»Zaburzenia procesu fotosyntezy jako istotny element fitotoksycznosci diklofenaku”
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Dziatalno$¢ cztowieka przyczynia si¢ do wzrastajacego zanieczyszczenia srodowiska
substancjami biologicznie czynnymi, wsrod ktéorych coraz wigksza uwage poswieca si¢
substancjom leczniczym i ich metabolitom. Do najpowszechniej wykrywanych w §rodowisku
zanieczyszczen farmaceutycznych nalezg antybiotyki, leki regulujace gospodarke lipidowa,
leki hormonalne, leki przeciwpadaczkowe 1 beta-blokery oraz niesteroidowe leki
przeciwzapalne (NLPZ). NLPZ, dostepne bez recepty, sa powszechnie stosowane w medycynie
1 weterynarii w celu zlagodzenia stanu zapalnego 1 usSmierzania bolu, a ich ilo§¢ w srodowisku
stale wzrasta. Wsrdd nich na szczegdlna uwage zashuguje diklofenak (DCF), ktory ze wzgledu
na czgste wykrywanie w systemach stodkowodnych (McGettigan i Henry, 2013), nieskuteczne
usuwanie przez oczyszczalnie $ciekéw (Zhang 1 in., 2008), powolng degradacje w srodowisku
(Fent 1 in., 2006; Wu i in., 2015) oraz nie w pelni poznany wpltyw na organizmy nie docelowe,
w 2013 roku zostal umieszczony przez Komisje Europejska na liscie substancji podlegajacych
monitoringowi (Dyrektywa 2013/39/EU). Jako ze DCF jest stosowany od lat przez ludzi, jego
wplyw na ssaki jest dobrze poznany. DCF jest stabym kwasem dziatajacym poprzez hamowanie
cyklooksygenaz (COX-1 i COX-2) bioracych udzial w syntezie prostaglandyn z kwasu
arachidonowego (Bacsi i in., 2016). Do niepozadanych skutkéw DCF obserwowanych w
organizmach ssakow nalezy zaliczy¢ m.in. powiktania zotagdkowo-jelitowe, neurotoksycznos¢,
kardiotoksyczno$¢, hepatotoksycznos$¢, nefrotoksycznos¢, hematotoksycznos$¢,
genotoksyczno$¢, teratogenno$¢, ztamania kosci i alergie skorne (Sathishkumar 1 in., 2021). Z
kolei wiedza na temat wptywu DCF na rosliny jest bardzo ograniczona. Pojawiajg si¢
doniesienia o jego fitotoksycznos$ci oraz o jego wysokiej szkodliwosci w porownaniu z innymi
lekami przeciwzapalnymi (np. kwasem acetylosalicylowym czy ibuprofenem). Dostgpne dane
literaturowe pozwalajg przypuszczac, ze jedna z przyczyn fitotoksycznosci DCF sg zaburzenia
zaleznej od §wiatla fazy fotosyntezy, co zostato wskazane w kilku pracach (H4jkovaiin., 2019;
Kummerova 1 in., 2016; Vannini 1 in., 2018). Opublikowane dotychczas wyniki badan nie
wskazywaly jednak doktadnie przyczyny obserwowanych zaburzen, co stalo si¢ inspiracjg i
dobrg baza do badan opisanych w ramach tej pracy doktorskie;j.

Celem badan bylo poznanie mechanizmu hamowania zaleznej od $wiatla fazy
fotosyntezy pod wptywem DCEF, poprzez szczegdtowa analiz¢ zmian zachodzacych w aparacie
fotosyntetycznym narazonym na t¢ substancje. Do badan wykorzystano jednokomorkowa
zielenice Chlamydomonas reinhardtii, modelowy organizm do badania podstawowych
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szpinak warzywny (Spinacia oleracea), popularny w badaniach nad fotosynteza. Aby wskazac
prawdopodobny mechanizm dziatania DCF, postanowiono wykorzysta¢ substancje¢
referencyjng o doktadnie poznanym wptywie na aparat fotosyntetyczny, tj. na atrazyne (ATR).
ATR jest triazynowym herbicydem, ktory hamuje fotosynteze poprzez wigzanie si¢ z miejscem
wigzania plastochinonu B biatka D1, blokujac przenoszenie energii wzbudzenia z PSII do
centrum reakcji PSI, co w konsekwencji prowadzi do nadmiernej produkcji reaktywnych form
tlenu (RFT) i uszkodzen oksydacyjnych w komorce.

W pierwszym etapie badan (Majewska i in. 2018) oszacowano efektywne st¢zenie
badanych substancji, powodujace 50% hamowanie wzrostu (ECso) populacji glonow C.
reinhardtii, ktore wyniosto odpowiednio 421,35 uM dla DCF (134,0 mg/L) i 0.360 uM
(77.6mg/L) dla ATR. Nastepnie, po 24 godzinach ekspozycji na toksykanty, zbadano ich wptyw
na komorki zielenicy. W przypadku obydwu substancji intensywno$¢ fotosyntezy, szacowana
na podstawie ilosci produkowanego przez komorki tlenu, spadta o okoto 40%. Poniewaz pomiar
ten daje jedynie og6lny obraz przebiegu procesu fotosyntezy, w nastepnej kolejnosci wykonano
analiz¢ krzywej indukcji i wygaszania fluorescencji chlorofilu a in vivo (test OJIP), ktora
dostarczyla szczegdtowych informacji o wydajnosci 1 stanie aparatu fotosyntetycznego.
Wykazano, ze ATR spowodowata zmniejszenie prawdopodobienstwa przeniesienia elektronu
poza Qa (yo) oraz spadek maksymalnej wydajnosci transportu elektronéw w tancuchu
fotosyntetycznym (@Eo), co bylo zgodne z doniesieniami, ze mechanizmem jej dzialania jest
blokowanie przeptywu elektronéw poza fotosystemem II (PSII). DCF natomiast wydawatl sie
wplywac bezposrednio na centra reakcji PSII, poniewaz zaobserwowano spadek maksymalnej
wydajnosci  kwantowej pierwotnych reakcji fotochemicznych (¢Po) oraz wzrost
niefotochemicznego rozpraszania energii wzbudzenia (¢Do). Dodatkowo frakcja aktywnych
centrow reakcji PSII (RCwm) byla znacznie mniejsza niz w kontroli, ale strumien energii
przeplywajacy przez jedno aktywne RC (ang. reaction center), w szczegdlno$ci absorpcja
energii (ABS/RC), putapkowanie energii (TRo/RC), transport elektronow (ETo/RC, RE¢/RC)
oraz niefotochemiczne rozpraszanie energii (DIo/RC) wzrost. Sugerowato to, ze niektére RC
zostaly przeksztalcone w ,,ciche” centra reakcji, rozpraszajagce nadmiar absorbowanej energii
w postaci ciepta (Kriiger i in., 1997; Strasser i in., 2004), natomiast te RC, ktore pozostaly
aktywne, funkcjonowaty prawidlowo. Ponadto mozna byto przypuszczaé, ze w rozpraszaniu
nadmiaru energii wzbudzenia brat udziat cykl ksantofilowy (Demmig -Adams i in., 1996), o
czym $wiadczyt posrednio wzrost zawartosci karotenoidéw w komorkach poddanych dziataniu
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Skutkiem zaburzen fotosyntetycznego transportu elektronow jest czgsto nadprodukcja
reaktywnych form tlenu (RFT) i zwigzany z tym stres oksydacyjny (Czarnocka i Karpinski,
2008). Rzeczywiscie, zarowno DCF jak i ATR spowodowaly wzmozong produkcje nadtlenku
wodoru w komorkach glonéw, przy czym efekt dzialania ATR byl znacznie silniejszy
(Majewska i in. 2018). Co ciekawe, aktywno$¢ peroksydazy askorbinianowej (APX), enzymu
odpowiedzialnego za rozklad nadtlenku wodoru w chloroplastach, wzrosta jedynie w
przypadku komorek traktowanych ATR, co jest zgodne z opisywanym mechanizmem dzialania
tej substancji. Wzrostu aktywnosci APX nie zaobserwowano w komorkach C. reinhardtii
potraktowanych DCF, co pozwalalo sadzi¢, ze to nie chloroplast byl gtownym zrodiem
nadprodukcji nadtlenku wodoru w tych warunkach, a mechanizm zaburzen fotosyntezy
indukowanych DCF wymagat dalszych badan.

Wyniki uzyskane w pierwszym etapie badan (Majewska i in. 2018) byly obrazem
zmian obserwowanych w populacji C. reinhardtii, w ktorej komorki znajduja sie na roznym
etapie rozwoju. Co wiecej, obserwowane zmiany dotyczyly komorek eksponowanych na
substancje badane przez 24 godziny, co nie pozwolito stwierdzi¢, jak szybko pojawiajg si¢
efekty toksyczne. Z tego wzgledu w kolejnych eksperymentach (Majewska i in. 2021)
postanowiono wykorzysta¢ synchroniczng populacje tej zielenicy, w ktorej wszystkie komorki
znajduja si¢ w tej samej fazie rozwojowej 1 pobiera¢ proby w krotkich odstepach czasowych.
Zsynchronizowang populacje zoospor potraktowano zatem na poczatku cyklu komorkowego
DCF i ATR w stezeniach wyznaczonych w poprzednich badaniach (Majewska i in., 2018), a
nastgpnie pobierano proby do analiz co godzing. Dzigki temu mozliwe bylo przeanalizowanie
wplywu DCF 1 ATR na poziomie pojedynczej komorki 1 zaobserwowanie wezesnych efektow
ich dziatania. Zbadano m.in. poziom transkryptow gendow kodujacych enzymy odpowiedzialne
za neutralizacje reaktywnych form tlenu w chloroplastach, ktérych podwyzszona ekspresja jest
uwazana za marker stresu oksydacyjnego (Chankova i in., 2014): FSD1 kodujacy zZelazowa
dysmutaze ponadtlenkowg (Fe-SOD), MSD3 kodujacy manganowg dysmutazg ponadtlenkowa
(Mn-SOD) oraz APX1 kodujacy peroksydaze askorbinianowg (APX). Ekspozycja komorek na
ATR juz po pierwszej godzinie po potraktowaniu spowodowata wzrost poziomu transkryptow
wszystkich tych gendéw, natomiast w komorkach traktowanych DCF poziom transkryptow
genoéw kodujacych APX i Mn-SOD spadt, a poziom transkryptu genu kodujacego Fe-SOD
wzrost, ale dopiero po kilku godzinach 1 w duzo mniejszym stopniu, niz w przypadku ATR.
Bylo to zgodne z wnioskami wysunietymi w poprzedniej pracy (Majewska i in., 2018), ze
produkcja RFT w chloroplascie narazonym na DCF nie jest gldwna przyczyna fitotoksycznego
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b w komorkach obnizyta si¢ dopiero po 7 godzinach po potraktowaniu DCF, w odréznieniu od
komorek traktowanych ATR, ktora wywotata taki efekt juz po 1 godzinie. Silna nadprodukcja
RFT w chloroplastach komodrek eksponowanych na ATR mogla doprowadzi¢ do utlenienia
czasteczek barwnikow 1 zniszczenia ich struktury (Nguyen i in., 2021), natomiast w przypadku
DCF efekt ten pojawiat si¢ duzo pézniej i byt znacznie stabszy.

Niezwykle waznym elementem powyzszych badan byta analiza parametréw krzywej
indukcji 1 wygaszania fluorescencji chlorofilu a in vivo, ktéra pozwolita wykazaé, ze
zaktocenia fotosyntetycznego transportu elektronow, prowadzace do nadmiernej produkcji RFT
wskutek dziatania ATR oraz przeksztatcenia niektorych centréw reakcji w ,radiatory”
niefotochemicznego rozpraszania energii w komorkach potraktowanych DCF byty widoczne
juz po 1 godzinie ekspozycji. Oznacza to, ze obydwie substancje szybko przenikajg do komorek
1 docierajg do chloroplastu, jednak sposob ich dziatania na aparat fotosyntetyczny i jego skutki
sa odmienne. Na tym etapie mozna byto juz stwierdzi¢, ze chociaz DCF nie wplywa na
fotosynteze tak silnie jak ATR, to jednak jego hamujacy wptyw na aparat fotosyntetyczny jest
réwniez znaczacy i warty dalszych badan. Poniewaz opisane powyzej eksperymenty byty
prowadzone na catych komorkach zielenic, uzyskane wyniki byly sumg wszystkich procesow
biochemicznych zachodzacych w tych komoérkach, co moze prowadzi¢ do mylnej interpretacji
czesci wynikoéw. Jest to szczegdlnie istotne ze wzgledu na podobienstwa migdzy procesami
fotosyntezy 1 oddychania, chociazby dlatego, ze oba procesy wykorzystujg tancuch transportu
elektrondw 1 wytwarzaja energi¢ w postaci ATP. Ponadto udowodniona jest §cista wspotpraca
chloroplastow z mitochondriami, zapewniajaca nie tylko optymalne funkcjonowanie komorki
w stanie “fizjologicznym”, ale rowniez pozwalajgca niwelowac skutki zaburzenia metabolizmu
energetycznego w warunkach stresowych (Kromer, 2003; Raghavendra i Padmasree, 2003).
Aby zatem oddzieli¢ wplyw DCF na fotosyntezg od jego wptywu na inne organelle komorkowe,
zwlaszcza mitochondria, na ktorych funkcjonowanie DCF moze mie¢ negatywny wplyw
(GOémez-Lechoén 1 in., 2003; Syed 1 in., 2016) zdecydowano si¢ przeprowadzi¢ dalsze badania
na wyizolowanych chloroplastach i tylakoidach szpinaku warzywnego (Spinacia oleracea),
jako ze jest to obecnie uznany model w badaniach fotosyntetycznych.

W tej serii eksperymentéw (Majewska i in., 2024) chloroplasty i tylakoidy izolowane
z komorek szpinaku poddano dziataniu réznych stezen DCF (od 125 do 4000 uM), a nastepnie,
po 15 minutach inkubacji, przeanalizowano parametry krzywej indukcji 1 wygaszania
fluorescencji chlorofilu a in vivo. Wykazano, ze zmiany w wydajnosci aparatu
fotosyntetycznego szpinaku mialy taki sam charakter jak te uzyskane dla catych komorek
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substancji zalezaty od dawki oraz tego, czy narazone zostaty cate chloroplasty, czy same blony
tylakoidow. Najnizsze zastosowane stezenie DCF (250 pM), ktéorym potraktowano
chloroplasty, miato stosunkowo niewielki wptyw na parametry fluorescencji chlorofilu a in
vivo. Wydajnos¢ kwantowa pierwotnych reakcji fotochemicznych (¢P0), prawdopodobienstwo
przeniesienia elektronu poza QA (y0) oraz maksymalna wydajno$¢ kwantowa transportu
elektronow (@EQO) spadla w poréwnaniu do kontroli o okolo 5%. Przy najwyzszym
zastosowanym stezeniu DCF (4000 pM) warto$ci tych parametrow zostaly obnizone od 15 do
20%. Natomiast kwantowa wydajno$¢ niefotochemicznego rozpraszania energii wzbudzenia
(¢DO0) wzrosta od 5 % do 25% w zaleznoS$ci od zastosowanego stezenia DCF. Stwierdzono tez,
ze frakcja aktywnych centrow reakcji PSII (RCM) zmniegjszala si¢ od 5% do 20% wraz ze
wzrostem st¢zenia DCF. Niemniej jednak te RC, ktore pozostaty aktywne, wydawaty si¢
funkcjonowac prawidlowo, poniewaz absorpcja energii §wietlnej, jej pulapkowanie i transport
elektronow przez jedno aktywne RC nie wykazaly istotnych zmian, z wyjatkiem okoto 30%
wzrostu niefotochemicznego rozpraszania energii wzbudzenia. Uzyskane wyniki wykazaty, ze
izolowane chloroplasty wykazuja stosunkowo niska wrazliwo§¢ na DCF w pordéwnaniu z
nienaruszonymi komorkami C. reinhardtii (Majewska i in. 2018, 2021, 2024). Moglo to
wynikac¢ z faktu, ze nie tylko sam chloroplast, ale réwniez mitochondria s narazone na DCF,
co przyczynia si¢ do zwigkszonej toksycznosci tego zwigzku w calych komorkach. Inna
koncepcja, przedstawiona w pracy Hajkova i in. (2019) zaktadata, ze DCF nie przekracza
bariery, jaka jest btona chloroplastow, a co za tym idzie, nie moze wywola¢ znaczacego
zaburzenia funkcjonowania aparatu fotosyntetycznego. Aby zweryfikowaé to zaloZenie
postanowiono zbada¢ wyizolowane chloroplasty za pomocg mikroskopii konfokalnej, jako ze
bezposrednia wizualizacja oddzialywan DCF z chloroplastami nie zostata dotychczas opisana
w literaturze. Badanie wykazato, Zze po 15 minutach ekspozycji jedynie najnizsze st¢zenie DCF
stosowane w eksperymentach (125 puM) nie spowodowato istotnych zmian w strukturze
chloroplastow. Chloroplasty narazone na DCF w stezeniu 1000 uM staly si¢ nieregularne, grana
wydawaty si¢ zdezorganizowane 1 wykazywaty znacznie stabszg fluorescencj¢. Natomiast przy
stezeniu najwyzszym (4000 uM) otoczki chloroplastoéw zostaly wyraznie uszkodzone,
uwalniajagc strom¢ na zewnatrz 1 otwierajac mozliwos¢ bezposrednich interakcji DCF—
tylakoidy (Majewska i in., 2024).

W dalszej cz¢sci badan postanowiono zatem umozliwic czasteczkom DCF bezposrednig
interakcje z elementami fotosyntetycznego tancucha transportu elektronow, przeprowadzajac
eksperymenty z wyizolowanymi tylakoidami szpinaku. Zgodnie z oczekiwaniami, tylakoidy
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najwyzszym stezeniu (4000 uM) wydajnos¢ kwantowa pierwotnych reakcji fotochemicznych
(pP0), prawdopodobienstwo przeniesienia elektronu poza QA (y0) oraz maksymalna
wydajno$¢ kwantowa transportu elektronow (@EO) spadta, w poréwnaniu do kontroli,
odpowiednio o 70, 80 1 30%, a kwantowa wydajnos¢ niefotochemicznego rozpraszania energii
wzbudzenia (¢DO0) wzrosta o 250%. Frakcja aktywnych centréw reakcji PSII zmniejszata si¢
wraz ze wzrostem zastosowanego stezenia DCF, od 20% w stezeniu 1000 uM do 90% w 4000
uM, a wartos$ci parametrow dla specyficznych przeptywdw energii przez jedno centrum reakcji
wzrastaly znaczaco. Wyniki, zar6wno w przypadku badan na chloroplastach jak i tylakoidach,
wskazaly na przeksztatcanie niektorych centrow reakcji w radiatory energii. Co istotne, brak
specyficznej interakcji z konkretnym elementem tancucha transportu elektrondw oraz
degradacja btony chloroplastow wskazywaty jednoznacznie na niespecyficzne oddziatywanie
leku na blony aparatu fotosyntetycznego. Lipofilnos¢ wielu NLPZ jest jednym z
najwazniejszych czynnikdw stojacych za ich toksycznym dziataniem (Ferreira Marlene Lu 1
in., 2005; Giraud i in., 1999; Tomisato i in., 2004) i mozna stwierdzi¢, ze tak samo jest w
przypadku DCF.

Podsumowujac wszystkie przeprowadzone badania mozna wywnioskowaé, ze
szkodliwe dziatanie DCF na aparat fotosyntetyczny polega na jego niespecyficznej interakcji z
btonami fotosyntetycznymi, skutkujacej ich degradacja, co prowadzi do zaktocenia
funkcjonowania tancucha transportu elektronow, a to z kolei zmniejsza wydajnos¢ fotosyntezy,
niezwykle istotnego szlaku metabolicznego roslin. Niespecyficzno$¢ oddzialywania DCF na
btony biologiczne jest tym bardziej niepokojaca, ze sugeruje mozliwos¢ analogicznego wptywu
omawiane] substancji na pozostate organelle komdrkowe. Majac na uwadze, ze rosliny sa
waznym ogniwem ekosystemow, bedacymi pierwotnymi producentami oraz fakt, ze ilos¢
substancji leczniczych, w tym DCF, w $rodowisku stale wzrasta, przeprowadzone badania
istotnie poszerzaja nasza wiedz¢ w tym zakresie i zwracajg uwage na wpltyw zanieczyszczen

antropogenicznych na organizmy roslinne.
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