Doktori (Ph.D.) értekezés tézisei

Mikrofluidikai eszkozok fejlesztése
Chlamydomonas reinhardtii zéldalga egysejt-szintii

morfolagiai és fotoszintetikus vizsgalataihoz

Széles Eszter

Témavezeto:

Dr. Toth Szilvia Zita - tudomanyos tanacsadd

)=
ges .
€Q(OSZBK =
WOC §

Biologia Doktori Iskola

Szegedi Tudomanyegyetem

Szegedi Bioldgiai Kutatokozpont
Novénybioldgiai Intézet

Molekularis Fotobioenergetikai Csoport

Szeged
2023



Bevezetés

Napjainkban a zoldalgdk egyre nodvekvd Okologiai és
biotechnologiai jelent6séggel birnak. Alkalmasak tobbek
kozott biostimuldnsok, értékes vegyiiletek, biolizemanyagok
elallitasara. A Chlamydomonas reinhardtii a zoldalgak
kivalo modellszervezete. Egysejtli, haploid és az egyetlen
fotoszintetizald szervezet, amelynek sejtmagi, kloroplasztisz-
¢s mitokondrialis genomja is transzformalhato. A C.
reinhardtii-t gyakran hasznaljak a fotoszintézis és
kloroplasztisz biogenezisének tanulmanyozasara. Fotoautotrof

¢s mixotrof életmodra is képes.

A hagyomanyos lombikos nevelési és mérési modszerekkel
szemben a mikrofluidikai eszkozok kivald lehetdséget
jelentenek egyedi sejtek vagy kisszaml sejtpopulaciok
tanulmanyozasahoz, precizen és dinamikusan szabalyozhato
kornyezetben in situ és valos idében.

A mikrofluidika szamos eldnnyel bir a hagyomanyos nevelési
rendszerekkel szemben, példaul a fejlodésbioldgiai kutatasok
terén, hiszen igy az egyes sejtek fenotipusait tobb oOran
keresztiil vagy a sejtek egész élete soran, azonos élettani
koriilmények kozott tanulmanyozhatjuk. A  mikrofluidikai

eszkozok alkalmasak a sejtosztodasi sebesség és a biomassza-



novekedés mérésére, valamint kiillonbozd kezelések hatasanak
Osszehasonlitasara.

A mikrofluidika altal az is elérhetové valt, hogy laboratoriumi
méretli  berendezéseket egy mikroszkop targylemezére
kicsinyithessiink, —ami lehet6vé tette a  kisérletek
parhuzamositasat rendkiviil kis mintatérfogat mellett, illetve az

egysejt- szintli vizsgalatokat is.

Célkitiizések

A zo6ldalgak morfologiaja és a fotoszintézise kozotti kapcsolat
tanulmanyozasanak megkonnyitése érdekében célul tiiztiik ki a
mikrofluidika Kklorofill-a fluoreszencia indukcios mérésekkel
torténd kombinaciojat. Olyan mikrofluidikai eszkdzoket
terveztiink kifejleszteni, amelyek alkalmasak az egysejt-szintii

morfologiai és fotoszintézis-vizsgalatokhoz.
A kovetkez6 célokat tliztik ki:

1) Egyetlen sejt csapdazasara alkalmas mikrofluidikai
kamrak fejlesztése zoldalgak egysejt-analizisinek
megalapozasahoz.

2) Sejtosztodas megfigyelésére alkalmas  csapdak
fejlesztése, ahol egyetlen algasejtet képesek vagyunk

becsapdazni, majd az utddsejteket a csapdaban tartani.



3) A Dbecsapdazott zoldalga-sejtek morfologiajanak
vizsgalata és klorofill-a fluoreszencia egyidejii mérése
Microscopy Imaging PAM késziilék segitségével.

4) A modszer alkalmazhatosaganak bemutatasa: Crvtc2-
1 aszkorbat-hianyos mutansokon végzett klorofill-a
fluoreszencia mérések, sejtosztodas megfigyelése,
indukalhat6 PSBO amiRNS vonalak vizsgalata,
valamint a karotinoidok szerepének vizsgalata a PSII

aktivitasanak fenntartasaban.

Alkalmazott modszerek

= Mikrofluidikai eszkdzok tervezése KlLayout nyilt
forraskodu szoftverrel.

= A mikrofluidikai eszkdzoket standard fotolitografiaval
és lagy litografiai technikakkal készitettiik.

» A mikrofluidikai eszkdzokon beliili folyadékaramlas
jellemzoit a Comsol Multiphysics 4.3a szoftverrel
(COMSOL AB, Stockholm, Svédorszag) modelleztiik.
A sebesség-profilokat a ,,Lamindaris dramlas” id6fliggd
modelljével vizsgaltuk.

= A szimulaciok mellett fluoreszcens mikrogyongyoket
(Fluoresbrite YG karboxilat mikrogyongyok, d =
lum; Polysciences, Inc. Warrington, PA, USA)
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hasznéltunk nyomkdvetd részecskékként, az dramlasi
vonalak megjelenitéséhez.

A mikrofluidikai eszk6zok geometriai jellemzdit
pasztazo elektronmikroszkdppal (SEM) ellendriztiik.
C. reinhardtii torzsek: CC-124 (vad tipus), CC-4533
(vad tipus), Crvtc2-1, EV31, PSBO-A58 és PSBO-B22
amiRNS vonalak. Nevelésiik kiilénb6z6
fényintenzitasokon (90, 151, 180, 200, 383 umol
foton m'zs'l), minimal és acetat-tartalmu tapoldatban
tortént.

A kulturdk betoltése, kezelése és tenyésztése a
mikrofluidikai eszk6z6kben, fecskend6pumpa (Model
No. 4000, New Era Pump Systems Inc., Farmingdale,
NY, USA) segitségével, meghatarozott aramlasi
viszonyok mellett tortént.

Mikroszkopos megfigyelések modositott AxioScope
Al epifluoreszcens mikroszkoppal.

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 kiilonbozo fotoszintetikus paraméterek mérésére

(Fv/Fm, NPQ) egy szintén a mikroszkophoz kapcsolt



Microscopy Imaging PAM klorofill-a fluorométer
mikroszkopos valtozatat (Walz GmbH, Effeltrich,
Germany) hasznaltunk.

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

hataroztuk meg.

Eredmények

A kovetkezo fobb eredményeket értiik el kutatdsaim soran:

*

Kétféle mikrofluidikai eszkozt terveztiink kifejezetten
a C. reinhardtii szdmara: ,,Tulipan” és ,,Csésze”
alakuakat. A  mikrofluidikai eszk6zokon — beliili
folyadékaramlas jellemzoit szamitogépes
szimulacioval modelleztilk és az aramlasi vonalak
megjelenitéséhez  fluoreszcens  mikrogydngyoket
hasznaltunk nyomkdovetd részecskékként.

A ,Tulipan” eszkdz csapdai nagyon hatékonynak

bizonyultak egyedi algasejtek befogasara és szilard



feliilethez rogzités nélkiili egy helyben tartasara. A
,»Csésze” alaku kamrak szintén alkalmasak egyedi
sejtek  befogasara,  valamint az  utodsejtek
felnevelésére. A morfologiai megfigyelések mellett az
altalunk készitett mikrofluidikai kamrak klorofill-a
mérések végzésére is alkalmasak, a Microscopy
Imaging PAM késziilék segitségével.

A “Tulipan” alaka csapdainkban nemfotokémiai
kioltdas (NPQ) méréseket végeztink a Crvtc2-1
aszkorbat-hidnyos ~ mutansokon  egysejt-szinten.
Megfigyeltiik, hogy az aszkorbat-hianyos mutansok
NPQ ¢értéke magasabb volt, mint a CC-4533 vad
tipusu torzsé, fotoautotrof és mixotrof koriilmények
kozott is. Eredményeink Gsszhangban vannak Vidal-
Meireles és mtsai. (2020) korabbi megfigyeléseivel,
amelyeket lombikban nevelt kultirakon kaptak. Tehat
a ,,Tulipan” mikrofluidikai platform lehetdvé tette az
NPQ megbizhato és egyetlen sejten torténd mérését
anélkiil, hogy a sejteket szilard hordozohoz kellene
koétniink, amely altalaban sziikséges az egysejt-szinten
torténd klorofill-a fluoreszcencia méréséhez, azzal a
kockazattal, hogy karosithatja vagy zavarja a sejtek

¢lettani folyamatait.



A ,,Tulipan” mikrofluidikai eszkozeink alkalmasak
voltak nitrat-indukalhato PSBO-amiRNS
transzformansok  megfigyelésére. Az ammonia
tartalmu tapoldat nitrat-tartalmura torténd lecserélése a
vizbontod komplex PSBO alegységének
csendesitésével jar, ennek kovetkeztében a PSBO-
amiRNS vonalak F\/Fy értékei rovid id6 alatt
eroteljesen  lecsokkentek. Tehat a , Tulipan”
mikrofluidikai eszkoz alkalmas volt a tapoldat gyors
cseréjére ¢és a fotoszintetikus aktivitdsban fellépd
valtozasok nagy idobeli felbontdssal  torténd
kovetésére.

A ,Csésze” mikrofluidikai eszkdz segitségével
egysejt-szinten kimutattuk, hogy a fotoszintetikus
hatékonysag valtozik a sejtciklus soran, ami
O0sszhangban van a korabbi, sejtkultura szintli
fotoszintetikus-aktivitas mérésekkel és
transzkriptomikai eredményekkel. Ez felveti annak a
lehetoségét, hogy a fotoszintetikus apparatus
szerkezeti és funkcionalis atalakulason megy keresztiil
a sejt €és a kloroplasztisz osztddasa kozben.

A, Tulipdn” csapdakat tartalmazé mikrofluidikai
eszkoz alkalmasnak bizonyult a PSII felépiilésének és

lebomlasanak kovetésére is egysejt-szinten. A
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kloroplasztiszban ~ kodolt  fehérjék  szintézisét
linkomicinnel gatoltuk, majd az Fy/Fy és a Opg érték
segitségével kovettik PSII  inaktivalodasat. A
karotinoid-bioszintézist norfluorazonnal gatolva a
PSII szintén inaktivalodott, amely a f-karotin a PSII
felépiilésében jatszott szerepének tulajdonithato. A
PSII helyreallasat a gatloszerek eltavolitasa utan az
FulFum és a Dpg érték segitségével kovettiik nyomon.
A PSII inaktivaloédasat és helyreallasat sotétben és
alacsony fényintenzitason is tanulmanyoztuk. Egysejt-
szinten kimutattuk, hogy a PSII regeneraciojat és de
novo szintézisét az elérhetd p-karotin mennyisége

korlatozhatja és a PSII aktivitas csokkenése a f-

karotin készlet fokozatos kimeriilését jelzi.

A jovében a ,Tulipan” mikrofluidikai eszkoz kiilonosen
hasznos lehet algapopulaciok heterogenitasanak
tanulmanyozasara, valamint kiilonbdz6 kezelések, inhibitorok
¢s szennyezO0 anyagok a sejtek morfologidjara és
fotoszintézisére gyakorolt hatasanak vizsgalatara. Az F\/Fy, a
Dpg; és az NPQ érték mellett az Imaging PAM M-sorozat
klorofill-a fluorométerének szoftverében elérhetd barmely mas

paraméter is mérhetd a kamradban befogott sejteken, a par

masodpercesektdl kezdve a tobb oraig terjedoig.



Roviden 0Osszefoglalva, az Altalunk tervezett mikrofluidikai
kamrak alkalmasak egyedi sejtek befogasara, kivaldo mindségii
klorofill-a fluoreszcencia mérések egysejt-szinten torténd
végzesére, kiillonbozo gatloszerek hatasanak vizsgalatara,
illetve kiilonbozo algatorzsek fotokémiai hatékonysaganak

1d6beli kovetésére.

Ugy gondoljuk, hogy a mikrofluidikai eszkozokben végzett
egysejt-analizis alkalmas lehet a sejtosztodas kdzben fellépd
valtozasok nyomon kovetésére is, a fenotipusos képanalizist
szamitogépes modellezéssel és statisztikai  eszkozokkel

kombinalva.

Summary

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" according to the shape of their traps.
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» Non-photochemical quenching (NPQ) measurements
were performed on Crvtc2-1 ascorbate-deficient
mutants at the single-cell level in our "Tulip”-shaped
traps. 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.

e Our "Tulip" microfluidic devices were suitable for
observing nitrate-inducible PSBO-amiRNA
transformants. The "Tulip" microfluidic device was
suitable for rapid replacement of the nutrient solution
and for monitoring changes in photosynthetic activity

with a high temporal resolution.

» "Pot"-shaped chambers are also suitable for
capturing individual cells and rearing progeny cells.
Using the "Pot" microfluidic device, we demonstrated
that photosynthetic efficiency changes during the cell

cycle.
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* The microfluidic device containing "Tulip" traps
proved to be suitable for monitoring the degradation
and recovery of PSII at the single-cell level, using the
Fy/Fm and ®PSII parameters. 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 g-carotene and that the
decrease in PSII activity indicates the gradual
depletion of the p-carotene pool.
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