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Streszczenie rozprawy doktorskiej pt.:

Ukierunkowana biosynteza i wybrane aspekty aktywnosci biologicznej fikobiliprotein

Fikobiliproteiny — barwne biatka wytwarzane przez cyjanobakterie sg istotnym elementem
aparatu fotosyntetycznego tych fototroficznych mikroorganizméow. W strukturze fikobiliprotein
wyrdznia si¢ apoproteinowy stelaz oraz zwigzane znim grupy prostetyczne - ugrupowania
chromoforowe. Chromofory fikobiliprotein - fikobiliny, to tetrapirole o otwartym tancuchu, ktore nie sg
zwigzane z jonem metalu. Wyroznia si¢ cztery typy fikobilin — fikocyjanobiling, fikoerytrobiling,
fikourobiling oraz fikowiolobiling. Rodzaj i liczba fikobilin zwigzanych z apoproteing determinuje
rozroznienie tych biatek na czerwong fikoerytryne, fioletowo-rozows fikoerytrocyjaning, niebieska
fikocyjaning oraz bigkitng allofikocyjaning. Fikobiliproteiny wystepujace w komorkach cyjanobakterii
tworzg fikobilisomy - superczasteczki sktadajace si¢ z powtarzajacych si¢ monomeréw fikobiliprotein,
ktore moga zawiera¢ od 200 do 500 chromoforow. Obecnos¢ fikobilisoméw usprawnia proces
przenoszenia energii w fotosystemach, a chromofory fikobiliprotein umozliwiaja cyjanobakteriom
pozyskiwanie dodatkowych kwantéw energii $wiatla, zapewniajagc im przewage nad organizmami
wytwarzajacymi tylko chlorofile. Wyraziste zabarwienie i brak toksycznosci sprawity, ze
fikobiliproteiny sa atrakcyjnymi naturalnymi barwnikami, ktore poza przemystem spozywczym
i kosmetycznym znajdujg zastosowanie w biologii molekularnej jako znaczniki fluorescencyjne. Z kolei
wilasciwosci neuroprotekcyjne i przeciwutleniajace fikocyjaniny, wskazujg na mozliwe wykorzystanie
tego barwnego biatka w leczeniu choroby Alzhaimera czy Parkinsona. Inne badania potwierdzaja
przeciwnowotworowe oraz przeciwzapalne wilasciwosci fikobiliprotein, a takze zdolnos¢ do
redukowania jonéw metali. Fikobiliproteiny, petnig rowniez wazng role jako wewnatrzkomorkowe
zrodto azotu. W warunkach ograniczonego dostgpu do tego pierwiastka, zostaje on uzupetiony poprzez
degradacje fikobiliprotein.

Metabolizm cyjanobakterii regulowany jest przez wiele czynnikdéw, a sam proces wytwarzania
fikobiliprotein, réwniez ma wplyw na wilasciwosci tych bialek. Czynniki wptywajace na biosynteze
fikobiliprotein, podczas hodowli cyjanobakterii, to przede wszystkim jakos¢ i intensywnos$¢ oswietlenia,
temperatura, odczyn i sktad podtoza hodowlanego.

Celem przeprowadzonych badan stato si¢ okre§lenie wptywu wybranych modulatorow na
wytwarzanie fikobiliprotein, a takze ustalenie zakresu aktywnosci biologicznej i oddziatywania tak

uzyskanych biatek z jonami ztota.



Prace badawcze realizowano jako zadania ogo6lne obejmujace:

e ocen¢ wrazliwos$ci cyjanobakterii halofilnych i stodkowodnych na dzialanie wybranych stresoréw;
nat¢zenia i barwy $§wiatta oraz modulatorow chemicznych,

e ustalenie zakresu zmian zawarto$ci fikobiliprotein w komorkach cyjanobakterii pod wplywem
wspomnianych czynnikow fizyko-chemicznych,

e okreslenie zakresu aktywnosci biologicznej fikobiliprotein produkowanych przez gatunek
Arthrospira platensis, traktowany jako modelowy ze wzgledu na jego specyficzng wrazliwos¢ na
dziatanie wybranych bodzcow oraz rosngce wykorzystanie w procesie otrzymywania fikobiliprotein
na skale przemystowa,

e okreslenie zakresu interakcji fikobiliprotein produkowanych przez gatunek Arthrospira platensis
z wybranymi jonami metali.

Wyniki  przeprowadzonych badan dowodza mozliwosci kontrolowania biosyntezy
fikobiliprotein przez cyjanobakterie, poprzez zastosowanie modulatorow chemicznych i fizycznych.
Ustalono, ze zmiany zawarto$ci i skladu fikobiliprotein pod wplywem wybranych modulatoréw
wynikajg ze zroznicowanej wrazliwosci sinic halofilnych i slodkowodnych na dziatanie tych
czynnikow. W toku doswiadczen, w ktérych zastosowano zwigzki aminofosfonowe jako stresory
fizjologiczne sinic wykazano, ze (i) sinice stodkowodne sa wielokrotnie bardziej wrazliwe, niz sinice
halofilne oraz, Ze (ii) jeden z testowanych gatunkow halofilnych - Arthrospira platensis, jest wyjatkowo
podatny na dzialanie stosowanych modulatorow jako regulatorow biosyntezy fikobiliprotein.
Wytwarzanie barwnikow bialkowych przez ten gatunek bylo stymulowane w przypadku trzech
badanych fosfonianéw: glifozatu, glifozyny oraz ATMP, podanych w nizszych stgzeniach. Natomiast
obecnos¢ DTPMP — pochodnej fosfonowej kompleksujacej jony metali, hamowala wytwarzanie
barwnych biatek przez przedstawicieli wszystkich testowanych gatunkow halofilnych. Gatunki
stodkowodne, charakteryzowaty si¢ wielokrotnie wyzsza wrazliwo$cia na obecno$¢ badanych
zwigzkow fosfonowych, niz gatunki halofilne. Najbardziej znaczace ograniczenie produkcji
fikobiliprotein, w odpowiedzi na obecno$¢ zwigzkéw aminofosfonowych zaobserwowano w przypadku
Anabaena torulosa, natomiast najmniejsza podatno$¢ na dziatanie tego typu pochodnych wykazywat
gatunek Chroococcidiopsis thermalis.

Ciekawe rezultaty w zakresie zmian zawartosci fikobiliprotein uzyskano rowniez analizujgc
wplyw organicznych polaczenn boru na ten aspekt metabolizmu cyjanobakterii. Podobnie jak
w przypadku zwigzkow fosfonowych, gatunki stodkowodne charakteryzowaty si¢ duzg wigksza
wrazliwo$cig wobec boroniandéw. Kolejnym podobienstwem bylo stwierdzenie, ze szczegdlnym
beneficjentem obecnosci pochodnych boronowych okazaly si¢ cyjanobakterie halofilne gatunku
Arthrospira platensis, ktore zintensyfikowaty biosynteze barwnikow biatkowych pod wptywem kwasu
fenyloboronowego oraz benzoksaborolu.

Dazac do bardziej precyzyjnego ustalenia zakresu oddzialywania modulatoréw na kluczowe

procesy warunkujgce rozwdj bakterii fototroficznych wprowadzono autorskie okreslenie specyficznej
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wydajno$ci wytwarzania fikobiliprotein (Yesp). Warto$¢ Yeep pozwala ustali¢ czy dziatanie stresora
skutkujace zwiekszona produkcja fikobiliprotein, jest zwigzane z nadprodukcja tych barwnikow
biatkowych — co jest efektem specyficznym, czy z intensywnym wzrostem komorek, ktorego wyrazem
jest rosngce stezenie chlorofilu. Wykorzystanie parametru Ypsp okazato si¢ niezwykle pomocne
W analizie wynikow konkretnych eksperymentéw pod katem okreslenia mozliwosci ukierunkowania
biosyntezy fikobiliprotein przez stodkowodne i halofilne gatunki cyjanobakterii poprzez wprowadzenie
okreslonych modulatoréw do $rodowiska zycia mikroorganizmoéw. Potwierdzono jednoznacznie, ze
glifozyna, glifozat, benzoksaborol i 5-fluoro benzoksaborol silnie stymulowaly wytwarzanie
fikobiliprotein przez Arthrospira platensis. Dlatego, do kolejnego etapu - badan pogt¢bionych, wybrano
wlasnie ten gatunek halofilnych sinic.

Uznajac zasadniczg rolg procesow przetwarzania materii i energii dla rozwoju organizmow,
okreslono zmiany statusu energetycznego komorek A. platensis rozwijajacych si¢ w skali laboratoryjnej,
w obecnosci glifozatu, glifozyny, benzoksaborolu oraz 5-fluoro benzoksaborolu. Status energetyczny
komorek A. platensis w warunkach kontrolnych charakteryzowal si¢ przewagg procesow
katabolicznych, natomiast w obecnosci zwigzkéw fosfonowych promowane byly wybrane procesy
anaboliczne, wsrod nich biosynteza barwnikow biatkowych fotosyntezy. Moze to takze potwierdzac,
zdolnos¢ A. platensis do wykorzystywania glifozyny jako zrodta pierwiastkow wykorzystywanych do
tworzenia nowych polaczen chemicznych. Benzoksaborol (0,30 mM) promowal wytwarzanie
fikobiliprotein oraz chlorofili, atakze intensyfikowat procesy anaboliczne. Wartos¢ AEC komorek
rozwijajacych sie w obecnosci 5-fluoro benzoksaborolu (0,30 mM) byta najwyzsza, chociaz rozwoj tego
gatunku, byt porownywalny do kontroli. Co ciekawe, zawarto$¢ chlorofili byta nizsza, gdy A. platensis
rozwijata si¢ w obecnosci B2 i B3 (3,00 mM), rownocze$nie w tych hodowlach zanotowano wyzsze
stezenia fikobiliprotein. Wyniki te wskazuja na znaczacy udziat fikobiliprotein w przyswajaniu energii
$wiatla 1 potwierdzaja mozliwos¢ funkcjonalnego kompensowania niedoboru chlorofilu przez barwniki
biatkowe. Zauwazono takze, ze komorki testowanej sinicy charakteryzowaly si¢ istotnie nizszymi
warto$ciami AEC, gdy w podtozu znajdowat sie DMSO, a obecnos$¢ boronianow niwelowala negatywne
dzialanie tego rozpuszczalnika.

Analizujac wptyw czynnikow fizycznych stwierdzono, ze zastosowanie niebieskiej barwy swiatta
w hodowli A. platensis w fotobioreaktorze skutkowalo stymulacjg wytwarzania fikobiliprotein.
Wykorzystanie sekwencji $wiatta czerwonego i niebieskiego nastepujacych po sobie tydzien po
tygodniu w czternastodniowej hodowli, pozwolito na uzyskanie najwyzszego stezenia fikobiliprotein.
Potwierdzity to réwniez zwiekszone wartosci wydajnosci Ypsp Ustalone w warunkach tego
doswiadczenia. Co istotne, zastosowanie takze w skali poétpilotazowej testowanych modulatorow
chemicznych potwierdzito pozytywny wpltyw glifozatu oraz benzoksaborolu na wytwarzanie
fikobiliprotein. Warto podkreslié, ze prowadzenie hodowli w skali potpilotazowej w obecnosci zwigzku
B2 wplyneto korzystnie na zawarto§¢ fikobiliprotein, w poréwnaniu do doswiadczen w kolbach

stozkowych, co dowodzi, ze z sukcesem przeprowadzono zmiang skali hodowli. Wydajno$¢ procesu
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otrzymywania fikobiliprotein w obecnosci benzoksaborolu byta znaczaco wyzsza, niz w przypadku
hodowli kontrolnej.

Nalezy zwréci¢ uwagg, ze odzialywanie modulatorow, jako czynnikow stresowych w hodowli
A. platensis, wptyneto na strukture drugorzedowa biosyntezowanych fikobiliprotein. Chociaz w kazdym
przypadku dominowaty struktury a-helikalne, co dla biatek rozpuszczalnych w wodzie wydaje sie
naturalne, zanotowano zrdéznicowany udzial struktur (. Najwieksze zmiany zaobserwowano
w przypadku fikobiliprotein syntezowanych w obecnosci $wiatta niebieskiego oraz glifozyny w obu
stezeniach, gdzie struktury 3 stanowity okoto 30% catkowitej ilo$ci struktur drugorzgdowych, co jest
najwyzsza warto$cig w badanych probkach.

Fikobiliproteiny, szczegdlnie niebieska fikocyjanina, posiadajg wtasciwosci antyoksydacyjne.
W przeprowadzonych badaniach okreslono wptyw warunkéw hodowli na zdolno$¢ wytworzonych
fikobiliprotein do redukcji wolnych rodnikéw, uwzgledniajac rodzaj i zawarto$¢ pozyskanych
barwnikoéw. Stwierdzono, ze fikobiliproteiny uzyskane z komorek Arthrospira platensis rozwijajacych
si¢ w $wietle niebieskim, w sekwencji §wiatla czerwonego i niebieskiego nastepujacych po sobie tydzien
po tygodniu w czternastodniowej hodowli oraz w obecnosci pochodnej boronowe;:
5-fluoro benzoksaborolu (B3 3,00 mM), charakteryzowaty si¢ wyzszg aktywno$¢ przeciwutleniajgca.

Zaktadajac, ze zmienione wlasciwosci fizykochemiczne badanych barwnych biatek moga wplywac
na ich aktywno$¢ biologiczna, okre§lono réwniez wrazliwo§¢ wybranych grzybéw mikroskopowych
i fotoautotroféw — sinic stodkowodnych i mikroalg eukariotycznych, wobec fikobiliprotein
pozyskanych z komorek Arthrospira platensis hodowanych w réznych warunkach. Odpowiedz
mikroorganizmow na obecno$¢ fikobiliprotein wyraznie si¢ roéznita. W przypadku mikroalg
eukariotycznych odnotowano wyrazne zahamowanie rozwoju, natomiast stodkowodne sinice
wykazywaly mniejsza wrazliwo$¢ na obecnos$¢ barwnych biatek. Wypada zauwazy¢, ze wigkszosé
testowanych gatunkéw grzybow strzepkowych nie wykazata wrazliwosci na obecno$¢ badanych biatek,
co nie bylo zaskakujace, biorac pod uwage znane zdolnosci tych heterotrofow do wydzielania enzymow
litycznych do podioza. Interesujagce natomiast byto to, ze obecno$¢ fikobiliprotein w podtozu
stymulowata gatunek Trichoderma koningii do wytwarzania zwigkszonej ilo$ci zarodnikow.

Pamigtajac o interesujacych efektach oddzialywan bialek z jonami metali przejsciowych,
przeprowadzono do$wiadczenia z udziatem fikobiliprotein i jonow ztota Au®*. Zauwazono, ze badane
biatka zmienily swoje wlasciwosci fizykochemiczne w obecnosci jonow ztota (III) w roztworze.
Pomiary spektrofotometryczne UV-Vis potwierdzity zanik pasm odpowiadajgcych maksimom absorbcji
fikobiliprotein, w obecnosci jondw zlota, czemu towarzyszyla precypitacja tych biatek z roztworu
w postaci osadu o fioletowo-czerwonej barwie. Moze to $wiadczy¢ o powstawaniu drobin metalicznego
ztota zwigzanych z powierzchnig fikobiliprotein. Zjawisko to potwierdzono na podstawie obserwacji

mikroskopowych SEM.



