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A roviditések jegyzéke

BSA: borju szérum albumin

CDK: ciklin dependens kinaz

CHO-K1: kinai hércsdg ovarium sejttenyészet
CMT: kortikélis mikrotubulus
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PBS: foszfat pufferelt sdoldat

PP1: protein foszfataz 1

PP2A: protein foszfataz 2A

PPB: pre-profazisos koteg

Rb: retinoblasztoma protein

TUNEL: Terminal deoxynucleotidyl transferase-meethtdUTP Nick
End Labeling



1. Bevezetés és célkizések

1.1. Bevezetés

A cianobaktériumok az egészellagban igen elterjedt fotoszintetizald
prokariota szervezetek, szamos fajuk képes kild@hbd@miai
tulajdonsagu toxikus vegyuleteket, azaz cianotdsx@hoeballitani. Az
eutrofizaci6 soran a természetes vizek cianobakt&i a nagy
koncentraciéban jelen l8vtapanyagok kovetkeztében nagymértékben
elszaporodhatnak, és cianotoxinjaik révén szamotyeszségugyi, és
okologiai kockazatot jelentenek (Carmichael, 1992).

A cianotoxinok kérosak az emberre és haszonallatakmellett a vizi
Okoszisztémak fenntartasaban szerepet jatszo kadats (Carmichael
1994). Két cianotoxinrdl ismeretes, hogy a ndvéengeék karos hatasu. Az
egyik az alkaloid tipusu cilindrospermopszin (CYM)nelyet §ként az
Aphanizomenon és Cylindrospermopsis genuszba tartozé tdrzsek
termelnek, a masik a heptapeptid tipust mikrocisktiMCY) csaladja,
amelyeket dként a Microcystis spp. termel (Sivonen és Jones 1999).
Gerinces allatokban mindkét toxin &erban majkarosité hatasu, és
szamos esetben okozott emberi megbetegedéseklectirisen és mtsai,
1998; Humpage és Falconer, 2003). Kutatocsoponetdte fel edszor a
CYN és a MCY-ek ndvényekre gyakorolt toxikus hated kérdését
(Vasas és mtsai, 2002; Kés és mtsai, 1995). AzoOhb tszeré is
foglalkozott a cianotoxinok névényekre gyakoroltdsaval (M-Hamvas
és mtsai, 2003; Pflugmacher 2004; Mathé és mt€#)7;22009), de a
toxikus hatas hatterében all6 sejt- és szovetsauditozasok kevéssé
ismertek.

A vizi Okoszisztémakat igen sulyosan érintheti, da uralkodo
noveényzet karosodik, vagy elpusztul. Az eurdpai asét az utobbi
évtizedekben egy lassu pusztulasi folyamaton merkeeksztil, amely
hatterében szamos tényemellett a cianobakterialis toxinok is szerepet
jatszhatnak (Ostendorp, 1989; Yamasaki és mtsaB)1® vizvirdgzasok
soran a partok mentén, ahol gyakran talalkozhatnaklasokkal, a
cianobaktérium tbmeg vastag réteget alkothat, amafly mennyiségben
tartalmazhat cianotoxinokat (Mathé és mtsai, 20&Atatocsoportunk
kordbban bizonyitotta, hogy a MCY-LR toxikus hatésPhragmites
australis novényekre (Mathé és mtsai, 2007).

A MCY-ek citotoxikus hatasairdl allati sejtekbenésrs adat all
rendelkezésre, az 1 és 2A tipusu protein foszfataspecifikus



gatloszereiként a foszforilacioval szabalyozottydohatokkal interferal,
igy elsisorban a citoszkeleton szergdését, ezen kivil a sejtek
novekedését és a programozott sejthalalt befoljgasroivola és
Eriksson, 1999; Lankoff és mtsai, 2003). A CYN dlatdkban és a
ndévényekben egyarant gatolja a fehérjeszintézists(o €s mtsai, 2001,
Metcalf és mtsai, 2004), tovabba allati sejtekberotyyitott a cianotoxin
DNS kérositd6 hatdasa (Humpage és mtsai, 2000). iAflajtekben a
mikrotubulusok és a mikrofilamentumok dezorganiagiti indukalja
(Gacsi és mtsai, 2009). A CYN a vorosvértestekbellegzetes
morfologiai elvaltozast okoz (Sukenik és mtsai, @00A fentiekisl
kittinik, hogy a két ismert és kutatott cianobakteriédisin, a CYN és a
MCY sejtszinti hatasai viszonylag ismertek az allati sejtekbemdiét
cianotoxin hatast gyakorol a citoszkeletalis eleraes a kromatin
szerkezetére. A novényi sejtekkel kapcsolatosamkag mindezidaig
kevés az irodalmi adat (a CYN esetében, egyaltaildcs tudomasunk a
toxin altal a névényi sejtben okozott elvaltozasbkrEnnek megfeléen,
a célkifizéseinket az alabbiakban fogalmazzuk meg.

1.2. Célkitiizések

a. A CYN novekedésre gyakorolt hatasanak vizsgékstain vitro
eléallitott axenikus nad Rhragmites australis) ndvényekben, amely
magdaban foglaja a hajtdsok és a gyokerek hosszéawtkedésének és az
0j gyokerek kép&désének felméréseét.

b. A CYN szovettani hatasanak analizise az axenikadnévények
gybkereiben, a merisztematikus és a differenciivstekben.

c. A CYN és a MCY-LR mikrotubuléris citoszkeletongyakorolt
hatasainak megfigyelése o0sztédd és differenciattigydker sejtekben,
fluoreszcens mikroszképos technikdk alkalmazaséaval.

d. Célul tiztik ki a cianotoxinok a nad gyokércsucsi meriszaémjtek
osztodoképességére kifejtett hatasanak vizsgalatat.

e. A CYN és a MCY-LR a kromatin allomanyra gyakorblitdsanak
megeértése kromatin festési technikak és TUNEL mérdsegitségével.



2. lrodalmi attekintés

2.1. A nad mint modellnévény

A nad Phragmites australis /Cav./ Trin. Ex Steud.) kozmopolita
egysziki névényfaj. A vizi &helyek fontos allomanyalkotéja. &brdul a
partmenti sekélyesekben, mind a brakkvizekben raméddesvizekben, de
a szarazfoldi nadasok sem tekintiketitka jelenségnek (Haraszty, 1931).
A nad aPoaceae csaladba tartozo rizémaval rendelkemgytermet (1-4
m magas) novény. Ureges fasodott szalmaszarraelieamk, amely a
benne talalhat6 szilarditd szévetnek koszatareigen ellenalld. Gyokerei
a vizi életmodhoz val6 adaptacio kovetkeztébengdizi atszelizteth
alapszovettel rendelkeznek, amely redukaltabb foemamegfigyelhét a
szarazfoldi egyedekben is (1. abra; Haraszty, 1931)

1. dbra: A Phragmites australis gyokerének szoveti struktaraja(Haraszty, 1931)

Hazéankban a nddasok szanésbonos, veszélyeztetett allatfajnak adnak
otthont, példaként megemlitidgt a nadasainkban fészkeinadarfajok a
nadi poszatakAcrocephalus spp.) a kocsagokHgretta gar zetta; E. alba),

a voros gémArdea purpurea) €s mas madarak (Heinzel és mtsai, 2000).

A nadnovények képesek nagy hatasfokkal felvenni oryias
nehézfémeket (Mn, Cd, Cr, Pb, Zn, Hg, Cu) ezaltakt vesznek a vizek
ontisztulasdban (Simon, 1992). Lehat teszik az antropogén valamint a



természetes eredetszennyeddések biomonitorozasat (Bonanno és Lo
Giudice 2010). Eurdopaban a nadasok lassu pusztdiggalhet meg
(Ostendorp, 1989, Armstrong €s Armstrong, 2001)el&nségért szamos
biotikus és abiotikus tény&z okolhatdé. A folyotorkolatokban a
csatornaépitések kovetkeztében megvaltozott slktartgHanganu és
mtsai, 1999), az eutrofizacio soran megnovekedsdtves sav- illetve
szulfidtartalom az Uledékben (Armstrong €és Armsiron1999),
mechanikai sérilések valamely emberi tevékenysegtkézteben (aratas)
vagy a fiatal nadhajtdsokat lelegel behurcolt allatok (pl nutria,
pézsmapocok, amur) lehetnek a féselk az Europaban tapasztalhato nad
pusztuldsért (Ostendorp, 1989). Nem hagyhato figgal kivil a toxikus
cianobaktérium térzsek potencialis szerepe. Yamagskmtsai, (1993)
egy eutrof téban (Teganuma to, Japan), akotrocystis aeruginosa
vizviragzas jelentkezett, a nadasok jedergusztulasat figyelték meg.

A nédnovények Rhragmites australis) képesek felvenni a
mikrocisztineket €s a cianotoxinok hatast gyakabklraz enzimjeik
aktivitasara, elésorban az oxidativ stresszel szembeni védekezslgiaéz
enzimekre (Pflugmacher és mtsai, 2001), ezen f@ilitro eléallitott
nadnoévények mikrocisztin-LR-el tortén kezelése novekedésgatlast,
sargulast, és szovettani elvaltozasokat okozotttl{#a&s mtsai, 2007).
Kevéssé ismert, hogy egyéb cianobakterialis toxinokint pl. a
cilindrospermopszin hogyan hatnallaragmites australis névényekre.

A Phragmites australisbél mar tobb szefz allitott eb
szOvettenyészeteket. 1975-ben Sangwan és Goresgjtdzuszpenzios
kultarat hozott létre, amely azonban nem bizonyefbriogénnek.
Embriogén nadkalluszokat és névényregeneralastpkéesbb kutatonak
sikeriilt megvalositani (Mathé és mtsai, 2000; Wésgntsai, 2001). Nad
szOvettenyészeteket mar tobb esetben hasznaltakfiziokagiai
kisérletekben (Cui és mtsai, 2002). A MCY-LR nadériyekre gyakorolt
hatasat a szoOvettenyésztésselbakikott nadnovények segitségével
igazoltak (Mathé és mtsai, 2007). A szovetteny@&kzetzamos éhyt
kinalnak.  Mivel axenikus kultarak, lelie® teszik, hogy
mikroorganizmusok vagy egyéb ténykz befolydsa nélkul kapjunk

~ sz

kontrollalhaté kisérleti korilmények kozott (Matée mtsai, 2007).



2.2. A cianobakterialis toxinok

A cianotoxinok termeléséért a névado baktériumcdbpp a
cianobaktériumok torzsébe tartozo toxikus baktéokima felebsek.
Tudomanyos érdebtiésre emberi és allati mérgezéses esetek kapcsan
tettek szert (Carmichael, 1994, Sivonen és Jon@3)19

Csoportositasuk leggyakrabban az emberi, illetvallati szervezetben
okozott patoldgias elvaltozasok alapjan torténikmAjat karosité toxinok
vagy mas néven hepatotoxinok kézé tartoznak akciklioligopeptid
természdt mikrocisztinek (MCY) és nodularinok valamint az
alkaloidokhoz tartoz6 cilindrospermopszin (CYN). Adegrendszeri
elvéltozasokat okozd cianotoxinok legfontosabb osipgn az alkaloid
természdt szaxitoxin, illetve az anatoxinok (Carmichael, 2R9Ezen
kivil dermatotoxikus (aplysiatoxinok és lyngbyatoxiilletve irritativ
cianotoxinok (lipopoliszacharid) is ismertek (Sieonés Jones, 1999).

A toxintermeb képesség nem tekintldeta cianobaktérium fajok
definitiv  tulajdonsaganak, minden toxikus cianobakim fajban
fellelhe®k toxikus és nem toxikus térzsek. Toxikus torzss&lhatok pl. a
Microcystis aeruginosa, Anabaena flos-aquae, Nodularia spumigena,
Aphanizomenon ovalisporum és Cylindrospermopsis raciborski fajokban
(Carmichael, 1992). A toxikus torzsek kozott jetenkiilonbség lehet a
toxintermelés mértékében. Jelenleg nem ismert, laogyanobaktériumok
milyen okbdl termelnek toxikus szekunder metabkhto nincsenek
adatok arra vonatkoz6an, hogy a cianotoxinok milgenllcios elnyt
biztositanak a cianobaktériumok szamara (CarmicH®882, Sivonen és
Jones, 1999).

A természetes vizekben a cianotoxinok koncentra@dgianobakterialis
vizviragzasok soran emelkedhet veszélyes szintaenfiChael, 1994). A
cianobakteridlis vizvirdgzasok kialakulasanak mében leggyakrabban a
tavak eutrofizdcidja all, ugyanis az eutrofizaciorém a tavakban
feldisulnak a szervetlen tapanyagok, léhéttéve a cianobaktériumok
tomeges elszaporoddsat (Mur és mtsai, 1999). Azofe#ici6 a
természetes vizeket éréntglobalis probléma, kialakulasa a legtobb
esetben antropogén hatasoknakit(@gyazas, szennyviz, stb.) kdszdhet
(Smayda, 2008).



2.3. A cilindrospermopszin

A cilindrospermopszin (CYN) ciklikus alkaloid tersgeti cianotoxin.
Elsdként aCylindrospermopsis raciborski-ban figyelték meg, majd késb
mas cianobaktérium fajokban is megtalaltak, mintUsmezakia natans,
Aphanizomenon ovalisporum, A. flos-aquae, Lyngibia wollei, Anabaena
lapponica, €s aRaphidopsis curvata (Banker és mtsai, 1997; Harada és
mtsai, 1994; Spoof és mtsai, 2006; Li és mtsai,1200eussel és mtsai,
2006). Mérgeé hatasara egy ausztraliai viztarozéban kialakalivagzas
hivta fel a figyelmet, melynek sordn CYN kerult apbvizbe, és 148
ember betegedett meg (Griffiths és Saker, 2003jerfe@lisan CYN
termeb cianobaktériumok - dként Cylindrospermopsis raciborskii -
tbmeges elszaporodasa, a tropusokon igen gyakmanpban szamos
esetben a mérsékelt 6vi orszagokban &foellult (Preussel és mtsai,
2006). Hazankban is tobb esetbensf@idult Cylindrospermopsis
vizviragzéas (Kovacs és mtsai, 1999), azonban a {e¥évlétét ezekben az
esetekben nem sikertlt kimutatni (Vasas és mt@i2R). A nyilt vizben a
CYN koncentraciéja a nagyobb vizvirdgzasok soram 42g I' lehet
(Rucker és mtsai, 2007). Falconer és mtsai (198)rd a szél hatasara a
partok mentén feltorl6dd, vastag, cianobaktériunteket tartalmazo
habban, felszini cianobaktérium rétegben a ciamoetdxkoncentracioja a
nyilt vizben meért koncentraciohoz képest 1000 smayyobb lehet. A
szerdk elisorban a MCY-t vizsgaltak, de az elvik mas cianotmx
esetén is alkalmazhato.

A CYN szulfat csoportot tartalmazé triciklikus gudimo uracil
szarmazék, a szakirodalom az alkaloidok csoportj@bguanidin rész
bazikus csoportja miatt sorolja (alkaloidok: novémyedeti nitrogén
tartalma bazikus karaktérmromas vegyuletek), azonban a CYN a szulfat
csoport miatt ikerionos szerketiefOhtani €s mtsai, 1992; 2. abra). A
toxikus hatas kialakulasédhoz, Banker és mtsai (RO¥sgalatai szerint,
az uracil részfeltétlentl szikséges. A CYN vizben kivaléan oldodo
viszonylag stabil molekula, cianobaktérium nyergokiatban kozvetlen
napfény hatasara gyorsan degradalddik, azonban aspé Bmérséklet
valtozasara a CYN nem érzékeny, a felezé&i58 °C-on 8-10 hét. A
természetes vizekbensdbaktérium kdzosségek, ugynik, nem képesek a
CYN gyors bontasara. igy elképzeltiehogy a cianotoxin napfénynek
kevésbé kitett vizekben (pl. naddasokkal boritottt paenti vizekben)
hosszabb ideig megmaradjon (Chiswell és mtsai, ;1988mer és mtsai,
2008).



A CYN géatolja a fehérjeszintézist allati és névésgjtekben, azonban a
gatlas pontos molekularis mechanizmusa nem isnkeds¢io és mtsai,
2001; 2003; 2008; Metcalf és mtsai, 2004). Froséso mtsai (2008)
radioaktivan jelolt CYN segitségével vizsgaltakianotoxin kobédéseét a
riboszomahoz. Gél§réses kisérleteik soran azt tapasztaltak, hogy i CY
molekula 0,02 : 1 molaranyban Kkditk a riboszémakhoz, mig a
riboszomalis fehérjeszintézist gatlé vegyiletek dignl : 1 aranyban
kototodnek. Emellett megfigyelték, hogy a csak kevés sadonat
tartalmazé frakciokban is nagy mennyiségben medpttih a CYN.
Mindezekl®l a szerdk arra kbvetkeztettek, hogy a CYN nem kdzvetlenul
a riboszomahoz kétik, hanem a fehérje szintetizal6 apparatus mas
elemeihez, val6szitteg az iniciaciés, vagy az elongacios faktorokh®dz.
CYN nem kompetitiv médon gétolja az UMP (uridin roéoszfat) szintaz
komplexet és ezaltal a pirimidin nukleotidok szagét (Reisner és mtsai,
2004). Runnegar és mtsai (1994) patkany hepatoteyészetben
kimutattak, hogy a CYN gatolja a glutation szingé&tj azonban a székz
nem targyaltak részletesen a géatlas hatterébemiakémiai valtozasokat.
A CYN-bdl a sejtekben, eddig ismeretlen szerkigzat CYN-nél sokkal
toxikusabb vegyiletek keletkeznek a meéregtelergtgéshrésztvel
citokrom P-450 rendszer ithkodése kovetkeztében, azonban a CYN és a
belble keletked metabolitok fehérjeszintézist gatlé hatasa koxmitics
szamotte¥ kuldonbség (Humpage é€s mtsai, 2005; Norris és m2edi2).

A citokrom P-450 rendszer szdmos szekunder metabalgy alakit &t,
hogy az reakcioképesseé valik, és a DNS-hez, illatiehériekhez kdtlve
agynevezett adduktokat hoz létre (Mandl, 2002).v5léa mtsai (2000)
kimutattak, hogy a CYN a sejtekben képes ilyen kiexgket Iétrehozni a
DNS molekulakkal.

2. abra: A CYN szerkezeti képletdOhtani és mtsai, 1992, nyoman)



Az allati illetve az emberi szervezetben a CYNo6stsban a majat
karositja, de mas szervekben iSidkz szévetkarosodast (Hawkins 1985).
A CYN mérgezés jellentz tiinetei, a Palm Island-en tortént esetben, a
majenzimek  mennyiségének novekedése a vérben, a m3g
megnagyobbodasa, véres vizelet, valamint véredetz@kyth, 1980). A
CYN centrilobularis nekrézissal jellemeztighajkarositdo hatdsa minden
emlssben megfigyelhét (Seawright és mtsai, 1999; Bernard és mtsai,
2003; Griffiths és Saker, 2003; Humpage és Falca2@d3), a majsejtek
erételjesen vakuolizalédnak, a sejtek kozotti tér duitd(Falconer és mtsai,
1999a). A CYN a vesét is karositja, a nephrotutmkysroximalis részén
az epitél sejtek elpusztulnak, a glomeruluszokbi@nbsvértestek jelennek
meg (Falconer és mtsai, 1999a). Egerekben a toggratkarosité hatasa
is ismert (Rogers és mtsai, 2007). A CYN kis déaisthosszu igh
keresztil adagolva, a vorosvértestek deformacidi@ti eb egerekben
(Sukenik és mtsai, 2006). A CYM vitro ésin vivo kisérletekben DNS
karositd hatasunak bizonyult (Humpage és mtsaip;28@zin és mtsai,
2010; Shen és mtsai, 2002). A CYN a CHO-K1 sejtakbe
mikrofilamentumok és a mikrotubulusok dezorganidggatj valamint a
kromatin szerkezet megvaltozasat idézée(€lacsi és mtsai, 2009).

A novények esetében igen kevés tanulmany foglatkk@&YN toxikus
hatasaival, az adatok rdadasul ellentmonddak. Vasamtsai, (2002)
mustar csirandveny tesztben vizsgaltdak a CYN-tjaaotoxin géatolta a
novények névekedését, azs@rték 18,2 pg mil. A Hydrilla verticillata
novényekben a 0,4 pg ™I CYN-t tartalmazé Cylindrospermopsis
raciborskii nyers kivonat enyhe novekedésserkehatasunak bizonyult
(Kinnear, 2008). A CYN novényekre gyakorolt citoldighatasairél kevés
adat &ll rendelkezésre. Metcalf és mtsai (2004) caényekben is
kimutattak a CYN fehérjeszintézis gatlé hatasat.
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2.4. A mikrocisztinek

A mikrocisztinek (MCY) szintézisét ledisdz6r a toxikus
vizviragzasokért leggyakrabban féledé tehét Microcystis aeruginosa
toxikus torzseiben figyelték meg. Kb szamos mas cianobaktérium
nemzetségben talaltak kulonféle MCY variansokayeril genusok a
teljesség igénye nélkil pl. &nabaena, aPlankthotrix, azOscillatoria, az
Anabaenopsis, az Oscillatoria, a Nostoc, a Hapalosiphon sth.
(Carmichael, 1992, Skulberg és mtsai 1993, Sivarsedones, 1999). Sok
szerd ugy véli, hogy a MCY-ek endotoxinok, a sejten betlialhatok a
tilakoid membranhoz kététten (Shi és mtsai, 199%&)ncentraciojuk az
allovizekben a nyar végi hidegebb é6imbn a sejtek pusztulasa
kovetkeztében igen nagy lehet. Hazankban tobbifelszzterben, igy a
Velencei-toban és a Kis-Balatonban fordults elendszeres toxikus
Microcystis vizviragzas (T6rokné Kozma és mtsai, 1986; Tordkoema
és Mayer, 1988; Koés, 1995; Torokné Kozma és m2z00). A MCY
viszonylag stabil vegyilet, akar hoénapokig is megmuhat egy
vizviragzas utan (Carmichael, 1994). A MCY koncaaibja a nyilt
vizekben egy nagyobb vizviragzas soran a nM-os s@gendet is
elérheti. Azonban a partok mentén, ahol a felgyldérsejtek vastag (akar
tobb cm-es) réteget képeznek, a lokalis MCY konéeit értékek a nyilt
vizben mérhéinél akar 3-4 nagysagrenddel is nagyobbak lehetBek,
HM-0s vagy nagyobb toxinkoncentraciok igfetdulhatnak (Falconer és
mtsai, 1999; Mathé és mtsai, 2007)

A mikrocisztinek ciklikus heptapeptid szerkdzetianobakterialis
toxinok, felépitésikben a hagyomanyos L-aminosavakllett D-
aminosavak és kulonleges aminosavak, mint a hidrpféminosav, a 3-
amino-9-metoxi-2,6,8-trimetil-10-fenildeka-4,6-d@t (ADDA) és az N-
metildehidroalanin (MDHA) is részt vesznek (3. §bidbb mint 80 féle
MCY ismeretes, melyek tdbbsége toxikus, kdzottiklearés dként az L-
aminosavakban talalhatd6. A MCY-LR esetében a 2nasav L-leucin, a
4. L-arginin (Botes és mtsai, 1985; Boaru és mtsz005). A
hatdsmechanizmusukat tekintve, a MCY-ek a PP1 @& Ripusu protein
foszfatazok specifikus inhibitorai. A MCY-LR fostéa& gatlasra
vonatkozo 1G, értéke a legtdbb eukariota szervezetben 0,1 és iR
kozott talalhaté (Wiegand és Pflugmacher, 2005)MBY-ek képesek
kovalensen k&dni a MDHA karbonil csoportjan keresztil a PP1
katalitikus alegységéhez és PP2A-hoz, ez a hatassmékséges a protein
foszfataz aktivitas gatlasahoz. A MCY-ek gatl6 bagt az ADDA rész a
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felelés, mert a hidroféb szénldnca behatol a proteinfétézok aktiv
centrumaba (Goldberg és mtsai, 1995).

(6) D-Glu (iso) (7) N-methyldehydroAla

COOH CH (0]

5) Add
(5) Adda e

Cr, (1) D-Ala
CH3 (0]
HN ™ CH,
NH |
CH,
COOH O @) L-Leu
(4) L-Arg (3) D-erythro-B-methylAsp (iso)

3. abra: A MCY szerkezeti képlete (Wiegand és Pflugmacher, 2004)

A MCY reaktiv oxigen formak kégdéset indukalja, a kutatok szerint a
MCY megkéti a redukalt glutationt, igy a sejtek neképesek a
szabadgyokokl megszabadulni, ennek kdvetkeztében a ROS merggyisé
megré (Boucha és Maatouk, 2004).

A MCY-LR élettani hatasai az allati és human szeetieen elég jol
ismertek, ugyanis a haszonallatok korében viszgnylgyakran
eléfordulnak fatalis kimenetélmérgezések, raadasul egy braziliai dializis
allomason emberek halalat okoztak a toxikus heptagek (Jochimsen és
mtsai, 1998).

A MCY-LR toxikus hatasai elisorban a majat és az emésehdszert
erintik, a hepatocitak és az enterocitdak mar kanaioxin koncentracio
esetén is képesek a MCY-LR-t felvenni, mivel az neyezett szerves
anion transzport fehérjek (OATP) megtalalhatok lignrezek a fehérjék
felelések az epesavak transzportjaért, de a MCY-LR-Efzekek a sejtbe
juttatni (Daily és mtsai, 2010). Mas sejttipusokkispesek felvenni a
MCY-eket, de csak abban az esetben, ha a letalignal nagyobb
koncentracioé-tartomanyokban vannak jelen (Alverca ratsai, 2009;
Lankoff és mtsai, 2003). A MCY-LR mérgezés jellémtinetei, a
fentieknek megfeléken, a gasztroenteritisz és a majdiszfunkcid, médyne
hatterében a maj szoveti struktarajdnak felboml&svetkeztében
létrejowd bevérzések allnak (Carmichael, 1994; Billam ésam008). A
MCY-LR kis koncentraciéban serkenti a sejtek osas@d (Lankoff és
mtsai 2003), sok szeaiz szerint a serkefit hatas a MAP kinaz

11



kaszkadrendszerek stimulécidja révén valosul megh(i@ger, 2004). A

elébbiek miatt sok szeéz Ugy gondolja, hogy a MCY szubletalis
koncentricidéban karcinogén hatasu lehet (Nishiik8R2, Ueno és mtsai,
1996).

A MCY hatasara a sejtek citoszkeletonja dezorg&iilid a jelenség
mindharom komponenst: a mikrofilamentumokat, a otikbulusokat és
az intermedier filamentumokat egyarant érinti, énhatasara a sejtek
O0sszeesnek, szovetkarosodast eredmeényezve. Mdbéye a
citoszkeletalis proteinek hiperfoszforilacioja, (fala és Eriksson, 1999,
Wickstrom és mtsai, 1995). CHO-K1 sejtekben a MCR-& mitotikus
ors6 dezorganizacidjat és rendellenes mitdzist,ammat a sejtek
apoptozisat okozta (Lankoff és mtsai, 2003). A M@xbptogen hatasaért
felteheten a reaktiv oxigénformak (ROS) menyiségének a keilése a
felelés (Campos és Vasconcelos, 2010).

A MCY a novényekre is toxikus hatasulvicrocystis aeruginosa nyers
kivonat és a tisztitott MCY-LR hatasara a mustairacgvények
novekedésgatlasat, az antocian tartalom csokkeéésst egyszali DNS-t
hasité enzimek aktivitasanak a megnovekedését Ifégyeneg (Kos és
mtsai, 1995; M-Hamvas és mtsai, 2003)Phaseolus vulgaris levelekben
a MCY gatolta a fotoszintézist (Abe é€s mtsai, 1996)vizinbvények a
MCY mérged hatasanak leginkabb kitett névények.LAmna gibba, a
Ceratopyllum demersum, a Phragmites australis, a Spirodela oligorrhiza
€s mas vizindvények bizonyitottan képesek felvenMCY-eket, és a
cianotoxin hatasara csbtkken a novekedésuk, szavedlwaltozasok
jelennek meg bennik és klorotikussa vélnak. Egyemavenyeknél C.
demersum, P. australis) a MCY-LR hatasara megemelkedik az oxidativ
stressz kapcsolt enzimek aktivitdsa: novelperoxidaz és glutation-S-
transzferaz aktivitasokat mértek. Raadasul, ezekdbembvényekben a
glutation a MCY-LR-el konjugalddott, amely arra lutaogy detoxifikalo
mechanizmusok indukcibja kdvetkezett be (Saqgrametsai, 2007; Mathé
és mtsai, 2007; Mitrovic és mtsai, 2005; Pflugmacés mtsai, 2001;
Pflugmacher, 2004; Romanowska-Duda és Tarczyn§Ki)2

A MCY citologiai hatasai ndvényekben kevéssé isalerbohany BY-2
illetve Arabidopsis sejttenyészetekben a MCY megnbvelte a reaktiv
oxigénformadk mennyiségét, €és a sejtekben apop&zisrtalo
elvaltozasokat indukalt, a kromatin margindlisamdenzalédott és a
sejtmagok dsszezsugorodtak (Yin és mtsai, 20055)200

12
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2.5. A névényi mikrotubuléris citoszkeleton

A mikrotubulusok az eukariota szervezetek sejtjeibelforduld
citoszkeletalis elemek, szamos a sejtek szamakailbghetetlen funkciot
latnak el, mint a sejtmagosztodas, a vezikularandzport, a sejtek
alakjanak illetve polaritasanak meghatarozasa (iwowds Nogales 1998).
A mikrotubulusok minden eukariéta sejtben megtatitkonzervalt GTP
koto fehérjéklbl, o- és PB-tubulinbol &6 13 db parhuzamos
protofilamentumbdl épulnek fel, 25-37 nm-es vasiggs cé alakl
struktarak. Jellemigik, hogy polarisak, rendelkeznek ,+B)(és ,-" (o)
véggel (Dowling és Nogales 1998). Rendkivil dinamikstrukturak,
allandoan lebomlanak a ,-” végen, vagy felépllneltavégen, illetve
gyakran a két jelenség egyszerre megy végbe, ibretleszélhetiink
Laposdémalom” effektusrol. A dinamikus instabilitéhetve teszi, hogy a
mikrotubulusok viszonylag gyorsan atrenddienek, illetve, hogy aktiv
mozgast veégezzenek (Nogales, 1999). A mikrotubktliep szamos
kulonféle MAP (mikrotubulus asszocialt protein) kaplédik. Egyesek a
mikrotubulusok stabilitasat szabalyozzak, masok esakotések
kialakitasaval képesek mikrotubulus kotegeket Ihetrai, ezek mellett
ismertek a motor proteinek, amelyek a mikrotubukus®ntén a ,+” vagy
a ,-" vég felé vandorolnak (Nogales, 1999). A ldgtibeukariota sejtben
jOl korulhatarolhatd organellumok, centroszémakaiég mikrotubularis
citoszkeleton szervezését, a novényekben azonban tedalhatod
mikrotubulus szerveéz organellum, a mikrotubulusok nukleacigjat a
sejtmag membran illetve a sejtmembran kodzelébenelyelhked
viszonylag kevéssé ismert fehérje komplexek vegamkelyeky-tubulint
tartalmaznak (ply-tubulin ring complex; Stoppin-Mellet és mtsai, 999

A novényi sejtekben legalabb 6t féle mikrotubuldisuktura talalhato
meg (4. abra). Az interfazisban és a differencsdjtekben kortikalis
mikrotubulusokat (CMT) talalhatunk (Erhardt és Sha®006). A
kortikalis mikrotubulus rendszer a névekedés teyégel mebdleges, ferde
vagy spirdlis lefutast, egymassal parhuzamos mikrdus kotegekd
épul fel (4. a abra). A CMT orientaciéja azonbaransas stimulusra
megvaltozhat, pl. hormonhatasokra illetve szamaesst faktor hatasara,
és a tengellyel parhuzamossa valhat (Yuan és mi€&i4). A CMT
feladata a sejtek direkcionalis novekedésének $xatisa, a
legelfogadottabb elmélet szerint a kortikalis mtkimulusok mentén
éepulnek fel a cellul6z mikrofibrillumok a sejtenvki, igy a novekedés
gyakorlatilag csak a tengely mentén valdsulhat rflegyadez és mtsai,
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2006). Az osztddd sejtekben a CMT-t felvaltja amapghoz kapcsol6dé
endoplazmatikus mikrotubulus struktiara (EMT; 4. bra, amelybl
késsbb kialakul a preprofazisos kéteg (PPB; 4. c abkePPB szerepe sok
szerd szerint az osztodasi sik kijelblése (Dhonukshengsai, 2005). A
PPB eltinése utan kialakul a mitotikus ors6 (4. d abra)jdnaatestvér
kromatidak szegregacioja utan a PPB altal kijel@tyen megjelenik a
fragmoplaszt (4. e dbra), amelynek szerepe, hogy aejthatért képéz
vezikulumokat a sejtosztddas sikjaba szallitsadlirés Smith, 2007).

(@) (b) (c) (d) (e)
/ifj§
ol %

NN Y
\ \v\/ ) /////\\ \ \\k =

4. abra: a névényi sejtekben talalhatdo mikrotubularis struktirak. (a): CMT. (b):
EMT. (c): PPB. (d): mitotikus orsde): fragmoplaszt. A mikrotubulusok piros szinnel
lathatok (Goddard és mtsai, 1994 valamint Dhonukshmtsai, 2004 nyoman)

A ndveényekben a mikrotubularis rendszer szabalywkasésbé ismert,
mint az allatok esetében. Szamos adat arra utgly homikrotubularis
citoszkeleton szabalyozasdban a protein foszfadildontos szerepet
jatszik. Aton2 gén egy PP2A regulacios alegységet koédol, mut@odj
PPB kialakulasat (Traas és mtsai, 1995; Camillexi ndétsai, 2002).
Hasonlé elvaltozasokat tapasztaltak PP2A gatlokzgok kallikulin-A,
endothall) hatasara, azonban ilyen esetekben atikngoorsé és a
fragmoplaszt is érintettnek bizonyultak (Ayaydinrtsai, 2000). A fenti
eredmények arra utalnak, hogy a tubulin vagy valgreddig ismeretlen
MAP foszforilacidja csokkenti a mikrotubulusok stahséat, ezaltal a
sejtek képesek azokat atrendezni a sejtosztodasnyelitasahoz
szikséges strukturdkka (Wright és Smith, 2007).tdotmegemliteni,
hogy maguk a tubulin fehérjék szamos poszttraneEdamodosulason
eshetnek at, mint a C-terminalis poliglutamila@dietirozinilacio, illetve
a deglutamilacioé, az acetilacio, valamint a fosihoié, azonban az
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elébbiek szerepe a mikrotubularis rendszékédéséenek szabalyozasdban
egyebre kevéssé ismert (Smertenko €s mtsai, 1997)

Viszonylag kevés noévényi mikrotubulus asszocidlhéfge ismert,
azonban jelewségiuk nem elhanyagolhaté. A MAP65 fehérje csalad
tagjainak fontos szerepik van a mikrotubulus kdtegalakulasaban, a
mor-1 (mikrotubule organization 1) illetve tnbp200 (200 kDa tobacco
microtubule binding protein) gének termékei a XMARR5 fehérjével
rokon mikrotubulus stabilizalé fehérjék. #or-1 mutacioja a kortikalis
mikrotubulusok diszrupcidjat és a PPBiaksét idézi €, valamint rovid,
gyakran szétesett fragmoplasztokat eredményez @juss Hawkins,
2001). Emlitést érdemel tovabbdaagled gén terméke amely részt vesz a
fragmoplaszt szervédésében, a MAP190 fehérje, amely a
mikrotubulusokat az aktin filmentumokkal kapcsofiasze, valamint a
kinezin fehérjék, amelyeknek fontos szerepet tolajthnak a mitotikus
orsO szerkezetének kialakitasaban és a kromoszdmZicionalasaban
(Ambrose és Cyr, 2007).

2.6. A nbvényi sejtciklus szabdalyozéasa

A sejtciklus stadiumait és azok szerepét tekinenodvényi sejtek
nagyon hasonléak a tobbi eukaridta szervezet baglje A G1 fazisban a
sejtek eballitjdk az osztddas lebonyolitasdhoz sziikségieredisokat, és
elérik a kritikus sejtméretet, az S fazisban a Dieglikalodik, a G2
fazisban a sejt ellénzi a kromatin allomany integritasat, megkédit a
mikrotubularis rendszer atrendese, majd az M fazisban lejatszodik az
osztdédés (Darvas és Laszl6, 1999).

A sejtciklus szabalyozasaban a névények esetgmiidinek és a ciklin
dependens kinazok (CDK) jatszanak kozponti szerepetsejtciklus
kilonbo®d stadiumainak megfel@l ciklin  fehérjék tranziensen
expresszaldédnak, mennyiségik m&gmajd lecsdkken, a jelenségért a
ciklin fehérjék indukcidja, majd azok ubiquitin mal lebontasa a felés
(Erdei, 2004). A ciklinek a ciklin dependens kinkzoz kapcsolodnak,
amelyek foszforilaljak a sejtciklus lebonyolitasalsziikséges fehérjéket.
A novényi sejtciklus szabalyozasdban fontos szérep@pnak a
citokininek, és a fény cirkadian valtozasa is (lesusr és mtsai 1998;
Menges és mtsai, 2003; Doerner, 2007; Bouget éx 2097).

A sejtciklus lebonyolitasahoz elengedhetetlenikseéges Uj fehérjék
szintézise. A novényi sejtciklus transzkripciosmfizszabalyozasa szamos
eltérést mutat mas eukariota szervezetekhez képaghen ezért
viszonylag kevéssé ismert, azonban tartalmaz kealkteaz embstkben
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is megtalalhaté elemekkel homolég komponensekent méldaul a
retinoblasztoma (Rb) fehérjével homoldg retinoldasd related (RbR)
fehérje, és az E2F fehérijegk. A G1/S &tmenetnél, RlaR fehérje
kapcsolodik az E2F transzkripcios faktorhoz és Igasmnak nikddéseét.
Megfeleb mitogén stimulusok és elegéndiklin D felgyllemlése esetén
aktivalodik a CDKA-CycD (ciklin dependens kinadz kplex) és
hiperfoszforildljla a RbR fehérjét, amely elengedi B2F-t és igy
megkezddhet az S fazis specifikus fehérjék (ciklinek égédgproteinek)
kifejezodése (Shen, 2007). Kifejezetten noveényi komponersdhlEX
illetve OKT motivumok, amelyek a hiszton gének pében régiojaban
talalhatdk, és fontos szereplk van a hiszton fékékjifejezidésének
szabalyozasaban az S fazisban, tovabba az M $uecdktivator (MSA)
motivumok, amelyekhez Myb tipust transzkripcids tdadk
kapcsolddhatnak, szerepik a G2/M atmenet szab&gdpoerner, 2007).
A sejtciklus foszforilacidés szabdlyozdsa az eukariézervezetekben
erdsen konzervalt. A névényekben eddig 6 féle CDHKakile, amelyeket
CDKA-t6l CDKF-ig neveztek el. A CDKA szerepe a Glfazis
szabalyozéasa, a CDKB a G2/M atmeneten@ddik. A CDKD és CDKF
ciklin dependens kindz aktivalé kinazkéntikbidnek. A névényekben a
ciklinek szamos csoportja ismert. A G1/S atmenetéxésében az A
tipusu ciklinek és a B tipusu ciklinek vesznek teamdvényekben eddig
még nem sikerdlt E tipusu ciklineket kimutatni. 2/@ atmenetnél a B
tipusu ciklineknek van kitlintetett szerepe (de dagemtsai 2005). Egyes
CDK-ciklin komplexek a PPB-n masok a mitotikus drad vagy a
fragmoplasztban lokalizalédnak, az anafazisban @R komplexek
helyezkednek el a kromoszomakon, tehat feltdbgtdirekt szerepik van
a mikrotubularis citoszkeleton szervezésében ésomatin elvalasaban
(Mironov és mtsai, 1999). A ndvényekben is medjtalidk a MAP kinaz
kaszkadok, amelyeket a CDK-ciklin komplexek indéarel, és fontos
szerepik van az M fazis lebonyolitasdban. Az NPHAhény) és az
ANP1, 2, 3 Arabidopsis) proteinek MAP-kindz-kindz kinaz fehérjék
amelyeket a ciklin dependens kinazok képesek fosxéw segitségével
maédositani. Az NPK1/ANP fehérjék foszforildljak ad¥a-kinaz kinazokat
(NQK1 dohanyban illetve ANQIArabidopsis-ban) amelyek azutan
aktivaljdk a MAP kindzokat (NRK1/ANR1) amelyek részesznek a
mitotikus apparatus szabalyozdsaban. A MAP-kindmakos célpontjai a
MAPG65 fehérjek (Sasabe és Machida, 2007). A novdmse is
megtalalhatok a G2/M ellérzési pontot rikddteth weel kindz és cdc25
tirozin foszfataz enzimek homolégjai (de Jager ésam 2005). Elesit
sejtekben kimutattak, hogy a protein foszfatdz 2&-fontos szerepe van
a sejtciklus szabalyozasaban, gatalkidés esetén a sejtek koran lépik at
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a G2/M hatart, teljes blokkolas esetén azonbaijteksmegrekednek a G2
fazisban (Jiang, 2006), hasonl6 mechanizmus nokéeye is
elképzelhst.

A sejtciklus szabalyozasaban igen fontos szerepe am ubiquitin
medialt proteolizisnek, noévényekben is ismert azCAP (anaphase
promoting complex/cyclosome) fehérje komplex, amegdy E3 ubiquitin
ligaz és fontos szerepe van a kromoszomakat Ossrefahérjék
lebontasaban és ezaltal az anafazis elinditasaldvényekben
megtalaltak az ugyancsak ubiquitin ligaz aktividdssendelke# SCF
komplexet, amelynek szerepe a ciklinek lebontasia/tah biztositja a
sejtciklus egyiranyusagat (Doerner, 2007; Yamanéstmtsai, 2004).

2.7. A sejthalal névényekben

A klasszikus nézet szerint az eukariota sejtekbesejthalalnak két
alapved formdaja ismert. Az egyik a nekrbzis, amely a gejerancia
kiiszobét meghaladd stressz hatasara kialakuldtoplazmamembran
integritAsanak megérésével jard passziv sejthalalforma. A mésik a
programozott sejthalal, amely soran valamely stimuiatasara a sejtben
olyan aktiv ATP igényes folyamatok zajlanak le, ke végeredménye a
sejt elpusztulasa a membran integritasanak niegse néelkil (Wyllie és
mtsai, 1980). A programozott sejthalal egy spexiékete az apoptézis,
amelynek soran a DNS internukleoszomalis hasitédaswl meg a
kromatin kondenzacidja mellett, kb a sejtmag szétesik. Az apoptdzis
karakterisztikus jele a gélelektroforézis soran jelegd DNS létra
(Wyllie és mtsai, 1984).

A programozott sejthalélt eredetileg allatokbadkirte (Kerr és mtsai,
1972), ahol fontos szerepe van az ontogenezish@dhd8mtsai, 1999), és
az immunrendszer kodésében. Az autoreaktiv antitestet tetmel
limfocitdk valamint a transzformaldodott és virusdartozott sejtek
elpusztitasa ilyen modon valésul meg (Giovanettingisai, 2008). A
javithatatlan DNS karosodast szenvedett sejtekimdicnja apoptdzissal
torténik (Meulmeester és Jochemsen 2008)

A novények fejpdése és élettikddései szempontjabol is fontos a
programozott sejthalal. llyen médon alakulnak Kracheak és a lizigén
aerenchimak (Dangl, 1995, Evans, 2003). Az aleuréteg sejtjei is
hasonlé mddon pusztulnak el (Bethke és mtsai, 1998pveényi szévetek
eléregedése aktiv folyamat, amelyben a programoggthalal fontos
szereppel bir. A patogének altal kivaltott hipersztiv reakcio, amely a
patogének toxinjai altal indukalt sejthalal, a sakjtiv részvételével
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torténik, tehdt a programozott sejthalalra emléieftWang és mitsai,
1996).

Szdmos esetben a noOvényi programozott sejthalél apaptozis
jellegzetes tuneteit mutatja, igy példaul a parsafit levelén kivaltott
hiperszenzitiv reakcié soran (Greenberg, 1997)aaaenchima kérés
kukoricaban (Ewans, 2003), vagy sok esetben a szeaecia (Noodén és
mtsai, 1997). Az allatokhoz hasonléan az UV féntabara bekovetkéz
DNS karosodas, a sejtek apoptotikus elpusztulasatdnmenyezi a
novényekben (Danon és Galois, 1998). A nekrézisaa ggrogramozott
sejthalal k6zott nem huzhato éles hataffoetlul, hogy apoptézisra utalo
jeleket, pl: a kromatin alloméany feldarabolédas&ef nekrotikus jelleily
elpusztulasa koveti (Kosslak és mtsai, 1997).

Az apoptézis szabalyozasa éallatokban elég jél ism@ralthatjdk a
megfeleb ligand kapcsolodasa esetén (pl: Tumor nekrézisofak) a
DED (death effektor domain) doménnnel rendetkembran receptorok,
amelyek a kaszpazokat aktivaljak, vagy DNS karosadéetén a p53 és a
hasonld fehérjék. Végssoron endonukledzok szintetizalédnak, amelyek
végrehajtjak a DNS degradaciojat (részletek: Wht@6).

Novényekben az apoptozis jeliegejthalal szabalyozaséra vonatkozdan
kevés adat all rendelkezésre. A jelen dolgozat ppetfabdl lényeges,
hogy a novényekben is U] fehérjék szintézise, villetaz Ujonnan
szintetizalodott fehérjék mintazatdnak megvaltozasaikséges a
programozott sejthalal kivitelezéséhez (Vacca ésaimt2004). Ismert
tovabba, hogy a protein foszforilacidnak is fonsagrepe van a névenyi
apoptozis szabalyozasdban (He és mtsai, 1996; Kousai, 1996).
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3. Anyag és modszer

3.1. A cilindrospermopszin tisztitasa

A Kkisérleteinkhez sziikséges CYN-t, egy az 1994+gvhe izraeli
Kinneret-tbban jelentkezett Aphanizomenon ovalisporum  (Forti)
vizviragzasbol szarmazo cianobaktérium toézgh.C-164) tisztitottuk a
Vasas és mtsai, (2002) altal k6zolt modszer szeAntianobaktérium
fonalakat kotott nitrogénnel duasitott Allen tapiaén neveltik (Allen,
1968) 28 °C Bmérsékleten, allandd, 150 pE e’ essség megvilagitas
mellett 4 literes lombikban. A ndvekedéshez szikséggéndioxidot a
tenyészet allandé buborékoltatdsaval biztositotthk10 napig nevelt
tenyészeteket centrifugaltuk (100@0g, 10 perc, Beckman Avanti J25
centrifuga, szobaimérséklet), majd a keletkezett Uledéket -20 °C
hémérsékleten taroltuk. A fagyasztott, mintegy 20-3p sejtet
felolvasztottuk, majd két ismétlésben Ujrafagyasako és hagytuk
felengedni. A kivonashoz a sejteket egy éjszakan9@t % (v/v)
metanolban tartottuk (1:3 nedves tomeg:térfogalyafbatos razatas
mellett 4 °C-on. Centrifugalas utan az tledéket k&tgzer atmostuk 100
ml 90 % (v/v) metanollal majd az elegyitett feliddkat 40 °C
hémérsékleten beparoltuk (Bichi Rotavapor-R). A belanintat 50 %
(v/v) etanolban feloldottuk, majd 20 perc 2000§-n tortérd centrifugalas
utan a feliluszoét gélkromatografia (Toyopearl HW-80 x 3 cm oszlop)
segitségével frakcionaltuk. A frakciokat mustarasdveény teszt (BGST,
Kos és mtsai, 1995) segitségével dileriik. A toxikus frakcidkat
elegyitettik, majd a toményités utan szemiprepar@til8-as HPLC
oszlopra vittuk fel. Az elaciét 1-10 % (v/v) majd-BO % (v/v) metanol
gradiens segitségével végeztik. A preparatum s¢&géd HPLC és
kapillaris elektroforézis modszerekkel elbeiatiik, Vasas és mtsai (2002a,
2004) modszere szerint.

3.2. A mikrocisztin-LR tisztitasa
A MCY-LR-t a Microcystis aeruginosa BGSD 243 jel cianobaktérium

torzs tenyeszetéb tisztitottuk. A torzs egy 1992-es Velencei-tavi
vizviragzasbol szarmazik. A sejteket 28 °@rtérsékleten 160 pE s’
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fényebsség mellett neveltik Allen taptalajban. A toxisztitasat Kos és
mtsai, (1995) modositott modszere alapjan vegezAik sejteket
centrifugalassal oOsszefjiottik. A sejtfeltardshoz a sejteket kétszer
lefagyasztottuk, hagytuk felengedni, majd az Uletd@kegének megfel&l
kétszeres mennyiségizben vettik fel. A kivonast és a fehérjemenéssit
45 mM perklérsavval végeztik 16 oran keresztll GoAC A kivonat
feliliszéjat 10 N KOH oldattal pH 7.5-re llitottdde. 2 6ra 0 °C-on
tortérd inkubalas utan a kivonatot centrifugaltuk (1740@, 10 perc,

4 °C). A felllusz6t C18-as toltet (Waters Sep-Pak)gitségeével
sotalanitottuk. Az apolaris tulajdonsagu mikrodrsgk kothdnek a C18-as
toltethez, mig a polaros szenn§dések desztillalt vizes, ill. 10 %
metanolos moséassal eltavolithatok. A mikrocisztaiel0 %-os metanollal
elualtuk a toltetsl. Az eluatumot Buchi vakumbeparld segitségével
beparoltuk, majd 5 mM 7,5-6s pH-ju Tris-HCI pufferbszuszpendaltuk
fel. A cianotoxin végs tisztitasat DE-52 oszlopon végeztik. Az elualt
mintasorozat elemzése soran harom cianotoxin al@élészleltik. A
legebszor elualédott toxin a MCY-LR. A MCY-LR-t tartalmé
eluatumokat C18-as toltet segitségével sotalankottA kinyert
mikrocisztin-LR koncentraciojat és tisztasagat moetrids (240 nm),
HPLC (magas nyomasu folyadékkromatografia), valamkapillaris
elektroforézis mddszerek segitségével allapitothdg (Vasas és mtsai,
2004).

3.3. A nadndvények eballitdsa szovettenyésztéssel

A Kkisérletekben felhasznalt, kalluszbol regenemenikus ,mini”
nadnovényeket Mathé és munkatarsai (2000) modszdepman hoztuk
létre. A kalluszok eredetileg Debrecen-J6zsarormsaad, a Debreceni
Egyetem Novénytani Tanszékén fenntartott axenikusinavények
ndduszaibdl késziltek. A nadkalluszokat B5 vitarkkad (Gamborg és
mtsai, 1968) dusitott, 2 % (m/v) szacharézt (Reatatalmazé 0,8 %
(m/v) agarral (Difco) szilarditott Murashige-Sko@durashige és Skoog,
1962) taptalajon (MS+B5) tartottuk fenn, amelyhesd gM 2,4-diklor-
fenoxi-ecetsavat adtunk. A Kkalluszokat novényregdéae céljabdl
hormonmentes szilard MS+B5 taptalajra helyeztiknéhényregeneral6
taptalajon kitt 1-2 cm-es hosszusagu hajtassal rendélkgwenyeket
folyékony MS+B5 taptalajban neveltiik tovabb 24 #@hémérsékleten.
Az optimalis ndvekedés érdekében 14/10 oras foioghest alkalmaztunk,
30 PE n? s! fényeBsség mellett. A szdvettani vizsgalatok szilkségessé
tették legalabb 0,3 mm vastag gyokerek jelenl@idiglyet agy ertink el,
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hogy a t4ptalajhoz a ndvények nevelése és a cikinokezelések soran
2,7 UM oa-naftil-ecetsavat (Reanal) adtunk. A szovettenwdszt
nadnévények gyokérzetének szoveti struktirjja a orvadéb
nadnovényekhez viszonyitva csak a méretaranyokBanelt (lasd az
irodalmi attekintésben).

3.4. A nadnévények toxinkezelése és a ndvekedés vizstgla

A cianotoxin kezeléseket 160 mm magas és 15 mm régine
kémcsovekben veégeztik 2 ml folyékony, 2,7 pdnaftil-ecetsavat
tartalmaz6 MS+B5 taptalajpan Mathé és mtsai (2A0Q9) altal leirt
mobdszer szerint. Egy kéntidsen egyszerre egy ndvényt kezeltink. A
kezdeti hajtashosszusag minden esetben 20-30 ntpravgyokerek kozal
a leghosszabbak minden novényen 10-20 mm-esek kvoka CYN
kezelések 10 napig tartottak 0,5pg bl 40 pg mi-ig terjeds (1,2-96,4
KuM) toxinkoncentraciok mellett. A MCY-LR kezelésakstartama 2-20
napig terjedt, az alkalmazott MCY-LR koncentraci®R,1 - 40 pg mi-es
(0,1-40,2 uM) tartomanyba estek. A nodvekedés viasgldoz minden
esetben legalabb harom kisérletet végeztink, ardtbiis CYN kezelt
ndévényekben lemértiik a gydkerek és a hajtasok Ahsergszamoltuk az
Gjonnan képé&dott gyokerek szamat a kisérlet kezdetén és a vélyén
szorasok kiszamitasat és az adatok grafikus megi@edet a Sigma Plot
8.0 program segitségével végeztik.

3.5. A hisztokémiai, a citologiai és a szovettani vizsggok

A sejt- és szoOvettani vizsgalatokhoz a hosszmetkettmikrotommal
készitettik (Leica Jung Histoslide). A gyokércsdasabokat élzéleg 16
oran keresztil fixaltuk 4 % formaldehid tartalmUPBS-ben (phosphate
buffered saline), ezutdn 2x5 percig mostuk 1xPB%-b& szoveti
struktara jobb mefyzése érdekében a szovetdarabokat 5 6rara 40 %
szacharO6zt tartalmazd 1xPBS-be helyeztik. A metezés a
szOvetdarabokat szovet fagyaszt6 médiumba agydzukTBS), majd
széndioxid segitségével lefagyasztottuk és a nakéggsucsokbdl 20 pm-
es metszeteket készitettlnk.

A mikrotubularis citoszkeletont a Zhang és mt§E992) altal kdzolt és
altalunk modositott médszer szerint tettik lathato% metszeteket 20
percig permeabilizaltuk 0,5 % (v/v) Triton X-1004artalmazé PBS-sel,
majd 16 oraig festettik Cy3 konjugalt monoklondigi 3-tubulin elleni
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ellenanyaggal (Sigma-Aldrich), amelyet, 1 % (m/@yjb szérum albumin
(BSA) tartalmu 1xPBS-ben oldottunk. A citoszkeletorgjeldlése utan a
metszeteket 2x5 percig tartd6 PBS-es mosast &émefl 6ran keresztil
5 pg mi* diamidino-fenilindollal (DAPI, Merck) festettilk &romatin
lathatova tétele érdekében.

A genotoxikus hatads kimutatdsasat Roche-t0l besiterZUNEL
(Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated BUTNick End
Labeling) készlet segitségével végeztik a gyartal &irt és altalunk
moédositott moédszer szerint. A fixalast és a metkzdtészitését a
mikrotubulus jelolésénél leirtak szerint végeztik. 20 percig tarto
permeabilizalds utan (0,5 % (v/v) Triton X-100 1>8Ben,
laborldmeérséklet), a metszeteket 30 percig 37 hérsékleten 10 mM
Tris-HCl-ben, pH. 8,0 oldott 20 pg/ml Proteinaz-ghv(Fermentas)
kezeltik. Pozitiv kontrollként néhany metszethdtd® enzimet adtunk
(Fermentas) amelyet 50 mM (pH 7,5) Tris-HCl-el tdgunk 10-
szeresére, a kezelést 45 percig végeztuk 37 °Céazersekleten. A
jeléléshez 1x PBS-sel 5-szordsére higitott TUNEEHenoldatot 1 : 9
aranyban elegyitettik az 1xPBS-sel 3-szorosaraottigf UNEL-label
oldattal, a jeldlést 2,5 Oraig végeztik 37 °C-onTBNEL enzim FITC-el
jeloli meg a DNS végeket, azonban az @btzarmazdé fluoreszcencia
detektalasa a sejtek autofluoreszcenciaja miatéznebzért 2-szeresére
higitott alkalikus foszfatdz konjugalt FITC elleglienanyaggal (Sigma-
Aldrich) 16 éran keresztll jel6ltik a mintakat 20 hémérsékleten. Az
eléhivast 100 mM pH 8,0 Tris-HCI ben oldott Fast-Re8igna)
segitségével végeztik (fél tabletta ml-enként).

A mikroszkopos vizsgalatokat OLYMPUS ProvisX70-fluoreszcens
mikroszkoppal, hagyomanyos vilagos latéterikroszkdppal, illetve Zeiss
LSM 510 konfokalis pasztazoé lézer mikroszkoppaleatgk. A gerjes#t
hullamhosszak: a hagyomanyos fluoreszcens mikrgsdsetén a Cy3
konjugalt tubulin elleni ellenanyaggal jel6lt mikabulusokat 540-580
nm-es, az autofluoreszcenciat 450-480 nm-es, a &romllomanyt 320—
360 nm-es filterek segitségével vizsgaltuk. A  kéafs
lézermikroszkopos vizsgalatokhoz kétféle gerjgderert hasznéltunk: a
DAPI festés értékeléséhez 351/364 nm hullamhosgaush/ lézert, a
Cy3 konjugdlt anti B-tubulin esetén a 543 nm-es zo6ld lézert. A
fluoreszcenciat 560-615 nm és 385-470 nm sébkzbeiktatasaval
vizsgaltuk. A gyokércsucs hosszmetszetdldhl,5 pm vastagsagu optikai
szeleteket vettink fel.

A sejtek osztodoképességének vizsgalatakor mingdetdaasi stadiumot
kilén megszamoltunk, az adatokbdl kifejeztik a tikits indexet az
alabbi képlet segitségével:
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mitotikus index = 0szt6dé sejtek szama/tsszeskssjt@ma x100.

Kiszamoltuk az egyes mitotikus stadiumokbandélésejtek aranyat. A
sejtek szamoldsakor figyelmen kivil hagytuk a nyugsentrum, a
kialakulo szallitd szovet, és a gyokersuveg sejtimitotikus aktivitas
mellett a rendellenes mitézisban désejtek ardnyat, a dezorganizalt
mikrotubulusokkal rendelkézés a TUNEL-pozitiv sejteket tartalmazé
gyokércsucs merisztémak, ill. egyéb gyokérofifisi zondk szamat is
vizsgaltuk. A TUNEL reakcié megfigyelése soran nesttik figyelembe
azokat a sejteket/szoveteket, amelyek természptgsatikus folyamaton
esnek at (vizszallitdé elemek, aerenchyma), ennegfeteden csak a
csucsmerisztéméat, a kéregparenchymat (aerenchyméwal rendelkez
fejlédési zéndban) és a fiatal gyokerek rizodermiszétsgéltuk.
Amennyiben mégis vizsgaltunk olyan fajési zonakat, ahol tracheak,
tracheidak vagy atszélteth alapszovet volt jelen (pl. elagazasi zona,
oldalgyokerek kilépési helye), ott az ilyen sejtélszdveteket nem vettik
figyelembe.

A Kkisérleti adatok szérasdnak kiszamitasat és aatokdgrafikus
megjelenitését a Sigma Plot 8.0 program segitségégeztik.

3.6. A B-tubulin vizsgalata Western blot segitségével

A mikrotubularis citoszkeletont felégit tubulin mennyiségének
kimutatasara Western blot technikat alkalmaztunkrkfhan és Tanaka
(1986) mobdszere alapjan. A kontroll és CYN kezedftdmivényeket
folyékony nitrogén segitségével lefagyasztottukjdm&0 °C-ra fitott
dorzsmozsarban elporitottuk. Az elporitott mintdhogg a felolvadas
elétt 95 °C-ra hevitett extrakcios puffert adtunk. éxdrakcios puffer 62,5
mM Tris—HCI-t (pH 6,8), 2 % (m/v) SDS-ot (natriunodecil-szulfat),
10 % (v/v) glicerolt, 5 % [v/v]B-merkaptoetanolt (Sigma-Aldrich), és
0.5 % (v/v) protedz gatlé6 oldatot (Roche) tartalmazdtt.mintdkat 3
percig tartottuk 95 °C-on, hogy a lebé¢gnagyobb hatasfokkal vonjuk ki
a fehérjéket. A mintakat ezutan 10 percig centéftuk 20000x g-n, és a
felllusz6t megtartottuk. A fehérjetartalom merégéaenintakat Everitt €s
Maksimova (1984) médszere alapjan készitettak &lfeltliszokbdl vett
mintak fehérjetartalmat -20 °C-raitdtt acetonnal kicsaptuk, hogy
eltavolitsuk a SDS-ot, majd centrifugalas utanteéfgket 0,25 N NaOH-
dal visszaoldottuk. A fehérje koncentaciot Bradf¢i®76) modszerével
meértik meg. A tobbi felilusz6t a Western blothozzmaltuk fel. Az
elektroforézis soran mintanként 25 pg fehérjét ésnalekulatbtmeg
markert (Fermentas) 10 %-os poliakrilamid gélentatttk Laemmli
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(1970) mobdszere szerint. A fehérjéket elektroblatdezer segitségével
nitrocelluloz membranra (Millipore) vittik at. A mmdrant ezutan 2 %
BSA-t tartalmaz6 mosé pufferben (1x PBS, 0.1 %][WAveen-20) 2 éran
keresztil blokkoltuk. A jeldléshez nyulban készalg-tubulin konzervalt
C terminalis peptid szakasza elleni poliklonalisemhnyagot (Abcam)
hasznaltunk, mint etelleges antitest, amelyet 2000x-re higitottunk 1 %
(m/v) BSA tartalmi mosopufferrel. A masodlagos,dkeben készult nyul
IgG elleni alkalikus foszfataz konjugalt ellenangagAbcam) 1500x-ra
higitottuk az ek&dleges jel6lésnél hasznélt pufferrel. A jeldléseéizikt,
illetve azok utdn a membrant haromszor mostuk aomdferrel. Az
eléhivashoz az alkalikus foszfatdzok hatasara kékasackkot létrehozé
NBT-BCIP-t (Fluka) hasznéltunk, amelyet 200 szorasaigitottunk
0,5 mM MgCl,-t tartalmazo pH 9,5-6s 100 mM-os Tris-HCI pufférre
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4. Eredmeények

4.1. A cilindrospermopszin a nad névekedésre gyakorolt&tasai

A szovettenyésztett nadnovények toxinérzékenységémegitélése
erdekében a CYN kezelések esetén mind a hajtasral an gyokérre
gyakorolt nbvekedésgatld hatadst megvizsgaltuk. Sapéataink szerint a
10 napos CYN kezelés nem gatolta jelerh a hajtas ndvekedését, amely
20 pg mt*t CYN esetén is csak 21 + 5 %-al csokkent a korttoal
viszonyitva. A gyokerek ndvekedését a 10 napos R¥2elés, a vizsgalt
koncentricié tartomanyban, jeléseén csokkentette. A CYN 50 %-os
gatlé koncentracidja (I&) 0,5 pg mi* a gyokerekben. (1,2 pM). A
gyokérnévekedést gatld hatas, mar 2,5 pg 8 pM) CYN hataséara
elérte a maximalis 65 £ 5 % értéket (5. abra).

Az Gjonnan képadott gyokerek szama 0,5 és 10 pg'rll,2 és 24 pM)
koncentracié tartomanyban a CYN hatasara jésant ndvekedett, a hatas
2,5 pg mi-es (6 pM) toxin koncentréacional érte el a maximynaéol
44 + 6 %-al tébb Uj gyoker képeott, mint a kontroll névényekben (5.
abra). Nagyobb koncentracioknal a gyoOkérkglgst serkewt hatas
csokkent, 20 pg rifl (48 uM) CYN esetén az Uj gyokerek kégése a
kontroll szintjére esett vissza (5. a abra).
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5. abra: A CYN novekedésre gyakorolt hatasai. (a): A hajtashossz (fekete kor), a gydkérhossz (tires
kor) és a gyokérszdm (fekete haromszog) kontrollhoz viszonyitott ndvekedése. (b): kontroll
nadgydkerek. (¢): 10 pg ml'' CYN kezelt nadgydkerek. Lépték: 10 mm
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4.2.A CYN szovettani hatasai

A CYN jol lathatd szovettani elvaltozasokat okoznthiad gyokerekben.
zéna) készitett hosszmetszeteken megfigyeltik, haodgg a kontroll
gybkerekben a rhizodermisz és a kéregparenchinekgengely iranyban
megnyltak, addig az 5 pg {12 uM) és ennél nagyobb koncentraciéju
CYN kezelések hatasara szamos gyokércsucsbanek sejigely iranyud
megnyulas helyett radidlis expanziét mutattak. Alerjgéget a
gyokércsucsi merisztéma sejtekben és differencisdjtekben is
megfigyeltik (6. f &bra). Sok gyokércsucs a kottiad képest (6. e abra)
lathatéan vastagabb volt a toxin kezelt novényeKbehabra).

A kereszt- illetve hosszmetszetek vizsgalata sat@nig mtt (24 pM)
CYN kezelést kovéen, szoveti nekrozisokat figyeltink meg az 0sszes
gybkérzonaban. A gyokércsucstél 10-15 mm-re készitetszetekben
csak az epidermiszben lattunk nekrozisokat (6.ra)a gyoker idsebb
régioiban a nekrdzisok a mélyebb szdvetekben igateedek (6. j abra).
A nekrotikus sejtek jol lathatban barna sm@k, bennik az
autofluoreszcencia megsz (6. d 4bra). A kontroll gyokerekben nem
talaltunk szoveti nekrozisokat, sem a rhizoderngszlsem a meélyebb
szOvetekben (6. a, b, g, i abra). Szamos gyokéebemrijtek, a szoveti
struktarat megbontva kalluszos burjanzasba kezdisdgséges esetben
az egész kortex helyét kalluszos szovet vette.&t,(pabra). A gyokerek
elagazasi zonajaban (a gyokeércsucstdl 20 mm-regttés proximalisan
elhelyezked meéretes szeilké jaratokat (aerenchima), a CYN kezelt
novenyek egy részében, kallusz §zsrtvet toltotte ki (6. h, j abra). A
kontroll gyokerek differencialtabb zoénaiban mindegetben szabalyos
lizigén aerenchimakat lattunk (6. g abra). Fontasgemliteni, hogy a
kalluszosodas és a nekrézis, annak ellenére, holgyhslyen lathaté a
kalluszosodo szovetek nekrozisa, lathatolag nenmaghol kovetkek
jelenségek, ugyanis a kalluszosodd szovetek nendignimekrotizalnak,
masrészt a nekrdzis olyan szovetrészekben is radtasd, ahol nincs
kallusz képadés.
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n. (a-b): Kontoll gydkér kereszt-
metszet az elongacids zonabdl, vilagos latdterd (a), és autofluoreszcens képe (b).
(c-d): rhizodermisz nekrézisok (barna) 20 pg ml' CYN kezelt gySkerek elongacios
zonajaban, vilagos latoter(i (c), €s autofluoreszcens (d) képen. A nyil az autofluoresz-
cencia megszinését mutatja a nekrotikus szovetben. (¢): kontroll gyokércsucs
hosszmetszet. (f): 2,5 ug ml-' CYN kezelt megduzzadt gydkérestcs benne deformalt
sejtekkel. (g): kontroll gydkér atszelldztetd alapszdvete a teljesen kifejlett gydkérré-
gidban. (h): a kéregszdvet kalluszos burjanzasa egy 20 pug ml! CYN kezelt gyokér
kifejlett régidjaban. (i): Differencialt gyokérzona hosszmetszete kontroll gydkérbol.
(J): Akéregszovet nekrédzisa, €s az aerenchimdk kalluszos eltomédése 10 pg ml' CYN
kezelt gyokér eldgazasi zonajaban (ogy: oldalgydkér). Lépték: 150 pm.
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4.3.A CYN mikrotubulus rendszerre és sejtosztédasra gykeorolt
hatasai

A mikrotubularis citoszkeleton CYN hataséra bekiegsi valtozasait
fluoreszcens mikroszkop segitségével tanulmanyozfulCYN kezelés
kovetkeztében az interfazisos és a differencijlieldeen a mikrotubularis
citoszkeleton dezorganizacidjanak ket aspektuggelitk meg, amelyek
5-40 pg mif-es toxinkoncentracié tartomanyban jelentkeztekyr&syt,
szamos differencialt és interfazisos sejtben a otikulus kotegek
denzitasa a kontrollhoz képest latvanyosan csokKéntc, d &bra),
masrészt, gyakran (de nem minden esetben) a CMTzitden
csokkenésével egyitt a mikrotubulusok a kontrgtekben tapasztalhaté
transzverz lefutas helyett longitudinalis orienddamutattak (7. b, c, e
abra). A reorientalt mikrotubulusokat tartalmazdtede a longitudinalis
novekedés helyett, lateralis ndvekedést mutattakontroll sejtekben a
kortikalis mikrotubulus hal6zat minden esetbénisszabalyos transzverz
vagy ferde lefutast mutatott (7. a abra).
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7. abra: A CYN hatasa a kortikilis mikrotubulusok (CMT) szervezddésére az elongacios
zonaban. (a): kontroll sejtek CMT héldzata (b): az elongacids zonaban a hossztengely iranyaban
lefutd CMT-kat tartalmazo6 gyokerek ardnyanak valtozasa a toxinkoncentracid fliggvényében. (¢):
10 napos 10 ug ml-! CYN kezelés hataséra gyérilt és atrendezddott kortikalis mikrotubulusok.
(d): kis denzitasa CMT halozat 10 pg ml-! CYN kezelt gyokerek elongacios zonajaban a kortex-
ben. (e): reorientalodott CMT 10 pg ml-! kezelt gyokerek kéregszovetében, a sejtek megnyulasos
névekedése csdkkent, ezért izodiametrikusak. Lépték: 25 pm. Nyilak: reorientalt mikrotubulu-
sok; Nyilhegyek: csékkent denzitasti mikrotubulus haldzat.
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A mitotikus sejtek mikrotubularis citoszkeletongzamos eltérést
mutatott 0,5-10 pg rifl (1,2-24 pM) CYN hatasara. Az osztédasban
résztvew mikrotubularis struktirak rendellenességeit azéssnitotikus
stadiumban megfigyeltik. A profazist meg@#i stadiumban a keis vagy
hasadt preprofazisos koétegeket figyeltink meg, wekela kontrollban
soha nem jelentek meg (8. e, f abra). 5 pg (@2 pM) CYN kezelés
hatasara a preprofazisos sejtek mintegy 6%-abaelfimk meg hasonlo
elvéltozasokat (9. a abra). A metafazisban a CYMnitotikus orso
dezorganizaciojat okozta, feldaraboldodott illetvigdlaris orsok jelentek
meg (8. g abra). A szétesett mitotikus orsok erenymiéént a kromatin
szétvalasztasa és az azt kdveitokinezis a legtobb esetben nem megy
végbe szabalyosan. A CYN kezelés hatasara szarnuofdzisos sejtben
szétesett fragmoplasztot, valamint sok esetbenagmioplaszt sikjaban
maradt kromatin allomanyt figyeltink meg (8. h 4brA mitotikus
rendellenességek legnagyobb szdmban az 5 fig12IpM) CYN kezelés
kovetkeztében jelentek meg, ahol az 0sszes oszéfték tobb mint
15 %-a mutatott valamilyen mitotikus rendellenessé@etb abra). A
kontroll gydkerekben egyaltalan nem talaltunk hib@gozisokat. A
kontroll sejtekben szabalyos PPB-t, hézagmentes pk&mm bipolaris
metafazisos és anafazisos orsékat, valamint szabdhagmoplasztokat
lattunk (8. a, b, c ,d abra).
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8. abra: A CYN hatdsara kialakulé mitotikus rendellenességek. (a): kontroll profazis, a pre-
protazisos koteggel (PPB). (b): kontroll metatizis. (¢): kontroll anafazis. (d):kontroll telofazis . (¢):
hasadt PPB 10 ug ml-' CYN kezelt gyokéresucsban. (f): kettds preprofazisos koteg, 2,5 ug ml-' CYN
kezelt gydkérben. A nyilak jelzik a PPB-ket. (g) tripolaris metafazisos orsé (Spg mlt CYN). (h)
Hibas telofazis, kdzépen maradt kromatin allomannyal. Lépték: 10 um. Kék szinnel jel6ltik a DAPI
festett kromatint, pirossal a mikrotubularis citoszkeletont.
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9. abra: A CYN hatasai a mikrotubuldris citoszkeletonra az oszt6d6 nadgyokér sejtekben. (a):
Ahibds PPB-k ardnyédnak valtozdsa CYN kezelés hataséara (b): A CYN altal okozott mitotikus elval-
tozdsok aranydnak vdltozdsa a toxinkoncentracid fiiggvényében, a fekete négyzet az §sszes mitoti-
kus rendellenességek, az iires négyzet a hasadt PPB-k, a fekete kor késdi mitozist érinté elvaltoza-
sok ardnyat jelzi.
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A CYN-t 0,5-5 pg mf (1,2-12 uM) koncentracié tartomanyban
alkalmazva az o0sztddd sejtek aranydnak novekedds¥tta. A hatas
5 pg mi™* (12 pM) toxinkoncentraciénal érte el a maximunstiol a
kontrollhoz képest mintegy 30 %-al (a kontrollt 1@0Bnak véve) étt az
0szt0do sejtek szama. Magasabb toxinkoncentradi@ndtotikus index
a kontroll szintjére esett vissza. A mitotikus irde stadiumonként
vizsgélva azt tapasztaltuk, hogy 1-5 pg'ni,4-12 pM) koncentracié
tartomadnyban a CYN hatasara méjna korai mitdzisban, azaz
preprofazisban és profazisban tartozkodé sejteknyata mig a
metafazisban lévsejtek szama cstkkent (10. abra).

a merisztematikus sejtek mitotikus indexe (%)

0 T T T T
0 0.1 1 10

CYN, ug ml'l

10. 4bra: A CYN hatasa a sejtek osztddoképességaramad gyokércsucsokbanA
fekete négyzet a mitotikus indexet, a fehér ne@kzet korai mitézisok aranyat, a
fekete haromszdgek a metafazisok aranyat jelzik.
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A CYN hatasara bekovetkézZCMT denzitas csOkkenés és reorientacio,
valamint a mitotikus apparatus dezorgaizacidjanaktterében allo
biokémiai valtozasok jobb megértése érdekében Weslet modszerrel
vizsgéltuk a sejtekben talalhatf-tubulin mennyiségét. Az egész
nadnovények fehérjekivonataiban az adott antitegtélods B-tubulin
mennyisége a sejtekben latvanyosan noévekedett, 5mjiig CYN
kezelésnél mutatta a legnagyobb értéket (11. abtakel a citoldgiai és
hisztoldgiai vizsgalatokban élsorban a gyodkerek kulonb®zejlédési
zonait tanulmanyoztuk, a Western blot kisérletekgyokerek
fehérjekivonataival is elvégeztik, és az egész mpv¥éhérjekivonataval
azonos eredményeket kaptunk (a gyokeérkivonatokégtett Western blot
Kisérleteket itt nem mutatjuk be).

11. &bra: A nadndvényeklsl készilt fehérjekivonat B-tubulin tartalmanak Western
blot analizise.

4.4.A CYN a kromatin szerkezetre gyakorolt hatasai

Az 1 ug mi-nal nagyobb koncentraci6ji CYN-nel kezelt névérgak
apoptozisra utalo jeleket tapasztaltunk. A kromasrerkezet DAPI
festéssel tortén vizsgalatakor az elongacios zondban fragmentalt
kromatinallomanyu sejteket talaltunk. A hatds maxima 5 ug mt (12
HM) CYN koncentracional lathato, ahol a gyokerekhtdmint 18 %-a
tartalmazott az elongacios zénaban fragmentalinsgjokat. (12. a, e, g
abra) Megjegyzerig hogy kontroll gytkerekben egyaltalan nem tald&tun
fragmentalt kromatint (12. a, c abra).

A sejtmagok TUNEL mobdszerrel tori@nvizsgalata a DNS-en
keletkezett nick-ek kimutatasat teszi léiveét (Che és mtsai, 1999).
Kisérletiinkben a sejtmag fragmentéciot kivalté @ mI' azaz 2,4 uM
feletti) CYN kezelések esetén szamos sejtben saldlTUNEL pozitiv
sejtmagot, a fefldé kéregben, a rhizodermiszben és a Ot¥jl
oldalgyokerekben. Az 6sszes szovetrészt vizsgéva-80 pg nmif CYN
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koncentracioknal a TUNEL pozitiv sejteket tartaliagytkerek aranya
megrétt, a maximalis hatast 5 pg thkoncentracional tapasztaltuk, ahol a
gyoOkerek kozel 55 %-a tartalmazott TUNEL pozitijtreagokat, majd 20
g mi* CYN koncentraciénal ez az arany a kontroll szmatjésett vissza
(12. b abra). A gytkerek mintegy 15 %-aban a kdinésetén is talaltunk
TUNEL pozitiv sejteket. A feflds kéreg az 5 pg ritl CYN kezelt
gyokerek kb 50 %-aban, mig a kontroll gyokerek 1@Ban tartalmazott
TUNEL pozitiv sejtmagokat (12. b, h abra). A rhieoghiszben is
megjelentek a DNS hasitast elszerivesgjtek, a hatds mértéke viszont
kisebb volt, mint a kortex esetén. A hatas a marmduebben az esetben
1 pg mi* CYN kezelésnél érte el, ahol a gydkerek 10 %-talmazott
TUNEL pozitiv sejteket a rhizodermiszben, a korbrah a gyokerek alig
5 %-a tartalmazott ilyen sejteket (12. b, f abrA).sejtmagok DNS
allomanyanak degradacidja, 10 pg'n@YN kezelés hatasara, a tejb
oldalgyokerek merisztematikus szoOveteiben is megjela gyokerek 10
%-aban talaltunk TUNEL pozitiv sejteket (12 b, irab A kontroll
oldalgyokerekben a sejtek DNS allomanya intakt wmhiafs2. d abra).
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12. abra: A CYN hatasa a kromatin szerkezetére a nad gvikerek sejtjeiben. (a): A fragmentalt
sejtmagok aranya a kortexben és a rhizodermiszben. (b): A TUNEL pozitiv sejtmagokat tartalmazo
gyOkerek aranya. Az iires karika a rhizodermiszben, az iires négyzet a kéregben, a fekete négyzet az
oldalgydkerekben, a fekete kor a barmely szdovetrészben TUNEL pozitiv sejteket tartalmazd
gyokerek aranyat jelzi. (c): DAPI festett kontroll kéregsejtek. (d): Kontroll TUNEL jeldlt gydkeér
benne fejlédé oldalgydkérrel (lrp: oldalgydkér primordiumok). (e): Szétesett sejtmagot tartalmazo
thizodermisz sejt 10 ug ml'! CYN kezelt gydkérben. (f): TUNEL pozitiv sejtek 10 pg mlI'! CYN
kezelt gydkerek rhizodermiszében és kérgében. (g): Szétesett sejtmagok 2,5 ng ml-! CYN kezelt
gyokerek kéreg sejtjeiben. (h): A (g) abran lathaté sejtek TUNEL képe. (1): TUNEL pozitiv sejteket
tartalmazé oldalgydkér 10 pg ml'! CYN kezelés utan, az oldalgydkér kilépésénél jol lathatd nekro-
tikus foltok jelentek meg. Lépték: 30 pm.
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4.5. A MCY-LR mikrotubularis citoszkeletonra gyakorolt h atasai

A nagy koncentrécioju MCY-LR kezelés hatasara szagydkérben, a
merisztematikus és differencialt szovetekben a ombularis
citoszkeleton dezorganizaciéjat figyeltiik meg. Atedédl gyakorlatilag
teljesen elintek a kortikalis mikrotubulusok. A kontrollban Hhato
szabalyos ferde vagy transzverz lefutasu kortikalisrotubulus kétegek
(13. a. c abra) helyett a mikrotubulus rendszezleges dezorganizaciojat
(13. d abra), majd a citoplazma diffuz febdsét tapasztaltuk (13. b, e
abra). A mikrotubularis citoszkeleton igiesét gyakran a sejtek lateralis
expanzioja kovette (13. b, e abra).

Az elgidleges gyokércsucsokban a 2-5 napig kezelt gyokereka
mikrotubulusok elinését 10 pg il (10 pM) feletti MCY-LR
koncentracioknal tapasztaltuk. Hosszabb tavu keeklésetén (10 nap) a
mikrotubularis citoszkeleton rendellenességei mapd mi* (1 uM)
MCY-LR hatasara megjelentek (14. a abra). Az olgdkgrek
érzékenyebbnek bizonyultak a MCY-LR-re, 5 pg'ns pM) MCY-LR
mar két napos kezelést kogenh a kortikalis mikrotubularis rendszer
eltinését okozta (14. b abra). Az elongéciés és azaeddy zoéna
differencialt szoveteiben a kortikalis  mikrotubusar rendszer
dezorganizaciéja mar 1 pg ™l(L uM) MCY-LR-el 2 napig kezelt
gybkerekben megjelent (14. b abra), a mikrotublwepolimerizalodtak
vagy a kontroll sejtekt eltérben szabalytalan csomos szerkégétvaltak
(13. d, e 4bra).
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13. adbra: A CMT halézat dezorganizaciéja a MCY-LR lezelés hatasara(a): kontroll
gyokércslcs. (b): 20 napos, 20 pg-ImMCY-LR kezelt gyokércsics. A nyil a
depolimerizalt tubulint tartalmazé oldal irdnyban emgalodott sejteket mutatja. (c):
kontroll elongéaciés z6na szabalyos kortikalis mikrolulsokkal. (d): dezorganizalt CMT-k.
(20 nap 2,5 pg M MCY-LR). (e): depolimerizalt tubulint tartalmazé elagos zéna (10
nap 20 ug mt MCY-LR). Lépték: 30 um.
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14. abra . A MCY-LR iltal okozott mikrotubulus dezorganizacié mértéke az interfazisos
és differencialt sejtekben. (a): A MCY-LR kezelések hatasa a CMT rendellenességeket
tartalmazé gyokéresucsok aranyara. Fekete kor: 2 napos kezelés, lires kor: 5 napos kezelés,
fekete haromszog: 10 napos kezelés. (b): A mikrotubulus dezorganizacié mértéke az iddsebb
gyokérzonakban (fekete kor) és a fejlodo oldalgyokerekben (lires kor).
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A MCY-LR az 0sztodo sejtek mikrotubularis citoszieinjdban szamos
elvaltozast okozott. A metafazisban és a koraiaisiban szamos sejtben
a mitotikus orsé rendellenességeit tapasztaltuk @YNIR kezelést
kovetben, a mitotikus orsot alkotdé mikrotubulusok szata@jn
kotegelését figyeltik meg (15. b. abra) szembeaordréill sejtekkel, ahol
a mikrotubulus kotegek rendezettek voltak (15.aplEzen felil a MCY-
LR kezelt nobvényekben a mitotikus ors6 gyakran gékat tartalmazott,
vagy tripolarissa valt (16. d, e abra). A dezorgahiorsé nem képes a
kromatidakat maradéktalanul széthizni, igy kromos#dmaradhatnak az
osztodas sikjaban (16. f, g abra). A mitozis ckészakaszaban hibas
fragmoplasztok kialakuldsat tapasztaltuk. A roéwdta (2 napos)
kezeléseknél a mitotikus rendellenességek 1 pg feletti MCY-LR
koncentracioknal jelentek meg és aranyuk 40 g MCY-LR kezelésnél
volt a legmagasabb. Hosszabb tavu (20 napos) lkekatédsara mar 0,5 ug
ml* MCY-LR hatasara megjelentek hibas mitotikus appmsck (16.a
abra). Mind a metafazis és a korai anafazis, matig a ké8i mitozis
rendellenességei, mar 2 napos 1 pg' MCY-LR kezelés hataséara
megjelentek, 20 napos kezelésnél mar 0,5 pg MCY-LR kezelést
kovetben megfigyeltik a mitdzis hibait. A rendellenes af@tisok és
korai anafazisok aranya 20 pg MMCY-LR kezelésnél érte el a
maximalis 10 =+ 2 % értéket, a Késelofazis és a citokinezis hibainak
aranya 10 pg i MCY-LR-nél volt a legnagyobb (16. b &bra). A kakr
sejtekben szabalyos PPB-t, hézagmentes kompakthgpmetafazisos és
anafazisos orsoOkat, és szabalyos fragmoplasztattabk (16. c abra).

15. abra. A mitotikus orsé feliilnézeti képe kontrdl (a) és 5 pg mi-1
MCY-LR kezelt (b) sejtekben a nad gyokércsicsokbanA kontroll

sejtben lathatéan rendezettebb a mikrotubulusobtiakstruktara mint a
toxinkezelt sejtekben.lépték: 15 um.
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16. abra: A MCY-LR altal okozott mitotikus rendellenességek a nad gyokéresiuiesokban. (a): a hibas
mitdzisok mitotikus sejtekre vonatkoztatott aranya, fekete kor: 2 napos kezelés, iires kor: 20 napos
kezelés. (b): a metafizis-anafazis (fekete kor) valamint a késé mitdzis (lires kor) rendellenességek
aranya 20 napos MCY-LR kezelést kovetden. (c) kontroll sejtek a mitdzis egyes fazisaiban, an: anafazis,
m: metatazis, t: telofazis. (d): hézagos szerketzeti metafazisos orsd 5 napos 1 pg mlI”' MCY-LR kezelés
utan. (e) tripolaris orsd 2 napos 20 pg ml'! MCY-LR kezelést kovetden. (f): rendezetlen anatazisos orso,
a kromatin elvaldsa nem tokéletes (1 pg ml! MCY-LR, 5 nap). (g): késé mitotikus rendellenesség.
Lépték: 10 pm.
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4.6. A MCY-LR sejtosztodasra gyakorolt hatasai

A MCY-LR befolyasolta a sejtek osztodoképességétidebb tava (2
napos) kezelést kovan a MCY-LR a teljes koncentracié tartomanyban
gatolta a mitozist, azonban 2-10 napos kezelésekgéklo hatas csak 10
ng mit feletti MCY-LR kezelés soran valt kifejezetté. @@ mi* (20,1
HM) MCY-LR hatasara a mitotikus index a kontrolvksebb mint felére
csokkent ad- és az oldalgytkerek merisztéma szoveteiben (%bra).
Hosszabb tavu, 20 napos kezelés hatasara ez a ééptgen
megvaltozott. Kisebb (0,1-5 pg ™l koncentracidban a MCY-LR
serkentette a sejtek mitotikus aktivitasat, a rikitt index 1 pg mit (1
uM) MCY-LR kezelés hataséara kozel a kontroll kétezére ndvekedett.
Nagyobb koncentracio6ju, 20-40 pgh20,1-40,2 pM) MCY-LR kezelés
mar jelendsen gatolta a sejtek 0sztdd6 képességét (17.a abra)

A sejtosztédast serkénthatas jobb megértése érdekében a 20 napig
kezelt nadgyotkerekben a mitézis egyes fazisaibatvozZieodod sejtek
aranyat is megvizsgaltuk. 0,5-10 pg mkoncentracié tartomanyban a
MCY-LR megnovelte a mitdzis késstadiuméban, azaz a telofazisban
vagy a citokinezisben lévsejtek szamat, a hatds a maximumat 1 iy ml
MCY-LR-nél érte el. 1-5 pg ril MCY-LR kezelés hataséara viszont, a
korai mitdzisok aranya novekedett meg. Korai m#ban l|édnek
tekintettilk a preprofazisos koteget tartalmazéekejt A legnagyobb
aranyban az 5 pg MIMCY-LR kezelésen atesett gyokerekben talaltunk
korai mitézisokat (17. b 4bra).
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17. abra: A MCY-LR hatdsa a sejtek osztodoképességeés a mitdzis egyes
stadiumaira. (a): A mitotikus index valtozasa a gyokércsucsukl2 napos (fekete
oszlop), 10 napos (szirke oszlop), és 20 napogr(feszlop) kezelés utan. (b): a
fragmoplasztok (feketkor) és a korai mitotikus fazisok (lres kor) aranya
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4.7. A MCY-LR kromatin szerkezetre gyakorolt hatasai

A MCY-LR, 20-40 ug mf koncentraciéban, szamos sejtben a kromatin
hiperkondenzaciojat idézte éel Ez a jelenség gyakran a sejtmag
zsugorodasaval jart egyut§kent a differencialt szévetekre volt jelletnz
de az oldalgyokerek esetében a merisztematikus esdden is
megfigyeltik (18. b abra). TUNEL pozitiv sejtek,chfa DNS hasitasi
folyamatok indultak be, azonban méar 2,5 pg'nMCY-LR hatasara
megjelentek, ebsorban az oldalgyokerek kilépési helyén, a
kéregszovetben (18. d abra). A gyokércsucsokbatrddbeejtmagok nem
mutattak apoptotikus jelenségre utalé kromatin lemzéciot, bennik csak
a normal heterokromatin struktura lathaté (18. eglA differencialtabb
gyokérzonakban megjelentek a kondenzalt kromatomélnyd, illetve a
TUNEL pozitiv sejtek a kontrollban, de csak addfl aerenchimakban és
a sztélében. A fgjdo oldalgydkerek koérnyezetében a kontrollban soha
nem jelentek meg TUNEL pozitiv sejtmagok (18. cadbr
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18. abra: A MCY-LR altal okozott kromatin szerkezetviltozasok a nad gyokerekben.
(a): DAPI festett kontroll gyokércsucs. (b) DAPI festett 10 napos 40 pg ml"MCY-LR kezelt
gyokéresucs. A nyilak a kondenzalt kromatinallomanyt 6sszezsugorodott sejtmagokat mu-
tatjdk. (c): TUNEL jelolt kontroll eldgazdsi zona oldalgydkér primordiummal. (d): TUNEL
pozitiv sejtmagok az elongacids zénaban 10 napos 20 pg ml! MCY-LR kezelt gyokérben, a
fekete nyil a tunel pozitiv (piros) sejtmagokat tartalmazo szovetrészt mutatja. Lépték: 50 pm.
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5. Az eredmények megbeszélése

A CYN jelentbsen gatolta a gyokerek megnyulasos novekedését az
axenikus nadnévényekben, ahol a CYNl€rtéke 0,5 ug rifl volt. Az U
gyokerek képgdésére a CYN induktiv hatastnak bizonyult, 2,5 g m
CYN kezelés hatasara 50 %-al tbébb () gyokér jelerdg, mint a
kontrollban (5. a dbra). A CYN ndvekedésre gyakdnatasa az irodalmi
adatok alapjan minden névényben mas és mas. Miggtandvényekben a
CYN gatolta a tengelyszervek ndvekedését (Vasaantsi, 2002),
Hydrilla verticillata vizinbvényben azonban a CYN tartalmu kivonat mind
a tengelyszervek novekedését, mind az Uj gytkeépkbkiését stimulélta
(Kinnear, 2008). Az a CYN koncentracié, amely arendszertiinkben a
gyokerek novekedését nagymértékben gatolta (0,5n[1y, a Hydrilla
novenyekben serkefriek bizonyult. A CYN fehérjeszintézis gatlo hatasu
(Froscio és mtsai, 2008), tehat metabolikus inbiké&nt géatolhatja a
noveények novekedését. Azonban a fehérje szinté@hibitorok a stressz
valaszra jellem& biokémiai és élettani valtozasokat is indukalnak a
noveényekben, amely magaban foglalja a megnyulaseskedés gatlasat
(Dhindsa és Cleland, 1975). Kinnear és mtsai (2G@@Yyint aHydrilla
noveny a gybkerek szamanak és tomegének noveléseagyobb
detoxifikalé kapacitasra tesz szert. A kutatok Kattak, hogy a gyokerek
képesek a CYN részleges lebontasara, a megnovekggdtértomeg
hatékonyabban hidrolizélja a cianotoxint. A fenbé&k arra
kovetkeztettiink, hogy a nad gyodkerek esetén a CYhl indukalt
megnyulasos novekedés gatlas a stresszvalasz réggeg gyokérszam
novekedése védekezési reakcio, amely a detoxifkadacitast noveli.

A CYN a nadgyokerekben a kéregszovet és a rhizadernekrozisat,
valamint az aerenchimék kalluszos eltifését idézte &1(6. abra). Ugy
gondoljuk, a nadgyokerek nekrozisa és az aerenghiefi@®midése a
toxikus hatasok kikiszobdlésére szolgaldé mecharsznmtdasonld, a
noveny altal indukalt morfologiai valtozasokat fajek meg az eutréf
vizek Uledékében felhalmozddd szerves savak hat@asaadnovényekben
(Armstrong és Armstrong, 1999). A kutatocsoportukrabban a
nadndvényekben a gyokerek megnyulasos novekedéséatiasat,
nekrozisokat €s az aerenchimak elbdését tapasztalta MCY-LR hatasara
(Mathé és mtsai, 2007). Az eltéadtt és nekrotikus gyokerek kisebb
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szallité kapacitassal rendelkeznek, igy keveseklkus vegyilet jut el a
hajtasokba (Armstrong é€s Armstrong, 1999). A readazkben a nad
hajtasok megnyulasos novekedését a CYN csak igenmértékben
csokkentette, ez a megfigyelés tovabisir azt a nézetet, amely szerint a
a CYN hatadsara a gyokerekben kialakult szovettdwéltezasok a
védekezeési reakcio részet képeghtoljak a cianotoxin a hajtas iranyaba
tortérs szallitasat.

A fluoreszcens mikroszkopos vizsgalatok adatai iszea CYN a
csokkentette a kortikalis mikrotubulus kétegek satim gyokeérsejtekben.
A mikrotubulus dezorganizaciéjdhoz a sejtek mod@od elvaltozasa
tarsult, a sejtek a normalis tengely iranyd megayiielyett oldaliranyban
novekedtek (7. abra). Altalanosan elfogadott paradi hogy a kortikalis
mikrotubularis citoszkeleton fontos szerepet j&tsa sejtalak és a
sejtmegnyulas iranyanak meghatarozasaban a celtulbofibrillumok
szintézisének iranyitasa réveén (Fisher és Cyr, 11998 kortikalis
mikrotubulus haldzat transzvekdblongitudinalissa valhat, ha stressz,
sériulések, vagy etilén hatasara megall a sejtelnyiédsos novekedése
(Yuan és mtsai 1994). Ez alapjan arra kovetkeztkitihogy a
mikrotubularis citoszkeleton reorganizacidja és ajtek lateralis
expanzioja a nad gyokérsejtekben a cianotoxin dthlkalt stressz valasz
kovetkezménye. A fehérje szintézis gatlasa, kdzasetstinomicin D-vel,
amely az RNS szintézis specifikus gatldszere, viletkdzvetlenll
cikloheximiddel, a mikrotubularis rendszer reorgawcidjat okozza
(Baluska és mtsai, 1995). A kétféle metabolikusibifibr hatdsa kissé
eltés, cikloheximid esetén a mikrotubulusok pokhaloglszeiive valtak,
az aktinomicin D megvaltoztatta a kortikalis mikrbtilusok orientacidjat,
emellett hatasara kifejezett rések keletkeztek mranibulus kdtegeken
(Baluska és mtsai, 1995). A transzkripciot gatldiredmicin D hatasai
jobban emlékeztetnek a CYN hatasaira, mint a ciédohid esetében
tapasztaltak. Ismert tény, hogy a CYN a fehérjgézin mellett a
pirimidin nukleotidok szintézisét is gatolja, igpavetve az aktinomicin
D-hez hasonl6éan csdkkenti a transzkripcidt, éstalzalz 0j fehérjék
szintézisét (Reisner és mtsai, 2004).

A CYN hatésara a differenciélt nad gyokér kéreggbjen bekovetkez
CMT denzitds csokkenés nagyban hasonlit a hagymikegskben
cikloheximid kezelés hatasara jelentkez  mikrotubulus
rendellenességekhez (Mineyuki és mtsai, 1994). Mikie és mtsai,
(1994) kisérleteiben a cikloheximid hatasara a C8&hzitasa csokkent,
mik6zben a mikrotubulusok a perinukleéris térbeyémidtek at. A
mikrotubularis citoszkeleton atrendetsét a mikrotubulusokat a
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membrannal dsszelt illetve a mikrotubulusok stabilitasaért vagy
kotegeléseéeért felés fehérjék szintézisének a gatlasaval magyaraztak.
hésokk hatdsadra a dohany nodvényben a mikrotubultessz&eleton
denzitasanak csokkenését figyelték meg Smertenkuotgai, (1997a, b).
Ezt azért fontos megemliteni, mert ismeretes, hagyhisokk a
fehérjeszintézis mintazat jeléstvaltozasaival jar egyltt, a prokariota és
az eukariota sejtekben (Smertenko és mtsai, 1997hb).

A mikrotubularis szerkezet szamos elvaltozasateligk meg a CYN
kezelt mitotikus sejtekben. Sok sejtben hasadt apla preprofazisos
koteget talaltunk (8.-9. abra). Irodalmi adatoknak arrdl rendelkezésre,
hogy a preprofazisos koteg kontroll sejtekben isgauplazdédhat
(Hasezawa és mtsai, 1994), azonban a kontroll nédényekben
egyaltalan nem talaltunk hasonlé eltéréseket. Nogssnmtsai, (1996)
cikloheximid kezelt hagyma gyokerekben a kontrdlljgval szélesebb
preprofazisos  kotegeket taldltak, amelyekben feltem a
mikrotubulusok kotegelésében résztyevfehérjek mennyiségének
csokkenése miatt, a preprofazisos koteg keskeeytgdgart szenvedett. A
CYN kezeléshez hasonléan, a cikloheximid kezelés ais dupla
preprofazisok kialakulasat indukalta dohany segekfMineyuki, 1999).
Ezek a megfigyelések arra utalnak, hogy a CYN a-RPgyakorolt hatasa
0sszefliggésben all a toxin altal kivaltott fehériet®zis gatlassal.

A CYN a mitotikus index enyhe ndvekedését okozted gyokércsucs
sejtjeiben, amelyetoként a profazisos sejtek szamanak a ndvekedése
eredményezett, az osztodasdt#s szakaszaiban |éwsejtek szama pedig
atmenetileg csokkent (10. abra). Mivel a CYN kezsltvényekben a
mitdzis O0sszes stadiumat megfigyeltik, csak az ggadiumban 1év
sejtek aranya valtozott, tgy gondoljuk, a CYN ndokkolja a profazist,
hanem csak megnoveli a sejtek tartozkodasi idegéadott fazisban. A
profazis lassitdsa kapcsolatban allhat a prepsazi koteg
rendellenességeivel. A CYN Aallati sejtekben gataltaitozist (Lankoff és
mtsai, 2007). A ndvényekben azéélag tdbbi tagjahoz hasonl6éan a
mitdzis szamos pontjan Uj fehérjék szintézisére sailkség (Doerner,
2007), mely pontokat a szakirodalom restrikciéstpak nevez (De la
Torre és mtsai 1989). Az anizomicin hatasara, angelyiboszémalis
szinten gatolja a fehérjeszintézist, Aflium cepa (hagyma) gyokerek
sejtjeiben drasztikusan cstkkent a mitotikus ind€iudrado és mtsai,
1985). Az anizomicin emellett teljesen ledllitoiasejteket a profazis
folyamatdban (De la Torre és mtsai, 1989), fontogzhtenni, hogy
ezekben kisérletekben a sejtek fehérjeszintézis¥@ %-ban gatlo
mennyiségben adagoltdak az anizomicint, igy konnymsidthaté a
sejtosztodas jelets feltartoztatdsa. A cikloheximid a noveényi sejiekb
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gatolta a preprofazisos koteg és a mitotikus oratakulasat, valamint a
profazis-metafazis és az anafazis-telofazis atre&eetlassitotta, ezen
felil telofazis rendellenességeket okozott (Olskewses mtsai, 1990;
Nogami és mtsai, 1996). A CYN nem befolyasolta aaf@zis-telofazis
atmenetet, azonban szamos sejtben a fragmoplasiasészét okozta (8.
abra).

A CYN a mitotikus orsé dezorganizaciojat idézté, elmelyet gyakran
kOovetett a testvérkromatidak hibas szegregéaciojaaésragmoplaszt
szétesése. Humpage és mtsai, (2000) kromoszomteéseszaneuploidiak
megjelenését tapasztalta a CYN kezelt human segteklamelynek
magyarazata szerintilk a mitotikus orsé hibajabaademd. A mitotikus
ors0 nem egyszéen egymassal parhuzanos mikrotubulus kotegek
dsszessége, hanem mikrotubulus keresztkotésetadtrtazd mikrotubulus
asszocialt és motor proteinekkel stabilizalt reeds@Ambrose és Cyr,
2007). A kontroll nad sejtekben egyaltaldn nem ltak hézagos
szabalytalan szerkezemitotikus orsokat, csak szabalyos orsok fordultak
elé (15. a abra), mig CYN kezelés hatasara a mitotdksdk hézagossa
vagy tripolarissa valtak (8.9 abra). A cikloheximid Vicia faba
gyOkerekben képesdtiézni a mitotikus orsé dezorganizaciojat, amelynek
hatterében a szdiz szerint a mikrotubulus rendszer szervezésében
résztvew proteinek mennyiségének csokkenése all (Olszewskmtsai,
1990). AzArabidopsisban a mikrotubulus stabilitdsaban fontos szerepet
jatszé morl (microtubule organization 1) fehérjamj§dek mutacidja, a
CYN kezeléshez hasonloan, a mitotikus ors6 szétesésajd késbb
deformalddott fragmoplasztokat eredményez (Kawandésrantsai, 2006,
Sedbrook, 2004). A MAPG65 csalad tagjai részt veszanereprofazisos
koteg, az orsé és a fragmoplaszt felépitésébens@yuss mtsai, 2001). Az
AtMAPG65-3 fehérje mutacioja a fragmoplasztikidésképtelenségét
okozza, igy sokmagvu sejtek keletkeznek (Mdullerndtsai, 2004). A
fentiek alapjan arra kovetkeztettiink, hogy a CYabkara bekovetkéz a
mikrotubulusokat és a sejtciklust éfintelvaltozasok kozul a CMT
denzitas csokkenése és a mitotikus rendellenességekCYN
fehérjeszintézis gatldé hatasdnak koszdosdietmig a CMT reorientacioja
transzverzbl longitudindlissa a noOvekedésgatlassal kapcsolatos
stresszvalasz.

A mikrotubularis citoszkeleton denzitdsdnak csoldsen illetve a
mitotikus rendellenességek hatterében nem leh&igétrni a tubulin
fehérje mennyiségének potencialis csokkenését. Bergnap-tubulin C
termindlis konzervalt peptidszakasza ellen kégzitgoliklonalis
ellenanyaggal végzett immunoblot kisérletek éppen ellenkedjére
utaltak. Az adott ellenanyaggal jeddb B-tubulin mennyisége a CYN
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kezelés hatdsara ndvekedett, tehat ugy latsfikubulin mennyisége a
sejtekben nem cstkken, hanei(hl. abra). A bér megvonasa a kukorica
ndévényekben megnoveli a citoszkeletalis fehérjéknyisggét (Yu és
mtsai, 2003). Hidegstressz hatasar@eabidopsisTUBY tubulin izotipus
transzkripciéja megnodvekszik (Chu és mtsai, 1983J.YN stresszvalaszt
indukalé hatasaval kapcsolatban érdemes megjegyehogy a
hémérsékleti stresszek szenzora prokariota szerddmsiea riboszomd;.
coli-ban a fehérje szintézis inhibitorok a hidegstmessiletve a
melegstresszere jelletZehérjék szintézisét indukaljadk (VanBogelen és
Neidhardt 1990). Figyelembe kell venni azt a |ékéget is, hogy &-
tubulin a C-termindlis szekvencigjan poliglutandidtat, a poli-glutamil-
B-tubulin stabilitAsa megvaltozhat, és ragaddssdk vié@dmertenko és
mtsai, 1997), tehat megvaltozhat az antigén tukgéga. Ennek
kovetkeztében, a jelefden eltés jeldlodés a kontrollban és a CYN kezelt
ndévényekben nem kizarélag a tubulin mennyiségénekviditozasaval
magyarazhato.

cianotoxin hatasara a nadgytkerekben a gyokerasdastifferencialtabb
régiokig, sok sejtben a kortikalis mikrotubulus dwzt eltint, helyette a
fluoreszcens antp-tubulin diffaz jeldlést mutatott. A mikrotubulusok
dezorganizaciéja mar 0,5 pg MIMCY-LR hatdsara megjelent és a
koncentracié novelésével egyre tbbb sejtben jebaait (13.-14. abra).
Mathé és mtsai, (2009) szOvettani vizsgalatai Hasdwoncentracid
tartomanyban, a MCY-LR hatasara a nad gyokércsuosefduzzadasat
tapasztaltak, melynek hétterében a sejtek izodidkunet expanzioja allt.
Figyelembe véve a mikrotubulus-mikrofibrillum paigmat (Fisher és
Cyr, 1998), a Mathé és mtsai, (2009) Altal tap#szsadvettani
elvaltozasok hatterében nagy valés$siéggel a kortikalis mikrotubularis
rendszer dezorganizacioja all. Mathé és munkat§2689) tovabba azt is
kimutattak, hogy a MCY-LR gatoljla a nad 1 és 2Ausip protein
foszfatazait. Baskin és Wilson (1997) calyculin-Aantharidin és
okadainsav hataséara, amelyek a MCY-hez hasonl6ah &z 2A tipusu
protein foszfatdzok specifikus inhibitorai, a sejiometrikus duzzadasat,
valamint a kortikalis mikrotubularis citoszkeletodezorganizaciojat
tapasztaltak. A mikrotubulusok stabilitasat csdkken tubulin vagy a
mikrotubulus asszocidlt proteinek foszforilaciojar{ght és Smith, 2007).
Ugy gondoljuk, a nad gyokércstcsokban a sejtekkédis mikrotubularis
citoszkeletonjaban MCY-LR hatdsara tapasztalt &lzdsok a
mikrotubulusok stabilitasanak csokkenésére és aldl ekovetkesd
depolimeriziciéra vezethit vissza, amelynek hatterében a tubulin
fehérjék vagy a MAP-ok hiperfoszforilacioja all.
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A MCY-LR a mitotikus sejtekben is szamos elvéltdzékozott a
mikrotubularis  citoszkeletonban. A mitézis 0sszegadisimaban
megjelentek a mitotikus apparatust é&firdeformaciok. A cianotoxin
kezelést kovélen a mitotikus orsé rendezettsége megvaltozott fl5.
abra), hézagos szerkebet valt, szélsséges esetben pedig tripoléaris
orsok jelentek meg. A mitotikus orso dikddésében is kart szenvedett, a
sejt kozponti sikjaban lemaradt kromatin allomésigijt meg, ezen felll a
fragmoplaszt szétesését is megfigyeltik (16. albbrisher és Cyr (2007)
modellje alapjan, a mitotikus ors6 szerkezeténeldeeettségét
befolyasolhatjak a mikrotubulus kotegelfehérjek. A mikrotubulus
kotegeb MAP 65 fehérjék a MAP kindz kaszkad rendszereresasiil
foszforilacioval szabalyozhatdék (Sasabe és MachR)7). A ciklin
dependens kindzok korai aktivalédasa, a proteinfétdz gatlé endothall
hatasara, a normalis bipolaris struktara helyett Itipularis orso
megjelenését indukalta a profazisban (Ayaydin é&amf000). Bizonyos
mikrotubulus asszocialt fehérjék hiperfoszforiljaiohibas anafazis-
telofazis &tmenetet eredményezhet (Vasquez és,ni889). A protein
foszfataz 1 és 2A gatloszereTeadescantisban megnéovelték a metafazis
idétartaméat és a kromatin bizonyos részebbeh kégbb valtak el
(Wolniak és Larsen, 1992).

Hosszlu tava (20 napos) kezelések esetén a MCY-LR ki
koncentracibban a nad gyokeérsejtek osztodoképessétmulalta,
azonban nagyobb koncentracioban adagolva gatlésunadé bizonyult
(17. abra). Allati sejtekben tobb kutaté hasonkdenényre jutott. Lankoff
és mtsai (2003) CHO-K1 sejttenyészetekben a mitstikindex
novekedését észlelték alacsony koncentracioju M®YHatasara, mig
magas koncentraciéban a MCY-LR gatolta az oszté@ettringer (2004)
az okadainsav hatasait vizsgalva arra a kovetkesrtetjutott, hogy a
sejtekben a foszfatdz inhibitorok kis koncentraaiba MAP kinaz
rendszer aktivalasan keresztul stimulaljak a sejémst, mig nagy
koncentricidéban gatoljdk a sejtciklust, a jelensélgalisztikus valasznak
nevezte el. Kutatocsoportunknak sikerulbsglbr névenyi rendszerben
kimutatni a dualisztikus valaszt protein foszfat#zbitor hataséara.

A MCY-LR nadndvényekben a profazisok és a telofdzigranyat
megnovelte (17. abra).. A protein foszfatdzok &ges gatlasa
okadainsavval a dohany sejteket a profazisban zédtés meg (Zhang és
mtsai, 1992). Hasonlo jelenséget figyeltek meg #malb hatasara
lucernaban (Ayaydin és mtsai, 2000). A MCY-LR a Gyl ellentétben
nem okozota a dupla vagy a hasadt preprofazisepg&ktmegjelenését,
azonban a profazisok szama megnovekedett. Valfisgina ciklin
dependens kindzok vagy a MAP kinaz rendszer ak@jsm@ profazis
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korai megindulasat okozza, azonban ezzel egyUtC¥ IR részlegesen
gatolja a mitotikus orsok kialakulasat, igy a dejtibob ideig tartozkodnak
a profazisban. A ciklin dependens kinazok melleéinsos ponton, a MAP
kinhz kaszkadok a novéenyekben is megtalalhatok égratazis
elinditdsdban fontos szerepet jatszanak (Sasalbdaékida, 2007). A
ciklin dependens kinazok a sejtciklus minden saaizsi pontjan fontos
szerepet jatszanak a mikrotubularis rendszer szésében, amit az is
bizonyit, hogy a mitézis soran a mikrotubularis ositkeletonnal
kolokalizalnak (Weingartner és mtsai, 2001). Aabidobsiston2 gén egy
protein foszfatdz 2A regulacios alegységet kodoltatioja esetén a
preprofazisos kdteg nem tud megfééai kialakulni (Camilleri, 2002)

Mathé és mtsai (2009) megsitettek, hogy a MCY-LR a protein
foszfatdzok aktivitdsat gatolja a nad gyokerekkeiszakirodalmi adatok
azt mutatjak, hogy tobb-kevesebb eltéréssel maseBHPP2A gatloszerek
is a rendszerinkben tapasztalhaté elvaltozasokrasontitottak. Az
eredményekél és az irodalmi adatokbdl arra kovetkeztettlinkgyh@
MCY-LR hataséra tapasztalt mikrotubularis elvalsidé és a mitotikus
rendellenességek a protein foszfataz gatlo hatdsis#Onhetk.

A CYN hataséra a gyokerek kéregszovetében, az repisishen és az
oldalgytkerek merisztéma széveteiben kondenzalnktmallomanyu és
szétesett sejtmagokat talaltunk, emellett a TUNEldszer segitségével,
szamos sejtmagban a DNS hasitasat mutattuk kialdia). A kromatin
szerkezetre és DNS-re gyakorolt hatdsok arra Wahmagy a CYN a nad
gybkerekben apoptotikus folyamatokat indukal. Az omptikus
folyamatok fontos szerepet jatszanak a novénydkdésében és egyéb
életfolyamataiban, pl. az aerenchimak kiggzsében és a magvak érésében
(Ewans, 2003; Wang és mtsai, 1996). A néd vizi ofgkrnoveny, lizigén
aerenchimakkal rendelkezik, amelyek a keéregsejtalogramozott
pusztuldsaval alakulnak ki, igy megmagyarazhat@yha kontroll nad
sejtekben is éFordul apoptotikus folyamat a kéregszovetben. Aessr
hatdsara a novényekbel az etilén mennyisége, az etilén részt vesz a
lizigén aerenchimak kéepdésének indukcidjaban (He és mtsai, 1996). A
CYN apoptogén hatasa a fenti adatok alapjan a sztréksszal
magyarazhat6. A CYN hatasara a rhizodermiszbenzésldalgydkerek
merisztematikus szbtveteiben is tapasztaltunk ap&pto folyamatokat,
raadasul a kontroll névényekben nem vagy csak kgermennyiségben
talaltunk apoptotikus sejteket. A fehérjeszintézigitlo vegyiletek
altalaban gatoljak a ndévények természetes apoptofilyamatait (Vacca
eés mtsai, 2004). A CYN esetében mar kimutattak &XMdrositd hatast
(Shaw és mtsai, 2000). Ismert, hogy a DNS kardsitdsok novényekben
is apoptotikus folyamatokat indukalnak (Danon édofSa 1998). igy
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belathaté, hogy a rendszeriinkben tapasztalt eh&dtk hatterében
nagyrészt a CYN DNS karosito hatasa all.

MCY-LR hatdsara is megjelentek apoptotikus sejtek nad
gyokércsucsokban, azonban csak magasabb toxinkoacék esetén és
igen szorvanyosan (18. abra). Elképzdihéibgy a MCY-LR apoptogén
hatasa a protein foszfatdz gatlassal fligg 6ssyaniggHe és mtsai (1996)
kimutattak, hogy az aerenchimak kialakulasahoz s&gés apoptotikus
folyamatokat az okadainsav indukalta a kukorica émyekben. Ezzel
szemben az aleuron réteg sejteinek pusztulasdtayamokadainsav (Kuo
€s mtsai, 1996). Az apoptotikus folyamatok, anniérmcentracional, ahol
a MCY-LR Mathé és mtsai (2009) kisérleteiben mdbténint 50 %-ban
gatolta a protein foszfataz aktivitast, meg nemarjtleztek. A MCY-LR
apoptogén hatasaért feltebet leginkabb a Bouaicha és Maatouk (2004)
altal leirt oxidativ stresszt kivalté hatasa aimkert tény, hogy az oxidativ
stressz soran felszabadulé szabadgyokok DNS karbsitasuak, pl. a
DNS egyik lancanak hasitasat, ill. repair (DNS t@vimechanizmusokat
inditanak el (lasd pl. Lloyd és Linn, 1993). Kuteddportunk korabban
kimutatta, hogy a MCY-LR hatadsara a nadnévéenyekbeéwekszik az
egyszall DNS-t hasitd enzimek aktivitdsa, mely reki fontos szerepet
jatszanak az apoptotikus folyamatokban (Jambrikntssai, 2010 kdzlésre
elfogadott kézirat).
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6. Osszefoglalas

Kisérleteinkben két okologiai és egészségugyi spetydl magas
kockézatot jeledt cianobakteridlis toxin, a fehérjeszintézist gatlo
cilindrospermopszin (CYN) és az 1 és 2A tipusu g@rofoszfatdzokat
gatlé mikrocisztin-LR (MCY-LR) ndvényi sejtekre gg@rolt citotoxikus
hatasait vizsgaltuk. A CYN és a MCY allati sejteklmotens citotoxinok,
interferdlnak a  kromatin  szerkezettel, a mikrotdbisl és
mikrofilamentélis citoszkeletonnal, valamint a esgtdédas folyamataival,
emellett DNS karositdé hatdsuk van. A kisérleteinkle természetes
vizekben is diforduldo nadbdl Phragmites australjsszovettenyésztéssel
aton eballitott axenikus névényeket hasznaltunk (Mathénésai, 2000).
A nad a partmenti vizekben éébrdulé allomanyalkoté névény, amely
kapcsolatba keriilhet a cianobakteridlis toxinokkézsgélataink soran a
kovetked eredményekre jutottunk:

Kimutattuk, hogy a CYN nagymeértékben géatolja a ek
novekedését, az ig érték 0,5ug mi* -nek adddott. Azonban a hajtasok
novekedését a CYN kevéssé befolyasolta, igen mgp@sug mrf)
koncentraciéban is csak mintegy 20 %-al cstkkentetiajtasok hosszanti
novekedését.

A CYN a nadnovényekben védekezési reakciot, azezssstvalaszt
valtott ki, melynek egyik kdvetkezménye, hogy aonifjan kép&ds
gybkerek szama novekedett, amely feltéapta detoxifikacio hatasfokat
noveli. Emellett a CYN kezelt névények gyokereiberkrotikus foltok
képadtek és az aerenchimak sok helyen elidtek, igy csokkentve a
toxin felvételét. A nekrotikus sejthalal mellett agpozisra utald
folyamatokat is detektaltunk a rizodermiszben, geggparenchymaban és
az eldgazasi zénaban. Nem zéarhatjuk ki, hogy a Gatds kovetkeztében
az apoptotikus folyamatokat nekrozis kbvette ugyakban a sejtekben:
hasonl6 jelenséget leirtak mar nodvényi sejtekbetresSzvalaszként
értelmezhet tovabba, hogy a CYN a kortikalis mikrotubularis
citoszkeleton reorientaciojat okozta a gyokerekegrios zonajaban.

A differencialt sejtekben a CYN a mikrotubularenhdszer denzitasanak
csokkenését okozta, amely némely esetben egyiita janikrotubulusok
jelenség kozott nem lehet direkt dsszefliggést rraggitdni. A kortikalis
mikrotubularis  citoszkeleton dezorganizacidéja a tekej lateralis
expanzibjat, és ezaltal a gyokércsucsok megduzaadhiszta.

A CYN a mitotikus apparatusok rendellenességeinekgjetenését
indukalta az osztddd sejtekben. Jellegzetes CYMshablt a dupla, ill.
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hasadt preprofazisos kotegek megjelenése. EzekruktisBk nagy
valosziriséggel Osszefliggésbe hozhatdéak a cianotoxin feh#iézis
gatlé hatasaival. Medfigyeltik tovabba a metaf@riafazis orsok és a
fragmoplaszt dezorganizacidjat a CYN kezelés hewasditotikus
rendellenességeket mar 1 pg'n€@YN hatasara megfigyeltiink, a CMT
dezorganizéaciéja 5 pg PICYN kezelés kdvetkeztében jelentkezett. A
CMT denzitas csokkenése és a hibas mitdzisok eéttera CYN protein
szintézist gatlé hatasat gyanitjuk, ugyanis a sadkiom tanldsaga szerint
szamos a fehérjeszintézist gatlo vegyilet az &@kaleirtakhoz hasonlé
elvaltozast okozott (Mineyuki és mtsai, 1994, Blalugs mtsai, 1995).

A CMT denzitdsanak csOkkenése nem magyarazhatoubalirt
mennyiségének csokkenésével, ugyanis immunoblggalataink szerint
ap-tubulin mennyisége a CYN hatasardtn

A CYN a sejtciklus folyamataval is interferalt, @sszes mitdzisok
szama CYN kezelés hatasara enyhén megndvekedstijté@klus egyes
stadiumait kulon vizsgéalva @lint, hogy a CYN hatasara a profazisban
lévé sejtek szama ndvekedett, mig a metafazisos smjéelya csokkent. A
CYN sejtciklusra gyakorolt hatasat a fehérjeszistézatldé hatasa
magyarazhatja.

A MCY-LR kezelt névényekben kimutattuk a kortikdhsikrotubularis
citoszkeleton dezorganizéciojat, sok esetben pedi/T teljes elinését.
Szamos sejtben a CMT #&these mellett a citoplazma megnévekedett
diffuz festdését lattuk, ezek alapjan feltételezziik, hogy aYM® a
CMT depolimerizacidjat okozta. Megfigyeléseink saera MCY-LR
hatdsara az osztddo sejtekben szamos, a citosekelint elvaltozas
jelent meg. A mitotikus ors6 szerkezete megvaltpzebk sejtben
hézagossa valt, gyakran jelentek meg tripolarisdlorsSok sejtben
megfigyeltik a fragmoplaszt szétesését. A MCY-LR G¥N-nel
ellentétben nem okozott rendellenességeket a gégisos kodtegben. A
MCY-LR az allati rendszerekben MCY-LR és mas protébszfataz
inhibitorok esetén mar megfigyelt dualisztikus wakavaltott ki a nad
gybkerekben. Hosszu tavu toxinkezelések esetén kdisentracioban
(0,1-5 pg mf) a sejtek osztodd képességének novekedését oknima,
nagy koncentraciéban (5-40 pgtialkalmazva gatolta azt. A MCY-LR
megnovelte a mitotikus sejtek tartozkodasi idejéprafazisban és a
telofazisban. A MCY-LR mikrotubularis citoszkeletanés a sejtciklusra
gyakorolt hatasainak hatterében az 1 és 2A tipusteip foszfatazok
gatlasa all, a toxin nagy valosiseggel a MAP kindz kaszkadokkal
illetve a ciklin dependens kindzok hatasaival iiet€l, megnovelve a
mikrotubulus asszocialt proteinek foszforilaltsatigpotat.
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A CYN és a MCY-LR egyarant apoptotikus folyamatokadukalt. A
CYN szamotteen nagyobb mértékben névelte az apoptotikus sejtek
szamét mint a MCY-LR. A CYN mér 0,5 pg Trikoncentraciéban névelte
az apoptotikus TUNEL pozitiv sejtek szamat, mig MO esetén csak
2,5 ug mt feletti koncentracional jelentkeztek szérvanyospopgotikus
tinetek. A CYN-boOI a sejt méregtelenitéseében résétenzimek hatasara
képzdé toxikus metabolitok képesek a DNS-t kéarositanialtet
apoptozist kivaltani. A MCY-LR apoptogén hatasaltdhebleg nem a
protein foszfatdz géatlasa miatt, hanem a MCY-LRbadgyokot generald
képessége miatt jelentkeztek. Ez utdbbi csak kéevehozhato
kapcsolatba a toxin indukalt specifikus biokémiai&dsokkal.

A jelen kisérleteinkben tapasztaltak egyéri@m alatamasztjak azt,
hogy a két cianotoxin, a CYN és a MCY-LR citotoxskinatasu a
szovettenyészetekberballitott axenikus nadnévények sejtjeire.
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7. English summary

7.1. Introduction

The aim of this study was to investigate the cyimtceffects of two
cyanotoxins, the protein synthesis inhibitory cgliospermopsin (CYN)
and the protein phosphatase inhibitory microcyes(MCY-LR) in cells
of axenic tissue culturedhragmites australiplantlets.

The name cyanotoxin refers to a wide variety ofidcogompounds,
produced by the toxic strains of cyanobacterialcigse These toxins
represent high health and ecological risk, dueh#rtpotential to cause
severe toxicity in humans, in livestock and othemals (Carmichael,
1994). There is growing evidence that cyanobadtéagins can also
affect plants. At this time only MCY and CYN havedn reported to have
toxic effects in plant systems (e.g. Kés et al.5;9-Hamvas et al. 2003,
Pflugmacher 2004, Mathé et al. 2007, Vasas el0al2R

MCY is a heptapeptide type cyanotoxin produced $gveral
cyanobacteria (e.gMicrocystis aeruginosa, Anabaena sp., Nostoc sp.
etc.), it is a potent inhibitor of type 1 and 2Aotin phosphatases
(Sivonnen and Jones 1999). The cytotoxic effectsM&@Y include
disruption of actin microfilaments, intermediate lafhents and
microtubules, alteration of cell cycle and genotiyi (Toivola and
Eriksson 1999, Lankoff et al. 2003). CYN is an &bk type cyanotoxin
produced by toxic strains ofCylindrospermopsis raciborskiiand
Aphanizomenon ovalisporunit has also severe cytotoxic effects on
animal cells. It has been reported to be genotbyidts ability to create
adducts on DNA molecules (Shaw et al 2000), disoaptof actin
micrafilaments and microtubules has also been dstraied (Gacsi et al
2009). In plant cells it has been demonstrated M@y can cause
changes in chromatin sructure similar to apoptdsis,there is no other
available data on its cytological effects (Yin &t 2006). In the case of
CYN, there are no literature data on its cytolobaféects in plants.
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7.2. Goals of the study
Considering the above mentioned statements, ous gaae as follows:

a. To investigate the effects of CYN on growth wiah organs in tissue
culture derived axenic reeBlfragmites australjsplantlets.

b. To show the histological alterations induced ¥NJn roots of reed
plantlets.

c. Using fluorescence microscopy techniques, our\aas to study the
changes induced by the protein synthesis inhiftgN and the protein
phosphatase (1 and 2A) inhibitor MCY-LR in microtldr structures in
interphase, differentiated and dividing cells amd detect changes in
chromatin structure during cell division in reedt®

d. To show the effect of both cyanotoxins on the tratpotential and
cell cycle in reed root cells.

e. To show the potential apoptogenic effect of CYil MCY-LR in
root cells via chromatin staining with DAPI and VEUNEL assay
(Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated BUTNick End
Labeling).

7.3. Results and discussion

a. We showed that CYN can severely inhibit the growt reed roots
with an IGg value of 0,5 pg . In the case of shoots, the growth
inhibition was much less pronounced. Even high siq@® pg mf) of
CYN only caused 20 % decline in the growth rateesfd shoots. CYN
caused the increase of root number, which we cersidas a stress
reaction of plants to increase detoxification cayg&innear, 2008).

b. CYN had many histological effects in reed rootattltan be
considered as stress adaptation. Starting from d.en[t concentration,
CYN caused obturation of aerenchyma by callusdiksue and necrotic
cell death in the rhizodermis and in deeper tiss(iesthe case of
differentiated root regions). These changes canedse the translocation
capacity of roots and thus protecting the otheransgfrom toxic
compounds (Armstrong and Armstrong 1999). It isttvonentioning that
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besides necrotic cell death we detected apoptigis{processes in
rhizodermis and cortex of CYN treated reed rootsisl likely that
apoptotic-like chromatin changes were followed bygnotic cell death.

c. CYN caused reorientation of cortical microtubul@MT) structure in
elongation zones of reed roots, the cells with iesded microtubules
switched from normal axis directed elongation,adial expansion leading
to thicker root tips. CMT reorientation and alteresll shape can be the
effect of many stress factors that lead to deccegsewth (Yuan et al.
1994), thus we can state that these reactionsaat®fpthe stress response.
In interphase cells CYN also caused the decreasieeimumber of CMT
bundles. The reduced number of microtubules in sarases was
accompanied by CMT reorientation but in most casesas not, so it is
not likely to be any direct connection between ¢héso effects. The
changes in CMT structures were detectable stafitorg 5 pg mt* CYN.

CYN induced anomalies in the cell division machynef reed root cells.
The most pronounced effect was the formation ofbtewr split PPB-s
during preprophase instead of normal PPB-s detectecbntrol cells.
CYN also caused formation of disrupted mitotic s and
phragmoplasts and in some cases of tripolar sgndlee effects of CYN
on mitosis related microtubular structures washlgsstarting from 0,5 pg
mi™. Control cells always contained normal prophasestaphases and
telophases. Other protein synthesis inhibitors edusmilar changes in
microtubular cytoskeleton both in interphase antbtiti cells (Mineyuki
et al. 1994, Baluska et al. 1995), thus we condiolglr these changes are
attributable to the protein synthesis inhibitorfeet of CYN. Western blot
analysis ofp-tubulin content showed that instead of decreaginGYN
caused elevated levels [@tubulin that reacts with the polyclonal antibody
raised against the C-terminal sequence of profagarding, that the C-
terminal region of botha- and B-tubulin proteins can be post-
translationally modified (Smertenko et al. 1997ag cannot state that
CYN somehow induced the expressionpetubulin. It is highly unlikely
that CYN causes disruption of microtubular cytoskah by decrease in
tubulin levels via protein synthesis inhibition. @&eding to Mineyuki et
al. (1994) it is more likely that these effects eveue to decreased level of
microtubule associated proteins.

MCY-LR also caused alteration of microtubular cWlston, in
concentrations above 0,5 pg mln many interphase cells CMTs were
disorganised or absent, these cells showed inaedssckground
fluorescence in the cytoplasm. The best explanatidhese effects is that
MCY caused the depolymerisation of microtubules.sltknown that
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increased phosphorylation state of tubulins or MA&ads to reduced
stability of microtubules, which is highly importafor the mitosis related
microtubule reorganisations (Wright és Smith, 200¥he cells with
disrupted microtubules could not grow unidirectibnathey were
swollen. This is in accordance with the histologieffects previously
detected by our laboratory (Mathé et al. 2009).

MCY-LR caused the appearence of mitotic anomalibg, mitotic
spindle became less organised or disrupted, in sases the formation of
tripolar spindles was detected. The phragmoplas also disrupted in
some dividing cells. In contrast to CYN, MCY-LR dibt cause the
appearence of double or split PPB-s suggestinfferelit mode of action.
In cells treated with other protein phosphatased 2A inhibitors similar
alterations to our results were observed (Vasquies. €999, Ayaydin et
al. 2000). The cytoskeletal effects of MCY-LR wenest likely due to its
protein phosphatase inhibitory effect.

d. CYN interfered with the cell cycle of reed rooenstem cells. The
effect of CYN was not pronounced when taking incactt the mitotic
indices, but when we examined the stages of misesisrately we could
show that CYN caused the increase in the percemtgells in prophase,
while the number of cells in metaphase decreastter@rotein synthesis
inhibitors can cause blockage at both early proplaamsl telophase (De la
Torre et al. 1989, Olszewska et al 1990, Noganale1996). We could
not detect the complete arresting of mitosis inaemitotic phases but it
is highly probable that the cell cycle related effeof CYN were also
caused by its protein synthesis inhibitory effect.

The effect of MCY-LR on cell cycle was dualistict &ng-term
exposure of reed plants, low levels of MCY-LR (8,j+g mi‘) caused
increase in number of dividing cells, while highevrels of the cyanotoxin
caused the decrease of mitotic index. This typdualistic response was
also detected in MCY-LR treated CHO-K1 (mammaliegl)s (Lankoff et
al. 2003). Our laboratory showed for the first tithés type of dualistic
response in plant cells as a result of protein phatase 1 and 2A
inhibitor treatment. MCY-LR increased the durattone of prophase and
telophase. The effect of other phosphatase inmpitmmpounds like
endothall and okadaic acid in plant cells is simitaour results (Zhang et
al. 1992, Ayaydin et al. 2000).

e. Both CYN and MCY-LR could cause apoptosis-relgbedcesses in

reed roots. The potential of CYN to induce apoptagas higher than of
MCY-LR. CYN caused the increase of the number ofNBL positive
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nuclei as well as the number of cells with conddngleromatin starting
from 0,5 pg mif cyanotoxin concentration. In contrast, in the cafe
MCY-LR only a few cells were characterized by dosps related
symptoms starting from 2,5 pg Tnlcyanotoxin concentration. The
apoptotic effect of CYN can be related to its apilio bind DNA. In
plants, similarly to animals, DNA damaging agerasise apoptotic cell
death (Danon and Galois 1998). In the case of M®YHis free radical
generating potential might lay in the backgroun@pdptogenic effect.

As a conclusion we can now state that both CYN Bi@lY-LR are
potent cytotoxins in cells of reed roots.
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