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Chlid a - chlorofilid a; CLH (ang. chlorophyllase)
- chlorofilaza; Cyklofeid a-enol - enolowa for-
ma cyklofeoforbidu a; DNCC (ang. dioxobilin-
-type nonfluorescent chlorophyll catabolite) - diok-
soniefluoryzujacy katabolit chlorofilu; FCC
(ang. fluorescent chlorophyll catabolite) - fluory-
zujacy katabolit chlorofilu; Feid a - feoforbid a;
Feo a - feofityna a; hmFCC (ang. hypermodified
fluorescent chlorophyll catabolite) - hiperzmo-
dyfikowany katabolit chlorofilu; HCAR (ang.
7-hydroxymethylchlorophyll a reductase) - reduk-
taza 7-hydroksymetylochlorofilu a; Hv-NCC-1
(ang. Hordeum vulgare-nonfluorescent chlorophyll
catabolite - 1) - najbardziej polarny niefluoryzu-
jacy katabolit chlorofilu H. vulgare; hydroksy-
-pFCC - hydroksylowane wczesne fluoryzujace
katabolity chlorofilu; NCC (ang. nonfluorescent
chlorophyll catabolite) - niefluoryzujacy katabo-
lit chlorofilu; NOL (ang. nyc-1 like) - reduktaza
chl b A. thaliana; NYC1 (ang. non-yellow colo-
ring-1) - reduktaza chlorofilu b A. thaliana; PaO
(ang. pheophorbide a oxygenase) - oksygenaza
feoforbidu a; PDT (ang. photodynamic theraphy)
- terapia fotodynamiczna; pFCC (ang. prima-
ry fluorescent chlorophyll catabolite) - wczesny
fluoryzujacy katabolit chlorofilu; PiCC (ang.
pink chlorophyll catabolite) - r6zowy katabolit
chlorofilu; Pirofeid a - pirofeoforbid a; Pirofeo
a - pirofeofityna a; PPH (ang. pheophytinase) -
feofitynaza; RCC (ang. red chlorophyll catabolite)
- czerwony katabolit chlorofilu; RCCR (ang.
red chlorophyll catabolite reductase) - reduktaza
czerwonego katabolitu chlorofilu; RP-HPLC
(ang. reverse phase-high performance liquid chro-
matography) - wysokosprawna chromatografia
cieczowa w ukladzie faz odwréconych; SGR
(ang. stay-green) - bialko ,stay-green”; TIC55
(ang. translocon at the inner chloroplast envelope
55) - translokon 55 w wewnetrznej bonie chlo-
roplastu; YCC (ang. yellow chlorophyll catabolite)
- z6tty katabolit chlorofilu
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STRESZCZENIE

rocesowi starzenia sie lisci i dojrzewania owocéw towarzyszy rozklad chlorofilu do nie-

fluorescencyjnych katabolitéw (NCC). Sciezke rozpadu rozpoczynaja reakcje redukcji w
chloroplascie, w wyniku ktérych czasteczki chlorofilu b przeksztalcane sa do chlorofilu a.
Nastepnie, specyficzna dechelataza i esteraza usuwaja atom magnezu i laficuch fitolu w wy-
niku czego powstaje feoforbid a. W kolejnym etapie oksygenaza feoforbidu a oraz reduktaza
czerwonego katabolitu dokonuja otwarcia makropierscienia porfirynowego. Produktem tej
przemiany jest wczesny fluorescencyjny katabolit (pFCC), ktory po hydroksylacji i innych
specyficznych dla gatunku modyfikacjach trafia do wakuoli. W kwasnym pH we wnetrzu
tego organellum zachodzi izomeryzacja pFCC do bezbarwnych NCC, koficowych produktow
rozkladu chlorofilu u roslin wyzszych. Brak jest nadal odpowiedzi na szereg pytan dotycza-
cych loséw i znaczenia milionéw ton produktéw rozpadu chlorofilu, corocznie uwalnianych
w $rodowisku wodnym w wyniku obumierania komérek fitoplanktonu. Nieliczne doniesie-
nia wskazuja, ze glony i cyjanobakterie moga metabolizowaé swoje kluczowe barwniki fo-
tosyntetyczne w podobny sposob do roslin wyzszych, jednak do tej pory dokladny przebieg
rozkladu chlorofilu u tych organizméw nie zostal poznany.

WPROWADZENIE

Chlorofile (Chl) to podstawowe barwniki umozliwiajace przeksztalcanie
energii Swietlnej w wysokoenergetyczne zwigzki na drodze fotosyntezy. Specy-
ficzna budowa chemiczna, warunkujaca ich wyjatkowe zdolnosci absorpcyjne
sprawia, ze funkcjonalne chlorofile, a takze ich barwne prekursory i wczesne
produkty rozpadu sg potencjalnymi komérkowymi toksynami. Z tej przyczyny
metabolizm zielonych barwnikéw, ktéry rocznie obejmuje okoto miliarda ton
czasteczek [1], podlega Scistej regulacji na poszczegdlnych etapach rozwoju or-
ganizmow fotosyntetyzujacych.

Synteza barwnikéw chlorofilowych u roslin, glonéw i cyjanobakterii jest
bardzo dobrze poznana [2]. Badany od kilku dziesiecioleci i obecnie doktadnie
opisany jest takze katabolizm chlorofilu u roslin wyzszych [3]. Niewiele wiado-
mo natomiast na temat rozpadu tych barwnikéw u fotosyntetyzujacych organi-
zméw wodnych, chociaz ich udzial w globalnej produkcji materii organicznej
jest poréwnywalny do udzialu roslin ladowych [4].

Niniejsza praca stanowi podsumowanie aktualnego stanu wiedzy na temat
katabolizmu chlorofilu, ze szczegélnym uwzglednieniem przemian zachodza-
cych w organizmach wodnych.

SZLAK DEGRADACJI CHLOROFILU U ROSLIN WYZSZYCH
- SCIEZKA OKSYGENAZY FEOFORBIDU a

Przez wiele lat rozklad barwnikéw chlorofilowych pozostawatl oczywistym,
choé niewyjasnionym fenomenem przyrody. Jedna z gtéwnych przyczyn poczat-
kowych niepowodzen w ustaleniu loséw chlorofilu w zétknacych tkankach byto
prze$wiadczenie, ze katabolizm tego zwiazku prowadzi do powstania barw-
nych produktéw koricowych, jak ma to miejsce u spokrewnionego strukturalnie
hemu. Przetom nastapit dopiero w 1991 roku, kiedy po raz pierwszy zidentyfi-
kowano i w pelni scharakteryzowano bezbarwny produkt rozpadu chlorofilu
Hu-NCC-1 z lidci jeczmienia zwyczajnego (ang. Hordeum vulgare-nonfluorescent
chlorophyll catabolite-1) [5]. Odkrycie to nadalo wtasciwy kierunek analizom,
dzieki ktérym na przestrzeni zaledwie trzydziestu lat poznaliémy szczegoto-
wy mechanizm rozkfadu chlorofilu w lisciach i skérkach owocéw. Degradacja
chlorofilu w obu organach nastepuje wedtug wspélnego szlaku metabolicznego,
znanego pod nazwa Sciezki oksygenazy feoforbidu a. Wéréd koricowych pro-
duktéw katabolicznych przemian chlorofilu dominuja liniowe zwiazki zwane
filobilinami (ang. phyllobilins) [6].
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W szlaku rozkiadu chlorofilu wyrézni¢ mozna dwa za-
sadnicze etapy: wczesne, z udziatem enzymoéw, zlokalizo-
wane w obrebie chloroplastu (Ryc. 1) oraz pézne, gtéwnie
nieenzymatyczne, zachodzace na terenie cytozolu i wakuoli
(Ryc. 2) [7]. Pierwsze reakcje, ktére katalizuja enzymy re-
duktaza Chl b oraz reduktaza 7-hydroksymetylochlorofilu
a (ang. 7-hydroxymethylchlorophyll a reductase, HCAR) maja
charakter obligatoryjny i prowadza do przeksztalcenia cza-
steczek Chl b w Chl a. W kolejnym kroku biatka SGR (ang.
stay-green) usuwaja z centrum makropierscienia Chl 2 atom
magnezu [8], a specyficzna esteraza - feofitynaza (ang. Phe-
ophytinase, PPH) odcina tanicuch fitolu powstalej czastecz-
ki feofityny a (Feo a). W skérkach dojrzewajacych owocéw
dwie powyzsze reakcje zachodza zwykle w odwrotnej ko-
lejnosci. W reakgji deestryfikacji bierze wtedy udziat chlo-
rofilaza (ang. Chlorophyllase, CLH) dla ktdrej substratem
oprécz czasteczki Chl a moze by¢ takze 13-hydroksychlo-
rofil a oraz bakteriochlorofil 4. Produktem reakcji katalizo-
wanej przez chlorofilaze jest chlorofilid (Chlid a), z ktérego
centrum nastepnie usuwany jest jon Mg*. W wyniku tych
reakcji powstaje feoforbid a (Feid a), ostatni produkt rozpa-
du chlorofilu o barwie zielonej. Zwigzek ten ulega w kolej-
nym etapie przeksztalceniu w liniowy produkt na skutek
dwuetapowej reakcji katalizowanej przez oksygenaze PaO
(ang. pheophorbide a oxygenase) oraz wystepujace powszech-
nie u roélin biatko RCCR (ang. red chlorophyll catabolite reduc-
tase). Rozerwanie makropierscienia feoforbidu a nastepuje
miedzy 4 i 5 atomem wegla, prowadzac do powstania czer-
wonego katabolitu chlorofilu (ang. red chlorophyll catabolite,
RCC). Gdy czerwone produkty rozpadu wcigz zwigzane
s z enzymem PaO, nastepuje redukcja podwéjnego wia-
zania pomiedzy atomami wegla w pozycji 16/17. Liniowy
produkt tej reakcji w postaci wczesnego fluorescencyjne-
go katabolitu chlorofilu (ang. primary fluorescent chlorophyll
catabolite, pFCC) uwalniany jest do stromy chloroplastu. Z
uwagi na przerwana ciagloé¢ wigzan sprzezonych w ma-
kropierscieniu tetrapirolowym, pFCC stabo absorbuja w za-
kresie widzialnym. Ich fototoksyczno$¢ jest znacznie mniej-
sza niz feoforbidu a czy RCC, pomimo to w bardzo krétkim
czasie przeksztalcane sa w kolejne pochodne. Wyjatkiem sa
hiperzmodyfikowane fluorescencyjne katabolity chlorofilu
(ang. hypermodified fluorescent chlorophyll catabolite, hmFCC)
w skorkach dojrzatych bananéw Musa acuminata [9] oraz
lisciach tropikalnej rosliny Spathiphyllum wallisii [10], ktore
na skutek estryfikacji reszty kwasu propionowego w pozy-
¢ji 12 znacznie wolniej ulegaja dalszym przeksztalceniom i
moga przebywac¢ w komorkach przez wiele godzin. Sciez-
ke rozpadu na terenie chloroplastu u wiekszosci gatunkéw
konicza reakcje hydroksylacji pFCC, w ktérych uczestniczy
przypuszczalnie kompleks biatek TIC55 (ang. tranclocon at
the inner chloroplast envelope 55) [11]. Hydroksylowane po-
chodne FCC w sposéb zalezny od ATP eksportowane sg na-
stepnie do cytozolu przez niezidentyfikowany przenosnik
w blonie chloroplastu.

W cytozolu czasteczki FCC (ang. fluorescent chlorophyll
catabolite) ulega¢ moga gatunkowo-specyficznym modyfi-
kacjom grup bocznych z udzialem/bez udzialu enzymoéw
po czym trafiaja do wakuoli (Ryc. 3). W komérkach Arabi-
dopsis thaliana wystepuja co najmniej dwa biatka posiadajace
zdolnosé przenoszenia katabolitéw chlorofilu przez tono-
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pFCC

Rycina 1. Schemat najwazniejszych reakcji rozktadu chlorofilu zachodzacych w
chloroplascie roslin wyzszych. Opis w tekscie. Opracowano wg [7].

FCC

lniskie pH

DNCC

Rycina 2. Przemiany prowadzace do powstania NCC i DNCC - koricowych pro-
duktow rozkladu chlorofilu a u roslin wyzszych. Dokladny spis zidentyfikowa-
nych dotad filobilin wraz z rodzajami podstawnikéw oznaczonych na schemacie
symbolami R'-R® dostepny w odnosniku [3].
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Rycina 3. Lokalizacja komérkowa reakcji rozktadu chlorofilu. Opis w tekécie.
Opracowano wg [7,11].

plast. Sa to zalezne od ATP biatka przeno$nikowe AtMRP2
i AtMRP3 (ang. Arabidopsis thaliana multidrug resistance-asso-
ciated protein), jednak ich udziat w transporcie produktéw
rozkladu chlorofilu in vivo potwierdzono dotychczas wy-
tacznie na drodze ekspresji genéw A. thaliana w komoérkach
drozdzy [12,13].

W lekko kwasnym Srodowisku wakuoli (pH 5-6) naste-
puje izomeryzacja czasteczek FCC w bezbarwne niefluore-
scencyjne katabolity (ang. nonfluorescent chlorophyll cataboli-
te, NCC). W tkankach kilku gatunkéw roslin zidentyfiko-
wano réwniez barwne produkty degradacji chlorofilu, zétte
YCC (ang. yellow chlorophyll catabolite) [14] i ré6zowe PiCC
(ang. pink chlorophyll catabolite) [15], ktore powstaja praw-
dopodobnie na skutek endogennego utleniania czasteczek
NCC [16]. Wsréd niefluorescencyjnych produktéw degra-
dacji chlorofilu wyréznia sie obecnie dwie grupy zwiazkéw
klasyfikowane jako 1-formylo-19-oksobiliny (typ 1 - NCC)
oraz 1,19-dioksobiliny (ang. dioxobilin-type nonfluorescent
chlorophyll catabolite, typ II - DNCC). Odkryte stosunkowo
niedawno DNCC [17] stanowia az 90% frakcji produktow
rozpadu chlorofilu w komérkach A. thaliana, a w ich posta-
waniu uczestnicza cytochromy P450 [18].

MUTACJE GENOW ODPOWIEDZIALNYCH ZA
ROZPAD CHLOROFILU U ROSLIN WYZSZYCH

Chociaz katabolizm chlorofilu moze by¢ inicjowany
przez szereg biotycznych i abiotycznych czynnikéw, maso-
wa degradacja tych barwnikéw zachodzi gtéwnie w starze-
jacych sie komérkach.

Na poziomie molekularnym w indukcji katabolizmu
chlorofilu gléwna role odgrywaja czynniki transkrypcyjne
NAC i WKRY, ktorych aktywnosé objawia sie na réznych
etapach rozwoju rodliny [19]. Zmiany aktywnosci tych
czynnikéw oraz mutacje sekwencji kodujacych biatka enzy-
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matyczne szlaku degradacji chlorofilu moga prowadzi¢ do
$mierci osobnika lub ujawnienia fenotypu ,stay-green”. Do
mutacji letalnych nalezg modyfikacje genéw oksydazy PaO i
reduktazy RCCR. Przedwczesna $mieré mutantéw nastepu-
je podczas zoétknienia lisci, gléwnie na skutek nagromadze-
nia fototoksycznych produktéw posrednich, feoforbidu a i
RCC [20,21]. Wsréd genotypow nieletalnych wyrézni¢ moz-
na mutacje prowadzace do ujawnienia kosmetycznych oraz
funkcjonalnych fenotypéw ,stay-green”. Osobniki o fenoty-
pie kosmetycznym (ang. cosmetic stay-green) charakteryzuje
opdzniony moment inicjacji rozpadu chlorofilu w tkankach
asymilujacych, podczas gdy ich aktywnos¢ fotosyntetycz-
na maleje podobnie, jak u szczepéw dzikich. Funkcjonalne
fenotypy ,stay-green” cechuja si¢ znaczacym opéznieniem
inicjacji (mutanty sgr typu A) lub wydluzeniem w czasie
(mutanty sgr typu B) procesu starzenia, ktérego rozpad
chlorofilu jest tylko jednym z istotnych elementow [22].

Mutanty ,stay-green” posiadaja zwykle zmodyfikowane
sekwencje kodujace biatka uczestniczagce w usuwaniu jo-
néw Mg? z centrum pierscienia porfirynowego oraz reduk-
¢ji Chl b. Analizy mutantéw A. thaliana i Oryza sativa, ktore
posiadaja dwa izoenzymy reduktazy Chl b: NYC1 (ang. non-
-yellow coloring-1) i NOL (ang. nyc-1 like) wykazaly, ze nawet
pojedyncza zmiana nukleotydu w ich sekwencji moze pro-
wadzi¢ do ujawnienia fenotypu ,stay-green”. Efekt fenoty-
powy zalezny jest takze od rodzaju izoformy, ktéra u dane-
go osobnika jest nieaktywna. Mutacja sekwencji kodujacej
NYC1, powoduje u A. thaliana zwiekszona retencje chlorofi-
lu w lisciach w poréwnaniu do szczepéw dzikich, podczas
gdy u O. sativa podobny skutek wywoluje jednoczesna mu-
tacja nycl i nol [23]. Utrzymywanie sie zielonych barwnikéw
w liSciach mutantéw zwigzane jest z opéznionym odlacza-
niem sie komplekséw antenowych LHCII, ktéra spowalnia
przemiany Chl b do Chl 4 i zmniejsza dostepnos¢ substratu
dla oksygenazy PaO. Analizy wplywu mutacji genéw re-
duktaz Chl b na przebieg rozpadu chlorofilu w nasionach A.
thaliana wykazaly natomiast, ze fenotyp ,stay-green” ujaw-
nia sie tylko u podwéjnych mutantéw nycl/nol [24].

Rosliny ,stay-green” budza zrozumiale zainteresowanie
wéréd rolnikéw. Osobniki, ktére pézniej niz szczepy dzikie
traca chlorofil, dtuzej wydajnie fotosyntetyzuja, zwiekszajac
szanse na lepsze ilosciowo i jakosciowo plony. Ponadto nie-
ktore tego typu mutanty wykazuja zwiekszona odpornosc
na stres suszy, co zaobserwowano u rodzaju Sorghum [25].

ROZKEAD CHLOROFILU U FOTOSYNTETYZUJACYCH
ORGANIZMOW WODNYCH

W $rodowisku wodnym wystepuje ogromna réznorod-
nos¢ organizmoéw zdolnych do oksygenicznej fotosyntezy.
Z uwagi na zréznicowane warunki swietlne organizmy te
zajely charakterystyczne nisze, przystosowujac sktad barw-
nikéw asymilacyjnych dla maksymalnego wykorzystania
docierajacego $wiatta. Gdy u roslin ladowych dominuja cza-
steczki Chl a i Chl b, u wodnych fotoautotroféw oprécz wy-
stepujacego w centrach reakgcji fotosysteméw Chl a obecne
sa takze czasteczki Chl b (zielenice), Chl ¢ (okrzemki, bruzd-
nice i brunatnice) oraz Chl d (krasnorosty). Majac na uwa-
dze fakt, ze fotosyntetyzujace organizmy wodne, gléwnie
fitoplankton, uczestnicza w syntezie/rozpadzie okoto 2/3
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rocznej puli chlorofilu na Ziemi [26], ogromne ilosci meta-
bolitéw chlorofilu produkowane i uwalniane sa do otocze-
nia podczas starzenia si¢ populacji glonéw i cyjanobakterii.

Nasza obecna wiedza o katabolizmie chlorofilu w ko-
morkach tych organizméw opiera sie gléwnie na analizach
barwnikéw uwalnianych do otoczenia przez starzejace sie
hodowle prowadzone w warunkach laboratoryjnych. Zi-
dentyfikowane dotychczas zwiazki zaklasyfikowaé mozna
do dwoéch grup: o otwartym i zamknietym makropierscie-
niu tetrapirolowym.

Pierwsza grupe pochodnych chlorofilu reprezentuja
glownie barwne zwigzki izolowane z pozywek hodow-
lanych zielenic, w tym najintensywniej badanego pod ka-
tem katabolizmu chlorofilu gatunku Auxenochlorella proto-
thecoides. Pierwsze doniesienia o czerwonych barwnikach,
przypuszczalnych produktach degradacji chlorofilu u tego
organizmu pojawily sie w latach szes¢dziesigtych ubieglego
wieku [27,28]. Autorzy zaobserwowali, ze podczas wzrostu
populacji na podiozu bogatym w glukoze i ubogim w azot,
zmniejsza sie zawarto$¢ Chl a i Chl b w komérkach, czemu
towarzyszy jednoczesny wzrost stezenia czerwonych barw-
nikéw w medium hodowlanym. Znacznie pézniej ustalono,
ze zwiazki produkowane przez A. prothotecoides posiadaja
liniowe struktury zblizone do RCC roslin wyzszych. W kon-
trascie do tego odkrycia ustalono, ze tetrapirole z pozyw-
ki A. prothotecoides wywodza sie zaréwno od Chl a i Chl b
[29], podczas gdy niemal wszystkie filobiliny (za wyjatkiem
jednego zwigzku) to pochodne wytacznie Chl a. Poszuki-
wania enzymu, ktéry moégltby bezposrednio uczestniczy¢ w
powstawaniu tych produktéw rozpadu nie przyniosly jed-
noznacznej odpowiedzi. Analizy poréwnawcze sekwencji
kodujacych oksydaze PaO A. thaliana i najbardziej zblizone-
go aktywnoscia do niej enzymu A. prothotecoides wykazaty
zaledwie 31% podobienistwo, podczas gdy miedzy gatunka-
mi ladowymi obserwuje si¢ okoto 70% zgodnosé sekwengji
oksydazy [30]. W ostatnim latach na podstawie analiz ge-
nomu potwierdzono, ze biatko RCCR u A. prothotecoides nie
wystepuje [30]. W medium pohodowlanym zielenicy nie zi-
dentyfikowano takze obecnosci produktéw przemian chlo-
rofilu podobnych do roslinnych FCC czy NCC, co sugeruje,
ze rozpad chlorofilu u tego gatunku konczy sie na etapie
liniowych, czerwonych pochodnych, ktére uwalniane sg na-
stepnie do otoczenia.

Informacje o kolejnej grupie czerwonych pochodnych
chlorofilu dostarczyt zespét Doi [31]. W badaniach wyko-
rzystano odzywiajace sie miksotroficznie hodowle mutanta
Chlamydomonas reinhardtii nieprodukujacego Chl b, ktére po
kilku dniach wzrostu na $wietle przenoszono do ciemno-
§ci, aby przyspieszy¢ w komoérkach rozpad chlorofilu. W
mieszaninie czerwonych barwnikéw, ktére wyizolowano z
pozywki i analizowano za pomoca techniki RP-HPLC (ang.
reverse phase-high performance liquid chromatography) domi-
nowal zwiazek o symbolu P535, produkt rozpadu Chl a o
otwartym pierécieniu. Kontynuacja tych doswiadczen byty
analizy wplywu dostepnosci tlenu na rodzaj produktéw
degradacji chlorofilu. Zaobserwowano, ze udziat liniowego
tetrapirolu P535 w mieszaninie barwnikéw byt zdecydowa-
nie wiekszy w hodowlach o nieograniczonym dostepie do
tlenu, podczas gdy w warunkach beztlenowych w pozyw-
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Rycina 4. Struktury chemiczne wybranych produktow degradacji chlorofilu.

kach dominowaty pochodne o zamknigetym makropierscie-
niu, m.in. chlorofilid a (Ryc. 4), feoforbid a oraz pirofeofor-
bid a (Pirofeid a) (Ryc. 4), ktéry wystepowal najobficiej [32].
Najnowsze analizy zwigzkéw uwalnianych do podioza ho-
dowlanego przez starzejace sie komoérki szczepu dzikiego
C. reinhardtii (cc1690) pokazujq, ze czerwone barwniki opi-
sane w pracy Doi i wsp. (1997) to nie jedyne katabolity chlo-
rofilu u tego gatunku. Z wykorzystaniem techniki spektro-
metrii masowej zidentyfikowano ostatnio grupe liniowych
pochodnych chlorofilu o zéttej barwie (Zalewska i wsp.,
wyniki nieopublikowane).

Czerwone produkty rozkladu chlorofilu zidentyfikowa-
no takze w pozywce pohodowlanej zielenicy planktonowej
Desmodesmus subspicatus [33]. Réznigce sie nieznacznie wzo-
rem sumarycznym zwiazki, byly uwalniane do medium
hodowlanego gléwnie podczas fazy stacjonarnej wzrostu
populagji glonéw. Do dzi$, tak jak w przypadku liniowych
katabolitéw chlorofilu C. reinhardtii, nie poznalismy jednak
ich dokladnej struktury chemicznej.

Obecnosé¢ kilku produktéw rozkitadu chlorofilu o za-
mknietym makropierscieniu pirolowym potwierdzono w
adaptowanej do ciemnosci hodowli Euglena gracilis oraz
kokulturach bakterii morskich i dwéch gatunkéw glonow:
okrzemki Chaetoceros gracilis i eustigmatofitu Nannochlorop-
sis oculata. W ekstrakcie barwnikéw z komérek E. gracilis
dominowaly dwie pochodne chlorofilu - feofityna oraz pi-
rofeofityna a (Pirofeo a) (Ryc. 4) [34]. W hodowli C. gracilis
i N. oculata potwierdzono natomiast wystepowanie wcze-
snych pochodnych chlorofilu: allomeréw i epimeréw Chl 4,
chlorofilidu a oraz feofityny a, a takze drugorzedowych pro-
duktéw degradacji chlorofilu: feoforbidu a, pirofeoforbidu
a, pirofeofityny a oraz sterylowych estréw chloryny [35]. W
analogicznie prowadzonych hodowlach kontrolnych struk-
tury pozbawione reszty karboksymetylowej (pirofeofityna
i pirofeoforbid a) nie zostaty zidentyfikowane, co wskazuje
na bezposredni udziat bakterii w powstawaniu tych zwigz-
kow.
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Jedna z najstarszych grup organizméw przeprowadza-
jacych oksygeniczng fotosynteze sa cyjanobakterie. Kluczo-
wym barwnikiem asymilacyjnym, umozliwiajagcym prawi-
dlowy przebieg pierwotnych reakcji fotosyntezy u tych pro-
kariontéw jest chlorofil. W luzno utozonych w cytoplazmie
tylakoidach cyjanobakterii wystepuje zwykle tylko Chl a.
Nieliczne gatunki posiadaja dodatkowo Chl b (przedstawi-
ciele rodzaju Prochloron), Chl d (Acaryochloris marina) lub Chl
f (Halomicronema hongdechloris i szczep KC1 z jeziora Biwa).
W przeciwienstwie do ogromu uwagi, ktéra poswiecono na
poznanie przebiegu i mechanizméw regulacji biosyntezy
barwnikéw chlorofilowych u tych organizmoéw [36], bar-
dzo niewiele wiadomo o tym jak przebiega ich degradacja.
Jednym z niewielu badanych pod tym katem gatunkéw jest
Synechocystis sp. PCC 6803. W pelni zsekwencjonowany ge-
nom tej cyjanobakterii czyni jg idealnym modelem m.in. do
badan genetycznych uwarunkowan procesu fotosyntezy.
Dotychczasowe eksperymenty z wykorzystaniem mutan-
tow tego szczepu, pozbawionych jednego lub obu fotosys-
temoéw, potwierdzity wystepowanie produktéw degradacji
chlorofilu o zamknietym faficuchu, a mianowicie chlorofili-
du i feoforbidu a [37]. Dzieki zastosowaniu metody znako-
wania zwigzkéw izotopem azotu N i wegla ®C wykazano,
ze zatrzymanie rozpadu chlorofilu na etapie wczesnych po-
chodnych u tego szczepu, prowadzito do resyntezy funkcjo-
nalnego Chl a z wolnych czasteczek chlorofilidu i fitolu przy
udziale kinazy SLR1652 [38].

W érodowisku wodnym liczng grupe produktéw roz-
padu chlorofilu stanowia zwiazki powstale na drodze tra-
wienia fitopikoplanktonu przez heterotroficzne Protista.
Detoksykacja chlorofilu w ukladzie pokarmowym tych or-
ganizméw nastepuje na skutek przeksztalcania zielonych
barwnikéw w enolowa forme cyklofeoforbidu a (Cyklofeid
a-enol) (Ryc. 4) [39]. Takie zwiazki nie absorbuja Swiatla w
zakresie widzialnym, a tym samym nie uczestnicza w po-
wstawaniu reaktywnych form tlenu. Jednak roslinozerne
Protista nie odzywiaja sie glonami jednokomérkowymi o
wzglednie duzej wielkosci, a zwlaszcza glonami wieloko-
moérkowymi. Jak zatem przebiega proces degradacji chloro-
filu u tych organizméw? Brak jest nadal odpowiedzi na to i
szereg innych pytan m.in. dotyczacych lokalizacji i regulacji
przemian chlorofilu. Otwarta kwestia pozostaje takze, czy
produkty rozpadu chlorofilu uwalniane sa do otoczenia na
skutek obumierania i rozpadu komoérek, czy tez istnieje spe-
cyficzny mechanizm ich wydzielania, jak sugeruja autorzy
kilku przytoczonych powyzej prac.

Jednym z gtéwnych celéw badawczych, ktére pozwolily-
by odpowiedzie¢ na powyzsze pytania jest dokladne usta-
lenie udzialu enzyméw w przemianach chlorofilu u wod-
nych fotoautotroféw. Do tej pory potwierdzono aktywnosc
komoérkowa zaledwie kilku biatek enzymatycznych uczest-
niczacych w rozktadzie chlorofilu, m.in. chlorofilazy, wyste-
pujacej u wszystkich eukariotycznych glonéw [40] oraz en-
zymu usuwajacego reszte metoksykarbonylowga feoforbidu
a zielenicy C. reinhardtii [32]. Na drodze ekspresji genéw w
komérkach A. thaliana potwierdzono takze aktywnos¢ ka-
talityczng Mg-dechelatazy CrSGR wystepujacej natywnie u
C. reinhardtii [41].

132

Analizy genomu wybranych gatunkéw glonéw i cyjano-
bakterii potwierdzily obecno$¢ sekwencji kodujacych biatka
o duzej homologii z roslinng oksygenaza PaO m.in. reduk-
tazy feoforbidu kodowanej przez gen slr1747 Synechocystis
sp. PCC 6803 [42] oraz trzech homologéw paol-3 w komor-
kach C. reinhardtii. W odréznieniu od eukariotycznych glo-
néw, w genomach cyjanobakterii powszechnie wystepuja
takze homologi reduktazy RCC. Wciaz brakuje dowodoéw,
ktére potwierdzityby, ze produkty ekspresji tych genéw to
enzymy aktywne in vivo.

W przeciwienistwie do wysoce konserwowanych frag-
mentéw kodujacych biatka SGR, HCAR, PPH, PaO i RCCR
roélin ladowych, podobienstwo ich sekwencji maleje im
nizszej ewolucyjnie znajduje si¢ badany organizm fotosyn-
tetyzujacy [3]. Konsekwencja mniejszej homologii biatek
degradujacych chlorofile wsréd poszczegdlnych takso-
néw wodnych fotoautotroféw moze by¢ znacznie bardziej
zréznicowany niz u roslin ladowych mechanizm rozkladu
barwnikéw chlorofilowych.

ROLA ROZKEADU CHLOROFILU I JEGO
POCHODNYCH W ONTOGENEZIE ROSLIN I GLONOW

Warunkiem skutecznej ochrony starzejacych sie tkanek
przed toksycznym dzialaniem wolnych czasteczek chloro-
filu jest proces ich szybkiej degradacji. Gléwnym argumen-
tem, potwierdzajacym nadrzedny antyoksydacyjny charak-
ter tego procesu jest fakt, ze skomplikowane, wieloetapowe
przemiany chlorofilu prowadza ostatecznie do pochod-
nych, o znikomych zdolnosciach absorpcyjnych w pasmie
bliskiego ultrafioletu. Dodatkowo, czas péttrwania produk-
tow rozkladu poprzedzajacych liniowe katabolity pFCC
jest bardzo krotki, dzieki czemu fototoksyczne pochodne
nie ulegaja nagromadzeniu w starzejacych sie chloropla-
stach. Koricowe produkty rozpadu chlorofilu takie jak YCC
i NCC, wykazujace silne dzialanie antyoksydacyjne, moga
stanowic¢ takze dodatkowy czynnik ochrony wewnatrzko-
morkowej przed reaktywnymi formami tlenu, powstajacy-
mi na skutek transferu energii wzbudzenia wolnego chloro-
filu na tlen czasteczkowy.

Pozostale produkty rozkladu chlorofilu wykazuja takze
szereg interesujacych wlasciwosci. Wzbudzone czasteczki
FCC moga bra¢ udzial w tworzeniu tlenu singletowego, po-
tencjalnego elementu sygnalizacji stresu komérkowego oraz
obrony przed atakiem patogenéw [43]. Barwne koricowe
produkty rozpadu PiCC, tworzace przejéciowe kompleksy
z metalami na drugim stopniu utlenienia, m.in. Zn, Cd, Nj,
Cu, Pd, moga by¢ rozpatrywane jako wazny element me-
chanizméw sekwestracji metali ciezkich w roslinach z gru-
py hiperakumulatoréw [6].

Rozklad chlorofilu odgrywa takze wazna role w remo-
bilizacji skladnikéw odzywczych i budulcowych, gléwnie
zredukowanych form azotu i jonéw magnezu. Wbhrew wcze-
$niejszym teoriom odzysk azotu nie dotyczy atoméw tego
pierwiastka wystepujacego w strukturze chlorofilu, lecz
biatek chloroplastowych. Podczas rozpadu chlorofilu, zielo-
ne barwniki stopniowo uwalniane sa z anten oraz centréw
reakcji fotosysteméw. Powoduje to destabilizacje komplek-
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sow biatkowo-barwnikowych oraz ulatwia pézZniejsza pro-
teolize uwolnionych biatek [44]. Aminokwasy pochodzace
z ich rozkladu po przetransportowaniu do odpowiednich
organdéw, moga postuzyc roélinie jako rezerwuar zwigzkéw
azotu w kolejnym sezonie wegetacji.

Aspekt antyoksydacyjny katabolizmu chlorofilu wy-
daje sie odgrywaé¢ duzo mniejsze znaczenie w komoérkach
wodnych fotoautotroféw niz u roélin ladowych. Biorac pod
uwage stosunkowo kroétki cykl zycia glonéw i cyjanobakte-
rii oraz wieksza stabilno$¢ warunkéw panujacych w srodo-
wisku wodnym, przeksztalcanie chlorofilu do zwiazkéw w
ktoérych ciagtosé pierscienia porfirynowego jest zachowana,
wydaje sie stanowié lepsza strategie adaptacyjng niz wy-
ksztalcenie energetycznie kosztownego, wieloetapowego
szlaku rozkladu chlorofilu do liniowych pochodnych.

PRODUKTY METABOLIZMU CHLOROFILU
JAKO POTENCJALNE ELEMENTY LUDZKIE]
TERAPII ANTYNOWOTWOROWE]

Chlorofile i ich pochodne znalazty szerokie zastosowa-
nie jako barwniki kosmetyczne i spozywcze (E140-chloro-
fil, E141-chlorofilina, czyli sél sodowo-miedziowa chlorofi-
lu), zwigzki pochlaniajace zapachy, substancje o dziataniu
przeciwzapalnym czy przeciwwirusowym. Prowadzone sa
réwniez analizy majace na celu oszacowanie optacalnosci
produkgji ogniw fotowoltaicznych, w ktérych konwersja
energii stonecznej w energie elektryczna zachodzi dzieki
barwnikom chlorofilowym, czy tez indukowanej Swiatlem
produkgji biopaliwa wodorowego [45].

Ze wzgledu na wysoka toksycznos¢ w obecnosci $wiatta
w ostatnich latach chlorofile i ich metabolity intensywnie
badane sa pod katem uzytecznosci w terapii fotodynamicz-
nej (ang. photodynamic theraphy, PDT). Silna aktywnos¢ ha-
mujacq proliferacje komérek nowotworowych wykazuja fe-
ofityna i feoforbid a/b oraz (pét)syntetyczne zwigzki oparte
na ich strukturach. Wybrane produkty degradacji chlorofilu
oraz funkcjonalne barwniki moga znalez¢é potencjalne za-
stosowanie m.in. w terapii nowotwordw piersi [46] i watro-
by [47,48].
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ABSTRACT

During leaf senescence and fruit ripening chlorophyll is broken down into nonfluorescent catabolites (NCCs). The chlorophyll degradation
pathway includes a series of biochemical transformations ocurring sequentially in chloroplasts, cytosol and vacuoles. The path begins with
enzymatic reduction of chlorophyll b to chlorophyll a. Next, the specific dechelatase and esterase remove the magnesium atom and the phytol
chain resulting in the formation of pheophorbide a. In the next step, the porphyrin macroring is opened by pheophorbide a oxygenase and
red catabolite reductase. The product of this transformation is an early fluorescent catabolite (yFCC), which after hydroxylation and species-
-specific modifications is imported into the vacuole. In acidic medium of the vacuole pFCC undergo isomerization to their respective colorless
NCCs, which are final chlorophyll degradation products in higher plants. There are still no answers to a number of questions about the fate
and significance of millions tons of chlorophyll catabolites released annually in the aquatic environment as a result of cellular senescence and
death of phytoplankton. A few reports indicate that algae and cyanobacteria may metabolize their photosynthetic pigments in a similar way
as higher plants do, however, the course of chlorophyll breakdown in these organisms has not been yet elucidated.
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