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Działalność człowieka przyczynia się do wzrastającego zanieczyszczenia środowiska 

substancjami biologicznie czynnymi, wśród których coraz większą uwagę poświęca się 

substancjom leczniczym i ich metabolitom.  Do najpowszechniej wykrywanych w środowisku 

zanieczyszczeń farmaceutycznych należą antybiotyki, leki regulujące gospodarkę lipidową, 

leki hormonalne, leki przeciwpadaczkowe i beta-blokery oraz niesteroidowe leki 

przeciwzapalne (NLPZ). NLPZ, dostępne bez recepty, są powszechnie stosowane w medycynie 

i weterynarii w celu złagodzenia stanu zapalnego i uśmierzania bólu, a ich ilość w środowisku 

stale wzrasta. Wśród nich na szczególna uwagę zasługuje diklofenak (DCF), który ze względu 

na częste wykrywanie w systemach słodkowodnych (McGettigan i Henry, 2013), nieskuteczne 

usuwanie przez oczyszczalnie ścieków (Zhang i in., 2008), powolną degradację w środowisku 

(Fent i in., 2006; Wu i in., 2015) oraz nie w pełni poznany wpływ na organizmy nie docelowe, 

w 2013 roku został umieszczony przez Komisję Europejską na liście substancji podlegających 

monitoringowi (Dyrektywa 2013/39/EU). Jako że DCF jest stosowany od lat przez ludzi, jego 

wpływ na ssaki jest dobrze poznany. DCF jest słabym kwasem działającym poprzez hamowanie 

cyklooksygenaz (COX-1 i COX-2) biorących udział w syntezie prostaglandyn z kwasu 

arachidonowego (Bácsi i in., 2016). Do niepożądanych skutków DCF obserwowanych w 

organizmach ssaków należy zaliczyć m.in. powikłania żołądkowo-jelitowe, neurotoksyczność, 

kardiotoksyczność, hepatotoksyczność, nefrotoksyczność, hematotoksyczność, 

genotoksyczność, teratogenność, złamania kości i alergie skórne (Sathishkumar i in., 2021). Z 

kolei wiedza na temat wpływu DCF na rośliny jest bardzo ograniczona. Pojawiają się 

doniesienia o jego fitotoksyczności oraz o jego wysokiej szkodliwości w porównaniu z innymi 

lekami przeciwzapalnymi (np. kwasem acetylosalicylowym czy ibuprofenem). Dostępne dane 

literaturowe pozwalają przypuszczać, że jedną z przyczyn fitotoksyczności DCF są zaburzenia 

zależnej od światła fazy fotosyntezy, co zostało wskazane w kilku pracach (Hájková i in., 2019; 

Kummerová i in., 2016; Vannini i in., 2018). Opublikowane dotychczas wyniki badań nie 

wskazywały jednak dokładnie przyczyny obserwowanych zaburzeń, co stało się inspiracją i 

dobrą bazą do badań opisanych w ramach tej pracy doktorskiej. 

Celem badań było poznanie mechanizmu hamowania zależnej od światła fazy 

fotosyntezy pod wpływem DCF, poprzez szczegółową analizę zmian zachodzących w aparacie 

fotosyntetycznym narażonym na tę substancję. Do badań wykorzystano jednokomórkową 

zielenicę Chlamydomonas reinhardtii, modelowy organizm do badania podstawowych 

zagadnień biologii komórki, biologii molekularnej oraz badań toksykologicznych, a także 



szpinak warzywny (Spinacia oleracea), popularny w badaniach nad fotosyntezą. Aby wskazać 

prawdopodobny mechanizm działania DCF, postanowiono wykorzystać substancję 

referencyjną o dokładnie poznanym wpływie na aparat fotosyntetyczny, tj. na atrazynę (ATR). 

ATR jest triazynowym herbicydem, który hamuje fotosyntezę poprzez wiązanie się z miejscem 

wiązania plastochinonu B białka D1, blokując przenoszenie energii wzbudzenia z PSII do 

centrum reakcji PSI, co w konsekwencji prowadzi do nadmiernej produkcji reaktywnych form 

tlenu (RFT) i uszkodzeń oksydacyjnych w komórce.  

W pierwszym etapie badań (Majewska i in. 2018) oszacowano efektywne stężenie 

badanych substancji, powodujące 50% hamowanie wzrostu (EC50) populacji glonów C. 

reinhardtii, które wyniosło odpowiednio 421,35 µM dla DCF (134,0 mg/L) i 0.360 µМ 

(77.6mg/L) dla ATR. Następnie, po 24 godzinach ekspozycji na toksykanty, zbadano ich wpływ 

na komórki zielenicy. W przypadku obydwu substancji intensywność fotosyntezy, szacowana 

na podstawie ilości produkowanego przez komórki tlenu, spadła o około 40%. Ponieważ pomiar 

ten daje jedynie ogólny obraz przebiegu procesu fotosyntezy, w następnej kolejności wykonano 

analizę krzywej indukcji i wygaszania fluorescencji chlorofilu a in vivo (test OJIP), która 

dostarczyła szczegółowych informacji o wydajności i stanie aparatu fotosyntetycznego. 

Wykazano, że ATR spowodowała zmniejszenie prawdopodobieństwa przeniesienia elektronu 

poza QA (ѱ0) oraz spadek maksymalnej wydajności transportu elektronów w łańcuchu 

fotosyntetycznym (φE0), co było zgodne z doniesieniami, że mechanizmem jej działania jest 

blokowanie przepływu elektronów poza fotosystemem II (PSII). DCF natomiast wydawał się 

wpływać bezpośrednio na centra reakcji PSII, ponieważ zaobserwowano spadek maksymalnej 

wydajności kwantowej pierwotnych reakcji fotochemicznych (φP0) oraz wzrost 

niefotochemicznego rozpraszania energii wzbudzenia (φD0). Dodatkowo frakcja aktywnych 

centrów reakcji PSII (RCM) była znacznie mniejsza niż w kontroli, ale strumień energii 

przepływający przez jedno aktywne RC (ang. reaction center), w szczególności absorpcja 

energii (ABS/RC), pułapkowanie energii (TR0/RC), transport elektronów (ET0/RC, RE0/RC) 

oraz niefotochemiczne rozpraszanie energii (DI0/RC) wzrósł. Sugerowało to, że niektóre RC 

zostały przekształcone w „ciche” centra reakcji, rozpraszające nadmiar absorbowanej energii 

w postaci ciepła (Krüger i in., 1997; Strasser i in., 2004), natomiast te RC, które pozostały 

aktywne, funkcjonowały prawidłowo. Ponadto można było przypuszczać, że w rozpraszaniu 

nadmiaru energii wzbudzenia brał udział cykl ksantofilowy (Demmig -Adams i in., 1996), o 

czym świadczył pośrednio wzrost zawartości karotenoidów w komórkach poddanych działaniu 

DF. 



 Skutkiem zaburzeń fotosyntetycznego transportu elektronów jest często nadprodukcja 

reaktywnych form tlenu (RFT) i związany z tym stres oksydacyjny (Czarnocka i Karpiński, 

2008). Rzeczywiście, zarówno DCF jak i ATR spowodowały wzmożoną produkcję nadtlenku 

wodoru w komórkach glonów, przy czym efekt działania ATR był znacznie silniejszy 

(Majewska i in. 2018). Co ciekawe, aktywność peroksydazy askorbinianowej (APX), enzymu 

odpowiedzialnego za rozkład nadtlenku wodoru w chloroplastach, wzrosła jedynie w 

przypadku komórek traktowanych ATR, co jest zgodne z opisywanym mechanizmem działania 

tej substancji. Wzrostu aktywności APX nie zaobserwowano w komórkach C. reinhardtii 

potraktowanych DCF, co pozwalało sądzić, że to nie chloroplast był głównym źródłem 

nadprodukcji nadtlenku wodoru w tych warunkach, a mechanizm zaburzeń fotosyntezy 

indukowanych DCF wymagał dalszych badań.   

Wyniki uzyskane w pierwszym etapie badań (Majewska i in. 2018) były obrazem 

zmian obserwowanych w populacji C. reinhardtii, w której komórki znajdują się na różnym 

etapie rozwoju. Co więcej, obserwowane zmiany dotyczyły komórek eksponowanych na 

substancje badane przez 24 godziny, co nie pozwoliło stwierdzić, jak szybko pojawiają się 

efekty toksyczne. Z tego względu w kolejnych eksperymentach (Majewska i in. 2021) 

postanowiono wykorzystać synchroniczną populację tej zielenicy, w której wszystkie komórki 

znajdują się w tej samej fazie rozwojowej i pobierać próby w krótkich odstępach czasowych. 

Zsynchronizowaną populację zoospor potraktowano zatem na początku cyklu komórkowego 

DCF i ATR w stężeniach wyznaczonych w poprzednich badaniach (Majewska i in., 2018), a 

następnie pobierano próby do analiz co godzinę. Dzięki temu możliwe było przeanalizowanie 

wpływu DCF i ATR na poziomie pojedynczej komórki i zaobserwowanie wczesnych efektów 

ich działania. Zbadano m.in. poziom transkryptów genów kodujących enzymy odpowiedzialne 

za neutralizację reaktywnych form tlenu w chloroplastach, których podwyższona ekspresja jest 

uważana za marker stresu oksydacyjnego (Chankova i in., 2014): FSD1 kodujący żelazową 

dysmutazę ponadtlenkową (Fe-SOD), MSD3 kodujący manganową dysmutazę ponadtlenkową 

(Mn-SOD) oraz APX1 kodujący peroksydazę askorbinianową (APX). Ekspozycja komórek na 

ATR już po pierwszej godzinie po potraktowaniu spowodowała wzrost poziomu transkryptów 

wszystkich tych genów, natomiast w komórkach traktowanych DCF poziom transkryptów 

genów kodujących APX i Mn-SOD spadł, a poziom transkryptu genu kodującego Fe-SOD 

wzrósł, ale dopiero po kilku godzinach i w dużo mniejszym stopniu, niż w przypadku ATR. 

Było to zgodne z wnioskami wysuniętymi w poprzedniej pracy (Majewska i in., 2018), że 

produkcja RFT w chloroplaście narażonym na DCF nie jest główną przyczyną fitotoksycznego 

działania DCF w komórkach roślinnych. Świadczyć o tym może też fakt, że ilość chlorofili a i 



b w komórkach obniżyła się dopiero po 7 godzinach po potraktowaniu DCF, w odróżnieniu od 

komórek traktowanych ATR, która wywołała taki efekt już po 1 godzinie. Silna nadprodukcja 

RFT w chloroplastach komórek eksponowanych na ATR mogła doprowadzić do utlenienia 

cząsteczek barwników i zniszczenia ich struktury (Nguyen i in., 2021), natomiast w przypadku 

DCF efekt ten pojawiał się dużo później i był znacznie słabszy.  

Niezwykle ważnym elementem powyższych badań była  analiza parametrów krzywej 

indukcji i wygaszania fluorescencji chlorofilu a in vivo, która pozwoliła wykazać, że  

zakłócenia fotosyntetycznego transportu elektronów, prowadzące do nadmiernej produkcji RFT 

wskutek działania ATR oraz przekształcenia niektórych centrów reakcji w „radiatory” 

niefotochemicznego rozpraszania energii  w komórkach potraktowanych DCF  były widoczne 

już po 1 godzinie ekspozycji. Oznacza to, że obydwie substancje szybko przenikają do komórek 

i docierają do chloroplastu, jednak sposób ich działania na aparat fotosyntetyczny i jego skutki 

są odmienne. Na tym etapie można było już stwierdzić, że chociaż DCF nie wpływa na 

fotosyntezę tak silnie jak ATR, to jednak jego hamujący wpływ na aparat fotosyntetyczny jest 

również znaczący i warty dalszych badań. Ponieważ opisane powyżej eksperymenty były 

prowadzone na całych komórkach zielenic, uzyskane wyniki były sumą wszystkich procesów 

biochemicznych zachodzących w tych komórkach, co może prowadzić do mylnej interpretacji 

części wyników. Jest to szczególnie istotne ze względu na podobieństwa między procesami 

fotosyntezy i oddychania, chociażby dlatego, że oba procesy wykorzystują łańcuch transportu 

elektronów i wytwarzają energię w postaci ATP. Ponadto udowodniona jest ścisła współpraca 

chloroplastów z mitochondriami, zapewniająca nie tylko optymalne funkcjonowanie komórki 

w stanie “fizjologicznym”, ale również pozwalająca niwelować skutki zaburzenia metabolizmu 

energetycznego w warunkach stresowych (Kromer, 2003; Raghavendra i Padmasree, 2003). 

Aby zatem oddzielić wpływ DCF na fotosyntezę od jego wpływu na inne organelle komórkowe, 

zwłaszcza mitochondria, na których funkcjonowanie DCF może mieć negatywny wpływ 

(Gómez-Lechón i in., 2003; Syed i in., 2016) zdecydowano się przeprowadzić dalsze badania 

na wyizolowanych chloroplastach i tylakoidach szpinaku warzywnego (Spinacia oleracea), 

jako że jest to obecnie uznany model w badaniach fotosyntetycznych.      

W tej serii eksperymentów (Majewska i in., 2024) chloroplasty i tylakoidy izolowane 

z komórek szpinaku poddano działaniu różnych stężeń DCF (od 125 do 4000 μM), a następnie, 

po 15 minutach inkubacji, przeanalizowano parametry krzywej indukcji i wygaszania 

fluorescencji chlorofilu a in vivo. Wykazano, że zmiany w wydajności aparatu 

fotosyntetycznego szpinaku miały taki sam charakter jak te uzyskane dla całych komórek 

zielenicy C. reinhardtii (Majewska i in., 2018, 2021), a różnice w fitotoksyczności tej 



substancji zależały od dawki oraz tego, czy narażone zostały całe chloroplasty, czy same błony 

tylakoidów. Najniższe zastosowane stężenie DCF (250 µM), którym potraktowano 

chloroplasty, miało stosunkowo niewielki wpływ na parametry fluorescencji chlorofilu a in 

vivo. Wydajność kwantowa pierwotnych reakcji fotochemicznych (φP0), prawdopodobieństwo 

przeniesienia elektronu poza QA (ψ0) oraz maksymalna wydajność kwantowa transportu 

elektronów (φE0) spadła w porównaniu do kontroli o około 5%. Przy najwyższym 

zastosowanym stężeniu DCF (4000 µM) wartości tych parametrów zostały obniżone od 15 do 

20%. Natomiast kwantowa wydajność niefotochemicznego rozpraszania energii wzbudzenia 

(φD0) wzrosła od 5 % do 25% w zależności od zastosowanego stężenia DCF. Stwierdzono też, 

że frakcja aktywnych centrów reakcji PSII (RCM) zmniejszała się od 5% do 20% wraz ze 

wzrostem stężenia DCF. Niemniej jednak te RC, które pozostały aktywne, wydawały się 

funkcjonować prawidłowo, ponieważ absorpcja energii świetlnej, jej pułapkowanie i transport 

elektronów przez jedno aktywne RC nie wykazały istotnych zmian, z wyjątkiem około 30% 

wzrostu niefotochemicznego rozpraszania energii wzbudzenia. Uzyskane wyniki wykazały, że 

izolowane chloroplasty wykazują stosunkowo niską wrażliwość na DCF w porównaniu z 

nienaruszonymi komórkami C. reinhardtii (Majewska i in. 2018, 2021, 2024). Mogło to 

wynikać z faktu, że nie tylko sam chloroplast, ale również mitochondria są narażone na DCF, 

co przyczynia się do zwiększonej toksyczności tego związku w całych komórkach. Inna 

koncepcja, przedstawiona w pracy Hájková i in. (2019) zakładała, że DCF nie przekracza 

bariery, jaką jest błona chloroplastów, a co za tym idzie, nie może wywołać znaczącego 

zaburzenia funkcjonowania aparatu fotosyntetycznego. Aby zweryfikować to założenie 

postanowiono zbadać wyizolowane chloroplasty za pomocą mikroskopii konfokalnej, jako że 

bezpośrednia wizualizacja oddziaływań DCF z chloroplastami nie została dotychczas opisana 

w literaturze. Badanie wykazało, że po 15 minutach ekspozycji jedynie najniższe stężenie DCF 

stosowane w eksperymentach (125 µM) nie spowodowało istotnych zmian w strukturze 

chloroplastów. Chloroplasty narażone na DCF w stężeniu 1000 µM stały się nieregularne, grana 

wydawały się zdezorganizowane i wykazywały znacznie słabszą fluorescencję. Natomiast przy 

stężeniu najwyższym (4000 µM) otoczki chloroplastów zostały wyraźnie uszkodzone, 

uwalniając stromę na zewnątrz i otwierając możliwość bezpośrednich interakcji DCF–

tylakoidy (Majewska i in., 2024).  

W dalszej części badań postanowiono zatem umożliwić cząsteczkom DCF bezpośrednią 

interakcję z elementami fotosyntetycznego łańcucha transportu elektronów, przeprowadzając 

eksperymenty z wyizolowanymi tylakoidami szpinaku. Zgodnie z oczekiwaniami, tylakoidy 

były bardziej wrażliwe na DCF niż chloroplasty. Gdy zostały one potraktowane DCF w 



najwyższym stężeniu (4000 µM) wydajność kwantowa pierwotnych reakcji fotochemicznych 

(φP0), prawdopodobieństwo przeniesienia elektronu poza QA (ψ0) oraz maksymalna 

wydajność kwantowa transportu elektronów (φE0) spadła, w porównaniu do kontroli, 

odpowiednio o 70, 80 i 30%, a kwantowa wydajność niefotochemicznego rozpraszania energii 

wzbudzenia (φD0) wzrosła o 250%. Frakcja aktywnych centrów reakcji PSII zmniejszała się 

wraz ze wzrostem zastosowanego stężenia DCF, od 20% w stężeniu 1000 µM do 90% w 4000 

µM, a wartości parametrów dla specyficznych przepływów energii przez jedno centrum reakcji 

wzrastały znacząco. Wyniki, zarówno w przypadku badań na chloroplastach jak i tylakoidach, 

wskazały na przekształcanie niektórych centrów reakcji w radiatory energii. Co istotne, brak 

specyficznej interakcji z konkretnym elementem łańcucha transportu elektronów oraz 

degradacja błony chloroplastów wskazywały jednoznacznie na niespecyficzne oddziaływanie 

leku na błony aparatu fotosyntetycznego. Lipofilność wielu NLPZ jest jednym z 

najważniejszych czynników stojących za ich toksycznym działaniem (Ferreira Marlene Lu i 

in., 2005; Giraud i in., 1999; Tomisato i in., 2004) i można stwierdzić, że tak samo jest w 

przypadku DCF. 

Podsumowując wszystkie przeprowadzone badania można wywnioskować, że 

szkodliwe działanie DCF na aparat fotosyntetyczny polega na jego niespecyficznej interakcji z 

błonami fotosyntetycznymi, skutkującej ich degradacją, co prowadzi do zakłócenia 

funkcjonowania łańcucha transportu elektronów, a to z kolei zmniejsza wydajność fotosyntezy, 

niezwykle istotnego szlaku metabolicznego roślin. Niespecyficzność oddziaływania DCF na 

błony biologiczne jest tym bardziej niepokojąca, że sugeruje możliwość analogicznego wpływu 

omawianej substancji na pozostałe organelle komórkowe. Mając na uwadze, że rośliny są 

ważnym ogniwem ekosystemów, będącymi pierwotnymi producentami oraz fakt, że ilość 

substancji leczniczych, w tym DCF, w środowisku stale wzrasta, przeprowadzone badania 

istotnie poszerzają naszą wiedzę w tym zakresie i zwracają uwagę na wpływ zanieczyszczeń 

antropogenicznych na organizmy roślinne.    
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