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Roviditések jegyzéke

CAP kloramfenikol

Chl Klorofill

CPTA 2-(4-klor-fenil-tio)-trietil-amin

CYP97C €-karotin-hidroxilaz

cyt bef citokrom bef

DCMU (3-(3,4-diklor-fenil)-1,1-dimetil-karbamid)

GGPP geranil-geranil-pirofoszfat

HSM magas sotartalmi minimal médium

HYDB karotin-R-hidroxilaz

LHC fénybegylijté pigment protein komplex

LYCB béta-ciklaz

LYCE epszilon-ciklaz

NADP nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat

NPQ nem-fotokémiai kioltas (non photochemical quenching)
NXS neoxantin-szintaz

Peso a masodik fotokémiai rendszer elsddleges elektrondonora
P700 az els6 fotokémiai rendszer elsddleges elektrondonora
PC plasztocianin

PDMS polidimetilsziloxan

PDS fitoén-deszaturaz

Pheo feofitin

PQ plasztokinon

PQH:2 plasztokinol

PSBO a vizbonto komplex 33kDa-o0s kiils6 fehérjéje

PSI elsd fotokémiai rendszer

PSII masodik fotokémiai rendszer

PSY fitoén szintaz

SEM pasztazod elektronmikroszkop

TAP Tris-acetat-foszfat tapoldat

Tyrz tirozin Z



VDE
WOC
ZDS
ZEP
Z-1SO

violaxantin-deepoxidaz

vizbontd komplex (water-oxidizing complex)
{~karotén deszaturaz

zeaxantin-epoxidaz

{-izomeraz



1. Bevezetés és irodalmi attekintés

1.1. Zoldalgak

A bioszféraban €16 fotoautotrof szervezetek egyik legheterogénebb csoportjat alkotjak a
zo0ldalgak. Taxonomiailag parafiletikus csoport (Naselli-Flores és mtsai, 2009). A
Viridiplantae (z6ld szintestli novények) alorszagon beliil talalhatdé a Chlorophyta
(zoldalgak) divizio tagjai, amely kb. 9000-12000 fajt foglal magaba. A fotoszintetikus
pigmentek (Klorofillok, karotinok és xantofillok) ugyanolyan aranyban vannak jelen
benniik, mint a magasabb rendli novényekben. A zoldalgdk sejtfala altalaban
poliszacharidokat tartalmaz ¢és a szénhidratokat keményité formajaban raktarozzak a
kloroplasztiszban (Judd és mtsai, 2002; Bold és Wynne, 1985). Edesvizben és
tengervizben egyarant el6fordulnak, de megtalalhatoak a talajban is. Lehetnek
egysejtiiek, tobbsejtiiek, kolonidlisak (a sejtek laza aggregacidja) vagy conocitikusak

(tobb sejtmag egyetlen nagy sejtben).

1.1.1. Zoldalgak biotechnologiai felhasznalasa

A becslések szerint 2050-re a vilag népessége meghaladja a 10 milliard {6t (Egyesiilt
Nemzetek Szervezete, 2019). A mezdgazdasag a teljesitOképessége hatarahoz érkezett, a
szantoteriiletek nagy része mar hasznalatban van, €és az olyan kérdések, mint az
éghajlatvaltozas és a varosok terjeszkedése fontos jovObeni kihivasok elé allitjak a
mez6gazdasagot (Foley és mtsai, 2011). A mez6gazdasag, a gazdalkodas, a halaszat és a
fosszilis olajkitermelés intenzitasanak ndvelése onmagaban nem lesz elegendé a jovobeli
igények kielégitésére. A globalis hdmérséklet emelkedése, a sz€élsOséges 1ddjaras, a
valtozd éghajlati mintdk €s a megmiivelhetd foldteriiletek elvesztése miatt drasztikus
valtoztatasokra lesz sziikség a jelenlegi mezdgazdasagi technologidban (Wurtzel és mtsai,
2019), hogy a termékek fenntarthaté modon torténd elballitasa révén minimalizaljuk a
kornyezeti hatasokat. A csucstechnologidas mérmndki és molekularis genetikai
megkdzelitések, mint a fenomika és a génsebészet hatékonyan javithatja a mezogazdasagi
termények, példaul a szoéja, a kukorica, a buza és a rizs termdképességét, a
koltséghatékonysagot és csokkentheti a kornyezeti terhelést (Mir és mtsai, 2019).
Ugyanakkor az allati eredeti élelmiszerek (a hts és a tejtermékek) és a milanyagok

novényi eredetli alternativait is intenziven kutatjak és fejlesztik (Zhu és mtsai, 2016). E
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megoldasok egyértelmii eldnyei ellenére az ¢lelmiszerndvények felhasznalasa a kevésbé
fenntarthato gyartasi gyakorlatok helyettesitésére végiil hozzajarul majd a mezdgazdasagi
kereslet novekedéséhez. Igy ugyanazokkal a kihivasokkal néziink majd szembe, amelyek
az ,lizemanyag kontra ¢lelmiszer vitat” jellemezték. Ezért a ndvekvo igények
kielégitésé¢hez 1) megoldasokra és tovabbi eréforrasokra van sziikség. Erre nyujthat

részben megoldast a zoldalgak biotechnoldgiai felhasznalésa.

A fotoszintetikus mikroalgdk olyan mikrobdk, amelyek a Fold minden ¢léhelyén
megtalalhatoak, rendkiviili biologiai sokféleséget mutatnak (Guiry, 2012), ami a hatalmas
okologiai alkalmazkodoképességiiket is tiikrozi. Ellentétben mas, bioalapu gyartasokhoz
altalanosan hasznalt mikroorganizmusokkal, - mint példaul az éleszt6 és a kiilonbozo
baktériumok, - a fototrof algak elénye, hogy napfényt hasznalnak a 1égkori szén-dioxid
megkotésére, csokkentve ezdltal a cukroktol vald fliggdséget a nevelésiik soran. Az
idészakos és szlikds tdpanyag-ellatottsagi kornyezetben is jol fejlédd, burjanzo
mikroalgak szamos faja kivalo metabolikus alkalmazkodoképességgel rendelkezik, és
kedvez6 koriilmények kozott rendkiviil gyors novekedésre képesek (Smetacek, 1999;
Litchman, 2007). Ennek eredményeként az algak nagyobb CO>-megkdté kapacitassal
rendelkeznek, mint a C4-es novények (Bhola és mtsai, 2014), ami azt jelenti, hogy

nagyobb biomassza-termel6 képességet mutatnak (Benedetti és mtsai, 2018).

Biotechnologiai koriilmények kozott — akar nyilt vizben, akar fotobioreaktorban torténd
nevelés soran — a mikroalgak viztakarékosabbak, mint a haszonnovények (Demirbas,
2009), ¢és mezdgazdasagi muvelésre alkalmatlan teriileteken is termeszthetOk minimalis
¢desviz felhasznalas mellett (Demirbas, 2009), de akar tengervizben vagy szennyvizben
is képesek fejlédni. Igy egy jelentds kiterjedésti foldrajzi teriilet, amely nem alkalmas
vagy gazdasdgossagi szempontbol nem megfeleld ndvénytermesztésre, hasznosithato

lenne nagyiizemi algatermesztésre.

Szamos algafaj természetes modon nagy mennyiségli szénhidratot, lipidet, fehérjét,
pigmentet halmoz fel, valamint szamos kereskedelmi szempontbdl jelentés masodlagos
anyagcsere-terméket allit eld, amelyek jelenleg a hagyoméanyos mezdgazdasagbol
szarmaznak (Koyande és mtsai, 2019). Ezen kiviil a mikroalgak tijgeneracios mikrobialis
sejtgyarakként jellemezhetok, amelyek szamtalan termék fenntarthatd eldallitasara
alkalmasak (Rasala és Mayfield, 2015; Vavitsas és mtsai, 2018), az olyan bevalt

mikrobialis platformok mint4jara, mint az élesztdk és baktériumok. Ebbdl a szempontbol



a mikroalga alapt sejtgyarak olcsobb és fenntarthatobb platformokka valhatnak, amelyek
természetes modon alkalmasak bizonyos ndvényi eredetli termékek hatékony

eléallitasara (Vavitsas és mtsai, 2018).

A zoldalgak kiemelkedd 6koldgiai jelentdséggel birnak és biotechnoldgiai szerepiik is
egyre nagyobb. Sokféleképpen felhasznalhatoak: lehetnek értékes biostimulansok,
bioilizemanyagok, taplalékkiegészitok, gyogyszerek; ezek koziil napjainkban az egyik
leggyakoribb a taplalékkiegészitoként torténd felhasznalasuk (Fabris €s mitsai, 2020;
Benning, 2015). Az emberek mar évszazadok ota fogyasztjak élelmiszerként vagy
gyogyszerként az algdkat. Kiilonféle bioaktiv 0Osszetevoket, példaul fikocianint,
karotinoidokat, y-linolénsavat, rostokat és novényi szterolokat tartalmaznak, amelyek
hozzajarulnak az emberi egészség megdrzéséhez. Tanulmanyok kimutattak, hogy szamos
algafaj koleszterin- és trigliceridszint-csokkent6 tulajdonsagokkal rendelkezik, mivel
szabalyozzak a bélben a koleszterin felszivodasat és a maj lipogén enzim
génexpressziojat. Csokkenthetik a gyulladasokat és a proinflammatorikus citokinek
termelését. Ezen kiviil gatoljak a lipid-peroxidaciot és szabadgyok-fogd aktivitassal
rendelkeznek, ami elény0s lehet az oxidativ stressz elleni védelemben. Ezek a hatasok
hozzéjarulhatnak az anyagcsere- és gyulladasos betegségek megeldzéséhez (Ku és mtsai,
2013).

Hidrogéntermelésre is alkalmazhatoak a zoldalgak; erre jo példa a Chlamydomonas
reinhardtii-val torténd fotoautotrof hidrogéntermelés (részletesen a 9. oldalon olvashato.)
Emellett a zoldalgak aramtermelésre is foghatok. Szamos kutatocsoport foglalkozik a
kozvetlen napenergia-lizemanyag eldallitasara szolgald fotoszintetikus mikrobasejt-

gyarak tervezésével és vizsgalataval, biohibrid napelemek kialakitasaval.

1.1.2. Chlamydomonas reinhardtii

A C. reinhardtii a zoldalgak kivalé modellszervezetévé valt. Egysejtii, haploid és az
egyetlen fotoszintetizalo szervezet, amelynek sejtmagi, kloroplasztisz- és mitokondrialis
genomja is transzformalhatd. Az utdbbi években tortént genetikai modszerek fejlédése
még kiemeltebb modellszervezetté tette (Nickelsen, 2005; Salomé és mtsai, 2019). A C.
reinhardtii genetikai manipulalasara ma mar szamos molekularis biologiai modszer all

rendelkezésre, amelyeknek koszonhetden olyan fotoautotrof ipari biotechnoldgiai



platformma valhat, amely egyenrangti az Escherichia coli-val és az ¢lesztdvel (Scaife és
mtsai, 2015). A kozelmult technologiai fejlédése, beleértve a CRISPR/Casl2a modszer
kifejlesztését C. reinhardtii-ra (Ferenczi és mtsai, 2017), lehet6vé tette a hatékony, célzott
¢és nukleotid pontossagi genetikai modositasokat. Ezek az eldrelépések jelentésen

hozzajarulnak a C. reinhardtii biotechnoldgiai és bioipari alkalmazhatosagahoz.

A C. reinhardtii-t gyakran hasznaljak a fotoszintézis és kloroplasztisz biogenezisének
tanulmanyozasara. Fotoautotrof és mixotrof életmodra is képes, de szerves szénforras (pl.
acetat) jelenlétében sotétben is életképes (Spreitzer és Mets, 1981). Heterotrof
koriilmények kozott ezért még a fotoszintézisiikben erdsen érintett mutansok is képesek

fennmaradni és szaporodni (Harris, 2001).

Ostor
Alapi test \—=4 |
= 9eA\  —// Kloroplasztisz
Likteté irdcske ——#7+ ) 000 /
Seitfal i %
Sejtmag I1f 0
Golgi-késziilék | DA ,_«&.
\ P
Kemeényito szemcse _--Q O, 0
aQ
N = / Szemfolt

Mitokondrium " S

Plazmamembrin Pirenoid  Plasztoglobolusz

1. abra. Vegetativ Chlamydomonas sejt strukturalis felépitése (Sasso és mtsai, 2018
nyoman). A sejten két ostor talalhatd. A sejt nagy részét egyetlen, csésze alaku
kloroplasztisz foglalja el. A szemfolt a sejtmembran és a kloroplasztisz talalkozasanal
talalhato. A sejt eliilsé részén talalhatoak a liikktetd trocskék. A csillok alapjanal
talalhatoak a bazilis testek. A sejt kdzepén helyezkedik el a sejtmag és ezen kiviil még
Golgi-testek és mitokondriumok talalhatoak a sejtben.

A C. reinhardtii az egész vilagon elterjedt, és mind a vizekben, mind a talajban egyarant

eléfordul. Az ,anyasejtek” atlagos atméréje 10-12 pm a ,leanysejteké” 2-3 um.
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Strukturalis felépitése az 1. dbran lathat6 (Sasso és mtsai, 2018). Az eukariotak mozgast
biztositd csilldira és ostoraira altalanosan jellemzo felépités jelenik meg a C. reinhardtii
ostora esetében is. A mikrotubulus szerkezet 9+2-es felépitésti (Harris, 2001). A
kloroplasztiszban talalhato a pirenoid, amelyben a Rubisco koncentralodik (Mackinder
¢és mtsai., 2016). A C. reinhardtii sejtek szemfolttal rendelkeznek, amely lehetové teszi a
sejtek fototaxisat. Liiktetd tirdcskéik segitenek fenntartani a citoplazmatikus viztartalmat
hipoozmotikus koriilmények kozott is (Komsic-Buchmann és mtsai, 2014). A csillok

felépiilését/Osszeszerelését a bazalis testek biztositjak (Dutcher és O'Toole, 2016).

1.2. Fotoszintézis

A fotoszintézis folyamata a sejtek kloroplasztiszaiban megy végbe. A kloroplasztisz
valtozatos alakokban fordul el6: lehet lencse vagy csésze alaku, illetve szalagszerii, amely
kettds (magasabb rendli novényekben és zoldalgakban; Staehelin, 2003; Austin és
Staehelin, 2011) vagy tobbszorés membrannal hatarolt  sejtorganellum
(kovamoszatokban és vorosalgakban; Kroth és Strotmann, 1999; McFadden és Dooren,
2004).

A kloroplasztisz sztromdjaba beagyazott menbranrendszer a tilakoidmembran. Itt megy

végbe a fényreakcid (2. abra).

A Kiilsé membran
Belsé membran

Sztrdmamembran

2. abra. A) Magasabb rendii noévények kloropasztiszanak sematikus abraja B)
transzmisszios elektronmikroszkopos kép C) szamitogépes modell a sztromamembranok
granum koriili elhelyezkedésérdl (Mustardy és mtsai, 2003 nyoman).
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A tilakoidmembranok helyenként szorosan Osszetapadva henger alaki granumokat
hoznak létre a magasabb rendli ndvényekben. Ezek atmérdje kb. 400-600 nm és egy
granum 5-20 tilakoidmembran-rétegbdl tevodik 0Ossze (Mustardy és mtsai, 2003;
Mullineaux, 2005; Pribil és mtsai, 2014). A granumokhoz sztromatilakoidok
csatlakoznak helikalis elrendez6désben (Mustardy és mtsai, 2003; Mustardy és mtsai,
2008; Koufil és mtsai, 2011). Igy a granumok és a sztromatilakoidok egy Osszefiiggd
membranrendszert alkotnak (Shimoni és mtsai, 2005; Mustardy és mtsai, 2008). A

tilakoidmembran belsé fehérjékben gazdag fazisat lumennek nevezziik.

A fotoszintézis lényegét az alabbi oxido-redukcios egyenletben lehet kifejezni a

legtomorebben:

fényenergia

COp+2 HoA wemmmm) (CH,0)+2 A+H20

Ebben a folyamatban tehat fényenergia segitségével a szén-dioxid szerves anyagga
(CH20) redukalddik a HoA-val jelzett elektrondonor révén, mikozben a donor oxidalt
alakja felszabadul. A fényenergia egy része atalakul kémiai energiava, a tobbi pedig

héenergia formajaban disszipalodik, veszendébe megy (pl. Stirbet és mtsai, 2020).

Az elektrondonorok valtozatosak lehetnek, és ennek megfeleléen vannak oxigéntermeld
¢és nem oxigéntermel6 fotoszintetizalo él6lények (Blankenship, 2001). A Fold 1égkorének
amelyeknél az elektrondonor szerepét a viz tolti be, és oxidéacidja soran oxigén
termelddik, amely a kovetkezd egyenlettel irhaté le (Blankenship, 1992; Nelson és Ben-

Shem, 2004; Johnson, 2016):

fényenergia
6 CO2 + 6 H)O wm——) C:H:,06+6 O

A fotoszintézis folyamata fotoszintetikus elektrontranszportbol és Calvin-Benson
ciklusbol all. A fotoszintetikus elektrontranszport soran elektron- és protontranszfer
folyamatok jatszodnak le. A Calvin-Benson ciklus soran torténik meg CO2 megkotése és
a szénhidratok bioszintézise. A fotoszintetikus elektrontranszport a viz oxidacidjatol a

tilakoidmembran (TM) négy f6 fehérjekomplexe, a masodik fotokémiai rendszer (PSII),
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a citokrom bef komplex (cyt bef), az elsé fotokémiai rendszer (PSI) és az ATP-szintaz (3.
abra) vesz részt az ATP és a NADPH termelésében, amelyek a Calvin-Benson ciklusban

hasznosulnak.

A fényt a PSI és PSII (LHCI ¢és LHCII) fénygyijté komplexeiben 1évo pigmentek kotik
meg. A gerjesztési energia a P700-hez (PSl-ben) és a P680-hoz tovabbitodik (PSII-ben),

ahol toltésszétvalas torténik, redox reakciok lancolatat inditva el.

3H'
Calvin-Benson ADP + Pi — ATP
ciklus o

v B p I
NADP’ /
-/ r o 8 o
Sztroma Ciklikus e ‘F » 11am -
d
. . transzport .~ M 6 Ep d
& b Y S \ ; |L°°IT CMik (D | Ko
g | o T - S B 2 s
- B.f 8 O O A
i Cvt, - @ N
Tilakoid Phe ,-,f' 3 § fw
membran Crtees = ‘ &1t = a Fy
l - /zr ‘ j""‘" J Cu N
- Gl i " \ | Q:‘ NPC, O
R ¥ cytf Fe C,4 = 50-100 rpm
R S B ,,/
. £ By ATP szintiz
(dimer) (d'imer) (monomer)

3. abra. A fotoszintetikus elektrontranszportlanc felépitése €s szervezodése: fobb fehérje
és fehérjekomplexei, valamint az elektron és proton transzport utvonal. Fobb részei
magasabb rendli novény kloroplasztiszaban elhelyezkedd fotoszintetikus apparatusban
(pl.: Arabidopsis thaliana-ban): a masodik fotokémiai rendszer (PS 11); citokrom b6f (Cyt
b6f); els6 fotokémiai rendszer (PS I); ATP-szintaz; plasztokinon (PQ); plasztokinol
(PQH?>); tilakoid membran... (Allen, 2011).

A PSII leggyakrabban dimer formaban van jelen. Ez a komplex katalizalja a viz bontasat
¢és a plasztokinon redukciojat. A PSIl az Gn. reakciécentrumbol, valamint a belsé és a
kiils6é vagy periféridlis fénybegyiijté proteinkomplexekbdl (LHCII) all 6ssze. A PSII
reakciocentrumot a D1 (PsbA) és a D2 (PsbD) fehérjék heterodimere, valamint a
citokrom bssg o (PSbE) és B (PsbF) alegysége alkotja. A D1 és D2 fehérjéken talalhatok
az elektronatadasi folyamathoz sziikséges kiilonboz6 akceptorok és donorok (Qa és Qs
kinon, P680, feofitin, tirozin Z (Tyrz) és tirozin D (Tyrp)), illetve egy nem-hem vas,
amely bikarbonat iont (HCO3") kot meg (Stirbet és mtsai, 2020; Miih és mtsai, 2012). A
D1 fehérje elektrondonor oldalan egy mangan komplex (MnsOsCa) és egy tirozin (Yz)
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talalhato. A PSII fénybegyiijtd antennajaként mikddnek a D1 ¢és D2 fehérjéhez
kozvetleniil kapcsoloddo a CP43 (PsbC) és CP47 (PsbB) alegységek (Barber, 2008),
amelyek Klorofill-a molekulak mellett néhany B-karotin molekulat is tartalmaznak. Hat
kiilonb6z6 (Lhch1-6) pigment-protein komplexbdl épiil fel a magkomplexhez kapcsolodo
periférialis antenna komplex. Az LHCII fehérjék tartalmaznak klorofill a-t, b-t és

kilonboz6 xantofill-molekulékat is.

A PSII antennarendszere altal elnyelt fényenergia a reakcidcentrumba jut, aminek
kovetkeztében a Pego gerjesztett allapotba keriil, majd egy elektront atad a Pheo
molekulanak. A redukalt Pheo-r6l atjut az elektron a Qa-ra, majd a Qa és a Qg kozott két
egymast kovetd elektrontranszfer 1épés torténik. Két elektron és két proton felvétele utan
a Qg a mobilis plasztokinon (PQ) pool-ba jut, majd onnan tjabb PQ molekula kotédik be
a D1 fehérjére (Barber, 2003, 2008).

A PSII lumen fel6li oldalan helyezkedik el a vizbonté komplex (WOC), amely 6
funkcidja a viz bontésa protonokra, elektronokra és oxigénre. Az WOC kozponti részét
négy Mn-ion, egy Ca®" és egy CI™ alkotja. A lumen feléli oldalon fehérje alegységek
veszik korbe, melyek elnevezése magasabb rendli névényekben PSBO, PSBP, PSBQ és
PSBR (Allahverdiyeva és mtsai, 2013).

A PSII reakciécentrumaban lezajlo toltésszeparaciok hatasara a Mn-komplex So
allapotbol Si, Sz, Ss, Ss4 oxidacids allapotokba keriil, melynek soran pozitiv toltések
halmozddnak fel (Kok és mtsai, 1970). Az S4 allapotnal oxigén szabadul fel, majd az S4
allapot Se-ba alakul. A vizbonté komplexbe az egyik H,O molekula az S4-S0 atmenet
utan a masik az S2-S3 atmenet soran kotddik be, €s ezzel helyreéll a kiindulési allapot. A

Tyrz redukalja a Peso*-t és a képzOdott Tyrz*-t pedig a vizbontd komplex redukalja.

A citokrom be/f komplex proton gradienst alakit ki a tilakoid membran két oldala kozott,
ugyanis mikozben a plasztokinol (PQH2) oxidacidjat és a plasztocianin (PC) redukciojat
végzi, protont pumpal a sztromabol a tilakoid lumenbe. A Cyt be/f komplex tartalmaz egy
Cyt f-et, egy Rieske vas-kén fehérjét (Fe-S), és két citokromot b-t. Az elektronok a

plasztocianin fel6l a P7oo™-ra tovabbitodnak.

A plasztocianin oxidaciojat és a ferredoxin (Fd) redukcidjat a PSI végzi. A PSI
reakcidcentrumbol és periférids fénybegytijté komplexbdl (LHCI) all, amely magasabb

rendi novények és algak esetében monomer formaban van jelen. Kb. 20 kisebb
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fehérjealegység, illetve a PsaA ¢s PsaB alkotjak a PSI reakciocentrumot. A PsaA és a
PsaB alegységek kotik a pigmentmolekuldk legnagyobb részét, és igy a PSI bels6
antenngjat alkotjak (Jensen és mtsai, 2007). A pigmentmolekuldkat kisebb aranyban a
PsaF, PsaG, PsalJ, PsaK, ¢s a PsaL kiils0 alegység koti. Fény hatdsara a PSI
reakcidcentrumaban talalhato Pzoo gerjesztett dllapotba keriil. Ezutan atad egy elektront a
primer akceptornak (Ao), majd az elektron a masodlagos akceptorra (A1) keriil. Innen a
vas-kén centrumot tartalmazé komponenseken (Fx, Fg és az Fa) keresztiil a ferredoxinra
(Fd) jut, utolsd 1épésként pedig a Fd-NADP* oxidoreduktaz (FNR) enzim segitségével
NADPH keletkezik, amely a Calvin-Benson ciklusban és egyéb folyamatokban keriil

felhasznalasra.

A fotoszintetizaldo ¢€l6lények a természetben gyakran fotoszintetikus igényeiket
meghalado6 fényviszonyokkal taldlkoznak. A fénybegy(ijt6 apparatus altal felvett tobblet
gerjesztési energia reaktiv oxigénformak keletkezéséhez és a fotoszintetikus apparatus
fotooxidacidjdhoz vezethet. Abban az esetben beszéliink fotoinhibiciérol, amikor a
fotoszintetikus folyamatok rovidtavon visszafordithatatlan lassuldsa, karosodasa
kovetkezik be (Demmig és mtsai, 2014). A karos hatasok kivédése érdekében a
fotoszintetizald szervezetek kiilonféle fotoprotektiv folyamatokat alakitottak ki. Ezek
kozé tartozik a nem-fotokémiai kioltas (tovabbiakban NPQ), azaz a gerjesztési

energiatobblet disszipacidja hé formajaban (részletesen lasd a 17. oldalon).

Az oxidativ stresszel szembeni védelemben az aszkorbat (C-vitamin) is igen jelentOs
szerepet jatszik. Legismertebb a szabadgyok-kiolto hatdsa, és magasabb rendi
novényekben részt vesz az NPQ kialakuldsaban is. E szerepek mellett alternativ
elektrondonorként is védi a PSII reakciocentrumot a donor-oldali fotoinhibicio karos
hatdsaival szemben, azaltal, hogy folyamatos elektrontranszportot biztosit a P680*
iranyaba (Toth és mtsai, 2009, 2011).

A zo6ldalgék a fotoszintézisiik soran hidrogént is képesek termelni a PSI akceptor oldalan
talalhatd hidrogenaz enzimeknek koszonhetéen. A C. reinhardii a zo6ldalgak
hidrogéntermelésének kutatasara kitlinéen alkalmas. A természetben a C. reinhardtii
hidrogéntermelése oxigénszegény kornyezetben a sotét-fény 4atmenetek alatt a
fotoszintézis indukcidja sordn mintegy ,biztonsagi szelepként” szolgal, ¢és
megakadalyozza a fotoszintetikus elektrontranszport lanc talzott redukciojat, amig a

Calvin-Benson ciklus nem aktivalodik (Nagy és mtsai, 2018a).
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A C. reinhardtii hidrogéntermelését laboratoriumi koriimények kozott kénmegvonassal
sikeriilt fenntartani (Melis és mtsai, 2000). A kénmegvonas Osszetett anyagcsere-reakciot
indit el, ami a fotoszintézis leszabalyozasat, anaerobiozis kialakulasat és hidrogenazok

aktivalodasat eredményezi (Ghirardi, 2015; Nagy és mtsai, 2018).

A kénmegvonassal indukalt hidrogéntermeltetés acetat-fliggd, azonban fotoautotrof
rendszerben is lehetséges hidrogént termeltetni. Ez a rendszer a Calvin-Benson ciklus
inaktiv allapotban torténd tartdsan alapul, amit a szénforras megvondasaval érnek el (Nagy
és mtsai, 2018). A hidrogenazok védelmét pedig a maradék oxigénnel szemben
oxigénabszorbessel biztositjadk. A rendszer eldnyei a kénmegvondssal szemben az, hogy

nem igényel acetatot, valamint nem jar a fotoszintetikus apparatus jelentds karosodasaval.

1.3. Klorofill-a fluoreszencia

A Klorofill-a fluoreszcencia mérése az algdk ¢és novények fotoszintetikus
hatékonysaganak vizsgalatara széles korben elterjedt modszer. Népszeriisége a
fluoreszcencia-paraméterek és a fotoszintetikus elektrontranszport mikodése kozott
felfedezett 6sszefiiggések, valamint a megfizethet6 és konnyen hasznalhatd, hordozhatd
fluoriméterek kereskedelmi forgalomba hozatalanak koszonhetd. A fluoreszcencia
mérése nagyon hatékony modszer a fotoszintetikus hatékonysag tanulmanyozasara,
kiilondsen, ha mas nem invaziv mérésekkel, példaul abszorpcids spektroszkopiaval,

gazanalizissel és infravords homérséklet-meghatarozassal kombinaljak (Baker, 2008).

A klorofill-a fluoreszcencia igen jol alkalmazhato intakt sejtek és levelek fotoszintetikus
elektrontranszportjanak és kiilonb6z6é stresszhatasok vizsgalatara (Wingler és mtsai,
2005). A legtobb anyagcsere-valtozas befolyasolja novények fotoszintézisét, igy ez a
modszer jol alkalmazhaté mutans fenotipusok azonositasara is (Baker, 2008). A klorofill-
a fluoreszcencia alkalmazhatd nagy ateresztéképességii modszerként, de egyedi sejtek
vagy kloroplasztiszok is vizsgalhatoak nagy felbontasu mikroszkopos képalkotassal

kombinalva (Trampe és mtsai, 2011).

A leggyakrabban hasznalt klorofill-a fluoreszcencia paraméterek kozé tartozik az Fo, az
Fwm, az Fv/Fm, a @psii és az NPQ.

Az Fo a sotétadaptalt levelek fluoreszencia minimuma, ekkor minden reakcidécentrum

nyitott allapotban van. Az Fm a maximalis fluoreszencia értéke, mely sordn a
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reakcidcentrumok zart allapotban vannak. Az Fy pedig a maximalis valtozé fluoreszencia
(Fv=Fm-Fo) (Trampe és mtsai, 2011). Az Fv/Fm hanyados a fotoszintetikus aktivitas
jellemzésére szolgald paraméter (Sipka és mtsai, 2021), amely egyarant fiigg a vizbonto
komplex, a PSII ¢és a teljes fotoszintetikus elektrontranszportban végbemend

folyamatoktdl (Schansker és mtsai, 2014; T6th és mtsai, 2020).

Ismert, hogy a PSII D1 fehérjéje erés fény hatasara sériilhet, ami miatt a térszerkezete
megvaltozik. Az ennek kovetkeztében fellépd PSII inaktivalodast a D1 fehérjét javito
folyamat bizonyos mértékig ellensulyozni tudja, de ha ennek a kapacitasa eléri a
maximumat, a PSII irreverzibilis modon karosodik. Ez a karosodas szamos
elektrontranszport paraméter valtozasaban megmutatkozik, amelyek koziil az Fv/Fwm
hanyados csokkenése egyszeriien nyomon kovethetd. A fotoinhibicié mellett az Fv/Fwm
értéke csokkenhet a vizbont6 komplex sériilése kovetkeztében is, amely példaul héstressz
esetén kovetkezhet be. llyenkorra WOC kiils6 fehérjéi (pl. a PSBO és a PSBP), valamint
a Mn ¢és Ca-ionok levalnak, aminek kovetkeztében a vizbontd aktivitds megsziinik

(Yamashita és mtsai, 2008).

6 e g Fyv=Fuy-Fo
Fv/ Fua= (Fum - Fo) / Fu
®psn= (Fun' - Fr) / Fu®
NPQ = (Fu- Far') / Fur’
.

Kl.-a fluoreszcencia (rel. egység)
ad
1

o L —1 sp SPs

~— 10-15perc ———

4. abra. A levél klorofill-a fluoreszcencia hatasfokanak valtozasa a kioltas-analizis soran
telitési impulzus modszerrel és f6bb paraméterei. Fo-sotét adaptalt minta fluoreszcencia
minimuma, Fm-sotét adaptalt minta maximalis fluoreszcencija fényimpulzus alatt, Fum' -
maximalis fluoreszcencia fényadaptalt allapotban, Fo'-a fluoreszcencia minimuma
roviddel az aktinikus fény kikapcsolasa utan mérve, ML-mér6fény (measuring light), AL-
aktinikus fény (actinic light), SP-telit6 impulzus, NPQ-nemfotokémiai kioltas. Schreiber
(2004) nyoman.

16



A PSII aktualis, megvilagitas alatt kialakulé fotokémiai hatékonysagéanak jellemzésére

alkalmazzak a ®@ps)) paramétert (Genty €s mtsai, 1989; 4. abra).

Olyan esetekben, amikor az elnyelt energia meghaladja a fotoszintetikus
elektrontranszport-lanc kapacitasat, a Klorofill-a fluoreszcencia nemfotokémiai uton
torténd kioltasa (NPQ) gyorsan képes mérsékelni a nagy fényterhelés okozta
stresszhatast. Az NPQ megakadalyozza a fotokémiai reakciocentrumok talgerjesztését
azaltal, hogy a gerjesztési energia egy részét hé formajaban disszipalja. Az NPQ legalabb
harom komponensbdl all, amelyek megkiilonboztethetéek az er6s megvilagitast kovetd
relaxacios id6 alapjan: a ApH vagy energiafiigg6 kioltas (qE), az allapotatmenetek miatti
kioltas melynek soran a gerjesztési energia ujraclosztasra keriil a két fotokémiai rendszer
kozott (qT), és a fotoinhibicios kioltas (ql) (Baker, 2008; Muller és mtsai, 2001). Az NPQ
egyik legfobb Osszetevdje altalaban a qE. Ez magasabbrendii ndvényekben és
zoldalgakban a zeaxantin felhalmozodasahoz kothetd, amely a violaxantin fényfliggd,
reverzibilis deepoxidacidja soran képzodik az ugynevezett xantofill ciklusban
(Yamamoto és mtsai, 1962). A violaxantin deepoxidacidja magasabbrendli novényekben
aszkorbat-fliggd, zoldalgakban viszont nem sziikséges e folyamathoz (Vidal-Meireles és
mtsai, 2020). A zeaxantin-fiiggd kioltas (qZ) eldsegitheti a qE tipustt NPQ kialakulasat
(Horton és mtsai, 1994) vagy kozvetleniil deaktivalhatja a klorofill gerjesztett allapotat
(Avenson ¢és mtsai, 2008; Holt és mtsai, 2005; Holub és mtsai, 2007).

1.4, Karotinoid bioszintézis fotoszintetikus organizmusokban

A Kkarotinoidok a természetben a legelterjedtebb apolaros pigmentek, melyek
nélkilozhetetlenek minden él6lény szamara. A Karotinoidok 40 szénatomos
tetraterpenoidok, formailag nyolc izoprén egységbdl épiilnek fel. A molekula vazat 7-15
konjugalt kettGs kotést tartalmazo poliénlanc alkotja, amelynek egyik vagy mindkét vége
linearis vagy gyurit tartalmazo. A poliénlanc biztositja a karotinoidok jellegzetes fizikai
és kémiai tulajdonsagait. Oxigéntartalmt szarmazékaik a polarisabb karakterti xantofillok

(Maoka, 2020).

A karotinoidok kémiai és szerkezeti sokoldalusaga sokrétii funkciot biztosit szamukra. A

6 szerepeik:
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1. Stabilizaljak a fehérjék szerkezetét, illetve fontosak egyes fehérje-komplexek
Osszeszerel6désében, valamint a lipid kettOsrétegli membranok integritdsdban ¢és

fluiditasdnak modositasaban is szerepet jatszanak.

2. A fotoszintézisben kiegészitd pigmentként részt vesznek a fénygyiijtési folyamatban,
igy kiszélesitve a hasznosithato fény spektrumat. A klorofillmolekulak triplett gerjesztett
allapotait kiolthatjak azaltal, hogy a felesleges gerjesztési energiat atveszik és ho
formajaban disszipaljak (ezt a folyamatot nemfotokémiai kioltasnak nevezziik, 17. oldal);

ez a szerep kulcsfontossagu a klorofill fotooxidacidja elleni védelemben.

3. A sejtek és sejtorganellumok védelme az oxidativ karosoddsokkal szemben, amit ugy
valésitanak meg, hogy kolcsonhatasba lépnek szingulett oxigénmolekuldkkal vagy
megkotik a peroxigyokoket, igy akadalyozva meg a reaktiv oxigénformak
felhalmozodasat (Frank és Cogdell, 1996).

4. A karotinoidok ¢€lénk szineket, illatokat és izeket biztositanak a virdgok és termések

szamara, amelyek vonzzak az allatokat a beporzas és a magvak terjesztése érdekében.

5. A karotinoidok enzimatikus hasitasa apokarotinoidok termeléséhez vezet, amelyek
szamos biologiailag fontos szereppel rendelkezd vegyiiletek eldanyagai, amelyek kozé
tartoznak a fitohormonok, a retinal, valamint az aromas illékony anyagok (Marasco és
mtsai, 2006).

A karotinoidok felhalmozddasa a sejtekben fiigg a szintézis és lebomlas sebességétol és
raktarozasi kapacitastol (Shumskaya ¢és mtsai, 2013). Minden oxigéntermeld
fotoszintetikus szervezetben a Kkarotinoid-szintézis kezdeti 1épései azonosak. A
novényekben a karotinoidok a kloroplasztiszban képzodnek, a sejtmagban kodolt

enzimek segitségével (Cuttriss és mtsai, 2011).

A karotinoidok bioszintézise egy szintelen karotinoid, a fitoén eldallitasaval kezdddik.
Ezutan a fitoén 1épésrdl 1épésre atalakul, melyek mindegyikét mas-mas enzim katalizalja,
kiilonboz6 szind és tulajdonsagu karotinoidot l1étrehozva. Ezek koziil néhany az 5. abran

lathato.

18



GGPP
GGPP — PSY/CRTB

15-cisz-fitotén

Norflurazon

9.15-cisz-fitofluén
PDS
W

5
9.15,9°-tr1-cisz-Z-karotin :

Z-1S0

v
9

9.9°-di-cisz-Z-karotin l DS

7<9_9’-ui-cisz—Z-ncumw
7
< < ’

_ AR <N .
7.9.7°.9 -tetra-cisz-Z-likopén

lCRTISO

_D > S

Minden transz-likopén

LYCE | 1 Lyes
3-karotin /\\//\)\\\A/W\A(\/\/\A/ é’é\/j\\.l’:\/\\v\\f‘\\‘/:\/pr’\\/‘\\'/\/;\./ ot
Lvee | ures
a-karotin é\/\\/\\/&/\\/w\\M\/ﬁ( (»j(\/v\\/\/\\/\(\/\/g/\gg B-karotin
|
HYDB [ Jevporc | Hvoe
p-kriptoxantin
zeinoxantin ki <
cYpore | ockriptoxantin | yypg | Hvos
zeaxantin
lutein lutein
VOE f] zep
antheraxantin
VOE 1] zep
violaxantin
L nxs
neoxantin

5. abra. A legfontosabb karotinoidok bioszintézise a novényekben. GGPP - geranil-
geranil-pirofoszfat, PSY - fitoén szintaz, PDS — fitotén deszaturaz, Z-1SO — (-izpmeriz,
ZDS - (-karotén deszaturaz, CRTISO, LYCE - epszilon-ciklaz, LYCB - béta-ciklaz,
CYP97C - &-karotin-hidroxilaz, HYDB - karotin-g-hidroxilaz, VDE - violaxantin-
deepoxidaz, ZEP - zeaxantin-epoxidaz, NXS - neoxantin-szintaz. A 1épések részletes
leirdsa a szovegben taldlhato.
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Az els6 1épés, ahol a karotinoid-szintézis elvalik az egyéb terpenoidok szintézisétdl, az a
szintaz (PSY) katalizalja, amely 15-cisz fitoént hoz 1étre, amely csak harom konjugalt
kettds kotést tartalmaz (Shumskaya, és Wurtzel, 2013; Shumskaya és mtsai, 2012; Tran
¢és mtsai, 2009). Ezt koveti két ujabb kettds kotés kialakitasaa 11 és 11° pozicidban, amit
a 9 és 9’ pozicioju kettds kotés cisz formava alakulasa kisér, igy egy tri-cisz {-karotin
keletkezik. Ez a 15. pozicidban transz konfiguraciova izomerizalodik és di-cisz -
karotinoid jon létre. Ezutan a 7 és a 7° pozicioban keletkezik két ijabb telitetlen kotés,
ami szintén cisz konfiguracioju, igy tetra-cisz-likopén mas néven prolikopén jon létre. Ez
Ujabb izomerizacios 1épések révén transz-likopénné alakul (5. abra). Mindezen Iépéseket
baktériumokban, kivéve a kékalgdkban egyetlen enzim katalizdlja, a Crtl.
Cianobaktériumokban és ndvényekben a kettds kotések kialakitasat a fitoén-deszaturaz
¢és a (-karotén deszaturdz végzi. Az izomerizacios lépéseket a Z-1SO ¢és a crtH/CrtISO
enzimek végzik. Ugyanakkor az izomerizaciot a fény is hajtja, kisebb hatékonysaggal és
specificitassal (Proctor és mtsai, 2022). Likopénbdl fajra és szovetre jellemz6 modon
kiilonb6z6 karotinoidok jonnek létre. Novények levelében a likopén ciklizalodik o vagy

fS-karotinnad és azokbol oxigén beépiilésével kiillonbozé xantofillok képzddnek. A

termésekben egyéb karotinoid-féleségek is képzddhetnek.

A kloroplasztiszban képz6dott karotinoidok ritkan fordulnak elé szabadon vagy a
membranokban, hanem altalaban kiilonb6z6 fehérjestrukturakhoz kotédnek. A
membranban nagy mennyiségben felhalmozod6 szabad karotinoid olyan mértékben
megvaltoztathatnd a membran fiziko-kémiai tulajdonsagait, hogy az karositana a
membranfunkciot. Ez okbol kifolyolag a képzddd karotinoidok  kiilonbdzo
fehérjestrukturdkhoz kétddnek, és kiillonbozo fotoszintetikus komplexekbe, zarvanyokba,
plasztoglubulusba (Hematococcus) ¢és a fénybegytijté antennakomplexekbe épiilnek be.
Emellett a kromoplasztiszokban fehérjékhez kotddve fibrillaris, globularis, tubularis és
kristalyos formaban tarolodnak, pl. a sargarépa gyokerében, paradicsom termésében stb.
A C. reinhardii-ban nincs kromoplaszt, ehelyett a szemfoltban €s a burokmembranban
kotoédik meg karotin. A folyamatoknak dsszehangoltan kell végbe mennie és megfeleld
egyensuly kialakitasa sziikséges a karotin szintézise €s a karotin koto fehérjék szintézise

kozott (Tianhu és mtsai, 2018).

A karotinoidok lebontasat specifikus oxigenazok végzik, amelyek a karotinoid molekulat

megfeleléen hasitva apokarotinoidokat hoznak létre. Az apokarotinoidok illékony
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anyagok révén segitik a karotinoidok gyors eliminalasat, illetve maguk is fontos bioaktiv
anyagokat alkotnak (novényi hormonok, mint pl. az ABA, a strigolaktonok, kiilonb6z6
aroma- ¢és illatanyagok) (Simkin, 2021). A karotinoid-homeosztazis fenntartasahoz illetve
a biotechnoldgiai termelés fokozasahoz ennek a harom folyamatnak az 6sszehangolt

szabalyozasara van sziikség.

A fotoszintetikus apparatusban jelen 1évo kiegészité pigment és védd funkcidikon tal
(Frank és Cogdell, 1996) a karotinoidoknak szerkezeti szerepiik van mind az antenna
(Paulsen ¢és mtsai, 1990), mind a reakciocentrum klorofillkoté fehérjéinek
Osszeszerel6désében (Moskalenko és Karapetyan, 1996). Korabban megfigyelték, hogy
a PSII 0sszeszerelddése és a D1 fehérje gyors turnovere karotin bioszintézist igényel

(Trebst és Depka, 1997).

Ismeretes, hogy erds fény hatasara a violaxantin ciklus aktivalodik, amelyben a
violaxantin deepoxidacidja az anteraxantin és a zeaxantin felhalmozddasdhoz vezet
(Siefermann-Harms, 1977; Pflindel és Bilger, 1994; Latowski és mtsai., 2011). A
violaxantin ciklusbodl szarmazon tl tovabbi zeaxantin képzodést figyeltek meg magasabb
rendii ndvényekben (Demmig, 1990). Evtizedek ota ismert a p-karotin erés fényben
torténd lebomlasa. Mar az 1950-es években kimutattak, hogy a fotoinhibicié soran a B-
karotin mennyisége a klorofillok lebomlasat megel6zéen csokken, és e két pigment
mennyisége joval azel6tt elkezd csokkenni, miel6tt a xantofillok bomlasa megkezdddne
(Sironval és Kandler, 1958).

A PSII felépiiléséhez elengedhetetlen a 3-karotin. Amikor fehérjéhez kot6dik a B-karotin,
védett marad, és nem férhetd hozza konnyen egy masik karotink6td fehérjére szamara. A
PSII javitd mechanizmusainak (turnover) fenntartaisahoz a folyamatos karotin

bioszintézis elengedhetetlen. Erds fényben a karotinok bioszintézise fokozodik.

A violaxantin ciklus az antennaban talalhat6 zeaxantin altali felesleges fényenergia
disszipaciojaban jatszik fontos szerepet (Demmig, 1990; Frank és mtsai, 1994; Horton és
mtsai, 1996; Havaux ¢és Niyogi, 1999; Jahns és mtsai, 2012). Feltételezheté, hogy a
reakciocentrumban a B-karotinbol képz6do zeaxantin szintén fotoprotektiv szereppel bir

(Adamska és mtsai, 1992; Levy és mtsai, 1993; Jahns és mtsai, 2009).
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1.5. Mikrofluidika

A mikrofluidika a fizika, a kémia, a bioldgia, a folyadékdinamika, a mikroelektronika és
az anyagtudomany egyesitett elvein alapul. Kiilonféle anyagok alkalmasak miniatiirizalt
chipek eldallitasara: szilikon, {iiveg, polidimetil-sziloxan (PDMS) ¢és papir. A
mikrofluidikai ~ eszk6zok  csatornakat és  kamrakat  tartalmaznak  pm-es
mérettartomanyban. A mikrofluidikai eszk6zokbe bemeneti és kimeneti nyilasokon
keresztiil juttatjuk be és ki a folyadékokat, az aramlast pedig pumpak segitségével
biztositjuk.

A kivant méretii, formdju és geometriaju platformok gyartasahoz a modszerek valtozatos
repertoarja valaszthatd. Akar Onmagukban, akar mas eszkézokkel kombindlva
hasznalhatjuk Oket (Niculescu és mtsai, 2021). A kezdetekben tiveget és szilikont
hasznaltak mikrofluidikai eszk6zok készitésére. A szilikon nagyfokii hdvezetd
képességgel rendelkezik, kémiailag ellenalld. Hatranyai kozé tartozik viszont, hogy a
szilikonbol késziilt mikrofluidikai eszkozok elkészitése draga és nem kompatibilis az
optikai képalkotassal, ugyanis nem atlatszo. Ehhez képest az iiveg mikrofluidikai
eszkozok elorelépést jelentettek, ugyanis nagy elényiik, hogy alkalmasak az optikai
képalkotasra. Az tlivegbdl késziilt eszkozok kémiailag ellenalloak és mindemellett
nyomasallok is. Az iiveg eszkozok tartéssaga kedvez a kiilonbozd 1ézeres technikak

alkalmazasanak, stabilitasuk pedig megakadalyozza az eszk6zok deformaldodasat.

A PDMS jelenleg a legnépszeriibb szerves polimer a mikrofluidikai eszk6zok
gyartasanak teriiletén. Kiemelkedd tulajdonsagai miatt eldnyt élvez a tobbi anyaggal
szemben: eldallitasa olcsd, biokompatibilis, gazatereszté ¢és atlatszo, igy optikai
vizsgalatokhoz is alkalmas. A papirbdl késziilt eszkozoknek is vannak elényeik:
koltséghatékony az eldallitasuk, biokompatibilisak. A papir alapt mikrofluidikai
eszk6zok alkalmasak szovetek mikrokdrnyezetének modellezésére, illetve in vitro
sejtkulturak 1étrehozasahoz porozus szerkezetiik, feliileti tulajdonsagaik, vastagsaguk és

merevségilik miatt (Liu és mtsai, 2022).

A mikrofluidikai eszkdzokben a folyadékok éaramlésa alacsony Reynolds szammal
jellemezhet6 (1. egyenlet), ezért ezekben az eszk6zokben egyenletes laminaris aramlas
van, és hianyoznak a turbulens aramlasokra jellemzé kaotikus nyomas- és aramlasi
sebességvaltozasok. Ez lehetdvé teszi az dramldsi mezd pontos tervezését az eszkoz

geometriagjan és az aramlds létrehozasahoz kialakitott nyomasokon keresztiil. Egy
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gondosan megtervezett és alkalmazott mikrofluidikai eszkdzzel a sejtek nyirdfesziiltsége
minimalisra csokkenthetd, ami lehetové teszi az élettani kisérleteket (Kim €s mtsai, 2007;
Barber és mtsai, 2007). Ezen kiviil az ilyen alacsony Reynolds-szamt aramlasoknal a

tehetetlenségi erdk figyelmen kiviil hagyhatoak.
pul  ulL
u v

1. egyenlet. A Reynolds szam (Re) leirja a viszkozus és az inercia erék kozotti
kapcsolatot. Az egyenletben p a folyadék stirisége, u a folyadék sebessége, L a csatorna
sz¢lessége, 1 a dinamikus viszkozitds, v a kinematikus viszkozitds. Nagy Re értéknél
turbulencia jelenik meg, viszont alacsonynal az aramlas laminaris. A Reynolds szam a

Re

mikrofluidikéban jellemzden extrém alacsony, Re<0.1.

A mikrofluidikai eszkdzokre jellemzd lamindris dramlés hatékony folyadékmanipuldciot
tesz lehetové. Ezaltal tobb parhuzamos aramlés is vezethetd egy csatornaban, amelyek

kozott csak diffuzioval lehetséges a keveredés (6. abra). Ez a technika az oldatok,

reagensek ¢és a sejtvonalak kezelésének 11j lehetdségeit nyitotta meg.

\ A
7
s 1

6. abra. Mikrofluidikai eszkdzben kiilonb6zo szinli festék oldatok 4aramlasa.
Megfigyelhetd a harom folyadék lamindris dramlésa, kozottiik pedig diffuzio jatszodik le
(Galajda és mtsai, 2015).

A mikrofluidika altal az is elérhetévé valt, hogy laboratoriumi méretii berendezéseket egy

mikroszkép targylemezére Kkicsinyithessiink, ami lehetdvé tette a kisérletek
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parhuzamositasat rendkiviil kis mintatérfogat mellett, illetve az egysejt- szintli

vizsgalatokat is (Song és mtsai, 2020; Squires és Quake, 2005).

Napjainkban a kutatok és mérnokok szamara az egyik legnagyobb kihivast a
koltséghatékony, nagy teljesitménytli technologiak kifejlesztése jelenti. Az is fontos, hogy
hozzaférhetd, megfizethetdé és jo mindségli legyen. Ebben az Osszefiiggésben a
mikrofluidika alapti eszk6zok hatékony platformokat kindlnak az automatizalashoz és az
Osszetett feladatok egyetlen chipbe torténd integralasdhoz. A mikrofluidikai eszkdzok
elonye a mintamennyiség ¢és a mintdk ¢és reagensek aramldsi sebességének preciz
szabalyozasaban rejlik, amely lehetévé teszi példaul kiilonbozd vegyiiletek nagy
érzékenységli kimutatasat €és mennyiségi meghatarozasat. Ezeknek a kivalo
tulajdonsagoknak koszonhetéen a mikrofluidikat egyre altalanosabban hasznaljak az
egészségiigyben, valamint kiilonbdzd biologiai és orvosi teriileteken, a diagnosztikaban,
a kornyezetanalitikaban, és élelmiszer- és mez6gazdasagi kutatasokban (Solanki és mtsai,
2020). A mikrofluidikai chipek felhasznalhatok tobbek kozott nanorészecskék
eléallitasara, gyogyszerkapszulazasara, ezek célba juttatasara, sejtelemzésre, diagnozisra

és sejttenyésztésre (Niculescu és mtsai, 2021).

A mikrofluidikai és bioszenzoros technologiak integralhatéak, ami lehet6vé teszi a
kémiai és bioldgiai komponensek egyetlen platformon torténd elhelyezését, ami 1;
lehetdségeket nyit meg a jovobeni bioszenzoros alkalmazasok teriiletén, koszonhetéen a
hordozhatosagnak, a valos idejli észlelésnek, a példatlan pontossagnak ¢és a kiilonbozo
analitok egyetlen eszkdzben torténd egyidejii elemzésének (Luka és mtsai, 2015). A
mikrofluidika forradalmasithatja a sejtbiologiai kutatasokhoz valé hozzaallasunkat is. A
mikrofluidika csatornak elényei, hogy méreteik jo egyezést mutatnak a biologiai sejtek
fizikai méretéhez, aminek koszonhetden képesek vagyunk a sejt mikrokdrnyezetének
paramétereit megfeleld méretben €s iddskalan szabalyozni. Az utdbbi években jelentds
elorelépések torténtek a sejtek tenyésztésére, valamint az azt kdvetd kezelésekre és
elemzésekre szolgald mikrofluidikai eszk6zok tervezése és alkalmazasa terén (Young és

mtsai, 2010).
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1.5.1. Mikrofluidika alkalmazasa az alga biotechnologiaban

A mikroalgak a biolizemanyag-el6allitas egyik potencialis forrasat jelentik olyan
elényeik miatt, mint példaul a nagy energiasiiriség, a szén-dioxid elnyelés, mely
mérsékelheti a globalis felmelegedést, valamint az, hogy nem verseng foldteriiletekért az
¢lelmiszertermeléssel. A sikeres biolizemanyag-el6allitashoz a magas lipidtartalmu, nagy
novekedési eréjii és a kornyezeti paraméterekkel szemben nagy toleranciaju mikroalgakra
van sziikség, valamint rendkiviil fontos a nevelési feltételek optimalizalasa is. A
mikrofluidikai technoldgia vonzd lehetéséget kinal kiilonb6z6 algafajok és torzsek gyors
tesztelésére és stressztoleraciajuk vizsgalatara (Juang és Chang, 2016; Kim és mtsai.,

2018; Bodenes ¢és mtsai., 2019).

Az els6é mikrofluidikai sejt citométert, amely elemzi és megkiilonbozteti a mikroalga
sejteket Benazzi és munkatarsai fejlesztették ki (Benazzi és mtsai, 2007). A
mikrofluidikai eszkdzoket fel lehet hasznalni a kiilonb6z6 mikroalga-fajok méret alapjan
torténo szétvalogatasara (Honsvall és mtsai, 2016). A megtermelt biomassza mennyiségét
és mindségét jelentdsen csokkenti egyes invazios mikroalgak jelenléte a kulturdkban.
Ezért példaul kifejlesztettek olyan nagy hatékonysagu és koltséghatékony spiralis alakt
mikrofluidikai kamrat, amely lehetévé teszi a Tetraselmis suecica (lipidben gazdag
mikroalgak) elvalasztasat a Phaeodactylum tricornutum-t6l, amely egy invaziv
kovamoszat. Az optimalis aramlasi sebességet alkalmazva a P. tricornutum sejtek akar
95%-4at is elvalasztotak a tenyészettdl anélkiil, hogy a sejtek életképességét befolyasoltak
volna. Tehat az inercialis mikrofluidikdban nagy potencial rejlik a mikroalgak minimalis
méretkiilonbséggel torténd szétvalogatasara (Syed és mtsai, 2018, Li és mtsai, 2017).
Algak esetében a mikrofluidikai platformok szisztematikus novekedési vizsgalatokra,
tapoldat-sziirésre, fajkolcsonhatas-vizsgalatokra, valamint a fényfiiggd ndvekedési
Kinetika preciz vizsgalatara is hasznalhatoéak (Westerwalbesloh és mtsai, 2019; Kim és
mtsai, 2015).

Mikroalga és cianobaktérium térzsek hossza tavi megfigyelésére és képalkotdsra is
alkalmazzak a mikrofluidikat és igy konnyedén megfigyelik a bioldgia rendszerek
dinamikajat (Chung és mtsai, 2016). A mikroalgak kiilonb6z6 stresszhatasokra
bekdvetkezett valaszait is nyomon lehet kovetni a mikrofluidikai kamrakban, példaul
sejtosztodasi sebesség, klorofill-a fluoreszencia, illetve Raman spektroszkopia alapjan,

de akar fluoreszcensen jelolt anyagokat is lehet alkalmazni (Zheng és mtsai, 2013).
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Mikrofluidikus bioszenzoros rendszerekben a klorofill-a fluoreszcencia alapjan gyorsan
¢és pontosan lehet jellemezni az egyes mikroalgasejtek életképességét (Wang és mtsai,
2013). Kifejlesztettek olyan, Gn. "PhenoChip" platformokat, amelyek a fenotipusok
tobbparaméteres fotofiziologiai jellemzésére ¢€s kivalasztasara alkalmasak egysejt-
szinten, a felhasznalo altal beallitott fizikai-kémiai koriilmények kozott (Behrendt és
mtsai, 2020; Lefévre és mtsai, 2012). Peszticidek kimutatasara is alkalmaznak mikroalga

bioszencor chipeket (Kashem és mtsai, 2019).
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2. Célkituzeés

Hagyomanyosan az algakat lombikokban nevelt folyadékkultarakban szoktak nevelni,
amelyekben az egyes sejteket folyamatosan valtozoé fényintenzitas, oxigénkoncentracio
¢s a kultira koranak megfeleld tapanyagellatas éri. Ezen problémak egy része megoldhatd
szinkronizalt alga kultarak hasznalataval, a sejtszam azonos szinten torténd tartasaval és
a tapoldat folyamatos cseréjével (Mettler és mtsai, 2014). Sok esetben azonban, példaul
a fejlédésbiologiai kutatasok alkalmaval, elényds lenne az egyes sejtek fenotipusait tobb
oran keresztiil vagy egész életiikk soran, azonos élettani koriilmények kozott
tanulmanyozni. Erre kindl ideélis megoldast a mikrofluidika.

A Chlamydomonas reinhardtii egy novekvé biotechnologiai jelentséggel biro
modellszervezet, életciklus-folyamatainak és fotoszintézisének egysejt-szintii értékelése
azonban nagyrészt még megoldatlan. A morfologia és a fotokémia kozotti kapcsolat
tanulmanyozasanak megkonnyitése érdekében célul tliztiik ki a mikrofluidika klorofill-a
fluoreszencia indukcios mérésekkel torténé kombinacidjat. Olyan mikrofluidikai
eszkozoket terveztiink Kifejleszteni, amelyek alkalmasak az egysejt-szintii morfologiai és

fotoszintézis-vizsgalatokhoz.
A kovetkezo célokat tiiztiik ki:

1) Egyetlen sejt csapdazasara alkalmas mikrofluidikai kamrak fejlesztése alga
egysejt-analizis megalapozasahoz.

2) Sejtosztédas megfigyelésére alkalmas csapdak fejlesztése, ahol egyetlen
algasejtet majd az utddsejteket (kis sejtpopulacid) is képesek vagyunk
becsapdazni, illetve a csapdaban tartani.

3) Morfologia és Kklorofill-a fluoreszencia egyidejii vizsgalata csapdainkban
Microscopy Imaging PAM késziilék segitségével.

4) A modszer alkalmazhatésaganak bemutatasa: Crvtc2-1 aszkorbat-hianyos
mutansokon végzett klorofill-a fluoreszencia mérések, sejtosztodas megfigyelése,
indukalhato PSBO amiRNS vonalak vizsgalata, valamint a karotinoidok

szerepének vizsgalata a PSII aktivitdsanak fenntartdsaban.
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3. Anyagok és modszerek

3.1. Mikrofluidikai eszkozok tervezése és Kivitelezése a Chlamydomonas. reinhardtii

sejtek szamara

A mikrofluidikai eszkOzoket standard fotolitografiai és lagy litografiai technikakkal
készitettiik (Whitesides és mtsai, 2001). Az 0n. ,,Tulipan” mikrofluidikai eszkozoket
Koviacs Sandor (Szegedi Biologiai Kutatokdzpont, Novénybiologiai Intézet korabbi
munkatarsa) tervei alapjan készitettem el a KLayout nyilt forraskédi szoftverrel
(www.klayout.de). A kiilonb6zd ,Kehely” alaku csapdékat tartalmazo eszkozok
tervezését szintén a KLayout szoftverrel végeztem. Az ontéformakat Abraham Agnes
(Szegedi Biologiai Kutatokdzpont, Biofizikai Intézet) készitette el standard
fotolitografiaval. Az 6ntéformak készitéséhez egy szilicium lemezt vékony rétegben SU-
8 negativ fotoreziszttel (Kayaku Advanced Materials, Inc., Westborough, MA, USA)
vonunk be. A megtervezett eszkoz negativjat ebbe a fényérzékeny anyagba rajzoljuk bele
egy lézerird segitségével (WPG 101, Heidelberg Instruments Mikrotechnik GmbH,
Heidelberg, Németorszag).

Az ontéforma az un. ,,Tulipan” mikrofluidikai eszkdz esetében egyetlen SU-8 rétegbdl
késziilt (SU-8 2005 resin, Kayaku Advanced Materials, Inc.,Westborough, MA, USA)
6.8 (SD = 0.8) um vastagsagban.

Az SU-8 formakat egy ¢jszakan at szilanizaljuk vakuumban tridekafluor-1,1,2,2-
tetrahidrooktil-triklor-szilannal (Gelest Inc., Morrisville, PA, USA). A ,,Csésze”
eszk6zhoz (14. abra) két SU-8 2007 fotoreziszt réteget visziink fel eltéré vastagsagban,
melynek segitségével megfeleldé kamramélységet tudunk kialakitani, hogy
megakadalyozzuk az osztddo sejtek kiszokését a csapdakbol. A ,,Csésze” csapdak felsd
rétege 3,8 (SD = 0,5) um vastag és keskeny nyilasokat/vajatokat (<3 um) tartalmaz. A
masodik réteg koriilbeliil 7,5 (SD = 0,6) um vastag, és nem tartalmaz nyilasokat.

A kisérletekhez hasznalt mikrofluidikai eszkozoket polidimetil-sziloxanbél (PDMS)
készitettem. A PDMS egy gumiszeri, biokompatibilis anyag, amely polidimetil-sziloxan
bazis és az Un. iniciator 10:1 aranyu keveréke (Sylgard 184, Dowlnc., Midland, MI,
USA). A PDMS-t az SU-8 ontéformakra ontottiik, és egy €jszakan at 40 °C-on allni

hagytuk. A folyadékok bedramoltatisara hasznalt kimeneti és bemeneti csdveknek
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megfeleld lyukakat vagtam a mikrofluidikai eszkdzbe. A lyukasztast kovetéen a PDMS

eszkozt oxigén plazmakezeléssel irreverzibilisen egy fedélemezhez kotottem (7. abra).

7. abra. A PDMS réteg és feddlemez egymashoz valo elhelyezkedésének sematikus
abrgja.

Az igy elkésziilt eszkozt 85°C-on 30 percig hokezeltem, hogy a kétést megerdsitsiik.

A Kkisérleteinkhez hasznalt tapoldatokat és a sejtkultirakat HPLC csovekkel (1,5 mm
kiils6 atmérd; 0,75 mm belsé atmérd) juttattuk be a mikrofluidikai eszkozeinkbe a
bemeneti nyilasokon keresztiil. Az aramlasi sebességet fecskendépumpaval szabalyoztuk

(80 - 360 uL/h) (Model No. 4000, New Era Pump Systems Inc., Farmingdale, NY, USA).

3.2. A folyadékiaramlas tulajdonsiagainak jellemzése modellszamitasokkal és

nyomkoveto részecskékkel

A mikrofluidikai eszk6zokon beliili folyadékaramlas jellemzdit a Comsol Multiphysics
4.3a szoftverrel (COMSOL AB, Stockholm, Svédorszag) modellezte Abraham Agnes
(Szegedi Biologiai Kutatokozpont, Biofizikai Intézet). A sebesség-profilokat a
,Lamindris aramlas” idéfiiggd modelljével vizsgaltuk. A ,, Tulipan” eszkozre a ,,sekély
csatorna” kozelitést alkalmaztuk, hogy egy 3D-s modellt kapjunk az d&ramlasi vonalakrol.
A ,,Csésze” csapdak esetében a kétrétegii geometriara vonatkoztatva (14. abra)
készitettiikk el a 3D-s modellt. A ,,Tulipan” és a ,,Csésze” mikrofluidikai eszk6zok 3,
illetve 7 parhuzamos csatornabdl allnak, amelyeket figyelembe vettiink az aramlési
sebességek megadasakor. Szamitdsaink soran 26,7 pl/h-t dramldst hasznaltunk a

»lulipdn” és 17 pL/h aramlast a ,,Csésze” alakt csapdak aramlasi modelljéhez.
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A szimulaciok mellett fluoreszcens mikrogyongyoket (Fluoresbrite YG karboxilat
mikrogyongyok, d = lpum; Polysciences, Inc. Warrington, PA, USA) hasznaltunk

nyomkdveto részecskékként, az aramlasi vonalak megjelenitéséhez.

3.3. Chlamydomonas reinhardtii torzsek és nevelési koriilményeik
3.3.1. Crvtc2-1 aszkorbat-hianyos mutans nevelése

A, Tulipan” mikrofluidikai eszkéz tesztelésére egy, a CLIP gyijteménybdl
(https://www.chlamylibrary.org/) szarmazo és korabban mar részletesen jellemzett
aszkorbat-hianyos Crvtc2-1 mutans torzset illetve annak vad tipus torzsét, a CC-4533-t
hasznaltunk (Vidal-Meireles és mtsai, 2020). A CC-4533 ¢és a Crvtc2-1 torzsek
elokulturait mixotrof korilmények kozott, Tris-acetat-foszfat (TAP) tapoldatban, 25 mL-
es Erlenmeyer lombikokban, 22°C-on, 80 pmol foton m2s™ megvilagitdson harom napig
tenyésztettiik. Az eldkulturdkat TAP tapoldatba vagy minimal (HSM) médiumba
helyeztiik at. A kisérlethez a kultara kezdeti klorofill (a+b) tartalmat 0,1 pg/mL értékre
allitottuk be. A TAP, illetve HSM tapoldatban a novekedés harmadik, illetve negyedik

napjara 2-4 milli6 sejt/mL sejtstirliséget értiink el.
3.3.2. Nitrat-indukalhato amiRNS vonalak eloallitasa és nevelése

A nitrat-indukélhatd6 PSBO mesterséges mikroRNS (amiRNS) transzforménsokat,
amelyeket a kisérleteink sordn hasznaltunk, csoportunk korabbi tagja, André Vidal-
Meireles hozta 1étre a kovetkez6 mdodon: A C. reinhardtii PSBO lokuszat megcélzd
amiRNS-eket az in. WMD?2 szoftver segitségével tervezziik meg (Molnar és mtsai, 2009;
Ossowski és mtsai, 2008). Az egyik amiRNS a PSBO kodolo régigjat (CDS, PSBO-A
torzsként jelolve), a masik a PSBO 3’UTR-jét célozza meg (PSBO-B torzsként jelolve).
A szintetizalt, Spel-kompatibilis végii szensz €s antiszensz oligonukleotidokat forralassal,
majd lassa lehiitéssel, a Spel-el emésztett pMS539 vektorba ligaljuk. NIT1-promotere
indukalja PSBO amiRNS-konstrukcié expresszidjat, amint a tapoldatban talalhato
nitrogénforrast ammoniardl nitratra cseréljiik (Schmollinger és mtsai, 2010). A plazmidot
Hindlll-mal végzett emésztéssel linearizaljuk, ami {iveggyongyokkel végzett
vortexeléssel a megfeleld vonalba (cw15-325) transzformalhato (Kindle, 1990). A

megfeleld klonok kivalasztasa Molnar és mtsai. (2009) és Schmollinger és mtsai. (2010)
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modszerei alapjan tortént (Vidal-Meireles és mtsai, 2023). Kontrollként egy tires vektor
(EV31) kontroll torzset hasznaltunk.

A nitrat-indukalhatd6 PSBO amiRNS transzformansokkal végzett kisérleteinkhez a
., Tulipan” alaka csapdakat hasznaltuk. Az EV31 kontroll térzset a fentebb leirtak szerint
neveltiik. A PSBO-AS58 ¢s PSBO-B22 transzformans torzsek nevelése annyiban tért el az
el6zoben leirtaktol, hogy az eldkultira és a fokultura nevelésének masodik napjan 469
puL 100 mM-os NH4CI-t adagoltunk a 25 mL-es Erlenmeyer lombikokban nevelt
kultarakhoz, melynek az volt a célja, hogy mérsékeljik az amiRNA konstrukcid

nemkivant indukciojat.

3.3.3. CC-124 vonalak nevelése

A ,,Csésze” alaku csapdak tesztelésére és a karotinoidok szerepének vizsgalatahoz a
sz¢éles korben alkalmazott CC-124 vad tipusu torzset hasznaltuk. Az eldkultirakat
mixotrof modon TAP tapoldatban, 50 ml-es Erlenmeyer lombikokban, 22°C-on, 80 umol
foton m?2s?! megvilagitison folyamatos razatids mellett harom napig neveltik. Az
el6kultirakat kihigitottuk 0,1 pg Klorofill(a+b)/mL-re TAP tapoldatban és 22°C-on,
200 pmol foton m2s? fényintenzitdson, 1%-0s CO, tartalmi levegével buborékoltatva,
18 ora fény és 6 ora sotét ciklust alkalmazva szinkronizaltuk egy Multi-Cultivator MC
1000-OD tipusu bioreaktorban (Photon Systems Instruments, Brno, Czech Republic). A
masodik napra a tenyészetek elérték a 4-7 ug /mL klorofill (a+b)-tartalmat, ami kb. 2-4

millio sejt/ml-nek felel meg.

3.4. A kultarak betoltése, kezelése és tenyésztése a mikrofluidikai eszkézokben

A ,, Tulipan” mikrofluidikai eszk6z két kiilonallo egységébe TAP vagy HSM tapoldatban,
1 pg/mL Kl(a+b) tartalomra beallitott CC-4533 és Crvtc2-1 kulturakat toltottiink be 80
uL/h dramlési sebességgel, amelyet fecskenddpumpaval biztositottunk (Model No. 4000,
New Era Pump Systems Inc., Farmingdale, NY, USA) (9. abra). Az aramlasi sebességet
a kisérlet teljes ideje alatt allando értéken tartottuk.

A f3-karotin-hiany PSll-re gyakorolt hatasanak vizsgalatahoza ,,Tulipan” mikrofluidikai
eszkozbe fecskendd pumpa segitségével 80 pl/h aramlasi sebességgel toltottiik be a CC-
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124 alga kultarat 60 percen keresztiil. Ezutan a fecskenddpumpa tartalmat lecseréltiik
TAP tapoldatra a kontroll csoportban és 5 pM-0s norflurazonos TAP tapoldatra a kezelt
csoportban. Az aramlasi sebességet ezzel egy idében 180 puL/h-ra emeltiik, majd a mérés
teljes ideje alatt alland6 értéken tartottuk. 250 uM-0s linkomicin kezelés hasonlé mdédon

tortént.

A PSBO amiRNS transzformansokkal végzett kisérletekhez a ,,Tulipdn” mikrofluidikai
eszkozbe fecskendd pumpa segitségével 80 pl/h aramlasi sebességgel toltottiik be az
EV31l ¢s a PSBO-A58 vagy PSBO-B22 algakulturat 30 percen keresztiil. Ezutdn a
fecskenddpumpa tartalmat lecseréltiik TAP tapoldatra. Az dramlasi sebességet ezzel egy
idében 360 pl/h-ra emeltiik, majd 4 oran at ezen az értéken tartottuk. Ezutdn a
fecskendépumpa tartalmat lecseréltik TAP(KNO3) tapoldatra és tovabbi 20 oran

keresztiil aramoltattuk.

A hét kiillonbozo ,,Csésze” alakii csapdat tartalmazod mikrofluidikai eszkdzokbe
fecskendépumpa segitségével 60 percen keresztiil CC-124 alga kulturat toltottiink (1 pg
Kl(a+b)/mL), 80 pL/h aramlasi sebességgel. Ezt kovetéen a TAP tapoldattal torténd
ellatast a kisérlet végéig folyamatosan biztositottuk, 180 uL/h aramlési sebességgel. A Il.
¢és VI tipust csapdékat tartalmazo ,,Csésze” alaki mikrofluidikai eszk6zok feltoltéséhez
kezdetben 80 pL/h aramlasi sebességet biztositottunk koriilbeliil 40 percig, majd
atmostuk TAP tépoldattal a bevezetd csovet, ezutdn 180 pL/h 4ramlasi sebességet

hasznaltunk a kisérlet végeéig.

Az algakultardk megvilagitasat fehér LED spot mikroszkop lampéval biztositottuk,
melynek intenzitdsa megkdozelitdleg 180 pumol foton m?2s? a mikrofluidikai eszkoz
felilletén. 18 ora fény és 6 ora sotét ciklust allitottunk be. A bakterialis fertdzés
megeldzése érdekében Hygromycin B-t (Duchefa Biochemie, Haarlem, Hollandia) és
paromomicin-szulfatot (Sigma Aldrich, Burlington, MA, USA) adtunk a TAP
tapoldathoz 1 pg/mL végsé koncentracioban, még a sejtek mikrofluidikai eszkozbe

toltése elott.

3.5. Mikroszképia és klorofill-a fluoreszencia mérések

A mikroszképos megfigyeléseket egy AxioScope Al epifluoreszcens mikroszkop (Zeiss

GmbH) segitségével végeztiik 20x (Zeiss, Fluar 20x/0.75) vagy 63x objektivet (Zeiss,
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Plan-Neofluar 63x/1.25 Oil) hasznalva. A fénymikroszkdpos felvételek a mikroszkophoz
egy 60N-C 2/3” 0,63x videoadapterrel kapcsolt Axiocam 503 color CCD kameraval
(Zeiss GmbH, Jena, Germany) késziiltek. A kiilonb6z6 fotoszintetikus paraméterek
mérésére egy szintén a mikroszkophoz kapcsolt Microscopy Imaging PAM Klorofill-a

fluorométer mikroszkdpos valtozatat (Walz GmbH, Effeltrich, Germany) hasznaltunk.

A sejteket a klorofill-a fluoreszcencia-mérések el6tt 15 percig sotétadaptaltuk. A
Klorofill-a fluoreszcenciat impulzus amplitudd modulalt kék (470 nm) fénnyel
indukaltuk, a kibocsatott fluoreszcens képet pedig egy 60N-C 2/3” 0.63x videoadapterrel
a mikroszkophoz csatolt IMAG-K6 CCD kameraval rogzitettiik (Walz GmbH, Effeltrich,
Germany). A klorofill-a fluoreszencia Fo szintjének meghatarozasahoz a méréfény
fényintenzitasat 2-es értékre, a frekvenciat pedig 2 Hz-re allitottuk be. Az erdsitést a 20-
as értékre, a csillapitast pedig 1-es, illetve 5-6s értékre allitottuk be a 20x és 63x
objektivek esetében. Az Fm értékeket egy 820 ms-os telitési kék fényimpulzussal kaptuk
meg 5-0s intenzitas mellett. A fotoszintetikus aktivitas jellemzésére hasznalt Fv/Fm
paramétert az (Fm -Fo)/Fm Osszefiiggés alapjan szamoltuk. Az NPQ indukciohoz kék
aktinikus fényt hasznaltunk, koriilbeliil 151 és 383 pmol m2s* fotonaram stiriiség mellett,
30 percen keresztiil és az Fm' értékeket percenként adott telitési impulzusokkal hataroztuk
meg. Az NPQ-t a kovetkez6képpen szamoltuk: (Fm - Fm’)/Fm’. Az aktinikus kék fény
kikapcsolasa utan a sejteket folyamatos tavoli voros megvilagitasnak tettiik ki, amit kiilsé
LED-panellel biztositottunk, és a fluoreszcencia paraméterek értékeinek helyreallasat 30

percig kovettiik.

A lombikokban nevelt folyadékkultirak Fv/Fm-értékeit Handy-PEA késziilékkel
hatdroztuk meg (Hansatech Instruments Ltd., King’s Lynn, Egyesiilt Kiralysadg). A
Chlamydomonas reinhardtii tenyészetek kortilbeliil 15 percig sotétadaptalodtak, majd 60
uL sejtszuszpenziot (150 ug Kl(a + b)/mL) Whatman tivegmikroszalas szlirére (GF/B)
cseppentettiink, amelyet a Handy-PEA-ba késziilék mintatartdjaba helyeztiink és
felvettiik a klorofill-a fluoreszcencia tranzienst 3500 pmol m2s? fotonaram siiriiség

mellett, us-os iddéfelfelbontasban, 1 s idGtartam alatt.

A f3-karotin PSlI-be valo beépiilésének sebességét, illetve a f-karotin mennyiségének
PSII turnoverre gyakorolt hatasanak vizsgalatahoz 10 percig sotétadaptalassal szakitottuk
meg a 160 pmol m2s fényintenzitassal torténé megvilagitast a fluoreszencia mérés elétt.

A mérés soran 10 percenként meghataroztuk az Fv/Fm értékeket a korabban leirt
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koriilmények szerint, 63x-0s objektivot hasznalva. Egyes kisérletekben teljes sotétségben

tartottuk a kultarainkat a mérések alatt és kozott.

A PSBO amiRNS transzformansokkal végzett kisérletek soran 10 percig sotétadaptaltuk
a sejteket a fluoreszencia mérés eldtt. A megvilagitas soran 90 pmol ms™* fényintenzitast
alkalmaztunk. Oranként meghataroztuk az Fv/Fu értékeket a kordbban leirt paraméterek

szerint, 63x-as objektivot hasznalva.

3.6. Elektronmikroszképia

A mikrofluidikai eszk6zok geometriai jellemzoit pasztazo elektronmikroszkoppal (SEM)
Abraham Agnes (Szegedi Biologiai Kutatokozpont, Biofizikai Intézet) vizsgalta meg.
Ebbdl a célbol a PDMS darabokat vékony aranyréteggel vonjuk be egy Quorum Q150T
porlaszté bevonoval (100 mA, 120 s), majd egy JSM-7100F emisszids pasztazd

elektronmikroszkop segitségével megvizsgaljuk.

3.7. Statisztikai analizis

Minden kisérletet négy-tizenegy alkalommal megismételtiink, €s az eredményeket
atlagok ¢és standard hibak abrazolasaval vagy reprezentativ példakon keresztiil mutatjuk
be. Az atlagértékek kiilonbségeinek szignifikanciajat (p<0,05) Student t-teszttel,
egyfaktoros vagy kétfaktoros kevert elrendezéstt ANOVA ill. Dunnett post-hoc tesztekkel

hataroztuk meg.

4. Eredmények

4.1. Mikrofluidikai eszkozok fejlesztése

Napjainkban egyre elterjedtebb a mikrofluidikai eszk6zok hasznalata, ugyanis nagyon
kicsi a reagens igénye az ezekben végrehajtott méréseknek, igy rendkiviil
koltséghatékony. Ezen kiviil nagyfoki péarhuzamositast tesz lehetéveé, Osszetett
feladatokat képesek vagyunk egyetlen eszkOozben végrehajtani, és precizen tudjuk

szabalyozni a mintak és reagensek aramlési sebességét.
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Célul taztik ki a morfologiai vizsgalatok kombinalasat klorofill-a fluoreszencia
indukcidos mérésekkel a mikrofluidikai eszkozeinkben. Olyan eszkdzoket szerettiink
volna létrejozni, amelyek alkalmasak az egysejt-szintli morfologiai és fotoszintézis-

vizsgalatokhoz.

A mikrofluidikai eszk6zok készitéséhez lagy litografiat alkalmaztunk, amely elterjedt
technika a mikrofluidikaban (Whitesides és mtsai, 2001; Qin és Xia, 2010). El8szor egy
ont6format készitiink fotolitografidval, majd err6l polidimetilsziloxdn (PDMS)
ontvényeket allitottunk elé. A PDMS egy szilicium alapu rugalmas szerves polimer.
Biologiailag inert, optikailag tiszta és vegyileg ellenallo. Gazatereszto is, ezért elegendd
oxigén, ill. szén-dioxid diffundal a sejtekhez. A PDMS atlatszo az UV, lathato és kozeli
infravorés sugarzas szamara, igy alkalmas kiilonféle mikroszkopos képalkotasi
technikakra. Viszonylag alacsony hattér-fluoreszcenciaja mikroszkopos fluoreszcencia
vizsgalatokra is alkalmassa teszi (Novo és mtsai, 2014; Tian és mtsai; 2019), beleértve a
steady-state klorofill-a fluoreszcencia képalkotast is (Wang és mtsai, 2013; Juang és
mtsai, 2016; Shapiro és mtsai, 2016). Mindezek alapjan a C. reinhardtii morfologiai és a
fotokémiai jellemzoéinek vizsgalatdhoz a mikrofluidikat Klorofill-a fluoreszcencia

indukcios mérésekkel terveztiik kombinalni (8. abra).

»
Mikroszkop % § .
& - [
&/ "\

Mikroszkdpos felvétel
D Kl.-a fluoreszencia indukcio
Bemenet U Kimenet
1 (3 //
Aramlas
Mikrofluidikai eszkdz

8. abra. A) A mikrofluidikai eszk6z a mikroszkop alatt (Sematikus abra) B)
Mikroszkopos felvétel a ,, Tulipan” csapdakban elhelyezkedé sejtekrdl. C) Microscopy
Imaging PAM késziilékkel késziilt felvétel a maximum klorofill-a fluoreszenciarol (Fm)
(Széles és mtsai, 2022).
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41.1. ,Tulipan” mikrofluidikai eszkoz egyetlen sejten végzett Kklorofill-a

fluoreszcencia mérésekhez

A ,, Tulipan” csapdat tartalmaz6 mikrofluidikai eszk6z megalkotasanal a f6 célunk az volt,
hogy egyenként csapdazzunk sejteket, majd azokat néhany oran at a csapdakban tartsuk,
mikozben kivaldo minéségii Klorofill-a fluoreszencia méréseket tudunk végezni (8, 11.

abra).

9. abra. Kisérleti elrendezés. A) Mikrofluidikai kamra a mikroszkép alatt B)
Fecskenddpumpa (sajat felvétel).

Az eszkodz harom parhuzamos csatorndbol all, amelyekben a csapdék az dbran bemutatott
modon vannak elrendezve (10A dbra). A csapdaknak viszonylag széles bevezetd nyilasuk
van (kb. 28 um), a kozépso6 szakasz keskenyebb (koriilbeliil 8,5 pm atmérdji), a tapoldat
kiaramlasara szolgald kivezet6 nyilasok pedig koriilbeliil 3 um szélesek. Ez a méretezés
megakadalyozza a sejtek kiszokését a csapdakbol (10B abra). A csapdak magassaga
kortilbeliil 7 um, hogy korlatozzuk a sejt fiiggéleges iranyu mozgasat (10B abra), ami
elengedhetetlen a jo minéségt klorofill-a fluoreszencia mérések készitéséhez. Ezek a
csapdak tobb sorban vannak elrendezve, és az egymadst kdvetd sorok oldaliranyban el
vannak tolva egymashoz képest. Ugyanazon mikrofluidikai eszkdzon beliil két ilyen
egységet épitettiink fel, lehetové téve a két algatorzs egyidejii vizsgalatat. Az 500 um
széles csatornan beliil 72 csapda van elhelyezve. Harom ilyen csatornabdl all egy egység,

tehat 216 csapdat tartalmaz Osszesen (10A abra).
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A Aramlas
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10. abra. ,,Tulipan” mikrofluidikai eszkoz, amely alkalmas egyedi C. reinhardtii
sejtek csapdazasara és rogzitésére, ezzel lehetové téve fotoszintetikus aktivitasuk
mérését. A) Az eszkdéz egységének vazlata és egy tartomanyardl pasztazo
elektonmikroszkopal késziilt képe. Az aramlas iranyat a nyil jelzi. Egy mikrofluidikai
eszkozon két ilyen egység talalhato. B) Pasztazo elektronmikroszkopos képek egyetlen
»Tulipan” csapdarol. C) A késziilékben folyd aramlas szamitogépes modellje. Az
aramvonalak stirlisége €s a szinkdd jelenti az dramlés nagysagat (Széles és mtsai, 2022).

Az aramlas szamitogépes modellezése kimutatta, hogy iires csapdak esetén az aramlasi
sebesség nagysaga koriilbeliil 10-szer kisebb a csapda bejaratanal, mint a szomszédos
csapdak kozott (10C abra). Amiatt, hogy a csapdak kozotti tavolsag és a csapdak
bejaratainak szélessége hasonld, az dramlés koriilbeliil 10%-a halad 4t a csapdékon,
lehetéveé téve a csapdak sejtekkel vald feltoltését. A csapdazasi hatékonysdgot tovabb
noveli a sorok egymdashoz viszonyitott oldaliranyu eltoldsa, mivel a csapdak kozotti
aramlés koriilbeliil 10%-o0s valoszinliséggel eltalalja a kovetkezé sorban 1évd csapdat

(10C abra).

A 11A abran szemléltetjiik, hogy az eszk6zon atfolyo kulturabodl a csapdak tobbsége (kb.
65-71%) egyetlen sejtet fog be, és a tobb sejtet csapdazott csapdak szama elhanyagolhato.
Ez annak a kovetkezménye, hogy a sejtet mar csapdazott csapda hatékonyan blokkolja az

aramlast a csapdaban, ami dramaian csokkenti annak az esélyét, hogy egy ujabb sejt
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belépjen a csapdaba (11B abra). A csapdak kozépso szakaszukon korbedlelik a sejteket
ezzel fizikailag immobilizalljak 6ket. Ez a tulajdonsag nagymértékben megkonnyiti a

klorofill-a fluoreszencia pontos mérését (11C, D abra).
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11. abra. A ,,Tulipan” mikrofluidikai eszkézben csapdazott C. reinhardtii sejtek,
illetve a rajtuk végzett nem-fotokémia kioltais (NPQ) mérések bemutatasa. A) A
csapdak megkozelitdleg 70%-a csapdazott egyetlen sejtet az eszkdzon beliil. A képek
FLUAR 20x/0.75 objektivvel késziiltek. B) Aramlasi modell a kimenetet blokkolo sejt
esetén. Az aramvonalak slirlisége és a szinkod jelenti az aramlas nagysagat. C)
Fénymikroszkopos kép a becsapdazott sejtekrél. A képek Plan-Neofluar 63x/1.25
inverzios olajos objektivvel késziiltek. D) Maximalis Klorofill-a fluoreszencia (Fwm)
mérések a ,,Tulipan” eszkdzben csapdazott sejteken. A kép a Microscopy Imaging PAM
késziilékkel, Plan-Neofluar 63x/1.25 inverzids olajos objektivvel készilt. E) TAP
tapoldatban, 383 umol foton m2s™-en nevelt vad tipusu (CC-4533) és aszkorbat-hianyos
(Crvtc2-1) mutansokon végzett egysejt-szintli NPQ mérések. F) HSM tapoldatban és 151
umol foton m2st-en nevelt vad tipusi (CC-4533) és aszkorbat-hidnyos (Crvtc2-1)
mutansokon végzett NPQ mérések. Az eredmények 5-7, egyetlen sejten végzett mérés
atlagat mutatjak be.
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A nemfotokémiai kioltas (NPQ) mérése Crvtc2-1 aszkorbat-hianyos Chlamydomonas

mutansokon

Ezt kovetden nemfotokémiai kioltds (NPQ) méréseket végeztiink a Crvtc2-1 aszkorbat-
hianyos mutansokon, amelyek a vad tipushoz (CC-4533) viszonyitva koriilbeliil 10%-nyi
aszkorbatot tartalmaznak (Vidal-Meireles és mtsai, 2020). A nemfotokémiai kioltast
elészor mixotrof modon nevelt kulturdkban hataroztuk meg (TAP tapoldatban) és
viszonylag erés kék fényben (383 umol foton m?s?). Megfigyeltiik, hogy az NPQ
magasabb volt az aszkorbat-hianyos mutansokban, mint a CC-4533 vad tipusu térzsekben
¢s az NPQ relaxaci6 nagyon lassu volt mindkét térzsben gyenge tavoli voros fényben —
ezek a megfigyelések egyezést mutatnak a korabbi eredményekkel, amelyeket
lombikokban nevelt folyadékkultirakon kaptunk, vorés fényben (Vidal-Meireles és
mtsai, 2020).

CC-4533 Crvtc2-1

HS TAP HS TAP
lombikban 0.429 +0.024 0.467 +0.016 0.426 +0.024 0.500 +0.024

(n=4) (n=9) (n=4) (n=8)

Fv/Fm _

egy sejten 0.448 +£0.026 0.473 £0.016 0.469 £ 0.026 0.481+0.017

(n=4) (n=9) (n=4) (n=8)
0.705+0.119 0.962 +0.105 1.360 + 0.096" 1.868 + 0.392"

NPQ (n=4) (n=9) (n=4) (n=5)

1. tablazat. A HSM, illetve TAP tapoldatban nevelt CC-4533 és Crvtc2-1 kultirakon
végzett mérések Fv/iFm és NPQ értékei. Az Fv/Fm értékeket lombikban nevelt
folyadékkulturdban Handy-PEA fluorométerrel ill. a ,,Tulipan” mikrofluidikai platform
csapdaiban elhelyezkedd sejteken is megmértiik. Az NPQ értékeket a ,, Tulipan”
csapdakban 30 perc fényadaptacio utan mértiik, 383 pmol foton m2s* (TAP) vagy 151
umol foton m?s™ (HSM) fényintenzitason. Nem volt kimutathaté szignifikans kiilonbség
az Fv/Fwm értékek kozott a kétiranya ANOVA-val végzett szamitas alapjan p<0.05 érték
esetében. A * szignifikans kiilonbségeket jelent a CC-4533 és a Crvtc2-1 mutans NPQ
értékei kozott, student t-probaval értékelve (p<0.05).

Fotoautotrof koriilmények kozott nevelve, HSM tapoldatban a Crvtc2-1 mutansok NPQ

értéke koriilbeliil kétszer olyan magas volt, mint a vad tipusban, 151 umol foton m2s™-

en nevelve, kék fényben. (11F abra, 1. tablazat). A fotoautotrof kultarak NPQ relaxacioja
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gyors volt, Gsszhangban Vidal-Meireles és msai (2020) eredményeivel. Technikai
szempontbol hangsulyozzuk, hogy az NPQ értékek stabilak voltak a 60 perces mérések

soran.

Az Fv/Fwm értékeket meghataroztuk lombikokban nevelt folyadékkulturak és ugyanabbol
az algakultarabol szarmazo, a mikrofluidikai platformunkban elhelyezett sejtek esetében
IS. Nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a CC-4533 és Crvtc2-1 torzsek Fv/Fm értékei
kozott, sem TAP, sem pedig HSM tapoldatban, akar folyadékkultirakon, akar a
csapdazott sejteken végezziik a méréseket (1. tablazat). Tehat a kiilonallo sejteken végzett
mérések és a lombikban, nagy sejtpopulacion mért Fv/Fum értékek egymassal 6sszhangban

vannak.

Eredményeink alapjan kijelenthet6, hogy a ,,Tulipan” mikrofluidikai platform lehet6vé
tette az NPQ megbizhato és egyetlen sejten torténd mérését anélkiil, hogy a sejteket
szilard hordozohoz kellene kotniink, amely altalaban sziikséges az egysejt-szinten torténd
Klorofill-a fluoreszcencia méréséhez, azzal a kockazattal, hogy karositja vagy zavarja a
sejtek élettani folyamatait. Lehet6ség van tobb csatorna és csapda létrehozasa a
mikrofluidikai eszkozon. Ez a fajta mikrofluidikai csapdazas kiilondsen hasznos lehet a

fotoszintetikus heterogenitas tanulmanyozasara egy adott sejtpopulacion beliil.

Indukalhatéo PSBO amiRNS vonalak fotoszintetikus aktivitisanak nyomon kévetése

nitrattal torténd indukcié hatasdra egysejt-szinten

A novényekben és zoldalgakban megtalalhato vizbontd komplex miikodéséhez
nélkiilozhetetlen a PSBO. Stabilizalja a Mn-komplexet, szabalyozza a Ca?*, CI" valamint
a viz és protonok hozzaférhet6ségét a Mn-komplex szamara és a protonok eltavolitasat a
komplexbdl (Loll és mtsai., 2005; Vinyard és Brudvig, 2017). A PSBO nélkiilozhetetlen
a PSII aktivitasanak fenntartdsdhoz zdldalgdkban, ugyanis hidnydban a WOC nem
miitkddéképes. Ennek kdvetkeztében fotoautotrof koriilmények kozott az algasejtek nem
novekednek, és nem érik el az osztddashoz sziikséges méretet (Vidal-Meireles és mtsai.,

2023). A Chlamydomonas reinhardtii-ban a PSBO fehérjét egyetlen gén kodolja.

A PSBO szerepének ¢€s élettartaménak részletes tanulmanyozasahoz nitrattal indukalhaté
PSBO amiRNS vonalakat hoztunk létre (Vidal-Meireles és mtsai, 2023). Megfigyeltiik,

hogy nem-indukal6é koriilmények kozott a transzformans torzsek a kontroll térzshoz
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(EV31) hasonléan novekedtek és fotoszintetikus aktivitasuk Osszehasonlithatdo volt a
kontroll torzsével (Vidal-Meireles és mtsai, 2023). Nitrat-indukcié hatasara a PSBO
amiRNS kifejez6dik, ami megakadalyozza a PSBO fehérjének az atirodasat. Acetat
tartalmu tapkozegben a sejt PSBO fehérje szintje sotétben 60%-kal csokkent 24 oran
beliil, 75%-kal mérsékelt fényben, és erds fényben a fehérje teljesen lebomlott (Vidal-
Meireles ¢s mtsai, 2023). Kovetkezésképpen a fotoszintetikus apparatus erdsen
karosodott, valdsziniileg a ,,donor-oldali fotoinhibicié” miatt, amit a kiilonbdz6 oxidalo
hatast komponensek (Tyrz*, P680%) felhalmozodasa okoz (Jegerschold és Styring, 1996).
Megfigyeltiik, hogy emellett a sejt ultrastruktiraja is jelentésen karosodott. Acetat
hianyaban azonban a PSBO figyelemreméltoan stabil volt minden fényintenzitas mellett,
¢és kevésbé jelentds valtozasok torténtek a fotoszintetikus apparatus miikodésében.
Mindezek mellett megfigyeltiik, hogy az indukalt PSBO amiRNS transzformansokban —
valosziniileg a fellépd oxidativ stressz kovetkeztében- a sejtméret-ndvekedés és a
sejtosztodas leallt. Eredményeink alapjan kijelenthetd, hogy a PSBO élettartama erdsen
fligg a fényintenzitastol és a szénforras elérhetéségétol, ezaltal a sejtek metabolikus
allapotatol (Vidal-Meireles és mtsai, 2023).

A PSBO amiRNS transzformansokat és a kontroll torzset a ,,Tulipan” mikrofluidikai
eszkOzben csapdaztuk, hogy egysejt-szinten és nagy idObeli felbontas mellett
megvizsgaljuk a PSBO alegység csendesitésének fotoszintetikus aktivitasra gyakorolt
hatasat. Ugyanazon mikrofluidikai eszkozon beliil két egységet épitettiink fel, ami
lehet6vé tette a kontroll EV31 torzs és PSBO-amiRNS transzformansok parhuzamos
vizsgalatat. 24 oran at végeztink klorofill-a fluoreszencia méréseket a becsapdazott

sejteken.

A PSII aktivitasat az Fvy/Fm paraméterrel jellemeztik a PSBO-A58 és PSBO-B22-
amiRNS vonalakon, amelyeket a kontroll torzshéz (EV31) viszonyitottunk. A Fy/Fm -t
el6szor mixotrof modon nevelt kultirakban hataroztuk meg (TAP tapoldatban). 90 umol
foton m2s™ fényintenzitasok tartottuk a tdrzseket, majd 10 percig sététadaptaltuk a mérés
elétt a mintdkat. Ezt a kisérleti rendszert arra hasznaltuk, hogy a ,,Tulipan” alaku
csapdakat teszteljiik, hogy mennyire hatékonyan cserélheté a tapoldat és milyen
hatékonysaggal lehet indukalni a PSBO amiRNS konstrukciot. Megfigyeltiik, hogy a
kisérlet kezdetén a PSBO transzformansok és az EV31 vad tipusu torzsek Fv/Fm értékei
0.4 és 0.5 koriiliek voltak (12. abra); az eltérés az altalunk hasznalt kisérleti elrendezésben

elfogadhaténak szamit. Négy oOra utan lecseréltiik a tapoldatot nitrat-tartalmt TAP
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tapoldatra (TAP-KNOs3). A nitrat-indukalhatd amiRNS vonalak esetében a vizbontd
komplex PSBO alegységének expresszioja csendesitddik a tapoldat nitrogénforrasanak
ammoniarol nitratra torténd cseréjével, amelynek kovetkeztésebn az Fv/Fm érték

erdteljesen lecsokkent, 24 h alatt 0-ra (12. abra).

A TAP TAP (KNO,) B _TAP _ TAP(KNO,) R
0.6 1% > > 06 I o g
F 1
05 05 ¢—8—¢—% . 1
- - S N I T
0.4 — ® 0.4 4 L 1
< 03 i T N1
= 31 L T = 0.3 4
T LT w L 13
02 { —e—FEV31 ! 02 EV31 I .
0.1 PSBO-A58 . 01 1 PSBO-B22 N7
0 T T T T T T T T T T T ? 0 T T T T T T T T T T J:‘ -I
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
1d6 (6ra) 1d6 (6ra)

12. abra. Nitrat-indukalhato PSBO amiRNS vonalak fotoszintetikus aktivitasanak
nyomonkovetése indukcio soran. A) PSBO-A58 transzformans sejteken mért Fv/Fm
értékek atlagai (90 pumol foton m2s?, 45 perc megvilagitas 15 perc sotétperiodussal
megszakitva, 24 oran keresztiil), B) illetve a PSBO-B22 transzformansok sejtjein mért
értékek atlagai, standard hibaval abrazolva.

Az FvlFm érték csokkenése mértéke még erdteljesebb volt, mint a lombikban nevelt
kultarak esetében (Vidal-Meireles és mtsai, 2023), aminek valosziniileg az az oka, hogy
a sejtek egy rétegben helyezkednek el, és folyamatosan éri ket az intenziv megvilagitas.
A ,Tulipan” mikrofluidikai platformban képesek voltunk tehat a PSBO-amiRNS
transzformansok fotoszintetikus aktivitasanak nyomon kovetésére egysejt-szinten, nagy

idobeli felbontas mellett.

4.1.2. Sejtosztodas megfigyelésére alkalmas ,,Csésze” alaku csapdakat tartalmazo

mikrofluidikai platformok fejlesztése

Az ,anyasejt” novekedésének, osztodasanak és az utddsejtek fejlodésének megfigyelése
altalaban szinkronizalt kultirdkban zajlik, amelyekben a sejtek tobbsége a sejtciklus
ugyanazon fazisaiban talalhatoak (pl. Cross és mtsai, 2015; Heldt és mtsai, 2020). Bar az
ilyen tipusu kutatasok értékes betekintést nyujtottak a sejtciklus miikodésébe, azonban az

egyedi sejtek vizsgalata tovabbi részleteket szolgaltathat a sejtosztodas folyamatarol. A
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morfologiai megfigyelések és a klorofill-a fluoreszcencia indukcidés mérések
kombindldsa informéciot szolgaltathat példaul arr6l, hogy hogyan valtozik a

fotoszintetikus aktivitas a sejtciklus soran.

A sejtosztddas tanulméanyozasara szolgald mikrofluidikai eszk6zdk tervezése soran nagy
kihivast jelentett az anyasejtek és a lednysejtek befogasa és megtartasa ugyanazon
csapdakon beliil. Az érett C. reinhardtii sejt atméréje 8-10 um a leanysejtek pedig sokkal
kisebbek (Kropat és mtsai, 2011, Li és mtsai, 2016).

Hétféle ugynevezett ,,Csésze” alaku csapdat terveztiink, amelyeket egy mikrofluidikai
eszkozben parhuzamos csatornakon beliil helyetiink el (13. abra). Ezek a csapdak a
bemeneti geometriaban és a kimeneti rések szamaban kiilonboznek.
A
50mm

Bemenet Kimenet

I I

Aramlas —

13. abra. Egyetlen sejt becsapdazasara alkalmas ,,Csésze” alaka csapdak, lehetové
téve a sejetk csapdaban torténo osztodasat és fotoszintetikus aktivitasuk mérését. A)
Az eszk0z vazlata a parhuzamos csatorndkrol, amelyekben hét kiilonbozé csapda
helyezkedik el. B) Pasztazo elektronmikroszkopos képek a kiilonb6z6 csapdakrol (Széles
¢s mtsai., 2022).
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Két rétegbdl épitettiik fel a csapdakat 4, illetve 7,5 um vastagsagban: az egyik réteg
tartalmazott kimeneti réseket, mig a masik nem (14. abra). Ily modon a kimeneti rések
szélességét és mélységét alacsonyan lehetett tartani (kb. 3-4 pm), hogy bent tartsuk a
kisebb leanysejteket, mig a teljes mélység 12 pm volt, igy az anyasejteket nem érhette

kilonosebb fizikai stresszhatés.

A

Elsé réteg (also)

14. abra. A kétrétegii ,,Csésze” mikrofluidikai eszkoz 3D szamitogépes modelljének
sematikus abrazolasa. A) A VI. tipusu kamra két rétegének sémaja. B) Az alkalmazott
geometria a Comsol szimulaciokban a réteges szerkezet és a folyadékaramlas iranyat
mutatja.

A csapdakat az egyetlen sejtet befogo csapdak szazalékos aranya alapjan értékeltiik. Az
elokisérletek alapjan a leghatékonyabb geometridjunak a II. és VI. tipusti csapdak
bizonyultak; a legkevésbé hatékony az I. tipust volt, a tobbi pedig koztes tulajdonsagokat
mutatott. A II. tipusban a legalabb egy sejtet befogo csapdak szédzalékos aranya kortilbeliil
25% volt 30 perccel a betdltés utan; 240 perccel a betoltés utan ez az érték koriilbeliil
35%-ra nétt (15A abra). A VI. tipusu csapdakban a legalabb egy sejtet befogd csapdak
aranya valamivel alacsonyabb volt (koriilbelil 15% és 28% 30 perccel, illetve 240 perccel
a betoltés utan). A pontosan egy sejtet befogott csapdak aranya egyenlé a II. és VI.
tipusban (15-20%, 15A abra).
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15. abra. A II. és VI. tipusu ,,Csésze” alaku csapdak osszehasonlitasa. A) A
csapdazasi hatékonysag Osszehasonlitdsa. A sejtek betoltése 60 percig tartott és a
csapdéazasi hatékonysagot 30, 120 és 240 perc utan mértilk. Az eredmények harom
fiiggetlen kisérlet atlagai és a standard hiba kertilt feltlintetésre. A 1. és VL. tipust csapdak
kozott nem volt szignifikans kiilonbség (Student t-teszt p<0.05). B) Pasztazo
elektronmikroszkopos képek feliilnézetbdl és ferdeszogben. C) A II. tipusii csapda
aramlasi modellje. Az d&ramvonalak siirisége €s a szinkod az dramlads nagysagat jeleniti
meg. D) A folyadékaramlas aramvonalait fluoreszcens mikrogyongyokkel (1 pm) tettiik
lathatova a II. tipust csapddban. E) A VI tipust csapda aramlasi modellje. Az
aramvonalak striisége és a szinkod az aramlds nagysagat jeleniti meg. F) A
folyadékaramlas aramvonalait fluoreszcens mikrogyongyokkel (1 pm) vizualizaltuk a V1.
tipust csapdéaban.
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Mindkét csapdatipus viszonylag széles tolcsér alaka (36 és 30 um) nyilassal rendelkezik,
¢s tobb kimeneti rése van, amelyek koriilbeliil 3 um szélesek és koriilbeliil 4 um mélyek
(15B abra). Ezenkiviil mindketté homort geometriaval rendelkezik a bejarat belsd
oldalan, hogy elterelje a csapdaban 1évé sz sejteket a bemeneti nyilastol. Azt figyeltiik
meg, hogy az egy vagy tobb sejtet csapdazott csapdak aranya szazalékban kifejezve a ll-
es tipusban valamivel magasabb volt, ami azzal magyarazhato, hogy ez a tipus szélesebb
bevezetd nyilassal, valamin két extra kivezetd réssel rendelkezett (7 kivezetd rés a I1-es
¢és 5 kivezeto rés a VI-os geometridju csapdakban). A szélesebb nyilas novelheti annak
esélyét, hogy egy sejt bejusson a bemeneti csatornaba. Ugyanakkor a rések szamanak
novelése kis mértékben ndveli a csapdan keresztiili daramlast, ami szintén ndvelheti a

befogasi hatékonysagot.

Az aramlasi mezdk szamitasi modellezése (15C,E abra) és nyomjelzd részecskékkel
végzett mérések (I pm atmérdjii mikrogyongyokkel, 15D,F 4bra) azt mutatjak, hogy
mindkét csapdanal a tdpoldat &ramlasa nagyon gyors a csapdak kozott, mig a nyilasnal és
kiilondsen a csapdakon beliil, sokkal lassabb. Ez a csapdak kis rései kozott fellépd

aramlési ellenallasnak koszonhetd.

Mivel annak a valészintisége, hogy csapdanként csak egy sejt csapdazodjon (és nem tobb
sejt, 15A abra) valamivel magasabb a VI tipusu esetében, ezért ugy dontottiink, hogy ezt

a tipust kamrat hasznaljuk a késdbbiekben.

A sejtciklust szinkronizalt sejteken kovettiik nyomon, amelyeket fény-sotét ciklusok
valtakozasa alatt neveltiink 48 oran keresztiil. Miutan feltoltottiik a mikrofluidikai
eszkoziinket (16A abra) a sejtek mérete novekedni kezdett. Ezzel parhuzamosan az Fv/Fm
értékiik csokkent a 8. orara (koriilbeliil 0,4-re; egy reprezentativ példa lathato az 16C
abran, az 16D 4abran pedig az atlagok lathatoak). A sejtosztodas a betdltést kdvetd 24.
oraban tortént, és a leanysejtek a csapdakban maradtak; Fv/Fm értékiik viszonylag magas
volt (kb. 0,51). Ezek az adatok azt mutatjak, hogy a C. reinhardtii sejtciklusat a

fotoszintetikus hatékonysagban bekovetkezd valtozasok kisérik.
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16. abra. C. reinhardtii sejtosztodasa a VI. tipusu ,,Csésze” alaku csapdaban. A) A
sotét-fény ciklus sematikus abraja, a sejt betoltéssel (zold nyil) és a Klorofill-a mérések
idépontjaival (piros nyilak) egyiitt abrazolva. B) A megjel6lt idopontokban késziilt
fénymikroszkopos felvételek. A képek Plan-Neofluar 63x/1.25 inverzids olajos
objektivvel késziiltek C) Fv/Fm értékek a megjeldlt iddpontokban mérve, egy
reprezentativ példaval bemutatva. D) Fy/Fm értékek (n=10-13), hasonléan meghatarozva,
mint a C abran, hat mérésbdl atlagolva. A One-way ANOVA Dunnett t6bbszorosen
Osszehasonlito teszt a 2. o6ras mérést kontrollként hasznalva szignifikans kiilonbséget
jelzett; p<0.1.

4.2. A karotinoid-hiany PSI| aktivitasra gyakorolt hatasanak vizsgalata ,, Tulipan”

alaku csapdakban

Ismert, hogy a PSII felépiiléséhez f3-karotinra van sziikség (Sozer és mtsai., 2011). Meg
kivantuk vizsgalni, hogy a PSII-ben a f3-karotin hianya hogyan befolyasolja a PSII

aktivitasat és €lettartamat kiilonbozo ¢€lettani koriilmények kozott.

A mikrofluidikai kamrakban egysejt-szinten kivaldoan lehet mérni a PSII aktivitasaban
bekovetkezett valtozasokat. A PSII komplex felépiilését direkt és indirekt modon

gatoltuk. A linkomicin a kloroplasztiszban kodolt gének fehérjeszintézisét gatolja
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transzlacio szintjén, a norflurazon pedig a PSII felépiiléséhez sziikséges /-karotin
képzddését akadalyozza meg (1.4. fejezet). A PSII lebomlasat és felépiilését az
aktivitasanak csokkenésével és helyreallasaval kovetjiik, melyet az Fy/Fm és a @psi és

paraméterekkel jellemziink.

4.2.1. A mikrofluidikai kamrakban csapdazott sejtek fotoszintézise orakon at

fenntarthato

Elokisérletek segitségével bemutattuk, hogy a csapdaban husz 6rdig tartdé sotétben nem
valtoznak az Fv/Fm értékek (17A abra). A dpsy meghatarozasahoz folyamatos
megvilagitast alkalmaztunk (160 pmol foton m?s™?), amelyet 15 perces sdtétperiodussal
oranként megszakitottunk az Fv/Fm meghatarozasahoz. A fluoreszcencia-mérések 10
percenként torténtek, 16 6ran keresztiil. A 17B és a 17C abran lathatd, hogy az ®ps)i és a

Fv/Fwm értékek sem valtoztak jelentdsen ez id6 alatt.
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17. abra. A PSII aktivitasanak alakulasa a ,,Tulipin” alaka mikrofluidikai
kamrakban. A) A Kkisérlet teljes id6tartama alatt sotétben tartott sejteken mért Fv/Fm
értékek. B) A megvilagitasi ciklus (160 pmol foton m2s™?) 45 perces fényperiodusaiban
mért ®PSII és C) a 15 perces sotétperiodusaiban mért Fv/Fum értékek.
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Tehat a csapddzas 16 o6rdig alatt nem okozott jelentés valtozast a fotoszintetikus
paraméterekben, igy a mikrofluidikai rendszer alkalmas a PSII idObeli valtozasainak

kovetésére.

4.2.2. Norflurazon kezelés hatasa a Chlamydomonas reinhardtii sejtekre

A folyamatos sejtosztodas és az egyes fehérje alegységek véges élettartama miatt a
szlikséges PSII mennyiségének fenntartasahoz az egyes alegységek allando
ujraszintézisére van sziikség. A PSII alegységek koziil a legrovidebb élettartama a D1
fehérjének van, mivel élettani fényviszonyok mellett is elkeriilhetetlen a fehérje
fotooxidacidja, igy a megfelelo PSII aktivitds biztositasdhoz a sériilt D1 protein
eltavolitasa €s Gjonnan szintetizalt fehérje alegységgel vald cseréjének ciklikus folyamata
sziikséges. A D1 protein mellett gyakran a D2, CP43 és PsbH alegységek de novo
szintézisére is szlikség van, mig a tobbi alegység altalaban reciklizalodik (Aro és mtsai,

1993; Depka és mtsai, 1998; Yamamoto 2001; Cai és mtsai, 2022).

Zold novényekben jelentds mennyiségli karotinoid talalhatd a fotoszintetikus
komplexekben, amelyek elengedhetetlenek a szerkezeti stabilitashoz és a fénystressz
elleni védelemhez (Demmig és mtsai, 1990; Havaux és Niyogi 1999; Jahns és Holzwarth
2012). A PSII reakciocentrumaban 2 fS-karotin talalhato. A belsé antennaként mikodo
CP43 ¢és CP47 alegység 5, illetve 3-4 p-karotin molekulat kot (Ruban és Johnson, 2010).
A B-karotin a strukturdlis szerepe mellett védi a PSII-t a fotodegradacié ellen nagy
intenzitasti fényviszonyok esetén. [-karotin hianyaban a PSII fényérzékeny lesz,
gyorsabban degradalodik (Aro és mtsai, 1993; Cai és mtsai, 2022). Mivel a PSII
javitasahoz és ujraszintéziséhez egyéb kofaktorok mellett szabad f-karotinra is sziikség
van, ezért az alacsony f-karotin szint a PSII ujraképzddésének korlatozo tényezoje lehet
(Yamashita és mtsai. 2008; Jahns és Holzwarth 2012). A PSll-be beépitheté S-karotin
alakulasanak, ill. mas fehérjékbe valo beépiilésének aranya szabja meg. Mivel p-karotin
hidnyaban funkcioképes PSII nem tud felépiilni, az Fv/Fm értékeken keresztiil
figyelemmel lehet kisérni a karotinoidok PSII komplexbdl torténd kitiriilésének, ill. a

komplexbe valo beépiilésének folyamatat.

49



A norflurazon (NF) a piridazinonok csoportjaba tartozik; a karotin-bioszintézist a fitoén-
deszaturaz (PDS) enzim gatlasaval a 15-cisz-fitotén és 9,15-cisz-fitofluén atalakulas
kozott allitja le (5. abra), igy a fitoén kivételével mas karotinoidok, tébbek kozott S-
karotin sem képzdodik. Eldkisérletekben HPLC analizis segitségével megallapitottuk,
hogy 5 uM-os NF kezelés teljes mértékben leallitja C. reinhardtii-ban a karotenoid-
bioszintézist. Ennek koszonhetéen NF jelenlétében a PSII aktivitdsdn keresztiil

vizsgalhatjuk a -karotin hianynak a PSII élettartamara gyakorolt hatasat.

Ehhez NF jelenlétében meghataroztuk a PSII inaktivacidjanak sebességét sotétben és
folyamatos fényben. A sotétben tartott sejteken megfigyeltiik, hogy NF kezelés hatasara
az Fv/Fwm érték jelentésen csokken, a kezdeti 0,4-es értékrdl 15 ora alatt 0,2-es értékre
(18A 4bra). Ezzel szemben a PSII aktivitasanak csokkenése joval gyorsabb és
erdteljesebb volt megvilagitas alatt: a @ps)i és a Fv/Fm érték mar mintegy 7 ora alatt 0-ra
csokkent (18B, C abra).
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18. abra. Norflurazon hatasa a PSII aktivitasara C. reinhardtii CC124 sejteken az
ido fiiggvényében. A sejteket 5 uM norflurazonnal (NF) kezeltiik ,,Tulipan” csapdakban
és 20 percenként mértiik a PSll-aktivitast. A) A kisérlet teljes idGtartama alatt s6tétben
tartott sejteken mért Fv/Fum értékek. B) A megvilagitasi ciklus (160 umol foton m?s™) 45
perces fényperiodusaiban mért ®PSII és C) a 15 perces sotétperiodusai alatt mért Fv/Fum
értékek.
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Megvizsgaltuk azt is, hogy a NF kezelést kdvetden, amennyiben mar nem adagoljuk
tovabb a gatloszert, helyreall-e az Fv/Fw, illetve a ®ps)) érték, vagyis megjelennek-e aktiv
PSII reakciocentrumok, ami a p-karotin beépiilését jelezné az ujonnan képz6dott
reakciocentrumokba (19. abra). Azt tapasztaltuk, hogy megkozelitéleg 16 ora leforgasa
alatt a kiindulasihoz kozeli Fv/Fwm ill. ®@psii értékeket mutatnak a sotétben tartott sejtek,

mig a megvilagitott sejtekben ez a helyreallas mar 8 ora alatt bekovetkezett.
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19. abra. A norflurazon PSII aktivitasara gyakorolt hatasa és annak reverzibilitasa
C. reinhardtii CC124 sejtekben az idé fiiggvényében. ,, Tulipan” csapdat tartalmazo
mikrofluidikai kamrakba algasejteket jutattunk, majd 5 uM norflurazont tartalmaz6 TAP
tapoldattal dramoltattuk és 20 percenként mértiik a PSII aktivitast. 10 h kezelés utan
norflurazon-mentes TAP tapoldatra cseréltiik a tapoldatot és folytattuk a méréseket. A) A
kisérlet teljes id6tartama alatt sotétben tartott sejteken mért Fv/Fm értékek. B) A
megvilagitasi ciklus (160 pmol foton m2s™) 45 perces fényperiodusaiban mért ®PSII és
C) a 15 perces sotétperiodusai alatt mért Fy/Fm értékek. A NF kezelés és helyreallas
id6tartamat nyilak jelzik az abran.
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4.2.3. Linkomicin kezelés Chlamydomonas reinhardtii sejtekre gyakorolt hatasa

A linkomicin a prokaridta tipust fehérjetranszlacié gatloszere, ezért csak a
kloroplasztiszban zajlo fehérjeszintézist gatolja, a nuklearisan kodolt fotoszintetikus
alegységekét nem. A PSII reakciécentrumat és belsé antennajat alkotd alegységek a
Kloroplasztiszban kédoltak, igy a PSII linkomicin-szenzitiv, jelenlétében a PSII nem tud
felépiilni, ami a PSII aktivitasanak folyamatos csokkenésében nyilvanul meg. Ezt
kihasznalva a linkomicinnel kezelt sejteken mért ®psy és Fv/Fm értékek valtozasaval
meghataroztuk a PSI| élettartamat. Azt tapasztaltuk, hogy sotétben az Fv/Fm érték 5-6 ora
alatt kb. 0,1-re csokkent, és a ®PSII érték 4-5 ora alatt O-ra csokkent (20. abra).
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20. abra. Linkomicin hatasa a PSII aktivitasara C. reinhardtii CC124 sejteken az id6
fiiggvényében. "Tulipan” csapdat tartalmazd mikrofluidikai kamrakba algakultarat
toltottiink, majd 250 uM linkomicint tartalmaz6 TAP tapoldattal aramoltattuk és 20
percenként mértiik a PSII aktivitast. A) A kisérlet teljes idétartama alatt sotétben tartott
sejteken mért Fy/Fum értékek. B) A megvilagitasi ciklus (160 pmol foton m2s™?) 45 perces
fényperiodusaiban mért ®PSII és C) a 15 perces sotétperiodusai alatt mért Fv/Fu értékek.

Megvizsgaltuk a linkomicin kezelés reverzibilitasat is a mikrofluidikai kamran ataramlo

tapoldat linkomicin-mentes tapoldatra torténd cseréjével (21. abra). Azt tapasztaltuk,
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hogy megkdzelitdleg 8-10 ora leforgésa alatt a kiindulasi értékhez kdzeli @PSII és Fy/Fu
értékeket kaptunk a megvilagitott sejtekben (21 B,C ébra), jelezve a PSIl de novo

szintézisét. Sotétben a helyreallas gyorsabban indult, azonban nem volt teljes mértéki a

kisérlet 20. orajara sem (21A abra).
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21. abra. Linkomicin PSII aktivitasara gyakorolt hatasa és annak reverzibilitasa C.
reinhardtii CC-124 sejteken az idé fiiggvényében. "Tulipan” csapdat tartalmazé
mikrofluidikai kamrakba algakulturat toltéttiink, majd 250 uM linkomicint tartalmazo
TAP tépoldattal aramoltattuk és 20 percenként mértiik a PSII aktivitast. 4-6 h kezelés utan
linkomicin-mentes TAP tapoldatot kezdtiink aramoltatni és folytattuk a méréseket. A) A
kisérlet teljes idGtartama alatt sotétben tartott sejteken mért Fv/Fm értékek. B) A
megvilagitasi ciklus (160 umol foton m2s™) 45 perces fényperiodusaiban mért ®PSII és
C) a 15 perces sotétperiodusai alatt mért Fv/Fm értékek. A linkomicin-kezelés és a
helyreallds idétartamat nyilak jelzik az abran.
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A kisérletek alapjan megallapithatjuk, hogy a két gatloszer hatasa részben reverzibilis. A
linkomicinnel és norflurazonnal végzett kisérleteket 0sszehasonlitva lathato, hogy a NF
sokkal lassabban hat, mint a linkomicin és az NF-el kezelt sejtek teljesen a kiindulasi
értékiikre képesek regeneralodni sotétben is, viszont a linkomicinnel kezelt sejtek nem

érik el a kezdeti értékeiket.

Eredmények megvitatasa

Napjainkban az algak élettani vizsgalatat leggyakrabban milliliterenként néhany millio
sejtet tartalmazo lombikokban nevelt folyadékkultirakon végzik és ezeknek a heterogén
sejtpopulacioknak (amelyekben az egyedi sejtek kiilonféle sejtciklusban lehetnek,
¢és/vagy eltérd kornyezeti feltételeknek lehetnek kitéve) az 4tlagabol nyerik a
makroszkopikus paramétereket. Ez az atlagolas elfedhet olyan jellemzoket, amelyek
elengedhetetlenck lehetnek a vizsgalt élettani folyamatok megértéséhez. A hagyomanyos
nevelési modszerekkel és mérésekkel szemben a mikrofluidikai eszk6zok kivalo
alternativat jelentenek az egyedi sejtek vagy Kisszamu sejtpopulaciok tanulmanyozasahoz
jol meghatarozott kornyezetben in situ és valds idében. A mikrofluidikai technoldgia
masik f6 jellemzdje, hogy precizen és dinamikusan tudjuk szabalyozni a kamrakban a
mikrokornyezetet; ez jelentds elény a lombikokban tartott folyadékkulturakhoz képest,
amelyekben a tapoldat-csere stresszhatast jelent az algasejtek szamara. Az aramlasi
citometridval szemben legnagyobb elénye, hogy lehetévé teszi az algdk lényeges
jellemzodinek, mint példaul a sejtosztodasi sebesség €s kiilonféle élettani paraméterek
vizsgalatat (Kim és mtsai, 2017). Tovabba az aramlasi citometrias valogatas soran nagy
hidrodinamikai fesziiltség alakul ki, ami alacsony regeneralddasi sebességet

eredményezhet a szortirozas utan (Kim és mtsai, 2017).

Szamos mikrofluidikai eszkozt fejlesztettek ki algak szamara (pl. Kim és mtsai, 2018).
Ide tartoznak a kiilonb6z6 formaja, méretli algasejtek osztalyozasara szolgald platformok,
a fototaxis megfigyelésére, a szisztematikus novekedési vizsgalatok elvégzéséhez, a
tapoldatok sziirésére €s az algak baktériumoktol valo elvalasztasara alkalmasak eszk6zok
(Benazzi és mtsai, 2007; Schaap és mtsai, 2016; Kim és mtsai, 2016; Sung és mtsai, 2017,
Syed és mtsai, 2018; Yuan és mtsai, 2019; Korensky és mtsai, 2020). Létrehoztak olyan
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Osszetett mikrofluidikai platformokat is, amelyek képesek egyetlen C. reinhardtii sejt

befogasara és elengedésére (Kim és mtsai, 2015).

Az algasejtek steady-state klorofill-a fluoreszcenciajanak monitorozasa kiilondsen
hasznos peszticidek kimutatasara (Tahirbegi és mtsai, 2017; Lefévre és mtsai, 2012) és a
fert6zottség mértékének meghatarozasara (Gosset és mtsai, 2018). A mikrofluidikai
eszk6zok steady-state klorofill-a fluoreszcencia mérésekkel kombinalva alkalmasak a
novekedési dinamika és a biomassza kiilonbségek mérésére és Osszehasonlitisara
kiilonboz6 fajok kozott, valamint a mikroalgak sejtfejlodésének tanulményozasara (Wang

és mtsai, 2019; Westerwalbesloh és mtsai, 2019; Wang és mtsai, 2021).

Behrendt és munkatarsai (2020) kifejlesztettek egy un. ,,PhenoChip”-et, amely egy
kompakt és sokoldalu mikrofluidikai platform, ami lehet6vé teszi Symbiodinium sejtek és
cinanobaktériumok gyors és nagy ateresztOképességli fenotipizalasat fotoszintetikus
paramétereik alapjan, meghatarozott kornyezeti feltételek mellett. Az Imaging PAM M
sorozatt Klorofill-a fluorométer Microscopy valtozatanak alkalmazasaval meg tudtak
hatarozni az egyes Symbiodinium sejtek Fv/Fm értékeit, és ezt felhasznaltak magas
hémérséklettel szemben ellendlld sejtek azonositdsdra. Bashir €s munkatarsai (2022)
olyan mikrofluidikai platformot fejlesztettek ki, amely lehetévé tette protoplasztok
izolalasat az egyedileg csapdazott Symbiodinium sejtekbdl, sejtfal emésztd enzimek

(cellulaz és macerozim) pontosan beallitott &ramoltatasava.

A C. reinhardtii szamara elérhet6é mikrofluidikai eszk6zok eddig csak steady-state
fluoreszcencia méréseket tettek lehetdvé és szinte kizardlag mikropopulaciok
tanulmanyozasra voltak alkalmasak (pl. Bae és mtsai, 2013) és csak ritkan egysejt-szintii
elemzésre (Matsumura és mtsai, 2003). Hogy ezt a hianyt potoljuk, kétféle mikrofluidikai
eszkozt készitettiink kifejezetten a C. reinhardtii szamara, lehet6vé téve a fotoszintézis
vizsgalatat egysejt-szinten. Késziilékeink viszonylag konnyen elkészithetéek ¢és
Osszeszerelhetok, egyszerli aramlasszabalyozasi technikdkkal miikddtethetdk és nem

igénylik pneumatikus alkatrészek nyomasszabalyozasat.

A folyadékaramléassal miikodé mikrofluidikai sejtcsapdak esetében két kovetelmény van.
A csapda tires allapotaban a folyadékaramlas jelentds részének at kell haladnia a csapdan.
Ez a keresztiranyu dramlés sejteket széllithat a csapdaba a bevezet6 nyilason keresztiil. A
mar sejtet tartalmazé csapdan keresztiili aramlasnak azonban Kicsinek kell lennie

egyszerre tobb sejt csapdazasi esélyének a minimalizalasa érdekében. A ,, Tulipan”
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mikrofluidikai eszkdz esetében a kultira a széles bevezetd nyilason folyik at és egy
keskeny résen keresztiil tdvozik, amely egy ,iivegnyak” alakot formaz az aramlas
szamara. Mig a rés méretei meghatdrozzak az effektiv aramlési sebességet a ,,Tulipan”
csapdan keresztiil, a csapda szélességét és mélységét a C. reinhardtii atlagos
sejtméretének figyelembevételével kell beallitani. A ,, Tulipan” eszk6z csapdai nagyon
hatékonynak bizonyultak az egysejtli algak befogéasara az ataramlé kultarabol. A széles
bemeneti rész télcsérként miikodik, és a sejteket a csapda belseje felé vezeti. A ,,befogott”
sejtek hatékonyan blokkoljak az dramlast magan a csapdan keresztiil, megakadalyozva
tovabbi sejtek befogasat a csapdaban. A csapdazott sejteket szorosan atolelik az ives
falak, és nagyon stabil poziciot biztositanak, elhanyagolhat6 transzlacié és forgd mozgas
mellett. A ,,Tulipan” csapdak korlatozzak a sejtek fiiggbleges mozgasat is, ezaltal a
klorofill-a fluoreszcencia mérések kivalo mindsége és reprodukalhatdsaga biztositott. igy
az egyes sejtek immobilizdlasa anélkiil valosul meg, hogy el kellene tavolitani a
flagellakat vagy a sejteket szilard feliillethez rogziteni, ami sulyos Stresszhatasokat

okozhat.

Kivaldo minéségli NPQ kinetikat mértiink egyesével csapdazott C. reinhardtii sejteken
(11. abra), kiilonboz6 gatloszerek hatasat vizsgaltuk (18-21. abra), illetve kiilonbozo
algatorzsek fotokémiai hatékonysagat is meg tudtuk hatarozni egysejt-szinten. A jovében
a ,,Tulipdn” eszkéz kiilondsen hasznos lehet a populdcido heterogenitasanak
tanulmanyozasara, hogy megvizsgaljuk milyen hatassal vannak kiilonb6zd kezelések és
inhibitorok, szennyez6 anyagok és egyéb hatasok az adott a C. reinhardtii sejt
amely elérheté az Imaging PAM M-sorozat klorofill-a fluorométerének szoftverében
megmeérhetd ezeken a sejteken €s kiillonbozd idétartamu mérések végezhetdek a par

masodpercestdl a tobb oraig terjeddig.

A “Tulipan” alaku csapdainkban nemfotokémiai kioltds (NPQ) méréseket végeztiink a
Crvtc2-1 aszkorbat-hidnyos mutansokon. Megfigyeltiik, hogy az NPQ magasabb volt az
aszkorbat-hidanyos mutansokban, mint a CC-4533 vad tipust térzsekben és az NPQ
relaxacié nagyon lassti volt mindkét térzsben gyenge tavoli vords fényben — ezek a
megfigyelések egyezést mutatnak a korabbi eredményekkel, amelyeket lombikokban
nevelt folyadékkultirakon mértiink, vords fényben. Fotoautotrof koriilmények kozott
nevelve, HSM tapoldatban a Crvtc2-1 mutans NPQ értéke koriilbeliil kétszer olyan magas

volt, mint a vad tipusban, 151 pmol foton ms*-en nevelve, kék fényben. A fotoautotrof
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kultarak NPQ relaxacidja gyors volt, 6sszhangban Vidal-Meireles és mtsai (2020)
korabbi eredményeivel. Eredményeink alapjan kijelenthetd, hogy a ,,Tulipan”
mikrofluidikai platform lehetové tette az NPQ megbizhatd €s egyetlen sejten torténd
mérését anélkiil, hogy a sejteket szilard hordozohoz kellene kotniink, amely altalaban
szlikséges az egysejt-szinten torténd klorofill-a fluoreszcencia méréséhez, azzal a

kockazattal, hogy karosithatja vagy zavarhatja a sejtek élettani folyamatait.

A ,, Tulipan” mikrofluidikai eszkdzeinkben képesek voltunk egyidejiileg tobb kiilonb6z6
torzset vizsgalni egysejt-szinten és nitrat-indukalhato PSBO-amiRNS transzformansok
fotoszintetikus aktivitasat kovetni. A PSII egyik legfontosabb része a vizbonté komplex
(WOC), amely az oxigén fejlodéséért felelds. A lumen feldli oldalon fehérje alegységek
veszik korbe ezt: PSBO, PSBP, és PSBQ. A csoportunkban eléallitott nitrat-indukalhato
PSBO-amiRNS transzformansokban az ammoniatartalmi TAP tapoldat lecserélése
nitrat-tartalmuara a vizbontd komplex PSBO alegységének csendesitésével jar, aminek

kovetkeztében az Fv/Fm paraméter erételjesen lecsokkent a transzformans torzsekben.

A ,,Csésze” mikrofluidikai eszkozt egyetlen sejt befogasara és utodsejtjeinek huzamosabb
1deig megtartasara terveztik (egy vagy két sejtciklus erejéig). A sejtciklus kiillonbdzo
fazisaiban 1év0 sejtek atmérdje 3-10 um. A sejtek mozdulatlanok az osztodas soran, de
akar 40 pm/s sebességgel is képesek uszni a sejtciklus mas fazisaiban (Folcik és mtsai,
2020). Tobb utddsejt megtartasara is képesek ezek a csapdak; kis ,,csésze” alakjukkal
alkalmasabbak erre a feladatra, mint a szlik, egysejt méretii iregek. Azonban hasonldéan
a ,,Tulipan” alakt csapdakhoz, a széles nyilas és a kivezetd rések lehetdvé teszik a
sziikséges folyadék-aramlast és a sejtek betdltését a csapdakba. Kiilonb6zd geometridk
tesztelésekor a bejové aramlassal szembenézd tolcsér alaku bevezetd nyilds és az
ellentétes oldalon elhelyezkedd tobb kis kivezetd rés bizonyult a leghatékonyabbnak. A
bevezetd nyilas belsd oldalan kis ives falszegmenseket alkalmaztunk, hogy elvezesse a
sejteket a bejarattol, és csokkentse a sejtek kitiszdsanak esélyét a csapdabol. A ,, Tulipan™-
csapdakhoz hasonloan a rések jatsszak a {6 szerepet az dramlési ellenallasban a csapdakon
keresztiil. Tobb rés nagyobb aramlasi sebességet tesz lehetdveé a csapdakon keresztiil, ami
noveli a sejtbefogas valoszinliségét a kezdeti betoltési folyamat sordn. A tartdsan
fenntartott dramlas ellensulyozza a sejtek mozgésat, csokkentve annak esélyét, hogy
sejtek kiusznak a csapdabdl. Annak érdekében, hogy a kis lednysejtek a csapdakban
maradjanak, a kivezetd rések méretét minimalizaltuk a mikrofluidikai eszk6z két rétegben

torténd ontésével. A csapdak magassaga elég nagy (kb. 11 um) ahhoz, hogy a sejtek
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korbeforogjanak és a sejtosztodashoz is jut hely. Az alapvetd Fo, Fm és Fv/Fm paraméterek
(illetve ezek a fényadaptalt allapotban mért megfeleldi) mérése lehetséges ezekben a

csapdakban, de nem alkalmas hosszua id6tartamu klorofill-a fluoreszcencia mérésekre.

A ,,Csésze” mikrofluidikai eszkoz segitségével bemutattuk a fotoszintetikus
hatékonysagok valtozasat a sejtciklus sordn, ami Osszhangban van a korabbi
fotoszintetikus aktivitas-mérésekkel (Pokora és mtsai, 2017) és a transzkriptomikai
adatokkal (Tulin és Cross, 2015; Strenkert és mtsai, 2019). Stenkert és munkatarsai
(2019) megfigyelték, hogy a Klorofill-bioszintézis gének expresszidjanak cstcspontja a
nap els6é felére esik és megel6zi a sejt Klorofilltartalmanak novekedését. A legtobb
fotoszintetikus elektrontranszportban résztvevé gén nappal is kifejezodik, mieldtt a
sejtosztodas a sotétben megtorténne. Ez felveti annak a lehetdségét, hogy a
fotoszintetikus apparatus valamilyen atalakuldson megy keresztiil a sejt és a kloroplaszt
osztodasa kozben. Ugy gondoljuk, hogy a mikrofluidikai eszkézokben elvégzett egysejt-
analizis hatékony modszer lehet ennek a hipotézisnek a tesztelésére, fenotipusos

képanalizissel és statisztikai eszkdzokkel kombinalva (pl. Smith és mtsai, 2018).

Az értekezésemben bemutatott eszk6zok nem teszik lehetdve az egyes sejtek kinyerését
az mikrofluidikai kamrakbol. Eldzetes kisérleteink és irodalmi adataink alapjan azt
feltételezziik, hogy az egyes sejtek begyiijtésének a legegyszeriibb modja a 1ézeres
csipesszel valo megfogasuk (McCord és mtsai, 2005) és a mikrofluidikai késziiléken
beliili apro6 tartalyokba helyezésiik, ahonnan késdbb visszanyerhetok tovabbi elemzések
céljabol.

A |, Tulipan” csapdakat tartalmazé mikrofluidikai eszkdz alkalmasnak bizonyult a PSII

crer

esetén a karotinoid-bioszintézis kezdeti 1épésének gatlasat kovetd PSll-aktivitas
csokkenését mérve vizsgaltuk. A PSII komplex felépiilését a gatloszer eltavolitasa utan a
PSII funkcidinak visszadllasaval kovettik nyomon. A PSII dinamikdjat sététben és
kozepes fényintenzitason is tanulmanyoztuk. Linkomicinnel a kloroplasztiszban kodolt
karotinoid bioszintézis gatlasan keresztiil, a f-karotin PSII felépiilésében jatszott szerepét

vizsgaltuk.
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Kimutattuk, hogy linkomicinnel kezelt sejtekben a PSII inaktivacidja sokkal gyorsabb,
mint NF kezelés esetén, mind fényben, mind sotétben. El6zetes HPLC vizsgalatok alapjan
tudjuk, hogy az altalunk hasznalt 5 uM koncentracioban a NF a PDS enzimet teljesen
gatolja, f-karotin-szintézis nem torténik. Az j PSII alegységek felépiiléséhez f-karotin
csak a mar meglévo készletekbdl tud beépiilni. Az a tény, hogy a NF jelenlétében a PSII
aktivitasanak a csokkenése lassabb, mint linkomicin jelenlétében, azt mutatja, hogy az
NF gatlas soran a PSII lassabban inaktivalodik, mint az a PSII alegységek élettartama
alapjan varhato lenne. Igy azt kell feltételezniink, hogy az NF gatlas alatt a PSII felépiilés
¢és lebomlas egyensulya a lebomlas iranyaba tolodik el, de még jelent6s PSII felépiilés is
van. Ez azonban csak addig lehetséges, mig a PSII alegységek szamara elérhetd f-karotin
készlettel rendelkezik a sejt. fly médon a PSII regeneraciojat és de novo szintézisét az
elérhetd f-karotin mennyisége korlatozza és a PSII-aktivitas csokkenése kozvetett modon
a f-karotin készlet fokozatos kimertilését mutatja. Ennek a készletnek a forrasa a szabad-
p-karotin ill. a lebomlo pigment tartalmi fehérjékbdl felszabadulo f-karotin reciklizacioja
lehet, ugyanakkor a p-karotin xantofilleké vald transzformacidja ill. fotooxidacidja
csokkenti azt. Tovabba kompeticid van a f-karotinért a PSII alegységek és egyéb pigment
tartalmu fehérje alegységek (PSI, Cytbe/f komplex) kozott is. Tovabba a kezelés tartama
alatt a sejtek térfogata ndvekszik és ez tovabb csokkenti a sejtre vonatkoztatott karotin

koncentraciot.

Megfigyeltiik, hogy linkomicin jelenlétében az Fv/Fm csokkenése sotétben és kdzepes
fényben hasonld litem{ volt, ami azt mutatja, hogy az altalunk alkalmazott kisérleti
koriilmények kozott a 160 pmol m? s még nem okoz jelentds fotooxidaciot. Ezzel
szemben az NF gatlast kovetd PSII aktivitas csokkenés fényen jelentdsen gyorsabb volt.
Ez valoszintileg azzal magyardzhatd, hogy a f-karotin fotooxidacioval szembeni veédd
hatdsdnak hidnyaban, a D1 protein is sokkal fényérzékenyebb lesz, és az altalunk
alkalmazott kdzepes fényintenzitas, mely linkomicines kisérleteinkben még nem indukalt

degradaciot a sotétkezeléshez képest, NF jelenlétében mar jelentds mértékiive valik.

A gatloszerek eltavolitasaval a PSII aktivitasa fokozatosan helyreallt (19, 21. abra).
Linkomicinnel torténd kezelés esetén a visszaallas sebessége az altalunk alkalmazott
mérsékelt fényben és sotétben hasonld volt. A Chlamydomonas acetat jelenlétében
sOtétben is képes a PSII szintézisére (Roach és mtsai, 2013). NF-kezelés utan a visszaallas
kinetikaja sotétben lassabb, mint linkomicin kezelés utan, ami szintén azt mutatja, hogy

a f-karotin limitalja a PSII felépiilését. Méréseink alapjan sotétben a f-karotin készlet
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helyreallitasa lassabb, mint a de novo fehérje szintézis, a f-karotin elérhetésége a
korlatozo tényez6 a PSII felépiilésében. Ismert, hogy a karotinoid-szintézis enzimei
fényregulaltak (Bohne és Linden, 2002), ezért a megvilagitas noveli a karotinoid-szintézis
egyes kulcsenzimeinek az expressziojat. Ez lehet a magyarazata annak, hogy fényben a
NF-fel torténd kezelés utani helyreallas gyorsul és kozel azonos sebességii, mint amit a
linkomicin-kezelés utan mértiink. llyenkor mar a PSII alegységek szintézise valik limitald

tényezove a PSII felépiilésében.
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Osszefoglalas

A zoldalgdk egyre ndvekvo oOkologiai és biotechnologiai jelentoséggel birnak.
Alkalmasak tobbek kozott biostimulansok, értékes vegyliletek, biolizemanyagok
eléallitasara. A Chlamydomonas reinhardtii a zoldalgak kivald modellszervezete.
Egysejti, haploid és az egyetlen fotoszintetizalo szervezet, amelynek sejtmagi,
kloroplasztisz- és mitokondrialis genomyja is transzformalhato. A C. reinhardtii-t gyakran
hasznaljak a fotoszintézis ¢és a kloroplasztisz biogenezisének tanulmanyozésara.

Fotoautotrof, heterotréf €s mixotrof életmodra is képes.

A hagyomanyos lombikos nevelési és mérési modszerekkel szemben a mikrofluidikai
eszkozok kivalo lehetdséget jelentenek egyedi sejtek vagy kisszamu sejtpopulaciok
tanulmanyozasahoz, precizen és dinamikusan szabalyozhat6 kornyezetben in situ és valos
idében. A mikrofluidikai csapdakba laminaris aramlas segitségével csapdazzuk és tartjuk
benn a sejteket. A mikrofluidikai eszk6zok kialakitasa gondos tervezést igényel az eszkoz
geometriajat és a benne kialakitott aramlasi és nyomasviszonyokat illetéen. Megfeleld
tervezéssel a sejtekre hatd nyirofesziiltség minimalisra csokkenthetd, ami lehetévé teszi
¢lettani kisérletek kivitelezését. A mikrofluidikai eszkozokre jellemzd laminaris aramlas
hatékony folyadékmanipuléaciot és gyors folyadékeserét tesz lehetdvé. A mikrofluidika
szdmos elonnyel bir a hagyomdnyos nevelési rendszerekkel szemben, példaul a
fejlédésbiologiai kutatasok terén, hiszen igy az egyes sejtek fenotipusait tobb Oran
keresztiil vagy a sejtek egész élete soran, azonos élettani koriilmények kozott
tanulmanyozhatjuk. A mikrofluidikai eszk6zok alkalmasak a sejtosztodasi sebesség €s a
biomassza-novekedés mérésére, kiillonbozO kezelések hatasdnak Osszehasonlitasara,

valamint a mikroalgak sejtfejlédésének tanulmanyozésara.

Napjainkban a mikrofluidika egyre nagyobb teret hodit, ugyanis kis reagensigénye miatt
koltséghatékony €s nagyfoku péarhuzamositast tesz lehetévé. Szamos mikrofluidikai
algasejtek osztalyozasara szolgalé platformokat, a fototaxis megfigyelésére, a
szisztematikus novekedési vizsgalatok elvégzéséhez és az algak baktériumoktol vald
elvalasztasara alkalmas eszkozoket. Ujabban steady-state klorofill-a fluoreszcencia

mérésekkel kombinalva lehetové valt egyes ¢élettani paraméterek tanulmanyozasa is.
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Dolgozatom célja olyan mikrofluidikai rendszerek 1étrehozasa volt, amelyek lehetdvé

teszik egyetlen C. reinhardtii sejt csapdazasat, valamint a morfologiai vizsgalatok mellett

a fotoszintetikus aktivitas parhuzamos mérését, egysejt-szinten.

A kovetkezo eredményeket értiik el kutatasaim soran:

L 2

Kétféle mikrofluidikai eszkdzt terveztiink kifejezetten a C. reinhardtii szamara:
slulipan” ¢és ,,Csésze” alaktiakat. A mikrofluidikai eszkozokon beliili
folyadékaramlas jellemzdit szamitdogépes szimulacioval modelleztik és az
aramlési vonalak megjelenitéséhez fluoreszcens mikrogyongyoket hasznaltunk
nyomkovetd részecskékként.

A ,,Tulipan” eszk6z csapdai nagyon hatékonynak bizonyultak egyedi algasejtek
befogasara és szilard feliilethez rogzités nélkiili egy helyben tartasara. A ,,Csésze”
alaku kamrék szintén alkalmasak egyedi sejtek befogédsara, valamint az utddsejtek
felnevelésére. A morfologiai megfigyelések mellett az altalunk készitett
mikrofluidikai kamrak Klorofill-a mérések végzésére is alkalmasak, a Microscopy
Imaging PAM késziilék segitségével.

A “Tulipan” alakti csapddinkban nemfotokémiai kioltas (NPQ) méreseket
végeztink a Crvtc2-1 aszkorbat-hianyos mutansokon egysejt-szinten.
Megfigyeltiik, hogy az aszkorbat-hianyos mutansok NPQ értéke magasabb volt,
mint a CC-4533 vad tipusu torzsé, fotoautotrof és mixotrof korilmények kozott
Is. Eredményeink 6sszhangban vannak Vidal-Meireles ¢s mtsai. (2020) korabbi
megfigyeléseivel, amelyeket lombikban nevelt kultardkon kaptak. Tehat a
,»Lulipdn” mikrofluidikai platform lehet6vé tette az NPQ megbizhato és egyetlen
sejten torténd mérését anélkiil, hogy a sejteket szilard hordozohoz kellene
kotniink, amely altalaban sziikséges az egysejt-szinten torténdé klorofill-a
fluoreszcencia méréséhez, azzal a kockdazattal, hogy kérositja vagy zavarja a
sejtek élettani folyamatait.

A, Tulipan” mikrofluidikai eszkézeink alkalmasak voltak nitrat-indukalhato
PSBO-amiRNS transzformansok megfigyelésére. Az ammonia tartalmu tapoldat
nitrat-tartalmara torténd lecserélése a vizbontd komplex PSBO alegységének
csendesitésével jar, ennek kovetkeztében a PSBO-amiRNS vonalak Fv/Fwm értékei

rovid 1d6 alatt er6teljesen lecsokkentek. Tehat a ,, Tulipan” mikrofluidikai eszkoz
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alkalmas volt a tapoldat gyors cseréjére €s a fotoszintetikus aktivitdsban fellépd
valtozasok nagy iddbeli felbontassal torténd kovetésére.

o A ,,Csésze” mikrofluidikai eszkoz segitségével egysejt-szinten kimutattuk, hogy
a fotoszintetikus hatékonysag valtozik a sejtciklus soran, ami §sszhangban van a
korabbi,  sejtkultira  szinti  fotoszintetikus-aktivitas ~ mérésekkel — és
transzkriptomikai eredményekkel. Ez felveti annak a lchet6ségét, hogy a
fotoszintetikus apparatus szerkezeti €s funkcionalis atalakulason megy keresztiil
a sejt és a kloroplasztisz osztdédasa kdzben.

e A, Tulipan” csapdékat tartalmazé mikrofluidikai eszkdz alkalmasnak bizonyult a
PSII felépiilésének ¢és lebomlasanak kovetésére is egysejt-szinten. A
kloroplasztiszban kodolt fehérjék szintézisét linkomicinnel gatoltuk, majd az
Fv/Fm és a Ops érték segitségével kovettiik PSIT inaktivalodasat. A karotinoid-
bioszintézist norfluorazonnal gatolva a PSII szintén inaktivaldédott, amely a f-
karotin a PSII felépiilésében jatszott szerepének tulajdonithatd. A PSII felépiilését
a gatloszerek eltavolitasa utan az Fv/Fm és a ®psi érték helyreallasaval kovettiik
nyomon. A PSIl inaktivalodasat ¢és felépiilését sotétben és alacsony
fényintenzitason is tanulmanyoztuk. Ki tudtuk mutatni egysejt-szinten, hogy a
limitalja és a PSII aktivitas csokkenése a f-karotin készlet fokozatos kimertilését
jelzi.

A jovében a ,,Tulipan” mikrofluidikai eszkoz kiilondsen hasznos lehet algapopulaciok
heterogenitasanak tanulmanyozasara, valamint kiilonb6z6 kezelések, inhibitorok és
vizsgalatara. Az Fv/Fm, a ®psi és az NPQ érték mellett az Imaging PAM M-sorozat

Klorofill-a fluorométerének szoftverében elérheté barmely mas paraméter is mérhetd a

kamraban befogott sejteken, a par masodpercesektdl kezdve a tobb 6raig terjedoig.

Roviden 6sszefoglalva, az altalunk tervezett mikrofluidikai kamrak alkalmasak egyedi
sejtek befogasara, kivalo minéségii klorofill-a fluoreszcencia mérések egysejt-szinten
torténd végzésére, kiilonbozd gatloszerek hatdsanak vizsgalatara, illetve kiilonbozd

algatorzsek fotokémiai hatékonysaganak idobeli kdvetésére.
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Ugy gondoljuk, hogy a mikrofluidikai eszkozokben végzett egysejt-analizis alkalmas
lehet a sejtosztodas kozben fellépd valtozasok nyomon kovetésére, a fenotipusos

képanalizist szamitogépes modellezéssel és statisztikai eszkozokkel kombinalva.

A disszertaciomban bemutatott eszk6zOk nem teszik lehetOvé az egyes sejtek
Osszegyljtését az elemzések utan. Eldzetes kisérleteink €s irodalmi adataink alapjan
azonban gy gondoljuk, hogy a legegyszeriibb modja az egyes sejtek begylijtésének a
1ézeres csipesszel valdo megfogasuk és a mikrofluidikai késziiléken beliili apr6 tartalyokba

helyezésiik, ahonnan késdbb visszanyerhetok tovabbi elemzések céljabol.
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Summary

Green algae have an increasing ecological and biotechnological importance. They are
suitable, among other things, for the production of biostimulants, valuable chemicals, and
biofuels. Chlamydomonas reinhardtii is an excellent model organism for green algae.
Unicellular, haploid, and the only photosynthesizing organism whose nuclear,
chloroplast, and mitochondrial genomes can be transformed. C. reinhardtii is often used
to study photosynthesis and chloroplast biogenesis. It is capable of photoautotrophic,
heterotrophic and mixotrophic lifestyles.

In contrast to traditional batch cultures and measurement methods, microfluidic devices
provide an excellent platform to study individual cells or small cell populations in a
precisely and dynamically controllable environment in situ and in real time. Cells are
trapped and held in microfluidic traps using laminar flow. The design of microfluidic
devices requires careful planning regarding the geometry of the device and the flow and
pressure conditions created within it. With proper design, the shear stress of the cells can
be reduced to a minimum, which makes physiological experiments possible. The laminar
flow characteristic of microfluidic devices enables efficient liquid manipulation and rapid
fluid exchange. Microfluidics have many advantages over traditional batch cultures, for
example in the field of developmental biology research, since the phenotypes of
individual cells can be studied for several hours or throughout their lifetime under the
same physiological conditions. Microfluidic devices are suitable for measuring the rate
of cell division and biomass growth, comparing the effects of different treatments, and
studying the cell development of microalgae.

Nowadays, the field of microfluidics is growing and expanding, because it is very cost-
effective due to the need for small reagents and allows for a high degree of parallelization.
Several microfluidic tools have been developed to study algae for example platforms for
classifying algal cells with different morphologies, platforms for observing phototaxis,
performing systematic growth studies and separating algae from bacteria. More recently,
in combination with steady-state chlorophyll-a fluorescence measurements, it has become

possible to study physiological parameters.
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The goal of my thesis was to create microfluidic platforms that enable the trapping of
single C. reinhardtii cells, as well as the parallel measurement of photosynthetic activity,

at the single-cell level, in addition to morphological studies.
The following results were achieved during my research:

» We designed two types of microfluidic devices specifically for C. reinhardtii
that are called "Tulip™ and "Pot" accordingly to the shape of their traps. The
characteristics of the fluid flow inside the microfluidic devices were modeled by
computer simulation and fluorescent microbeads were used as tracer particles to

visualize the flow field.

* The traps of the "Tulip" device have proven to be very effective in capturing
individual algal cells and holding them in place without attaching them to a solid
surface. "Pot"-shaped chambers are also suitable for capturing individual cells and
rearing progeny cells. In addition to morphological observations, the microfluidic
chambers we have made are also suitable for measuring chlorophyll-a

fluorescence using the Microscopy Imaging PAM device.

* Non-photochemical quenching (NPQ) measurements were performed on
Crvtc2-1 ascorbate-deficient mutants at the single-cell level in our "Tulip"-shaped
traps. We observed that the NPQ value of the ascorbate-deficient mutants was
higher than that of the wild-type strain CC-4533, both under photoautotrophic and
mixotrophic conditions. Our results are in line with Vidal-Meireles et al. (2020)
with previous observations obtained on batch cultures. Thus, the “Tulip”
microfluidic platform enabled reliable and single-cell measurement of NPQ
without the need to attach the cells to a solid support, which is usually required to
measure chlorophyll-a fluorescence at the single-cell level, with the risk of

damaging or interfering with the physiological processes of cells.

 Our "Tulip" microfluidic devices were suitable for observing nitrate-inducible
PSBO-amiRNA transformants. The replacement of the ammonia-containing
nutrient solution with a nitrate-containing one results in the silencing of the PSBO
subunit of the water-splitting complex, as a result of which the Fv/Fum values of
the PSBO-amiRNA lines decreased strongly and rapidly. Thus, the "Tulip"
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microfluidic device was suitable for rapid replacement of the nutrient solution and
for monitoring changes in photosynthetic activity with high temporal resolution.

* Using the "Pot" microfluidic device, we demonstrated the change in
photosynthetic efficiencies during the cell cycle, which is consistent with previous
photosynthetic activity measurements and transcriptomic data obtained on batch
cultures. This raises the possibility that the photosynthetic apparatus undergoes a

structural and functional transformation during cell and chloroplast division.

* The microfluidic device containing "Tulip" traps proved to be suitable for
monitoring the degradation and recovery of PSII at the single-cell level. The
synthesis of the proteins encoded in the chloroplast was inhibited by lincomycin,
and the inactivation of PSII was monitored using the Fv/Fm and ®PSII parameters.
By inhibiting carotenoid biosynthesis with norfluorazone, PSIl was also
inactivated, which can be attributed to the role of S-carotene in the biogenesis of
PSII. The recovery of PSII was followed by the Fv/Fm and ®PSII parameters after
the removal of the inhibitors. The inactivation and recovery of PSII were studied
both in the dark and at low light intensity. We were able to demonstrate at the
single-cell level that the regeneration and de novo synthesis of PSII is limited by
the amount of available S-carotene and that the decrease in PSII activity indicates

the gradual depletion of the s-carotene pool.

In the future, the "Tulip™ microfluidic device may be particularly useful for studying the
heterogeneity of algal cell populations, as well as the effects of different treatments,
inhibitors and pollutants on cell morphology and photosynthesis. In addition to the Fv/Fuw,
®PSII and NPQ values, any other parameter available in the software of the Imaging
PAM M-series chlorophyll-a fluorometer can be measured on the cells captured in the

chamber, starting from a few seconds to several hours.

In summary, our designed microfluidic chambers are suitable for capturing individual
cells, performing high-quality chlorophyll-a fluorescence measurements at the single-cell
level, testing the effect of different inhibitors, and monitoring the photochemical

efficiency of different algal strains over time.
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We believe that single-cell analysis in microfluidic devices is a powerful method to
monitor changes occurring during cell division, in combination with phenotypic image

analysis, computer modeling and statistical tools.

The microfluidic devices presented in my dissertation do not allow the collection of
individual cells after the analyses. However, based on our preliminary experiments and
literature data, we suggest that the simplest way to collect individual cells is to capture
them with laser tweezers and place them in small containers inside the microfluidic

device, from which they can be retrieved later for further analysis.
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