Zarojelentés ,,A szinglet oxigén szerepe cianobaktériumok és mikroalgak jelatviteli
folyamataiban és kornyezetiikkel valé kolcsonhatasaikban” cimiit K-116016 azonositoju
palyazatrol

A projekt fo feladatai a kovetkezok voltak:

1, Szinglet oxigén ('0,) altal indukalhaté gének azonositisa a Symechocystis 6803
cianobaktériumban.

Az elézetesen elvégzett teljes transzkriptom vizsgalat alapjan 14 Symechocystis gén
indukciojat jellemeztiik részletesebben a 'O, képzédését indukald rose bengal (RB) vagy
metilén kék (MB), illetve a szintén oxidativ stresszhatast okoz6 hidrogén peroxid (H,O;)
jelenlétében kvantitativ PCR modszerrel.

Eredményeink szerint:

* Az sll0471 jelti gén indukcidja a két oxidativ kezelés hatdsara hasonld mértékii volt.
« Az sll0815 slr0383 és sll0315 gének H,O, hatdsira erésebben indukalodnak, mint 'O,
hatasara. Ezen gének vizsgalatat ezért nem folytatjuk.
* Négy gén (slr0841, slr1674, slr1737 és slr1915) expresszioja RB kezelésre legalabb kétszer
erdsebben novekszik, mint H,O, kezelés hatasara, azonban ezek indukcidja nem tal erdteljes

» Tovabbi gének: slr0644, ssr1425, ssr2595, ssr6086, slr0846 és slr1747 expresszidja 0,
hatasara specifikusnak tlinik az eddigi vizsgalatok alapjan. Az utobbi ketté mintegy hiisszoros
indukciot mutat.

A tovabbi vizsgalatok soran az alabbi génekre koncentraltunk, amelyek irodalmi adatok és
génfunkci6 azonositasi analizisek alapjan a kovetkezd ismert vagy feltételezett funkcioval
rendelkeznek:

slr1737  tokoferol ciklaz (E-vitamin szintézis)

slr1747  nem bizonyitott, de feltehetden pheophorbide(a) oxygenase (klorofill lebontasi
utvonalanak enzime)

slr1674  PSII termotoleranciéért feleldsnek tartott gén
slr1915  unknown
slr0841  periplazmatikus fehérje, feltételezhetden a motilitasban jatszik szerepet

sll0846  ismeretlen funkcio, tobb stressz hatasra is reagal (univerzalis szenzor vagy
regulator?)

ssr2595  HIiB/SpcD magas fény indukalt kis klorofill k6td proteint kodol (feltehetéen
szerepe van a klorofill szintézis és degradacio szabalyozasaban is)

2, 'O,-re reagilé géneket nem tartalmazé Symechocystis mutinsok létrehozasa és
jellemzése

A vizsgélatok kovetkezd szakaszaban gén delécidval Iétrehoztunk olyan mutdnsokat,
amelyekben vagy az sll0846, vagy az ssr2595, vagy mindkét gén inaktivalva van (a gének



inaktivalasara olyan DNS konstrukcidkat készitettiink, amelyek homolog rekombinacioval
antibiotikum rezisztencia kazettara cserélik a gént). A mutansok tulajdonsdgainak jellemzése
a kovetkezd eredményre vezetett:

* A Asll0846 torzs ndvekedési litemében nem tér el a vad tipustdl sem normal, sem magas
fényerdsség mellett, ill. kiilséleg generalt 'O, jelenlétében sem. Ebbd] arra kovetkeztetiink,
hogy a gén funkciojdt mas gének atveszik a mutansban. Ezzel Gsszhangban van az az
eredmény, hogy a RB altal keltett 'O, hatasara a ssr2595 és slr1747 gének expresszidja
jelentésen magasabb, mint a vad tipusban.

« A Assr2595 torzsben az s110846, slr1747 és slr0841 géneknek 'O, hatasara bekovetkezd
indukcidja jelentésen elmarad a vad tipusban tapasztalt mértéktdl. A mutansban a sejt
denzitasra normalt klorofill tartalom kisebb, mint a vad tipusu sejtvonalban. A ndvekedési
iiteme alacsony fényen nem kiilonbozik a vad tipusétol, &m magas fényen a MB altal generalt
'0, a sejtek novekedését leallitja.

» Egy kiilfoldi egyiittmitkodés soran meg tudtunk vizsgalni egy olyan Synechocystis mutanst
is, amelyben mind az 6t SCP/HLIP gén inaktivalva volt egy olyan torzsben, ami az I-es
fotokémiai rendszer hidnyaban ezeket a géneket, ill. fehérje termékeiket folyamatosan
kifejezi. Eredményeink szerint a AScpABCDE mutansban fokozott 'O, képzédés figyelhetd
meg, ami arra utal, hogy az SCP/HLIP géncsalad, és benne az ssr2595 (ScpD) gén a 'O,
eliminalasaban vehet részt.

Elvégeztiink egy komplex kisérlet sorozatot, amelynek sordn a vadtipust ill. az egyszeres
(Asll0846, Assr2595) és kétszeres (Asll0846Assr2595) mutans sejteket MB alkalmazéasaval
trténd 'O, kezelésnek vetettiik ala. A sejtekbd] teljes transzkripcids mintazat meghatarozasra
alkalmas RNS mintakat készitettlink ¢s megtortént a mintak 0j generacids szekvenalasa annak
érdekében, hogy a mutans ¢és vad tipusu sejtekben egymadstdl kiilonbozéd mértékben
indukalodo gének azonositasaval tarjuk fel az inaktivalt gének szerepét. A kapott eredmények
azonban nem voltak egyértelmiien értelmezhetSk, aminek valészinti oka a 'O, produkcio
koriilményeiben keresendd. Ezért ez a kisérlet sorozat megismétlésre var, amit a projekt
végére terveztiink, de a COVID helyzet miatti ledllasok miatt nem sikeriilt megvaldsitani. A
vizsgalatokat elvégzését tovabbra is tervezzik és OTKA-n kivili forrasokbol fogjuk
elvégezni.

A munka ezen szakaszainak (1. és 2. pont) eredményeirdl két nemzetkézi konferencian
szamoltunk be [1, 2] és egy nemzetkozi folyoirat cikket [3] k6zoltiink.

3, 'O,re reagilé gének promotereit tartalmazé szenzor mutinsok létrehozasa
. 1 y ' V) . . r r
Synechocystis-ben " O, képzodés in vivo jellemzésére

A munkaterv eredeti elképzelése az volt, hogy a 'O,-re reagalé gének azonositasa utan azok
promoétereivel olyan GFP riporter konstrukciokat hozunk létre, amelyek 'O, jelenlétére GFP
termelésével reagalnak. Ezeket a mutansokat eld is allitottuk. A fent felsorolt gének
promotereit PCR segitségével kiamplifikaltuk a genombdl, és az amplikon végeket megfeleld
restrikcios endonukledz hasitohelyekkel lattuk el. Ezeket az inszerteket GFP fluoreszcens
riporter gén elé illesztettik pIlGA promoterproba ingavektorba. Az igy keletkezett
plazmidokat E. coli baktériumban torténd felsokszorozast kovetden transzformaltuk
Synechocystis sejtekbe, €s a sikeres transzformansokat antibiotikumon szelektaltuk, valamint
PCR technikaval ellendriztiik.



A muténsok az elképzeléseknek megfeleléen reagaltak a GFP transzkript szinten a 'O,
jelenlétére, de GFP fluoreszcencia ndvekedést nem tapasztaltunk. Kideriilt, hogy a szinglet
oxigén kozvetlen kolcsonhatasba 1€p a GFP molekulakkal ¢€s kioltja azok fluoreszcenciajat.
Ennek kovetkeztében a szinglet oxigén altal indukélhaté promoterek altal szabalyozott GFP
termelddés nem alkalmazhato az eredetileg tervezett célra, azaz cianobakteridlis szinglet
oxigeén riporter torzsek eldallitasara.

A GFP fluoreszcencia 'O, altal torténé kioltisa azonban alkalmas lehet a 'O, in vivo
keletkezésének kimutatasara, ha a GFP-t allandé szinten konstitutivan termeld torzseket
hasznalunk. A modszert GFP-t kifejezd E. coli és Synechocystis torzseken is teszteltiik és az
eredmények azt mutatjak, hogy a 'O, valoban képes a GFP fluoreszcencia specifikus
kioltasara in vivo koriilmények kozott. Azt is kimutattuk, hogy a GFP kioltasa specifikus
'0,-re és mas reaktiv oxigén formak (szuperoxid, H,0,) hatasara fiziologias koncentraciok
mellett nem kovetkezik be.

Mivel a GEP fluoreszcencia 'O, altal torténd kioltisa miatt a GFP riporter konstrukciok nem
bizonyultak alkalmasnak a 'O, in vivo kimutatdsira egy masik megkozelitést alkalmaztunk
luciferaz riporter gén felhasznalasaval. A riporter torzs létrehozdsdhoz a pILA promoter
proba vektort hasznaltuk, mely a luciferaz riporter fehérjét kodold génszekvenciakat
hordozza. Kpnl restrikcids enzim segitségével a prom2595 szekvenciat a LuxA és LuxB gének
elé¢ inszertaltuk ¢€s létrehoztuk a pILAprom2595-6s konstrukciot, majd Synechocystis-be
torténd transzformaciot kovetden indukcios kisérleteket hajtottunk rajta végre. Az
eredmények azt mutattak, hogy a fényintenzitas novelésével, a 40-200 pE tartomanyban, a
(0.5 uM) RB jelenlétében a fluoreszcencia indukcid mértéke megnovekedett 70 és 120 pE
intenzitasu megvilagitas esetén, ami azt mutatja, a luciferaz riporter gén konstrukcié valoban
reagal a 'O, jelenlétére.

A projekt kezdete 6ta jelentds elérehaladas tortént a géninaktivacios modszerekben a CRISPR
tipust eljarasok kifejlesztésével, amelyekkel viszonylag egyszertien megoldhat6 tobb célgén
egyidejii inaktivalasa. Mivel az a mddszer cianobaktériumok esetén csak korlatozottan volt
alkalmazhaté kidolgoztunk egy single-plastid alapa CRISPR  géninaktivalasi moédszert
Synechocystis 6803-ra, amit Il-es fotokémiai rendszer psbO és psbA2, psbA3 génjeinek
inaktivalasira hasznaltunk. A modszer a késGbbickben jol alkalmazhato lesz a 'O, 4ltal
kozvetitett jelatviteli halozat komponenseinek célzott kiiktatasara.

Az eredményeket egy nemzetkdzi konferencia el6adasban (riporter mutansok [4]) €s egy
folyoirat kdzleményben (CRISPR alapt gén inaktivalas [5]) mutattuk be.

4. Intra- és extracellularis 'O, képzédés a mikroalgikban

A tervezett munka egyik fontos eleme volt az el0zetes vizsgalatok soran felismert
extracellularis 'O, képz&dés vizsgalata Synechocystisben és a korall szimbiézis fotoszintetikus
partnereként mikddé Symbiodinium ostoros algaban, tovabba az intracellularis 'O, képzédés
jellemzése a Symbiodinium sejteken beliil. Megerdsitettiik, hogy a Synechocystis sejtek
kivalasztanak a sejtfalon kiviilre egy erés 'O, képzédési potencillal rendelkezé metaboliot,
tovabba azt, hogy ez a metabolit a sejteken beliil nem indukal 'O, képz3dést. A kivalasztott
metabolit nem jut vissza intakt sejtekbe, illetve ha visszajut akkor elveszti 'O, képzési
potencialjat. Ezért a Synechocystis sejtekbdl kivalasztott metabolit a sejtek kornyezetében



talalhaté mas organizmusokra gyakorolhat hatast. Az ezzel kapcsolatos eredményeket egy
nemzetk6zi konferencian mutattuk be [6].

Kimutattuk, hogy az intra- és extracellularis 'O, képz&dés jelen van a Symbiodinium ostoros
algdban. Tovabba azt is, hogy az extracellularis 'O, képz8dés szerepet jatszhat a korall
szimbi6zis kornyezeti stresszhatdsok altal indukalt felbomldsdban. Az eredményeket két
konferencia el6adéasban [7,8] €és a nagy presztizsit New Phytologist folyoiratban kézoltiik [9],
ami jelentds sajtovisszhangot kapott.

Az intracellularis 'O, képz8dés részletes vizsgalatat Symbiodiniumban nagyon megneheziti,
hogy a 'O, kdzvetlen detektalasara alkalmas ESR és fluoreszcens szenzorok nem tudnak
atjutni a sejtfalon. Ezen probléma lekiizdésére kifejlesztettiink egy olyan protoplasztalasi
moddszert, ami lehetdvée teszi a Symbiodinum sejtek falanak célzott eltavolitasat, anélkiil, hogy
a sejtek fiziologiai allapota (fotoszintetikus aktivitas és osztddasi képesség) karosodna. Mivel
a protoplasztalas egy mikrofluidikai rendszerben csapdazddott sejteken torténik lehetéség van
az egyedi sejtek tulajdonsagainak nyomon kévetésére. Kimutattuk, hogy a 'O, vizsgalatokban
gyakran hasznalt fluoreszcens szenzor, a Singlet Oxygen Sensor Green (SOSG), a
protoplasztalas utan bejut a Symbiodinium sejtekbe, ¢€s segitségével kimutathato a
kloroplasztiszokban lokalizalt 'O, képzédés. Az eredmények alapjan késziilt kézirat bekiildés
elott all a Lab on a Chip folyoiratba [10].

A projekt részleges tamogatasaval késziilt tovabba egy Osszefoglald konyvfejezet a reaktiv
oxigén formak szerepérdl a korallpusztulasban [11].

. . r - rer oz z 1 ryz
5. A '0, szerepe a fotoszintetikus apparatus karositasiban és a 'O, ellen védo
mechanizmusok

A reaktiv oxigén formak (ROS) fotoszintetikus rendszerekre gyakorolt hatasaival kapcsolatos
vizsgalatok alapvetd kérdése az, hogy a 'Oy, illetve mas ROS formak (pl. superoxid) milyen
médon vesz(nek) részt a fotoszintetikus apparatus karositasaban. Ezzel kapcsolatos
vizsgalataink egyik fontos eredménye annak kimutatisa, hogy a ndvények és mikroalgak
fénykarositasi vizsgalataiban gyakran hasznalt protein szintézis gatlészer a kloramfenikol
kolcsonhatasba 1ép a fotoszintetikus elektrontranszporttal €s ennek eredményeként szuperoxid
képzdédik az I-es €s a Il-es fotokémiai rendszerben is. Ennek kovetkeztében, kloramfenikol
jelenlétében feler6sodik a Il-es fotokémiai rendszer fényindukalt karositdsa, ezért a
kloramfenikol alkalmazasat keriilni kell a fénygatlasi vizsgalatokban. Ezzel kapcsolatos
eredményeinket egy nemzetkozi folyoirat cikkben kozoltiik [12].

A '0, fotoszintézist karosito hatasaival kapcsolatban az irodalomban vitatott kérdés volt, hogy
a '0, képes-e a Il-es fotokémiai rendszer aktivitasat kdzvetleniil karositani, vagy csak a
karositast helyredllitoé repair folyamat gatldsa révén fejti ki hatasat. A teriilet attekintését egy
0sszefoglald konyvfejezetben kozoltiik [13]. Munkdnk soran megmutattuk, hogy a sejtekhez
adott RB 4altal indukalt 'O, kdzvetleniil karositja a II-es fotokémiai rendszer aktivitasat izolalt
tilakoid membranokban ¢és intakt mikroalga sejtekben egyarant. Ezzel kapcsolatos
eredményeinket egy nemzetkozi folyoirat cikkben kozoltiik [14].

A 'O, hatasaival kapcsolatban szintén vitatott kérdés volt a prolin szerepe a 'O, kioltasaban.
Munkank soran sikeriilt tisztaznunk, hogy a prolin valoban 'O, kioltd hatdsa és azt is
megmutattuk, hogy a kioltads az Un. fizikai mechanizmus utjan torténik, nem pedig kémiai



oxidacid utjan. Azt is megmutattuk, hogy a prolin szuperoxid detoxifikalé hatéassal is
rendelkezik. Az eredmények alapjan egy nemzetkozi folydirat cikk jelent meg [15].
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