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1. Bevezetés

Napjainkban igen komoly kdrnyezeti problémat okoznak a
felszini vizekben létrejové cianobakterialis vizviragzasok. A
vizviragzasokat a feldsult szerves anyag mennyiség kdvetkeztében
elszaporodott cianobaktériumok okozzak. A cianobaktériumok az
egész ¢lovilagban elterjedt fotoszintetizalo prokariota szervezetek. A
vizviragzas féleg nyaron figyelhetd, meg amikor is hosszabb ideig
van meleg és napos id6jaras (Carmichael, 1992; Walker, 2014).
Hazai vizviragzast eddig a cianobaktériumok néhany faja
eredményezett, mint példaul Anabaena spiroides,
Cylindrospermopsis  raciborskii, ~ Microcystis sp. és az
Aphanizomenon flos-aquae (Vasas és mtsai., 2004). Maguk a
cianobakterialis toxinok a vizviragzasok alkalmaval dasulnak fel a
felszini vizekben. Az elmualt néhany évtizedben széles korben
elterjedt az a felismerés, hogy az ecutrofizacié miatt megjelend
cianobakterialis toxinok szadmos egészségiigyi ¢és Okologiai
kockazatot jelentenek (Carmichael, 1992; Walker, 2014). Ezen
fotoszintetizald szervezetek altal termelt metabolitok igen széles
skalaja ismeretes és nem ritka, hogy ezek a metabolitok hatassal
vannak az él6lényekre. Mindazonaltal a természetes funkciéjuk nem
teljesen vilagos. Jelen tanulmanyban két cianobakterialis toxin
hatdsait és azok biokémiai hatterét vizsgaltuk Vicia faba
csirandvényekben. Az egyik cianobakterialis toxin az alkaloid tipust
cilindrospermopszin (CYN) a masik pedig a heptapeptid tipusu
mikrocisztin-LR (MCY-LR) (Kankaanpdi és mtsai, 2002; Chen és
Xie, 2005). A mikrocisztin-LR egy 7 aminosavbdl felépiilé ciklikus
heptapeptid, amely magaba foglal harom D-aminosavat, két
variabilis L-aminosavat ¢és két tovabbi aminosavat (N-
metildehidroalanin (MDHA), 3-amino-9-metoxi-2,6,8-trimetil-10-
fenildeka-4,6-dienoat (ADDA)) (Botes és mtsai, 1985). A
mikrocisztineket szamos cianobaktérium nemzetség termeli, mint
példaul Microcystis, Anabaena, Planktothrix és Nostoc nemzetségek
(Wiegand és mtsai, 2005). A MCY-LR gatolja az 1 és 2A tipusu



szerin/treonin protein foszfatdzokat, amely a sejtek protein
foszforilacids/defoszforilacios egyensulyanak a felboruldsahoz vezet,
illetve oxidativ stresszt is indukal. A protein foszfatdz gatlo hatasat
illetve a ROS indukcioét kimutattdk novényi és allati sejtekben
egyarant (Pflugmacher, 2002; Gacsi és mtsai, 2009, Campos and
Vasconcelos, 2010; Jiang és mtsai, 2011). A MCY-LR altal indukalt
mitotikus ors6 rendellenességek tisztazatlanok mind allati mind
novényi sejtekben, ennek tisztazasa kozelebb juttat minket a MCY -
LR toxicitasanak megértéséhez. A CYN egy hidroximetiluracil
csoportot  tartalmazé  triciklikus  guanidin  szdrmazék, a
molekulatomege 416 Da, amelyet foként az Aphanizomenon és
Cylindrospermopsis  genuszba  tartozd  torzsek  termelnek.
Emlosokben a CYN elsdsorban a majra hat, de karos hatasa
érvényesiil a timuszban, a lépben, a szivben és a vesében iS
(Runnegar és Lu, 1994; Runnegar és mtsai, 1995; Azevedo és mtsai,
2002). Gacsi és mtsai (2009) megfigyelték a mikrofilamentumoknak
és a  mikrotubulusokoknak CYN  hatasara  bekovetkezd
dezorganizaciojat az allati sejtekben. A CYN tovabba a
fehérjeszintézist is gatolja az eukariota szervezetekben, bar a pontos
molekularis mechanizmusa nem ismert (Froscio és mtsai 2008).

2. Célkitiizések:

1, Célunk volt, hogy felfedjiik a MCY-LR altal indukalt osztodasi
orso rendellenességek Gsszes tipusat.

2, Tovabba célunk volt annak feltarasa, hogy a MCY-LR altal
indukalt protein foszfataz gatlas vagy a ROS indukcid az elsédleges
oka a rendellenes mikrotubularis struktarak kialakulasanak.

3, A CYN novekedésre és fejlodésre kifejtett hatasanak vizsgalata V.
faba csirangvényeken.

4, A CYN osztddo sejtekre gyakorolt hatasanak vizsgélata kiillonos
tekintettel az osztodds soran kialakulé mikrotubuléris strukturdkra
illetve a nem 0szt6do sejtek kromatin allomanyara.



5, Célunk volt még a CYN rovidtavi hatdsanak vizsgalata a
mitdzisra illetve a fehérje szintézis gatlasra.

3. Anyag és modszer
3.1. A cilindrospermopszin és a mikrocisztin-LR tisztitasa

A kisérletekhez felhasznalt CYN-t Vasas Gabor és
munkatarsai tisztitottak Aphanizomenon ovalisporum torzsbél (ILC-
164 ) (Vasas és mtsai 2002). A cianobaktériumok 6sszegytjtése utan
a sejtek feltardsa és extrahalasa kovetkezett. Az extraktumot
méretkizarasos kromatografia (Toyopearl HW-40; 80 x 3 cm o0szlop)
segitségével frakcionaltak. A végsé tisztitast szemipreparativ C-18-
as HPLC oszlopon végezték el.

A MCY-LR tisztitasat Kos és mitsai, (1995) moddositott
modszere alapjan végezték Vasas Gabor és munkatarsai Microcystis
aeruginosa BGSD 243 jell cianobaktérium torzs tenyészetébol. A
sejtek centrifugalassal torténd Osszegyljtése utan a sejtek feltarasa
kovetkezett. A cianotoxin végsé tisztitasat DEAE Cellul6z-52
oszlopon végeztek el. A MCY-LR-t tartalmazod -eluatumokat
Toyopearl méretkizarasos kromatografiaval tisztitottdk meg a
tovabbi szennyezOkt6l. Mindkét toxin esetében a preparatumok
tisztasagat HPLC és kapillaris elektroforézis modszerekkel
ellendrizték.

3.2. Terepi mintavétel

A terepi mintak analizise soran felhasznalt mintak a Gyulan
talalhato Bardos-tobol szarmaztak, amelyeket Vasas Gabor ¢és
munkatarsai bocsatottak rendelkezésiinkre. A mintavétel 2012.
szeptember 3.-an tortént, amely soran a vizviragzas helyszinérél
illetve egy attdl tavolabb esé kontroll helyszinrdl tortént a
Ceratophyllum submersum névények begylijtése.



3.3. A V. faba csiranovények nevelése, és toxinkezelés

Kisérleteink soran harom V. faba fajtat hasznaltunk
(Standard és ARC Egypt Cross a CYN kezelések soran és Lippoi a
MCY-LR kezelések soran). A kisérletek elétt a magvakat feliileti
sterilezésnek vetettiik ald. A magvakat agarral szilarditott taptalajon
neveltiik. Két taptalajt alkalmaztunk, az egyik a Gamborg vitaminjait
és 2 % szacharozt tartalmazd Murashige Skoog (MS*) taptalaj
(Murashige és Skoog, 1962; Gamborg és mtsai, 1968), a masik az
Allen taptalaj (Allen, 1968) volt. Az els6 oldalgydkér kezdemények
megjelenése utdn adagoltuk a taptalajhoz a cianotoxinokat, a kontroll
mellett 0,01-20 ug ml? koncentracidtartomanyban. A toxinkezelés
id6tartama 1, 2, 3 és 6 nap volt.

3.4. A Kkisérletek soran hasznalt médszerek

A CYN novekedésre gyakorolt hatdsat az epikotil és a
fogyokér hosszanak mérésével valamint az oldalgydkerek szamanak
valtozasaval hataroztuk meg a kontrollhoz viszonyitva. Minden
paramétert a CYN kezelés kezdetén és végén mértiik.

A szovettani, kromatin szerkezet és a mikrotubularis
citoszkeleton vizsgalatdhoz paraformaldehiddel (PFA) fixalt
oldalgydkereket hasznaltunk, amelyekbdl Leica Histolslide
mikrotdmmal hossz-, illetve keresztmetszeteket készitettiink. A
kromatin jelolését DAPI festéssel, a hiszton H3 (p-H3 Serl0)
jeloléseket anti-foszfo-Hiszton H3 ellenanyaggal és Alexa 488
masodlagos ellenanyaggal, a mikrotubulusok jel6lését pedig Cy3-
mal konjugalt anti-B-tubulinnal végeztiik. A gyokércsicsok ROS
szintjiének  meghatarozasahoz  2’,7’-diklorofluorescein-diacetatot
(DCFH-DA) hasznaltunk Guo és mtsai (2008) modszere alapjan. A
rovidtava szinkronkisérletek €s az in vivo DNS szintézis vizsgalata
soran a toxin hozzdadasa el6tt az oldalgydkér merisztéma sejteket
hidroxiurea (HU) oldattal szinkronizaltuk. A szinkronkisérletek és a
DNS szintézis vizsgalata soran 5 pg ml? CYN-t hasznaltunk. Az
oldalgydkér csucsokat 5-BrdU oldatban inkubdltuk majd pedig
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Alexa 546 antitesttel tettiik 1athatova az S fazisban 1év6 sejteket. A
mikroszkopos vizsgalatok soran Zeiss LSM 510 mikroszkopot
(gerjesztési hullamhossz: 351/364 nm: DAPI, 543 nm: Cy3 és 488
nm: Alexa 488), illetve Olympus Provis AX-70 mikroszkopot
hasznaltunk (gerjesztési hullamhossz: 320-360 nm: DAPI, 540-580
nm: Cy3 illetve Alexa 546, 450-480 nm: Alexa 488 és 450-480 nm:
DCFH-DA).

Az in vitro DNS szintézis vizsgalatok soran PCR és qPCR
technikat hasznaltunk. A PCR reakciokat Riba Milannal, mig a
qPCR reakciokat Simon Adammal egyiitt végeztiik el. A PCR és
gPCR vizsgalataink soran a 16S rRNS génre specifikus primerek
segitségével amplifikaltuk a gén egy koriilbelil 1100 bp. hossza
szakaszat (359. bazistol a 1492. bazisig). Forward primerként a
CYAB359F (GGG GAA TYT TCC GCA ATG GG) (Niibel és mtsai.,
1997) cianobaktériumokra specifikus primert hasznaltuk, mig a
reverse primer a 1492R (TAC GGY TAC CTT GTT ACG AC)
(Lane, 1991) volt.

Az enzimatikus antioxidans (peroxidaz ¢és katalaz)
aktivitasokat 7,5%-os nativ poliakrilamid gélelektroforézissel
hataroztuk meg Schlereth és mtsai (2000) modszere alapjan. A
pirogallol peroxidaz gélek detektalasahoz 20 mM pirogallolt €s SmM
H20,-t hasznaltunk amely oxidacios terméke barnas savként
jelentkezett a gélen. A katalaz izoenzimek detektalasat Weydert and
Cullen (2010) modszere alapjan végeztiik el. A festés soran 0,76 mM
Ks[Fe(CN)s] és 1,5 mM FeCls oldatban inkubaltuk a gélt. A katalaz
aktivitas a sotét hattéren megjelend vilagos savok formajaban volt
detektalhato.

A kromoszomapreparatumok  készitése  soran a
gyokércsucsokat  0,1%-0s  kolchicin  (Sigma-Aldrich) oldattal
kezeltiik, majd fixaltuk 45% ecetsavban. Ezt kdvetden a gyokereket
60°C-on hidrolizaltuk 1N sosavban. A kromoszoémakat 5%-0s
karmin-acetattal festettiik 60°C-on, majd dorzspreparatumokat
készitettiink és Olympus Provis AX-70 mikroszkdpon vizsgaltuk.



4. Eredmények

A MCY-LR nagyszamil osztodasi ors6é rendellenességet
indukalt id6- és dozisfiiggé modon a V. faba merisztéma sejtekben. 1
napos kezelések hatasara nem tapasztaltunk a toxin hatasara
kialakul6 osztddasi ors6 rendellenességet. 2 napos kezelések hatasara
7 tipust (szétesett orsd, tripolaris/multipolaris ors6, monopolaris
orso, hidnyos orso, C-alaku orsd, S-alakl ors6, aszimmetrikus orso),
mig a 6 napos kezelések hatasara 11 (szétesett orso, tovabbi polaris
mikrotubulus kétegek, tripolaris/multipolaris orso, multipolaris orsok
kinetokor mikrotubulusainak tlzott kotegelése, monopolaris orso,
hianyos orsd, C-alaki orsd, S-alak orsd, tovabbi ors6é a sejtben,
egyenlitéi kinetokor mikrotubulus kotegek, aszimmetrikus orso)
tipusi osztodasi orsd rendellenességet figyeltiink meg, amelyek
kontrollhoz viszonyitott szdzalékos ardanya a 10 pg ml? MCY-LR
kezelés hatasara volt a legmagasabb. S6t ez a toxin sokkal
valtozatosabb osztddasi ors6 rendellenességeket indukalt, mint mas
ismert protein foszfatdz gatlok. 1 napos kezelések hatasara
szignifikans csokkenést figyeltink meg a teljes PP1 ¢és PP2A
aktivitisban nagyobb, mint 1 pg ml? toxin koncentraciéban. 2
illetve 6 napos kezelések soran a cianotoxin mar 0,1 pg ml?
koncentracidban szignifikansan gatolta a teljes PP1 és PP2A
aktivitast. Megallapithatjuk, hogy minden osztodasi orso
rendellenesség -amelyek 2 és 6 napos kezelések utan megjelentek, de
24 oras kezelések utan nem- a hosszl tava MCY-LR kezelés altal
indukalt protein foszfataz gatlassal hozhat6 kapcsolatba: a cianotoxin
rovid (24 h) és hosszl tdvon (48 h és 6 nap) egyarant gatolta a PP1
és a PP2A aktivitast. A V. faba antioxidans enzim aktivitasanak
vizsgélata soran megfigyeltik a peroxidaz és katalaz enzimek
szignifikans novekedését MCY-LR kezelések hatasara, ugyanakkor
ROS felhalmozodasat nem figyeltik meg. Ez 4altalanosan
elmondhat6 az 6sszes kezelési idStartamra (1, 2 és 6 nap). gy a V.
faba egy jO modellnovény a MCY-LR altal kivaltott protein
foszfatdz gatlds és a mitotikus mikrotubulusok zavara kozotti



kapcsolat tanulmanyozasara, mivel a cianotoxin ROS indukalé
hatdsa nem érvényesiil ebben a rendszerben. A MCY-LR Altal
indukalt egyes mitotikus orsé rendellenességet els6ként publikaltuk,
mint példaul az osztodasi orsdban kialakulé tovabbi polaris
mikrotubulus  kotegek, az egyenlitdi mikrotubulusok tulzott
kotegelését, a hianyos osztodasi orsot, a C- és S-alakil orsokat és az
osztodasi ors6 mellett kialakuld tovabbi mikrotubularis (orsé)
struktirat. A mi véleményiink szerint a MCY-LR egy hatékony
eszkdz lehet a mitotikus orsd Osszeszerelddés szabalyozasanak
megértésében. Eredményeink 10j betekintést nyljtanak a protein
foszfatazok szubcellularis folyamatokban betdltott szerepébe a
ndvényi sejtekben és altalanosan az eukaridtdkban. Természetes
koriilmények kozott MCY-LR tartalmtl cianobaktérium tomegnek
kitett ~ Ceratophyllum  submersum  populacié  vizsgalataval
bizonyitottuk, hogy a MCY-LR képes olyan mértékben
felhalmozodni a felszini vizekben, amely komoly elvaltozasokat tud
indukalni az érintett teriilet névényvilagaban mind szdéveti mind
pedig sejtszinten. Szoveti elvaltozasok kozé tartozik példaul a
nekrozis indukalasa, az oldalriigyek korai kialakulasa, illetve a hajtas
rovidiilése. Sejtszinten megfigyelhetd volt a DNS degradacidja a
nekrotikus szovetekben, illetve a hiszton H3-nak a Serl10 pozicidoban
(pH3-Ser10) torténd hiperfoszforilacioja a metafazisos sejtekben.

A CYN novekedésre gyakorolt hatasat szintén V. faba
csiranfvényeken vizsgaltuk. V. faba csiranovények esetében
folyamatos megvilagitas mellett detektaltuk a CYN novekedésre
gyakorolt atmeneti serkentd hatasat kiillonosen a gyokér ndvekedése
soran 6 napos kezeléseknél 0.1 pg ml? toxin koncentracio mellett.
Ez a tendencia mindkét altalunk hasznalt fajtaban (Standard és ARC
Egypt Cross) megfigyelhetd volt. A CYN kivaltotta ndovekedés
serkentés egyfajta stresszvalasznak is tekinthetd, mivel a ndvény
vagy szerv (gyokér) ndveli a biomassza tomegét a CYN
detoxifikacios kapacitasanak novelése érdekében (Kinnear és mtsai,
2008; Beyer ¢és mtsai, 2009). A CYN ndvekedésre gyakorolt hatasa
fiigg a megvilagitastol, a kezelés idtartamatol és a hasznalt V. faba



fajtatol is. 6 mnapos kezelések soran sokkal intenzivebb és
hangstlyosabb novekedésre gyakorolt hatast detektaltunk, mint 3
napos kezelések sordan. A sotétben nevelt novények esetén a CYN
novekedés serkentd hatdsa nem volt megfigyelhetd az epikotilon és a
fogyokéren a ,,Standard” fajta esetében.

A nekrotikus sejthalalt szamos biotikus és abiotikus stressz
faktor indukalhatja. V. faba esetében a nekrotikus mintazat
kialakulasa dozisfiiggd volt. Alacsonyabb CYN koncentracioban
(0.1-5 pg mlY) nekrotikus foltok voltak jellemzOek a
gyokérkéregben. Magasabb CYN koncentraciok esetében (10-20 pg
ml1) két folyamatos nekrotikus gylirti volt jellemzd, az egyik a
kortexben, a masik pedig a rizodermiszben. A gyodkér szoveteiben
kialakuld nekrotikus foltok és gylirlik valdszinlileg az altaldnos
stresszvalasz részei a V. faba detoxifikacidja soran, hogy elkertilje a
toxin bejutasat a kozvetleniil a toxinnal nem érintkezd szovetekbe
(szallitoszovet). Ezek a valtozasok nem sorolhatoak a CYN
specifikus hatasai k6z¢, mivel sokféle stressz altal indukalhatoak.

CYN hatasara a bekovetkezett kromatin valtozasok
(nuclear blebbing, részleges vagy teljes sejtmag fragmentacid) a
nekrozissal egyiitt azt jelezték, hogy a CYN programozott sejthalalt
(PCD-t) és a nekrozist egyarant indukalja a V. faba sejtekben. Ezek a
kromatin elvaltozasok viszonylag magas- 10-20 ug ml! CYN
hatasara jelentkeztek.

Kornyezetvédelmi szempontbo6l relevans alacsony CYN
koncentracié (0,01-0,1 pg ml?) 6 napos kezelés soran a mitotikus
aktivitas serkentését idézi eld, de magasabb koncentracioban (2,5-20
pug mlt) mar gatolja a sejtek osztodasat V. faba csirandvényekben.
Ez nemcsak a mitdzis egészére, de az egyes mitotikus fazisokra is
igaz. Ez azt sugallja, hogy a CYN befolyasolja a sejtciklust anélkiil,
hogy bizonyos osztodasi fazisban megallitana azt. A CYN indukalta
mitotikus hatdsok azt jelzik, hogy a cianotoxin egy komplex
mechanizmus altal fejti ki hatasat a sejtosztodasra. Rovidebb, 3
napos tesztek soran a CYN-nek nincs szignifikans hatasa a mitotikus
aktivitisra nézve, viszont magasabb koncentracioban (5 pg ml?) 1



napos tesztek soran késlelteti a mitdzist szinkronizalt sejtekben. Ez a
hatas megfigyelhetd volt Sinapis alba csirandvényeken is, ahol ezzel
parhuzamosan késleltette a de novo fehérjeszintézist a vizsgalati
idétartamban (43 6ra). Igy az egyik lehetséges oka az indukalt
mitotikus valtozasoknak a CYN fehérjeszintézis gatld hatasa.
Szinkronizalt V. faba oldalgyokér merisztéma sejtekben a CYN
gatolta a sejtek S fazisba vald belépését is, mivel a szinkronizalas
utan 12 oraval sem volt jelentdés emelkedés megfigyelheté az S
fazisos sejtek szamaban. Az in vitro DNS szintézis vizsgalatok soran
nem tapasztaltunk valtozast a PCR és qPCR vizsgalatok soran a
keletkez6 DNS mennyiségében sem alacsony sem pedig magas toxin
koncentraci6 jelenlétében. Az S fazisba torténd belépés késleltetése
tehat valoszintileg nem a CYN-DNS direkt interakcié eredménye. A
mitotikus elvaltozasok részben a CYN altal okozott fehérje
szintézisben bekdvetkezett valtozasnak tulajdonithatok.

A CYN okozta rendellenes PPB-k kialakulasa minden
esetben megfigyelheté volt fiiggetleniil a kezelés idStartamatol, a
fajtatol és a megvilagitastol V. faba csiranovényekben. A CYN
indukalta dupla, hasadt és aszimmetrikus PPB-k altalanosnak
mondhatok  novényekben, ami kozvetleniil kapcsolodik a
fehérjeszintézis valtozasahoz. fgy ez a hatas a CYN specifikus
hatasanak tekinthet6 novényekben. Az abnormalis PPB formaciok
kialakulésa altaldban a fehérjeszintézis vagy a fehérjék funkciojanak
valtozasahoz kapcsolhatd. Ebbdl addddan ezt a mikrotubularis
elvaltozast, mint indikatort lehetne hasznalni a CYN kimutatasara
felszini vizekben olyan helyeken, ahol ez a cianotoxin az egyediili
fehérjeszintézis gatld vegylilet. Kornyezetvédelmi szempontbol
lényeges CYN koncentriciok (<1 pg ml?) befolyasoljak a
novekedést és citotoxikus hatasuk is van. Ilyen példaul a nekrozis,
ezen kiviil nem mitotikus kromatin elvaltozasokat okoznak illetve
kromoszoma rendellenességeket és abnormalis PPB-k kialakulasat
indukalja. Ezek az eredmények felvetik a CYN citotoxikus hatasat a
ndvényekre nézve természetes kornyezetiikben is. Mindenképp Uj
eredménynek szamitanak: (1) a CYN indukalta kromatin



elvaltozasok detektalasa, amelyek a PCD markerei ndvényekben, (2)
van egy kozvetlen bizonyiték a CYN okozta
kromoszdmaaberracidkra, (3) a CYN hatasara bekdvetkezd mitdzis
késleltetése, amely kapcsolatban lehet a  fehérjeszintézis
késleltetésével, (4) illetve hogy a CYN indukalta aszimmetrikus
PPB-k ¢és PPB rendellenességek kialakulasa befolyasolja az
0sztodasi sik kialakulasat is.
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1. Introduction

Nowadays cyanobacterial water blooming in surface
freshwaters causes major environmental problems. Water blooming
is caused by cyanobacteria which are colonizing due to the presence
of organic substances in high quantities. Cyanobacteria are
photosynthetic prokaryotic organisms, which occur worldwide.
Water blooming can be observed mainly in summer, when the days
are longer and sunny (Carmichael, 1992; Walker, 2014). Some
species of Cyanobacteria have resulted water blooming in Hungary
so far, for example Anabaena spiroides, Cylindrospermopsis
raciborskii, Microcystis sp. and Aphanizomenon flos-aquae (Vasas et
al. 2004). Cyanobacterial toxins are enriched during the process of
water blooming in freshwaters. Over the past few decades several
medical and ecological risks emerged due to cyanobacterial toxins
appearing during eutrophication (Carmichael, 1992; Walker, 2014).
A wide range of metabolites produced by these photosynthetic
organisms are known, and it is not uncommon that these metabolites
have an impact on live organisms. Nevertheless, the functions of
these substances are not completely understood. In this thesis we
studied the cellular effects and their biochemical background of two
cyanobacterial toxins in V. faba seedlings. One of the cyanobacterial
toxins is the alkaloid cylindrospermopsin (CYN) and the other is the
heptapeptide microcystin-LR. Both toxins are hepatotoxic (Chen and
Xie, 2005; Kankaanpaa et al. 2002).

Microcystin-LR (MCY-LR) is a cyclic heptapeptide with
seven amino acids, including three D-amino acids, two variable L-
amino acids and two wunusual amino acids namely, N-
methyldehydroalanine (Mdha) and a hydrophobic D-amino acid, 3-
amino-9 methoxy-2-6,8-trimethyl-10-phenyldeca-4, 6-dienoic acid
(Adda) (Botes és mtsai, 1985). The hepatotoxic MCY's are known to
be produced by several bloom forming cyanobacterial genera
including Microcystis, Anabaena, Planktothrix, Nostoc (Wiegand és
mtsai, 2005). MCY-LR inhibits the functions of types 1 and 2A



serine/threonine specific protein phosphatases (PP1 and PP2A),
which leads to the alteration of phosphorylation/dephosphorylation
equilibrium of proteins in the cells, and also induces oxidative stress.
Thus, MCY-LR causes both protein phosphatase inhibition and
production of ROS, and these were detected equally in plant and
animal cells (Pflugmacher, 2002; Gécsi et al. 2009, Campos and
Vasconcelos, 2010; Jiang et al. 2011). Alterations of mitotic spindle
organization induced by MCY-LR are not well studied either in plant
or animal cells, but clarifying it we can get closer to understand the
toxicity of MCY-LR.

CYN is a tricyclic guanidine derivative containing a
hydroxymethyluracil group. Its molecular weight is 416 Da. CYN is
known to be produced by several bloom forming cyanobacterial
genus including Aphanizomenon and Cylindrospermopsis. In
mammals, CYN has primarily an impact on liver, but it also has
harmful effect on thymus, spleen, heart and kidney (Runnegar and
Lu, 1994; Runnegar et al. 1995; Azevedo et al. 2002).
Disorganization of microfilaments and microtubules was observed
under the influence of CYN in animal cells by Gacsi et al. (2009).
Furthermore, the cyanotoxin inhibits the synthesis of proteins in
eukaryotic organisms, although the exact molecular mechanism of
this effect is not known (Froscio et al. 2008).

2. Goals of the study

1, Our purpose was to reveal all types of mitotic spindle alterations
induced by MCY-LR in V. faba.

2, Exploration of the biochemical background of MCY-LR induced
microtubule/ mitotic spindle alterations: as to whether protein
phosphatase inhibition or the production of ROS induced by MCY -
LR is the reason for the abnormal formation of mitotic microtubular
structures.

3, Study of CYN’s impact on the growth and development of V. faba
seedlings.



4, Examination of CYN’s impact on mitotic cell division,
particularly the microtubular structures formed during the process of
mitosis and chromatin organization of non-dividing cells.

5, Furthermore, our aim was the study of the short-term effect of
CYN on mitosis as well as on the inhibition of protein synthesis.

3. Material and methods
3.1. Purification of cylindrospermopsin and microcystin-LR

The CYN used for the experiments was purified by Vasas et
al. from Aphanizomenon ovalisporum strain (ILC-164) (Vasas et al.
2002). After the cyanobacteria were collected, the cells were
extracted. The extract was fractionated by size exclusion
chromatography (Toyopearl HW-40; 80 x 3 c¢cm column). Final
purification was performed on a semipreparative C-18 HPLC
column.

MCY-LR was purified according to Kos et al (1995)
modified method by Vasas Gabor et al, from Microcystis
aeruginosa BGSD 243 cyanobacteria strain culture. After the cells
were collected by centrifugation, the next step was the extraction.
Final purification of cyanotoxin was performed on a DEAE
Cellulose-52 column. The eluates containing MCY-LR were purified
by Toyopearl Size Exclusion Chromatography. For both toxins, the
purity of the preparations was verified by HPLC and capillary
electrophoresis.

3.2. Field sampling

The samples used in the analysis of field samples were
derived from Lake Bardos, located in Gyula (Békés county,
Hungary), which were made available by Géabor Vasas and his
colleagues. The sampling took place on 3 September 2012, during
which the collection of Ceratophyllum submersum plants was carried
out from the water bloom and from a distant control site.

3.3. Cultivation of V. faba seedlings and toxin treatment



Three V. faba varieties were used (Standard and ARC Egypt
Cross during CYN treatments and Lippdi during MCY-LR
treatments). Prior to the experiments the seeds were subjected to
surface sterilization. The seeds were grown on agar-solidified
medium. Two media were used, one of which was the Murashige
Skoog (MS*) medium containing Gamborg's vitamins and 2%
sucrose (Murashige and Skoog, 1962; Gamborg et al., 1968), the
other media was Allen medium (Allen, 1968). After the appearance
of the first lateral root, the cyanotoxins were added to the medium
under the range of 0.01 to 20 pug ml? concentration. The duration of
the toxin treatment was 1, 2, 3 and 6 days.

3.4. Methods used in experiments

Growth of CYN treated seedlings was assayed by means of
increase in the length of epicotyls, main roots and number of lateral
roots. These parameters were measured at the beginning and at the
end of cyanotoxin treatments.

For histological analysis, chromatin staining, microtubule
immunohistochemistry, section were made from paraformaldehyde
fixed lateral roots, and the longitudinal- and cross sections were
prepared with Leica Yung Histoslide 2000 microtome. For
chromatin staining we used DAPI (4,6,-diamidino-2-phenylindole),
for histone H3 labelling we used anti-phospho-Histone H3 antibody
and secondary antibody (Alexa 488 conjugated), for immunostaining
of microtubular system we used Cy3 conjugated monoclonal anti--
tubulin antibody. For the assay of ROS levels, we used a modified
2_,7_-dichlorofluorescein-diacetate (DCFH-DA) staining method of
Guo et al. (2008). In the short-term synchronization experiments and
in vivo DNA synthesis, cells were synchronized with hydroxyurea
(HU) before the toxin was added. During the synchronous
experiments and DNA synthesis, 5 pg ml-1 CYN was used. The
lateral root tips were incubated in 5-BrdU and were visualized the S
phase cells with Alexa 546 antibodies. We used the microscopic



examination: Zeiss LSM 510 confocal laser scanning microscope
(excitation wavelengths: 351/364 nm: DAPI, 543 nm: Cy3 and 488
nm: Alexa 488) and an Olympus Provis AX-70 fluorescence
microscope (excitation wavelengths: 320-360 nm: DAPI, 540-580
nm: Cy3 and Alexa 546, 450-480 nm: Alexa 488 and 450-480 nm:
DCFH-DA).

For in vitro DNA synthesis assays PCR and qPCR
techniques were used. PCR reactions were performed with Milan
Riba, while gPCR reactions were performed with Adam Simon. In
our PCR and gPCR assays, about 1100 base pair long segment (from
base 359 to base 1492) of the gene was amplified by 16S rRNA.
Forward primer was CYAS359F (GGG GAA TYT TCC GCA ATG
GG) (Niibel et al., 1997), which is specific to cyanobacteria, whereas
the reverse primer was 1492R (TAC GGY TAC CTT GTT ACG
AC) (Lane, 1991).

Enzymatic antioxidant (peroxidase and catalase) activities
were detected on native 7.5% polyacrylamide gels according to
Schlereth et al. (2000). For the detection of pyrogallol peroxidase
bands, native gels were incubated in50 mM K;HPO4/KH,PO4buffer,
pH 7.5, then stained for 15-30 min in the same buffer containing 20
mM pyrogallol and 5 mM H,0,. The oxidation product
(purpurogallin) was detected as a pattern of dark brown colored
bands. For the detection of catalase bands, gels were incubated in
0.76 mM Ks[Fe(CN)g] and 1.5 mM FeCls, pH7.5, then analyzed.
Catalase activities were detected as transparent bands on a dark
background (Weidert and Cullen, 2010).

For chromosome preparations, lateral root tips were treated
with 0.1% (w/v) colchicine (Sigma—Aldrich), then fixed in 45% (v/v)
acetic acid. Fixed samples were hydrolyzed in 1 N HCI at 60 °C, and
stained with 5% (w/v) carmine-acetic acid at 60 °C. Chromosome
squashes were examined by using the bright-field facilities of the
Olympus Provis AX-70 microscope.



4. Summary of results

In V. faba lateral root tip meristematic cells MCY-LR
induced a large number of mitotic spindle abnormalities in a time
and dose dependent manner. One day of treatments with MCY-LR
did not induce significant changes in mitotic spindle organization. At
2 days of toxin exposure, we observed 7 types (disrupted sindle,
tripolar/multipolar spindele, monopolar sindle, incomplete spindle,
C-shaped spindle, S-shaped spindle, asymmetrical (unequal)
spindle), while at 6 days of toxin exposure, we observed 11 types
(disrupted spindle, additional polar MT bundles, tripolar/multipolar
spindle, multipolar spindle with hyperbundling of kinetochore MTs,
monopolar sindle, incomplete spindle, C-shaped spindle, S-shaped
spindle, additional spindle, midplane kinetochore fiber bundles,
asymmetrical (unequal) spindle) of mitotic spindle abnormalities.
The number of mitotic spindle abnormalities was highest at 10 pg
mlt MCY-LR for both treatment time. Moreover, this toxin induced
much more types of mitotic spindle abnormalities than other well-
known protein phosphatase inhibitors. At one day of toxin exposure,
we observed the significant decrease on the total PP1 and PP2A
activities at higher concentration than 1 ug ml* MCY-LR. During 2
and 6 days of exposure the toxin inhibited significantly PP1 and
PP2A activity at higher concentration than 0.1 ug ml* MCY-LR.
MCY-LR inhibited PP1 and PP2A activities after 24 h of exposure,
when no spindle anomalies were detected. At 48 h and 6 days of
exposure these effects were more pronounced and occurred
concomitantly with the induction of spindle anomalies. DCFH-DA
staining did not reveal significant increases in the ROS levels of V.
faba lateral root tips, irrespective of the time of MCY-LR exposure
and the concentration of toxin. Meanwhile, there were significant
increases in the activities of the H,O, scavenging enzymes POD and
CAT. Since the accumulation of ROS was not detected by dichloro-
fluorescein diacetate (DCFH-DA) labeling, we can assume that all of
the detected division spindle abnormalities are related to long-term



protein phosphatase inhibition by MCY-LR exposure. Therefore, V.
faba is a good model plant for the study of the relationship between
protein phosphatase inhibition induced by MCY-LR and the
disorganization of mitotic microtubules, because the ROS inducer
effect of the cyanotoxin does not prevail in this system. We were the
first to publish several types of mitotic microtubule anomalies
induced by MCY-LR, including the formation of additional polar
microtubule bundles in the mitotic spindle, excessive bundling of the
midplane microtubules, incomplete mitotic spindle, spindles with C-
and S-shape and additional microtubular (spindle) structures. Our
opinion is that MCY-LR can be an efficient tool for understanding
the regulation of mitotic spindle assembly. Our results provide
insights into the role of protein phosphatases in subcellular processes
within plants and generally eukaryotes. By studying a Ceratophyllum
submersum population naturally exposed to a MCY-LR containing
cyanobacterial bloom, we also proved that during the toxic
cyanobacterial water blooming process, MCY-LR can accumulate in
such a quantity which can induce serious changes in the flora of the
affected area both at cell and tissue levels. Among tissue changes the
most important are induction of necrosis, early development of
lateral buds and shortening of shoots. At the cellular level, we
observed the degradation of DNA in necrotic tissues and the
hyperphosphorylation of histone H3 at the Ser 10 position
(H3S10ph) in the metaphase cells of shoot tip meristems.

The effect of CYN on growth was studied on V. faba
seedlings. In V. faba seedlings, we detected transient stimulation of
growth parameters-especially root growth- at 6 d of treatment with
0.1 pg ml'* CYN under continuous light, in both V. faba cultivars
(Standard and ARC Egypt Cross). CYN induced growth stimulation
can be considered as a stress response: increases in plant or organ
(root) biomass increase the capacity of CYN detoxification (Kinnear
et al., 2008; Beyer et al., 2009). Growth effects of CYN depended on
exposure time, light conditions and the plant cultivar used for V.
faba. During 6 days of treatment we detected a much more intense



and more pronounced effect on growth than in the 3-day treatments.
When plants were grown in darkness, the stimulatory effects of CYN
were not observed for epicotyl and mainroot of cv. ‘‘Standard’’.
Necrotic cell death is induced by many abiotic and biotic stress
factors. For V. faba, the pattern of necrosis formation was CYN dose
dependent. At lower cyanotoxin concentrations (0.1-5 pug mil?)
necrotic patches were characteristic for root cortex. At higher CYN
concentrations (10-20 pg ml?), continuous necrotic rings were
formed in root cortical parenchyma and rhizodermis. Besides this, at
long-term cyanotoxin exposures, plants avoid entry of cyanotoxin
into healthy tissues through vascular tissue by the formation of
necrotic patches (0.1 - 5 ug ml* CYN) and rings (10 — 20 pg ml?
CYN) formed in root tissues. These are part of the general stress
response induced by cyanotoxin resulting in V. faba detoxification.
These alterations cannot be classified as specific effects of CYN
because they can be induced by several other types of stress, too.

Changes of chromatin — nuclear blebbing, partial
fragmentation of cell nucleus at 10 pg ml* CYN and complete
fragmentation at 20 ug mI* CYN and necrosis together indicated that
CYN induces both programmed cell death (PCD) and necrosis of V.
faba cells treated with cyanotoxin.

CYN induced stimulation of mitosis and distinct mitotic
phases at low, environmentally relevant concentrations (0.01- 0.1 pg
mlt) at six days exposure and inhibited cell division at higher
concentrations (2.5-20 ug ml-1) in V. faba seedlings. This is true not
only for the whole of mitosis, but also for mitotic phases. This
suggests that mitosis is affected by CYN in general, without
arresting cells in certain mitotic phases. Multiple mitotic effects of
CYN indicate that the cyanotoxin acts on cell division by complex
mechanisms. At 3 days of exposure, the cyanotoxin does not have
significant effects on mitotic activity, but it delays mitosis in
synchronized cells at a higher concentration (5 ug ml) at one day
exposures. This effect can be observed in S. alba seedlings as well,
where it delays de novo protein synthesis in the time frame studied



(43 h). Thus, one of the possible cause of mitotic changes induced by
CYN is its protein synthesis inhibitory effect.

In synchronized V. faba lateral root meristem cells CYN
also inhibited the cells to enter S-phase, because there was no
significant growth in the number of cells being in S-phase 12 hours
after hydroxyurea washout. For in vitro DNA synthesis we did not
experience changes in the amount of DNA formed during the PCR
and gPCR reactions in the presence of either low or high CYN
concentrations. That is, it is probable that the retardation of entering
S-phase does not result from the direct interaction of CYN-DNA.
The mitotic alterations observed are partially due to the changes in
protein synthesis caused by CYN.

There was one structural mitotic alteration induced by CYN
independent of exposure time, cultivar and light conditions in V.
faba. This was abnormal PPB development. Our research team
observed previously this phenomenon in other plants, too (Beyer et
al., 2009). Thus, CYN induced abnormal PPBs could be universal in
plants, and it might be directly related to its influence on protein
synthesis, hence a specific effect of CYN in plants. The alterations in
the preprophase band (PPB) organization (double PPB, split PPB,
asymmetric PPB) can correlate with the inhibition effect of CYN on
specific proteins in plants. Therefore, this microtubular alteration can
be used as an indicator of the presence of CYN in surface waters,
where this cyanotoxin is the single protein synthesis inhibitor
compound. Our results show that environmentally relevant
concentrations of CYN (<1 pg ml?) affect growth and have
cytotoxic effects in V. faba. This involves necrosis and non-mitotic
chromatin lesions, chromosome aberrations and abnormal formation
of PPB. These results clearly show the cytotoxic effect of CYN on
plants and raise the possibility of CYN toxicity in natural
environments. The novelty of our results consists in: (1) the
detection of chromatin alterations induced by CYN, which are
markers of PCD in plants, (2) the first direct evidence for
chromosome aberrations caused by CYN in plants, (3) the delay of



mitosis resulted by CYN, which can be related to the delay of protein
synthesis, (4) as well as the fact that the CYN induced alteration of
cell division plane can be correlated to the alterations of PPB
organization.
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