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Streszczenie: Zycie na Ziemi istnieje dzieki komorkom zdolnym do fotosyntezy. Wéréd tych komérek
bardzo istotne sg glony, a szczegdlnie glony morskie zawierajace nietypowy barwnik chlorofilowy
z grupy chlorofili ¢. Uwaza sig, ze glony zawierajace przynajmniej jeden rodzaj chlorofilu ¢ odni-
osty najwickszy sukces ewolucyjny sposrdéd wszystkich wodnych fotoautotrofow. Odgrywaja one
bardzo istotna role w obiegu pierwiastkow, produkcji biomasy, a nawet stabilizacji klimatu na Ziemi
w stopniu zblizonym do lasow tropikalnych. Ich komoérki cechuje ogromna réznorodnosé. Dotyczy
to szczegdlnie molekularnej organizacji i mechanizmoéw dziatania obecnych w ich komorkach kom-
pleksow fotosyntetycznych.

Chlorofile ¢, podobnie jak pozostate chlorofile, tj. chlorofil a, chlorofil b, chlorofil d i chlorofil f
zaliczane sg do tetrapiroli, ale w swoim szkielecie tetrapirolowym zawieraja o jedno wigzanie pod-
wojne wiecej, a to znaczaco wptywa na ich wlasciwosci spektralne. R6znorodnos¢ chlorofili ¢ wyni-
ka z roznych podstawnikoéw w pierscieniu tetrapirolowym. Chlorofile ¢ absorbuja $wiatto wyko-
rzystywane w procesie fotosyntezy i uczestnicza w przekazie zaabsorbowanej energii do centrum
reakcji fotosyntetycznej, w ktorej niemal zawsze znajduje si¢ chlorofil a. Pelnia one tym samym
role fotosyntetycznych barwnikow pomocniczych. Obecnos¢ chlorofili ¢ w komérkach glonéw stata
si¢ jedng z waznych cech taksonomicznych i obecnie, w klasyfikacji biologicznej Thomasa Cava-
liera-Smitha, wszystkie te bardzo roznorodne komorki, naleza do jednego z szesciu krolestw, czyli
Chromista. Sukces ewolucyjny i ogromne znaczenie ekologiczne glondw zawierajacych chlorofile
¢ sprawily, ze obecnie intensywnie dazy si¢ do poznania struktury tych barwnikow, reakcji szlaku
ich biosyntezy oraz molekularnych mechanizméw absorpcji i przekazu energii w antenach fotosyn-
tetycznych komorek tych bardzo zréznicowanych glonow.

Stowa kluczowe: fotosynteza, glony, barwniki fotosyntetyczne, chlorofile c, tetrapirole
Summary: Life on Earth exists thanks to cells capable of performing photosynthesis. Algae, espe-

cially marine algae that contain an unusual chlorophyll belonging to the group of chlorophylls ¢ are
particularly important photosynthetic cells. It is believed that algae containing at least one type of



420 B. MYSLIWA-KURDZIEL, D. LATOWSKI

chlorophyll ¢ have achieved the greatest evolutionary success among all aqueous photoautotrophs.
They are the most important when it comes to the circulation of elements, biomass production as
well as to the stabilization of the Earth’s climate, similar to tropical forests. Algae cells are char-
acterized by a huge variety of molecular organization and mechanisms of action of photosynthetic
complexes.

Chlorophylls ¢, like other chlorophylls, i.e. chlorophyll @, chlorophyll b, chlorophyll d and chloro-
phyll f are classified as tetrapyrroles, but they contain one more double bond in their tetrapyrrole
backbone, which significantly affects their spectral properties. Members of the chlorophyll ¢ family
have different substituents in the tetrapyrrole ring. Chlorophylls ¢ play the role of photosynthetic
auxiliary pigment, they absorb light used in the photosynthesis process and participate in the ener-
gy transfer to the photosynthetic reaction center, where chlorophyll @ is almost always found. The
presence of chlorophylls ¢ in algae cells has become one of the important taxonomic features and
nowadays, in the biological classification of Thomas Cavalier-Smith, all these very diverse cells
belong to one of the six kingdoms, i.e. the Chromist. The evolutionary success and huge ecological
significance of algae containing chlorophylls led to the intensive research on the structure of chlo-
rophylls ¢, their biosynthesis pathway and molecular mechanisms of light absorption and energy
transfer in the photosynthetic antennae.

Keywords: photosynthesis, algae, photosynthetic pigments, chlorophylls ¢, tetrapyrroles

WPROWADZENIE

Niewatpliwie w procesie powstania, podtrzymywania iewolucji zycia na
Ziemi ogromng role¢ odgrywaja komorki zdolne do fotosyntezy. Wsrod nich naj-
wiekszg roznorodno$¢ wykazuja komorki glonow. Co wigcej, stanowig one nie
tylko podstawe ekosystemow wodnych, ale wedlug najnowszych badan istotnie
wplywaja na ksztatltowanie warunkéw zycia na calej planecie [4, 44]. Coraz cze-
$ciej oceany, ze wzgledu na zamieszkujace je fotosyntetyzujace glony, okreslane
sa, obok lasow tropikalnych, drugim ptucem Ziemi. Uwaza si¢, ze zdolne do fo-
tosyntezy komorki oceanicznych glonow wiaza ponad potowe catkowitego di-
tlenku wegla asymilowanego w procesie fotosyntezy na naszej planecie. Z kolei
wsrod nich dominujaca role w fotosyntezie ekosystemow wodnych odgrywaja
glony, ktore w swoich kompleksach fotosyntetycznych zawieraja cho¢ jeden ro-
dzaj, szczegodlnych i niezwyklych barwnikow chlorofilowych, ktore nie wystepu-
ja w zadnych innych komorkach, a nalezg do grupy chlorofili ¢. Obecno$¢ tego
nietypowego barwnika jest jedng z nielicznych cech wspolnych tych glonow. Jest
to bardzo istotne, bo komorki tych glonéw charakteryzujg si¢ najwigksza rdzno-
rodnoscia w $wiecie fotoautotrofow. Rdznice te dotycza zar6wno rozmiardw, bu-
dowy komorki, chloroplastow, a nawet molekularnej budowy fotosyntetycznych
kompleksow barwnikowo-biatkowych. Komorki tych glonow, nie tylko wptywaja
na warunki zycia na Ziemi przez asymilacj¢ CO,, czy regulacj¢ obiegu pierwiast-
koéw, produkcje biomasy, ale w niektorych przypadkach, jak cztonkowie grupy
Coccolithophores moga nawet wplywac¢ na formowanie si¢ chmur [19].



NIETYPOWY CHLOROFIL W KOMORKACH GLONOW 421

Historia odkrycia chlorofilu ¢ sigga XIX wieku [48]. Wtedy to zauwazono, ze
zielony barwnik ekstrahowany z alg r6zni si¢ od znanych juz woéwczas chlorofili:
chlorofilu a i chlorofilu b. Barwnik ten nazwano chlorofucyna, potem chlorofilem
v, a obecnie okresla si¢ go jako chlorofil c¢. Poczatkowo wyrazano watpliwosci,
czy wyizolowany barwnik jest rzeczywiscie obecny w kompleksach fotosynte-
tycznych glonow, czy tez jest on tylko produktem rozpadu innego barwnika. Osta-
tecznie w roku 1942 potwierdzono obecnos¢ chlorofilu ¢ w komdérkach okrzemek
1 brunatnic, a kilka lat pdzniej wykazano, ze ma on inny charakter chemiczny niz
pozostate chlorofile [56]. Rozwoj technik chromatograficznych umozliwit doko-
nanie precyzyjnych analiz ekstraktow barwnikowych otrzymywanych z komorek
glonow i ujawnit, ze pod pojeciem chlorofilu ¢ kryje si¢ kilka zwigzkdéw chemicz-
nych o bardzo zblizonych wtasciwosciach. Dlatego tez, termin chlorofil ¢, stoso-
wany czasami w literaturze, jest niejednoznaczny i nalezy raczej moéwic o rodzi-
nie lub grupie chlorofili c.

Chlorofile ¢ pehia rolg barwnikéw pomocniczych w fotosyntezie. Barwni-
ki pomocnicze nie uczestniczg bezposrednio w przeksztatcaniu energii $wietlnej
w energi¢ chemiczng w centrum reakcji fotosyntetycznej, ale w procesie pochta-
niania promieniowania przez anteny fotosyntetyczne i w przekazie zaabsorbowa-
nej energii do centrow reakcji fotosyntetycznych [13, 31].

WYSTEPOWANIE CHLOROFILI ¢

Pierwszy takson, w ktérym zgrupowano zdecydowang wickszo$¢ organi-
zmoéw eukariotycznych zawierajacych chlorofile ¢ zostal ustanowiony w 1981
roku przez Cavalier-Smitha, w randze krolestwa zwanego Chromista [10]. Kro-
lestwo to utworzono przez potaczenie dwoch niezaleznych krélestw tj. Crypto-
phyta i Chromophyta. Poczatkowo Chromista byly podzielone na trzy grupy tj.
Heterokonta (zwane rowiez Stramenopiles), Haptofity (Haptophytes) i Kryptofity
(Cryptomonas) (Ryc. 1) [16].

W 2005 roku Migdzynarodowe Towarzystwo Protistologiczne wlaczyto do kré-
lestwa Chromista jeszcze jedng grupe glonow, o nazwie Alveolata i zasugerowato
zastapienie krolestwa Chromista jedna z szesciu utworzonych super grup, o nazwie
Chromalveolata. W ten sposob w grupie tej znalazty si¢ trzy grupy tworzace pierwot-
nie krolestwo Chromista z grupg Alveolata (Ryc. 1) [1]. Pig¢ lat pdzniej Alveolata
rowniez zostaty wlaczone do krolestwa Chromista, do ktérego wprowadzono jeszcze
piata grupe o nazwie Rhizaria. Rhizaria wraz z grupami Stramenopiles i Alveolata
zostaty ujete w tzw. grupe SAR (Ryc. 1) [9, 27]. Obecnie grupa SAR jest okre$lana
rowniez mianem Harosa, a pozostate dwie grupy krolestwa Chromista, tj. haptofity
i kryptofity zostaty ujete w grupe okreslang jako Hacrobia (Ryc. 1). Obie te grupy
uwaza si¢ za podkrolestwa krolestwa Chromista [11]. Mozna wigc powiedzie¢, ze



422 B. MYSLIWA-KURDZIEL, D. LATOWSKI

Alveolata
(2005)

Stramenopiles

(Heterokonta)
Cryptophyta /

(1981) Chromista > Haptophytes (Haptista)

Chromophyta Chron:al\:eolata g (z018)
2005

Cryptomonas (Cryptista)

(2018}

Hacrobia
_[2018

RYCINA 1. Zarys zmian w systematyce glonow zawierajacych chlorofile ¢
FIGURE 1. An outline of trends in the systematics of algae containing chlorophylls ¢

zaproponowane przez Migdzynarodowe Towarzystwo Protistologiczne grupy obje-
te supergrupa Chromalveolata zostaty ostatecznie wlaczone rowniez do krélestwa
Chromista, ktore dodatkowo rozszerzono jeszcze o grupe Rhizaria.

W tak rozumianym krélestwie Chromista niemal wszystkie organizmy zdolne
do fotosyntezy, posiadaja jeden lub kilka typow chlorofili ¢ w charakterze foto-
syntetycznego barwnika pomocniczego. Nieliczne wyjatki od tej reguty wigza si¢
z duzg réznorodnoscia i ztozonoscig ewolucyjnego pochodzenia chloroplastow
w komorkach glonéw nalezacych do Chromista [42]. Jednym z takich wyjatkow
jest jedyna zdolna do fotosyntezy grupa nalezgca do Rhizaria, zwana Chlorarach-
niophyta (Chlorarachniophyte lub Chlorarachnea). Glony tej grupy zamiast chlo-
rofili ¢ posiadaja chlorofil » jako chlorofilowy barwnik pomocniczy [33]. Wynika
to z tego, ze wszystkie Rhizaria utracity swoje pierwotne chloroplasty z chloro-
filami c¢. Wigkszo$¢ postala heterotroficzna, ale Chlorarachniophyta odzyskaty
zdolno$¢ do fotosyntezy uzyskujac na nowo chloroplasty, na drodze symbiozy
z zielenicami, ktore zamiast chlorofili ¢ zawieraja, tak jak rosliny, chlorofil 5. Co
ciekawe, uwaza sie, ze przedstawiciele Chlorarachniophyta sg dawcami genow
sytezy chlorofilu a dla niektorych przestawcieli rodzaju Lepidodinium, ktory za-
liczany jest do bruzdnic. Bruzdnice powszechnie zawierajg chlorofile ¢, jednak
niektore gatunki rodzaju Lepidodinium utracity pierwotne geny syntezy chlorofili
1 odzyskaty je, ale od Chlorarachniophyta, ktére jak wspomniano wyzej posiadaja
chlorofil a i b, ale sg niezdolne do syntezy chlorofili ¢ [35]. Niektére organizmy
z grupy Heterokonta i Alveolata utracity chlorofile ¢, nie zastgpity ich innym
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barwnikiem chlorofilowym i w ten sposob posiadajg tylko chlorofil a. Tak jest
w matej grupie zwanej Eustigmatophyte (z grupy Heterokonta), do ktérej nalezy
rodzaj Nannochloropsis, potencjalnie istotny z punktu widzenia produkcji biopa-
liw. Innym przyktadem glonow, ktorych komorki zawieraja tylko chlorofil a sa
niektore gatunki z rodzaju Xanthophyte (z grupy Heterokonta) a takze rodzajow
Chromera i Vitrella nalezacych do Alveolata [11, 43].

W glonach nie zaliczonych do Chromista odnotowano tylko pojedyncze gatun-
ki zawierajace chlorofile ¢ [12]. Uwaza si¢, ze wystepowanie chlorofili ¢ w tych
gatunkach jest wynikiem skomplikowanych drog ewolucyjnego pochodzenia ich
chloroplastow. Obecnosci chlorofili ¢ nie stwierdzono w komorkach roslin.

Poza eukariotycznymi fotoautotrofami chlorofile ¢ zostaty réwniez zidentyfi-
kowane w bakteriach takich jak Acaryochloris marina, ktéra gromadzi chlorofile
¢ w antenach fotosyntetycznych i jest jedynym znanym przypadkiem, gdzie w fo-
tosyntetycznym centrum reakcji chlorofil a jest zastapiony chlorofilem d [31, 56].

ZNACZENIE ORGANIZMOW
ZAWIERAJACYCH CHLOROFILE ¢

Gatunki fotoautotroficzne Chromista zawierajgce chlorofile ¢ zasiedlajg ob-
szary polozone w réznych strefach klimatycznych. Do Chromista zalicza si¢
ogromna wickszos¢ glonéw morskich i stodkowodnych, jak rowniez niektore
glony zyjace w glebach [11]. Wsrod glonow jednokomoérkowych wyrézni¢ moz-
na dwie ekologicznie najbardziej istotne grupy: okrzemki i bruzdnice stanowigce
najwazniejszy sktadnik morskiego fitoplanktonu. Okrzemki, ktérych komorki sg
otoczone charakterystycznym krzemionkowym pancerzykiem, znano juz od daw-
na, a ich pancerzyki byty niegdy$ materialem niezbednym do polerowania astro-
nomicznych lusterek teleskopowych oraz do tworzenia dynamitu. Bruzdnice sa
najczestszym pokarmem raf koralowych i jednoczesnie najliczniejszymi mikro-
drapieznikami gleby. Oprocz alg jednokomorkowych, Chromista obejmuje takze
liczaca okoto 2 000 gatunkoéw grupe wielokomoérkowych brunatnic, ktore moga
osigga¢ wielko$¢ zblizong do rozmiardéw pletwala biekitnego, tj. okoto 60 m dhu-
gosci. Glony te moga tworzy¢ podwodne lasy wodorostowe o wysokiej bior6zno-
rodnosci. Niektore brunatnice rowniez sa wykorzystywane jako zroédto zywnosci
i suplementow w ludzkiej diecie [11, 14, 18].

Fotoautotroficzne Chromisty pelnig kluczowa role w zapewnieniu bior6z-
norodnosci i stabilnosci ekosystemoéw wodnych. Poprzez wigzanie CO,, udziat
w produkcji tlenu oraz biomasy [45, 53] sa one niezwykle wazne dla stabilnosci
klimatu, rolnictwa i biologii wody oraz gleby [11].
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RODZINA CHLOROFILI ¢

STRUKTURA I WEASCIWOSCI

Struktura czasteczek chlorofili ¢ sktada si¢ z czterech pierscieni pirolu, kto-
re tworzg zamkniety uktad okreslany jako tetrapirol. Pierscienie te oznaczono
jako A-D (Ryc. 2). Wyr6zni¢ mozna dodatkowo piaty pierscien, cyklopentanonu,
oznaczony na rycinie 2 jako E, ktory jest charakterystyczny dla wszystkich chlo-
rofili. W centrum tetrapirolowego szkieletu znajduje si¢ jon Mg?* [12, 40, 46,
47]. Sprzgzony uklad wigzan podwdjnych, zlozony z naprzemiennie utozonych
wigzan pojedynczych i podwojnych w czgsteczce (zaznaczony na rycinie 2) wa-
runkuje zdolno$¢ czasteczki do absorpcji promieniowania elektromagnetycznego.

RYCINA 2. Wz6r strukturalny czasteczki chlorofilu c¢/. Pogrubione wigzania podwojne z taczacy-
mi je wigzaniami pojedynczymi tworza sprzezony uktad, ktéory umozliwia absorpcje promieniowa-
nia elektromagnetycznego. Zastosowano numeracj¢ atomow wegla zgodng z [UPAC. Biata strzatka
wskazuje wigzanie podwojne C17=C18 w pierécieniu D, ktére jest charakterystyczne dla wszystkich
chlorofili c. Inne znane chlorofile c r6znig si¢ od chlorofilu ¢/ podstawnikami przy atomach wegli C7
i C8 (patrz Tab. 1). W przypadku niektorych chlorofili ¢ wigzanie C17'=C17? jest zredukowane
FIGURE 2. A structural formula of the chlorophyll ¢/ molecule. Double bonds marked in bold and
connecting them single bonds form a coupled system that allows the absorption of electromagnetic
radiation. Carbon numbering is according to IUPAC. The white arrow indicates the C17=C18 double
bond in the D ring, which is characteristic of all chlorophylls c¢. Other known chlorophylls ¢ have
substituents on C7 and C8 carbon atoms different from those of chlorophyll ¢/ (see Tab. 1). For some
chlorophylls ¢, the C17' = C17% bond is reduced
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Najwczesniej odkryte 1 najbardziej rozpowszechnione w przyrodzie chlorofi-
le ¢ to: chlorofil c/, chlorofil ¢2 oraz chlorofil ¢3 (Ryc. 2, Tab. 1). W kolejnych
latach, dzieki udoskonaleniu i rozwojowi technik chromatograficznych, w szcze-
gblnosci wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) zidentyfikowano
jeszcze kilkanascie nalezacych do tej rodziny zwiazkéw pochodnych [23, 26, 30,
56], o strukturze podobnej do chlorofili ¢/, ¢2 i ¢3.

TABELA 1. Podstawniki przy atomach wegla C7, C8 i C17 w znanych chlorofilach ¢, w ktérych wy-
stepuje wolna reszta przy C17. Oznaczenia atomoéw wegla jak na rycinie 2

TABLE 1. Substituents at C7, C8 i C17 positions in known chlorophylls ¢ having an acid residue at
C17 position

CHLOROFILE ¢ PODSTAWNIKI PRZY
(STOSOWANY SKROT) c7 cs8 c17
Chlorofil ¢/ (Chl 1) CH, CH,-CH, CH=CH-COOH
Chlorofil ¢2 (Chl ¢2) CH, CH=CH, CH=CH-COOH
diwinylo protochlorofilid (inaczej: proto- _

chlorofilid diwinylowy) (DV-Pchlid) CH, CH=CH, CH,-CH,-COOH
Chlorofil ¢3 (Chl ¢3) COOCH, CH=CH, CH=CH-COOH

monowinylo chlorofil ¢3 i e
(MV-Chl ¢3) COOCH, CH,-CH, CH=CH-COOH
Chlorofil ¢, (Chl ¢, ) COOCH, CH,-CH, CH,-CH,-COOH

Barwniki z rodziny chlorofili ¢ mozna podzieli¢ na trzy grupy w zalezno$ci od
rodzaju podstawnika przy C17 w pierscieniu pirolowym D [40]. Do pierwszej gru-
py zaliczy¢ nalezy zwiazki zawierajace w tej pozycji wolng reszte kwasu akrylo-
wego (nienasyconego), w tym chlorofil ¢/, chlorofil ¢2 oraz chlorofil ¢3. Zwigzki
te posiadajg rézne podstawniki przy weglach C7 lub C8, w pierscieniu B (Ryc. 2,
Tab. 1). Nazwa chemiczna chlorofilu ¢/ to 7-metylo-8-etylo-porfiryna. Chlorofil c2
jest analogiem chlorofilu ¢/, ré6znigcym si¢ podstawnikiem przy weglu C8. Posiada
on w tym miejscu reszt¢ winylowa zamiast grupy etylowej w chlorofilu c/; jest
to zatem 8-winylowy analog chlorofilu c¢/. Podobnie chlorofil ¢3 jest 7-metoksy-
karbonylowym analogiem chlorofilu c2. Kolejnym przedstawicielem tej grupy jest
monowinylo chlorofil ¢3 (MV-Chl ¢3), oryginalnie opisany jako [8-etylo]-chlorofil
c3 [23]. Od chlorofilu ¢3 rdzni sig¢ tym, ze jako podstawnik przy weglu C8 w pier-
$cieniu B posiada on grupg etylowa, zamiast grupy winylowej. MV-Chl ¢3 jest jed-
noczes$nie 7-metoksykarbonylowym analogiem chlorofilu c¢/. Przy wykorzystaniu
szeregu metod chromatograficznych i spektroskopowych wykazano, ze podwdjne
wigzanie w reszcie kwasu akrylowego (C17'= C17?) jest w konformacji trans, na-
tomiast centrum chiralne przy weglu C132 jest w konfiguracji R [2, 3, 28, 36-38].
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Do drugiej grupy chlorofili ¢ zaliczamy zwiazki, w ktérych podstawnikiem
przy weglu C17, w pierscieniu D, jest reszta kwasu propionowego (nasyconego).
Jednym z nich jest protochlorofilid diwinylowy (DV-Pchlid), pierwotnie opisany
jako MgDVP [56]. Co ciekawe, jest on tez produktem posrednim w biosyntezie
wszystkich chlorofili [12]. Do tej grupy nalezy zaliczy¢ ponadto zwigzek opisany
jako chlorofil ¢ ¢ ., (Chl ¢ ¢ .0, ktory zidentyfikowano nast¢pnie jako 7-metok-
sykarbonylo-8-winylo protochlorofilid @ [2]. Podobnie jak w poprzedniej grupie,
oba zwiagzki wymienione w grupie drugiej r6znig si¢ podstawnikami przy weglach
C7 1 C8 w pierscieniu B (Tab. 1). Barwniki zaliczane do obu wyzej opisanych
grup chlorofili ¢ sg zwigzkami o charakterze polarnym.

Trzecia grupa chlorofili ¢, obejmuje te zwiazki, w ktorych reszta kwasu akry-
lowego przy weglu C17° jest zestryfikowana czasteczka galaktolipidu, tj. mono-
galaktozylodiacyloglicerolu (MGDG) [24, 54]. Wsrod tych zwiagzkow nalezy wy-
mieni¢ Chl ¢c2-MGDG (18:4/14:0) oraz Chl ¢2-MGDG (14:0/14:0). Oba zwiazki
majg czes¢ tetrapirolowg identyczng z chlorofilem ¢2, r6znig si¢ natomiast skta-
dem kwasow thuszczowych w dolgczonej czasteczce MGDG. Do tej grupy zali-
czy¢ nalezy rowniez kilka zwigzkow o niepotwierdzonej dotychczas strukturze.
Zwiazki te opisywane sg dwuczlonowa nazwa, w ktorej pierwszy czton wskazuje
na najbardziej podobny znany zwigzek z rodziny chlorofili ¢, a drugi okresla or-
ganizm, w komorkach ktorego wykryto ten zwigzek. Przyktadami moga tu by¢
chlorofil c/-typu Kryptoperidinium, jak rowniez chlorofil c2-typu Pavlova gyrans
i chlorofil ciI-typu Prymnesium parvum [56]. Do tej grupy zaliczamy réwniez
ostatnio odkryty chlorofil c/-typu Exanthemachristis [55].

W ostatnich latach przeprowadzono systematyczne badanie sktadu chloro-
fili i karotenoidow, w réznych grupach organizméw zawierajacych chlorofile ¢
takich jak bruzdnice [55], haptofity [57] oraz okrzemki [58]. W badaniach tych
zastosowano nowa metod¢ oznaczenia zawarto$ci barwnikow w komorkach fi-
toplanktonu morskiego z uzyciem ultra-wysokosprawnej chromatografii cieczo-
wej (UHPLC) uzupelnionej o zaawansowang analiz¢ matematyczng pierwszych
pochodnych otrzymanych chromatograméw [49]. Metoda ta, okreslana jako
FDSC (ang. first derivative spectrum chromatogram), umozliwia szybki i doktad-
ny rozdzial barwnikow o podobnym charakterze chemicznym, lepszy niz w tra-
dycyjnej chromatografii HPLC. Mozna si¢ spodziewac, ze badania komorek ko-
lejnych grup organizmow dostarczg nowych danych na temat rodziny chlorofili c.

DLACZEGO NIETYPOWY?

Chlorofile ¢, ktorych szkielet tetrapirolowy jest w petni nienasycony (Ryec.
2) sg biochemicznie klasyfikowane jako porfiryny, a bardzie szczegoétowo jako
Mg-fitoporfiryny. Maja one o jedno wigzanie podwdjne wigcej w uktadzie wigzan
sprzezonych, tj. wigzanie C17-C18 w pierscieniu D (Ryc. 2), niz pozostate znane
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chlorofile tj. chlorofil a, chlorofil b, chlorofil d i chlorofil f, ktore zaliczane sa
do chloryn. Nalezy tu zatem podkresli¢, ze chlorofile ¢ nazywa si¢ chlorofilami
raczej zwyczajowo z uwagi na funkcje barwnika fotosyntetycznego jaka petnia
w komorce, a nie z powodu ich struktury chemiczne;j.

Wigkszo$¢ scharakteryzowanych chlorofili ¢ posiada niezestryfikowang resz-
te przy C173 (Ryc. 2, Tab. 1), co rowniez odrdznia barwniki tej grupy od pozosta-
lych chlorofili. Jedynie w niektorych chlorofilach ¢ reszta ta jest zestryfikowana
czasteczka lipidu, fitolem, lub innym zwiazkiem [40, 56], jednak te chlorofile
¢ pozostaja stabo scharakteryzowane zaréwno pod wzgledem struktury ich jak
i funkcji biologiczne;j.

Wszystkie chlorofile, zarowno te porfirynowe (chlorofile ¢) jak i chlorynowe
(chlorofile a, b, d, f), naleza do duzej grupy zwigzkéw okreslanych jako tetrapi-
role, do ktérych rowniez nalezy hem. Tetrapirole sg bardzo rozpowszechnione
w organizmach zywych gdzie petnig bardzo istotne i roznorodne funkcje. Uwaza-
ne sg za najstarsza w przyrodzie grupe prostetyczng enzymow, sg tez niezbednym
sktadnikiem funkcjonalnym wielu bialek, takich jak np. cytochromy. Czytelnika
zainteresowanego zagadnieniem wystepowania i znaczenia tetrapiroli w komorce
roslinnej odsytamy do pracy [39] zawierajacej aktualne podsumowanie stanu wie-
dzy w tym zakresie.

WLASNOSCI SPEKTRALNE CHLOROFILI ¢ W ZAKRESIE UV-VIS

Uktad sprzezonych wiazan podwdjnych w czasteczkach chlorofili (Ryc. 2)
umozliwia absorpcje promieniowania elektromagnetycznego, co stanowi podstawe
funkcjonowania barwnikéw tetrapirolowych w komoérkach organizméw fotosyn-
tetyzujacych. Widmo absorpcji chlorofili w zakresie UV-Vis ztozone jest z dwoch
wyraznie oddzielonych pasm — jednego w zakresie $wiatta niebieskiego (tzw. pa-
smo Soreta) oraz drugiego — w zakresie $wiatta czerwonego (tzw. pasmo Q) (Ryc.
3). Te pasma absorpcji odpowiadajg przejSciom elektronowym S-S, 1 S-S, [6, 12]).
Wynikiem absorpcji $wiatta niebieskiego i czerwonego oraz stabej absorpcji $wiatta
zielonego jest zielona barwa roztworéw chlorofili, ktéra przybiera rézny odcien
zaleznie od rodzaju chlorofilu oraz uzytego rozpuszczalnika. Aktualny stan wiedzy
na temat wlasnosci spektralnych znanych chlorofili zawiera praca [20].

Charakterystyczng cecha widm absorpcji chlorofili ¢ jest wysoka intensyw-
nos¢ pasma Soreta, wyzsza niz dla chlorofili typu chlorynowego. Jest tak z powo-
du pelnego nienasycenia uktadu tetrapirolowego w czasteczce chlorofili ¢ (Ryc.
2). W przypadku chlorofili ¢/ i c2 intensywno$¢ pasma Soreta jest ponad 10,
a w przypadku chlorofilu ¢3 nawet 30, razy wyzsza od intensywnosci pasma Q,
[31, 56]. Ponadto pasma absorpcji chlorofili ¢ w zakresie fal czerwonych (pasma
Q) sa najbardziej przesunigte w strone fal krotszych w porownaniu z chlorofilami
typu chlorynowego [6, 20, 56], co zostato zobrazowane na rycinie 3.
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RYCINA 3. Pogladowe widmo absorpcji chlorofili c. Doktadng charakterystyke spektralng znanych
chlorofili ¢ przedstawiono w tabeli 2. Zaznaczono potozenie i wzgledna intensywno$¢ maksymalng
pasma Q dla pozostatych chlorofili w przypadku znormalizowania pasma Soreta do statej warto$ci
(opracowane na podstawie [20])

FIGURE 3. Illustrative absorption spectrum of chlorophylls c. The exact spectral characteristics of
known chlorophylls ¢ are given in the table 2. The position of the Q band and its relative maximal
intensity for the remaining chlorophylls are indicated in the case of the Soret band is normalized to
a constant value (developed on the basis of [20])

Rézne podstawniki przy weglach C7 i C8 w chlorofilach ¢/, ¢2 ic¢3 (Ryc. 2)
sg przyczyna jedynie niewielkich réznic w potozeniu maksimum pasm Soreta i Q
(Tab. 2). Stwierdzono ponadto, ze pozostale chlorofile ¢ wykazujg whasnosci ab-
sorpcyjne podobne do jednego z chlorofili ¢/, ¢2 lub ¢3, ktory posiada te same pod-
stawniki przy weglach C7 i C8. Rodzaj podstawnika przy weglu C17 ma réwniez
niewielki wplyw na wilasnosci absorpcyjne. Pasmo Soreta chlorofili ¢ posiadaja-
cych przy weglu C17 reszte kwasu propionowego jest nieco przesuniete w strong fal
krotszych w porownaniu do chlorofili ¢ posiadajagcych w tym miejscu reszte kwasu
akrylowego. Widma absorpcji wigkszosci niezestryfikowanych chlorofili ¢ zostalo
przedstawione i doktadnie omoéwione w pracy przegladowej [56].
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TABELA 2. Potozenie maksimum pasm absorpcji wybranych chlorofili ¢ w acetonie (wg [56])
TABLE 2. Absorption maximum of selected chlorophylls ¢ in acetone (after [56])

RODZAJ CHLOROFILU ¢ MAKSIMUM ABSORPCJI [NM]
PASMO SORETA PASMO Q
Chl ¢! 445,7 627.8
Chl ¢2 4493 629,1
Chl ¢3 4518 625.,4
DV Pchlid 438.,5 624,2

Chlorofile ¢ wykazuja czerwong fluorescencj¢ podobnie jak pozostate chloro-
file, z tym ze ich maksimum fluorescencji obserwowane jest przy krotszej dlugosci
fali, w poréwnaniu z chlorofilami typu chlorynowego. Badania nad okresleniem
wlasciwosci fotofizycznych chlorofili ¢ w zdefiniowanych uktadach modelowych
sg nieliczne. Takie kompleksowe badania wykonano dla chlorofilu ¢2 w tetrahy-
drofuranie. Okreslono maksima absorpcji (456 1 634 nm), maksimum fluorescen-
cji (640 nm) oraz czas zaniku fluorescencji (5,9 ns) i fosforescencji (833 + 60 us)
[41]. W dalszym ciggu brakuje takich badan dla pozostatych chlorofili c.

A JEDNAK PODOBNY .... DO CHLOROFILU b

Wiasciwos$ci spektralne chlorofili ¢ umozliwiajg im pekienie funkcji barwni-
kéw pomocniczych, tzn. szybki i efektywny transfer zaabsorbowanej energii do
centrum reakcji fotosyntetycznej. W komorkach organizméw zawierajacych chlo-
rofile ¢, podobnie jak we wszystkich fotosyntetyzujacych organizmach eukario-
tycznych, gtownym barwnikiem w centrum reakcji fotosyntetycznej jest chlorofil
a. Przesunigcie pasma Soreta chlorofili ¢ w strong fal dtuzszych (do okoto 450 nm),
w poréwnaniu z potozeniem maksimum absorpcji chlorofilu a (okoto 440 nm), oraz
wysoka wzgledna intensywnosc¢ tego pasma poszerza zakres $wiatta dostepnego dla
fotosyntezy i jest szczegolnie korzystne dla organizméw w §rodowisku wodnym,
w ktorym przewaza niebiesko-zielony zakres promieniowania [31, 32]. Natomiast
przesuniecie pasma Q chlorofili ¢ w strone fal krotszych (do okoto 630 nm) w po-
réwnaniu do chlorofilu a (okoto 660 nm) umozliwia wydajne przeniesienie energii
wzbudzenia migdzy chlorofilem c i chlorofilem a.

Co cickawe, podobny kierunek przesuni¢cia pasm absorpcji wzgledem ab-
sorpcji chlorofilu a wykazuje chlorofil 4 — fotosyntetyczny barwnik pomocniczy
w antenach zielenic i ro$lin. Posiada on maksima absorpcji w pa§mie Soreta przy
okoto 450 nm i w pasmie Q przy okoto 645 nm. Warto jednak podkresli¢, ze sto-
sunek intensywnos$ci pasma Soreta do pasm Q w chlorofilu b jest znacznie nizszy
niz w przypadku chlorofili ¢ (patrz rycina 2).
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Zatem chlorofile ¢ jak i chlorofil b sg skutecznymi barwnikami antenowymi
o podobnych wtasciwosciach optycznych [7, 15], ktore sg skutkiem wptywu pod-
stawnikow bocznych uktadu tetrapirowego na sprz¢zony uktad wigzan podwoj-
nych. W obu zwigzkach wigzania podwojne w podstawniku bocznym zwigksza-
ja liczbe wigzan podwojnych w uktadzie sprzezonym. W przypadku chlorofili ¢
wplyw taki wywiera podwoéjne wigzania w konformacji ,,trans” w reszcie akrylo-
wej przy weglu C17 w pierscieniu D (Ryc. 1). W przypadku chlorofilu b podobny
wplyw wywiera grupa aldehydowa przy weglu C7 w pierscieniu B.

Tytutem podsumowania nalezy zauwazy¢, ze wszystkie eukariotyczne fotoau-
totrofy, ktorych wspolng cecha jest obecnos¢ w centrum reakcji fotosyntetyczne;j
chlorofilu @ mozna pogrupowac, wedlug posiadanego chlorofilowego barwnika
antenowego, na:

- organizmy zawierajace chlorofile ¢ — tj. przedstawiciele Chromista;

- organizmy zawierajace chlorofile b — tj. rosliny i sinice,

- organizmy, ktore utracity dodatkowy barwnik i zawieraja wytacznie chloro-
fil a — tj. Rhodophyta i Glaucophyta [31].

BIOSYNTEZA CHLOROFILU ¢

Biosynteza wszystkich chlorofili zachodzi w reakcjach tzw. galezi magne-
zowej ztozonego i silnie konserwatywnego szlaku biosyntezy tetrapiroli (Ryc. 4).
Biosynteza tetrapiroli w komorce organizmoéw zdolnych do fotosyntezy podlega
precyzyjnej regulacji na wielu poziomach, dlatego ze metabolity posrednie moga
by¢ fototoksyczne. Przebieg gtdéwnych reakcji tego szlaku, prowadzacych do po-
wstania chlorofilu a, produkty posrednie oraz enzymy katalizujagce wiekszo$¢ re-
akcji tego szlaku zostata scharakteryzowana i podsumowana w licznych pracach
przegladowych [8, 17, 21, 34, 52].

Magnezowa gataz szlaku biosyntezy tetrapiroli rozpoczyna si¢ od wiacze-
nia jonu Mg*" do szkieletu protoporfiryny IX, katalizowanego przez chelatazg
Mg. Po wprowadzeniu tego jonu zachodzi metylacja powstatej Mg-protopor-
firyny IX i tworzenie pierscienia cyklopentanonowego, charakterystycznego dla
fitoporfiryn. Diwinylo- i monovinylo protochlorofilid (odpowiednio DV-Pchlid
i MV-Pchlid), ktore powstaja w wyniku tych reakcji, sa substratem do produkcji
zaréwno chlorofili ¢, jak réwniez pozostalych chlorofili typu chlorynowego, tj.
chlorofilu a, chlorofilu b, chlorofilu d oraz chlorofilu f.

Biosynteza chlorofilu @ zachodzi w plastydach. Reakcje prowadzace do powstania
protoporfiryny IX zachodza w stromie plastydow. Kolejne reakcje powigzano z bto-
nami tylakoidéw oraz btong wewnetrzng chloroplastow, co zostalo dobrze opisane dla
komorek roslinnych [39]. Natomiast doktadna lokalizacja tych reakcji w plastydach
komorek glonow zawierajacych chlorofile ¢ jest praktycznie w literaturze nieopisana.
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RYCINA 4. Szlak biosyntezy chlorofili ¢ jako cz¢$¢ szlaku biosyntezy tetrapiroli (wg [40] —zmodyfi-
kowane. Szara ramka zaznaczono galezie: zelazowa i magnezowa tego szlaku. Proponowany wg. [3,
5, 29] schemat szlaku biosyntezy chlorofili ¢ otoczono czarng ramka

FIGURE 4. Chlorophyll ¢ biosynthesis as part of the tetrapirole biosynthesis (according to [40] —
modified. Branches: iron and magnesium branches of this pathway are marked with a gray box. The
scheme of the chlorophyll ¢ biosynthesis route proposed by [3, 5, 29] is surrounded by a black frame

Biosynteza chlorofili ¢ jest stabo poznana w przeciwienstwie do innych frag-
mentoéw szlaku biosyntezy tetrapiroli. Czarna ramka na rycinie 4 obejmuje pro-
ponowany schemat biosyntezy chlorofili ¢, ktory jak dotad nie zostal ostatecz-
nie potwierdzony na drodze eksperymentalnej [5, 25, 56]. Obecnie uwaza si¢, ze
kluczowym zwigzkiem w biosyntezie chlorofili ¢ jest DV-Pchlid [3, 29]. Ulega
on przeksztatceniu do MV-Pchlidu wskutek redukcji grupy winylowej przy weg-
lu C8 (Ryc. 2) do grupy etylowej, a reakcj¢ te katalizuje reduktaza 8-winylowa.
Przyjmuje si¢, ze MV-Pchlid i DV-Pchlid sg przeksztatcane odpowiednio do chlo-
rofilu ¢/ i chlorofilu ¢2 poprzez dehydratacje tancucha bocznego kwasu propi-
onowego przy weglu C17 (Ryc. 2) z wytworzeniem podwdjnego wigzania reszty
akrylowej, jednak odpowiednia oksydaza (oksydaza 17°) nie zostata jak dotad
zidentyfikowana [25]. Zaproponowany mechanizm reakcji tego odwodornienia
udato si¢ jedynie potwierdzi¢ w procesie syntezy analogow chlorofilu ¢ in vitro,
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w ktorej substratem byt Chl a [51]. Jak dotad, nie wykluczono réwniez mozliwos-
ci, ze w komorkach reakcja odwodornienia reszty propionowej moze zachodzié¢
na wczesniejszych etapach szlaku biosyntezy tetrapiroli, np. na etapie protopor-
firyny IX Iub kolejnych produktéw posrednich [50].

Co ciekawe chlorofil ¢/, ktéry ma identyczng strukture chemiczng do MV-Pch-
lidu, z wyjatkiem wigzania podwojnego w tancuchu bocznym przy C-17, jest kom-
petencyjnym inhibitorem zaleznej od $wiatla reduktazy Pchlid:NADPH [28], ktora
katalizuje indukowang §wiattem redukcje protochlorofilidu do chlorofilidu i umoz-
liwia dalsze etapy syntezy chlorofili w komorkach roslin okrytonasiennych [22].

Mimo, iz biosynteza chlorofili ¢ nie zostata dotychczas eksperymentalnie potwi-
erdzona, chlorofil ¢2 uwaza si¢ za ewolucyjnie pierwszy barwnik chlorofilowy [32].

PODSUMOWANIE

Chlorofile ¢ to interesujaca i stabo poznana grupa barwnikow fotosyntetycz-
nych, ktore s nazwane chlorofilami z powodu petnionej funkcji, a nie podobien-
stwa strukturalnego do pozostatych chlorofili. Barwniki te wydaja si¢ odgrywac
kluczowg role dla ogromne;j liczby bardzo zréznicowanych komoérek glonéw ma-
jacych istotne znaczenie w ksztaltowaniu klimatu na ziemi, co w obecnej sytu-
acji na Swiecie wydaje si¢ by¢ szczegdlnie wazne. Mimo iz udziat chlorofili ¢
w przekazie energii wzbudzenia w procesie fotosyntezy tych organizméw zostat
udokumentowany, to wyznaczenie statych czasowych oraz mechanizmu i §ciezek
przekazu energii pozostaje nadal przedmiotem dyskusji. Niewykluczone tez, ze
niektore sposrod chlorofili ¢, zwlaszcza te zestryfikowane, peinig jeszcze inne
funkcje w procesach komorkowych. Dalszych badan wymaga rowniez poznanie
procesu biosyntezy poszczego6lnych chlorofili ¢ i ich lokalizacji w komorce.
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