»Analiza indukowanych diklofenakiem zaburzen fizjologicznych i rozwojowych komorki
Chlamydomonas reinhardtii ze szczegélnym uwzglednieniem funkcjonowania
mitochondriow”
mgr Darya Harshkova

Niesteroidowe leki przeciwzapalne (NLPZ) to jedna z powszechnie wykrywanych w
srodowisku wodnym grup farmaceutykéw [1]. Sa produkowane i wykorzystywane w duzych
ilo$ciach, a trafiajgc do srodowiska mogg stanowié¢ zagrozenie ekologiczne [2]. NLPZ stwarzaja
niebezpieczenstwo nie tylko dla zwierzat, ale rowniez dla roslin wyzszych i glonow, ktore maja
wiele szlakéw biochemicznych analogicznych do komoérek zwierzecych [3]. Przyktadem takiej
substancji jest diklofenak (DCF), ktory znajduje si¢ obecnie na listach priorytetowych zagrozen
dla $rodowiska [4,5]. DCF, podobnie jak inne NLPZ, zostal zaprojektowany jako substancja
lecznicza dla ludzi i zwierzat, dlatego obecnie aspekt jego wplywu na organizmy zwierzgce jest
bardzo dobrze zbadany [6-8]. Badania wptywu DCF na organizmy ro$linne sg nieliczne izwykle
opisuja ~ zahamowanie wzrostu populacji oraz zaburzenia fotosyntezy, s$wiadczace o
fitotoksyczno$ci  tej substancji [9-11]. Wspomniane fitotoksyczne dziatanie DCF
zaobserwowatam w badaniach przeprowadzonych na jednokomoérkowej zielenicy planktonowej
Chlamydomonas reinhardtii (praca nr 1), ktora jest modelowym organizmem w analizach
biochemicznych, fizjologicznych, molekularnych i toksykologicznych prowadzonych na
poziomie populacyjnym i komérkowym [12—14]. Badania opisane w pracy ,,Diclofenac alters the
cell cycle progression of the green alga Chlamydomonas reinhardtii”” (praca nr 1) wykonane
zostaly w jednym z najlepszych osrodkéw badania glonow - ALGATECH, Tiebon, Czechy,
dzigki udzialowi w Programie im. Iwanowskiej, finansowanym przez Narodowsg Agencje
Wymiany Akademickiej. Uzyskane wyniki pozwolity wykaza¢, ze jedng z przyczyn
fitotoksycznosci DCF jest zaburzenie rozwoju komoérek C. reinhardtii, a konkretnie wydtuzenie
Czasu osiagniecia przez poszczegdlne komorki punktow kontrolnych cyklu komorkowego i
opoznienie replikacji DNA. Zaobserwowalam réwniez zalezne od DCF obnizenie ogdlnej
wydajnos$ci fotosyntezy, zawarto$ci chlorofilu a i karotenoidéw w komoérkach oraz zwigkszenie
zawartosci skrobi w komorkach traktowanych DCF, szczego6lnie pod koniec cyklu komorkowego.
Obserwacje te wskazujg na zaburzenia procesOw metabolicznych prowadzace do nadmiernego
magazynowania produktow fotosyntezy, zamiast wykorzystywania ich do pozyskiwania energii i
syntezy nowych makromolekut. W efekcie ww. zmian poszczegolne komorki rosng wolniej,
pozniej osiaggaja punkt kontrolny cyklu komoérkowego i1 daja zmniejszong liczbe komoérek
potomnych. Koncowym skutkiem dziatania DCF jest zmniejszenie liczebnosci populacji glonow
traktowanych tg substancja. Analogiczne antyproliferacyjne dzialanie DCF opisywane jest w

licznych pracach dotyczacych komorek zwierzgcych [7,15-17], ale, zgodnie z moja wiedza, nie
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byto dotychczas wnikliwie badane w odniesieniu do komorek roslinnych, dzigki czemu omawiana
tutaj praca wnosi do literatury przedmiotu nowe informacje dotyczace fitotoksycznosci tej
substancji leczniczej.

Uwaza sig, ze toksycznos¢ DCF i innych NLPZ w komoérkach zwierzgcych polega m.in.
na nadprodukcji reaktywnych form tlenu (RFT) prowadzacej do uszkodzen oksydacyjnych
lipidow 1 bialek oraz zaburzen energetyki komorki (w tym proceséw oddechowych) [8], co
ostatecznie prowadzi do zahamowania wzrostu komorek i ich podziatow [17]. W odréznieniu od
komorek zwierzecych, toksyczne dziatanie DCF w komorkach roslinnych rzadko wigzane jest z
mitochondriami - zazwyczaj przypisuje si¢ je inhibicji procesu fotosyntezy [9,11]. W Swietle
powyzszego, w kolejnym etapie badan (praca nr 2,) postanowitam zbada¢ doktadniej wpltyw
DCF na fotosynteze w komorkach C. reinhardtii, poréwnujac dziatanie DCF z dziataniem
atrazyny, ktora jest herbicydem triazynowym o dobrze znanym mechanizmie odziatywania na
procesy fotosyntetyczne. Uzyskane wyniki wykazaty, ze DCF i atrazyna wywotuja odmienne
reakcje komorek, przy czym, w poréwnaniu od atrazyny, toksyczny wptyw DCF wydawat si¢ w
mniejszym stopniu zwigzany z fotosynteza. Co wazne, zaobserwowatam niewielka stymulacje
pobierania tlenu w ciemno$ci przez komorki C. reinhardtii traktowane DCF i nadekspresje¢ genu
kodujacego katalaze — enzym antyoksydacyjny, ktory u C. reinhardtii znajduje si¢ gtéwnie w
mitochondriach. Wyniki przeprowadzonych i opisanych w tej publikacji badan wskazywaty
zatem, ze duza role w fitotoksycznosci DCF mogg odgrywac procesy zachodzace w
mitochondriach komorek C. reinhardtii, a wptyw DCF na funkcjonowanie mitochondriow moze
by¢ istotnym czynnikiem zaktocajacym wzrost i rozwoj poszczegdlnych komorek, a w zwigzku z
tym - calej populacji.

Powyzsze wnioski stanowity podstawe dalszych badan, w ktorych istotnym elementem
byta przeprowadzona przeze mnie optymalizacja metody oznaczania warto$ci mitochondrialnego
potencjalu membranowego (MMP), jako czulego narzedzia do oceny funkcjonowania
mitochondriow [18] oraz dostosowanie protokotu pomiarowego do szacowania MMP w
komorkach zielenic planktonowych. W pracy nr 3 przedstawitlam zoptymalizowany protokot,
umozliwiajgcy wiarygodne szacowanie wartosCi MMP w komoérkach C. reinhardtii. Wykazatam
rowniez, ze fluorochrom JC-1 (chlorek 5,5',6,6'-tetrachloro-1,1’,3,3'-tetraetylo-2,2'-
benzimidazolo-karbocyjaniny) moze by¢ skutecznie stosowany w przypadku komorek zielenic do
oceny MMP jako markera stresu, w tym stresu indukowanego DCF. Metoda ta wykorzystana
zostala w badaniach przedstawionych w pracy nr 4.

Podczas badan opisanych w tej pracy (praca nr 4) skupitam si¢ na parametrach

funkcjonowania mitochondrialnego tancucha transportu elektronéw w komorkach C. reinhardtii
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traktowanych DCF. W przypadku tego organizmu, tak jak w przypadku komorek roslin wyzszych,
istniejg dwie alternatywne drogi transportu elektronéw: szlak oparty na dziataniu kompleksu 1V
oksydazy cytochromowej oraz szlak wykorzystujacy oksydaze alternatywna (AOX).
,Cytochromowy” szlak transportu elektronow jest glownym mechanizmem odpowiedzialnym za
translokacje¢ protonéw z macierzy mitochondrialnej do przestrzeni migdzyblonowej, umozliwiajac
tym samym syntez¢ ATP przez ATP-syntaze. Wystepujaca w tancuchu oddechowym roslin i
glonow AOX jest uznawana natomiast za wazny mitochondrialny sktadnik odpowiedzi
komorkowej na stres, ze wzgledu na jej zdolnos¢ do utrzymania odpowiedniego stosunku migdzy
zredukowanymi i utlenionymi formami ubichinonu [19].

W celu analizy oddziatywania DCF na funkcjonowanie mitochondriow i 0szacowania
znaczenia kompleksu IV i AOX w toksycznosci DCF, zastosowatam odpowiednie inhibitory
poszczegolnych ogniw tancucha oddechowego: kwas salicylohydroksamowy (SHAM) (inhibitor
szlaku AOX) oraz cyjanek potasu (KCN) (inhibitor kompleksu IV). Porownanie dziatania DCF z
dziataniem SHAM i KCN, w tym rozszerzona analiza statystyczna przeanalizowanych
parametrow fizjologicznych (analiza dyskryminacyjna oraz macierze korelacji dla MMP,
pobierania tlenu w ciemnosci i wielkosci komorki) wyraznie wskazywaty na niespecyficzne
dziatanie DCF na badane procesy. Zaobserwowane obnizenie warto$ci MMP i niski poziom RFT
w mitochondriach pozwolity zasugerowaé, ze DCF powoduje rozprzg¢ganie fosforylacji
oksydacyjnej i transportu elektronow wskutek uszkodzenia blon mitochondrialnych.
Przypuszczenie to zostalo potwierdzone przez analizy obrazow komorki uzyskanych dzigki
mikroskopii elektronowej i mikroskopii konfokalnej. Mitochondria komorek traktowanych DCF,
widoczne w obrazie mikroskopowym, mialy wydtuzong forme, nieregularne ksztatty i
zdegradowane grzebienie btony wewngetrznej. Obserwacje te moga sugerowa¢ nieprawidlowe
podziaty badanych organelli lub ich degeneracje, tak jak jest opisywane w przypadku
mitochondriow zwierzecych traktowanych indometacyng [20]. Kompleksowa analiza wynikow
opisanych w pracy nr 4 pozwolita zatem wywnioskowac, ze tendencja do wzrostu pobierania tlenu
w ciemnosci 1 rozprzeganie fosforylacji oksydacyjnej wynikaja z niespecyficznego uszkodzenia
btony mitochondrialnej, co prawdopodobnie jest rowniez przyczyna obserwowanego niskiego
poziomu mitochondrialnych RFT.

Analiza ultrastruktury ujawnita takze inne zmiany indukowane przez DCF, a mianowicie
zanik pirenoidu w chloroplastach oraz nasilenie odktadania skrobi chloroplastowej, co potwierdza
wyniki ilosciowo opisane w pracy nr 1 i wspiera sugesti¢, ze DCF powoduje przesunigcie
réwnowagi metabolicznej na korzy$¢ magazynowania weglowodanow w komorkach, zamiast ich

wykorzystania do celoéw pozyskiwania energii (procesy oddechowe).



W tym miejscu chciatabym podkresli¢, ze bardzo ciekawe wyniki uzyskalam dzigki
wykorzystaniu mikroskopu konfokalnego, umozliwiajacego wizualizacje stanu mitochondriow
za pomocg fluorochromu JC-1. Analiza uzyskanych w ten sposob zdj¢¢ wykazata, ze w
populacji traktowanej DCF mozna zaobserwowa¢ dwie frakcje komorek: komorki podobne do
komorek kontrolnych, z silnym sygnatem fluorescencyjnym $wiadczacym o wysokiej wartos$ci
potencjalu membranowego oraz komorki wykazujace znacznie stabsza, bardziej zielong
fluorescencje, swiadczaca o niskiej wartosci MMP. Jest to nie tylko wynik nowy, nie opisywany
wczesniej w literaturze przedmiotu, ale réwniez bardzo istotny z punktu widzenia interpretacji
wynikoéw ilo§ciowych uzyskiwanych podczas analiz MMP na poziomie populacji komorek,
opartych na pomiarach intensywnosci fluorescencji JC-1. Wynik ten wyraznie wskazuje, ze
niska warto§¢ MMP, zaobserwowana na poziomie populacji przy ilosciowych pomiarach,
wynika z pojawienia si¢ w populacji frakcji komorek z powaznie zaburzonym metabolizmem,
a nie z rOwnomiernego obnizenia parametréw zyciowych wszystkich komorek w populacji.
Mozna zatozy¢, ze DCF silniej wptywa na komorki, ktore posiadaja nieznaczne zaburzenia
metaboliczne lub rozwojowe, niewidoczne w warunkach kontrolnych, ale uwrazliwiajace te
komorki na dziatanie substancji toksycznej. Jest to zbiezne z wynikami uzyskanymi w pracy
nr 1, w ktorej wykazatam, ze ok. 30% komorek w populacji traktowanej DCF ginie w ciagu
pierwszych godzin ekspozycji na substancj¢ badang; sg to prawdopodobnie komorki
posiadajace lekkie defekty metaboliczne, ostabiajace ich odpornos$¢ na stres. Uwazam, ze
wykryte dysfunkcje mitochondriow moga by¢ jedng z przyczyn opisywanych wczesniej

zaburzen fizjologicznych i rozwojowych komorek i zmian w cyklu komorkowym.

Najwazniejsze wnioski plyngce z opisanych wyzej prac mozna przedstawi¢ nastepujaco:

1. DCF wptywa na procesy fizjologiczne i rozwoj komorki Chlamydomonas reinhardtii
op6zniajac osiggnigcie punktow kontrolnych cyklu komérkowego, prowadzac do zmniejszenia
ilosci powstatych komorek potomnych, a w rezultacie zahamowania wzrostu populacji.

2. Antyproliferacyjny efekt DCF w duzej mierze jest zwigzany z zaburzeniami
procesow zachodzacych w mitochondriach komorek C. reinhardtii.

3. DCF wptywa na mitochondria niespecyficznie, wywotujac rozprzeganie fosforylacji

oksydacyjnej i transportu elektronow wskutek uszkodzenia bton mitochondrialnych.

Podsumowujac moje badania, moge stwierdzi¢, ze istotnym czynnikiem
fitotoksycznego dziatania DCF na komorki Chlamydomonas reinhardtii jest zaburzenie

funkcjonowania mitochondriow spowodowane niespecyficznym oddziatywaniem tej substancji
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na blony, co w konsekwencji prowadzi do zniszczenia struktury bton mitochondrialnych,

widocznej w obrazach mikroskopowych traktowanych komoérek. Wskutek naruszenia struktury

btony nastepuje rozprzg¢ganie fosforylacji oksydacyjnej, widoczne w postaci obnizenia wartosci

MMP. Ze wzgledu na Scista interakcje mitochondria-chloroplast w organizmach roslinnych i jej

wazng role w utrzymaniu rownowagi redoks, ogoélnego metabolizmu komoérkowego i tolerancji

na stres, zmiany w funkcjonowaniu mitochondriéw majg istotny wplyw na cato$¢ procesow

fizjologicznych zachodzacych w komorce. To z kolei moze by¢ przyczyng nieprawidtowego

wzrostu i rozwoju komoérki oraz opdznienia Czasu osiggni¢cia punktow kontrolnych cyklu

komoérkowego, prowadzac do zmniejszenia ilosci powstatych komoérek potomnych, a w

rezultacie zahamowania wzrostu calej populacji.
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