosyntezie.

W dotychczasowych badaniach nad barw nikam i in vivo  zajmowano 
się przede wszystkim  chlorofilem  a, ze względu na możliwość łatwego
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analizow ania jego widma absorpcyjnego w czerwieni. Poza chlorofilem  
a bowiem jedynie chlorofil b absorbuje światło w zakresie czerwieni. 
Jednakże m aksim um  absorpcji chlorofilu b jest przesunięte w k ierunku  
krótszych fal, poza tym  w ystępuje on w m niejszych ilościach i jego 
absorpcja właściwa ma niższe wartości, zaś jego synteza jest opóźniona 
w stosunku do syntezy chlorofilu a; znane są także rośliny, k tóre nie 
zaw ierają w ogóle chlorofilu b.

II. Funkcje chlorofilu w fotosyntezie

Obserwacje E m e r s o n a  (24, 26) zapoczątkowały serię bardzo 
intensyw nych badań nad fotochem iczną stroną fotosyntezy. Badacz ten 
stw ierdził, że w świetle czerwonym  o długości fali około 690 nm  jeszcze 
dość silnie absorbow anym  przez chlorofil fotosynteza jest niew spółm ier
nie słaba. Natom iast uzupełnienie św iatła o tej długości fali prom ienio
w aniem  o krótszej fali (około 644 nm) znacznie podwyższa intensyw ność 
fotosyntezy. W yniki te sugerow ały istnienie conajm niej dwóch reakcji 
fotochem icznych w spółdziałających w asym ilacji C 0 2. Późniejsze badania 
(22, 57, 62, 87) w zupełności potw ierdziły przypuszczenia E m e r s o n a .

W badaniach m echanizm u przenoszenia wodoru (dokładniej e lek
tronów) z HzO na NADP w procesie fotosyntezy duże usługi oddają obser
wacje zmian w widm ach absorpcyjnych związków biorących bezpośredni 
udział w tym  przenoszeniu (mają one inne widm a w stan ie zredukow a
nym  niż w utlenionym ). Dotyczy to zwłaszcza cytochrom u /, p lastocyja- 
n iny i tych  drobin chlorofilu, które biorą bezpośredni udział w transporcie 
elektronów . Zm iany te są odwracalne i mogą także zachodzić w układach 
częściowo zmienionych, na przykład w  obecności dostarczonych z ze
w nątrz pew nych dawców lub biorców elektronów  (18, 23, 29, 36 i inni). 
Duże usługi oddaje także pom iar potencjałów  redoksowych.

D u y s e n s  i wsp. (21, 22) badając widmo działania św iatła  w foto
oksydacji cytochrom u f  in vivo  stw ierdzili, że w procesie tym  biorą 
udział dwa system y fotochemiczne, nazwane przez nich I i II system em  
fotochemicznym . Energia absorbow ana przez I system  pow oduje praw do
podobnie utlenianie cytochrom u f, natom iast przez II system  — jego 
redukcję.

Stosując izolowane chloroplasty lub fragm enty  chloroplastów  udało 
się wielu badaczom oddzielić te dwie reakcje fotochem iczne od siebie
i określić odpowiadające im widma działania. W i 11 i wsp. (61, 84, 85, 86) 
wykazali, że II system  (związany z odwracalną zmianą absorpcji przy  
475 i 515 nm) staje się n ieaktyw ny w starszych chloroplastach w obec
ności zredukowanego dw uchlorofenoloindofenolu lub zredukow anego 
m etylosiarczanu N -m etylofenazyniow ego (PMSzred) jako dawców elek
tronów. Traci on również swoją aktyw ność po podgrzaniu chloroplastów 
do tem pera tu ry  50°C lub po ekstrakcji eterem  naftowym . W tych w a
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runkach  czynny jest system  I, z k tórym  wiążą się odw racalne zm iany 
absorpcji przy 433 i 703 nm. System  I traci aktyw ność pod wpływem  
żelazicyjanku. W ten  sposób inaktyw ując jeden system  można było 
wyznaczyć widmo działania św iatła dla drugiego system u. Widmo dzia
łania dla I system u ma główne m aksim um  przy  682 nm  i słabsze przy 
695 nm, natom iast d la system u II najw iększą aktyw ność św iatła obser
w uje się przy 674 nm, a słabszą przy 650 nm (rysunek 3).

G o e d h e e r  (38, 39) badał aktyw ność reakcji fotochemicznych 
poprzez pom iar natężenia lum inescencji. Jeżeli obiekt roślinny zostanie 
oświetlony prom ieniam i czerwonym i o krótszej fali, w tedy światło to 
jest absorbowane przez system  oznaczony jako ,,p”, k tó ry  w pew nych 
w arunkach może powodować lum inescencję. Lum inescencja ta jest

R ys. 3. W idm a d z ia łan ia  św ia tła  d la  sy s tem ów  fo tochem icznych  czynnych  w  fo to 
syntezie. M a te ria ł: fra g m e n ty  ch lo ro p las tó w  szp inaku .

O dcięte — d ługości fali św iatła  w zbudzającego; rzędne — zm iany absorpcji przy 515 nm (sy
stem  II) i przy 433 nm (system  I) (61)

bardzo słaba lub w ogóle nie w ystąpi, jeżeli obok jest równocześnie 
czynny drugi system  zwany „q” absorbujący światło czerwone o dłuższej 
fali. W edług G o e d h e e r a  system  p jest związany z utlenianiem  wody
i redukcją związku x (przypuszczalnie plastochinonu) i cytochromu. 
N atom iast światło absorbow ane przez system  q powoduje utlenianie 
cytochrom u i redukcję nukleotydu pirydynowego. System  q odpowiada 
więc wyżej opisanem u I systemowi, natom iast system  p — II systemowi.

W transporcie elektronów  w procesie fotosyntezy oprócz dwóch reakcji 
fotochem icznych istn ieje także kilka reakcji ciem nych (21, 29, 57, 61, 66
i inni). Jeden z wielu zaproponow anych schem atów wędrówki elektronów  
z H20  na NADP przedstaw iono na rysunku  4.

Grupa badaczy z In sty tu tu  Carnegiego w S tanford  pod kierunkiem  
prof. F r  e n c h a in teresu je  się nie bezpośrednim  udziałem  reakcji foto
chem icznych w transporcie elektronów  związanych z asym ilacją C 0 2 
lecz udziałem  tych reakcji w procesie w ydzielania i pobierania tlenu.
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Stwierdzono (27, 28, 34), że u wielu glonów światło zielone (570 nm) 
absorbowane głównie przez fikobiliny, wyw ołuje intensyw ną fotosyntezę 
bezpośrednio po oświetleniu (rysunek 5). W okresie ciemności następu
jącym  bezpośrednio po okresie działania św iatła zielonego, odbywa się 
norm alne pobieranie tlenu  związane z oddychaniem  (mniej więcej tak  
samo intensyw ne jak  u obiektu kontrolnego, to znaczy trzym anego 
w ciągłej ciemności). Natom iast jeżeli oświetlić roślinę m onochrom atycz
nym  św iatłem  czerwonym  o długości fali 695 nm natężenie fotosyntezy 
jest niewielkie. Jednakże w okresie ciemności następującym  bezpośred
nio po okresie działania św iatła czerwonego pobieranie tlenu  jest znacz
nie intensyw niejsze niż u obiektu kontrolnego (rysunek 5).

ATP AD P+ P

NADP**— | ę  q7 j cytochrom f  p l a s t o c j a n in a •<— | ę  Q//| ^  h20

t-l tq °2
hvi  hvjj

Rys. 4. U proszczony sch em at p rzenoszen ia  e lek tro n ó w  z H 20  n a  N A D P w  p ro c e 
sie fo tosyn tezy .

hvj, hvji — l-śza  i 2-ga reakcja fotochem iczna; Caj, Cajj — specjalne form y ch lorofilu  a b io
rące bezpośredni udział w  przenoszeniu  elektronów ; Q — plastochinon  (29)

R ys. 5. Z m iany  w  n a tężen iu  w y d z ie lan ia  i p o b ie ran ia  0 2 u P o rp h y r id iu m  cru en -  
t u m  (w artośc i w zg lędne — odczyty  n a  ap a rac ie  sam o re je s tru jący m ) w yw ołane  
o św ie tlen iem  św ia tłem  zielonym  i czerw onym . O dcinek  N re p re z e n tu je  fo to s ty -

m u lac ję  oddychan ia .
Stosow anie in tensyw n ości św iatła: z ielone — 178 erg cm 2 s - 1 czerw one — 216 erg cm =2  s ~ ł (34)

Badacze grupy F r  e n c h a określili w idm a działania św iatła dla 
stym ulacji w ydzielania tlenu  w okresach oświetlenia i stym ulacji pobie
ran ia  tlenu  w okresach ciemności. U Ulva widmo działania dla pobie
ran ia  tlenu  ma główne m aksim um  przy  675 nm i słabsze przy  650 nm. 
Natom iast widmo działania dla wydzielania tlenu  ma główne m aksim um  
przy  650 nm i słabsze przy 675 nm (81). O kreślenie w idm  działania
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św iatła dla stym ulow ania w ydzielania i pobierania tlenu  było możliwe 
dzięki zablokowaniu jednego z fotosystem ów (powodującego wydziela
nie tlenu  w okresach oświetlenia) działaniem  3-(3,4-dwuchlorofenylo)- 
2,1-dwum etylomocznika (DCMU). Związek ten  nie inaktyw uje system u 
fotochemicznego stym ulującego pobieranie tlenu  w okresie ciemności. 
M echanizm stym ulującego działania św iatła na pobieranie tlenu podczas 
oddychania jest nieznany. Być może jeden z fotosystem ów czynnych 
w fotosyntezie działa na szybkość przem iany m etabolitów  procesu odde
chowego (33).

Aktywność system ów fotochemicznych związanych z fotosyntezą 
uw arunkow ana jest absorpcją św iatła przez barw niki asym ilacyjne. 
G o v i n d j e e  i R a b i n o w i t c h  (43) pierwsi zwrócili uwagę na 
możliwość uczestniczenia określonych form  chlorofilu w różnych reak 
cjach fotosyntezy. M u l l e r ,  F o r k  i W i t t  (61) porów nali widma 
czynne system ów I i II z położeniem m aksimów absorpcji poszczegól
nych barw ników  asym ilacyjnych i wykazali, że z system em  I związany 
jest Ca682, Ca695 i być może częściowo Cb650 (patrz także 29). Natomiast 
z II system em  jest związany Cb650 i Ca674. Podobnie G o e d h e e r  (41) 
wykazał, że z system em  q związane są Ca680 i Ca695, zaś z system em  p — 
Ca670. F r e n c h  i F o r k  (34) przypuszczają, że pobieranie tlenu  jest 
stym ulow ane przez system  absorbujący światło raczej długofalowe, 
w k tórym  biorą udział Ca683 i Ca695, natom iast w ydzielanie tlenu  jest 
związane z chlorofilem  b, Ca675, karotenoidam i i fikobilinam i. Pierw szy 
z wym ienionych system ów tak zwany system  chlorofilowy absorbujący 
fale długie (LWC — od ang. long wavelength chlorophyll system) odpo
wiada systemowi I. Drugi — pomocniczy system  barw ników  (AP od 
ang. accessory p igment system ) odpowiada systemowi II.

Nasuwa się pytanie, czy wszystkie spośród drobin barw ników  zwią
zanych bądź to z system em  I bądź z system em  II pełnią identyczną 
funkcję, to znaczy absorbują kw anty  św ietlne i biorą udział w przeno
szeniu elektronów , czy też są określone drobiny specjalnie predestyno
wane do uczestniczenia w reakcjach związanych z przenoszeniem  ele
ktronów . Dotychczas nie uzyskano pełnej odpowiedzi na to pytanie. K o k  
(49, 50) podał szereg dowodów wskazujących, że chlorofil P 700 uczestni
czy bezpośrednio tylko w jednej reakcji fotochemicznej. G o v i n d j e e  
(44) przypuszcza natom iast, że stw ierdzone przez niego m aksim a fluo- 
rescencji przy 696 i 720 nm  pochodzą od drobin chlorofilu a biorących 
bezpośredni udział w dwóch reakcjach fotochemicznych: F 696 byłby zwią
zany z system em  II, a F72o z system em  I. Prawdopodobnie form a chlo
rofilu  F 720 odpowiada chlorofilowi P 700- Nie jest wykluczone, że ta sama 
form a chlorofilu może uczestniczyć w obu system ach (66). Natomiast 
w edług hipotezy G o e d h e e r a  (42) w system ie II nie ma specjalnej 
form y chlorofilu w ystępującej w bardzo m ałych ilościach i pełniącej
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funkcję pułapki energii (energy trap); rolę tę m ają spełniać wszystkie 
drobiny Ca670.

U bakterii purpurow ych w jednym  system ie ma bezpośrednio uczes
tniczyć tylko część drobin bakteriochlorofilu  B890 (79). B arw niki uczes
tniczące bezpośrednio w reakcjach związanych z przenoszeniem  elek tro 
nów, gdyż w ystępują w m ałym  stężeniu na przykład chlorofil P 700 w praw 
dzie w ystępuje powszechnie w roślinach, ale w stężeniu m niejszym  niż 
1% ogólnej ilości chlorofilu (48). U Rhodospirillum rubrum  i Rhodopseu- 
domonas spheroides na około 50 drobin różnych form  bakteriochlorofilu  
przypada jedna drobina B890 (82).

Funkcja innych drobin barw ników  asym ilacyjnych ogranicza się do 
absorpcji kw antów  energii św ietlnej i przekazyw ania jej na pułapki 
energii. Przenoszenie energii z jednych drobin na inne odbywa się w e
dług teorii F o r s t e r a  na drodze indukowanego rezonansu. E fek tyw 
ność przenoszenia energii jest odwrotnie proporcjonalna do szóstej po
tęg i odległości m iędzy drobinam i i odbywa się od drobin absorbujących 
światło o krótszych falach (większa energia kw antu) do drobin absor
bujących światło o dłuższych falach (mniejsza energia kw antu). U Rho
dospirillum rubrum  i Chromatium  energia absorbow ana przez karo te- 
noidy jest przekazyw ana z wydajnością 30—40%, u Rhodopseudomonas  
spheroides z wydajnością bliską 90% (2, 35); natom iast z bakteriochloro
filu B800 do B850 i z B850 do B890 z  w ydajnością praw ie 100% (19).

N iektóre z opisanych wyników w ym agają jeszcze potw ierdzenia. W y
daje się jednak, że istnienie dwóch reakcji fotochem icznych w spółdzia
łających ze sobą w procesie fotosyntezy jest dostatecznie udowodnione. 
Z każdą z tych reakcji związany jest określony system  barw ników  asy
m ilacyjnych. Barw niki główne, w ystępujące w bardzo m ałych ilościach 
bezpośrednio uczestniczą w reakcjach fotochemicznych. Funkcja barw ni
ków towarzyszących, w ystępujących w  znacznie w iększym  stężeniu 
ogranicza się do absorbow ania kw antów  energii św ietlnej i przekazyw a
nia jej na barw niki główne.

W  a rty k u le  tym  s ta ra n o  się p rzed staw ić , w  sposób n a jb a rd z ie j ogólny, n ie 
k tó re  p ro b lem y  zw iązane z fo tochem iczną s tro n ą  fo tosyn tezy . Ze w zg lędu  na 
og rom ną liczbę p rac  pośw ięconych  tem u  zag ad n ien iu  n ie p odano  pełnego  w y k azu  
p iśm ien n ic tw a . Z a in te re so w an i m ogą znaleźć ta k ie  w y k azy  w  in n y ch  o p ra c o w a 
n iach  (17, 31, 52, 73, 78).
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J . W . SZARKOWSKI, T. GOŁASZEWSKI*

Molekularna struktura chloroplastów a światło

The Molecular Structure of Chloroplasts and the Light

T he effec t of lig h t on th e  dev e lo p m en t of p la s tid  s u b s tru c tu re  e lem en ts  c o r
re la te d  w ith  b iochem ical ch an g es a t th e  m o lecu la r lev e l in  th e  o rg an e lla  a re  d is
cussed. A tte n tio n  has been  focused  on th e  u n iq u e  b io log ica l s ta tu s  of c h lo ro p la s ts  
ex p re ssed  in  th e  fa c t th a t  lig h t enab les, as th e  in d isp en sab le  fac to r, th e  fo rm a tio n  
of s tru c tu re s  specia lized  in  u tilisa tio n  of lig h t energy .

W procesie fotosyntezy czynne są p lastydy  o różnym  stopniu uorga- 
nizow ania s tru k tu ry  w ew nętrznej: chloroplasty, feoplasty b runatn ie  i ro- 
doplasty  krasnorostów  i okrzem ek (38) oraz najpraw dopodobniej chro- 
m atofory bakterii fotosyntetyzujących. Podstawowa funkcja  tych  orga
nelli jest uzależniona od św iatła, jednakże w arunkiem  ich fizjologicznej 
czynności, obok obecności barw ników  asym ilacyjnych, jest określona 
s tru k tu ra  w ew nętrzna. Barw niki asym ilacyjne jako składniki elem en
tów substruk tu ra lnych  p lastydu  grają rolę w procesach w ykształcania 
się s tru k tu ry  tej organelli, a wiadomo, iż światło jest nieodzownym  czyn
nikiem  w pewnych etapach syntezy chlorofilu. Logiczną im plikacją tych  
stw ierdzeń jest hipoteza, coraz bardziej dziś ugruntow yw ana, o udziale 
św iatła w samym  procesie rozw oju s tru k tu ry  plastydów.

Treścią naszego a rty k u łu  będą zagadnienia udziału św iatła w w y
kształcaniu się podstawowego elem entu s tru k tu ry  plastydów  — syste
m u lam ellarnego oraz w procesach różnicowania się s tru k tu ry  organelli 
na poziomie cząsteczkowym. Zagadnienia te  należy omawiać łącznie, gdy 
rozważa się tak  zwany m orfogenetyczny w pływ  św iatła na rozwój orga
nelli nie m ający nic wspólnego w fotosyntezą (67, 113). Pom iniem y na
tom iast wpływ św iatła na fotosyntezę i na ruchy  chloroplastów w ko
mórce. (Szerszy opis tego zjaw iska można znaleźć w 37, 38 i 122).

W pływ ając bezpośrednio na rozwój plastydów  czynnych w fotosyn
tezie, a także w biosyntezie białek i przem ianach tłuszczowców (36) św ia
tło jest podstawowym  czynnikiem  w rozw oju organizm u roślinnego tra k 
towanego jako całość. Choć w ciemności odbywa się również wzrost

* Doc., d r, In s ty tu t B iochem ii i B iofizyki PA N , W arszaw a
* D r, ad iu n k t, In s ty tu t  B iochem ii i B io fizyk i PA N , W arszaw a
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rośliny, to jednak jest on powolniejszy w późniejszych etapach (120) — 
figury  m itotyczne w tkankach  m erystem atycznych roślin etiolow anych, 
są m niej liczne niż u roślin ośw ietlanych (16).

I. Wewnętrzne uorganizowanie chloroplastów

C hloroplasty roślin odm iennych stanow isk system atycznych różnią 
się wielkością i kształtem . Różnice te są szczególnie w yraźne u roślin 
niższych, natom iast u roślin wyższych dojrzałe chloroplasty m ają  ba r
dziej ujednolicony, soczewkowaty kształt i średnicę około 4—6 n., a g ru 
bość około 2—3

Rys. 1. U łożenie ty lak o id ó w  w  obszarze g ran u m  (wg 75).
I. Tylakoid granum  (nieprzechodzący); II. Tylakoid  strom y (przechodzący); A. K om pleksy  

w ieloenzym ow e, B. Cząstki b iałkow e 60 A, C. W arstwa lip idow a 40 A

W latach 1938— 1940 M e n k e (60, 61) badając s tru k tu rę  chloroplas
tów  roślin z rodzaju Anthoceros  w spolaryzowanym  świetle nadfioleto
wym  stw ierdził, że są one wypełnione tw oram i o wyglądzie blaszek, 
nazw anych lam ellam i, co potwierdzono następnie za pomocą m ikrosko
pu elektronowego również na innych obiektach. Lam elle są tw oram i 
dwum em branowym i, przypom inającym i wyglądem  spłaszczone w orki — 
stąd  M e n k e (62) zaproponował dla nich nazwę „tylakoidy” .

Układ lam elarny jest powszechny w świecie roślinnym . N aw et u p ry 
m ityw nych przedstaw icieli św iata roślinnego, na przykład u sinic nie m a
jących plastydów, apara t fotosyntetyczny zbudowany jest z tylakoidów  
rozłożonych pojedynczo w chrom atoplazm ie najpraw dopodobniej w  s ta 
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łych odległościach (58). U roślin zaw ierających plastydy podstawą s tru k 
tu ry  chloroplastów jest układ zam kniętych lam elli zatopionych w sub
stancji podstawowej p lastydu  czyli w matrix;  całość otoczona jest po
dw ójną błoną odgraniczającą chloroplast od reszty  cytoplazm y. W ielo- 
postaciowość układu lam elarnego w ynika z różnego ułożenia tylakoidów 
w ew nątrz plastydu. W plastydach glonów tylakoidy ułożone blisko sie
bie tw orzą zespoły, a ilość tylakoidów w zespole jest, przynajm niej 
w  n iek tórych  grupach system atycznych stała (58). W chloroplastach 
roślin wyższych zaw ierających skupiska zieleni tak  zwane grana (ter
m in użyty  po raz pierws'zy przez M e y e r a  w 1882 r.) w ystępują dwa 
podstaw owe typy  tylakoidów : dłuższe ty lakoidy strom y — przebiegające 
zgodnie z dłuższą osią chloroplastów i krótsze tylakoidy gran — wcho
dzące w skład jednego granum . G ranum  powstaje przez charakterystycz
ne ułożenie tylakoidów  w stos (57, 59, 75) względnie przez ich zagięcie 
lub rozszczepienie (75) (rysunek 1). W e h r m a y e r  (111, 112) zaobser
wował u Spinacia oleracea, że n iektóre tylakoidy tworzące granum , 
z jednej jego strony  wychodzą do obszaru międzygranowego, a z drugiej 
zaś kończą się na brzegu stosu. Te ty lakoidy nazywa on nieprzechodzą- 
cymi w odróżnieniu od przechodzących, k tóre są wspólne dla kilku gran.

II. Budowa błon tworzących tylakoidy

Głównym i składnikam i budulcow ym i tylakoidów są białka i tłuszcze 
(36, 38, 57). Tylakoidy są nośnikam i chlorofilu, którego ilość ocenia się 
na 8— 10«/o (58).

Zastosowanie w m ikroskopii elektronow ej nadm anganianu potasu 
do u trw alan ia  preparatów  tkankow ych pozwoliło stw ierdzić, że błony 
tworzące ty lakoidy  posiadają sym etryczną tró j w arstw ow ą budowę: dwie 
w arstw y  ciemne, gęste dla elektronów , obejm ują z obu stron w arstw ę 
jasną. Obie w arstw y zew nętrzne, zbudowane głównie z białek m ają g ru
bość 20 A, zaś w arstw a środkowa, zbudowana z lipidów — 35 A (73). 
Budowa ta  jest podobna w szczegółach do tak  zwanej jednostki s tru k 
tu ra lnej błon (m em brane un it) o grubości 75 A  postulowanej przez 
R o b e r t s o n a  (89) dla całego szeregu różnych błon kom órkowych.

W ostatn ich  latach  w ielu autorów  póstulowało modele s tru k tu ry  mo
leku larnej błon tw orzących tylakoidy. O m awiają je dokładnie F r e y -  
W y s s l i n g  i M i i h l e t h a l e r  (31). Modele te  naw iązyw ały w za
sadzie do zaproponowanego przez D a n i e l l i  i D a w s o n a w  1935 r. 
(19) i ogólnie przyjętego modelu, w edług którego podstawowe składniki 
błon — białka i lipidy są ułożone warstwowo. Palisady złożone z dwóch 
cząsteczek fosfolipidów są usytuow ane m iędzy dwiema w arstw am i bia
łek, prawdopodobnie globularnych. Białka i lipidy stanow ią więc zasad
niczo oddzielne, lecz zarazem  ciągłe fazy, bowiem polarne grupy fosfo
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lipidów są elektrostatycznie związane z białkam i (3). Możliwość udziału 
hydrofobow ych grup lipidów w tw orzeniu kompleksów białkowo-lipi- 
dowyeh, ma również znaczenie w  kształtow aniu s tru k tu ry  m olekular
nej błon (3).

Oczyszczone s tru k tu ra ln e  białko tylakoidów z chloroplastów Allium  
porrum  zawiera 8 końcowych grup -NH2 i 13 końcowych grup -COOH, 
co wskazuje, że składa się ono z w ielu  łańcuchów polipeptydow ych (63, 
64). U roślin różnych grup system atycznych procentowy udział poszcze
gólnych aminokwasów w białku lam elarnym  chloroplastów okazał się 
stosunkowo sta ły  (108, 109). S truk tu ra lne  białko tylakoidów  rozpuszcza
jąc się w bezwodnym kwasie m rówkowym  rozpada się na jednorodne 
podjednostki o stałej sedym entacji 5,9S (110). Skład aminokwasowy 
takich pod jednostek jest identyczny ze składem  nierozpuszczonego biał
ka struk turalnego  tylakoidów . Istnienie regularnych  podjednostek biał
kowych o jednakow ej stałej sedym entacji pozwala wnosić o granularnej 
organizacji błon tylakoidów.

Spośród ośmiu frakcji tłuszczowców otrzym anych z całej tkank i liś
ciowej, pięć w ystępuje  w plastydach (119). Lipidy chloroplastów zwią
zane są głównie z układem  lam elarnym . Podstaw owym i ich składnika
mi są gliko-, sulfo- oraz fosfolipidy, przede w szystkim  fosfatydylo- 
i dwufosfatydyloglicerol (57). W lipidach chloroplastów szpinaku zna
leziono ponad 10 różnych kwasów tłuszczowych, przew ażnie nienasy
conych. Głównym składnikiem  jest kwas linolenowy, a wśród nasyco
nych przeważa kw as palm itynow y (16). Bogactwo lipidów zaw ierających 
grupy tak  hydrofilow e jak i hydrofobowe, skłania do poglądu, że okre
ślają one s tru k tu rę  lam elarną chloroplastów. Specjalną rolę według 
B e n s o n a  (4) gra tu ta j fosfatydylo- i dwufosfatydyloglicerol.

Ogólnie p rzy ję ty  pogląd, że błony tworzące tylakoidy m ają sym e
trię  jednostki s tru k tu ra ln e j błon zakwestionowali P a r k  i P o n  (84) 
w 1961 r. O trzym ali oni tylakoidy szpinaku przez rozbicie chloroplastów 
ultradźw iękam i i stw ierdzili, że błony tworzące tylakoidy m ają budowę 
granularną. P rzedstaw iony przez nich model zakłada, że błony te m ają 
s tru k tu rę  n iesym etryczną i są utw orzone z dwu różnych w arstw  — w e
w nętrznej w arstw y pow tarzających się elem entów  granularnych  i ze
w nętrznej w arstw y ciągłej, n iegranularnej, przy czym całkowita grubość 
tylakoidu w ynosiłaby 160 A. Cząstki granularne nazwane kwantasom am i 
(17), m ają w ym iary 185X155X100 A (83). Podobną koncepcję g ranu lar
nej s tru k tu ry  tylakoidów przedstaw ili K r e u t z  i M e n k e  (52) na pod
staw ie pomiarów ugięcia prom ieni X przez tylakoidy. W edług nich gru
bość tylakoidu wynosi około 177 A, średnica granuli — 36 A, zaś grubość 
w arstw y lipidowej, na k tórej ułożone są granule — około 35 A. Należy 
podkreślić, że po raz pierwszy w ystępow anie pow tarzających się tworów 
granu larnych  o średnicy 65 A  na powierzchni błon chloroplastow ych
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stw ierdzili już w 1953 r. F r e y - W y s s l i n g  i S t e i n m a n n  (33) 
i przypuszczali, że są to kom pleksy chrom o-lipoproteidowe. Można by 
przyjąć, że kom pleksy te stanowią najm niejszą, morfologiczną jednostkę 
fotosyntetyczną, postulow aną uprzednio przez E m e r s o n a  i A r n o l -  
d a (24). W edług K o k a  (51) taka  jednostka powinna zawierać 300 czą
steczek chlorofilu, a w edług B a s s h a m a  i S h i b a t y ( 2 )  — 480. P a r k  
i wsp. (83, 85) przy jm ują, że kw antasom  jest najm niejszą jednostką s tru k 
tu ra ln ą  zdolną do przeprow adzenia reakcji św ietlnej fotosyntezy. Za
w iera ona 50% substancji białkowych, a resztę stanowią substancje roz
puszczalne w heksanie, acetonie i m etanolu. Analiza spektrochem iczna 
w ykazała w nich obecność Mg, Ca, Fe, Mn, Cu, Al i Si. Obliczono przy 
tym , że na jeden kw antasom  przypada około 230 cząsteczek chlorofilu. 
Ciężar cząsteczkowy kw antasom u wynosi 2,0X 106.

Do koncepcji, że błony tylakoidów  m ają sym etrię jednostki s tru k tu 
ralnej błon w racają jednak ostatnio M i i h l e t h a l e r  i wsp. (75). Badali 
oni s tru k tu rę  tylakoidów  szpinaku kilkom a m etodam i; m iędzy innym i za
stosowali nową m etodę tak  zwaną ,,freeze etching” opisaną niedawno przez

A.

M o o r a i wsp. (68, 69, 70). M etoda ta polega na odsublim owaniu lodu 
zc skraw ków  m ikrotom owych. Pow stały w ten  sposób rysunek napyla 
się węglem  a p latyną  i o trzym aną replikę bada w m ikroskopie elek tro
nowym. Stosując tę m etodę M i i h l e t h a l e r  i wsp. (75) doszli do wnio
sku, że błony zbudowane są z trzech w arstw : środkowej, najpraw dopo
dobniej lipidowej i dwóch w arstw  granu larnych  n a tu ry  białkowej. G ra
nule o średnicy 60 Á są częściowo zanurzone w w arstw ie lipidowej
o grubości 40 A tak, że całkowita grubość błony wynosi 120 A (rys. 2). 
A utorzy są zdania, że nadm anganian potasu, czy czterotlenek osmu zwy
kle stosowane do u trw alania  i kontrastow ania preparatów  niszczą w ar
stw y g ranú lam e przez co zam iast granuli na zdjęciach widoczne są dwie 
jednorodnie ciemne w arstw y leżące sym etrycznie po obu stronach jas
nej w arstw y lipidowej. Zm ienia się przy tym  grubość błon tylakoidu 
z 120 A na 75 A (20 +  35 +  20 A) (73). Jednostki g ranú lam e obserwowane 
przez M ü h l e t h a l e r a  i wsp. na  zew nętrznej stronie błony okalają
cej tylakoid m ają tendencję do tw orzenia zespołów złożonych z czterech 
jednostek. Taki zespół o ciężarze cząsteczkowym około 372 000, odpo

R ys. 2. S tr u k tu ra  b łony  tw o rzące j ty lak o id  (wg 75).
K om pleksy w ieloen zym ow e; B. Cząstki b ia łkow e; C. W arstwa lip idow a

http://rcin.org.pl



J. W. SZ A R K O W SK I, T. G O Ł A SZ E W SK I

w iadałby rozm iaram i kwantasom owi. Również P a r k  (82) stw ierdza, że 
kw antasom  zbudowany jest z czterech podjednostek granularnych, k tó
rych średnica wynosi około 90 A. Uważa on, że kw antasom y mogą tw o
rzyć bądź układy krystaliczne, stanow iące najw yżej uorganizowaną fo r
mę tylakoidów, lub zespoły nieuporządkow ane, przy czym rodzaj układu, 
na przykład w chloroplastach liści szpinaku, zależy od w arunków  oświe
tlenia. U roślin krótkiego dnia, na przykład z rodzaju Pharbitis układ 
kwantasom ów jest, jak się w ydaje, niezależny od w arunków  oświetlenia.

G ranularną s tru k tu rę  błony tylakoidów stw ierdzono także u roślin 
niższych, na przykład u glonu Oscillatoria rubescens, nie m ającego chlo
roplastów. Większość granuli wynosiła około 50 A, a błony tworzące 
tylakoidy m iały sym etrię jednostki s truk tu ra lnej błon (43).

W ciągu ostatnich dziesięciu lat zebrano liczne dowody, że również 
inne błony komórkowe zbudowane są z pow tarzających się uorganizo- 
w anych jednostek, tw orzących kom pleksy enzym atyczne (39). Tak na 
przykład błony m itochondriów zbudowane są z pow tarzających się czą
stek elem entarnych (EP), k tóre rozm iaram i i ciężarem  cząsteczkowym 
odpowiadają kwantasom om  chloroplastów, a są kom pleksam i enzymów 
łańcucha oddechowego (27, 28).

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

III. Wpływ światła białego na rozwój struktury plastydów

Pozbawione chlorofilu p lastydy roślin wyższych hodowanych w ciem
ności są uboższe w białka, m ają m niejsze rozm iary i bardziej kuliste 
kształty  niż p lastydy roślin hodowanych w norm alnych w arunkach  
oświetlenia (21). P lastydy  glonu Euglena gracilis zwiększają na świetle 
pulę w łasnych białek (12, 13). Plastydolem a etiolow anych plastydów  
jest znacznie bardziej krucha niż chloroplastów (56). Stanow i to n iew ąt
pliwie odbicie pewnych różnic w składzie chem icznym  obu tych  form 
plastydów, najbardziej różnią się one jednak s tru k tu rą  w ew nętrzną. Jak  
stw ierdzili H o d g e  i wsp. (42) za pomocą m ikroskopu elektronowego 
plastydy etiolowanej kukurydzy  nie m ają typowej dla chloroplastów, 
warstw owej s tru k tu ry  w ew nętrznej. U bakterii fo tosyntetyzujących 
w w arunkach zaciem nienia zm ienia się ilość zarówno barw ników  asy- 
m ilacyjnych jak i chrom atoforów (kuliste tw ory o średnicy około 1100 A), 
stanow iących aparat fo tosyntetyczny (81, 91). Jednakże w w arunkach  
ograniczonego dostępu tlenu  bakterie  te syntetyzują  barw niki asym ila- 
cyjne i tw orzą chrom atofory naw et w ciemności (18). W edług F a s s e -  
F r a n z i s k e t t  (26) m etam orfoza plastydów  — ich rozwój ze stadiów 
proplastydów , czyli zawiązków plastydialnych — nie jest skorelowany 
z rozwojem całych komórek, zależny jest natom iast od oświetlenia. Świa
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tło w yw iera  więc niejako podwójny wpływ  na aparat fotosyntetyczny 
roślin; na skład  chemiczny plastydów, co jak przyjm uje S i s s a k i a n  (99) 
w ynika z przesunięcia równowagi procesów katabolicznych i anabolicz
nych na korzyść tych ostatnich i na proces różnicowania się s tru k tu ry  
organelli. Obydwa te  efekty  są ze sobą ściśle związane i współzależne. 
W związku z tym  w badaniach nad w pływ em  św iatła na rozwój p lasty 
dów w yróżnić można dwa główne kierunki: morfologiczny i biochemicz
ny, k tó re  kolejno omówimy.

Pod w pływ em  św iatła w kom órkach roślin hodowanych uprzednio 
w ciemności, zwiększa się ilość plastydów  (21). Rosną przy tym  ich roz
m iary, zm ienia się ich kształt z kulistego na dyskoidalny oraz barw a ze 
słom kowo-żółtej na zieloną (21, 25, 34, 56, 121). Zm iana barw y wskazuje 
na syntezę chlorofilu. Kom órki glonów odzyskują norm alną ilość 
plastydów  w ciągu 36—48 godzin po ośw ietleniu (98). Gdy natom iast 
ośw ietlane kom órki na przykład Euglena gracilis umieści się w ciemności, 
wówczas chloroplasty powoli zm niejszają swoje rozm iary (25) i tracą 
układ lam elarny  (25, 118). Po ponownym  oświetleniu układ ten  w y
kształca się z pow rotem  w ciągu około 72 godzin (118), przy czym chlorofil 
pojaw ia się zanim utw orzy się układ tylakoidów. Prawdopodobnie dzieje 
się tak  również podczas m etam orfozy plastydów  z zawiązków proplasty- 
dialnych, w norm alnych w arunkach  w zrostu roślin na świetle.

H o d g e i wsp. (42) zaobserwowali w  plastydach etiolowanej kuku
rydzy zam iast system u lam elarnego charakterystyczne tw ory pęcherzy- 
kowate. Uznali oni, że jest to etap rozw oju system u lam elarnego i zapro
ponowali, dla całego układu nazwę „ciało p ro lam elarne” (prolamelar 
body). Tw ory te przyom inały niekiedy kryształk i obserwowane 
w młodych, niedojrzałych plastydach przez H e i t z a (40) i L e y o n a 
(53). Geneza ciała prolam elarnego nie jest jasna. Zdaniem  niektórych 
autorów  (53) mogłoby ono powstawać w  form ie kryształów  H e i t z a -  
L e y o n a przez w ykrystalizow yw anie pew nych rejonów  strom y, zda
niem  innych (71, 74) — przez w puklenie otoczki p lastydialnej do wnętrza 
p lastydu  i następne odłączanie się drobnych pęcherzyków. Najczęściej 
ciało prolam elarne stanow i zespół m niej lub bardziej regularn ie ułożo
nych podługowatych pęcherzyków. M u r a k a m i  (76) uważa, że czym 
dalej posunięty jest rozwój plastydu, tym  bardziej regu larny  jest sposób 
ułożenia pęcherzyków ciała prolam elarnego. Pod wpływem  św iatła po
szczególne pęcherzyki oddzielają się, po czym układają się w koncen
tryczne w arstw y tworząc tak  zwane s tru k tu ry  pierścieniowe (23), które 
m ożna uważać za wczesny etap rozw oju tylakoidów. Następnie drogą 
fuzji powstawałby system  rureczek, przekształcających się ostatecznie 
w tylakoidy strom y i gran (46). Ostatnio zaobserwowano (1) zmiany 
s tru k tu ry  ciała prolam elarnego pod wpływem  różnych w arunków  oświe
tlen ia u białych i słabo-zielonych m utantów  kukurydzy. Po zaciemnieniu
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rośliny, powstałe uprzednio w plastydach rureczki, pękają i w ytw arzają  
się pęcherzyki. Ten rodzaj dezintegracji struk tu row ej nasuw a m yśl, że 
brak  św iatła nie ty lko  ham uje rozwój p lastydu, ale naw et uwstecznia 
jego organizację. Jednakże ciała pro lam elarne obserwowano naw et w p la
stydach słabiej ośw ietlanych narządów roślin, jak  na przykład w ew nętrz
nych liści pąków względnie m łodych liści roślin jednoliściennych tkw ią
cych między podstaw am i liści starszych (71, 74).

Szczególnie dokładne badania nad wyglądem  i s tru k tu rą  ciała pro- 
lam elarnego prow adzili K l e i n  i wsp. (23, 45, 46, 47, 48, 50). Ich zda
niem  ciało prolam elarne plastydów  etiolow anych liści fasoli przedstaw ia 
się jako trójw ym iarow a siateczka połączonych ze sobą pęcherzyków 
rurkokształtnych , k tórych  w nętrze jest bardziej gęste niż przestrzeń 
m iędzypęcherzykowa. E lem enty tego tw oru  są dość ściśle ze sobą połą
czone, na co w skazuje fakt, że autorom  udało się otrzym ać wolne ciało 
prolam elarne, bez otaczającej je strom y i otoczki p lastydialnej. Ciało 
prolam elarne wypełniać może — szczególnie w ostatn ich  stadiach swego 
rozw oju — całe w nętrze plastydu, choć niekiedy m a ono jedynie n ie
wielkie rozm iary (50). Na rysunku  3 przedstaw iono zdjęcie ciała prola- 
m elarnego w m ikroskopie elektronow ym .

Rozwój system u tylakoidów  jest ściśle uzależniony od końcowych 
etapów  syntezy chlorofilu. W letalnych m utan tach  jęczm ienia pozbawio
nych chlorofilu (72, 114, 115), organizacja p lastydu  naw et na świetle 
zatrzym ana jest w stadium  ciała prolam elarnego. Podobnie bezbarw ne 
lub słabo zabarwione plastydy plam istych odm ian roślin z rodzaju Liriope 
w ytw arzają  zam iast tylakoidów ciała prolam elarne o m niej uporządko
w anym  ułożeniu pęcherzyków  niż w ciele pro lam elarnym  plastydów  
roślin etiolow anych (76). Zakłócenie syntezy chlorofilu przez s trep to 
m ycynę (98) lub podwyższoną tem pera tu rę  (10, 11) również ham uje nie
odw racalnie rozwój tylakoidów.

Są dane, że now osyntetyzow any chlorofil jest w plastydzie w formie 
protochlorofilidu (106, 117) i dopiero na św ietle jego podwójne wiązanie, 
znajdujące się prawdopodobnie w pozycji 7 i 8 uk ładu  porfirynow ego 
(8, 101), ulega redukcji, a pow stały chlorofilid łącząc się z fitolem  daje 
chlorofil (46, 117). W plastydach etiolow anej Eugleny  chlorofil nie w y
stępuje  w w ykryw alnych ilościach — stw ierdzono jedynie protochlorofilid 
(78). Jednakże w liściach etiolowanej fasoli 20'°/o protochlorofilidu jest 
połączone z fitolem  (101). Opisano też m u tan t glonu Chlamydomonas, 
syn tetyzu jący  chlorofil naw et w ciemności (90). N ieznany jest w praw 
dzie donator wodoru dla odbywającej się na świetle redukcji protochlo
rofilidu, nie jest jednak wykluczone, że redukcja ta  przebiega jedno
cześnie z utlenianiem  białka związanego z chlorofilidem , co może dopro
wadzić do pewnych zmian s tru k tu ry  tego białka zapoczątkow ujących 
zm iany struk tu ra lne  całego plastydu  (48).
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Rys. 3. E lek tro n o -m ik ro sk o p o w e  zd jęc ie  ciała prolamelarnego etio low anjeh  liści
fasoli 14 000 x  (wg. 48).
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Fity lacja  powstałego na świetle chlorofilidu, odbywająca się praw do
podobnie przy  udziale chlorofilazy (14, 117), zaczyna się po upływie około 
1 godziny od rozpoczęcia naśw ietlania rośliny (15). W ciągu pierwszych 
5 godzin oświetlania zm iany s tru k tu ry  plastydu odbywają się bez poważ
niejszych zmian zawartości chlorofilu (48). W skazywałoby to, że po prze
kształceniu  obecnego w etiolowanym  plastydzie protochlorofilidu w chlo
rofil zajść muszą jakieś dodatkowe procesy zapoczątkowujące syntezę 
protochlorofilidu (78). Po 24-o godzinnym oświetlaniu roślin św iatłem
0 słabym  natężeniu (około 20 lx) w tem peraturze 26° w plastydach obecny 
jest chlorofilid, a z ciała prolam elarnego pow stają s tru k tu ry  pierście
niowe (23, 46). Oświetlenie św iatłem  o natężeniu około 4000 lx  powoduje 
pojaw ienie się w plastydach chlorofilu, przy czym szybko pow stają 
ty lakoidy  (46). Podobną sekwencję zjawisk zaobserwowano podczas 
intensyw nego oświetlania roślin uprzednio etiolowanych w tem peraturze 
3° (45). K l e i n  i B o g o r a d  (47) podsum ow ując dotychczasowe obser
wacje stw ierdzają, że po oświetleniu roślin etiolow anych można zaobser
wować trzy  następujące po sobie fazy rozwojowe plastydów. W fazie
1 gw ałtow nie rozluźnia się uporządkow any system  rurkokształtnych  ele
m entów  ciała prolam elarnego tw orzących centrum  i pow stają pojedyncze 
w ydłużone pęcherzyki, a równocześnie odbywa się fotokonw ersja pro to
chlorofilidu w chlorofilid. W fazie II uform owane, wydłużone pęcherzyki 
rozprzestrzeniają się w strom ie plastydu  i tw orzą wiązki układające się 
w pętle, k tóre następnie przekształcają się w s tru k tu ry  pierścieniowe. 
Zanikowi ciała prolam elarnego tow arzyszy w strzym anie syntezy chloro
filu, (faza „lagr”). W końcowej III fazie rozwojowej p lastydu rozpoczyna 
się gwałtow na synteza chlorofilu i pow stają ty lakoidy strom y i gran.

B u t l e r  (14) przypuszcza, że fity lacja  chlorofilidu jest niezbędnym  
procesem  dla powstawania tylakoidów , a w edług V i r g i n a i wsp. (107) 
również pow staw anie gran charakterystycznych  dla chloroplastów roślin 
wyższych, odbywa się równolegle z syntezą chlorofilu.

Pow staje pytanie, dlaczego przyłączenie fito lu  do chlorofilidu może 
mieć tak  doniosłe znaczenie dla rozwoju system u tylakoidów  plastydu? 
Jest prawdopodobne, że apolarność ogona fitolowego cząsteczki chloro
filu  um ożliw ia lepsze jej rozpuszczenie w  substancjach lipidowych 
plastydu. P rzy jm ując dawne koncepcje o w arstw ow ej budowie ty la 
koidów (np. F r e y - W y s s l i n g a  (29)) pasm a białek i lipidów byłyby 
połączone m onowarstwowo ułożonymi m iędzy nim i cząsteczkami chloro
filu. Jednakże wobec powszechnie dziś przyjętego poglądu o g ranu larnej 
s truk tu rze  błon tylakoidów, gdzie poszczególne granule (kwantasom y) 
zaw ierają chlorofil i stanow ią kom pletne zespoły enzym atyczne, odpo
wiedź na postaw ione pytanie jest trudna.

Podobnie jak chlorofil stanow i in tegralny  składnik tylakoidów, w a
runkujący  ich s truk tu rę , tak  p rekursory  chlorofilu są praw dopodobnie
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związane z ciałem prolam elarnym . W ykazano, że wyizolowane „wolne” 
ciało prolam elarne jest zdolne do fotokonw ersji protochlorofilidu in vitro, 
bez dodatku innych frakcji kom órkowych (50).

Obok chlorofilu również barw niki karotenoidow e są składnikam i 
tylakoidów  (kwantasomów) (83). Zdaniem  B u t l e r a  (15) dopiero od
powiednie usytuow anie tych  barw ników  w bliskim  sąsiedztwie cząsteczek 
chlorofilu na teren ie tylakoidów pozwala na odpowiednią wydajność pro
cesu przenoszenia energii w czasie fotosyntezy. Badania nad w ydajnością 
procesu przenoszenia energii mogą być zatem  swojego rodzaju m iarą 
i spraw dzianem  stopnia rozwoju substruk tu ry  plastydu. Jednakże barw 
niki karotenoidow e nie odgryw ają, jak się wydaje, poważniejszej roli 
we wczesnych etapach rozwoju ciała prolam eralnego, chociaż ich syn
teza zachodzić może w ciemności. Ich widma absorpcyjne różnią się od 
widm a protochlorofilu, a zatem  trudno  było przyjąć, że biorą one udział 
w fotokonw ersji tego prekursora chlorofilu (78).

IV. Wpływ światła o różnej długości fali na rozwój plastydów

Dotychczas om awialiśm y w pływ  św iatła białego na rozwój plastydów. 
Badano również w pływ  św iatła o określonym  zakresie długości fal na 
rozwój substruk tu ry  plastydów. F a s s e - F r a n z i s k e t t  (26) stw ier
dziła, że światło fiołkowe bardziej przyspiesza rozwój plastydów  roślin 
etiolow anych niż światło czerwone. B e r g f e l d  zaobserwował, że 
światło niebieskie ma najw iększy m orfogenetyczny wpływ  na rozwój 
gam etofitu  paproci Dryopteris f il ix  (5), powodując najin tensyw niejszą 
syntezę białek, głównie białek s truk tu ra lnych  plastydów  i szybkie 
zwiększanie się ilości plastydów  w komórce oraz ich rozm iarów (6). 
Św iatło czerwone natom iast nie wpływało w poważniejszy sposób na 
intensywność syntezy białek plastydialnych i wzrost sam ych plastydów  
(5, 6). N i s h i m u r a  i H u z i s i g e  (78) stw ierdzili u Euglena, że widmo 
działania dla syntezy chlorofilu z protochlorofilidu jest zbliżone do widma 
absorpcyjnego chlorofilu (maksimum przy 650 m^i, a m inim um  — przy 
500—550 rmi). K l e i n  i wsp. (48) żauważyli, że dla przem iany proto
chlorofilidu w chlorofilid i do w yw ołania zmian struk tu ra lnych  w p la- 
stydach w ystarcza m onochrom atyczne światło czerwone o długości fali 
655 mu i sum arycznej energii 120—280 ergów /m m 2. N atom iast św iatło
o długości fali 683 mu- i tym  sam ym  poziomie energetycznym  nie wyw o
łu je  żadnych zmian struk tu ra lnych  plastydów  i powoduje tylko częściową 
fotokonw ersję barw nika. Światło podczerwone o długości fali 700—730 rmi 
naw et na poziomie energetycznym  około 2500 ergów /m m 2 nie zmienia 
s tru k tu ry  ciała prolam elarnego. Zatem  światło o dłuższych falach ma 
m niejszy w pływ  na rozwój s tru k tu ry  plastydów  niedojrzałych funkcjo
nalnie, chociaż jest odpowiedniejsze dla przem ian fotosyntetycznych, n a j
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wyższą wydajność fotosyntezy uzyskuje się bowiem w świetle czerwo
nym  (37).

In teresujące w yniki otrzym ano badając rozwój plastydów  pod w pły
wem św iatła nadfiołkowego. Jak  w ynika z prac S c h i f f a i wsp. (54, 
92, 93, 94) oraz G i b o r a  i G r a n i c k a  (35), światłoczułe czynniki k ie 
rujące rozwojem plastydu znajdują się poza jądrem  kom órkowym  — 
w cytoplazmie, a być może w samym  plastydzie. Prace tych autorów  
mogą być uważane za rozwinięcie doświadczeń D e  D e k e n - G r e n s o n  
i G o d t s a (22), którzy zauważyli, iż po naśw ietleniu kolonii glonu Eugle
na gracilis św iatłem  nadfiołkowym  pojaw iają się trzy  typy populacji ko
m órek— białe, zielone i m ieszane. S c h i f f i wsp. (54, 92) badając ten  
sam obiekt wykazali, że subletalne daw ki prom ieni o długości fali 254 mu 
powodują powstawanie dziedzicznie białych, bezchlorofilowych kom órek 
niezdolnych do zazielenienia. W naśw ietlanych koloniach niektóre ko
m órki zachowują jednak zdolność do w ykształcania chloroplastów po foto
reaktyw acji św iatłem  białym. N ajw ydatniejszą fotoreaktyw ację uzyski
wano w świetle niebieskim, a nie stwierdzono jej zupełnie w świetle czer
wonym. Dawka prom ieni UV potrzebna do powstania tej sam.^j ilości 
kolonii dziedzicznie białych jest m niejsza w przypadku naśw ietlania ko
m órek etiolowanych. Przyczyną tego m ogłaby być jakaś zmiana chemiczna 
wrażliwego na to prom ieniow anie rejonu  plastydu (receptora) zachodząca 
w czasie rozwoju i zielenienia lub zasłonięcie owego receptora przez roz
w ijającą się pod wpływ em  norm alnego oświetlenia substruk tu rę  plastydu; 
być może receptor znajdujący się częściowo lub całkowicie poza p lasty- 
dem etiolow anym  zostaje wbudow any do w nętrza zieleniejącego plastydu 
i zasłonięty przez jego substruk tury . S c h i f f i wsp. (54) są zdania, że 
w rażliwe na światło nadfiołkowe receptory są zbudowane z nukleopro- 
teidów. Badając bowiem widmo działania św iatła dla inaktyw acji p lasty 
dów etiolowanej Eugleny, czyli u tra ty  przez nie zdolności tworzenia chlo
rofilu, stw ierdzili dwa szczyty: przy 260 mu i m niejszy przy 280 mii.

G i b o r  i G r a n i c k  (35), za pomocą apara tu  mikrowiązkowego na
św ietlali św iatłem  nadfiołkowym  wybiórczo jądra komórkowe i rejony 
cytoplazm atyczne kom órek Eugleny. W pierwszym  przypadku nie stw ier
dzali bielenia kom órek potomnych, w drugim  natom iast — potomne ko
m órki nie m iały chlorofilu. Tym sam ym  poparli oni tezę S c h i f f a 
i wsp. (54, 92, 93, 94) o istn ieniu  w cytoplazm ie czułych na światło nad
fiołkowe receptorów , k ieru jących  rozwojem  plastydu. Czułość tych recep
torów zsynchronizow ana jest z podziałem kom órek i w zrasta tuż przed 
podziałem (86); w czasie podziału — kom órki glonu są m niej wrażliwe. 
Być może w ynika to ze stanu  morfologicznego i fizjologicznego naśw ietla
nego „celu”, którym , nie jest wykluczone, są nukleoproteidow e cząstki 
receptorow e postulow ane przez S c h i f f a i wsp. (54, 92, 93, 94).

11 Postępy B iochem ii http://rcin.org.pl
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V. Wzajemne przekształcenia plastydów

Światło indukujące rozwój system u tylakoidów  plastydu wpływa też 
na proces w zajem nych przekształceń różnych fenotypow ych odmian tej 
organelli to znaczy chloroplastów, leukoplastów, bezbarw nych amylo- 
plastów  zaw ierających skrobię zapasową (które w ystępują głównie w ko
rzeniach i nie m ają tylakoidów  (44)) oraz chrom oplastów czyli barw nych 
plastydów, pozbawionych wyżej uorganizowanej w ew nętrznej s tru k tu ry  
i nie zaw ierających chlorofilu.

Pozbawione tylakoidów  leukoplasty pod wpływem  św iatła mogą prze
kształcać się w chloroplasty. Nie m ają tej zdolności leukoplasty zaw iera
jące dużą ilość białek i olejów tak  zwane proteinoplasty i elaioplasty. 
W ciemności zaś, chloroplasty mogą tracić chlorofil i przekształcać się 
w leukoplasty. N iekiedy leukoplasty przekształcają się w chrom atoplasty. 
F r e y - W y s s l i n g  (30) w yróżnia trzy  typy chrom oplastów: — zawie
rające krystaliczne karotenoidy (w korzeniach marchwi), zawierające 
ziarna żółtych barw ników  — ksantofili (w żółtych płatkach kwiatowych) 
i zaw ierające liczne wiązki barw ników uform ow anych w kształcie nitek 
(często spotykane w owocach roślin z rodziny psiankowatych). Dwa 
ostatnie typy  chrom oplastów stanow ią zdegenerowany typ plastydów 
z dużą zawartością lipidów.

W latach osiem dziesiątych ubiegłego stulecia S c h i m p e r (95) w y
sunął przypuszczenie, że każda z w ym ienionych odmian fenotypowych 
plastydów  może przekształcać się w pozostałe, bez względu na stopień 
uorganizowania ich su b stru k tu r (hipoteza o politropowym  charakterze 
transform acji plastydów). W tym  ujęciu naw et chrom oplasty, m ające 
jedynie prym ityw ną s tru k tu rę  w ew nętrzną, m ogłyby w w arunkach odpo
wiedniego oświetlenia przekształcać się w chloroplasty. Nie zdawano sobie 
wówczas spraw y ze skomplikowanego charak teru  procesu rozwoju s tru k 
tu ry  plastydów, k tórej najw yższą form ą ew olucyjną są granowe chloro
p lasty  roślin wyższych. W 1955 roku F r e y - W y s s l i n g ,  R u c h  
i B e r g e r  (32) przedstaw ili teorię o m onotropowym  charakterze prze
m ian plastydów, k tó rą  można ująć w następujący schem at:

Proplastydy Chloroplasty 5™-atl° , Chromoplasty
ciem ność ^  Leukoplasty ^ św iatło

P roplastydy  czyli niew ielkich rozm iarów plastydy (25) we wczesnych 
stadiach rozwojowych, w ystępujące w tkankach  m erystem atycznych 
(wzrostowych) mogą, w zależności od w arunków  oświetlenia, przekształcać 
się bądź w chloroplasty, bądź w leukoplasty, przy  czym z leukoplastów 
mogą również powstawać plastydy zielone. Chloroplasty przy braku  
św iatła, tracą układ tylakoidów , a równocześnie nagrom adzają skrobię. 
Zm iany takie obserwowali ostatnio O h a d ,  S i e k e v i t z  i P a l a d e
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u glonu Chlamydomonas reinhardi (80). Chrom oplasty byłyby starczą, 
zdegenerowaną struk tu ra ln ie  i funkcjonalnie form ą plastydów. Zdaniem 
F r e y - W y s s l i n g a  i wsp. (23) przekształcenie chrom oplastów w uor- 
ganizowane struk tu ra ln ie  plastydy nie jest możliwe. Silne i długotrw ałe 
oświetlanie niew ątpliw ie przyczynia się w pewnej mierze do przem ian 
degeneracyjnych w chloroplastach, co uwidacznia się choćby w fakcie 
żółknięcia liści w okresie jesiennym .

VI. Molekularne mechanizmy formowania się struktury chloroplastów

Podstawowa rola św iatła w procesie rozwoju plastydów  związana jest 
ze zmianam i ich m etabolizm u. Światło wpływa na procesy fizyko-che
miczne w yw ołujące takie zjawiska jak zm iany objętości plastydów  (121), 
reagowanie układów  białek kurczliw ych tych  organelli i jak zmiany 
w transporcie jonów m etalicznych oraz gromadzenie jonów wodoro
wych (20)*.

Rozwój system u tylakoidów  pod wpływem  św iatła wym aga dopływu 
białek i lipidów jako podstawowego budulca. Jak  wspomnieliśmy, w pla- 
stydach roślin etiolow anych po oświetleniu dochodzi do znacznego zwięk
szenia syntezy i nagrom adzania białek (10, 11, 12, 13, 21, 88). W proces 
biosyntezy białek w przęgnięte zostają, obecne w plastydach, takie układy 
jak enzymy aktyw ujące am inokwasy i rybosom y (36). Dojrzałe chloro
plasty wyposażone w kom pletny system  tylakoidów, w arunkujący  ich 
zdolność do fotosyntezy, dysponują w łasną pulą substratów  tej syntezy — 
m iędzy innym i aminokwasów. Zatem  obserw uje się in teresu jącą współza
leżność: rozwój układu tylakoidów, w ym agający dopływu białek, dopro
wadza do w ykształcenia się s tru k tu ry , bez k tórej nie byłby możliwy odpo
wiedni dla rozw ijającej się kom órki roślinnej poziom biosyntezy białek.

Dla utw orzenia się tylakoidów niezbędny jest również wzmożony 
dopływ lipidów. To zagadnienie wym aga jednak bardziej dokładnych 
badań niż dotychczasowe. W edług B e n s o n a  (3) fotosyntetyczne two
rzenie lipidów może okazać się czynnikiem  tak  krytycznym  dla rozwoju 
system u tylakoidów w plastydach, jak jest nim fity lacja chlorofilidu. 
W trakcie tworzenia się system u tylakoidów  synteza cukrowców i lipidów 
w plastydzie ześrodkowyw ałaby się głównie na w ytw arzaniu  fosfatydylo- 
glicerolu i galaktolipidów, podstawowych składników lipoproteidowych 
tylakoidów. Porów nanie ilościowe i jakościowe lipidów w proplastydach 
i chloroplastach liści fasoli w skazuje na znaczny wzrost ilości nienasyco
nych kwasów tłuszczowych w plastydach ośw ietlanych (77). U Chlorella 
oświetlanie kom órek w nieobecności C 0 2 wzmaga syntezę lipidów i m aga
zynowanie energii, w w yniku czego dochodzi do nagrom adzania fosfaty- 
dyloglicerolu (4).

* B ogaty  zestaw  l i te r a tu ry  na  ten  te m a t p oda li o s ta tn io  L. P a c k e r ,  P.  A.  S i e - 
g e n t h a l e r  In t .  R ev .  Cytol.  20, 97 (1966).
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Jak  powiedzieliśmy, rozwój plastydów roślin etiolow anych jest zwią
zany z przekształcaniem  protochlorofilidu w chlorofil. W związku z tym  
istotne jest spostrzeżenie, że w roślinach etiolowanych poddanych krótko
trw ałem u działaniu św iatła białego lub bliskiej czerwieni, a następnie 
umieszczonych ponownie w ciemności, znacznie zwiększa się ilość białek 
i lipidów w plastydach, nie zachodzi jednak synteza chlorofilu i nie w y
kształcają się grana (56).

Ostatnio prowadzone są liczne badania nad udziałem  w kontroli 
w zrostu i rozwoju roślin niebieskiego barw nika — fitochrom u, k tóry 
można uważać za osobliwy enzym, gdyż jego aktyw ność zależy od światła 
(97). M o h r  i wsp. (113) uważają, że właśnie ten  barw nik może być od
powiedzialny za uzależniony od św iatła ale niezależny od fotosyntezy 
rozwój roślin czyli fotomorfogenezę (67). Zdaniem  M o h r a  i wsp. (113) 
fitochrom  kontroluje syntezę RNA i białek. U gorczycy (Sinapis alba L.) 
mianowicie, przy syntezie jednej z dwu form  tego barw nika tak zwanego 
fitochrom u P 730 pod wpływem  św iatła czerwonego następuje duży wzrost 
syntezy białka i RNA. Efekt ten  ham ow any jest przez światło dalekiej 
czerwieni — wówczas aktyw na form a fitochrom u P 730 przekształcała się 
w form ę nieczynną — P 660 (wskaźniki oznaczają m aksima absorpcyjne 
obu form). W pływ fitochrom u na syntezę RNA i białek nie jest całko
wicie w yjaśniony. H o c k  i M o h r  (41) w ysuw ają hipotezę, że fitochrom  
działa poprzez różnicową aktyw ację genu. Natom iast według K l e i n a  
i wsp. (48) udział tego barw nika w procesie różnicowania się s tru k tu ry  
plastydu, choć niewykluczony, jest mało prawdopodobny. W procesie 
morfologicznego dojrzew ania plastydów  roślin etiolowanych po naśw ie
tlen iu  rośliny pewną rolę mogą grać kwasy nukleinowe. Obecność RNA 
i DNA w plastydach roślin zielonych i etiolow anych stw ierdzana była 
wielokrotnie (36, 102, 103). W ykazano tu, że aktynom ycyna ham ująca syn
tezę RNA zależną od DNA, ham uje także proces syntezy chlorofilu (9, 55, 
87, 96), a zatem  dla syntezy chlorofilu w plastydzie niezbędna byłaby 
synteza RNA zależna od DNA. Być może chodziłoby tu  o syntezę inform a
cyjnego RNA (104). Natom iast synteza DNA prawdopodobnie nie jest 
w arunkiem  form owania chlorofilu, ponieważ 5-fluorodezoksyurydyna za
kłócająca syntezę DNA, w przeciw ieństw ie do 5-fluorouracylu zakłócają
cego syntezę RNA, nie wpływa ham ująco na syntezę tego barw nika 
u Euglena  (100). M itom ycyna C nie wpływ a również na tę syntezę (96). 
W edług van N o o r t a  i W a l l a c e ’a (79) synteza DNA jest niezbędna 
dla syntezy chlorofilu u fasoli rosnącej w w arunkach niedoboru żelaza; 
wówczas bowiem 5-fluorouracyl i 5-fluorodezoksyurydyna ham ow ały 
syntezę chlorofilu, k tó rą  można było przywrócić przez dodanie tym idyny 
lecz nie urydyny. S i s s a k i a n  i wsp. (7) badali szerzej rolę nowosynte- 
tyzowanego DNA i RNA w procesie powstawania chlorofilu w czasie zie
lenienia plastydów  etiolowanej fasoli. Okazało się, że aktynom ycyna

http://rcin.org.pl



[15] ST R U K T U R A  CH LO R O PLA STÓ W 289

D w stężeniu 50 n-g/ml całkowicie ham uje syntezę chlorofilu. Syntezę tę 
znacznie obniżają 2-tiouracyl i 8-azaguanina. U rydyna — w przeciw ień
stw ie do tym idyny — zmniejsza efekt ham ujący 2-tiouracylu, co w skazy
wałoby na konieczność syntezy RNA dla tw orzenia się chlorofilu. M ito- 
m ycyna blokująca syntezę DNA u Escherichia coli, w stężeniu 200— 
300 |Lig/ml w znacznym  stopniu choć nie całkowicie, ham owała syntezę 
chlorofilu. Zatem  zaham owanie syntezy RNA ham uje całkowicie syntezę 
chlorofilu, natom iast przy zablokowanej syntezie DNA następuje poważne 
ale tylko częściowe zaham owanie syntezy tego barw nika. Należy p rzy 
pomnieć, że po oświetleniu rośliny następuje duży wzrost ilości plastydów  
w komórce, co jest prawdopodobnie wynikiem  podziałów już istniejących 
proplastydów . Zahamowanie syntezy DNA ham uje być może podziały 
proplastydów , k tó re  przekształcają się pod wpływ em  św iatła w dojrzałe 
chloroplasty, przy czym nie podlegają jednak podziałom i w rezultacie ilość 
chloroplastów w tkankach  roślin zielonych jest rów na ilości proplastydów  
w tkance etiolowanej. Zaham owanie zaś syntezy RNA ham uje proces 
przekształcania się plastydów  etiolow anych w chloroplasty (7). Decydujące 
byłoby tu  światło, indukujące syntezę RNA i DNA. Jak i jest jednak 
m echanizm  tej indukcji na razie nie wiadomo.
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W ŁO D ZIM IERZ OSTROW SKI*

Leon Marchlewski: Jedność świata roślin i zwierząt. 
(w 20-lecie śmierci)

„TEORIA DARW INA O POCHODZENIU GATUNKÓW  
OPIERA SIĘ NA ZMIANACH FORMY POD WPŁY
WEM ROZMAITYCH WARUNKÓW ŻYCIA W WALCE 
O BYT. RÓŻNICE USTROJÓW POLEGAJĄ JEDNAK  
NIE TYLKO NA ROZMAITEJ FORMIE I BUDOWIE 
NARZĄDÓW, LECZ I NA RÓŻNICACH W SKŁADZIE  
CHEMICZNYM TYCH ZWIĄZKÓW, Z KTÓRYCH 
SKŁADAJĄ SIĘ ICH ŻYWE KOMÓRKI”.

M. N en ck i ,  1896 r.

M inęło 20 la t od śmierci profesora M archlewskiego (zm. 16 stycznia 
1946 r. w Krakowie), wielkiego chemika i badacza przyrody, kierownika 
Zakładu Chem ii Lekarskiej U niw ersytetu  Jagiellońskiego, rek tora tej 
Uczelni, w iceprezesa Polskiej Akadem ii Um iejętności, doktora honoris 
causa U. J. za badania nad chlorofilem  oraz członka w ielu tow arzystw  
naukow ych krajow ych i zagranicznych. Całe swe długie i pracowite ży
cie poświęcił nauce. Swoimi badaniam i przysporzył sław y krajow i na 
całym  świecie. Swą postaw ą społeczną i polityczną zdobył uznanie swo
ich najbliższych, jak  również szerokich rzesz społeczeństwa. Był autorem  
ponad 200 publikacji: prac doświadczalnych, referatow ych, monografii, 
podręczników i dyskusji.

Urodził się 15 grudnia 1869 r. we W łocławku na K ujaw ach w rodzi
nie kupieckiej. Po ukończeniu szkoły średniej studiuje przez pewien czas 
fizykę i chemię w M uzeum Przem ysłu i Rolnictwa u Napoleona Milcera 
w W arszawie, gdzie pracow ał również w tym  czasie wychow anek M ende- 
lejew a Józef Boguski oraz młoda chemiczka M aria Skłodowska, później
sza pani Curie. W 1888 r. M archlewski zapisuje się na politechnikę w Zu
rychu i po jej ukończeniu w  1890 r. rozpoczyna pracę badawczą jako 
asystent G. Lungego, profesora technologii chemicznej w Zurychu. W tym  
okresie M archlew ski zajm uje się głównie chemią analityczną opraco
w ując tablice ciężarów właściwych roztworów kwasu solnego i azotowego 
używane do dziś pod nazwą tablic Lungego i M archlewskiego. W 1892 r. 
o trzym uje ty tu ł doktora filozofii na podstawie pracy pt.: ,,Kritische S tu-  
dien uber die Sulfidschw efelbestim m ungsm ethoden” (C. W. K reidels Ver-

* doc. d r, k ie ro w n ik  Z ak ład u  C hem ii F iz jo log icznej A k ad em ii M edycznej 
w  K rak o w ie
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lag, W iesbaden, 1892). Na tej p racy  kończy się też działalność M archlew 
skiego jako chemika nieorganika.

W 1892 r. angażuje się na stanow isko asystenta do pryw atnej pracow ni 
chemicznej koło M anchesteru w Anglii, kierow anej przez znanego wów
czas organika Edwarda Schuncka. Schunck m iał doskonale wyposażoną 
jak  na owe czasy pracow nię i zajm ował się głównie barw nikam i roślinny
mi. M archlew ski rozpoczyna tam  pracę od chemii glikozydów i samodziel
nie dochodzi do pierścieniowej s tru k tu ry  cząsteczki glikozy w ypow iada
jąc się za koncepcją B. Tollensa, k tó ra  wówczas była przedm iotem  sporów 
wśród organików zajm ujących się chemią węglowodanów. Do chemii cu
krów  M archlewski wróci ponownie dopiero w 30 lat później, a na razie 
jego uwagę przyciąga inny problem .

Schunck między innym i zajm ował się chemią chlorofilu wyosabniając 
k ilka pochodnych tej substancji bez ich bliższej charakterystyki. Nieco 
wcześniej F. H oppe-Seyler otrzym ał z hemoglobiny ludzkiej czerwony 
barw nik nazw any hematoporfiryną, a M. Nencki w 1886 r. pracujący 
w Bernie Szwajcarskim , opisał po raz pierwszy metodę w yłuskiw ania że
laza z hem iny otrzym anej w stan ie krystalicznym  przez anatom a krakow 
skiego L. Teichm ana w 1853 r. Drogą żm udnych zabiegów z hem atoporfi- 
ryny  Nencki następnie wyosobnił związek pyrolowy, k tó ry  nazwał hemo- 
pyrolem.

Mniej więcej w tym  czasie kiedy Nencki prowadził badania nad b a r
wnikiem  krwi, Schunck otrzym ał z zielonego chlorofilu czerwony barw nik 
przypom inający zabarw ieniem  hem atoporfirynę i nazwał go filoporfiryną. 
Oczywiście ani Schunck, ani H oppe-Seyler zupełnie nie podejrzewali, że 
oba barw niki wyosobnione z dw u różnych źródeł — z zielonych roślin
i z krw i ludzkiej — mogą mieć jakiekolw iek genetyczne lub s truk tu ra lne  
podobieństwo. M archlewski włącza się do badań nad chlorofilem  i rozpo
czyna w yodrębnianie filoporfiryny  na dużą skalę, a następnie ustala wzór 
em piryczny wyosobnionej substancji. W tym  okresie badań M archlewski 
ciężko zachorował i przez szereg miesięcy przebyw ał w szpitalu w Szw aj
carii. Podczas pobytu w szpitalu  zainteresow ał się chemią krw i i o tym  
fakcie sam później wspom ina w następujących słowach:

„Losy w krótce potem  zrządziły, że zmuszony byłem  patrzeć na gw ał
tow ny upływ  krw i z w łasnej tętnicy*. S tan był na tyle ciężki, że obserw u
jąc krzątające się w koło m nie postacie w bieli zatraciłem  subiektywność, 
a przeważało odczucie obiektywne. Krew, k tóra w pracach moich ów
czesnych nie odgrywała żadnej roli, o k tórej chemii m iałem  tylko m gliste 
pojęcie, wyrosła w przyćm ionych moich oczach na potęgę podziwu godną; 
toć byłem  świadkiem  tak  usilnych starań  ażeby ją dla m nie uratowano. 
N astały  długie dni zupełnej bezczynności, ale ku lt krw i niejako raz roz
budzony odezwał się podświadomie, gdy tylko zacząłem norm alnie myśleć.

* m ia ł k rw o to k  z p łuc
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Pierw sza moja prośba była o trak ta ty  z chemii krwi. Nie łatwo o nie by
ło w prow incjonalnym  mieście, ale przecież dostarczono mi elem entarny 
podręcznik chemii organicznej Bernthsena, w którym  o dziwo znalazłem  
w rozdziale o hem oglobinie bardzo starannie streszczone najnowsze w y
niki badań wielkiego naszego Nenckiego. Oczom swoim wierzyć nie chcia
łem; opis tak  zwanej hem atoporfiryny otrzym anej z hem iny Teichm ana 
w Krakowie zgadzał się tak  drobiazgowo z tym i wiadomościami, które pa
m iętałem  o swojej filoporfirynie, że byłem  gotów przypuścić, iż Nencki 
miał naszą substancję już przed nami w rękach pomimo, że nad chloro
filem nie pracował. Po powrocie do M anchesteru zwróciłem się do N en
ckiego, wówczas już pracującego w Petersburgu, z prośbą o próbkę jego 
hem atoporfiryny w celu bezpośredniego jej porów nania z filoporfiryną. 
R ezultat był taki, jakiego się spodziewałem: filoporfiryną i hem atoporfi- 
ryna nie okazały się w praw dzie identycznym i, ale niezwykle do siebie 
zbliżonymi. Zdawało się, że są różnym i stopniam i utlenienia tej samej 
podstawowej substancji m acierzystej”.

Podczas swoich studiów  w szpitalu M archlewski zwrócił uwagę na m e
tody spektralne chemi organicznej i po powrocie do pracowni przebadał 
widmo absorpcyjne filoporfiryny  i hem atoporfiryny. Stw ierdził duże po
dobieństwo tych widm, co w raz z wzorami em pirycznym i obu substancji 
(C32H36N40 2 — filoporfiryną, C34H38N40 6 — hem atoporfiryna) nasunęło 
mu myśl o wspólnej s tru k tu rze  tych związków pochodzących z dwu od
rębnych światów; roślin  i zw ierząt. W yniki doświadczeń wraz z oryginal
ną hipotezą opublikow ał z Schunckiem  w 1896 r. w pracy: E. Schunck 
and L. M archlewski: C ontribution to the Chem istry of Chlorophyll. VII. 
Phylloporphyrin  and H aem atoporphyrin: a Comparison. (Proc. Roy. Soc. 
59, 193, (1896). Schunck nie omieszkał przy najbliższej okazji w ten  spo
sób wyrazić się o roli młodego Polaka w tych badaniach: „The discovery  
was made in m y  laboratory, but the merit oj it is chiefly due to m y  jriend  
and former collaborator, Dr Marchlewski (J. Soc. Chem. Industry , 590, 
(1897).

W 1897 r. M archlew ski objął samodzielną placówkę naukową fabryki 
barw ników  i farm aceutyków  w Clayton k/M anchesteru u trzym ując na
dal bliskie stosunki z Schunckiem  i kon tak ty  naukowe z Nenckim. Po 
przesłaniu Nenckiem u odbitki pracy z Schunckiem , Nencki z kolei popro
sił o przesłanie mu próbki filoporfiryny celem w ykazania zasadniczego 
składnika porfiryn, tj. pyrolu, którego obecność w hem atoporfirynie, jak 
już wspomniano, w ykazał w raz z J. Zaleskim  szereg la t wcześniej. Nencki 
przeprowadził analizy, w ykazał bez w ątpienia obecność hem opyrolu w fi
loporfirynie M archlew skiego i przesyłając dokładną relację z przebiegu 
analizy załączył z P etersburga  taki oto list z datą 6 m arca 1897 r.:

„Szanowny i K ochany Panie!
Chociaż nie m am  przyjem ności osobiście Was znać, to pozwolicie mi
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powiedzieć, iż jest to fishing for complim ents, jeżeli się uniżonym  pa
chołkiem nauki nazywacie. Natom iast życzę Wam, iżbyście tyle szczęścia 
w dalszych pracach mieli jak  z filoporfiryną. Znam  zresztą Was i z innych 
prac i sam schodząc z pola cieszę się, iż mogę powiedzieć vivat sequens. 
Nie zawsze jednak można robić tak  św ietne odkrycia jak  filoporfiryną 
ale dalej pracować póki sił starczy zawsze można. P raca nad hem atopor- 
firyną była najtrudn iejszą w moim życiu i tylko co do trudności mogę 
ją  porównać z obecną pracą nad księgosuszem bydła. H oppe-Seyler mnie 
za nią zwym yślał. Niemcy ignorowali, w końcu p. Schm iedeberg przez 
p. Cloette oświadczył, żem się omylił, ale w całym  końcu praw da na wierzch 
wyszła, a jej doniosłość filoporfiryną pokazała — więcej jak  10 la t czeka
łem  na uznanie — tak  więc każdy fak t jest ważny, a ile on ważny, to 
z góry wiedzieć trudno  — główna rzecz nie ustaw ać usque ad finem ...”

W yniki powyższych badań M archlewskiego i Nenckiego ogłoszone zo
sta ją  we wspólnej pracy: M. Nencki und L. M archlewski: ,,Zur Chemie  
des Chlorophylls Abbau des Phylocyanins zu m  Hamopyroll” (Ber. deutsch. 
chem. Gesell. 34, 109 (1901).

W 1901 r. S tanisław  Bondzyński, chemik fizjolog, kierow nik Zakładu 
Badania Środków Spożywczych w Krakowie, został powołany na K atedrę 
Chemii Lekarskiej we Lwowie i na swoje m iejsce zaproponował L. M ar
chlewskiego. M archlewski przy jął propozycję, zreorganizował Zakład
i rozpoczął dalsze prace nad chlorofilem. Z filoporfiryny otrzym ał tak  
zwany kwas hem atynow y, identyczny z otrzym anym  przez K iistera z he
moglobiny. Z kału krów karm ionych zieloną paszą izoluje następnie po
chodne bakteryjnego rozkładu chlorofilu — f iloerytrynę  — jak się póź
niej okazało kluczowy związek dla w yjaśnienia ostatecznej s tru k tu ry  
chlorofilu. W 1903 r. powołany zostaje do Polskiej Akadem ii Um iejętności 
jako jej najm łodszy członek w wieku 34 lat. W 1906 r. K atedrę Chem ii Le
karskiej U niw ersytetu  Jagiellońskiego opuszcza na skutek przejścia na 
em ery turę  A leksander Stopczański i W ydział Lekarski powołuje na to 
stanowisko L. M archlewskiego. O trzym ał obszerny Zakład, otoczył się 
zdolnym i współpracownikam i, co spowodowało, że ta placówka badawcza 
stała  się najlepszą w Polsce na długi przeciąg czasu. W krótki czas po 
objęciu nowego w arszta tu  pracy M archlew ski rozpoczyna dalsze prace 
nad s tru k tu rą  chlorofilu, głównie z J. Z. Roblem, uzyskując ciekawą po
chodną filoporfiryny przez w prowadzenie atom u żelaza centraln ie do 
układu porfirynowego. Nowy związek nazw any filoheminą  w ykazyw ał 
daleko idące podobieństwo do hem iny otrzym anej z hem oglobiny ludz
kiej. W ten sposób M archlew ski i Robel znaleźli niezwykle ważne ogniwo 
łączące struk tu rę  chlorofilu z grupą prostetyczną barw nika krw i i u sta 
lili przejście m iędzy tym i układam i chemicznymi. N iestety M archlew ski 
w  tym  czasie nic nie wiedział o tym, że chlorofil, podobnie jak  proto- 
hem, również posiada swój centralny  atom  m etalu, mianowicie magnez.
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Niemniej jednak w osiągnięciu swym  M archlewski widział jasno przejaw  
ewolucji w zakresie związków organicznych, zwłaszcza rozpatrując p rze
m ianę chlorofilu w heminę, dającą początek komórce zwierzęcej z hem o
globiną. Zdawał sobie również dobrze sprawę, że św iat roślin i zw ierząt 
dzieli niezw ykle cienka przegroda, k tóra w m iarę dalszych badań będzie 
stopniowo zanikać. W badaniach M archlewskiego należy upatryw ać po
czątków biochemii ew olucyjnej.

Od tego m om entu inicjatyw ę w badaniach nad chlorofilem  przejęli 
inni: R. W illsta tter w  Zurychu oraz H. Fischer w M onachium. P ierw szy 
m iędzy innym i w ykazał obecność m agnezu w chlorofilu, drugi w yjaśnił 
do końca s tru k tu rę  zielonego barw nika roślin. F ischer zsyntetyzow ał rów 
nież hem inę, za co otrzym ał nagrodę Nobla w 1930 r. Choć Niemcy w y
przedzili M archlewskiego w badaniach w dziedzinie, k tóra od lat była 
jego domeną, nie czuł do nich urazy  i żalu; co więcej, posyła Fischerowi 
cały zapas o trzym anej przez siebie filoery tryny , umożliwiając m u prze
prowadzenie ostatecznych badań nad s tru k tu rą  chlorofilu.

Koledzy niem ieccy nie zachowali się jednak właściwie w stosunku do 
pioniera badań nad chlorofilem  — system atycznie pom ijali jego nazwisko 
w publikacjach i to M archlew ski głęboko przeżywał. Dopiero przed sam ą
II wojną światową badacze am erykańscy przyw rócili osiągnięciom M ar
chlewskiego właściwą rangę na teren ie  m iędzynarodowym .

W ybuch I w ojny światowej dezorganizuje pracę naukową Zakładu
i w tedy M archlew ski oddaje się wytężonej pracy społecznej. Bierze czyn
ny udział w organizowaniu pomocy ofiarom wojny, następnie przez sze
reg la t zajm uje się organizacją Państwowego Naukowego In sty tu tu  Rol
niczego w Puław ach, zniszczonego podczas w ojny a potem  In sty tu tu  Go
spodarstw a W iejskiego w Bydgoszczy, za k tó rą  to pracę zdobył uznanie 
najw yższych władz. W Puław ach organizuje doskonały ośrodek badań 
nad w itam inam i, oraz dział produkcji surowic i szczepionek przeciwko 
księgosuszowi, chorobie bydła, k tóra groziła wyniszczeniem pogłowia 
w całej Europie. W 1924 r. w stępuje do Polskiego Stronnictw a Ludowego 
„P iast” i w swej działalności społeczno-politycznej w ystępuje w obronie 
spraw  polskiej wsi. Z ram ienia tegoż S tronnictw a w 1930 r. zostaje w y
brany  do Senatu  Rzeczypospolitej.

P raca naukow a M archlewskiego w  latach m iędzyw ojennych nie ma 
już tego rozm achu i entuzjazm u z jakim  się jej oddawał do I w ojny świa
towej. Pow raca w praw dzie jeszcze raz po kilkudziesięcioletniej przerwie 
do chemii cukrów  i własności widm  różnych związków organicznych, ale 
choroby i zajęcia społeczne u trudn ia ją  mu pełne rozwinięcie tych  badań. 
Przez cały czas swojej działalności naukow o-dydaktycznej prof. M ar
chlewski był ściśle zw iązany z młodzieżą. Był jej oddany, kochał ją, choć 
był w ym agający. W w ysiłkach dydaktycznych sam  się nie oszczędzał, 
cenił ty lko pracę rzetelną, patriotyzm  i szanował ideały młodzieży. Jakże

http://rcin.org.pl



298 W. O STR O W SK I [6]

charakterystyczne są poniższe słowa profesora M archlewskiego, które 
jako rek to r skierował do młodzieży podczas inauguracji 563 roku akade
mickiego w U niw ersytecie Jagiellońskim :

„Ludzkość w rozw oju swym przechodzi różne fazy, często jest w upad
ku, jednak tylko po to, aby wznieść się na w yżyny jeszcze wznioślejsze. 
Żeby jej to ułatw ić potrzeba nam  h a rtu  naszych T atr, ukochania tradycji 
wzgórza W awelu, zrozum ienia nauki Kopca Kościuszki, ofiarnej i nie
ugiętej pracy wśród tych  czcigodnych m urów ”.
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RECENZJE KSIĄŻEK

Peptides, Proceedings of the Sixth European Peptide Symposium, Athens, red. L. Zervas, 
Pergamon Press 1966, str. XVI + 386

K siążk a  zaw iera  re fe ra ty  w ygłoszone w  czasie szóstego E urope jsk iego  S y m p o 
zjum  P ep tydow ego , k tó re  m iało  m ie jsce  w  A ten ach  w  s ie rp n iu  1963 r. P ocząw szy  
od ro k u  1958 sym pozja  na  ten  te m a t odbyw ały  się corocznie i s taw ia ły  sobie d o 
tychczas za g łów ny cel o m aw ian ie  m etod  syn tezy  pep tydów . Szóste S ym p o zju m  
obejm ow ało  nie ty lko  p rob lem y  syn tezy  i d eg rad ac ji pep tydów , ale  rów n ież  z a g a d 
n ien ia  zw iązane z b ad an ie m  w łasności chem icznych  i fizycznych  p ep ty d ó w  o raz  
ich fu n k c ji b io logicznych. 46 w ygłoszonych re fe ra tó w  um ieszczono w  książce w  p e ł
nym  b rzm ien iu  z w y ją tk ie m  trzech , opub lik o w an y ch  w cześn ie j. S ym pozjum  o b e j
m ow ało  7 sekcji. S ek c ja  I do tyczy ła  syn tezy  p ep tydów  (16 re fe ra tó w ). P rz e d s ta w io 
no w  n ich  w y n ik i b a d a ń  nad doborem  o dpow iedn ich  zw iązków  m ask u jący ch  g ru p y  
-N H 2> -C O O H  i inne  fu n k cy jn e  g ru p y  bocznych łań cu ch ó w  w  reak c jach  syn tezy . 
O m ów iono sto sow an ie  g ru p y  fta ly lo w e j do ochrony  u g ru p o w an ia  8 -N H 2 o rn ity n y , 
u żyw an ie  re sz ty  e ty lo k a rb am y lo w ej do b lokow an ia  g ru p  -S H  i re sz ty  ch lo robenzy - 
low ej do m ask o w an ia  g ru p  -O H  seryny . P o d k reś lan o  rów n ież  korzyści s to sow an ia  
g ru p y  o -n itro fen y lo su lfo n o w ej o raz m etoksy low ych  pochodnych  ben zh y d ry lo w y ch  
do b lo k o w an ia  g ru p  -N H 2 i -SH . W zw iązku  z p rocesem  k o n d en sac ji ro zw ażan o  
m ech an izm y  w ielu  re a k c ji i dy sk u to w an o  sp raw ę  w łaśc iw ego  doboru  k a ta liz a to ró w  
o raz in n y ch  w a ru n k ó w  re a k c j i p o zw ala jących  na w y e lim inow an ie  rów noczesnego  
tw o rzen ia  p ro d u k tó w  ubocznych. P rzed s taw io n o  b ad an ia  n ad  re d u k c ją  to sy lam in o - 
kw asów  i to sy lp ep ty d ó w  w  c iek łym  am o n iak u , nad  re d u k c ją  pochodnych  n it ro a r -  
g in iny  o raz  p o rów naw czym  ro zp ad em  ac ido litycznym  u g ru p o w ań  k a rb o b en zo k sy  
różn iących  się c h a ra k te re m  p o d staw n ik ó w  w  p ie rśc ien iu . W re fe ra ta c h  te j sek c ji 
om ów ono tak że  o trzy m y w an ie  pep ty d ó w  za pom ocą enzym ów  p ro teo litycznych , sy n 
tezę  tych  zw iązków  bez izo low an ia  p ro d u k tó w  po śred n ich  oraz  p ro b lem  cyk lizac ji 
szczególnie w  odn iesien iu  do pep ty d ó w  tio e te ro w y ch . W sekcji II za jm u jące j się 
z jaw isk iem  racem izac ji (4 re fe ra ty )  om aw iano  w p ływ  ro zm a ity ch  czynn ików  na  
p rzeb ieg  tego p rocesu , s taw ian o  w n iosk i odnośnie m echan izm u  re a k c ji o raz op isano  
zasto so w an ie  ch ro m ato g ra fii gazow ej jak o  te ch n ik i po lecanej p rzy  b ad an iu  ra c e m i
zacji. T em atem  sekc ji I I I  b y ła  d eg rad ac ja  łań cu ch ó w  p ep tydow ych  (5 re fe ra tó w ). 
P rzed s taw io n o  tu  zarów no  ogólny  po stęp  w  dziedzin ie  se lek ty w n y ch  n ieen zy m a- 
tycznych  i en zym atycznych  m etod  ro zk ład u  po lipep tydów , ja k  też  sposoby sw oistego  
ro zb ijan ia  pew nych  o k reś lo n y ch  ty p ó w  w iązań . N ależą tu  b ad an ia  nad zasto so w a
n iem  N -su k cy n y lo -im id u  do ro z k ła d a n ia  w iązań  p ep tydow ych  zaw ie ra jący ch  h is ty -  
dynę o raz  n ad  ozonow ym  u tlen ian iem  re sz t try p to fan o w y ch  i cysternow ych. P rz e d 
s taw iono  ró w n ież  p ro p o n o w an y  m echan izm  re a k c ji N -e ty lo m ale ilo -im id u  z cy ste in ą . 
S ekcja  IV do tyczy ła  syn tezy  n a tu ra ln y c h  pep ty d ó w  i analogów , ich s t ru k tu ry  i a k 
tyw nośc i b io log icznej. W 10 re fe ra ta c h  te j sek c ji zeb rano  w y n ik i b a d a ń  nad  za leż
nością  fu n k c ji b io log icznej od s t ru k tu ry  chem icznej pew nych  an a logów  oksy tocyny , 
b rad y k in in y , an g io tensyny , zw iązków  se r ii en ia ty n y  o raz e s tró w  a c e ty lo -d w u p e p ty - 
dów  zaw ie ra jący ch  m e lfa lan . P rzed s taw io n o  tak że  s t ru k tu rę  pew nych  m atu ra ln y ch  
pep ty d o lip id ó w  i pep tyd o g lik o lip id ó w . S y n teza  i w łasności sp ec ja ln y ch  p ep ty d ó w  b y 
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ły  tem a te m  V sekcji. W 3 re fe ra ta c h  om ów iono syn tezę  i p o lim ery zac ję  p e p ty d ó w  
zbudow anych  z lizyny  i k w asu  g lu tam in o w eg o  jak o  m odelow ych  zw iązków  s łu 
żących do b a d a n ia  k o n fo rm a c ji łań cu c h ó w  pep tydow ych , podano  syn tezę  f r a g m e n 
tu  1— 20 ła ń c u c h a  ry b o n u k leazy  i cyk licznej części cząsteczk i in su lin y . S ek c ja  VI 
obe jm o w ała  5 re fe ra tó w  tra k tu ją c y c h  o  syn tezie  i w łasnośc iach  p ep ty d ó w  zaw ie 
ra ją c y c h  rz a d k ie  am in o k w asy  ja k  np. a -m e ty lo a la n in ę  i k w as  a, a '-m e so d w u a m in o - 
p im elinow y. P rzed s taw io n o  tu  rów n ież  m eto d y  syn tezy  O -p ep ty d ó w  ty ro zy n y , se - 
ry n y  i tre o n in y  oraz s t ru k tu ra ln e  b a d a n ia  nad  n a tu ra ln y m i d ep sy p ep ty d am i z u w 
zg lędn ien iem  sposobów  ich  cyk lizacji, w a ru n k ó w  re a k c j i  i tw o rzący ch  się p ro d u k 
tów . S ek c ja  V II do tyczy ła  chem icznych  i fizycznych  w łasnośc i p ep ty d ó w  (3 re f e 
ra ty ). O m ów iono zasto so w an ie  c h ro m a to g ra fii gazow ej w  chem ii am in o k w asó w  i p e p 
tydów , szczególnie p rzy  b ad a n iu  racem izac ji i sekw encji, w y znaczan ie  w ie lkości 
i k sz ta łtu  cząsteczek  p e p ty d ó w  z zasto sow an iem  d y fu z ji p rzez  m em b ra n y  o raz o p i
sano m etody  ro zd z ia łu  p rzec iw p rąd o w eg o  po lecanego  do ro zd z ie lan ia  m ieszan in  fo sfo - 
ry lo w an y ch  pep tydów .

K siążka  m a  p rzed e  w szy stk im  pow ażne znaczen ie  d la  chem ików  o rg an ik ó w  
i b iochem ików  z a jm u jący ch  się sy n tezą  pep tydów , a le  zaw ie ra  ró w n ież  cenne in 
fo rm ac je  z m e to d y k i b a d a ń  s tru k tu ra ln y c h  zw iązków  pep tydow ych . T rz y le tn i o k re s  
w ydaw niczy  p rzyczyn ił się  w p raw d z ie  do n a d a n ia  książce  p ięk n e j sza ty  g ra f iczn e j 
ale  n ie s te ty  um n ie jszy ł znaczn ie  ak tu a ln o ść  p rzed s taw io n y ch  zagadn ień .

M aria S a rn e c k a -K e l le r

Cyclitols and Phosphoinositides 
Proceedings of the 2-nd Meeting of the Federation of European Biochemical Societies, 

Vienna, 21—24 April 1965. Volume 2. Edited by H. Kindi. Pergamon Press 1966, 80 stron, 
Cena 20 s.

R ecenzow ana k s iążk a  zaw ie ra  m a te r ia ły  k o lokw ium  pod ty m  sam ym  ty tu łem  
zorgan izow anego  p rzez  H. K  i n  d 1 a  w  ra m a c h  II Z jazd u  FE B S w  W iedn iu  w  r . 1965. 
Pom im o w ielk iego  postępu  chem ii i b iochem ii cyk lito li w  o s ta tn im  ćw ierćw ieczu , 
z ag ad n ien ia  b iosyn tezy  i ro li  b io log icznej ty ch  zw iązków  n a d a l z w ra c a ją  uw agę  
badaczy  w ie lu  ośrodków . K o lo k w iu m  w ied eń sk ie  było  k o n fro n ta c ją  b a d a ń  różnych  
p raco w n i n ad  zb liżonym i p ro b lem am i i p odsum ow an iem  osiągn ię tych  w yn ików .

R e d a k to r  recenzow anego  tom u  i o rg an iza to r k o lokw ium  podzie lił całość m a 
te r ia łu  n a  część pośw ięconą b io syn tez ie  m ezo-iinozytolu i in n y ch  cy k lito li o raz  na 
część o m aw ia jącą  w y stępow an ie , fu n k c ję , b io syn tezę  i p rzem ian y  fosfo inozy tydów .

B iosyn tez ie  cy k lito li pośw ięcone są  trz y  p race : F . E i s e n b e r g a  J r  o b io sy n te 
zie m ezo -ioozy to lu  w  o rgan izm ach  ssaków , H. K i n d l a  o b ad an ia ch  n ad  b io sy n te 
zą tego sam ego zw iązku  w  m ik ro o rg an izm ach  i ro ś lin a c h  w yższych  o raz  O. H  o f  f  - 
m a n n a - O s t e n h o f a  o b io syn tez ie  cy k lito li in n y ch  n iż  m e z o - inozy to l. W ynik i 
tych  p ra c  p o tw ie rd z a ją  su g es tie  M a q u e n n e ’ a z r . 1900, że n a tu ra ln y m  su b s tra -  
tem  b iosyn tezy  cy k lito li je s t g lukoza  o raz  p o zw a la ją  p rzy jąć  w spó lny  m ech an izm  
te j syn tezy  w e  w szy stk ich  b a d an y ch  o rgan izm ach . M ezo -in o zy to l p o w sta je  z g lu 
kozy p rzez  g lukozo -6 -fo sfo ran , 5 -k e to -g lu k o z o -6 -fo s fo ran  raezo -inozozo -6 -fo sfo ran  
i 1 -fo sfo ran  m e z o - inozy to lu . E i s e n b e r g  i K i n d l  p ra c u ją c  n a  różnym  m a te r ia le  
i o d m iennym i m e to d am i o trzy m a li p re p a ra ty  enzy m a ty czn e  k ie ru ją c e  poszczególnym i 
e tap a m i tego c iągu  b io syn te tycznego . H o f f m a n n - O s t e n h o f  w y k aza ł, że d roga  
ta  je s t ró w n ież  w y k o rzy sty w an a  w  p rzy ro d z ie  do sy n tezy  in n y ch  cy k lito li. Jed y n y m
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c u k re m  w stę p u ją c y m  w  te n  ciąg je s t g lukoza, a scy lito l, p in ito l, ą u e b ra c h ito l i in n e  
cy k lito le  p o w s ta ją  w  w y n ik u  p rzek sz ta łceń  m e z o -in o zy to lu  lub  po łączen ia  ściśle 
z n im  sp o k rew n ionego  np. m ezo-inozozy .

A u to r ob sze rn e j m o n o g ra fii o cyk lito lach , recen zo w an e j już  na  łam ach  P ostępó w  
B iochem ii ,  T h. P o s t e r n a k  zam ieśc ił p racę  o an tag o n is ta ch  inozyto lu . S to jąc  n a  
s tan o w isk u , że mezo-inozy to l p e łn i w  o rg an izm ach  ro ś lin n y ch  ro lę  czynnika w zro sto 
w ego a u to r  b a d a ł m echan izm  te j czynności b io log icznej o b se rw u jąc  zm iany  m o rfo 
log iczne i b iochem iczne p o w sta jące  pod w pływ em  ana logów  inozyto lu  o d z ia łan iu  
in h ib ito ró w . B ad an ia  te  p ro w ad zą  do w niosku , że czynność b io logiczna inozy to lu  
po lega n a  jego  w p ływ ie  n a  budow ę b łon  kom órkow ych  w y w ie ran y m  za p o ś re d 
n ic tw em  RNA .

Część to m u  pośw ięcona fosfo inozy tydom  sk ład a  się z cz te rech  p rac . Są to  a r ty 
k u ły  C. E. B a  11 o u i Y. C, L e e  o fosfo inozy tydach  m ycobacteri i ,  J. N. H a w t -  
h o r n e ’a i R. H. M i  c h e  11 a o d w u - i tró jfo s fo in o zy ty d ach  w  tk a n k a c h  innych  
niż u k ła d  nerw ow y , R. M. C. D a w  s o n a o  m etabo lizm ie  i fu n k c ji po lifosfo inozy- 
ty d ó w  w  uk ład z ie  n erw ow ym  oraz p ra c a  R. J. R o s s i t e r a  i F. B.  P a l m e r a
0 b io syn tez ie  fosfo inozy tydów  w  m ózgu. B ad an ia  B a l l o u  i L e e  w ykaza ły  daleko  
id ącą  odm ienność  budow y  fosfo inozy tydów  b a k te ry jn y c h  od dobrze zbadanych  p o 
chodnych  m ezo -inozy to lu  tk a n e k  ssaków . P o d staw ą  s t ru k tu ry  fosfo inozy tydów  
m ycob ac ter i i  są  m an n o zy d y  raezo-inozy to lu , z aw ie ra ją c e  od jed n e j do p ięc iu  re sz t 
D -m annozy  n a  je d n ą  cząsteczkę c y k lito lu  i je d n ą  re sz tę  fo s fa tydy low ą. N a to m ia st 
b a d a n e  p rzez  H a w t h o r n e ’a  i M i c h e l l a  fosfo inozy tydy  w ą tro b y  i in n y ch  
tk a n e k  n ie  ró żn ią  się od zw iązków  w y o d ręb n ian y ch  z m ózgu. P o d staw ą  ich  s t r u k 
tu ry  je s t fo sfa ty d y lo -m ezo -in o zy to l, k tó ry  m oże być e s try fik o w an y  jeszcze je d n ą  
lub  dw om a re sz ta m i fo sfo ranow ym i. Z arów no  b a d a n ia  D a w  s o n a ja k  i R o s s i 
t e r a  i P a l m e r a  w ykaza ły , że w  tk a n c e  ne rw o w ej fo s fo ry lac je  te  zachodzą 
stopn iow o  i kosztem  A TP. W  b io syn tez ie  tych  fosfo inozy tydów  b ierze  u d z ia ł C D P- 
d w u g liceryd . Z w iązk i te  z n a jd u ją  się w  tk an ce  nerw ow ej w  postac i kom pleksów  
z b ia łk am i i p raw d o p o d o b n ie  ich  ro la  po lega  n a  reg u lo w an iu  ró w now ag i jonow ej.

O ile  w y d a je  się, że n ie  m ożna się spodziew ać, aby  dalsze  p ra c e  n ad  s t ru k tu rą
1 b io sy n tezą  cyk lito li zm ien iły  n asze  pog lądy  w  te j dz iedz in ie  i k o lokw ium  w ie 
d eń sk ie  było  ja k b y  zam kn ięc iem  pew nego e tap u  b adań , to  p ro b lem y  zw iązane 
z fo sfo in o zy ty d am i zosta ły  tam  ty lk o  zasygnalizow ane. C z te ry  p ra c e  z cz te rech  p o 
w ażnych  o środków  z w ra c a ją  uw agę  na  tę  m ało  zb ad an ą  g ru p ę  zw iązków  o dużej 
ak ty w n o śc i m e tabo liczne j. Z ro zu m ien ie  ro li b io log icznej tych  połączeń m oże rzucić  
now e św ia tło  na w iele  do tąd  n ie ja sn y ch  p rocesów  fizjo log icznych .

S ta n is ła w  L e w a k

Biosynthesis of Aromatic Compounds 
Proceedings of the 2-nd Meeting of the Federation of European Biochemical Societies, 

Vienna 21—24 April 1965. Edited by G. Billek. Pregamon Press, Oxford 1966. X + 142 stron. 
Cena 30 s.

T rzeci to m  m a te ria łó w  d rug iego  Z jazd u  FE B S w  W iedn iu  w  r . 1965 zaw iera  
w iększość re fe ra tó w  w ygłoszonych  w  ra m a c h  ko lokw ium  na  te m a t b iosyn tezy  zw iąz 
ków  arom aty czn y ch , zo rgan izow anego  p rzez  G. B i 11 e k  a. T om  sk ład a  się z trz y 
n as tu  a r ty k u łó w  o m aw ia jący ch  ró żn e  asp ek ty  zasadn iczej te m a ty k i ko lokw ium  i s ta 
now iących  bąd ź  p ra c e  p rzeg ląd o w e pośw ięcone k o n k re tn e j d rodze  m etab o liczn e j 
lu b  k o n k re tn e j g ru p ie  zw iązków , bądź  też  o bszerne  d o n ies ien ia  z p ra c  w łasnych  
au to ra .
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P o w staw an ie  n iem a l każdego  n a tu ra ln e g o  zw iązku  aro m aty czn eg o  m ożna s p ro 
w adzić do sz laku  w iodącego  p rzez  k w asy : szik im ow y, chorizm ow y i p re fen o w y  lub  
też  do cyk lizacji ła ń c u c h a  po like tydow ego  u tw orzonego  w  w yn iku  k o n d en sac ji ace- 
ty ló - lub  m a lo n y lo -k o en zy m u  A. O ile p ie rw sza  z tych  d róg  je s t dość dobrze  z b ad an a  
i pow szechn ie  p rzy ję ta , to d ru g a , aczko lw iek  is tn ie ją  dow ody je j p rzeb ieg u  w  p o 
stac i licznych  dośw iadczeń  ze znakow anym i p re k u rso ra m i, c iąg le  czeka n a  u d o k u 
m en to w an ie  w  postac i w y k ry c ia  w  m a te r ia le  b io logicznym  p ro d u k tó w  p o śred n ich  
i enzym ów  k a ta lizu jący ch  poszczególne je j e tapy . H ipo tezy  i p ro b lem y  zw iązan e  
z po w staw an iem  u k ład ó w  a ro m aty czn y ch  w yw odzących  się z jed n o s tek  d w u w ęg lo - 
w ych są  p rzed m io tem  p ierw szego  a r ty k u łu  recenzow anego  tom u  n ap isanego  p rzez 
A. J. B i r  c h a, a u to ra  w iększości p ra c  p o zw ala jących  n a  p rzy jęc ie  te j d rog i b io - 
sy n te tyczne j.

N astęp n a  p raca , rów n ież  o c h a ra k te rz e  p rzeg lądow ym , pośw ięcona je s t b io sy n 
tez ie  g ru p y  zw iązków  p o w sta jący ch  w yłączn ie  w  w y n ik u  p rzek sz ta łceń  kw asów  
fen y lop ropanow ych , k tó re  są sy n te ty zo w an e  na  drodze  „k w asu  sizikim ow ego”. A r ty 
k u ł S. A. B r  o w  n a o b io syn tez ie  k u m a ry n  o m aw ia  całość zag ad n ien ia  na  tle  
w yn ik ó w  w łasn y ch  bad ań .

B iosyn teza  flaw ono idów , zw iązków , w  k tó ry ch  p o w staw an iu  b io rą  u d z ia ł oba 
g łów ne sz lak i b io syn te tyczne , je s t p rzed m io tem  p ra c  p row adzonych  o d  szeregu  la t 
w  p raco w n i H. G r i e s e b a c h a .  A rty k u ł jego, um ieszczony  w  recen zo w an y m  tom ie, 
p rz e d s ta w ia  ca ło k sz ta łt zag ad n ien ia  u w y p u k la ją c  o s ta tn ie  osiągn ięc ia  i p ro b lem y  
d o tąd  n iew y jaśn io n e . W podobny  do flaw o n o id ó w  sposób p rzeb iega  b io syn teza  inne j 
g ru p y  zw iązków  — stilb en ó w  ro ś linnych , o k tó ry ch  w  k o le jn e j p racy  p iszą  G. B i 11 e  k 
i A. S c h  i m  p  1.

M. H. Z e n  k je s t od k ry w cą  b iosyn tezy  pochodnych  k w asu  benzoesow ego w  w y 
n ik u  ß -o ksydac ji u k ład ó w  C6 + 3. R e fe ra t p rzed s taw io n y  w  W iedniu  o m aw ia  w szystk ie  
znane  sposoby p o w staw an ia  zw iązków  C6 + 1, ich w ystęp o w an ie  i h ipo tezy  dotyczące 
m echan izm u  p rzem ian .

N astęp n e  cz te ry  a r ty k u ły  noszą c h a ra k te r  p ra c  dośw iadczalnych , tem a ty czn ie  
zw iązanych  z K o lokw ium . Są to p race  C. R a 1 1 e d g e ’a o b iosyn tez ie  k w asu  s a l i
cylow ego w  M ycob ac ter iu m  sm egm atis ,  K . K r a t z l a  i J.  O k a b a  o w b u d o w y 
w an iu  k w asu  p -hy d ro k sy b en zo eso w eg o  do lign iny , E. L e d e r e r a  i w sp ó łp raco w 
n ik ó w  n a  te m a t pochodzen ia  g ru p y  m ety low ej u k ład u  naftoch inonow ego  w ita m in y  
K 2 sy n te ty zo w an ej p rzez  M yco b ac ter iu m  phle i  o raz  p ra c a  K. S c h u b e r t a  o a ro -  
m a ty z a c ji s te ro id ó w  przez  m ik ro o rg an izm y .

D rugą  część recenzow anego  tom u, z a w ie ra ją c ą  część re fe ra tó w  w ygłoszonych  
w  d rug im  dn iu  K o lokw ium  o tw ie ra  s to sunkow o obszerny  p rzeg lądow y  a r ty k u ł 
K. M o t h e s a  o p o w staw an iu  u k ład ó w  a ro m aty czn y ch  w  a lk a lo id ach . A u to r p o d 
k re ś la  w ęzłow ą pozycję k w asu  chicrizm owego. Z w raca  uw agę na fa k t p o w staw an ia  
ty ch  sam ych  uk ładów , a n aw e t tych  sam ych  zw iązków  n a  odm iennych  d rogach  
w  różnych  o rgan izm ach  ro ś lin n y c h  ja k  ró w n ież  na  genetyczne u w aru n k o w an ie  p o 
szczególnych e tap ó w  biosyntezy .

R ów nież b iosyn tez ie  a lk a lo id ó w  p o św ięcona  jes t, k o le jn a  w tom ie, p ra c a  
A. R. B a t t e r s b y  o w b u d o w y w an iu  a ro m aty czn y ch  p rek u rso ró w  do a lk a lo id ó w  
ap o rfiry n o w y ch . N a końcu  zb io ru  m a te r ia łó w  K o lokw ium  w iedeńsk iego  um ieszczono  
p ra c e  A. C. N e i s h a  i w spó łp raco w n ik ó w  o b io syn tez ie  g likozydów  cy jan o g en n y ch  
o raz  E. W. U n d e r h i l l a  i L.  R.  W a t t e r a  o b iosyn tez ie  g likozydów  gorczycy.

P rzed s taw io n e  na  K o lokw ium  p race  p o zw a la ją  na  s tw ierdzen ie , że poza p o d o 
b ień s tw em  s tru k tu ry  bad an y ch  zw iązków  i w spó lnym  przeb ieg iem  w ie lu  e tapów  
b iosyn tezy , zbliżone są ró w n ież  i p ro b lem y , n a  k tó re  n a tr a f ia ją  w szyscy p ra c u ją c y  
n ad  b io syn tezą  u k ład ó w  a ro m aty czn y ch . O lb rzym i p o stęp  o siągn ię ty  w  te j dz iedzin ie  
w  o s ta tn im  dziesięcio leciu  zaw dzięczam y p rzede  w szystk im  sto sow an iu  te ch n ik i izo 
topow ej. S tąd  też dobrze  po zn an e  są p re k u rso ry  i p ro d u k ty  p o śred n ie  b iosyn tezy ,
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n a to m ia s t n iem al całkow icie  b ra k  je s t danych  o sy s tem ach  enzym atycznych  k a ta l i 
zu jących  poszczególne reak c je . Jed y n y m  w y ją tk iem  są tu ta j  e tap y  sz laku  p rzez  
k w as szik im ow y, ale  d roga  ta  zo sta ła  po raz  p ie rw szy  zb ad an a  na  m a te r ia le  m ik ro 
biolog icznym  gdzie m ożna było  stosow ać tech n ik ę  m u ta n tó w  i b loków  m e tab o licz 
nych. N a konieczność b ad ań  enzym ologicznych, k tó re  pozw oliłyby  w y jaśn ić  m e c h a 
nizm  w ie lu  p rzem ian  z w raca ją  uw agę, m iędzy innym i, B i r c h ,  i M o t h e s .  R ów 
nież G r i e s e b a c h  p rag n ie  w  te n  sposób w y jaśn ić  p rzeb ieg  ak ty w ac ji jed n o s tek  
fen y lo p ro p an o w y ch  w łączanych  do cząsteczek flaw onoidów , a Z e n k  chc ia łby  na  
tej d rodze  uzyskać  p o tw ie rd zen ie  sw ych  h ipotez.

R ecenzow any  tom , podobn ie  ja k  w szystk ie  w y d aw n ic tw a  P ergam on  Press  
w y d an y  je s t bardzo  s ta ran n ie . N ależy  w yraz ić  żal, że u k a z u je  się dop iero  w  p ó łto ra  
ro k u  po Z jeździe. P rz y  ta k  d ług im  cyklu  p ro d u k c ji m ożnaby  spodziew ać się s ta r a n 
niejszego  op raco w an ia  k o rek to rsk ieg o  (zauw ażone is to tn e  b łęd y  lite ro w e  na  s tr . 45
i 97—98).

St. L e w a k
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Prof. dr Edw ard Kowalski
1914-1967

W  dnia  15 kujietnia  1967 ro k u  zm arł nagle, 
tu pe łn i  sił t wórczych prof. d r  Edw ard  Ko- 
w alski, w ybitny b iochem ik , rad iob io log  i 
hem atolog , w ielo le tn i członek Polsk iego 
Tow arzystw a B iochem icznego, k ie ro w nik 
Z akładu  Radiobiologii i O chrony  Z drow ia 
Instytutu  Badań J ą d ro w ych.
B iochem ia polska pon iosła  ciężką stratę .
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KOMUNIKATY

Komunikaty sekcji fotobiologicznej PTBioch.

Konferencja fotobiologiczna w Krakowie

W  d n iach  10 i 11 m a ja  1966 r . odby ła  s ię  w  K rak o w ie  p ie rw sza  n au k o w a k o n 
fe re n c ja  sek c ji fo tob io log icznej P o lsk iego  T o w arzy stw a  B iochem icznego. O rg an iza 
to rem  k o n fe re n c ji by ł p ro f. J. Z u rzyck i .  N a k o n fe ren c ji w ygłoszono 25 — 15-m inu- 
tow ych  re fe ra tó w  p rzed s taw ia jący ch  w y n ik i p ra c  naukow ych  w ykonanych  w  k ra ju  
w  o s ta tn im  o k re s ie  czasu w  zak re s ie  podstaw ow ej fo tochem ii, fo tochem ii kw asów  
nu k le inow ych , fizycznych  procesów  leżących  u p o d staw  fo to syn tezy , fo to fiz jo log ii 
ro ś lin  i zw ie rzą t o raz  ch em ilum in iscenc ji. Po każdym  re fe rac ie  5 m in u t czasu p rz e 
znaczone było  n a  d y sk u sję , p rzy  czym w  p rzy p ad k u  k o m u n ik a tó w  o tem a ty ce  z b li
żonej d y sk u s ję  p rzep ro w ad zo n o  łączn ie  n ad  k ilk o m a  re fe ra ta m i. W  p ro g ram ie  K o n 
fe re n c ji zn a jd o w ało  się ró w n ież  zw iedzen ie  K a te d ry  F izjo log ii Z w ie rzą t U .J. o raz  
K a te d ry  F iz jo log ii R oślin  U .J.

W ygłoszono n a s tę p u ją c e  re fe ra ty : 
z W arszaw y : K. L. W ie rzch o w sk i  — U w agi ogólne na  te m a t m echan izm ów  fo to ch e 
m icznych  uszkodzeń  a p a ra tu  genetycznego  kom órek  b a k te ry jn y c h  p rzez  p ro m ien io 
w an ie  n ad fio le tow e. Z. T ra m er  — B ad an ia  nad  fo to d im ery zac ją  re s z t 2 ,4 -dw u- 
k e to p iry m id y n  w  p o lin u k leo ty d ach . M. F ikus  — F o tochem ia  5 -h a logenou racy li. 
E. S z t u m p f - K u l i k o w s k a  — F o tochem ia  kw asów  oro tow ych . J. M aruchin , inż. S. G ra 
b i e c — C h em ilu m in escen c ja  w  re a k c ja c h  enzym atycznych . A. B y l in a  — F o to izom e- 
ry zac ja  cis - trans  i s ta n y  tr ip le to w e  sty lb en u . B. P aku ła  — W yznaczan ie  sta ły ch  
dyso c jac ji k w aso w ej w olnych  ro d n ik ó w  k e ty low ych  m etodą  fo to lizy  b łyskow ej. 
K. R o tk ie w ic z  — P o la rn o ść  cząsteczek  a m in o an tracen ó w  w  p ie rw szym  w zbudzonym  
s ta n ie  sing le tow ym . A. G ra bo w ska  — R ów now agi kw asow o-zasadow e azo tow ych  
h e te ro cy k li w  s ta n ie  tr ip le to w y m .
Z K rak o w a : T. R u eb en b a u er  — W pływ  św ia tła  na tw orzen ie  się ch lo ro filu  w  k o rz e 
n iach  m arch w i. J. Z u r z y c k i  — B ad an ia  n ad  k o n tra k c ją  izo low anych  ch lo rop lastów . 
A. Z u r z y c k a  — F o tom orfozy  u grzybów . L. R a k o c zy  — A n tag o n is ty czn e  dz ia łan ie  
św ia tła  w  p ro ces ie  ow ocow ania  śluzow ca P h y sa ru m  nudum . S. W ię c k o w sk i  — F o to 
sy n teza  m łodych  liśc i fasoli. W. S ta r zeck i  — P ro b lem  a d a p ta c ji  św ie tln e j w  s tru k tu rz e
i fu n k c ji liścia . J. S u ro w ia k  — W pływ  n ap ro m ien ian ia  u ltra fio le te m  m yszy b ia łych  
w  ich rozw o ju  p o stem b rio n a ln y m  na  sp e rm a te  i sperm iogenezę. J. Su ro w ia k ,  S. T ilg -  
ner  — Z ach o w an ie  się k w aśn e j fo sfa tazy  w  n iek tó ry ch  g ruczo łach  d o k rew nych  m yszy 
po d d an y ch  s iln em u  szokow i św ie tlnem u . H. L ach  — P rzeb ieg  cyk lu  p łciow ego u m yszy 
n a p ro m ien ian y ch  różnym i zak re sam i i d aw k am i UV. R. Pado  — F o to syn teza  u Para-  
m e c iu m  bursaria.
Z T o ru n ia : D. F rą c k o w ia k  — W łasności ch lo ro filid ó w  w  a d so rb en tach  i ro z tw o rach  
s ta łych . Z. K o jro  — W idm a p o la ry zac ji f lu o re scen c ji ch lo ro filidów  a i b.
Z  L u b lin a : K. M atusiak ,  A. K rzy w ic k a ,  T. Ja roszyń ska  — S ty m u lu jący  w p ływ  św ia tła  
n a  an ty b io ty czn e  d z ia łan ie  w yciągów  z Chlorella..
Z S zczecina: J . S ła w iń sk i ,  L. S ła w iń sk a  — C hem ilu m in escen c ja  zw iązków  fenolow ych  
w u k ład ach  b io logicznych.
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Z P o zn an ia : J. Kozioł  — B ad an ia  nad  s t ru k tu ra ln y m i w łasn o śc iam i flaw in  w  ro z 
p u szcza ln ik ach  o rgan icznych .
Z W ro cław ia : B. K a m y k  — Z m iany  w  ry tm ie  dobow ym  odczynow ości ac idofili k rw i 
obw odow ej m yszy  po silnych  d aw k ach  p ro m ien io w an ia  UV i rtg .

N astęp n a  K o n fe ren c ja  sek c ji odbędzie się w iosną  1967 ro k u  w  P oznan iu  n a  z a 
p ro szen ie  doc. D. F rąck o w iak .

Komunikat o V Międzynarodowym Kongresie Fotobiologicznym

W d n iach  26 do 31 s ie rp n ia  1968 w  D a r tm o u th  College,  H anover, s tan  N ew  
H am p sh ire , USA  ob rad o w ać  będzie  V M iędzynarodow y K ongres Fotobiologiczny, 
zo rgan izow any  przez  K o m ite t Fo tob io log iczny  USA  pod au sp ic jam i M iędzynarodo 
w ego K o m ite tu  Fotobiologicznego (CIP) i N arodow ej A kad em ii N auk  USA. T e m a 
ty k ą  k o n g resu  ob ję te  będą  p rzed e  w szystk im  n a s tę p u ją c e  zag ad n ien ia :

fo tochem ia  podstaw ow a
fo todynam iczne  dz ia łan ie  p ro m ien io w an ia
fo to syn teza
b io lu m in escen c ja
fo tochem ia  zw iązków  w ielkocząsteczkow ych
fo to d erm a to lo g ia
fo tom orfo log ia
w idzenie
fo toperiodyzm
a p a ra tu ra  i w id m a  d z ia łan ia
m ech an izm y  u su w an ia  uszkodzeń  fo tochem icznych .

D alsze in fo rm ac je  m ożna o trzy m ać  k o resp o n d en cy jn ie  od s e k re ta rz a  genera lnego  
k o n g re su  d r  S. A. G o r d o n a ,  a d re su ją c  lis ty :

D r S. A. G o r d o n ,  S e c re ta ry -G e n e ra l , F if th  In te rn a tio n a l Pho tob io logy  C on
g ress, A rgonne  N a tio n a l L a b o ra to ry  — 202, A rgonne, Illino is, 60439, USA.
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