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1. A doktori értekezés kutatasi elozményei és célkitiizései

A fehérje foszforilacid ¢€s defoszforilaci6 a reverzibilis
poszttranszlaciés modositdsok egyik fo formajat képviseli, gyakran
,,be- €s kikapcsoloként” szolgél, amely az eukaridtdk szamos cellularis
folyamatat szabalyozza azaltal, hogy modulalja a szubsztrat fehérjék
konforméciojat, aktivitasat, lokalizaciojat és stabilitasat, igy
befolyasolva az anyagcserét, jelatviteli utvonalakat és a sejtciklust. A
szerin/treonin specifikus foszfoprotein-foszfatazok, minden
eukariotdban mindeniitt jelenlévd enzimek (Smith & Walker, 1996). A
PP2A a sejtciklus szabalyozasa soran tobb mint 300 szubsztratot képes
defoszforilalni, igy befolydsolva a sejtosztddas szinte minden fazisat és
biztositva a mitozis megfeleld eléremenetelét (Wlodarchak & Xing,
2016). A PP2A egy harom alegységbdl allo multifunkcids holoenzim
komplex. Tartalmaz egy A ,,scaffolding” alegységet, egy C katalitikus
alegységet €s egy varabilis B regulator alegységet, ami meghatarozza a
szubsztrat specificitast €s az enzimkomplex lokalizacidjat. Az egyes
alegységek szamos izoformaban vannak jelen, amelyek hozzéjarulnak
a PP2A funkcionalis sokféleségéhez (Luan, 2003).

A hiszton fehérjék a kromatin {6 6sszetevdi, amelyeket szdmos
poszttranszlacids modositds szabalyoz. A reverzibilis hiszton H3
foszforilacio kulcsfontossagu szerepet jatszik a kromoszomak

........

crer

szabalyozasahoz ¢és a megfeleld testvérkromatida szegregaciod
végbemeneteléhez. A mitdzis sordn a hiszton H3 foszforilacios
mintazata dinamikusan valtozik, a profazisban jelenik meg el0szor és
folyamatosan kezd emelkedni a foszfo-hiszton szint, a metafazisban éri
el a cstcsot, majd a kromoszoéma szegregécioval elkezd csokkeni a
foszforilacio mértéke. A folyamat szabalyozéasaban jol ismert az Aurora
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kindzok szerepe a mitdzis korai fazisaiban (Houben et al., 2007; Zhang
et al., 2014), azonban a defoszforilacidban szerepet jatszo protein
foszfatazokat a novényekben még nem azonositottdk egyértelmiien.
Kiilonbdz6 modellndvényekkel végzett kisérletek, mint példaul Vicia
faba (Beyer et al., 2012; Garda et al., 2018), vagy Ceratophyllum
submersum (Ujvarosi et al., 2019), valamint allati (Nowak ef al., 2003)
¢s human (Huang et al, 2005) sejtekkel végzett vizsgalatok arra
utalnak, hogy a PP2A kulcsfontossdgi szerepet jatszik ebben a
folyamatban, hiszen gatldsa vagy mutaciéja hiszton H3
hiperfoszforilaciot és mitotikus hibakat okozott. Ugyanakkor tovabbra
sem egyértelmii, hogy a PP2A kozvetleniil felelds-e a hiszton H3 szerin
10-es aminosavnal torténd defoszforilacigjéért, és a holoenzim mely
alegységei lehetnek ebben kulcsfontossaguak.

A kutatdsunk legfobb célja a PP2A szerepének a vizsgilata a
sejtosztddas soran  Arabidopsis  thaliana (ladfli) gyOkércsucs
merisztéma sejtekben. Vizsgéaltuk a PP2A szabalyozd szerepét
kiilondsen a kromoszéma szegregéacid pontos iddzitése és a mitdzis
elérehaladasa soran. A PhD kutatdsom legfobb fokuszaban a
reverzibilis hiszton H3 foszforilacio szabalyozasanak a vizsgalata allt
mitodzis alatt.

Célunk volt feltarni, hogy

(i) a C3/C4 illetve a FASS alegység funkcidinak a kiesése hogyan
befolyésoljak a teljes protein foszfataz aktivitast.

(i) van-e Osszefiiggés a protein foszfatdz aktivitds megvaltozasa ¢s a
mitdzist szabalyoz6 folyamatok kozott.

(iii) ezen alegységek hogyan befolyésoljak az Arabidopsis thaliana
gyOkércsucs merisztéma sejtek mitotikus aktivitasat, illetve hogyan
befolyasoljak a folyamat megfeleld végbemenetelét.
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(iv) mik a szerepiik a hiszton H3 foszforilacidjanak szabalyozasaban a

mitozis alatt, kiilonds tekintettel arra, hogy vajon ezek azok a PP2A
komplex alegységek melyek direkt részt vesznek a hiszton H3
defoszforilacigjdban a kromoszéma szegregdcid utan?

A PhD tanulméanyaim soran egyiittmikodést alakitottam ki Dr.

David Bouchez SPACE (Spatial Control of Cell Division)
kutatocsoportjaval az INRAE Kutatokozpontban Versailles-ben

(Université Paris-Saclay, INRAE, AgroParisTech, Institut Jean-Pierre
Bourgin for Plant Science (IJPB), Versailles, Franciaorszag), ahol

harom honapot toltéttem ¢és a kisérleteket Dr. Martine Pastuglia
iranyitasa alatt végeztem.

A kozos projektnek két f6 célja volt:

(i)

(i)

Egyrészt tudomanyos szempontbol a TTP foszfataz komplex
szerepét vizsgaltuk a mitdzis folyamata alatt. A TTP komplexrdl mar
ismert, hogy szabélyozza a kortikalis mikrotubulus hal6zatokat és
iranyitja a sejtosztodas térbeli szervezddését. Ez a multiprotein
komplex magéban foglalja a PP2A holoenzimet, amelynek FASS
alegysége felelds a foszfataz aktivitas szabdlyozaséaért, ezenkiviil
egy TONI nevil Osszeszereld alegységet, valamint TRM fehérjét,
amely a komplex lokalizacidjaban jatszik szerepet (Schaefer et al.,
2017). Kutatasunkban azt vizsgaltuk, hogy a FASS alegységen kiviil
mas alegységek is befolyasoljak-e a reverzibilis hiszton H3
foszforilaciot.

Masrészt  technikai  céllal  toltéttem  harom  hénapot a
kutatdintézetben, ahol immunlokalizacios kisérleteket végeztem,
elsajatitottam a fejlett konfokalis mikroszkopos képalkotast, majd
hazatértem utan folytatdlagosan részt vettem a hiszton H3
fluoreszcens jelének detektalasara és kvantifikalasara szolgalo
félautomata 3D modszer kifejlesztésében.
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2. A kutatas soran alkalmazott anyagok és modszerek

Kutatasainkhoz a novénybioldgiai vizsgalatokban gyakran
hasznalt modellnévényt, az Arabidopsis thaliana Columbia 6kotipust
hasznaltuk. Eldszor genetikai megkdzelitést alkalmaztunk, vagyis a
vad-tipusu ndévények (Col0) mellett Columbia hattérrel rendelkezd
PP2A protein foszfatdz mutans novényeket is vizsgaltunk. A pp2ac3
pp2ac4 dupla mutins (tovabbiakban c3c4) esetében a C3 és C4
katalitikus alegységek funkcidja esik ki (Alonso et al., 2003;
Ballesteros et al., 2013; Spinner et al., 2013), mig a fass-5 és fass-15
mutansok esetében a B” regulator alegység FASS izoforma funkcioja
hibas (Camilleri et al., 2002; Kirik et al., 2012). A mutacié kiilonbozé
mértékli morfoldgiai elvaltozasokat okozott, legerdsebb elvaltozasokat
a fass-5 knock-out (KO) mutans esetében lathatunk, ahol a névény
gumoszerll, szabad szemmel alig megkiilonboztethetd a hajtas és a
gyokér.

Ezutan farmakologiai megkozelitést alkalmaztunk. Az 6t napos
csirandvényeinket mikrocisztinnel kezeltiik 24 oraig. A mikrocisztin-
LR (MCY-LR) egy cianobakterialis toxin, amely eutrof vizterekben
cianobaktériumok  altal okozott toxikus vizvirdgzas soran
felszaporodhat és igen nagy stabilitdsdnak koszonhetden honapokig
megmaradhat a vizterekben €s ont6zévizekben, igy a taplaléklancban is
felszaporodhat 0kologiai és human egészségligyi kockazatot jelentve
(Campos & Vasconcelos, 2010). A MCY-LR egy ciklikus heptapeptid,
ami specifikusan gatolja a PP2A és PP1 protein foszfatazokat, emellett
hatasara megnovekedhet az intracellularis reaktiv oxigén formak (ROS)
termelése a sejtekben, amely kdvetkeztében oxidativ karosodasokat is
okozhat (MacKintosh & Diplexcito, 2010). A mikrocisztin hatasara
bekovetkezd protein foszfataz gatlast és az oxidativ stressz indukalast
kovetden kiilonbozé molekularis események és jelatviteli titvonalak
kaszkadja indul el, amely membran karosodasokat (lipid peroxidacio),
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fehérje denaturaciot, enzim inaktivaciot, citoszkeleton rendezetlenséget
¢s sériilést, mitokondrialis permeabilitas valtozast és karosodast, DNS
karosodasokat, vagy akar apoptdzist valthat ki (Valério et al., 2016;
Mathé et al., 2019). A vizsgalat soran hasznalt toxin koncentraciokat
ugy valasztottuk meg, hogy a vizsgalt idoperiodusban ne okozzanak
sejthalalt, de wvaltsanak ki sejtszintli elvaltozasokat, igy a
kisérleteinkhez a kornyezetileg relevans 0,05 uM (Ujvérosi et al., 2019)
¢s 1 uM koncentraciokat hasznaltunk. A MCY-LR tisztitasat Kos és
mtsai. (1995) moddositott modszere alapjan végezte Prof. Dr. Vasas
Gabor és kutatocsoportja (Debreceni Egyetem, TTK, BOI, Novénytani
Tanszék) Microcystis aeruginosa BGSD 243 jelli cianobaktérium torzs
tenyészetébol. A sejteket centrifugalassal gyljtotték Ossze, majd
extrahaltdk. A cianotoxin tisztitasit DEAE Cellul6z-52 (Whatman DE
52) oszlopon  végezték, majd Toyopearl  méretkizarasos
kromatografidval tovabb tisztitottdk a szennyezoktdl. A kinyert MCY -
elektroforézis modszerek segitségével allapitottak meg (Kos et al.,
1995; Vasas et al., 2004). A vizsgélatban hasznalt MCY-LR >95%-o0s
tisztasagu.

Az in vivo izotopos protein foszfatdz aktivitds méréseket, amely
magaban foglalja a PP1 és PP2A aktivitas egyiittes, illetve a kiilon-
kiilon meghatarozott aktivitadsokat, a kordbban leirtak szerint Erdddi és
mtsai. (1995) médszere alapjan Dr. Konya Zoltan végezte (Debreceni
Egyetem, AOK, Orvosi Vegytani Intézet). Radioizotopos biokémiai
modszerek szubsztratja a [*P]-MLC20 (*?P-jelolt, 20 kDa-os pulyka
miozin konnyli lanc), amely defoszforilalasat sejtkulturdkban
elsdsorban a PP2A ¢s PP1 végzi (Erdodi et al., 1995). A PP1 és PP2A
aktivitasanak elkiilonitett vizsgalatdhoz természetes PP1 gatlot, az
Inhibitor-2 (I-2) alkalmaztuk, amely eukaridtdkban, igy ndvényekben
is blokkolja a PP1-et. Az I-2 hozzadaddsa utdn az extraktumokbol a
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PP2A aktivitasat mértiik, mig a PP1 aktivitast igy szamoltuk ki, hogy
a teljes protein foszfatdz aktivitdsbol levontuk a PP2A aktivitas
mértékét (Dedinszki et al.,, 2015). A gatlészerek nélkiill mért
aktivitasokat 100%-nak tekintettiik, és a kezelt mintakat a kontroll
értekhez hasonlitottuk.

Specifikus foszforilalt hiszton H3 (Ser10) elleni antitest (Hendzel
et al., 1997) segitségével vizsgalni tudtuk a hiszton H3 foszforilacios
dinamik4jat a mitozis alatt indirekt immunhisztokémiai jelolés,
konfokalis mikroszkopia és kvantitativ szignal analizis segitségével. A
foszfo-hiszton fluoreszcens jelek (phH3S10) specifikusan az oszt6do
sejtekben jelentek meg fekete hattér elétt. A fluoreszeens jelintenzitést
2D-ben mértiik ¢s a pixelek atlag teriilet integralt optikai denzitasaként
(AIOD) fejeztik ki. A kromoszoméak kimutatdsdra hasznalt
fluoreszcens festék (DAPI), illetve a mikrotubulusok vizualizacidjara
alkalmazott antitestek lehetdvé tették a mitotikus aktivitasok kvantitativ
meghatarozasat a mitotikus index szdmitasaval (osztddo sejtek %-os
aranya az 0sszes sejthez képest) az 0sszes osztodasban 1évo sejt esetén,
valamint kiilon vizsgélva a korai (profazis + prometafazis + metafézis)
¢s kései (anafazis + telofazis) osztddasi fazisokat. A foszfo-hiszton H3
¢s a mikrotubulusok kimutatdsdra hasznalt antitestek egyféle
gazdadllatbol szarmaztak, igy ezeket a jeloléseket kiilon-kiilon
végeztiik el; minden esetben DAPI-val jeldlve a kromatint. A whole-
mount modszer lehetévé tette, hogy a szovetek metszése nélkiil, egész
csirandvényben vizsgdlhassuk a kimutatni kivant fehérjéket és
sejtalkotokat. Az eljaras fobb Iépései: fixalds, permeabilizacio,
blokkolds, valamint az elsOdleges és sziikség esetén masodlagos
antitestek hozzaadasa. A novényi sejtfal akadalyozza az ellenanyag
bejutasat a sejtbe, ezért a sejtfalat enzimatikusan emésztjiikk a fixalast
kovetden (Pasternak et al, 2015). A fluoreszcensen jeldlt ndvényi
gyokér mintdk elemzése konfokalis 1ézer pasztazd mikroszkdpidval
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(CLSM) tortént. A Debreceni Egyetem Zeiss LSM 880
mikroszkopjaval késziilt felvételeket Dr. Ujlaky-Nagy Laszlo (DE,
AOK, Biofizikai és Sejtbiologiai Intézet), mig a Nikon Ti-E
mikroszkopjaval késziilt felvételeket Dr. Garda Tamas (DE, TTK, BOI,
Novénytani Tanszek) készitette. A kisérleteket tobbszoros fiiggetlen
ismétlésben végeztilk el, minden genotipus ¢és minden kezelés
minimum 5 alkalommal ismétlésre kerilt, kisérletenként 3-4
gyokérminta elemzésével. Minden alkalommal a mikroszkdp
beallitasok a kontroll (Col0, kezeletlen) mintdhoz lettek modositva,
ugy, hogy a pixelintenzitasok ne telitédjenek. A mikroszkopos képeket
Fiji (Fiji is just ImagelJ) szoftver (Schindelin et al., 2012) segitségével
elemeztiik.

A franciaorszagi egylittmiikodés keretein beliil a foszforilalt
hiszton H3 szint kvantifikalasara fejlesztettiink ki egy harom makré
programbol allo félautomata 3D moddszert Fiji szoftverben. Ez még
pontosabb elemzést tesz lehetdvé a mitdzis alatti hiszton dinamika
vizsgalatahoz, hiszen a konfokalis mikroszkopozas soran természetesen
megjelend Z-mélységbeli jelerdsség csokkenést korrigalja, igy a
hiszton foszforilacié idébeli valtozasait megbizhatobban kovethetjiik.
A fluoreszcens jel intenzitdsat a pixelek integralt denzitdsaként
(IntDen) hataroztuk meg, amely az egyes o0sztodd sejtekhez tartozo
phH3S10 fluoreszcens jelintenzitas értékek 0sszegét mutatja 3D-ben.
Vizsgalatainkhoz felhasznaltuk a vad-tipust ndvények mellett a PP2A
c3c4 dupla mutanst, valamint A ,scaffolding” alegység mutansokat
alkalmaztunk, nevezetesen a fenotipikus elvaltozasokat alig mutato
pp2aa2 pp2aa3 (tovabbiakban a2a3), illetve a mutacio altal az erds
morfologiai elvaltozasokat mutatdé pp2aal pp2aa3 dupla mutansokat
(tovabbiakban ala3) (Zhou et al., 2004). Tovabba vizsgaltuk a TTP
komplex szerepét a reverzibilis hiszton H3 foszforildciojaban a trm6
trm7 trmd tripla mutanst (tovabbiakban trm678) (Schaefer et al., 2017)
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alkalmazva. Annak tesztelésére, hogy a moddszer képes-e pontosan
mérni a hiszton foszforilacid mértékét kiilonbozo koriilmények kozott,
hesperadin kezelést alkalmaztunk, ami egy jol ismert Aurora kindz
inhibitor (Hauf et al., 2003). Az 6t napos vad-tipust csirandvényeket A
I uM  hesperadinnal kezeltik 24  o6rdig.  Whole-mount
immunlokalizacios technikaval a foszforilalt hiszton H3 (phH3S10)
mellett jeloltik a mikrotubulusokat, illetve DAPI-val a kromatint.
Ezekben a mintdkban egyszerre tudtuk jel6lni a foszforilalt hisztont és
a mikrotubulusokat, mert a felhasznalt antitestek kiilonb6z6
gazdadllatbol szdrmaztak, igy a mitdzis fazisait még pontosabban
elkiilonithettik a mikrotubulus organizacid6 segitségével. A
Franciaorszagban végzett kutatomunka alkalméval a vizsgalt mintak
felvételei Leica SP8 tipusu konfokalis mikroszkoppal késziiltek. A
novény primer gyokerérdl teljes 3D felvétel késziilt, a phH3S10
csatornan minden esetben ugyanazokat a beallitasokat hasznaltuk a
felvételek készitése kozben az 0Osszehasonlitd elemzések céljabal,
ligyelve arra, hogy ne legyen telitett pixel. Az 6sszes dsszehasonlitando
genotipust vagy hesperadin kezelt ndvényeket ugyanabban a
kisérletben jeloltik ¢és egy iddben készitettik a mikroszkopos
felvételeket. Atlagosan 7-8 gyokeret elemeztiink genotipusonként vagy
kezelésenként.

A Debrecenben végzett kisérletek statisztikai elemzését post-hoc:
Holm-Sidak  modszerrel ¢és  r-tesztekkel végeztik. Minden
szamszerlsitett adatot a Systat Sigma Plot 10.0/12.0 ® szoftver
segitségével abrazoltunk, az abrdk az atlag +SE (standard hiba)
értékeket mutatjak. A Franciaorszagban végzett adatelemzéshez nem-
paraméteres Mann-Whitney tesztet alkalmaztunk. A grafikonok
abrazolasa ggplot2 (Wickham, 2016) és Microsoft Excel segitségével
tortént, az abrak szorasa az atlag +CI95 (az atlag 95%-os konfidencia
intervalluma) értékeket mutatjak.
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3. A kutatas legfontosabb eredményei és megbeszélésiik

A PP2A mutansok protein foszfataz aktivitasat vizsgalva a vad-
tipushoz viszonyitva érdekes eredményeket tapasztaltunk. A c3c4
esetében a vartaknak megfeleléen a C katalitikus alegység kiesése
gatolta a foszfataz aktivitasokat, azonban a fass mutacio ellenére a
foszfataz aktivitas (PP2A ¢és PPl is) ezekben a mutinsokban
megemelkedett. Western blot kisérletek is alatamasztottdk a PP2A
katalitikus alegység expresszidjdnak a megemelkedését fass
mutansokban. A mitotikus aktivitdsokat vizsgalva szignifikans gatlast
tapasztaltunk a c3c4 és a fass-5 esetében. Ezenkiviil a mutacié altal
erdteljesebben befolyasolt fass-5 ndvényekben korai mitotikus blokkok
is megfigyelhetdk. A kezeletlen genotipusok hiszton dinamikajat
Osszehasonlitva a vad-tipust ndvények esetében az irodalomban leirt
foszforilacidos mintazatot tapasztaltuk, vagyis a legerésebb phH3S10
jelet a metafazisban mértiikk, majd a kromoszoma szegregacid utan
folyamatosan csokken a szintje. A PP2A mutansokban kiilonb6zo
eltéréseket tapasztaltunk. A c3c4 és a gyengébb fenotipusu fass-15
mutansok esetében a mintazat kisebb eltérést okozott: phH3S10 jel a
profazisban magasabb szintrdl indul, illetve anafazisban is magasabb
még a foszforilacio mértéke. Legérdekesebb elvaltozast a fass-5 KO
mutans esetében tapasztaltunk, ahol azt vartuk volna, hogy a protein
foszfatdz mutdcidja erdteljes hiperfoszforilacidt fog okozni, azonban
meglepetésiinkre a phH3S10 szintje nagyon alacsony az egész mitdzis
folyamata alatt.

A PP2A funkcidjanak mélyebb megértése érdekében MCY-LR
kezelést is alkalmaztunk, mivel ez a cianotoxin specifikusan gatolja az
0sszes PP2A ¢és PP1 holoenzim komplexet (MacKintosh & Diplexcito,
2010), igy lehetéség nyilt a kiillonbozd foszfatazok kozotti esetleges
funkcionalis kompenzéaciok vizsgalatara is. Emellett alkalmat adott a
toxin farmakoldgiai hatdsainak feltérképezésére is Arabidopsis thaliana
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modellndvényben. A PP2A mutdnsok ¢és gatloszerek kombinalt
alkalmazasa pontosabb megkozelitést kinal a protein foszfataz aktivitas
szabalyozasanak vizsgéalatdhoz, valamint annak a mitotikus
folyamatokban ¢és a hiszton H3 reverzibilis foszforilaciojaban betdltott
szerepiik tanulmanyozasaban.

A vad-tipusu A. thaliana esetében a cianotoxin gatolta a PP2A
aktivitasat egész névényi mintaban és fogyokerekben is, azonban a PP1
aktivitdsit nem befolyédsolta a toxinkezelés, szemben a kordbban
vizsgalt modellndvényekkel, ahol mindkét foszfatdz tipust gatolta
(Méath¢é et al., 2013; Garda et al., 2018). A gyokerek érzékenyebbek
mar gatld hatast fejtett ki. Ez arra utal, hogy a MCY-LR kival6 eszkoz
a PP2A funkcidinak ludfiiben torténd vizsgalatdhoz. A PP2A mutans
novényeket vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy a MCY-LR gatlo hatést
fejtett ki a PP2A aktivitdsokra, erteljesebb hatasok érvényesiiltek a
esetében azonban nemcsak a PP2A, hanem a PP1 aktivitasa is csokkent.
Ez a mutdns kifejezettebb fenotipikus elvaltozasokat mutat, ami
érzékenyebbé teszi kiilonb6zo stresszfaktorokra szubcellularis szinten,
ahogyan Juhdsz és mtsai. (2023) is kimutattdk (Juhdsz et al., 2023).
Ezért ez esetben arra kovetkeztethetlink, hogy a MCY -LR altal okozott
PP1 gatldis nem all kozvetlen kapcsolatban a FASS ¢és C3/C4
kolcsonhatas megvaltozasaval.

A novényekben még kevésbé ismert a PP1 és PP2A szabalyoz6
szerepe a mitozis idozitésében, ugyanakkor tobb novényfajnal
megfigyelték, hogy a MCY-LR gétolta a PP1 és PP2A aktivitasat, ami
befolydsolta a metafdzis-anafazis atmenetet és késleltette a mitdzis
elérehaladasat (Mathé et al., 2009, 2013; Beyer et al., 2012; Garda et
al., 2016, 2018). Ezen kisérletek alapjan A. thaliana esetében is azt
vartuk, hogy a mikrocisztin kezelések sulyos karosodasokat okoznak
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majd a mitotikus apparatusban, gatolva vagy akar teljesen blokkolva a
folyamatot. Col0 esetében a mitotikus aktivitast is gatolta a cianotoxin
a PP2A gatlasaval parhuzamosan, azonban mitotikus blokkokat nem
okozott. A 0,05 puM MCY-LR kezelés hatékonyabban gatolta a
mitozist, mint a magasabb koncentracio, noha a PP2A aktivitasanak
azzal magyarazhaté, hogy 1 puM MCY-LR kezelés hatasara
megndvekedett a PP2A katalitikus alegység expresszidja, ahogyan azt
korabban rizs €s uborka modellndvényekben is kimutattdk, ami
hozzajarulhat a mikrocisztinnel szembeni tolerancia kialakuldsédhoz
(Ma et al., 2023). Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az alacsony
expresszio kozotti egyensulyt, mig magasabb koncentracional a
fennmaradd6 PP2A szintek részben ellensulyozhatjdk a mitotikus
aktivitasbeli gatlast.

A PP2A mutansok mitotikus aktivitdsat eltéré modon
befolyasolta a mikrocisztin. A c3c4 és fass-5 novények 0ssz mitotikus
aktivitasat megemelte a 0,05 uM cianotoxin, azonban a fass-5 esetében
ez inkabb a korai mitotikus fazisban jelentkezd erételjes blokkoknak
koszonhetd, amelyek megndvelték a szamitott mitotikus indexek
aranyat. A fass-15 gyokerekben nem figyelheté meg mitotikus blokk,
mint a fenotipusosan erdsebben érintett fass-5 esetében, és a 24 Oras
MCY-LR kezelés csupan kései mitotikus megallast okozott ebben a
genotipusban. Ugyanakkor 48 oras toxinhatds utdn mar a fass-15-ben is
detektalhaté korai mitotikus blokk (Garda er al, 2025). Ezek az
eredmények alatdmasztjak azt a feltevést miszerint a FASS szabalyozo
alegység hianya nem csupan a PP2A aktivitasat befolyasolja, hanem
sz€lesebb korli szerepet is jatszik kiilonbozo cellularis folyamatokban.
Emellett a C3/C4 és FASS specifikus funkcidkkal rendelkezhetnek a
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mitotikus szabéalyozdsban, amelyek eltérnek a PP2A holoenzim
altalanos szerepeitol.

Mig a kutatocsoport a korabbi kisérletekben hasznalt Vicia faba
esetében hiszton H3 hiperfoszforilaciot detektalt mikrocisztin kezelés
utan (Beyer et al., 2012; Garda et al., 2018), addig A. thaliana Col0
modellnévényben csupan enyhe hatdsokat figyeltiink meg. A c3c4 és a
fass-15 mutins novényekben enyhén emelkedett phH3S10 szintet
detektaltunk a toxinkezeléseket kdvetden, azonban kifejezettebb volt,
mint Col0 esetében. Ez arra utalhat, hogy ezeknek a specifikus
alegységeknek a hibas milkddése hatassal van az egész PP2A
holoenzim készlet miikodésére, mert a MCY-LR az 0sszes lehetséges
PP2A enzimkomplex kombinaciot gatolja. A legérdekesebb hatéast a
fass-5 KO mutans esetében tapasztaltuk: a MCY-LR latszolag
helyredllitja a foszforilacids mintizatot, vagyis a korai mitotikus
fazisokban a phH3S10 szintje ndvekszik, legmagasabb ért¢k a
defoszforilalodik a fehérje. EzekbOol az eredményekbdl azt
feltételezziik, hogy a PP2A csak indirekt médon szabélyozza a hiszton
H3 defoszforilacidjat. A fass-5 mutansokban magasabb a foszfataz
aktivitds, vagyis a fehérjék defoszforilacigja erdteljesebb, igy a
foszforilacio-fiiggé  Aurora  kindz  aktivitdsat  gatolhatja a
megemelkedett szinti PP2A aktivitds (Eyers et al, 2003), ami
magyarazhatja az alacsony foszfo-hiszton szintet fass-5 kontroll
mutansokban. Azonban mikrocisztin kezelés kovetkeztében a toxin
gatolja azokat a protein foszfatazokat, amik defoszforilaljak az Aurora
kinazt, igy a kindz visszanyeri aktivitasat és be tudja tolteni a funkcigjat
¢s foszforilalja a hiszton H3-at a mitdzis korai fazisaiban. Ezért a PP2A
a hiszton H3 foszforilaciojat valoszintileg az Aurora kinaz aktivitasanak
szabalyozasan keresztiil befolydsolja, nem pedig kozvetleniil a hiszton
szubsztratokon.
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Bar a hiszton H3 foszforilacids szintje részben fligg a foszfataz
aktivitastol, az emelkedett phH3S10 szintek tobb Arabidopsis thaliana
genotipusban nem jartak egyiitt mitotikus blokkokkal, fiiggetleniil a
MCY-LR kezelésektdl. Ez arra utal, hogy ludfiiben a foszfatdzok
szerepe a mitdzis ¢és a hiszton foszforilacid szabdlyozasaban
Osszetettebb és eltérd a Vicia-hoz képest, ahol a cianotoxin gatolta mind
a PP2A ¢és PP1 aktivitasat, amivel parhuzamosan megfigyelhet a
kromatin hiperkondenzacidja €és a hiszton H3 hiperfoszforilacioja,
valamint a metafazis-anafazis atmenet késleltetése. Ezen kisérletek
alapjan a PP2A, a PP1, valamint ezek Osszetett kdlcsonhatdsai részt
vesznek a hiszton H3 foszforilacids allapotanak, illetve a mitdzis
kezdetének és befejezésének szabalyozasdban (Beyer et al., 2012;
Garda et al., 2018). Azonban Arabidopsis thaliana esetében a foszfataz-
mit6zis-hiszton foszforilacié kapcsolat dsszetettebbnek bizonyult: ha
kozvetlen Osszefliggés lenne, a csokkent PP2A aktivitds hiszton H3
hiperfoszforilaciot és korai mitotikus blokkokat okozna, mig a
megnodvekedett aktivitds ennek ellentétes hatasait véltana ki, azonban
kisérleteink vegyes eredményeket mutattak. Ezenkiviil lehetséges, hogy
a FASS regulator alegység kiesése hatassal van az enzimkomplex sejten
beliili elhelyezkedésére, igy meglehet, hogy a PP2A nem a megfeleld
helyen (ebben az esetben a kromoszomakon) lokalizalodik, igy nem
tudja elvégezni a hiszton defoszforilacidjat. A fass mutdnsokban
megemelkedett PP2A aktivités arra utalhat, hogy mas PP2A holoenzim
komplexek kompenzaljak a FASS B” regulator alegységet tartalmazo
enzimkomplex funkcidjat a tulélés érdekében és ezaltal befolyasoljak a
phH3S10 mértékét az Aurora kindz aktivitdsan keresztiil.
Osszességében a mitotikus szabalyozas ludfiiben dsszetett és szamos
mechanizmus tovabbi vizsgalatot igényel.

A hiszton foszforilacios jelek elemzése 3D-ben nodvelheti a
statisztikai er6t, ¢€s érzékenyebben képes kimutatni kisebb
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kiilonbségeket mutdnsok és kezelések kozott. A versailles-i INRAE
kutatdintézetben toOltott tartdzkodasom alatt, valamint hazatérésemet
kovetden hozzajarultam egy fejlett, félautomata 3D képelemzési
modszer kifejlesztéséhez, ami a Fiji szoftver beépitett MorpholibJ
(Legland et al.,2016) és BoneJ2 (Domander et al., 2021) bovitményeire
¢épiil, lehetdové téve a teljes phH3S10 fluoreszcens jelintenzitas
meghatarozasat minden egyes sejtmagban, fliggetleniil az osztodas
fazisatol. A phH3S10 fluoreszcens jelek magas specificitast mutatnak
alacsony hattérintenzitas mellett, igy ezt kihasznalva létrehoztunk egy
olyan protokollt, ami automatikusan csoportositja (szegmentalja) a
phH3S10 pozitiv sejteket (objektumok) ¢és kvantifikdlja ezek
fluoreszcens jelintenzitasat.

Az analizis folyamata harom kiilonb6z6 makrd miikodését veszi
igénybe egymasra épiilve: az elsd a jelerdsség csokkenését korrigdlja a
Z-mélységben, a masodik az egyes phH3S10 fluoreszcens jelek
intenzitdsdt méri le a korrigalt felvételeken, a harmadik pedig az
0szto6do sejtek kiilonbozo fazisban 1€évé allapotanak a meghatarozasara
szolgdl. Az Image]J makr6 programokat Dr. David Bouchez irta és
fejlesztette az altalam végzett mikroszkopos képanalizisek eredményei
alapjan. A projekt sordn a feladatom a nagyszdmi mikroszkopos
felvétel kvantitativ elemzése volt, amely soran kapott adatok tobb
korben hozzajarultak a program optimalizalasahoz.

A fluoreszcens jelintenzitas konfokalis mikroszkopozas soran a
Z-mélység novekedésével (az egyre mélyebb optikai szeletek felvétele
készitése soran) természetébdl adodoan csokken, ami elsdsorban a
gerjesztd ¢és a kibocsajtott fény szoérasanak és abszorpcidjanak
koszonhetd, illetve fotokémiai fakulds kovetkezménye is lehet (Biot et
al., 2008; Ohser et al., 2020). Ez a jelvesztés torzithatja a phH3S10
értékeket, mivel a mélyebben elhelyezkedd sejtek gyengébb intenzitast
mutathatnak pusztan pozici6juk miatt. Az elsé makrd program ezt a
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jelerésség csokkenést korrigdlja a Z-mélységben a metafazisos sejtek
alapjan. Lényegében automatikusan szegmentalja a metafazisban 1évo
sejteket (melyek intenzitds értéke elég homogénnek bizonyult a
korrekcio kiszamolasdhoz), majd ezt kovetden egy regresszids
korrekcids egyiitthatot szamit, amihez a kozépsd szeletet veszi
referencia értéknek. A felsd szeletek jeleit csokkenti, mig az also
szeletek jeleit noveli, igy kiegyenlitve a térbeli kiilonbségeket. Ezaltal
a mért phH3S10 kiilonbségek kizardlag az idébeli valtozasokat, vagyis
a mitozis elorehaladtaval valtozo foszforilacidos mértékeket mutatja. A
korrekcios makro futtatasa utan kizartuk az alacsony R? értéki
gyokereket a tovabbi elemzésekbdl. Bizonyos kezelések vagy
genotipusok csokkenthetik a metafazisos sejtek szamat, ezért ilyenkor
a makrd az Osszes phH3S10 jel alapjan, szlirés nélkiil szamitja a
korrekciot.

Kihivast jelentett még a foszfo-hiszton valtozatos mintdzata a
mitotikus fazistol fliggden. A masodik makrdé program a felhasznalod
altal megadott bedllitdisoknak megfelelden (sziirkeértek kiiszob,
objektumok minimalis térfogata, dilatdcios sugar, pixel méret, stb.)
képes szegmentalni minden egyes sejtmagot ¢és a korrigalt képeken
mérni a hozzajuk tartozo teljes fluoreszcens jelintenzitds mértékét 3D-
ben. A lemért paraméterek (atlag, szoras, maximum, minimum, median,
integralt denzitds stb.) egy Excel tiblazatban jelennek meg, az
egylitt. Késobb az adatelemzés ebben a tdblazatban zajlik, ahol példaul
manualisan eltavolithatjuk a hibasan szegmentalt objektumokat.

A harmadik annoticids makrd segitségével félautomata modon
hatarozhatjuk meg az egyes mitotikus fazisokat a mikrotubulus
organizacio, illetve a hiszton foszforilaciés mintazat alapjan. A
program végighalad egyesével a szegmentalt objektumokon és mi egy
legdrdiild meniibdl valaszthatjuk ki a hozza tartozo mitotikus fazist. A
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phH3S10 pozitiv sejtek alapjan 6t fazist kiilonitettiink el: korai profazis,
ahol a preprofazisos koteg (PPB) mellett a foszfo-hiszton jel a
centromerekben detektalhatd, vagyis pottyds eloszlast mutat; a kései
profazisban még mindig pottyds mintdzatot latunk a phH3S10
csatornan, azonban a PPB mar felbomlott, erdteljesebb mikrotubulus
kotegeket lathatunk a sejtmag koriil; a prometafazisban kondenzalddik
a kromoszéma, a foszfo-hiszton jel tomorebb, illetve kezdetleges
mitotikus orsot lathatunk; a metafazisban a kromoszoma erdsen
kondenzalt és a kozépsikban helyezkedik el, a bipoléaris mitotikus orsé
jol lathatd; anafazisban az orsék elkezdik szétvalasztani a
testvérkromatidékat, igy a hiszton jel alapjan két tomor fluoreszcens jel
lathatd egymadssal parhuzamosan az orsé mikrotubulusai mellett. A
telofazisban, mikor a fragmoplaszt kialakul mar nem detektaltunk
phH3S10 jelet, szintén nem volt detektalhatd foszfo-hiszton az
interfazisos sejtekben, illetve a korai G2 fazisos sejtekben, ahol a PPB
kialakuldsa mar megkezd6dott. A makrd automatikusan frissiti a
kordbban elmentett Excel tablazatot ezekkel az annotacids
informaciokkal, lehetévé téve az adatok pontos elemzését és a
megfeleld grafikus megjelenitést.

A program tesztelésére kiilonbozé genotipustt Arabidopsis
thaliana novényeket vizsgaltunk. A vad-tipusu ColO mellett eldszor a
mutacio altal fenotipikusan alig érintett a2a3, illetve #m678 mutans
novények phH3S10 szintjét elemeztik. A #m678 mutdns nem
rendelkezik PPB-vel (Schaefer et al., 2017), igy nem kiilonboztettiink
meg korai és kései profazist, csupan profazis kategoriat hataroztunk
meg az Osszehasonlitd elemzésekben. Mindkét mutans genotipus
esetében csokkent phH3S10 szintet detektaltunk, azonban a
legérdekesebb, hogy a metafazisos sejteken alapuld korrekcids modszer
alkalmazdsa utdn a kordbban nem észlelt statisztikai kiillonbségek
detektalhatbak az a2a3 prometafazisos sejtjeiben. Ezenkiviil
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moddszeriink  jelentésen csokkentette a 95%-os  konfidencia
intervallumot (CI95), és képes korrigalni az objektumok egyenetlen
elhelyezkedését is. Példaul a prometafazisos sejtek eloszlasat
megfigyelve azt tapasztaltuk, hogy Col0 esetében ezek inkdbb a
gyokérfelvételek also felében jelennek meg, mig a2a3 esetében inkabb
a felsd szeletekben. Korrekcio nélkill a természetes Z-mélységbeli
jelerésség csokkenés igy torzithatja a mért intenzitas értékeket, azonban
ez a térbeli heterogén eloszlasbdl eredd intenzitds kiilonbségek
kiegyenlitddnek a korrekcios modszer alkalmazasa utan. Ezért ez a
moddszer hatékony, hogy feltarja azokat a finom genetikai vagy kisérleti
hatasokat, amelyeket a mélységbdl eredd jelvesztés elrejtene.

Tovabba elemeztiink mutaci6 altal sulyosan karosodott
novényeket, igymint az ala3 és c3c4 mutansokat, melyek szintén nem
képeznek PPB-t. Ezek a mutidnsok stlyos novekedési és gyokér
morfologiai karosodasokat mutatnak, igy az osztodd sejtek szama is
drasztikusan lecsokkent (Zhou et al., 2004; Spinner et al., 2013). Ennél
fogva ezekben a mintakban a metafizisos sejteken alapuld korrekciot
nem tudtuk haszndlni, igy a regresszid kiszamitdsahoz az Osszes
phH3S10 pozitiv sejtet felhasznélja a korrekcidos makrd program. A
Col0 mintdkkal végzett korrekcids 0Osszehasonlitdsdban, ahol a
korrekcid elvégezhetd csak a metafazisos sejtek vs. 6sszes phH3S10
pozitiv sejt alapjan, azt lathatjuk, hogy nagyon hasonlo értékeket
mutattak. Ez arra utal, hogy habar az 0sszes sejten végzett korrekcid
nem olyan pontos, egyes esetekben, ahol nincs lehetdség a metafazisos
sejtek alapjan elvégezni a korrekciot kivald alternativa lehet. A mutans
novények phH3S10 szintjét a Col0-hoz hasonlitva szintén csokkent
intenzitas értékeket mértlink, ami a sejtosztddas szabalyozasanak
zavarara utal.

Annak érdekében, hogy teszteljiik a program hatékonysagat
kiilonbozd koriilmények kozott, a vad-tipust Arabidopsis thaliana
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novényeket hesperadinnal kezeltiik. Kordbbi eredményeknek
megfeleléen (Kurihara et al., 2006, 2008; Demidov et al., 2009) az
Aurora kinaz gatlo erds hatassal volt a mitotikus aktivitasra €s a hiszton
H3 foszforilaciora. Az 1uM hesperadin kezelés 75%-kal csokkentette a
phH3S10 szintjét a kései profazistdl anafazisig, mikdzben a korai
profazisban nem figyelhet6 meg jelentds hatds, ami arra utal, hogy
ebben a mitdzis kezdetén mas kindzok is szabalyozhatjak a hiszton H3
foszforilaciojat a szerin 10-es aminosav maradékon.

Az jonnan kidolgozott modszeriink a foszfo-hiszton szint pontos
meghatarozasat teszi lehetévé és nagy pontossaggal vizsgéalhatjuk a
phH3S10 jel dinamikdjat a mitdzis folyamata alatt ndvényekben. A
mikrotubulusok és a foszforilalt hiszton H3 elleni ellenanyagok
egyiittes alkalmazasaval az elemzésiinkben egyértelmiien elkiilonithetd
az Osszes mitotikus fazis, azonban sziikség esetén a precizitas tovabb
novelhetd tovabbi mitotikus markerek bevonasaval.

Habéar az 0j Fiji moddszerrel a kisérletek egyszeri bioldgiai
ismétlésben lettek elvégezve, hiszen legfébb célunk a program
tesztelése volt, ezekbdl az eredményeinkbdl szintén kovetkeztethetliink
arra, hogy a PP2A csupan indirekt médon szabalyozza a hiszton H3
defoszforilaciojat, mert a PP2A funkcidvesztéses mutansaiban
alacsonyabb phH3S10 szint detektalhatd. Ez tovabb erdsiti a korabban
emlitett elméletet, miszerint a PP2A inkabb az Aurora kinaz aktivitasan
keresztiil szabalyozza a reverzibilis hiszton H3 foszforilacidt a szerin
10-es aminosav maradékon mitozis alatt A. thaliana gyOkércsucs
merisztéma  sejtekben. Modszeriink azonban, amely képes
megbizhatéan kimutatni finom kiilonbségeket genotipusok és kezelések
kozott, igéretes lehetdséget kinal a hiszton foszforilacios folyamatok
feltérképezésére ndvényekben, kiillondsen az Arabidopsis thaliana
esetében elérhetd szamos genetikai eréforrds felhasznalasaval.

18



TEZISFUZET KELEMEN ADRIENN

4. Osszegzés és tovabbi kutatasi iranyok

Mit tudtunk meg a PP2A sejtciklusban betdltott szerepérol
Arabidopsis thaliana modellben? Eredményeink azt sugalljak, hogy az
altalunk vizsgalt PP2A holoenzim komplex, mely a FASS ¢és C3/C4
alegységeket tartalmazza, kdzvetleniil nem szabalyozza a hiszton H3
foszforilacigjat a mitdzis soran; hatdsa inkabb az Aurora kinaz
aktivitdsanak foszforilacios szabalyozasan keresztiill érvényesiil.
Ugyanakkor a PP2A miikodésének gatlasa mitotikus blokkokat idézett
eld a metafazis-anafazis atmenetnél, illetve a mit6zisbol valo kilépésnél
is okoznak enyhébb sejtciklus megallast. Ez Osszefiigghet a PP2A
aktivitasaval, de nem all kapcsolatban a hiszton H3 foszforilaciojaval.
Ezek az eredmények hangsulyozzak a PP2A szélesebb korii szerepét a
mitotikus szabdlyozasban, amely nemcsak a mitdzisba vald belépést,
hanem annak elérehaladésat és a kilépést is érinti. Mindemellett ez a
munka szamos fontos kérdést vet fel a jovobeli kutatasok szamdara, mint
példaul a FASS hidnydban a foszfatdz aktivitds vartndl nagyobb
novekedése ismeretlen molekuléaris folyamatokra utal, ami tovabbi
vizsgalatot 1igényel. Emellett sziikséges olyan kulcsfontossagu
szubsztratok azonositasa, amelyek defoszforilacidval szabalyozzdk a
metafazis-anafazis atmenetet ladfilben, mert a hiszton H3 foszforilaciod
valoszinlileg nem vesz részt e kritikus ellen6rz6 pont szabalyozasaban.
Bar a FASS kulcsszerepet jatszik a sejtosztddds szabalyozasaban a
kortikalis mikrotubulusok szervezésén keresztiil (Spinner et al., 2013;
Bouchez et al., 2014; Schaefer et al., 2017), tovabbi funkciéi eddig
ismeretlenek. A PP2A-FASS holoenzim komplex csak kozvetetten
befolyéasolja a hiszton H3 Ser10 reverzibilis foszforilacidjat, ezért a
jovoébeni kutatasoknak érdemes minden mitozis soran aktiv PP2A
alegységet és sejtciklus specifikus transzkriptomikai adatot vizsgalniuk
a kozvetleniil hato protein foszfataz azonositasdhoz.
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A TRM mutans vizsgalataval kapott varatlan eredmények arra
utalnak, hogy a TTP komplex aktivitasa kapcsolatban 4&llhat a
kromoszoma kontrollal, azaltal, hogy a TTP komplex szabalyozo
szerepet jatszhat a hiszton H3 reverzibilis foszforilacijaban, azonban
az Osszefliggés a kromoszoma kontroll és a mikrotubulus szabalyozas
kozott tovabbi tanulméanyokat igényel. Ezenkiviil fontos feltarni, hogy
a TRM alegységen til mas TTP komplex komponensek, példaul a
TONI, részt vesznek-e a hiszton H3 foszforilacio szabalyozasaban. A
tonl mutansok foszfo-hiszton vizsgéalata az 0j félautomata Imagel
modszerrel, valamint a Debreceni Egyetemen folydo TTP komplex
mutansok foszfataz aktivitds elemzése igéretes kezdeti eredményeket
hozott, amelyek hozz4jarulhatnak a komplex teljes szerepének
feltarasahoz.
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SHORT THESIS ADRIENN KELEMEN

1. Research background and objectives

Protein phosphorylation and dephosphorylation represents one of
the main forms of reversible posttranslational modification, which often
serves as “on-and-off switches” that regulate numerous cellular
processes in eukaryotes by modulating the conformation, activity,
localization, and stability of substrate proteins, thereby influencing
metabolism, signalling pathways and the cell cycle. The
serine/threonine specific phosphoprotein phosphatases are ubiquitous
enzymes in all eukaryotes (Smith & Walker, 1996). During the cell
cycle PP2A dephosphorylates over 300 substrates, thereby affecting
almost every phase of cell division and ensuring proper progression of
mitosis (Wlodarchak & Xing, 2016). PP2A is a multifunctional
holoenzyme complex composed of three subunits: the A “scaffolding”
subunit, the C catalytic subunit and the variable B regulatory subunit,
which determines the substrate specificity and localization. Each
subunit exists in multiple isoforms, contributing to the functional
diversity of PP2A (Luan, 2003).

Histone proteins are the main components of chromatin and are
regulated by numerous posttranslational modifications. Reversible
phosphorylation of histone H3 plays a key role in chromosome
condensation and cohesion during mitosis. In plants, reversible
phosphorylation at serine 10 and 28 residues are required for regulating
chromosome cohesion and for ensuring proper sister chromatid
segregation. The phosphorylation pattern of histone H3 is dynamic
during mitosis: the first phospho-histone signal appears in prophase and
increases during the early mitotic phases, with a peak in metaphase.
After chromosome segregation the phospho-histone level decreases and
disappears by telophase. Aurora kinases are well-known regulators of
this process (Houben et al., 2007; Zhang et al., 2014); however, the
protein phosphatase responsible for H3 dephosphorylation remains
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unknown in plants. Experiments with various model plants, such as
Vicia faba (Beyer et al., 2012; Garda et al., 2018) or Ceratophyllum
submersum (Ujvérosi et al., 2019), as well as studies with animal
(Nowak et al., 2003) and human cells (Huang et al., 2005) suggest that
PP2A plays a key role in this process, as its inhibition or mutation leads
to histone H3 hyperphosphorylation and mitotic defects. Nevertheless,
it remains unclear whether PP2A is directly responsible for histone H3
dephosphorylation at serine 10, and which subunits of the holoenzyme
are critical for this function.

Our main aim during the project was to shed light on the role of
PP2A during cell division in Arabidopis thaliana root meristems. We
specifically examined its regulatory role in the precise timing of
chromosome segregation during mitosis and its involvement in proper
mitotic progression. The primary focus of my PhD research was to
investigate the regulation of reversible histone H3 phosphorylation
during mitosis.

Our objectives were to explore:

(i) how the loss of FASS and C3/C4 subunits influences the total
phosphatase activity.

(i) whether the changes in protein phosphatase activity are associated
with the mitotic regulation.

(iii) how these subunits influence the mitotic activity of Arabidopsis
thaliana root meristems and ensure proper mitotic progression.

(iv) what are their roles in regulating reversible histone H3
phosphorylation during mitosis, particularly whether these PP2A
complex subunits are directly involved in histone H3
dephosphorylation following chromosome segregation.
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During the course of my PhD, I established a collaboration with
David Bouchez’s SPACE (Spatial Control of Cell Division) research
group at the INRAE Research Centre in Versailles (Université Paris-
Saclay, INRAE, AgroParisTech, Institut Jean-Pierre Bourgin for Plant
Science (IJPB), Versailles, France), where I spent three months on-site
conducting experiments under the supervision of Dr. Martine Pastuglia.

The collaboration had two main objectives:

(i) From a scientific perspective, it aimed to investigate the role of the
TTP phosphatase complex during mitosis. The TTP complex is
known to regulate cortical microtubule arrays and spatially control
of cell division. This multiprotein complex comprising PP2A
holoenzyme with FASS as the regulatory subunit for its phosphatase
activity, an assembly subunit named TON1, and TRM proteins that
contribute to complex localization (Schaefer et al., 2017). We aimed
to explore whether other subunits than FASS influence reversible
histone H3 phosphorylation.

(i) From a technical perspective, I spent three months at the institute
performing immunolocalization experiments, mastering advanced
confocal microscopy imaging and after coming home subsequently
contributing to the development of a semi-automatic 3D image
analysis pipeline for phospho-histone H3 signal quantification.

2. Applied research materials and methods

For our research, we used the Arabidopsis thaliana Columbia
ecotype, a model plant widely used in plant biology studies. We first
employed a genetic approach, examining both wild-type plants (Col0)
and PP2A protein phosphatase mutant plants in the Columbia
background. In the pp2ac3 pp2ac4 double mutant (hereafter referred to
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as c3c4), the functions of the C3 and C4 catalytic subunits are lost
(Alonso et al., 2003; Ballesteros et al., 2013; Spinner et al., 2013),
while in the fass-5 and fass-15 mutants, the function of the B”
regulatory subunit — FASS isoform — is impaired (Camilleri et al., 2002;
Kirik et al, 2012). The mutations caused varying degrees of
morphological alterations, with the most severe phenotype observed in
the KO fass-5 allele, where the tissues from the shoot and root barely
were distinguishable to the naked eye.

Next, we applied a pharmacological approach. Five-day-old
seedlings were treated with microcystin for 24 hours. Microcystin-LR
(MCY-LR) is a cyanobacterial toxin that can accumulate during toxic
cyanobacterial blooms in eutrophic waters, which can persist in water
bodies for several months due to its high stability. Furthermore, with
irrigation water, it can bioaccumulate in the food chain and poses both
ecological and human health risks (Campos & Vasconcelos, 2010).
MCY-LR is a cyclic heptapeptide which specifically inhibits PP1 and
PP2A activity. On the other hand it can increase the intracellular
reactive oxygen species (ROS) production leading to oxidative damage
at cellular level (MacKintosh & Diplexcito, 2010). Protein phosphatase
inhibition and oxidative stress induction by MCY-LR trigger cascades
of molecular events and signalling pathways that can result in
membrane damage (lipid peroxidation), protein denaturation, enzyme
inactivation, cytoskeletal disorganization and damage, changes in
mitochondrial permeability and damage, DNA damage, and even cell
death (apoptosis) (Valério et al., 2016; Mathé et al., 2019). During our
experiments we aimed at choosing those toxin concentrations which do
not cause cell death during the exposure time but can trigger cellular
alterations. For this reason, we used environmentally relevant
concentrations of 0.05 uM (Ujvarosi et al., 2019), as well as 1uM,
which did not cause cell death but did induce cellular changes. The
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MCY-LR used in this study was purified by Prof. Dr. Gdbor Vasas and
his research group (Department of Botany, Institute of Biology and
Ecology, Faculty of Science and Technology, University of Debrecen)
from the Microcystis aeruginosa BGSD 243 cell cultures following a
modified method of Kos et al. (1995). Cells were collected by
centrifugation and extracted, after which the cyanotoxin was purified
using a DEAE Cellulose-52 (Whatman DE 52) column, followed by
further purification from contaminants by Toyopearl size-exclusion
chromatography. The concentration and purity of the extracted MCY -
LR were determined using HPLC and capillary electrophoresis methods
(Kos et al., 1995; Vasas et al., 2004). The purity of the MCY-LR used
in this study is >95%.

The in vivo isotopic protein phosphatase activity assays —
including both the combined and the separately determined activities of
PP1 and PP2A — were performed by Dr. Zoltan Kénya (Department of
Medical Chemistry, Faculty of Medicine, University of Debrecen)
according to the method of Erdddi et al. (1995). The substrate for the
radioisotopic biochemical assay was [*2P]-MLC20 (**P-labeled 20 kDa
turkey myosin light chain), which is known to be primary
dephosphorylated by PP2A and PPI1 in cell cultures (Erdodi ef al.,
1995). To assay PP1 and PP2A activities separately, Inhibitor-2 (I-2)
protein was added, which is known as a natural inhibitor of PP1 in all
eukaryotes, including plants. PP2A activity was measured from the
extracts after the addition of I-2, while PP1 activity was determined by
subtracting PP2A activity from the total protein phosphatase activity
(Dedinszki et al., 2015). The activity measured without inhibitors was
considered 100%, and treated samples were compared to the control
values.

The use of a specific phospho-histone H3 (Ser10) antibody
(Hendzel et al., 1997) allowed us to characterize histone H3 dynamics
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during mitosis using indirect immunolocalization, confocal
microscopy, and quantitative image analysis. The phospho-histone
fluorescent signals (phH3S10) specifically detected in the dividing cells
in a black background. phH3S10 fluorescent signal intensity was
measured in 2D and expressed as the average integrated optical density
(AIOD) of pixel areas. Using a fluorescent dye (DAPI) for chromosome
visualization and an anti-tubulin antibody allowed us to quantify the
mitotic activity by calculating the mitotic index for all mitotic cells
(percentage of total dividing cells in relation to the total number of
cells), as well as separately for early (prophase + prometaphase +
metaphase) and late (anaphase + telophase) stages. Since the antibodies
used for phospho-histone H3 and microtubule detection originated from
the same host species, the labelling procedures were carried out
separately in each case, with DAPI always used to stain chromatin. The
whole-mount method allowed us to examine the target proteins and
cellular components in whole seedlings without tissue sectioning. The
main steps of the procedure were as follows: fixation, permeabilization,
blocking and addition of primary, and if necessary secondary
antibodies. Because the plant cell wall hinders antibody penetration in
deeper tissues, cell walls were enzymatically digested after fixation
(Pasternak et al., 2015). Fluorescently labelled root samples were
analysed using confocal laser scanning microscopy (CLSM). Images
were acquired with a Zeiss LSM 880 microscope at the University of
Debrecen by Dr. Laszlé Ujlaky-Nagy (Department of Biophysics and
Cell Biology, Faculty of Medicine, UD) and with a Nikon Ti-E
microscope by Dr. Tamas Garda (Department of Botany, Institute of
Biology and Ecology, Faculty of Science and Technology, UD).
Experiments were repeated multiple times independently, with each
genotype and treatment tested at least five times, analysing 3-4 root
samples per experiment. Microscope settings were always adjusted to
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the control (Col0, untreated) sample to avoid pixel saturation. Images
were analysed using the Fiji (Fiji Is Just ImagelJ) software (Schindelin
etal.,2012).

During my collaboration at INRAE Research Centre in
Versailles, France, we developed a semi-automatic image analysis
pipeline in 3D for phospho-histone H3 signal quantification in Fiji
software, which comprises three ImageJ macro programmes. This
approach enables more precise analysis of histone dynamics during
mitosis by correcting the natural signal attenuation along the Z-axis that
occurs during confocal scanning, thereby allowing more reliable
monitoring of temporal changes in histone phosphorylation.
Fluorescent signal intensity was determined as the integrated density
(IntDen) of pixels, representing the sum of phH3S10 fluorescent signal
intensity values for each dividing cell in 3D. In addition to wild-type
plants, for our research we used the PP2A ¢3c4 double mutant, as well
as A “scaffolding” subunit mutants, where the pp2aa2 pp2aa3 double
mutant (hereafter referred to as a2a3) shows minimal phenotypic
alterations, and the pp2aal pp2aa3 double mutant (hereafter referred to
as ala3) displays severe morphological changes caused by the mutation
(Zhou et al., 2004). We also investigated the role of the TTP complex
in reversible histone H3 phosphorylation using the trm6 trm7 trm8
triple mutant (hereafter referred to as #m678) (Schaefer et al., 2017).
To test whether the pipeline could accurately quantify histone
phosphorylation under different conditions, we applied hesperadin
treatments, a known Aurora kinase inhibitor (Hauf et al., 2003). Five-
days-old wild-type seedlings were treated with 1 uM hesperadin for 24
hours. Using whole-mount immunolocalization, we labelled
phosphorylated histone H3, microtubules, and chromatin (with DAPI).
In these samples, phH3S10 and microtubules could be labelled
simultaneously because the antibodies were raised in different host

7



SHORT THESIS ADRIENN KELEMEN

species, enabling even more precise identification of mitotic stages
through microtubule organization. Images of the examined samples
were acquired using a Leica SP8 confocal microscope (Leica
Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany). Complete 3D stacks of the
primary root were scanned, using identical acquisition settings for the
phH3S10 channel in all cases to ensure comparability and avoiding
pixel saturation. All genotypes and hesperadin treated plants to be
compared were labelled in the same experiment, and imaging was
performed simultaneously. On average, 7-8 roots were analysed per
genotype or treatment.

The statistical analysis of the experiments conducted in Debrecen
was performed using post-hoc Holm-Sidak tests and #-tests. All
quantitative data were plotted with Systat Sigma Plot 10.0/12.0 ®
software, and the figures display mean + SE (standard error) values. For
the experiments conducted in France, non-parametric Mann-Whitney
tests were applied for data analysis. The graphs were generated using
ggplot2 (Wickham, 2016) and Microsoft Excel, with data presented as
mean + CI95 (95% confidence interval of the mean) values.

3. Key research findings and discussion

When examining the protein phosphatase activity of PP2A
mutants compared to the wild-type plants, we observed some intriguing
results. In case of c3c4 mutants, as expected, the loss of C catalytic
subunit inhibited the phosphatase activity. However, in fass mutants,
despite the mutation in the PP2A-FASS regulatory subunit, the
phosphatase activity (both PP2A and PP1) was increased in these
mutants. Western blot experiments also supported the finding of
increased expression of the PP2A catalytic subunit in fass mutants.
When assessing mitotic activities, we observed significant inhibition in

8
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both ¢3c4 and fass-5 mutants. Moreover, in fass-5 KO plants, early
mitotic blocks were also detected. Comparing the histone dynamics of
untreated genotypes, wild-type plants displayed the phosphorylation
pattern described in the literature: the strongest phH3S10 signal was
detected in metaphase, followed by a continuous decrease in its level
after chromosome segregation. In PP2A mutants, we observed various
deviations from this pattern. In c3c4 and the milder-phenotype fass-15
mutants, the pattern showed only minor differences: the phH3S10
signal started from a higher level in prophase, and phosphorylation
remained higher in anaphase. The most striking alteration was found in
the fass-5 knock-out mutant. To our surprise, phH3S10 levels were very
low throughout the entire process of mitosis.

To gain deeper understanding of PP2A function, we also applied
MCY-LR treatments, as this cyanotoxin specifically inhibits all PP2A
and PP1 holoenzyme complexes (MacKintosh & Diplexcito, 2010),
thereby allowing us to investigate potential interactions and
compensations between different protein phosphatases. In addition, it
provided an opportunity to map the pharmacological effects of the toxin
in the Arabidopsis thaliana model plant. Combining PP2A mutants
with pharmacological inhibitors provides a more precise approach to
dissect the regulation of protein phosphatase activity and to explore its
role in mitotic processes as well as in the reversible phosphorylation of
histone H3.

In A. thaliana wild-type the cyanotoxin inhibited the PP2A
activity in whole seedlings and in primary roots, however PP1 activity
was not affected as compared to different model plants (Mathé et al.,
2013; Garda et al., 2018). The roots proved to be more sensitive to
microcystin, as even a lower toxin concentration caused an inhibitory
effect. This suggests that MCY-LR is an excellent tool for investigating
PP2A functions in A. thaliana model plant. When examining PP2A
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mutant plants, we found that MCY-LR inhibited PP2A activities, with
stronger effects observed under higher toxin concentration treatments.
In case of the fass-5 mutant, however, not only PP2A but also PP1
activity were inhibited significantly. These mutants exhibit more
pronounced phenotypic alterations, which make it more sensitive to
various stress factors at the subcellular level, as also demonstrated by
Juhasz et al. (2023). Therefore, in this case, we conclude that the MCY -
LR induced PP1 inhibition is not directly related to alterations in the
FASS and C3/C4 interaction, rather the cause of the strong phenotypic
alteration.

In plants, the regulatory role of PP1 and PP2A in mitotic timing
is still poorly understood. However, in several plant species, MCY-LR
has been observed to inhibit PP1 and PP2A activity, affecting the
metaphase-anaphase transition and delaying mitotic progression
(Mathé et al., 2009, 2013; Beyer et al., 2012; Garda et al., 2016, 2018).
Based on these findings, we also expected that microcystin treatment in
Arabidopsis thaliana would cause severe damage to the mitotic
apparatus, inhibiting or even completely blocking the process. In Col0,
mitotic activity was also inhibited in parallel to PP2A activity
inhibition; however, it did not cause mitotic blocks. Interestingly, 0.05
uM MCY-LR treatment inhibited mitosis more effectively than the
higher concentration, even though inhibition of PP2A activity was
stronger following toxin treatment with the higher concentration. This
can be explained by the fact that treatment with 1 uM MCY-LR
increased the expression of the PP2A catalytic subunit as proved by our
Western blot experiments — an effect previously demonstrated also in
rice and cucumber model plants — which may contribute to the
development of microcystin tolerance (Ma et al., 2023). These results
suggest that MCY-LR at lower concentration may disrupt the balance
between phosphatase activity and expression, while at higher
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concentrations, maintained PP2A levels may partially offset the
inhibition.

MCY-LR had interesting effects on mitotic activity in PP2A
mutant plants. Following 0.05 uM MCY-LR treatment, both fass-5 and
c3c4 showed an increased level in mitotic activity. However, in case of
fass-3, this increase was primarily due to a mitotic block occurring in
the early mitotic phases, which led to an elevated calculated mitotic
index. In fass-15 roots, no mitotic block was observed — as opposed to
the more severely affected fass-5 — and 24 hours of MCY-LR treatment
caused only slight late mitotic arrest in this genotype. However, after
48 hours of toxin exposure, early mitotic arrest was also detectable in
fass-15 (Garda et al., 2025). These findings support the idea that the
absence of the FASS regulatory subunit affects more than just PP2A
activity, suggesting broader roles. Additionally, C3/C4 and FASS may
have specific functions in mitotic regulation distinct from the general
role of the PP2A holoenzyme.

While in previous experiments with Vicia faba my research group
detected histone H3 hyperphosphorylation after microcystin treatment
(Beyer et al., 2012; Garda et al., 2018), in Arabidopsis thaliana wild-
type plants we observed only mild effects. In the c3c4 and fass-15
mutant plants, we detected a slightly elevated level of phH3S10
following toxin treatments, which was more pronounced than in Col0.
This may suggest that the malfunction of these specific subunits affects
the activity of the entire PP2A holoenzyme pool, since MCY-LR
inhibits all possible PP2A holoenzyme combinations (MacKintosh &
Diplexcito, 2010). The most striking effect was observed in the fass-5
KO mutant: MCY-LR appeared to restore the phosphorylation pattern:
phH3S10 levels increased during early mitotic phases, peaks in
metaphase, and upon sister chromatid segregation the protein was
dephosphorylated. From these results, we hypothesize that PP2A
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regulates histone H3 dephosphorylation only indirectly. In fass-5
mutants the phosphatase activity was elevated, leading to stronger
dephosphorylation. Thus, the phosphorylation-dependent Aurora
kinase activity may be suppressed by the increased PP2A activity
(Eyers et al., 2003), which would explain the low phospho-histone H3
level in fass-5 control mutants. Upon microcystin treatment, the toxin
inhibits the protein phosphatases that dephosphorylated the Aurora
kinase, thereby restoring its activity. As a result, the kinase can fulfil its
role and phosphorylate histone H3 in the early phases of mitosis, hence
increased phH3S10 level was observed in fass-5 after MCY-LR
treatment. Therefore, PP2A likely influences histone H3
phosphorylation through the regulation of Aurora kinase activity rather
than by directly acting on histone substrates.

Although histone H3 phosphorylation levels partly depend on
phosphatase activity, elevated phH3S10 levels in several Arabidopsis
thaliana genotypes were not associated with mitotic arrest, regardless
of MCY-LR treatments. This suggests that, in 4. thaliana, the role of
phosphatases in regulating mitosis and histone phosphorylation is more
complex and differs from that in Vicia, where the cyanotoxin inhibited
both PP2A and PP1 activity, which was accompanied by chromatin
hypercondensation, histone H3 hyperphosphorylation, and a delay in
the metaphase-anaphase transition. Based on these experiments, PP2A
and PP1, as well as their complex interactions are involved in regulating
the phosphorylation state of histone H3 and also the initiation and
completion of mitosis (Beyer et al., 2012; Garda et al., 2018). However,
in A. thaliana, the phosphatase-mitosis-histone phosphorylation
relationship proved to be more complex: if there were a direct link,
reduced PP2A  activity would result in  histone H3
hyperphosphorylation and early mitotic blocks, while an increased
activity would have the opposite effects. However, our experimental
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results showed variable outcomes. In addition, it is possible that the loss
of the FASS regulatory subunit affects the intracellular localization of
the enzyme complex, like PP2A may not be localized properly (in this
case, on the chromosomes) to perform histone dephosphorylation. The
elevated PP2A activity observed in fass mutants may indicate that other
PP2A holoenzyme complexes compensate for the function of the loss
of FASS complex to ensure survival, thereby influencing phH3S10
levels through Aurora kinase activity. Overall, mitotic regulation in
Arabidopsis thaliana 1s complex, and many of its mechanisms require
further investigation.

Analysing histone phosphorylation signals in 3D can increase
statistical power and detect subtle differences between mutants and
treatments more sensitively. During my stay at the INRAE research
Centre in Versailles, and after returning to Hungary, I contributed to the
development of an advanced semi-automatic 3D image analysis
pipeline. This approach is based on the built-in MorpholibJ (Legland et
al.,2016) and BoneJ2 (Domander et al., 2021) plugins in Fiji software
(Schindelin et al., 2012), enabling the quantification of total fluorescent
phH3S10 signal intensity in each nucleus, regardless of the mitotic
phase. The phH3S10 fluorescent signals exhibit high specificity with
low background intensity, enabling us to develop a workflow, which
automatically segments phH3S10 positive cells (objects) and quantifies
their fluorescent signal intensity.

The analysis workflow uses three different macros continuously:
the first corrects the signal attenuation in Z-stack, the second measures
the total phH3S10 fluorescent signal intensities for each nucleus in the
corrected images and the third help us determine and annotate the
mitotic phase for each object. The ImageJ] macro programs were written
and developed by Dr. David Bouchez based on the results of the
microscopic image analyses I performed. My task during the project
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was the quantitative analysis of a large number of microscopic images,
and the resulting data contributed in several rounds to the optimization
of the program.

During confocal microscopy, fluorescent signal intensity
naturally decreases with increasing Z-depth (when capturing deeper
optical slices). This decrease is primarily due to the scattering and
absorption of both excitation and emitted light or photobleaching (Biot
et al., 2008; Ohser ef al., 2020). Such signal loss can disturb phH3S10
measurements, as cells located deeper in the sample may display
weaker intensities solely due to their position. The first macro program
corrects this Z-depth signal attenuation based on metaphase cells.
Specifically, it automatically identifies metaphase cells (whose
intensity values proved sufficiently homogeneous for calculating the
correction) by segmentation according to user-defined settings, then
calculates a regression-based correction coefficient using the middle
slice as the reference value. Signals from upper slices are reduced, while
signals from lower slices are increased, thus compensating for spatial
differences. As a result, the measured phH3S10 differences reflect only
temporal changes, ergo the variation in phosphorylation levels during
mitotic progress. After running the correction macro, roots with low R?
values were excluded from further analysis. Certain treatments or
genotypes may reduce the number of metaphase cells; in such cases, the
macro calculates the correction based all phH3S10 objects.

Another challenge was the variable pattern of phospho-histone
signals depending on the mitotic phase. The second macro program can
segment each individual nuclei according to user-defined settings (e.g.,
grayscale threshold values, minimum volume of objects, dilation
radius, pixel size, etc.) and measure their total fluorescent signal
intensity in 3D on the corrected images. The macro provides us an Excel
table as an output with the measured parameters (mean, standard
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deviation, maximum, minimum, median, integrated density, etc.)
together with the numbering, position, size and shape of the
corresponding objects. Subsequent data analysis is performed in this
table, where, for example, incorrectly segmented objects can be
manually removed.

With the third annotation macro, individual mitotic phases can be
determined semi-automatically based on microtubule organization and
histone phosphorylation patterns. The program processes the
segmented and labelled objects one by one, and the user selects the
corresponding mitotic phase from a drop-down menu. Based on
phH3S10 positive cells, we distinguished five phases: in early prophase
a mature preprophase band (PPB) is present, and phospho-histone
signal is detected at the centromeres, showing a dotted distribution; in
late prophase the phH3S10 channel still shows a dotted pattern, but the
PPB has disassembled, and stronger microtubule bundles are visible
around the nucleus; in prometaphase the chromosomes begin to
condense, the phospho-histone signal appears more compact, and an
initial mitotic spindle is visible; in metaphase the chromosomes are
highly condensed and aligned at the equatorial plane, with a well-
defined bipolar mitotic spindle; in anaphase the spindle begins to
separate sister chromatids, and the histone signal appears as two
compact fluorescent signals running parallel with the spindle
microtubules. In telophase, when the phragmoplast forms, no phH3S10
signal was detected. Similarly, no phospho-histone signal was present
in interphase cells or in early G2 phase cells where the PPB is immature.
The macro automatically updates the previously saved Excel table with
this annotation information, enabling precise data analysis and
appropriate graphical representation.

To test our workflow, we examined different Arabidopsis
thaliana genotypes. In addition to the wild-type Col0, we first analysed
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the phH3S10 levels in the a2a3 and #rm678 mutant plants, which are
only mildly affected phenotypically by the mutations. The trm678
mutant lacks the PPB (Schaefer et al., 2017), and therefore, in
comparative analyses, we did not distinguish between early and late
prophase, but instead defined a single prophase category. In both
mutant genotypes, reduced phH3S10 levels were detected. Most
notably, after applying the metaphase-based correction method,
previously undetected statistical differences became apparent in the
prometaphase cells of the a2a3 mutant. In addition, our method
significantly reduced the 95% confidence interval (CI195) and was able
to correct for uneven object distribution. For example, when observing
the distribution of prometaphase cells, we found that in Col0 images
these cells tended to appear in the lower part of the root image stacks,
while in a2a3 they were more often located in the upper slices. Without
correction, the natural signal attenuation with Z-depth could therefore
distort the measured intensity values; however, this correction method
compensates for intensity differences arising from such spatially
heterogeneous distributions. Consequently, the method is effective for
revealing subtle genetic or experimental effects that might otherwise be
masked by depth-related signal loss.

Furthermore, we analysed also severely impaired mutant
genotypes, such as the al/a3 and the c3c4 double mutants, which
likewise do not form a PPB. These mutants exhibit severe growth and
root morphological defects, resulting in a drastic reduction in the
number of dividing cells (Zhou et al., 2004; Spinner et al., 2013).
Consequently, in these samples, the metaphase-based correction could
not be applied; instead, the correction macro used all phH3S10 positive
cells to calculate the regression. A comparison performed on Col0
samples, where correction could be done either using only metaphase
cells or all phH3S10 positive cells, showed that the values obtained
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were very similar. This suggests that although correction using all cells
is less precise, it can be an excellent alternative in cases where
correction based solely on metaphase cells is not possible. When
comparing phH3S10 levels between the mutant plants and the wild-
type, we also measured reduced intensity values in these mutant plants,
indicating impaired regulation of cell division.

To test the program’s effectiveness under different conditions,
wild-type A. thaliana plants were treated with hesperadin. Consistent
with earlier studies (Kurihara et al., 2006, 2008; Demidov et al., 2009),
the Aurora kinase inhibitor had a strong effect on mitotic activity and
histone H3 phosphorylation. 1 pM hesperadin treatment reduced
phH3S10 levels by 75% from late prophase to anaphase, while no
significant effect was observed in early prophase. This suggests that
during mitotic entry, other kinases may also regulate histone H3
phosphorylation at the serine 10 residue.

Our newly developed method enables precise quantification of
phospho-histone levels and allows accurate analysis of phH3S10
dynamics during mitosis in plants. By combining antibodies against
microtubules and phosphorylated histone H3, all mitotic phases can be
clearly distinguished, and precision can be further enhanced by using
additional mitotic markers.

Although experiments using the new Fiji method were performed
in a single biological replicate — since the primary goal was to test the
program — our results also suggest that PP2A regulates histone H3
dephosphorylation only indirectly, as lower phH3S10 levels were
detected in PP2A loss-of-function mutants. This further supports the
previously proposed idea that PP2A primarily modulates reversible
histone H3 phosphorylation at serine 10 during mitosis via Aurora
kinase activity in 4. thaliana root meristems. Nevertheless, our method,
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which can reliably detect subtle differences between genotypes and
treatments, offers a promising tool for mapping histone
phosphorylation dynamics in plants, particularly by taking advantage
of the rich genetic resources available in Arabidopsis thaliana.

4. Conclusions and future perspectives

What have we learned about the role of PP2A in cell cycle in
Arabidopsis thaliana model plant? Our results suggest that the PP2A
holoenzyme complex we studied, containing the FASS and C3/C4
subunits, does not directly regulate histone H3 phosphorylation during
mitosis; its effects are likely mediated through the regulation of Aurora
kinase activity. On the other hand, PP2A impairment affected mitotic
progression by causing mitotic blocks at the metaphase-anaphase
transition and caused mild arrests in mitotic exit. This appears to be
related to PP2A activity but is not connected to histone H3
phosphorylation. These findings highlight the broader role of PP2A in
mitotic regulation, affecting not only entry into mitosis but also
progression through it and the exit. This work raises several important
questions for future research. Such as, the unexpectedly increased
phosphatase activity in the absence of FASS points to unknown
molecular mechanisms that require further investigation. It will be also
necessary to identify key substrates whose dephosphorylation regulates
the metaphase-anaphase transition in Arabidopsis thaliana, as histone
H3 phosphorylation is likely not involved in controlling this critical
checkpoint. FASS is known to regulate cell division via cortical
microtubule organization (Spinner et al., 2013; Bouchez et al., 2014;
Schaefer et al., 2017), but its other roles remain unclear. The PP2A-
FASS complex likely affects histone H3 SerlO reversible
phosphorylation only indirectly, so future work should examine all

18



SHORT THESIS ADRIENN KELEMEN

mitotic PP2A subunits and cell cycle specific transcriptomes to identify
the protein phosphatase acting directly.

The unexpected results from studying the TRM mutant suggest
that the TTP complex activity may be linked to chromosome control,
potentially through a regulatory role in the reversible histone H3
phosphorylation. However, the connection between chromosome
control and microtubule regulation requires further investigation.
Additionally, it is important to determine whether other TTP complex
components, such as TONI, are involved in regulating histone H3
phosphorylation. Phospho-histone analysis of fon/ mutants using the
new semi-automated Image] method, together with studies of TTP
complex phosphatase activity at the University of Debrecen, has
produced promising initial results that may help clarify the full role of
the complex.
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