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A rövidítések jegyzéke 
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1. Bevezetés és célkitőzések 
 

1.1. Bevezetés 
 

A cianobaktériumok az egész élıvilágban igen elterjedt fotoszintetizáló 
prokarióta szervezetek, számos fajuk képes különbözı kémiai 
tulajdonságú toxikus vegyületeket, azaz cianotoxinokat elıállítani. Az 
eutrofizáció során a természetes vizek cianobaktériumai a nagy 
koncentrációban jelen lévı tápanyagok következtében nagymértékben 
elszaporodhatnak, és cianotoxinjaik révén számottevı egészségügyi, és 
ökológiai kockázatot jelentenek (Carmichael, 1992). 

A cianotoxinok károsak az emberre és haszonállatokra, emellett a vízi 
ökoszisztémák fenntartásában szerepet játszó állatokra is (Carmichael 
1994). Két cianotoxinról ismeretes, hogy a növényekre is káros hatású. Az 
egyik az alkaloid típusú cilindrospermopszin (CYN), amelyet fıként az 
Aphanizomenon és Cylindrospermopsis genuszba tartozó törzsek 
termelnek, a másik a heptapeptid típusú mikrocisztinek (MCY) családja, 
amelyeket fıként a Microcystis spp. termel (Sivonen és Jones 1999). 
Gerinces állatokban mindkét toxin elsısorban májkárosító hatású, és 
számos esetben okozott emberi megbetegedéseket is (Jochimsen és mtsai, 
1998; Humpage és Falconer, 2003). Kutatócsoportunk vetette fel elıször a 
CYN és a MCY-ek növényekre gyakorolt toxikus hatásának kérdését 
(Vasas és mtsai, 2002; Kós és mtsai, 1995). Azóta több szerzı is 
foglalkozott a cianotoxinok növényekre gyakorolt hatásával (M-Hamvas 
és mtsai, 2003; Pflugmacher 2004; Máthé és mtsai, 2007; 2009), de a 
toxikus hatás hátterében álló sejt- és szövetszintő változások kevéssé 
ismertek.  

A vízi ökoszisztémákat igen súlyosan érintheti, ha az uralkodó 
növényzet károsodik, vagy elpusztul. Az európai nádasok az utóbbi 
évtizedekben egy lassú pusztulási folyamaton mennek keresztül, amely 
hátterében számos tényezı mellett a cianobakteriális toxinok is szerepet 
játszhatnak (Ostendorp, 1989; Yamasaki és mtsai, 1993). A vízvirágzások 
során a partok mentén, ahol gyakran találkozhatunk nádasokkal, a 
cianobaktérium tömeg vastag réteget alkothat, amely nagy mennyiségben 
tartalmazhat cianotoxinokat (Máthé és mtsai, 2007). Kutatócsoportunk 
korábban bizonyította, hogy a MCY-LR toxikus hatású a Phragmites 
australis növényekre (Máthé és mtsai, 2007). 

A MCY-ek citotoxikus hatásairól állati sejtekben számos adat áll 
rendelkezésre, az 1 és 2A típusú protein foszfatázok specifikus 
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gátlószereiként a foszforilációval szabályozott folyamatokkal interferál, 
így elsısorban a citoszkeleton szervezıdését, ezen kívül a sejtek 
növekedését és a programozott sejthalált befolyásolja (Toivola és 
Eriksson, 1999; Lankoff és mtsai, 2003). A CYN az állatokban és a 
növényekben egyaránt gátolja a fehérjeszintézist (Froscio és mtsai, 2001; 
Metcalf és mtsai, 2004), továbbá állati sejtekben bizonyított a cianotoxin 
DNS károsító hatása (Humpage és mtsai, 2000). Állati sejtekben a 
mikrotubulusok és a mikrofilamentumok dezorganizációját indukálja 
(Gácsi és mtsai, 2009). A CYN a vörösvértestekben jellegzetes 
morfológiai elváltozást okoz (Sukenik és mtsai, 2006). A fentiekbıl 
kitőnik, hogy a két ismert és kutatott cianobakteriális toxin, a CYN és a 
MCY sejtszintő hatásai viszonylag ismertek az állati sejtekben, mindkét 
cianotoxin hatást gyakorol a citoszkeletális elemekre és a kromatin 
szerkezetére. A növényi sejtekkel kapcsolatosan azonban, mindezidáig 
kevés az irodalmi adat (a CYN esetében, egyáltalán nincs tudomásunk a 
toxin által a növényi sejtben okozott elváltozásokról). Ennek megfelelıen, 
a célkitőzéseinket az alábbiakban fogalmazzuk meg. 
 

1.2. Célkitőzések 
 

a. A CYN növekedésre gyakorolt hatásának vizsgálata az in vitro 
elıállított axenikus nád (Phragmites australis) növényekben, amely 
magában foglaja a hajtások és a gyökerek hosszanti növekedésének és az 
új gyökerek képzıdésének felmérését. 

  
b. A CYN szövettani hatásának analízise az axenikus nádnövények 

gyökereiben, a merisztematikus és a differenciált szövetekben. 
 
c. A CYN és a MCY-LR mikrotubuláris citoszkeletonra gyakorolt 

hatásainak megfigyelése osztódó és differenciált nádgyökér sejtekben, 
fluoreszcens mikroszkópos technikák alkalmazásával.  

 
d. Célul tőztük ki a cianotoxinok a nád gyökércsúcsi merisztéma sejtek 

osztódóképességére kifejtett hatásának vizsgálatát. 
 
e. A CYN és a MCY-LR a kromatin állományra gyakorolt hatásának 

megértése kromatin festési technikák és TUNEL módszer segítségével. 
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2. Irodalmi áttekintés 

 
 

2.1. A nád mint modellnövény 
 

A nád (Phragmites australis /Cav./ Trin. Ex Steud.) kozmopolita 
egyszikő növényfaj. A vízi élıhelyek fontos állományalkotója. Elıfordul a 
partmenti sekélyesekben, mind a brakkvizekben mind az édesvizekben, de 
a szárazföldi nádasok sem tekinthetık ritka jelenségnek (Haraszty, 1931). 
A nád a Poaceae családba tartozó rizómával rendelkezı nagytermető (1-4 
m magas) növény. Üreges fásodott szalmaszárral rendelkezik, amely a 
benne található szilárdító szövetnek köszönhetıen igen ellenálló. Gyökerei 
a vízi életmódhoz való adaptáció következtében lizigén átszellıztetı 
alapszövettel rendelkeznek, amely redukáltabb formában megfigyelhetı a 
szárazföldi egyedekben is (1. ábra; Haraszty, 1931).  

  
1. ábra: A Phragmites australis gyökerének szöveti struktúrája (Haraszty, 1931) 

 
Hazánkban a nádasok számos ıshonos, veszélyeztetett állatfajnak adnak 

otthont, példaként megemlíthetık a nádasainkban fészkelı madárfajok a 
nádi poszáták (Acrocephalus spp.) a kócsagok (Egretta garzetta; E. alba), 
a vörös gém (Ardea purpurea) és más madarak (Heinzel és mtsai, 2000).  

A nádnövények képesek nagy hatásfokkal felvenni bizonyos 
nehézfémeket (Mn, Cd, Cr, Pb, Zn, Hg, Cu) ezáltal részt vesznek a vizek 
öntisztulásában (Simon, 1992). Lehetıvé teszik az antropogén valamint a 



 4 

természetes eredető szennyezıdések biomonitorozását (Bonanno és Lo 
Giudice 2010). Európában a nádasok lassú pusztulása figyelhetı meg 
(Ostendorp, 1989, Armstrong és Armstrong, 2001). A jelenségért számos 
biotikus és abiotikus tényezı okolható. A folyótorkolatokban a 
csatornaépítések következtében megváltozott sótartalom (Hanganu és 
mtsai, 1999), az eutrofizáció során megnövekedett szerves sav- illetve 
szulfidtartalom az üledékben (Armstrong és Armstrong, 1999), 
mechanikai sérülések valamely emberi tevékenység következtében (aratás) 
vagy a fiatal nádhajtásokat lelegelı, behurcolt állatok (pl nutria, 
pézsmapocok, amur) lehetnek a felelısek az Európában tapasztalható nád 
pusztulásért (Ostendorp, 1989). Nem hagyható figyelmen kívül a toxikus 
cianobaktérium törzsek potenciális szerepe. Yamasaki és mtsai, (1993) 
egy eutróf tóban (Teganuma tó, Japán), ahol Microcystis aeruginosa 
vízvirágzás jelentkezett, a nádasok jelentıs pusztulását figyelték meg. 

 A nádnövények (Phragmites australis) képesek felvenni a 
mikrocisztineket és a cianotoxinok hatást gyakorolnak az enzimjeik 
aktivitására, elsısorban az oxidatív stresszel szembeni védekezést szolgáló 
enzimekre (Pflugmacher és mtsai, 2001), ezen felül in vitro elıállított 
nádnövények mikrocisztin-LR-el történı kezelése növekedésgátlást, 
sárgulást, és szövettani elváltozásokat okozott (Máthé és mtsai, 2007). 
Kevéssé ismert, hogy egyéb cianobakteriális toxinok, mint pl. a 
cilindrospermopszin hogyan hatnak a Phragmites australis növényekre. 

A Phragmites australis-ból már több szerzı állított elı 
szövettenyészeteket. 1975-ben Sangwan és Gorenflot sejtszuszpenziós 
kultúrát hozott létre, amely azonban nem bizonyult embriogénnek. 
Embriogén nádkalluszokat és növényregenerálást, késıbb több kutatónak 
sikerült megvalósítani (Máthé és mtsai, 2000; Wang és mtsai, 2001). Nád 
szövettenyészeteket már több esetben használtak ökofiziológiai 
kisérletekben (Cui és mtsai, 2002). A MCY-LR nád növényekre gyakorolt 
hatását a szövettenyésztéssel elıállított nádnövények segítségével 
igazolták (Máthé és mtsai, 2007). A szövettenyészetek számos elınyt 
kínálnak. Mivel axenikus kultúrák, lehetıvé teszik, hogy 
mikroorganizmusok vagy egyéb tényezık befolyása nélkül kapjunk 
választ a nád és a vizsgált toxinok lehetséges interakciójáról jól 
kontrollálható kísérleti körülmények között (Máthé és mtsai, 2007).  
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2.2. A cianobakteriális toxinok  

 
A cianotoxinok termeléséért a névadó baktériumcsoportba, a 

cianobaktériumok törzsébe tartozó toxikus baktériumok a felelısek. 
Tudományos érdeklıdésre emberi és állati mérgezéses esetek kapcsán 
tettek szert (Carmichael, 1994, Sivonen és Jones 1999).  

Csoportosításuk leggyakrabban az emberi, illetve az állati szervezetben 
okozott patológiás elváltozások alapján történik. A májat károsító toxinok 
vagy más néven hepatotoxinok közé tartoznak a ciklikus oligopeptid 
természető mikrocisztinek (MCY) és nodularinok valamint az 
alkaloidokhoz tartozó cilindrospermopszin (CYN). Az idegrendszeri 
elváltozásokat okozó cianotoxinok legfontosabb csoportjai az alkaloid 
természető szaxitoxin, illetve az anatoxinok (Carmichael, 1992). Ezen 
kívül dermatotoxikus (aplysiatoxinok és lyngbyatoxin) illetve irritatív 
cianotoxinok (lipopoliszacharid) is ismertek (Sivonen és Jones, 1999).  

A toxintermelı képesség nem tekinthetı a cianobaktérium fajok 
definitív tulajdonságának, minden toxikus cianobaktérium fajban 
fellelhetık toxikus és nem toxikus törzsek. Toxikus törzsek találhatók pl. a 
Microcystis aeruginosa, Anabaena flos-aquae, Nodularia spumigena, 
Aphanizomenon ovalisporum és Cylindrospermopsis raciborski fajokban 
(Carmichael, 1992). A toxikus törzsek között jelentıs különbség lehet a 
toxintermelés mértékében. Jelenleg nem ismert, hogy a cianobaktériumok 
milyen okból termelnek toxikus szekunder metabolitokat, nincsenek 
adatok arra vonatkozóan, hogy a cianotoxinok milyen evolúciós elınyt 
biztosítanak a cianobaktériumok számára (Carmichael, 1992, Sivonen és 
Jones, 1999).  

A természetes vizekben a cianotoxinok koncentrációja a cianobakteriális 
vízvirágzások során emelkedhet veszélyes szintre (Carmichael, 1994). A 
cianobakteriális vízvirágzások kialakulásának hátterében leggyakrabban a 
tavak eutrofizációja áll, ugyanis az eutrofizáció során a tavakban 
feldúsulnak a szervetlen tápanyagok, lehetıvé téve a cianobaktériumok 
tömeges elszaporodását (Mur és mtsai, 1999). Az eutrofizáció a 
természetes vizeket érintı globális probléma, kialakulása a legtöbb 
esetben antropogén hatásoknak (mőtrágyázás, szennyvíz, stb.) köszönhetı 
(Smayda, 2008).  
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2.3. A cilindrospermopszin 

 
A cilindrospermopszin (CYN) ciklikus alkaloid természető cianotoxin. 

Elsıként a Cylindrospermopsis raciborski-ban figyelték meg, majd késıbb 
más cianobaktérium fajokban is megtalálták, mint az Umezakia natans, 
Aphanizomenon ovalisporum, A. flos-aquae, Lyngibia wollei, Anabaena 
lapponica, és a Raphidopsis curvata (Banker és mtsai, 1997; Harada és 
mtsai, 1994; Spoof és mtsai, 2006; Li és mtsai, 2001; Preussel és mtsai, 
2006). Mérgezı hatására egy ausztráliai víztározóban kialakult vízvirágzás 
hívta fel a figyelmet, melynek során CYN került az ivóvízbe, és 148 
ember betegedett meg (Griffiths és Saker, 2003). Potenciálisan CYN 
termelı cianobaktériumok - fıként Cylindrospermopsis raciborskii - 
tömeges elszaporodása, a trópusokon igen gyakori, azonban számos 
esetben a mérsékelt övi országokban is elıfordult (Preussel és mtsai, 
2006). Hazánkban is több esetben elıfordult Cylindrospermopsis 
vízvirágzás (Kovács és mtsai, 1999), azonban a CYN jelenlétét ezekben az 
esetekben nem sikerült kimutatni (Vasas és mtsai, 2002b). A nyílt vízben a 
CYN koncentrációja a nagyobb vízvirágzások során 12,4 µg l-1 lehet 
(Rucker és mtsai, 2007). Falconer és mtsai (1999) szerint a szél hatására a 
partok mentén feltorlódó, vastag, cianobaktérium sejteket tartalmazó 
habban, felszíni cianobaktérium rétegben a cianotoxinok koncentrációja a 
nyílt vízben mért koncentrációhoz képest 1000 szer nagyobb lehet. A 
szerzık elsısorban a MCY-t vizsgálták, de az elvük más cianotoxinok 
esetén is alkalmazható.  

A CYN szulfát csoportot tartalmazó triciklikus guanidino uracil 
származék, a szakirodalom az alkaloidok csoportjába a guanidin rész 
bázikus csoportja miatt sorolja (alkaloidok: növényi eredető nitrogén 
tartalmú bázikus karakterő aromás vegyületek), azonban a CYN a szulfát 
csoport miatt ikerionos szerkezető (Ohtani és mtsai, 1992; 2. ábra). A 
toxikus hatás kialakulásához, Banker és mtsai (2001) vizsgálatai szerint, 
az uracil rész feltétlenül szükséges. A CYN vízben kiválóan oldódó 
viszonylag stabil molekula, cianobaktérium nyers kivonatban közvetlen 
napfény hatására gyorsan degradálódik, azonban a pH és a hımérséklet 
változására a CYN nem érzékeny, a felezési idı 50 °C-on 8-10 hét. A 
természetes vizekben élı baktérium közösségek, úgy tőnik, nem képesek a 
CYN gyors bontására. Így elképzelhetı, hogy a cianotoxin napfénynek 
kevésbé kitett vizekben (pl. nádasokkal borított part menti vizekben) 
hosszabb ideig megmaradjon (Chiswell és mtsai, 1999; Wormer és mtsai, 
2008).  
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A CYN gátolja a fehérjeszintézist állati és növényi sejtekben, azonban a 
gátlás pontos molekuláris mechanizmusa nem ismert (Froscio és mtsai, 
2001; 2003; 2008; Metcalf és mtsai, 2004). Froscio és mtsai (2008) 
radioaktívan jelölt CYN segítségével vizsgálták a cianotoxin kötıdését a 
riboszómához. Gélszőréses kísérleteik során azt tapasztalták, hogy a CYN 
molekula 0,02 : 1 molarányban kötıdik a riboszómákhoz, míg a 
riboszomális fehérjeszintézist gátló vegyületek mindig 1 : 1 arányban 
kötötıdnek. Emellett megfigyelték, hogy a csak kevés riboszómát 
tartalmazó frakciókban is nagy mennyiségben megtalálható a CYN. 
Mindezekbıl a szerzık arra következtettek, hogy a CYN nem közvetlenül 
a riboszómához kötıdik, hanem a fehérje szintetizáló apparátus más 
elemeihez, valószínőleg az iniciációs, vagy az elongációs faktorokhoz. A 
CYN nem kompetitív módon gátolja az UMP (uridin monofoszfát) szintáz 
komplexet és ezáltal a pirimidin nukleotidok szintézisét (Reisner és mtsai, 
2004). Runnegar és mtsai (1994) patkány hepatocita tenyészetben 
kimutatták, hogy a CYN gátolja a glutation szintézisét, azonban a szerzık 
nem tárgyalták részletesen a gátlás hátterében álló biokémiai változásokat. 
A CYN-ból a sejtekben, eddig ismeretlen szerkezető, a CYN-nél sokkal 
toxikusabb vegyületek keletkeznek a méregtelenítésben résztvevı 
citokróm P-450 rendszer mőködése következtében, azonban a CYN és a 
belıle keletkezı metabolitok fehérjeszintézist gátló hatása között nincs 
számottevı különbség (Humpage és mtsai, 2005; Norris és mtsai, 2002). 
A citokróm P-450 rendszer számos szekunder metabolitot úgy alakít át, 
hogy az reakcíóképessé válik, és a DNS-hez, illetve a fehérjékhez kötıdve 
úgynevezett adduktokat hoz létre (Mandl, 2002). Shaw és mtsai (2000) 
kimutatták, hogy a CYN a sejtekben képes ilyen komplexeket létrehozni a 
DNS molekulákkal.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

2. ábra: A CYN szerkezeti képlete (Ohtani és mtsai, 1992, nyomán) 
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Az állati illetve az emberi szervezetben a CYN elsısorban a májat 
károsítja, de más szervekben is elıidéz szövetkárosodást (Hawkins 1985). 
A CYN mérgezés jellemzı tünetei, a Palm Island-en történt esetben, a 
májenzimek mennyiségének növekedése a vérben, a máj 
megnagyobbodása, véres vizelet, valamint véres széklet (Byth, 1980). A 
CYN centrilobuláris nekrózissal jellemezhetı májkárosító hatása minden 
emlısben megfigyelhetı (Seawright és mtsai, 1999; Bernard és mtsai, 
2003; Griffiths és Saker, 2003; Humpage és Falconer, 2003), a májsejtek 
erıteljesen vakuolizálódnak, a sejtek közötti tér kitágul (Falconer és mtsai, 
1999a). A CYN a vesét is károsítja, a nephrotubulusok proximális részén 
az epitél sejtek elpusztulnak, a glomeruluszokban vörösvértestek jelennek 
meg (Falconer és mtsai, 1999a). Egerekben a toxin magzatkárosító hatása 
is ismert (Rogers és mtsai, 2007). A CYN kis dózisban hosszú idın 
keresztül adagolva, a vörösvértestek deformációját idézi elı egerekben 
(Sukenik és mtsai, 2006). A CYN in vitro és in vivo kísérletekben DNS 
károsító hatásúnak bizonyult (Humpage és mtsai, 2000; Bazin és mtsai, 
2010; Shen és mtsai, 2002). A CYN a CHO-K1 sejtekben 
mikrofilamentumok és a mikrotubulusok dezorganizációját, valamint a 
kromatin szerkezet megváltozását idézte elı (Gácsi és mtsai, 2009). 

A növények esetében igen kevés tanulmány foglalkozott a CYN toxikus 
hatásaival, az adatok ráadásul ellentmondóak. Vasas és mtsai, (2002) 
mustár csíranövény tesztben vizsgálták a CYN-t, a cianotoxin gátolta a 
növények növekedését, az IC50 érték 18,2 µg ml-1. A Hydrilla verticillata 
növényekben a 0,4 µg ml-1 CYN-t tartalmazó Cylindrospermopsis 
raciborskii nyers kivonat enyhe növekedésserkentı hatásúnak bizonyult 
(Kinnear, 2008). A CYN növényekre gyakorolt citológiai hatásairól kevés 
adat áll rendelkezésre. Metcalf és mtsai (2004) a növényekben is 
kimutatták a CYN fehérjeszintézis gátló hatását.  
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2.4. A mikrocisztinek 
 

A mikrocisztinek (MCY) szintézisét legelıször a toxikus 
vízvirágzásokért leggyakrabban felelıssé tehetı Microcystis aeruginosa 
toxikus törzseiben figyelték meg. Késıbb számos más cianobaktérium 
nemzetségben találtak különféle MCY variánsokat, ilyen genusok a 
teljesség igénye nélkül pl. az Anabaena, a Plankthotrix, az Oscillatoria, az 
Anabaenopsis, az Oscillatoria, a Nostoc, a Hapalosiphon stb. 
(Carmichael, 1992, Skulberg és mtsai 1993, Sivonen és Jones, 1999). Sok 
szerzı úgy véli, hogy a MCY-ek endotoxinok, a sejten belül találhatók a 
tilakoid membránhoz kötötten (Shi és mtsai, 1995). Koncentrációjuk az 
állóvizekben a nyár végi hidegebb idıben a sejtek pusztulása 
következtében igen nagy lehet. Hazánkban több felszíni víztérben, így a 
Velencei-tóban és a Kis-Balatonban fordult elı rendszeres toxikus 
Microcystis vízvirágzás (Törökné Kozma és mtsai, 1986; Törökné Kozma 
és Mayer, 1988; Kós, 1995; Törökné Kozma és mtsai, 2000). A MCY 
viszonylag stabil vegyület, akár hónapokig is megmaradhat egy 
vízvirágzás után (Carmichael, 1994). A MCY koncentrációja a nyílt 
vizekben egy nagyobb vízvirágzás során a nM-os nagyságrendet is 
elérheti. Azonban a partok mentén, ahol a felgyülemlett sejtek vastag (akár 
több cm-es) réteget képeznek, a lokális MCY koncentráció értékek a nyílt 
vízben mérhetınél akár 3-4 nagyságrenddel is nagyobbak lehetnek, 20 
µM-os vagy nagyobb toxinkoncentrációk is elıfordulhatnak (Falconer és 
mtsai, 1999; Máthé és mtsai, 2007) 

A mikrocisztinek ciklikus heptapeptid szerkezető cianobakteriális 
toxinok, felépítésükben a hagyományos L-aminosavak mellett D-
aminosavak és különleges aminosavak, mint a hidrofób β-aminosav, a 3-
amino-9-metoxi-2,6,8-trimetil-10-fenildeka-4,6-dienoát (ADDA) és az N-
metildehidroalanin (MDHA) is részt vesznek (3. ábra). Több mint 80 féle 
MCY ismeretes, melyek többsége toxikus, közöttük az eltérés fıként az L-
aminosavakban található. A MCY-LR esetében a 2. aminosav L-leucin, a 
4. L-arginin (Botes és mtsai, 1985; Boaru és mtsai, 2005). A 
hatásmechanizmusukat tekintve, a MCY-ek a PP1 és PP2A típusú protein 
foszfatázok specifikus inhibitorai. A MCY-LR foszfatáz gátlásra 
vonatkozó IC50 értéke a legtöbb eukarióta szervezetben 0,1 és 0,25 nM 
között található (Wiegand és Pflugmacher, 2005). A MCY-ek képesek 
kovalensen kötıdni a MDHA karbonil csoportján keresztül a PP1 
katalitikus alegységéhez és PP2A-hoz, ez a hatás nem szükséges a protein 
foszfatáz aktivitás gátlásához. A MCY-ek gátló hatásáért az ADDA rész a 
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felelıs, mert a hidrofób szénlánca behatol a protein foszfatázok aktív 
centrumába (Goldberg és mtsai, 1995). 

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

 
A MCY reaktív oxigén formák képzıdését indukálja, a kutatók szerint a  

MCY megköti a redukált glutationt, így a sejtek nem képesek a 
szabadgyököktıl megszabadulni, ennek következtében a ROS mennyisége 
megnı (Boucha és Maatouk, 2004).  

A MCY-LR élettani hatásai az állati és humán szervezetben elég jól 
ismertek, ugyanis a haszonállatok körében viszonylag gyakran 
elıfordulnak fatális kimenetelő mérgezések, ráadásul egy brazíliai dialízis 
állomáson emberek halálát okozták a toxikus heptapeptidek (Jochimsen és 
mtsai, 1998).  

A MCY-LR toxikus hatásai elsısorban a májat és az emésztırendszert 
érintik, a hepatociták és az enterociták már kis cianotoxin koncentráció 
esetén is képesek a MCY-LR-t felvenni, mivel az úgynevezett szerves 
anion transzport fehérjék (OATP) megtalálhatók bennük. Ezek a fehérjék 
felelısek az epesavak transzportjáért, de a MCY-LR-t is képesek a sejtbe 
juttatni (Daily és mtsai, 2010). Más sejttípusok is képesek felvenni a 
MCY-eket, de csak abban az esetben, ha a letálisnál jóval nagyobb 
koncentráció-tartományokban vannak jelen (Alverca és mtsai, 2009; 
Lankoff és mtsai, 2003). A MCY-LR mérgezés jellemzı tünetei, a 
fentieknek megfelelıen, a gasztroenteritisz és a májdiszfunkció, melynek 
hátterében a máj szöveti struktúrájának felbomlása következtében 
létrejövı bevérzések állnak (Carmichael, 1994; Billam és mtsai, 2008). A 
MCY-LR kis koncentrációban serkenti a sejtek osztódását (Lankoff és 
mtsai 2003), sok szerzı szerint a serkentı hatás a MAP kináz 
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kaszkádrendszerek stimulációja révén valósul meg (Gehringer, 2004). A 
elıbbiek miatt sok szerzı úgy gondolja, hogy a MCY szubletális 
koncentrációban karcinogén hatású lehet (Nishiwaki 1992, Ueno és mtsai, 
1996). 

A MCY hatására a sejtek citoszkeletonja dezorganizálódik, a jelenség 
mindhárom komponenst: a mikrofilamentumokat, a mikrotubulusokat és 
az intermedier filamentumokat egyaránt érinti, ennek hatására a sejtek 
összeesnek, szövetkárosodást eredményezve. Megfigyelhetı a 
citoszkeletális proteinek hiperfoszforilációja, (Toivola és Eriksson, 1999, 
Wickstrom és mtsai, 1995). CHO-K1 sejtekben a MCY-LR a mitotikus 
orsó dezorganizációját és rendellenes mitózist, valamint a sejtek 
apoptózisát okozta (Lankoff és mtsai, 2003). A MCY apoptogén hatásáért 
feltehetıen a reaktív oxigénformák (ROS) menyiségének a növekedése a 
felelıs (Campos és Vasconcelos, 2010). 

A MCY a növényekre is toxikus hatású, a Microcystis aeruginosa nyers 
kivonat és a tisztított MCY-LR hatására a mustár csíranövények 
növekedésgátlását, az antocián tartalom csökkenését és az egyszálú DNS-t 
hasító enzimek aktivitásának a megnövekedését figyelték meg (Kós és 
mtsai, 1995; M-Hamvas és mtsai, 2003). A Phaseolus vulgaris levelekben 
a MCY gátolta a fotoszintézist (Abe és mtsai, 1996). A vízinövények a 
MCY mérgezı hatásának leginkább kitett növények. A Lemna gibba, a 
Ceratopyllum demersum, a Phragmites australis, a Spirodela oligorrhiza 
és más vízinövények bizonyítottan képesek felvenni a MCY-eket, és a 
cianotoxin hatására csökken a növekedésük, szövettani elváltozások 
jelennek meg bennük és klorotikussá válnak. Egyes vízinövényeknél (C. 
demersum, P. australis) a MCY-LR hatására megemelkedik az oxidatív 
stressz kapcsolt enzimek aktivitása: növekvı peroxidáz és glutation-S-
transzferáz aktivitásokat mértek. Ráadásul, ezekben a növényekben a 
glutation a MCY-LR-el konjugálódott, amely arra utal, hogy detoxifikáló 
mechanizmusok indukciója következett be (Saqrane és mtsai, 2007; Máthé 
és mtsai, 2007; Mitrovic és mtsai, 2005; Pflugmacher és mtsai, 2001; 
Pflugmacher, 2004; Romanowska-Duda és Tarczynska, 2002).  

A MCY citológiai hatásai növényekben kevéssé ismertek. Dohány BY-2 
illetve Arabidopsis sejttenyészetekben a MCY megnövelte a reaktív 
oxigénformák mennyiségét, és a sejtekben apoptózisra utaló 
elváltozásokat indukált, a kromatin marginálisan kondenzálódott és a 
sejtmagok összezsugorodtak (Yin és mtsai, 2005; 2006). 
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2.5. A növényi mikrotubuláris citoszkeleton 
 

A mikrotubulusok az eukarióta szervezetek sejtjeiben elıforduló 
citoszkeletális elemek, számos a sejtek számára nélkülözhetetlen funkciót 
látnak el, mint a sejtmagosztódás, a vezikuláris transzport, a sejtek 
alakjának illetve polaritásának meghatározása (Dowling és Nogales 1998). 
A mikrotubulusok minden eukarióta sejtben megtalálható konzervált GTP 
kötı fehérjékbıl, α- és β-tubulinból áló 13 db párhuzamos 
protofilamentumból épülnek fel, 25-37 nm-es vastagságú csı alakú 
struktúrák. Jellemzıjük, hogy polárisak, rendelkeznek „+” (β) és „-” (α) 
véggel (Dowling és Nogales 1998). Rendkívül dinamikus struktúrák, 
állandóan lebomlanak a „-” végen, vagy felépülnek a „+” végen, illetve 
gyakran a két jelenség egyszerre megy végbe, ilyenkor beszélhetünk 
„taposómalom” effektusról. A dinamikus instabilitás lehetıvé teszi, hogy a 
mikrotubulusok viszonylag gyorsan átrendezıdjenek, illetve, hogy aktív 
mozgást végezzenek (Nogales, 1999). A mikrotubulusokhoz számos 
különféle MAP (mikrotubulus asszociált protein) kapcsolódik. Egyesek a 
mikrotubulusok stabilitását szabályozzák, mások keresztkötések 
kialakításával képesek mikrotubulus kötegeket létrehozni, ezek mellett 
ismertek a motor proteinek, amelyek a mikrotubulusok mentén a „+” vagy 
a „-” vég felé vándorolnak (Nogales, 1999). A legtöbb eukarióta sejtben 
jól körülhatárolható organellumok, centroszómák végzik a mikrotubuláris 
citoszkeleton szervezését, a növényekben azonban nem található 
mikrotubulus szervezı organellum, a mikrotubulusok nukleációját a 
sejtmag membrán illetve a sejtmembrán közelében elhelyezkedı 
viszonylag kevéssé ismert fehérje komplexek végzik, amelyek γ-tubulint 
tartalmaznak (pl. γ-tubulin ring complex; Stoppin-Mellet és mtsai, 1999). 

A növényi sejtekben legalább öt féle mikrotubuláris struktúra található 
meg (4. ábra). Az interfázisban és a differenciált sejtekben kortikális 
mikrotubulusokat (CMT) találhatunk (Erhardt és Shaw, 2006). A 
kortikális mikrotubulus rendszer a növekedés tengelyére merıleges, ferde 
vagy spirális lefutású, egymással párhuzamos mikrotubulus kötegekbıl 
épül fel (4. a ábra). A CMT orientációja azonban számos stimulusra 
megváltozhat, pl. hormonhatásokra illetve számos stressz faktor hatására, 
és a tengellyel párhuzamossá válhat (Yuan és mtsai, 1994). A CMT 
feladata a sejtek direkcionális növekedésének szabályozása, a 
legelfogadottabb elmélet szerint a kortikális mikrotubulusok mentén 
épülnek fel a cellulóz mikrofibrillumok a sejten kívül, így a növekedés 
gyakorlatilag csak a tengely mentén valósulhat meg (Paradez és mtsai, 
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2006). Az osztódó sejtekben a CMT-t felváltja a sejtmaghoz kapcsolódó 
endoplazmatikus mikrotubulus struktúra (EMT; 4. b ábra), amelybıl 
késıbb kialakul a preprofázisos köteg (PPB; 4. c ábra). A PPB szerepe sok 
szerzı szerint az osztódási sík kijelölése (Dhonukshe és mtsai, 2005). A 
PPB eltőnése után kialakul a mitotikus orsó (4. d ábra), majd a testvér 
kromatidák szegregációja után a PPB által kijelölt helyen megjelenik a 
fragmoplaszt (4. e ábra), amelynek szerepe, hogy az új sejthatárt képezı 
vezikulumokat a sejtosztódás síkjába szállítsa (Wright és Smith, 2007). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A növényekben a mikrotubuláris rendszer szabályozása kevésbé ismert, 

mint az állatok esetében. Számos adat arra utal, hogy a mikrotubuláris 
citoszkeleton szabályozásában a protein foszforiláció fontos szerepet 
játszik. A ton2 gén egy PP2A regulációs alegységet kódol, mutációja a 
kortikális mikrotubulusok random orientációját okozza és meggátolja a 
PPB kialakulását (Traas és mtsai, 1995; Camilleri és mtsai, 2002). 
Hasonló elváltozásokat tapasztaltak PP2A gátlószerek (pl. kallikulin-A, 
endothall) hatására, azonban ilyen esetekben a mitotikus orsó és a 
fragmoplaszt is érintettnek bizonyultak (Ayaydin és mtsai, 2000). A fenti 
eredmények arra utalnak, hogy a tubulin vagy valamely eddig ismeretlen 
MAP foszforilációja csökkenti a mikrotubulusok stabilitását, ezáltal a 
sejtek képesek azokat átrendezni a sejtosztódás lebonyolításához 
szükséges struktúrákká (Wright és Smith, 2007). Fontos megemlíteni, 
hogy maguk a tubulin fehérjék számos poszttranszlációs módosuláson 
eshetnek át, mint a C-terminális poliglutamiláció, a detiroziniláció, illetve 
a deglutamiláció, az acetiláció, valamint a foszforiláció, azonban az 

4. ábra: a növényi sejtekben található mikrotubuláris struktúrák. (a): CMT. (b): 

EMT. (c): PPB. (d): mitotikus orsó. (e): fragmoplaszt. A mikrotubulusok piros színnel 

láthatók (Goddard és mtsai, 1994 valamint Dhonukshe és mtsai, 2004 nyomán) 

(a)                     (b)                    (c)                     (d)                 (e) 
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elıbbiek szerepe a mikrotubuláris rendszer mőködésének szabályozásában 
egyelıre kevéssé ismert (Smertenko és mtsai, 1997) 

Viszonylag kevés növényi mikrotubulus asszociált fehérje ismert, 
azonban jelentıségük nem elhanyagolható. A MAP65 fehérje család 
tagjainak fontos szerepük van a mikrotubulus kötegek kialakulásában, a 
mor-1 (mikrotubule organization 1) illetve a tmbp200 (200 kDa tobacco 
microtubule binding protein) gének termékei a XMAP 215 fehérjével 
rokon mikrotubulus stabilizáló fehérjék. A mor-1 mutációja a kortikális 
mikrotubulusok diszrupcióját és a PPB eltőnését idézi elı, valamint rövid, 
gyakran szétesett fragmoplasztokat eredményez (Hussey és Hawkins, 
2001). Említést érdemel továbbá a tangled gén terméke amely részt vesz a 
fragmoplaszt szervezıdésében, a MAP190 fehérje, amely a 
mikrotubulusokat az aktin filmentumokkal kapcsolja össze, valamint a 
kinezin fehérjék, amelyeknek fontos szerepet tulajdonítanak a mitotikus 
orsó szerkezetének kialakításában és a kromoszómák pozícionálásában 
(Ambrose és Cyr, 2007).  
 
 

2.6. A növényi sejtciklus szabályozása 
 

A sejtciklus stádiumait és azok szerepét tekintve, a növényi sejtek 
nagyon hasonlóak a többi eukarióta szervezet sejtjeihez. A G1 fázisban a 
sejtek elıállítják az osztódás lebonyolításához szükséges erıforrásokat, és 
elérik a kritikus sejtméretet, az S fázisban a DNS replikálódik, a G2 
fázisban a sejt ellenırzi a kromatin állomány integritását, megkezdıdik a 
mikrotubuláris rendszer átrendezıdése, majd az M fázisban lejátszódik az 
osztódás (Darvas és László, 1999). 

 A sejtciklus szabályozásában a növények esetén is a ciklinek és a ciklin 
dependens kinázok (CDK) játszanak központi szerepet. A sejtciklus 
különbözı stádiumainak megfelelı ciklin fehérjék tranziensen 
expresszálódnak, mennyiségük megnı, majd lecsökken, a jelenségért a 
ciklin fehérjék indukciója, majd azok ubiquitin mediált lebontása a felelıs 
(Erdei, 2004). A ciklinek a ciklin dependens kinázokhoz kapcsolódnak, 
amelyek foszforilálják a sejtciklus lebonyolításához szükséges fehérjéket. 
A növényi sejtciklus szabályozásában fontos szerepet kapnak a 
citokininek, és a fény cirkadián változása is (Laureys és mtsai 1998; 
Menges és mtsai, 2003; Doerner, 2007; Bouget és mtsai 2007).  

A sejtciklus lebonyolításához elengedhetetlenül szükséges új fehérjék 
szintézise. A növényi sejtciklus transzkripciós szintő szabályozása számos 
eltérést mutat más eukariota szervezetekhez képest, éppen ezért 
viszonylag kevéssé ismert, azonban tartalmaz konzervált, az emlısökben 
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is megtalálható elemekkel homológ komponenseket, mint például a 
retinoblasztóma (Rb) fehérjével homológ retinoblastoma related (RbR) 
fehérje, és az E2F fehérjék. A G1/S átmenetnél, az RbR fehérje 
kapcsolódik az E2F transzkripciós faktorhoz és gátolja annak mőködését. 
Megfelelı mitogén stimulusok és elegendı ciklin D felgyülemlése esetén 
aktiválódik a CDKA-CycD (ciklin dependens kináz komplex) és 
hiperfoszforilálja a RbR fehérjét, amely elengedi az E2F-t és így 
megkezdıdhet az S fázis specifikus fehérjék (ciklinek és egyéb proteinek) 
kifejezıdése (Shen, 2007). Kifejezetten növényi komponensek a HEX 
illetve OKT motívumok, amelyek a hiszton gének promóter régiójában 
találhatók, és fontos szerepük van a hiszton fehérjék kifejezıdésének 
szabályozásában az S fázisban, továbbá az M specifikus aktivátor (MSA) 
motívumok, amelyekhez Myb típusú transzkripciós faktorok 
kapcsolódhatnak, szerepük a G2/M átmenet szabályozása (Doerner, 2007).  

A sejtciklus foszforilációs szabályozása az eukarióta szervezetekben 
erısen konzervált. A növényekben eddig 6 féle CDK-t írtak le, amelyeket 
CDKA-tól CDKF-ig neveztek el. A CDKA szerepe a G1/S fázis 
szabályozása, a CDKB a G2/M átmenetenél mőködik. A CDKD és CDKF 
ciklin dependens kináz aktiváló kinázként mőködnek. A növényekben a 
ciklinek számos csoportja ismert. A G1/S átmenet vezérlésében az A 
típusú ciklinek és a B típusú ciklinek vesznek részt, a növényekben eddig 
még nem sikerült E típusú ciklineket kimutatni. A G2/M átmenetnél a B 
típusú ciklineknek van kitüntetett szerepe (de Jager és mtsai 2005). Egyes 
CDK-ciklin komplexek a PPB-n mások a mitotikus orsóban vagy a 
fragmoplasztban lokalizálódnak, az anafázisban CDK-ciklin komplexek 
helyezkednek el a kromoszómákon, tehát feltehetıleg direkt szerepük van 
a mikrotubuláris citoszkeleton szervezésében és a kromatin elválásában 
(Mironov és mtsai, 1999).  A növényekben is megtalálhatók a MAP kináz 
kaszkádok, amelyeket a CDK-ciklin komplexek indítanak el, és fontos 
szerepük van az M fázis lebonyolításában. Az NPK1 (dohány) és az 
ANP1, 2, 3 (Arabidopsis) proteinek MAP-kináz-kináz kináz fehérjék 
amelyeket a ciklin dependens kinázok képesek foszforiláció segítségével 
módosítani. Az NPK1/ANP fehérjék foszforilálják a MAP-kináz kinázokat 
(NQK1 dohányban illetve ANQ1 Arabidopsis-ban) amelyek azután 
aktiválják a MAP kinázokat (NRK1/ANR1) amelyek részt vesznek a 
mitotikus apparátus szabályozásában. A MAP-kinázok fontos célpontjai a 
MAP65 fehérjék (Sasabe és Machida, 2007). A növényekben is 
megtalálhatók a G2/M ellenırzési pontot mőködtetı wee1 kináz és cdc25 
tirozin foszfatáz enzimek homológjai (de Jager és mtsai, 2005). Élesztı 
sejtekben kimutatták, hogy a protein foszfatáz 2A-nak fontos szerepe van 
a sejtciklus szabályozásában, gátolt mőködés esetén a sejtek korán lépik át 
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a G2/M határt, teljes blokkolás esetén azonban a sejtek megrekednek a G2 
fázisban (Jiang, 2006), hasonló mechanizmus növényeknél is 
elképzelhetı. 

A sejtciklus szabályozásában igen fontos szerepe van az ubiquitin 
mediált proteolízisnek, növényekben is ismert az APC/C (anaphase 
promoting complex/cyclosome) fehérje komplex, amely egy E3 ubiquitin 
ligáz és fontos szerepe van a kromoszómákat összetartó fehérjék 
lebontásában és ezáltal az anafázis elindításában. Növényekben 
megtalálták az ugyancsak ubiquitin ligáz aktivitással rendelkezı SCF 
komplexet, amelynek szerepe a ciklinek lebontása, miáltal bíztosítja a 
sejtciklus egyirányúságát (Doerner, 2007; Yamamoto és mtsai, 2004).  
 
 

2.7. A sejthalál növényekben 
 

A klasszikus nézet szerint az eukarióta sejtekben a sejthalálnak két 
alapvetı formája ismert. Az egyik a nekrózis, amely a sejt tolerancia 
küszöbét meghaladó stressz hatására kialakuló, a citoplazmamembrán 
integritásának megszőnésével járó passzív sejthalálforma. A másik a 
programozott sejthalál, amely során valamely stimulus hatására a sejtben 
olyan aktív ATP igényes folyamatok zajlanak le, amelyek végeredménye a 
sejt elpusztulása a membrán integritásának megszőnése nélkül (Wyllie és 
mtsai, 1980). A programozott sejthalál egy speciális esete az apoptózis, 
amelynek során a DNS internukleoszómális hasítása valósul meg a 
kromatin kondenzációja mellett, késıbb a sejtmag szétesik. Az apoptózis 
karakterisztikus jele a gélelektroforézis során megjelenı DNS létra 
(Wyllie és mtsai, 1984).  

A programozott sejthalált eredetileg állatokban írták le (Kerr és mtsai, 
1972), ahol fontos szerepe van az ontogenezisben (Brill és mtsai, 1999), és 
az immunrendszer mőködésében. Az autoreaktív antitestet termelı 
limfociták valamint a transzformálódott és vírussal fertızött sejtek 
elpusztítása ilyen módon valósul meg (Giovanetti és mtsai, 2008). A 
javíthatatlan DNS károsodást szenvedett sejtek eliminációja apoptózissal 
történik (Meulmeester és Jochemsen 2008)  

A növények fejlıdése és életmőködései szempontjából is fontos a 
programozott sejthalál. Ilyen módon alakulnak ki a tracheák és a lizigén 
aerenchimák (Dangl, 1995, Evans, 2003). Az aleuron réteg sejtjei is 
hasonló módon pusztulnak el (Bethke és mtsai, 1999). A növényi szövetek 
elöregedése aktív folyamat, amelyben a programozott sejthalál fontos 
szereppel bír. A patogének által kiváltott hiperszenzitív reakció, amely a 
patogének toxinjai által indukált sejthalál, a sejt aktív részvételével 
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történik, tehát a programozott sejthalálra emlékeztet (Wang és mtsai, 
1996). 

Számos esetben a növényi programozott sejthalál az apoptózis 
jellegzetes tüneteit mutatja, így például a paradicsom levelén kiváltott 
hiperszenzitív reakció során (Greenberg, 1997), az aerenchima képzıdés 
kukoricában (Ewans, 2003), vagy sok esetben a szeneszcencia (Noodén és 
mtsai, 1997). Az állatokhoz hasonlóan az UV fény hatására bekövetkezı 
DNS károsodás, a sejtek apoptotikus elpusztulását eredményezi a 
növényekben (Danon és Galois, 1998). A nekrózis és a programozott 
sejthalál között nem húzható éles határ, elıfordul, hogy apoptózisra utaló 
jeleket, pl: a kromatin állomány feldarabolódását a sejt nekrotikus jellegő 
elpusztulása követi (Kosslak és mtsai, 1997).  

Az apoptózis szabályozása állatokban elég jól ismert. Kiválthatják a 
megfelelı ligand kapcsolódása esetén (pl: Tumor nekrózis faktorok) a 
DED (death effektor domain) doménnnel rendelkezı membrán receptorok, 
amelyek a kaszpázokat aktiválják, vagy DNS károsodása esetén a p53 és a 
hasonló fehérjék. Végsı soron endonukleázok szintetizálódnak, amelyek 
végrehajtják a DNS degradációját (részletek: White 1996).  

Növényekben az apoptózis jellegő sejthalál szabályozására vonatkozóan 
kevés adat áll rendelkezésre. A jelen dolgozat szempontjából lényeges, 
hogy a növényekben is új fehérjék szintézise, illetve az újonnan 
szintetizálódott fehérjék mintázatának megváltozása szükséges a 
programozott sejthalál kivitelezéséhez (Vacca és mtsai, 2004). Ismert 
továbbá, hogy a protein foszforilációnak is fontos szerepe van a növényi 
apoptózis szabályozásában (He és mtsai, 1996; Kuo és mtsai, 1996).  
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3. Anyag és módszer  
 
 

3.1. A cilindrospermopszin tisztítása 
 

A kísérleteinkhez szükséges CYN-t, egy az 1994-évben az izraeli 
Kinneret-tóban jelentkezett Aphanizomenon ovalisporum (Forti) 
vízvirágzásból származó cianobaktérium törzsbıl (ILC-164) tisztítottuk a 
Vasas és mtsai, (2002) által közölt módszer szerint. A cianobaktérium 
fonalakat kötött nitrogénnel dúsított Allen táptalajban neveltük (Allen, 
1968) 28 °C hımérsékleten, állandó, 150 µE m-2 s-1 erısségő megvilágítás 
mellett 4 literes lombikban. A növekedéshez szükséges széndioxidot a 
tenyészet állandó buborékoltatásával biztosítottuk. A 10 napig nevelt 
tenyészeteket centrifugáltuk (10000 x g, 10 perc, Beckman Avanti J25 
centrifuga, szobahımérséklet), majd a keletkezett üledéket -20 °C 
hımérsékleten tároltuk. A fagyasztott, mintegy 20-30 g sejtet 
felolvasztottuk, majd két ismétlésben újrafagyasztottuk és hagytuk 
felengedni. A kivonáshoz a sejteket egy éjszakán át 90 % (v/v) 
metanolban tartottuk (1:3 nedves tömeg:térfogat) folyamatos rázatás 
mellett 4 °C-on. Centrifugálás után az üledéket még kétszer átmostuk 100 
ml 90 % (v/v) metanollal majd az elegyített felülúszókat 40 °C 
hımérsékleten bepároltuk (Büchi Rotavapor-R). A bepárolt mintát 50 % 
(v/v) etanolban feloldottuk, majd 20 perc 20000 x g-n történı centrifugálás 
után a felülúszót gélkromatográfia (Toyopearl HW-40; 80 x 3 cm oszlop) 
segítségével frakcionáltuk. A frakciókat mustár csíranövény teszt (BGST, 
Kós és mtsai, 1995) segítségével ellenıriztük. A toxikus frakciókat 
elegyítettük, majd a töményítés után szemipreparatív C-18-as HPLC 
oszlopra vittük fel. Az elúciót 1-10 % (v/v) majd 10-30 % (v/v) metanol 
grádiens segítségével végeztük. A preparátum tisztaságát HPLC és 
kapilláris elektroforézis módszerekkel ellenıriztük, Vasas és mtsai (2002a, 
2004) módszere szerint. 

 
 

3.2. A mikrocisztin-LR tisztítása 
 

A MCY-LR-t a Microcystis aeruginosa BGSD 243 jelő cianobaktérium 
törzs tenyészetébıl tisztítottuk. A törzs egy 1992-es Velencei-tavi 
vízvirágzásból származik. A sejteket 28 °C hımérsékleten 160 µE m-2 s-1 
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fényerısség mellett neveltük Allen táptalajban. A toxin tisztítását Kós és 
mtsai, (1995) módosított módszere alapján végeztük A sejteket 
centrifugálással összegyőjtöttük. A sejtfeltáráshoz a sejteket kétszer 
lefagyasztottuk, hagytuk felengedni, majd az üledék tömegének megfelelı, 
kétszeres mennyiségő vízben vettük fel. A kivonást és a fehérjementesítést 
45 mM perklórsavval végeztük 16 órán keresztül 0 °C-on. A kivonat 
felülúszóját 10 N KOH oldattal pH 7.5-re állítottuk be. 2 óra 0 °C-on 
történı inkubálás után a kivonatot centrifugáltuk (17400 x g, 10 perc, 
4b°C). A felülúszót C18-as töltet (Waters Sep-Pak) segítségével 
sótalanítottuk. Az apoláris tulajdonságú mikrocisztinek kötıdnek a C18-as 
töltethez, míg a poláros szennyezıdések desztillált vizes, ill. 10 % 
metanolos mosással eltávolíthatók. A mikrocisztineket 70 %-os metanollal 
eluáltuk a töltetrıl. Az eluátumot Büchi vákumbepárló segítségével 
bepároltuk, majd 5 mM 7,5-ös pH-jú Tris-HCl pufferben szuszpendáltuk 
fel. A cianotoxin végsı tisztítását DE-52 oszlopon végeztük. Az eluált 
mintasorozat elemzése során három cianotoxin elválását észleltük. A 
legelıször eluálódott toxin a MCY-LR. A MCY-LR-t tartalmazó 
eluátumokat C18-as töltet segítségével sótalanítottuk. A kinyert 
mikrocisztin-LR koncentrációját és tisztaságát fotometriás (240 nm), 
HPLC (magas nyomású folyadékkromatográfia), valamint kapilláris 
elektroforézis módszerek segítségével állapítottuk meg (Vasas és mtsai, 
2004). 

 
 

3.3. A nádnövények elıállítása szövettenyésztéssel 
 

A kísérletekben felhasznált, kalluszból regenerált axenikus „mini” 
nádnövényeket Máthé és munkatársai (2000) módszere alapján hoztuk 
létre. A kalluszok eredetileg Debrecen-Józsáról származó, a Debreceni 
Egyetem Növénytani Tanszékén fenntartott axenikus nádnövények 
nóduszaiból készültek. A nádkalluszokat B5 vitaminokkal (Gamborg és 
mtsai, 1968) dúsított, 2 % (m/v) szacharózt (Reanal) tartalmazó 0,8 % 
(m/v) agarral (Difco) szilárdított Murashige-Skoog (Murashige és Skoog, 
1962) táptalajon (MS+B5) tartottuk fenn, amelyhez 4,5 µM 2,4-diklór-
fenoxi-ecetsavat adtunk. A kalluszokat növényregenerálás céljából 
hormonmentes szilárd MS+B5 táptalajra helyeztük. A növényregeneráló 
táptalajon kinıtt 1-2 cm-es hosszúságú hajtással rendelkezı növényeket 
folyékony MS+B5 táptalajban neveltük tovább 24 ± 2 °C hımérsékleten. 
Az optimális növekedés érdekében 14/10 órás fotoperiódust alkalmaztunk, 
30 µE m-2 s-1 fényerısség mellett. A szövettani vizsgálatok szükségessé 
tették legalább 0,3 mm vastag gyökerek jelenlétét, amelyet úgy értünk el, 
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hogy a táptalajhoz a növények nevelése és a cianotoxin kezelések során 
2,7 µM α-naftil-ecetsavat (Reanal) adtunk. A szövettenyésztett 
nádnövények gyökérzetének szöveti struktúrája a vadon élı 
nádnövényekhez viszonyítva csak a méretarányokban tér el (lásd az 
irodalmi áttekintésben). 

 
 

3.4. A nádnövények toxinkezelése és a növekedés vizsgálata 
 

A cianotoxin kezeléseket 160 mm magas és 15 mm átmérıjő 
kémcsövekben végeztük 2 ml folyékony, 2,7 µM α-naftil-ecetsavat 
tartalmazó MS+B5 táptalajban Máthé és mtsai (2007; 2009) által leírt 
módszer szerint. Egy kémcsıben egyszerre egy növényt kezeltünk. A 
kezdeti hajtáshosszúság minden esetben 20-30 mm volt, a gyökerek közül 
a leghosszabbak minden növényen 10-20 mm-esek voltak. A CYN 
kezelések 10 napig tartottak 0,5µg ml-1-tıl 40 µg ml-1-ig terjedı (1,2-96,4 
µM) toxinkoncentrációk mellett. A MCY-LR kezelések idıtartama 2-20 
napig terjedt, az alkalmazott MCY-LR koncentrációk a 0,1 - 40 µg ml-1-es 
(0,1-40,2 µM) tartományba estek. A növekedés vizsgálatához minden 
esetben legalább három kísérletet végeztünk, a kontroll és CYN kezelt 
növényekben lemértük a gyökerek és a hajtások hosszát, megszámoltuk az 
újonnan képzıdött gyökerek számát a kísérlet kezdetén és a végén. A 
szórások kiszámítását és az adatok grafikus megjelenítését a Sigma Plot 
8.0 program segítségével végeztük. 
 
 

3.5. A hisztokémiai, a citológiai és a szövettani vizsgálatok 
 

A sejt- és szövettani vizsgálatokhoz a hosszmetszeteket mikrotómmal 
készítettük (Leica Jung Histoslide). A gyökércsúcs darabokat elızıleg 16 
órán keresztül fixáltuk 4 % formaldehid tartalmú 1×PBS-ben (phosphate 
buffered saline), ezután 2×5 percig mostuk 1×PBS-ben. A szöveti 
struktúra jobb megırzése érdekében a szövetdarabokat 5 órára 40 % 
szacharózt tartalmazó 1×PBS-be helyeztük. A metszéshez a 
szövetdarabokat szövet fagyasztó médiumba ágyaztuk be (TBS), majd 
széndioxid segítségével lefagyasztottuk és a nád gyökércsúcsokból 20 µm-
es metszeteket készítettünk. 

 A mikrotubuláris citoszkeletont a Zhang és mtsai, (1992) által közölt és 
általunk módosított módszer szerint tettük láthatóvá. A metszeteket 20 
percig permeabilizáltuk 0,5 % (v/v) Triton X-100-at tartalmazó PBS-sel, 
majd 16 óráig festettük Cy3 konjugált monoklonális anti ß-tubulin elleni 
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ellenanyaggal (Sigma-Aldrich), amelyet, 1 % (m/v) borjú szérum albumin 
(BSA) tartalmú 1×PBS-ben oldottunk. A citoszkeleton megjelölése után a 
metszeteket 2×5 percig tartó PBS-es mosást követıen 1 órán keresztül 
5aµg ml-1 diamidino-fenilindollal (DAPI, Merck) festettük a kromatin 
láthatóvá tétele érdekében.  

A genotoxikus hatás kimutatásását Roche-tól beszerzett TUNEL 
(Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP Nick End 
Labeling) készlet segítségével végeztük a gyártó által leírt és általunk 
módosított módszer szerint. A fixálást és a metszetek készítését a 
mikrotubulus jelölésénél leírtak szerint végeztük. A 20 percig tartó 
permeabilizálás után (0,5 % (v/v) Triton X-100 1×PBS-ben, 
laborhımérséklet), a metszeteket 30 percig 37 °C hımérsékleten 10 mM 
Tris-HCl-ben, pH. 8,0 oldott 20 µg/ml Proteináz-K-val (Fermentas) 
kezeltük.  Pozitív kontrollként néhány metszethez DNáz enzimet adtunk 
(Fermentas) amelyet 50 mM (pH 7,5) Tris-HCl-el hígítottunk 10-
szeresére, a kezelést 45 percig végeztük 37 °C-os hımérsékleten. A 
jelöléshez 1× PBS-sel 5-szörösére hígitott TUNEL-enzim oldatot 1 : 9 
arányban elegyítettük az 1×PBS-sel 3-szorosára hígított TUNEL-label 
oldattal, a jelölést 2,5 óráig végeztük 37 °C-on. A TUNEL enzim FITC-el 
jelöli meg a DNS végeket, azonban az ebbıl származó fluoreszcencia 
detektálása a sejtek autofluoreszcenciája miatt nehéz, ezért 2-szeresére 
hígított alkalikus foszfatáz konjugált FITC elleni ellenanyaggal (Sigma-
Aldrich) 16 órán keresztül jelöltük a mintákat 20 °C hımérsékleten. Az 
elıhívást 100 mM pH 8,0 Tris-HCl ben oldott Fast-Red (Sigma) 
segítségével végeztük (fél tabletta ml-enként). 

A mikroszkópos vizsgálatokat OLYMPUS Provis AX70-fluoreszcens 
mikroszkóppal, hagyományos világos látóterő mikroszkóppal, illetve Zeiss 
LSM 510 konfokális pásztázó lézer mikroszkóppal végeztük. A gerjesztı 
hullámhosszak: a hagyományos fluoreszcens mikroszkóp esetén a Cy3 
konjugált tubulin elleni ellenanyaggal jelölt mikrotubulusokat 540–580 
nm-es, az autofluoreszcenciát 450-480 nm-es, a kromatin állományt 320–
360 nm-es filterek segítségével vizsgáltuk. A konfokális 
lézermikroszkópos vizsgálatokhoz kétféle gerjesztı lézert használtunk: a 
DAPI festés értékeléséhez 351/364 nm hullámhosszúságú UV lézert, a 
Cy3 konjugált anti β-tubulin esetén a 543 nm-es zöld lézert. A 
fluoreszcenciát 560–615 nm és 385–470 nm sávszőrık beiktatásával 
vizsgáltuk. A gyökércsúcs hosszmetszetekbıl 1-1,5 µm vastagságú optikai 
szeleteket vettünk fel.  

A sejtek osztódóképességének vizsgálatakor minden osztódási stádiumot 
külön megszámoltunk, az adatokból kifejeztük a mitotikus indexet az 
alábbi képlet segítségével: 
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mitotikus index = osztódó sejtek száma/összes sejtek száma ×100. 
Kiszámoltuk az egyes mitotikus stádiumokban lévı sejtek arányát. A 
sejtek számolásakor figyelmen kívül hagytuk a nyugvó centrum, a 
kialakuló szállító szövet, és a gyökérsüveg sejtjeit. A mitotikus aktivitás 
mellett a rendellenes mitózisban lévı sejtek arányát, a dezorganizált 
mikrotubulusokkal rendelkezı és a TUNEL-pozitív sejteket tartalmazó 
gyökércsúcs merisztémák, ill. egyéb gyökér fejlıdési zónák számát is 
vizsgáltuk. A TUNEL reakció megfigyelése során nem vettük figyelembe 
azokat a sejteket/szöveteket, amelyek természetes apoptotikus folyamaton 
esnek át (vízszállító elemek, aerenchyma), ennek megfelelıen csak a 
csúcsmerisztémát, a kéregparenchymát (aerenchymával nem rendelkezı 
fejlıdési zónában) és a fiatal gyökerek rizodermiszét vizsgáltuk. 
Amennyiben mégis vizsgáltunk olyan fejlıdési zónákat, ahol tracheák, 
tracheidák vagy átszellıztetı alapszövet volt jelen (pl. elágazási zóna, 
oldalgyökerek kilépési helye), ott az ilyen sejteket/ szöveteket nem vettük 
figyelembe. 

A kisérleti adatok szórásának kiszámítását és az adatok grafikus 
megjelenítését a Sigma Plot 8.0 program segítségével végeztük. 

 
 

3.6. A β-tubulin vizsgálata Western blot segítségével 
 

A mikrotubuláris citoszkeletont felépítı tubulin mennyiségének 
kimutatására Western blot technikát alkalmaztunk, Hurkman és Tanaka 
(1986) módszere alapján. A kontroll és CYN kezelt nádnövényeket 
folyékony nitrogén segítségével lefagyasztottuk, majd -20 °C-ra hőtött 
dörzsmozsárban elporítottuk. Az elporított mintához még a felolvadás 
elıtt 95 °C-ra hevített extrakciós puffert adtunk. Az extrakciós puffer 62,5 
mM Tris–HCl-t (pH 6,8), 2 % (m/v) SDS-ot (nátrium-dodecil-szulfát), 
10a% (v/v) glicerolt, 5 % [v/v] β-merkaptoetanolt (Sigma-Aldrich), és 
0.5a% (v/v) proteáz gátló oldatot (Roche) tartalmazott. A mintákat 3 
percig tartottuk 95 °C-on, hogy a lehetı legnagyobb hatásfokkal vonjuk ki 
a fehérjéket. A mintákat ezután 10 percig centrifugáltuk 20000 x g-n, és a 
felülúszót megtartottuk. A fehérjetartalom méréséhez a mintákat Everitt és 
Maksimova (1984) módszere alapján készítettük elı. A felülúszókból vett 
minták fehérjetartalmát -20 °C-ra hőtött acetonnal kicsaptuk, hogy 
eltávolítsuk a SDS-ot, majd centrifugálás után a fehérjéket 0,25 N NaOH-
dal visszaoldottuk. A fehérje koncentációt Bradford (1976) módszerével 
mértük meg. A többi felülúszót a Western blothoz használtuk fel. Az 
elektroforézis során mintánként 25 µg fehérjét és a molekulatömeg 
markert (Fermentas) 10 %-os poliakrilamid gélen futtattuk Laemmli 
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(1970) módszere szerint. A fehérjéket elektroblot módszer segítségével 
nitrocellulóz membránra (Millipore) vittük át. A membránt ezután 2 % 
BSA-t tartalmazó mosó pufferben (1× PBS, 0.1 % [v/v] Tween-20) 2 órán 
keresztül blokkoltuk. A jelöléshez nyúlban készült, a β-tubulin konzervált 
C terminális peptid szakasza elleni poliklonális ellenanyagot (Abcam) 
használtunk, mint elsıdleges antitest, amelyet 2000×-re hígítottunk 1 % 
(m/v) BSA tartalmú mosópufferrel. A másodlagos, kecskében készült nyúl 
IgG elleni alkalikus foszfatáz konjugált ellenanyagot (Abcam) 1500x-ra 
hígítottuk az elsıdleges jelölésnél használt pufferrel. A jelölések között, 
illetve azok után a membránt háromszor mostuk a mosópufferrel. Az 
elıhíváshoz az alkalikus foszfatázok hatására kékes csapadékot létrehozó 
NBT-BCIP-t (Fluka) használtunk, amelyet 200 szorosára hígítottunk 
0,5amM MgCl2-t tartalmazó pH 9,5-ös 100 mM-os Tris-HCl pufferrel. 
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4. Eredmények 
 

 
4.1. A cilindrospermopszin a nád növekedésre gyakorolt hatásai 

 
A szövettenyésztett nádnövények toxinérzékenységének megítélése 

érdekében a CYN kezelések esetén mind a hajtásra, mind a gyökérre 
gyakorolt növekedésgátló hatást megvizsgáltuk. Tapasztalataink szerint a 
10 napos CYN kezelés nem gátolta jelentısen a hajtás növekedését, amely 
20 µg ml-1 CYN esetén is csak 21 ± 5 %-al csökkent a kontrollhoz 
viszonyítva. A gyökerek növekedését a 10 napos CYN kezelés, a vizsgált 
koncentráció tartományban, jelentısen csökkentette. A CYN 50 %-os 
gátló koncentrációja (IC50) 0,5 µg ml-1 a gyökerekben. (1,2 µM). A 
gyökérnövekedést gátló hatás, már 2,5 µg ml-1 (6 µM) CYN hatására 
elérte a maximális 65 ± 5 % értéket (5. ábra). 

Az újonnan képzıdött gyökerek száma 0,5  és 10 µg ml-1 (1,2 és 24 µM) 
koncentráció tartományban a CYN hatására jelentısen növekedett, a hatás 
2,5 µg ml-1-es (6 µM) toxin koncentrációnál érte el a maximumát, ahol 
44a±a6 %-al több új gyökér képzıdött, mint a kontroll növényekben (5. 
ábra). Nagyobb koncentrációknál a gyökérképzıdést serkentı hatás 
csökkent, 20 µg ml-1 (48 µM) CYN esetén az új gyökerek képzıdése a 
kontroll szintjére esett vissza (5. a ábra). 
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5. ábra: A CYN növekedésre gyakorolt hatásai. (a): A hajtáshossz (fekete kör), a gyökérhossz (üres 
kör) és a gyökérszám (fekete háromszög) kontrollhoz viszonyított növekedése. (b): kontroll 
nádgyökerek. (c): 10 µg ml-1 CYN kezelt nádgyökerek. Lépték: 10 mm
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4.2. A CYN szövettani hatásai 
 

A CYN jól látható szövettani elváltozásokat okozott a nád gyökerekben. 
A gyökerek több régiójából (gyökércsúcs, elongációs zóna, elágazási 
zóna) készített hosszmetszeteken megfigyeltük, hogy míg a kontroll 
gyökerekben a rhizodermisz és a kéregparenchima sejtek tengely irányban 
megnyúltak, addig az 5 µg ml-1 (12 µM) és ennél nagyobb koncentrációjú 
CYN kezelések hatására számos gyökércsúcsban a sejtek tengely irányú 
megnyúlás helyett radiális expanziót mutattak. A jelenséget a 
gyökércsúcsi merisztéma sejtekben és differenciált sejtekben is 
megfigyeltük (6. f ábra). Sok gyökércsúcs a kontrollhoz képest (6. e ábra) 
láthatóan vastagabb volt a toxin kezelt növényekben (6. f ábra). 

A kereszt- illetve hosszmetszetek vizsgálata során, 10 µg ml-1 (24 µM) 
CYN kezelést követıen, szöveti nekrózisokat figyeltünk meg az összes 
gyökérzónában. A gyökércsúcstól 10-15 mm-re készitett metszetekben 
csak az epidermiszben láttunk nekrózisokat (6. c ábra). A gyökér idısebb 
régióiban a nekrózisok a mélyebb szövetekben is megjelentek (6. j ábra). 
A nekrotikus sejtek jól láthatóan barna színőek, bennük az 
autofluoreszcencia megszőnt (6. d ábra). A kontroll gyökerekben nem 
találtunk szöveti nekrózisokat, sem a rhizodermiszben sem a mélyebb 
szövetekben (6. a, b, g, i ábra). Számos gyökérben a sejtek, a szöveti 
struktúrát megbontva kalluszos burjánzásba kezdtek, szélsıséges esetben 
az egész kortex helyét kalluszos szövet vette át (6. h, j ábra). A gyökerek 
elágazási zónájában (a gyökércsúcstól 20 mm-re) és attól proximálisan 
elhelyezkedı méretes szellızı járatokat (aerenchima), a CYN kezelt 
növények egy részében, kallusz szerő szövet töltötte ki (6. h, j ábra). A 
kontroll gyökerek differenciáltabb zónáiban minden esetben szabályos 
lizigén aerenchimákat láttunk (6. g ábra). Fontos megemlíteni, hogy a 
kalluszosodás és a nekrózis, annak ellenére, hogy sok helyen látható a 
kalluszosodó szövetek nekrózisa, láthatólag nem egymásból következı 
jelenségek, ugyanis a kalluszosodó szövetek nem mindig nekrotizálnak, 
másrészt a nekrózis olyan szövetrészekben is megtalálható, ahol nincs 
kallusz képzıdés. 
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6. ábra: A CYN szövettani hatásai nád gyökerekben. (a-b): Kontoll gyökér kereszt-
metszet az elongációs zónából, világos látóterű (a), és autofluoreszcens  képe (b). 
(c-d): rhizodermisz nekrózisok (barna) 20 µg ml-1 CYN kezelt győkerek elongációs 
zonájában, világos látóterű (c), és autofluoreszcens (d) képen. A nyíl az autofluoresz-
cencia megszűnését mutatja a nekrotikus szövetben. (e): kontroll gyökércsúcs 
hosszmetszet. (f): 2,5 µg ml-1 CYN kezelt megduzzadt gyökércsúcs benne deformált 
sejtekkel. (g): kontroll gyökér átszellőztető alapszövete a teljesen kifejlett gyökérré-
gióban.gióban. (h): a kéregszövet kalluszos burjánzása egy 20 µg ml-1 CYN kezelt gyökér 
kifejlett régiójában. (i): Differenciált gyökérzóna hosszmetszete kontroll gyökérből. 
(j): A kéregszövet nekrózisa, és az aerenchimák kalluszos eltömődése  10 µg ml-1 CYN 
kezelt gyökér elágazási zónájában (ogy: oldalgyökér). Lépték: 150 µm.
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4.3. A CYN mikrotubulus rendszerre és sejtosztódásra gyakorolt 

hatásai 
 

A mikrotubuláris citoszkeleton CYN hatására bekövetkezı változásait 
fluoreszcens mikroszkóp segitségével tanulmányoztuk. A CYN kezelés 
következtében az interfázisos és a differenciált sejtekben a mikrotubuláris 
citoszkeleton dezorganizációjának két aspektusát figyeltük meg, amelyek 
5-40 µg ml-1-es toxinkoncentráció tartományban jelentkeztek. Egyrészt, 
számos differenciált és interfázisos sejtben a mikrotubulus kötegek 
denzitása a kontrollhoz képest látványosan csökkent (6. c, d ábra), 
másrészt, gyakran (de nem minden esetben) a CMT denzitás 
csökkenésével együtt a mikrotubulusok a kontroll sejtekben tapasztalható 
transzverz lefutás helyett longitudinális orientációt mutattak (7. b, c, e 
ábra). A reorientált mikrotubulusokat tartalmazó sejtek, a longitudinális 
növekedés helyett, laterális növekedést mutattak. A kontroll sejtekben a 
kortikális mikrotubulus hálózat minden esetben sőrő szabályos transzverz 
vagy ferde lefutást mutatott (7. a ábra). 
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7. ábra: A CYN hatása a kortikális mikrotubulusok (CMT) szerveződésére az elongációs 
zónában. (a):  kontroll sejtek CMT hálózata (b): az elongációs zónában a hossztengely irányában 
lefutó CMT-kat tartalmazó gyökerek arányának változása a toxinkoncentráció függvényében. (c): 
10 napos 10 µg ml-1 CYN kezelés hatására gyérült és átrendeződött kortikális mikrotubulusok. 
(d): kis denzitású CMT hálózat 10 µg ml-1 CYN  kezelt gyökerek elongációs zónájában a kortex-
ben. (e): reorientálódott CMT 10 µg ml-1 kezelt gyökerek kéregszövetében, a sejtek megnyúlásos 
növekedése csökkent, ezért izodiametrikusak. Lépték: 25 µm. Nyilak: reorientált mikrotubulu-
sok; Nyílhegyek: csökkent denzitású mikrotubulus hálózat. 
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 A mitotikus sejtek mikrotubuláris citoszkeletonja számos eltérést 

mutatott 0,5-10 µg ml-1 (1,2-24 µM) CYN hatására. Az osztódásban 
résztvevı mikrotubuláris struktúrák rendellenességeit az összes mitotikus 
stádiumban megfigyeltük. A profázist megelızı stádiumban a kettıs vagy 
hasadt preprofázisos kötegeket figyeltünk meg, amelyek a kontrollban 
soha nem jelentek meg (8. e, f ábra).  5 µg ml-1 (12 µM) CYN kezelés 
hatására a preprofázisos sejtek mintegy 6%-ában figyeltünk meg hasonló 
elváltozásokat (9. a ábra). A metafázisban a CYN a mitotikus orsó 
dezorganizációját okozta, feldarabolódott illetve tripoláris orsók jelentek 
meg (8. g ábra). A szétesett mitotikus orsók eredményeként a kromatin 
szétválasztása és az azt követı citokinezis a legtöbb esetben nem megy 
végbe szabályosan. A CYN kezelés hatására számos telofázisos sejtben 
szétesett fragmoplasztot, valamint sok esetben a fragmoplaszt síkjában 
maradt kromatin állományt figyeltünk meg (8. h ábra). A mitotikus 
rendellenességek legnagyobb számban az 5 µg ml-1 (12 µM) CYN kezelés 
következtében jelentek meg, ahol az összes osztódó sejtek több mint 
15a%-a mutatott valamilyen mitotikus rendellenességet (9. b ábra). A 
kontroll gyökerekben egyáltalán nem találtunk hibás mitózisokat. A 
kontroll sejtekben szabályos PPB-t, hézagmentes kompakt bipoláris 
metafázisos és anafázisos orsókat, valamint szabályos fragmoplasztokat 
láttunk (8. a, b, c ,d ábra). 
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8. ábra: A CYN hatására kialakuló mitotikus rendellenességek. (a): kontroll profázis, a pre-
profázisos köteggel (PPB). (b): kontroll metafázis. (c): kontroll anafázis. (d):kontroll telofázis . (e): 
hasadt PPB 10 µg ml-1 CYN kezelt gyökércsúcsban. (f): kettős preprofázisos köteg, 2,5 µg ml-1 CYN 
kezelt gyökérben. A nyilak jelzik a PPB-ket. (g)  tripoláris metafázisos orsó (5µg ml-1  CYN). (h) 
Hibás telofázis, középen maradt kromatin állománnyal.  Lépték: 10 µm. Kék színnel jelőltük a DAPI 
festett kromatint, pirossal a mikrotubuláris citoszkeletont.

9. ábra: A CYN hatásai a mikrotubuláris citoszkeletonra az osztódó nádgyökér sejtekben. (a): 
A hibás PPB-k arányának változása CYN kezelés hatására (b): A CYN által okozott mitotikus elvál-
tozások arányának változása a toxinkoncentráció függvényében, a fekete négyzet az összes mitoti-
kus rendellenességek, az üres négyzet a hasadt PPB-k, a fekete kör késői mitózist érintő  elváltozá-
sok arányát jelzi.
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A CYN-t 0,5-5 µg ml-1 (1,2-12 µM) koncentráció tartományban 

alkalmazva az osztódó sejtek arányának növekedését okozta. A hatás 
5aµgaml-1 (12 µM) toxinkoncentrációnál érte el a maximumát, ahol a 
kontrollhoz képest mintegy 30 %-al (a kontrollt 100 %-nak véve) nıtt az 
osztódó sejtek száma. Magasabb toxinkoncentrációknál a mitotikus index 
a kontroll szintjére esett vissza. A mitotikus indexet stádiumonként 
vizsgálva azt tapasztaltuk, hogy 1-5 µg ml-1 (2,4-12 µM) koncentráció 
tartományban a CYN hatására megnıtt a korai mitózisban, azaz 
preprofázisban és profázisban tartózkodó sejtek aránya, míg a 
metafázisban lévı sejtek száma csökkent (10. ábra).  

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

10. ábra: A CYN hatása a sejtek osztódóképességére a nád gyökércsúcsokban. A 
fekete négyzet a mitotikus indexet, a fehér negyzetek a korai mitózisok arányát, a 
fekete háromszögek a metafázisok arányát jelzik. 
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A CYN hatására bekövetkezı CMT denzitás csökkenés és reorientáció, 
valamint a mitotikus apparátus dezorgaizációjának hátterében álló 
biokémiai változások jobb megértése érdekében Western blot módszerrel 
vizsgáltuk a sejtekben található β-tubulin mennyiségét. Az egész 
nádnövények fehérjekivonataiban az adott antitesttel jelölıdı β-tubulin 
mennyisége a sejtekben látványosan növekedett, 5 µg ml-1 CYN 
kezelésnél mutatta a legnagyobb értéket (11. ábra). Mivel a citológiai és 
hisztológiai vizsgálatokban elsısorban a gyökerek különbözı fejlıdési 
zónáit tanulmányoztuk, a Western blot kísérleteket gyökerek 
fehérjekivonataival is elvégeztük, és az egész növény fehérjekivonatával 
azonos eredményeket kaptunk (a gyökérkivonatokkal végzett Western blot 
kísérleteket itt nem mutatjuk be). 
 
 
 
 
 
 
 
 
11. ábra: A nádnövényekbıl készőlt fehérjekivonat β-tubulin tartalmának Western 
blot analízise. 
 
 

4.4. A CYN a kromatin szerkezetre gyakorolt hatásai 
 

Az 1 µg ml-1-nál nagyobb koncentrációjú CYN-nel kezelt növényekben 
apoptózisra utaló jeleket tapasztaltunk. A kromatin szerkezet DAPI 
festéssel történı vizsgálatakor az elongációs zónában fragmentált 
kromatinállományú sejteket találtunk. A hatás maximuma 5 µg ml-1 (12 
µM) CYN koncentrációnál látható, ahol a gyökerek több mint 18 %-a 
tartalmazott az elongációs zónában fragmentált sejtmagokat. (12. a, e, g 
ábra) Megjegyzendı, hogy kontroll gyökerekben egyáltalán nem találtunk 
fragmentált kromatint (12. a, c ábra).  

A sejtmagok TUNEL módszerrel történı vizsgálata a DNS-en 
keletkezett nick-ek kimutatását teszi lehetıvé (Che és mtsai, 1999). 
Kisérletünkben a sejtmag fragmentációt kiváltó (1 µg ml-1 azaz 2,4 µM 
feletti) CYN kezelések esetén számos sejtben találtunk TUNEL pozitív 
sejtmagot, a fejlıdı kéregben, a rhizodermiszben és a fejlıdı 
oldalgyökerekben. Az összes szövetrészt vizsgálva az 1-10 µg ml-1 CYN 
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koncentrációknál a TUNEL pozitív sejteket tartalmazó gyökerek aránya 
megnıtt, a maximális hatást 5 µg ml-1 koncentrációnál tapasztaltuk, ahol a 
gyökerek közel 55 %-a tartalmazott TUNEL pozitív sejtmagokat, majd 20 
µg ml-1 CYN koncentrációnál ez az arány a kontroll szintjére esett vissza 
(12. b ábra). A gyökerek mintegy 15 %-ában a kontroll esetén is találtunk 
TUNEL pozitív sejteket. A fejlıdı kéreg az 5 µg ml-1 CYN kezelt 
gyökerek kb 50 %-ában, míg a kontroll gyökerek 10 %-ában tartalmazott 
TUNEL pozitív sejtmagokat (12. b, h ábra). A rhizodermiszben is 
megjelentek a DNS hasítást elszenvedı sejtek, a hatás mértéke viszont 
kisebb volt, mint a kortex esetén. A hatás a maximumát ebben az esetben 
1 µg ml-1 CYN kezelésnél érte el, ahol a gyökerek 10 %-a tartalmazott 
TUNEL pozitív sejteket a rhizodermiszben, a kontrollban a gyökerek alig 
5 %-a tartalmazott ilyen sejteket (12. b, f ábra). A sejtmagok DNS 
állományának degradációja, 10 µg ml-1 CYN kezelés hatására, a fejlıdı 
oldalgyökerek merisztematikus szöveteiben is megjelent, a gyökerek 10 
%-ában találtunk TUNEL pozitív sejteket (12 b, i ábra). A kontroll 
oldalgyökerekben a sejtek DNS állománya intakt maradt (12. d ábra). 
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12. ábra: A CYN hatása a kromatin szerkezetére a nád gyökerek sejtjeiben. (a): A fragmentált 
sejtmagok aránya a kortexben és a rhizodermiszben. (b): A TUNEL pozitív sejtmagokat tartalmazó 
gyökerek aránya. Az üres karika a rhizodermiszben, az üres négyzet a kéregben, a fekete négyzet az 
oldalgyökerekben, a fekete kör a bármely szövetrészben TUNEL pozitív sejteket tartalmazó 
gyökerek arányát jelzi. (c): DAPI festett kontroll kéregsejtek. (d): Kontroll TUNEL jelölt gyökér 
benne fejlődő oldalgyökérrel (lrp: oldalgyökér primordiumok). (e): Szétesett sejtmagot tartalmazó 
rhizodermisz sejt 10 µg ml-1 CYN kezelt gyökérben. (f): TUNEL pozitív sejtek 10 µg ml-1 CYN 
kezeltkezelt gyökerek rhizodermiszében és kérgében. (g): Szétesett sejtmagok 2,5 µg ml-1 CYN kezelt 
gyökerek kéreg sejtjeiben. (h): A (g) ábrán látható sejtek TUNEL képe. (i): TUNEL pozitív sejteket 
tartalmazó oldalgyökér 10 µg ml-1 CYN kezelés után, az oldalgyökér kilépésénél jól látható nekro-
tikus foltok jelentek meg. Lépték: 30 µm.
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4.5. A MCY-LR mikrotubuláris citoszkeletonra gyakorolt h atásai 

 

A nagy koncentrációjú MCY-LR kezelés hatására számos gyökérben, a 
merisztematikus és differenciált szövetekben a mikrotubuláris 
citoszkeleton dezorganizációját figyeltük meg. A sejtekbıl gyakorlatilag 
teljesen eltőntek a kortikális mikrotubulusok. A kontrollban látható 
szabályos ferde vagy transzverz lefutású kortikális mikrotubulus kötegek 
(13. a. c ábra) helyett a mikrotubulus rendszer részleges dezorganizációját 
(13. d ábra), majd a citoplazma diffúz festıdését tapasztaltuk (13. b, e 
ábra). A mikrotubuláris citoszkeleton eltőnését gyakran a sejtek laterális 
expanziója követte (13. b, e ábra).  

Az elsıdleges gyökércsúcsokban a 2-5 napig kezelt gyökerekben a 
mikrotubulusok eltőnését 10 µg ml-1 (10 µM) feletti MCY-LR 
koncentrációknál tapasztaltuk. Hosszabb távú kezelések esetén (10 nap) a 
mikrotubuláris citoszkeleton rendellenességei már 1 µg ml-1 (1 µM) 
MCY-LR hatására megjelentek (14. a ábra). Az oldalgyökerek 
érzékenyebbnek bizonyultak a MCY-LR-re, 5 µg ml-1 (5 µM) MCY-LR 
már két napos kezelést követıen a kortikális mikrotubuláris rendszer 
eltőnését okozta (14. b ábra). Az elongációs és az elágazási zóna 
differenciált szöveteiben a kortikális mikrotubuláris rendszer 
dezorganizációja már 1 µg ml-1 (1 µM) MCY-LR-el 2 napig kezelt 
gyökerekben megjelent (14. b ábra), a mikrotubulusok depolimerizálódtak 
vagy a kontroll sejtektıl eltérıen szabálytalan csomós szerkezetővé váltak 
(13. d, e ábra).  



13. ábra: A CMT hálózat dezorganizációja a MCY-LR kezelés hatására. (a): kontroll 
gyökércsúcs. (b): 20 napos, 20 µg ml-1 MCY-LR kezelt gyökércsúcs. A nyíl a 
depolimerizált tubulint tartalmazó oldal irányban expandálódott sejteket mutatja. (c): 
kontroll elongációs zóna szabályos kortikális mikroubulusokkal. (d): dezorganizált CMT-k. 
(20 nap 2,5 µg ml-1 MCY-LR). (e): depolimerizált tubulint tartalmazó elongációs zóna (10 
nap 20 µg ml-1 MCY-LR). Lépték: 30 µm. 
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14. ábra . A MCY-LR által okozott mikrotubulus dezorganizáció mértéke az interfázisos 
és differenciált sejtekben. (a): A MCY-LR  kezelések hatása a CMT rendellenességeket 
tartalmazó gyökércsúcsok arányára. Fekete kör: 2 napos kezelés, üres kör: 5 napos kezelés, 
fekete háromszög: 10 napos kezelés. (b): A mikrotubulus dezorganizáció mértéke az idősebb 
gyökérzónákban (fekete kör) és a fejlődő oldalgyökerekben (üres kör).
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A MCY-LR az osztódó sejtek mikrotubuláris citoszkeletonjában számos 
elváltozást okozott. A metafázisban és a korai anafázisban számos sejtben 
a mitotikus orsó rendellenességeit tapasztaltuk a MCY-LR kezelést 
követıen, a mitotikus orsót alkotó mikrotubulusok szabálytalan 
kötegelését figyeltük meg (15. b. ábra) szemben a kontroll sejtekkel, ahol 
a mikrotubulus kötegek rendezettek voltak (15.a ábra). Ezen felül a MCY-
LR kezelt növényekben a mitotikus orsó gyakran hézagokat tartalmazott, 
vagy tripolárissá vált (16. d, e ábra). A dezorganizált orsó nem képes a 
kromatidákat maradéktalanul széthúzni, így kromoszómák maradhatnak az 
osztódás síkjában (16. f, g ábra). A mitózis késıi szakaszában hibás 
fragmoplasztok kialakulását tapasztaltuk. A rövidtávú (2 napos) 
kezeléseknél a mitotikus rendellenességek 1 µg ml-1 feletti MCY-LR 
koncentrációknál jelentek meg és arányuk 40 µg ml-1 MCY-LR kezelésnél 
volt a legmagasabb. Hosszabb távú (20 napos) kezelés hatására már 0,5 µg 
ml-1 MCY-LR hatására megjelentek hibás mitotikus apparátusok (16.a 
ábra). Mind a metafázis és a korai anafázis, mint pedig a késıi mitózis 
rendellenességei, már 2 napos 1 µg ml-1 MCY-LR kezelés hatására 
megjelentek, 20 napos kezelésnél már 0,5 µg ml-1 MCY-LR kezelést 
követıen megfigyeltük a mitózis hibáit. A rendellenes metafázisok és 
korai anafázisok aránya 20 µg ml-1 MCY-LR kezelésnél érte el a 
maximális 10 ± 2 % értéket, a késı telofázis és a citokinezis hibáinak 
aránya 10 µg ml-1 MCY-LR-nél volt a legnagyobb (16. b ábra). A kontroll 
sejtekben szabályos PPB-t, hézagmentes kompakt bipoláris metafázisos és 
anafázisos orsókat, és szabályos fragmoplasztokat láttunk (16. c ábra). 

 

15. ábra. A mitotikus orsó felülnézeti képe kontroll (a) és 5 µg ml-1 
MCY-LR kezelt (b) sejtekben a nád gyökércsúcsokban. A kontroll 
sejtben láthatóan rendezettebb a mikrotubulusok alkotta struktúra mint a 
toxinkezelt sejtekben.lépték: 15 µm. 
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16..ábra: A MCY-LR által okozott mitotikus rendellenességek a nád gyökércsúcsokban. (a): a hibás 
mitózisok mitotikus sejtekre vonatkoztatott aránya, fekete kör: 2 napos kezelés, üres kör: 20 napos 
kezelés. (b): a metafázis-anafázis (fekete kör) valamint a késő mitózis (üres kör) rendellenességek 
aránya 20 napos MCY-LR kezelést követően. (c) kontroll sejtek a mitózis egyes fázisaiban, an: anafázis, 
m: metafázis, t: telofázis. (d): hézagos szerketzetű metafázisos orsó 5 napos 1 µg ml-1 MCY-LR kezelés 
után. (e) tripoláris orsó 2 napos 20 µg ml-1 MCY-LR kezelést követően. (f): rendezetlen anafázisos orsó, 
a a kromatin elválása nem tökéletes (1 µg ml-1 MCY-LR, 5 nap). (g): késő mitotikus rendellenesség. 
Lépték: 10 µm.

a 
m
ito
tik
us
 a
no
m
ál
iá
k 
sz
áz
al
ék
os
 a
rá
ny
a 
az
 

ös
sz
es
 m
ito
tik
us
 se
jtr
e 
vo
na
tk
oz
ta
tv
a 

a 
m
et
af
áz
is
os
 é
s k
or
ai
 a
na
fá
zi
so
s

or
só
k 
an
om
ál
iá
in
ak
 a
rá
ny
a

a 
m
itó
zi
s k
és
ői
 sz
ak
as
zá
na
k

 a
no
m
ál
iá
in
ak
 a
rá
ny
a

a b

MCY-LR µg ml-1 MCY-LR µg ml-1
, ,

42

ké
ső
i m
ito
tik
us
 re
nd
el
le
ne
ss
ég
ek
 a
rá
ny
a

a 
m
et
af
áz
is
os
- é
s a
z 
an
af
áz
is
os
 o
rs
ó

re
nd
el
le
ne
ss
ég
ek
 a
rá
ny
a

a 
m
ito
tik
us
 re
nd
el
le
ne
ss
ég
ek
 a
rá
ny
a 
az
 

ös
sz
es

 m
ito
tik
us
 se
jtr
e 
vo
na
tk
oz
ta
tv
a(
%
)



 43 

 
4.6. A MCY-LR sejtosztódásra gyakorolt hatásai 

 
A MCY-LR befolyásolta a sejtek osztódóképességét. Rövidebb távú (2 

napos) kezelést követıen a MCY-LR a teljes koncentráció tartományban 
gátolta a mitózist, azonban 2-10 napos kezeléseknél a gátló hatás csak 10 
µg ml-1 feletti MCY-LR kezelés során vált kifejezetté. 20 µg ml-1 (20,1 
µM) MCY-LR hatására a mitotikus index a kontroll kevesebb mint felére 
csökkent a fı- és az oldalgyökerek merisztéma szöveteiben (17. a ábra). 
Hosszabb távú, 20 napos kezelés hatására ez a kép jelentısen 
megváltozott. Kisebb (0,1-5 µg ml-1) koncentrációban a MCY-LR 
serkentette a sejtek mitotikus aktivitását, a mitotikus index  1 µg ml-1 (1 
µM) MCY-LR  kezelés hatására közel a kontroll kétszeresére növekedett. 
Nagyobb koncentrációjú, 20-40 µg ml-1 (20,1-40,2 µM) MCY-LR kezelés 
már jelentısen gátolta a sejtek osztódó képességét (17.a ábra). 

A sejtosztódást serkentı hatás jobb megértése érdekében a 20 napig 
kezelt nádgyökerekben a mitózis egyes fázisaiban tartózkodó sejtek 
arányát is megvizsgáltuk. 0,5-10 µg ml-1 koncentráció tartományban a 
MCY-LR megnövelte a mitózis késıi stádiumában, azaz a telofázisban 
vagy a citokinezisben lévı sejtek számát, a hatás a maximumát 1 µg ml-1 
MCY-LR-nél érte el. 1-5 µg ml-1 MCY-LR kezelés hatására viszont, a 
korai mitózisok aránya növekedett meg. Korai mitózisban lévınek 
tekintettük a preprofázisos köteget tartalmazó sejteket. A legnagyobb 
arányban az 5 µg ml-1 MCY-LR kezelésen átesett gyökerekben találtunk 
korai mitózisokat (17. b ábra).  
 

17. ábra: A MCY-LR hatása a sejtek osztódóképességére és a mitózis egyes 
stádiumaira. (a): A mitotikus index változása a gyökércsúcsokban, 2 napos (fekete 
oszlop), 10 napos (szürke oszlop), és 20 napos (fehér oszlop) kezelés után. (b): a 
fragmoplasztok (fekete kör) és a korai mitotikus fázisok (üres kör) aránya. 
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4.7. A MCY-LR kromatin szerkezetre gyakorolt hatásai 
 

A MCY-LR, 20-40 µg ml-1 koncentrációban, számos sejtben a kromatin 
hiperkondenzációját idézte elı. Ez a jelenség gyakran a sejtmag 
zsugorodásával járt együtt, fıként a differenciált szövetekre volt jellemzı, 
de az oldalgyökerek esetében a merisztematikus szövetekben is 
megfigyeltük (18. b ábra). TUNEL pozitív sejtek, ahol a DNS hasítási 
folyamatok indultak be, azonban már 2,5 µg ml-1 MCY-LR hatására 
megjelentek, elsısorban az oldalgyökerek kilépési helyén, a 
kéregszövetben (18. d ábra). A gyökércsúcsokban kontroll sejtmagok nem 
mutattak apoptotikus jelenségre utaló kromatin kondenzációt, bennük csak 
a normál heterokromatin struktúra látható (18. a ábra). A differenciáltabb 
gyökérzónákban megjelentek a kondenzált kromatin állományú, illetve a 
TUNEL pozitív sejtek a kontrollban, de csak a fejlıdı aerenchimákban és 
a sztélében. A fejlıdı oldalgyökerek környezetében a kontrollban soha 
nem jelentek meg TUNEL pozitív sejtmagok (18. c ábra). 
 



18. ábra: A MCY-LR által okozott kromatin szerkezetváltozások a nád gyökerekben. 
(a): DAPI festett kontroll gyökércsúcs. (b) DAPI festett 10 napos 40 µg ml-1MCY-LR kezelt 
gyökércsúcs. A nyilak a kondenzált kromatinállományú összezsugorodott sejtmagokat mu-
tatják. (c): TUNEL jelölt kontroll elágazási zóna oldalgyökér primordiummal. (d): TUNEL 
pozitív sejtmagok az elongációs zónában 10 napos 20 µg ml-1 MCY-LR kezelt gyökérben, a 
fekete nyíl a tunel pozitív (piros) sejtmagokat tartalmazó szövetrészt mutatja. Lépték: 50 µm.
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5. Az eredmények megbeszélése 

 

 
 A CYN jelentısen gátolta a gyökerek megnyúlásos növekedését az 

axenikus nádnövényekben, ahol a CYN IC50 értéke 0,5 µg ml-1 volt. Az új 
gyökerek képzıdésére a CYN induktív hatásúnak bizonyult, 2,5 µg ml-1 
CYN kezelés hatására 50 %-al több új gyökér jelent meg, mint a 
kontrollban (5. a ábra). A CYN növekedésre gyakorolt hatása az irodalmi 
adatok alapján minden növényben más és más. Mustár csíranövényekben a 
CYN gátolta a tengelyszervek növekedését (Vasas és mtsai, 2002), 
Hydrilla verticillata vízinövényben azonban a CYN tartalmú kivonat mind 
a tengelyszervek növekedését, mind az új gyökerek képzıdését stimulálta 
(Kinnear, 2008). Az a CYN koncentráció, amely a mi rendszerünkben a 
gyökerek növekedését nagymértékben gátolta (0,5 µg ml-1), a Hydrilla 
növényekben serkentınek bizonyult. A CYN fehérjeszintézis gátló hatású 
(Froscio és mtsai, 2008), tehát metabolikus inhibítorként gátolhatja a 
növények növekedését. Azonban a fehérje szintézis inhibítorok a stressz 
válaszra jellemzı biokémiai és élettani változásokat is indukálnak a 
növényekben, amely magában foglalja a megnyúlásos növekedés gátlását 
(Dhindsa és Cleland, 1975). Kinnear és mtsai (2008) szerint a Hydrilla 
növény a gyökerek számának és tömegének növelésével nagyobb 
detoxifikáló kapacitásra tesz szert. A kutatók kimutatták, hogy a gyökerek 
képesek a CYN részleges lebontására, a megnövekedett gyökértömeg 
hatékonyabban hidrolizálja a cianotoxint. A fentiekbıl arra 
következtettünk, hogy a nád gyökerek esetén a CYN által indukált 
megnyúlásos növekedés gátlás a stresszválasz része, míg a gyökérszám 
növekedése védekezési reakcíó, amely a detoxifikáló kapacitást növeli.  

A CYN a nádgyökerekben a kéregszövet és a rhizodermisz nekrózisát, 
valamint az aerenchimák kalluszos eltömıdését idézte elı (6. ábra). Úgy 
gondoljuk, a nádgyökerek nekrózisa és az aerenchimák eltömıdése a 
toxikus hatások kiküszöbölésére szolgáló mechanizmus. Hasonló, a 
növény által indukált morfológiai változásokat figyeltek meg az eutróf 
vizek üledékében felhalmozódó szerves savak hatására a nádnövényekben 
(Armstrong és Armstrong, 1999). A kutatócsoportunk korábban a 
nádnövényekben a gyökerek megnyúlásos növekedésének gátlását, 
nekrózisokat és az aerenchimák eltömıdését tapasztalta MCY-LR hatására 
(Máthé és mtsai, 2007). Az eltömıdött és nekrotikus gyökerek kisebb 
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szállító kapacitással rendelkeznek, igy kevesebb toxikus vegyület jut el a 
hajtásokba (Armstrong és Armstrong, 1999). A rendszerünkben a nád 
hajtások megnyúlásos növekedését a CYN csak igen kis mértékben 
csökkentette, ez a megfigyelés tovább erısíti azt a nézetet, amely szerint a 
a CYN hatására a gyökerekben kialakult szövettani elváltozások a 
védekezési reakció részét képezik: gátolják a cianotoxin a hajtás irányába 
történı szállítását.  

A fluoreszcens mikroszkópos vizsgálatok adatai szerint a CYN a 
mikrotubulusok reorientációját okozta a gyökér elongációs zónájában, és 
csökkentette a kortikális mikrotubulus kötegek számát a gyökérsejtekben. 
A mikrotubulus dezorganizációjához a sejtek morfológiai elváltozása 
társult, a sejtek a normális tengely irányú megnyúlás helyett oldalirányban 
növekedtek (7. ábra). Általánosan elfogadott paradigma, hogy a kortikális 
mikrotubuláris citoszkeleton fontos szerepet játszik a sejtalak és a 
sejtmegnyúlás irányának meghatározásában a cellulóz mikrofibrillumok 
szintézisének irányítása révén (Fisher és Cyr, 1998). A kortikális 
mikrotubulus hálózat transzverzbıl longitudinálissá válhat, ha stressz, 
sérülések, vagy etilén hatására megáll a sejtek megnyúlásos növekedése 
(Yuan és mtsai 1994). Ez alapján arra következtettünk, hogy a 
mikrotubuláris citoszkeleton reorganizációja és a sejtek laterális 
expanziója a nád gyökérsejtekben a cianotoxin által indukált stressz válasz 
következménye. A fehérje szintézis gátlása, közvetve actinomicin D-vel, 
amely az RNS szintézis specifikus gátlószere, illetve közvetlenül 
cikloheximiddel, a mikrotubuláris rendszer reorganizációját okozza 
(Baluska és mtsai, 1995). A kétféle metabolikus inhibítor hatása kissé 
eltérı, cikloheximid esetén a mikrotubulusok pókhálós szerkeztővé váltak, 
az aktinomicin D megváltoztatta a kortikális mikrotubulusok orientációját, 
emellett hatására kifejezett rések keletkeztek a mikrotubulus kötegeken 
(Baluska és mtsai, 1995). A transzkripciót gátló aktinomicin D hatásai 
jobban emlékeztetnek a CYN hatásaira, mint a cikloheximid esetében 
tapasztaltak. Ismert tény, hogy a CYN a fehérjeszintézis mellett a 
pirimidin nukleotidok szintézisét is gátolja, így közvetve az aktinomicin 
D-hez hasonlóan csökkenti a transzkripciót, és ezáltal az új fehérjék 
szintézisét (Reisner és mtsai, 2004).  

A CYN hatására a differenciált nád gyökér kéregsejtekben bekövetkezı 
CMT denzitás csökkenés nagyban hasonlít a hagyma gyökerekben 
cikloheximid kezelés hatására jelentkezı mikrotubulus 
rendellenességekhez (Mineyuki és mtsai, 1994). Mineyuki és mtsai, 
(1994) kisérleteiben a cikloheximid hatására a CMT denzitása csökkent, 
miközben a mikrotubulusok a perinukleáris térbe helyezıdtek át. A 
mikrotubuláris citoszkeleton átrendezıdését a mikrotubulusokat a 
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membránnal összekötı, illetve a mikrotubulusok stabilitásáért vagy 
kötegeléséért felelıs fehérjék szintézisének a gátlásával magyarázták. A 
hısokk hatására a dohány növényben a mikrotubuláris citoszkeleton 
denzitásának csökkenését figyelték meg Smertenko és mtsai, (1997a, b). 
Ezt azért fontos megemlíteni, mert ismeretes, hogy a hısokk a 
fehérjeszintézis mintázat jelentıs változásaival jár együtt, a prokarióta és 
az eukarióta sejtekben (Smertenko és mtsai, 1997b).  

A mikrotubuláris szerkezet számos elváltozását figyeltük meg a CYN 
kezelt mitotikus sejtekben. Sok sejtben hasadt vagy dupla preprofázisos 
köteget találtunk (8.-9. ábra). Irodalmi adatok állnak arról rendelkezésre, 
hogy a preprofázisos köteg kontroll sejtekben is megduplázódhat 
(Hasezawa és mtsai, 1994), azonban a kontroll nád növényekben 
egyáltalán nem találtunk hasonló eltéréseket. Nogami és mtsai, (1996) 
cikloheximid kezelt hagyma gyökerekben a kontrollnál jóval szélesebb 
preprofázisos kötegeket találtak, amelyekben feltehetıen a 
mikrotubulusok kötegelésében résztvevı fehérjék mennyiségének 
csökkenése miatt, a preprofázisos köteg keskenyítése zavart szenvedett. A 
CYN kezeléshez hasonlóan, a cikloheximid kezelés is a dupla 
preprofázisok kialakulását indukálta dohány sejtekben (Mineyuki, 1999). 
Ezek a megfigyelések arra utalnak, hogy a CYN a PPB-re gyakorolt hatása 
összefüggésben áll a toxin által kiváltott fehérjeszintézis gátlással. 

A CYN a mitotikus index enyhe növekedését okozta a nád gyökércsúcs 
sejtjeiben, amelyet fıként a profázisos sejtek számának a növekedése 
eredményezett, az osztódás késıbbi szakaszaiban lévı sejtek száma pedig 
átmenetileg csökkent (10. ábra). Mivel a CYN kezelt növényekben a 
mitózis összes stádiumát megfigyeltük, csak az egyes stádiumban lévı 
sejtek aránya változott, úgy gondoljuk, a CYN nem blokkolja a profázist, 
hanem csak megnöveli a sejtek tartózkodási idejét az adott fázisban. A 
profázis lassítása kapcsolatban állhat a preprofázisos köteg 
rendellenességeivel. A CYN állati sejtekben gátolta a mitózist (Lankoff és 
mtsai, 2007). A növényekben az élıvilág többi tagjához hasonlóan a 
mitózis számos pontján új fehérjék szintézisére van szükség (Doerner, 
2007), mely pontokat a szakirodalom restrikciós pontnak nevez (De la 
Torre és mtsai 1989). Az anizomicin hatására, amely a riboszómális 
szinten gátolja a fehérjeszintézist, az Allium cepa (hagyma) gyökerek 
sejtjeiben drasztikusan csökkent a mitotikus index (Ciudrado és mtsai, 
1985). Az anizomicin emellett teljesen leállította a sejteket a profázis 
folyamatában (De la Torre és mtsai, 1989), fontos hozzátenni, hogy 
ezekben kísérletekben a sejtek fehérjeszintézisét 100 %-ban gátló 
mennyiségben adagolták az anizomicint, így könnyen belátható a 
sejtosztódás jelentıs feltartóztatása. A cikloheximid a növényi sejtekben 
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gátolta a preprofázisos köteg és a mitotikus orsó kialakulását, valamint a 
profázis-metafázis és az anafázis-telofázis átmeneteket lassította, ezen 
felül telofázis rendellenességeket okozott (Olszewska, és mtsai, 1990; 
Nogami és mtsai, 1996). A CYN nem befolyásolta az anafázis-telofázis 
átmenetet, azonban számos sejtben a fragmoplaszt szétesését okozta (8. 
ábra). 

A CYN a mitotikus orsó dezorganizációját idézte elı, amelyet gyakran 
követett a testvérkromatidák hibás szegregációja és a fragmoplaszt 
szétesése. Humpage és mtsai, (2000) kromoszóma vesztéses aneuploidiák 
megjelenését tapasztalta a CYN kezelt humán sejtekben, amelynek 
magyarázata szerintük a mitotikus orsó hibájában keresendı. A mitotikus 
orsó nem egyszerően egymással párhuzanos mikrotubulus kötegek 
összessége, hanem mikrotubulus keresztkötéseket tartalmazó mikrotubulus 
asszociált és motor proteinekkel stabilizált rendszer (Ambrose és Cyr, 
2007). A kontroll nád sejtekben egyáltalán nem találtunk hézagos 
szabálytalan szerkezető mitotikus orsókat, csak szabályos orsók fordultak 
elı (15. a ábra), míg CYN kezelés hatására a mitotikus orsók hézagossá 
vagy tripolárissá váltak (8.g ábra). A cikloheximid a Vicia faba 
gyökerekben képes elıidézni a mitotikus orsó dezorganizációját, amelynek 
hátterében a szerzık szerint a mikrotubulus rendszer szervezésében 
résztvevı proteinek mennyiségének csökkenése áll (Olszewska és mtsai, 
1990). Az Arabidopsis-ban a mikrotubulus stabilitásában fontos szerepet 
játszó mor1 (microtubule organization 1) fehérje génjének mutációja, a 
CYN kezeléshez hasonlóan, a mitotikus orsó szétesését, majd késıbb 
deformálódott fragmoplasztokat eredményez (Kawamura és mtsai, 2006,  
Sedbrook, 2004). A MAP65 család tagjai részt vesznek a preprofázisos 
köteg, az orsó és a fragmoplaszt felépítésében (Hussey és mtsai, 2001). Az 
AtMAP65-3 fehérje mutációja a fragmoplaszt mőködésképtelenségét 
okozza, így sokmagvú sejtek keletkeznek (Müller és mtsai, 2004). A 
fentiek alapján arra következtettünk, hogy a CYN hatására bekövetkezı, a 
mikrotubulusokat és a sejtciklust érintı elváltozások közül a CMT 
denzitás csökkenése és a mitotikus rendellenességek a CYN 
fehérjeszintézis gátló hatásának köszönhetıek, míg a CMT reorientációja 
transzverzbıl longitudinálissá a növekedésgátlással kapcsolatos 
stresszválasz. 

A mikrotubuláris citoszkeleton denzitásának csökkenése, illetve a 
mitotikus rendellenességek hátterében nem lehetett kizárni a tubulin 
fehérje mennyiségének potenciális csökkenését. Azonban, a β-tubulin C 
terminális konzervált peptidszakasza ellen készített poliklonális 
ellenanyaggal végzett immunoblot kisérletek éppen az ellenkezıjére 
utaltak. Az adott ellenanyaggal jelölıdı β-tubulin mennyisége a CYN 
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kezelés hatására növekedett, tehát úgy látszik a β-tubulin mennyisége a 
sejtekben nem csökken, hanem nı (11. ábra). A bór megvonása a kukorica 
növényekben megnöveli a citoszkeletális fehérjék menyiségét (Yu és 
mtsai, 2003). Hidegstressz hatására az Arabidopsis TUB9 tubulin izotípus 
transzkripciója megnövekszik (Chu és mtsai, 1993). A CYN stresszválaszt 
indukáló hatásával kapcsolatban érdemes megjegyezni, hogy a 
hımérsékleti stresszek szenzora prokarióta szervezetekben a riboszóma, E. 
coli-ban a fehérje szintézis inhibítorok a hidegstresszre illetve a 
melegstresszere jellemzı fehérjék szintézisét indukálják (VanBogelen és 
Neidhardt 1990). Figyelembe kell venni azt a lehetıséget is, hogy a β-
tubulin a C-terminális szekvenciáján poliglutamilálódhat, a poli-glutamil-
β-tubulin stabilitása megváltozhat, és ragadóssá válik (Smertenko és 
mtsai, 1997), tehát megváltozhat az antigén tulajdonsága. Ennek 
következtében, a jelentısen eltérı jelölıdés a kontrollban és a CYN kezelt 
növényekben nem kizárólag a tubulin mennyiségének megváltozásával 
magyarázható.  

A MCY-LR a mikrotubuláris citoszkeleton depolimerizációját okozta. A 
cianotoxin hatására a nádgyökerekben a gyökércsúcstól a differenciáltabb 
régiókig, sok sejtben a kortikális mikrotubulus hálózat eltőnt, helyette a 
fluoreszcens anti β-tubulin diffúz jelölést mutatott. A mikrotubulusok 
dezorganizációja már 0,5 µg ml-1 MCY-LR hatására megjelent és a 
koncentráció növelésével egyre több sejtben jelentkezett (13.-14. ábra). 
Máthé és mtsai, (2009) szövettani vizsgálatai hasonló koncentráció 
tartományban, a MCY-LR hatására a nád gyökércsúcsok megduzzadását 
tapasztalták, melynek hátterében a sejtek izodiametrikus expanziója állt. 
Figyelembe véve a mikrotubulus-mikrofibrillum paradigmát (Fisher és 
Cyr, 1998), a Máthé és mtsai, (2009) által tapasztalt szövettani 
elváltozások hátterében nagy valószínőséggel a kortikális mikrotubuláris 
rendszer dezorganizációja áll. Máthé és munkatársai (2009) továbbá azt is 
kimutatták, hogy a MCY-LR gátolja a nád 1 és 2A típusú protein 
foszfatázait. Baskin és Wilson (1997) calyculin-A, cantharidin és 
okadainsav hatására, amelyek a MCY-hez hasonlóan az 1 és 2A típusú 
protein foszfatázok specifikus inhibítorai, a sejtek izometrikus duzzadását, 
valamint a kortikális mikrotubuláris citoszkeleton dezorganizációját 
tapasztalták. A mikrotubulusok stabilitását csökkenti a tubulin vagy a 
mikrotubulus asszociált proteinek foszforilációja (Wright és Smith, 2007). 
Úgy gondoljuk, a nád gyökércsúcsokban a sejtek kortikális mikrotubuláris 
citoszkeletonjában MCY-LR hatására tapasztalt elváltozások a 
mikrotubulusok stabilitásának csökkenésére és az ebbıl következı 
depolimerizációra vezethetık vissza, amelynek hátterében a tubulin 
fehérjék vagy a MAP-ok hiperfoszforilációja áll.  
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A MCY-LR a mitotikus sejtekben is számos elváltozást okozott a 
mikrotubuláris citoszkeletonban. A mitózis összes stádiumában 
megjelentek a mitotikus apparátust érintı deformációk. A cianotoxin 
kezelést követıen a mitotikus orsó rendezettsége megváltozott (15. b 
ábra), hézagos szerkezetővé vált, szélsıséges esetben pedig tripoláris 
orsók jelentek meg. A mitotikus orsó a mőködésében is kárt szenvedett, a 
sejt központi síkjában lemaradt kromatin állomány jelent meg, ezen felül a 
fragmoplaszt szétesését is megfigyeltük (16. ábra). Fisher és Cyr (2007) 
modellje alapján, a mitotikus orsó szerkezetének rendezettségét 
befolyásolhatják a mikrotubulus kötegelı fehérjék. A mikrotubulus 
kötegelı MAP 65 fehérjék a MAP kináz kaszkád rendszeren keresztül 
foszforilációval szabályozhatók (Sasabe és Machida, 2007). A ciklin 
dependens kinázok korai aktiválódása, a protein foszfatáz gátló endothall 
hatására, a normális bipoláris struktúra helyett multipoláris orsó 
megjelenését indukálta a profázisban (Ayaydin és mtsai, 2000). Bizonyos 
mikrotubulus asszociált fehérjék hiperfoszforilációja hibás anafázis-
telofázis átmenetet eredményezhet (Vasquez és mtsai, 1999). A protein 
foszfatáz 1 és 2A gátlószerei a Tradescantia-ban megnövelték a metafázis 
idıtartamát és a kromatin bizonyos részei idıben késıbb váltak el 
(Wolniak és Larsen, 1992).  

Hosszú távú (20 napos) kezelések esetén a MCY-LR kis 
koncentrációban a nád gyökérsejtek osztódóképességét stimulálta, 
azonban nagyobb koncentrációban adagolva gátló hatásúnak bizonyult 
(17. ábra). Állati sejtekben több kutató hasonló eredményre jutott. Lankoff 
és mtsai (2003) CHO-K1 sejttenyészetekben a mitotikus index 
növekedését észlelték alacsony koncentrációjú MCY-LR hatására, míg 
magas koncentrációban a MCY-LR gátolta az osztódást. Gehringer (2004) 
az okadainsav hatásait vizsgálva arra a következtetésre jutott, hogy a 
sejtekben a foszfatáz inhibitorok kis koncentrációban a MAP kináz 
rendszer aktiválásán keresztül stimulálják a sejtosztódást, míg nagy 
koncentrációban gátolják a sejtciklust, a jelenséget dualisztikus válasznak 
nevezte el. Kutatócsoportunknak sikerült elıször növényi rendszerben 
kimutatni a dualisztikus választ protein foszfatáz inhibítor hatására.  

A MCY-LR nádnövényekben a profázisok és a telofázisok arányát 
megnövelte (17. ábra).. A protein foszfatázok részleges gátlása 
okadainsavval a dohány sejteket a profázisban rekesztette meg (Zhang és 
mtsai, 1992). Hasonló jelenséget figyeltek meg endothall hatására 
lucernában (Ayaydin és mtsai, 2000). A MCY-LR a CYN-nel ellentétben 
nem okozota a dupla vagy a hasadt preprofázisos kötegek megjelenését, 
azonban a profázisok száma megnövekedett. Valószínőleg a ciklin 
dependens kinázok vagy a MAP kináz rendszer aktivációja a profázis 
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korai megindulását okozza, azonban ezzel együtt a MCY-LR részlegesen 
gátolja a mitotikus orsók kialakulását, így a sejtek több ideig tartózkodnak 
a profázisban. A ciklin dependens kinázok mellett számos ponton, a MAP 
kináz kaszkádok a növényekben is megtalálhatók és a profázis 
elindításában fontos szerepet játszanak (Sasabe és Machida, 2007). A 
ciklin dependens kinázok a sejtciklus minden szabályozási pontján fontos 
szerepet játszanak a mikrotubuláris rendszer szervezésében, amit az is 
bizonyít, hogy a mitózis során a mikrotubuláris citoszkeletonnal 
kolokalizálnak (Weingartner és mtsai, 2001). Az Arabidobsis ton2 gén egy 
protein foszfatáz 2A regulációs alegységet kódol, mutációja esetén a 
preprofázisos köteg nem tud megfelelıen kialakulni (Camilleri, 2002) 

Máthé és mtsai (2009) megerısítették, hogy a MCY-LR a protein 
foszfatázok aktivitását gátolja a nád gyökerekben. A szakirodalmi adatok 
azt mutatják, hogy több-kevesebb eltéréssel más PP1 és PP2A gátlószerek 
is a rendszerünkben tapasztalható elváltozásokhoz hasonlítottak. Az 
eredményekbıl és az irodalmi adatokból arra következtettünk, hogy a 
MCY-LR hatására tapasztalt mikrotubuláris elváltozások és a mitotikus 
rendellenességek a protein foszfatáz gátló hatásnak köszönhetık. 

A CYN hatására a gyökerek kéregszövetében, az epidermiszben és az 
oldalgyökerek merisztéma szöveteiben kondenzált kromatinállományú és 
szétesett sejtmagokat találtunk, emellett a TUNEL módszer segítségével, 
számos sejtmagban a DNS hasítását mutattuk ki (12. ábra). A kromatin 
szerkezetre és DNS-re gyakorolt hatások arra utalnak, hogy a CYN a nád 
gyökerekben apoptotikus folyamatokat indukál. Az apoptotikus 
folyamatok fontos szerepet játszanak a növények fejlıdésében és egyéb 
életfolyamataiban, pl. az aerenchimák képzıdésében és a magvak érésében 
(Ewans, 2003; Wang és mtsai, 1996). A nád vízi makrofita növény, lizigén 
aerenchimákkal rendelkezik, amelyek a kéregsejtek programozott 
pusztulásával alakulnak ki, így megmagyarázható, hogy a kontroll nád 
sejtekben is elıfordul apoptotikus folyamat a kéregszövetben. A stressz 
hatására a növényekben nı az etilén mennyisége, az etilén részt vesz a 
lizigén aerenchimák képzıdésének indukciójában (He és mtsai, 1996). A 
CYN apoptogén hatása a fenti adatok alapján a stresszválasszal 
magyarázható. A CYN hatására a rhizodermiszben és az oldalgyökerek 
merisztematikus szöveteiben is tapasztaltunk apoptotikus folyamatokat, 
ráadásul a kontroll növényekben nem vagy csak igen kis mennyiségben 
találtunk apoptotikus sejteket. A fehérjeszintézis gátló vegyületek 
általában gátolják a növények természetes apoptotikus folyamatait (Vacca 
és mtsai, 2004). A CYN esetében már kimutatták a DNS károsító hatást 
(Shaw és mtsai, 2000). Ismert, hogy a DNS károsító hatások növényekben 
is apoptotikus folyamatokat indukálnak (Danon és Galois, 1998). Így 
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belátható, hogy a rendszerünkben tapasztalt elváltozások hátterében 
nagyrészt a CYN DNS károsító hatása áll. 

MCY-LR hatására is megjelentek apoptotikus sejtek a nád 
gyökércsúcsokban, azonban csak magasabb toxinkoncentrációk esetén és 
igen szórványosan (18. ábra). Elképzelhetı, hogy a MCY-LR apoptogén 
hatása a protein foszfatáz gátlással függ össze, ugyanis He és mtsai (1996) 
kimutatták, hogy az aerenchimák kialakulásához szükséges apoptotikus 
folyamatokat az okadainsav indukálta a kukorica növényekben. Ezzel 
szemben az aleuron réteg sejteinek pusztulását gátolta az okadainsav (Kuo 
és mtsai, 1996). Az apoptotikus folyamatok, annál a koncentrációnál, ahol 
a MCY-LR Máthé és mtsai (2009) kisérleteiben már több mint 50 %-ban 
gátolta a protein foszfatáz aktivitást, még nem jelentkeztek. A MCY-LR 
apoptogén hatásáért feltehetıen leginkább a Bouaicha és Maatouk (2004) 
által leirt oxidatív stresszt kiváltó hatása áll. Ismert tény, hogy az oxidatív 
stressz során felszabaduló szabadgyökök DNS károsító hatásúak, pl. a 
DNS egyik láncának hasítását, ill. repair (DNS javító) mechanizmusokat 
indítanak el (lásd pl. Lloyd és Linn, 1993). Kutatócsoportunk korábban 
kimutatta, hogy a MCY-LR hatására a nádnövényekben növekszik az 
egyszálú DNS-t hasító enzimek aktivitása, mely enzimek fontos szerepet 
játszanak az apoptotikus folyamatokban (Jámbrik és mtsai, 2010 közlésre 
elfogadott kézírat). 
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6. Összefoglalás 
 
Kísérleteinkben két ökológiai és egészségügyi szempontból magas 

kockázatot jelentı cianobakteriális toxin, a fehérjeszintézist gátló 
cilindrospermopszin (CYN) és az 1 és 2A típusú protein foszfatázokat 
gátló mikrocisztin-LR (MCY-LR) növényi sejtekre gyakorolt citotoxikus 
hatásait vizsgáltuk. A CYN és a MCY állati sejtekben potens citotoxinok, 
interferálnak a kromatin szerkezettel, a mikrotubuláris és 
mikrofilamentális citoszkeletonnal, valamint a sejtosztódás folyamataival, 
emellett DNS károsító hatásuk van. A kisérleteinkhez a természetes 
vizekben is elıforduló nádból (Phragmites australis) szövettenyésztéssel 
úton elıállított axenikus növényeket használtunk (Máthé és mtsai, 2000). 
A nád a partmenti vizekben elıforduló állományalkotó növény, amely 
kapcsolatba kerülhet a cianobakteriális toxinokkal. Vizsgálataink során a 
következı eredményekre jutottunk: 

Kimutattuk, hogy a CYN nagymértékben gátolja a gyökerek 
növekedését, az IC50 érték 0,5 µg ml-1 -nek adódott. Azonban a hajtások 
növekedését a CYN kevéssé befolyásolta, igen magas (20 µg ml-1) 
koncentrációban is csak mintegy 20 %-al csökkentette a hajtások hosszanti 
növekedését.  

A CYN a nádnövényekben védekezési reakciót, azaz stresszválaszt 
váltott ki, melynek egyik következménye, hogy az újonnan képzıdı 
gyökerek száma növekedett, amely feltehetıen a detoxifikáció hatásfokát 
növeli. Emellett a CYN kezelt növények gyökereiben nekrotikus foltok 
képzıdtek és az aerenchimák sok helyen eltömıdtek, igy csökkentve a 
toxin felvételét. A nekrotikus sejthalál mellett apoptózisra utaló 
folyamatokat is detektáltunk a rizodermiszben, a kéregparenchymában és 
az elágazási zónában. Nem zárhatjuk ki, hogy a CYN hatás következtében 
az apoptotikus folyamatokat nekrózis követte ugyanazokban a sejtekben: 
hasonló jelenséget leírtak már növényi sejtekben. Stresszválaszként 
értelmezhetı továbbá, hogy a CYN a kortikális mikrotubuláris 
citoszkeleton reorientációját okozta a gyökerek elongációs zónájában. 

 A differenciált sejtekben a CYN a mikrotubuláris rendszer denzitásának 
csökkenését okozta, amely némely esetben együtt járt a mikrotubulusok 
reorientációjával, azonban a leggyakrabban külön jelentkezett, így a két 
jelenség között nem lehet direkt összefüggést megállapítani. A kortikális 
mikrotubuláris citoszkeleton dezorganizációja a sejtek laterális 
expanzióját, és ezáltal a gyökércsúcsok megduzzadását okozta. 

A CYN a mitotikus apparátusok rendellenességeinek megjelenését 
indukálta az osztódó sejtekben. Jellegzetes CYN hatás volt a dupla, ill. 
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hasadt preprofázisos kötegek megjelenése. Ezek a struktúrák nagy 
valószínőséggel összefüggésbe hozhatóak a cianotoxin fehérjeszintézis 
gátló hatásaival. Megfigyeltük továbbá a metafázis-anafázis orsók és a 
fragmoplaszt dezorganizációját a CYN kezelés hatására. Mitotikus 
rendellenességeket már 1 µg ml-1 CYN hatására megfigyeltünk, a CMT 
dezorganizációja 5 µg ml-1 CYN kezelés következtében jelentkezett. A 
CMT denzitás csökkenése és a hibás mitózisok hátterében a CYN protein 
szintézist gátló hatását gyanítjuk, ugyanis a szakirodalom tanúsága szerint 
számos a fehérjeszintézist gátló vegyület az általunk leírtakhoz hasonló 
elváltozást okozott (Mineyuki és mtsai, 1994, Baluska és mtsai, 1995). 

 A CMT denzitásának csökkenése nem magyarázható a tubulin 
mennyiségének csökkenésével, ugyanis immunoblot vizsgálataink szerint 
a β-tubulin mennyisége a CYN hatására nıtt.  

A CYN a sejtciklus folyamatával is interferált, az összes mitózisok 
száma CYN kezelés hatására enyhén megnövekedett. A sejtciklus egyes 
stádiumait külön vizsgálva elıtőnt, hogy a CYN hatására a profázisban 
lévı sejtek száma növekedett, míg a metafázisos sejtek aránya csökkent. A 
CYN sejtciklusra gyakorolt hatását a fehérjeszintézist gátló hatása 
magyarázhatja. 

A MCY-LR kezelt növényekben kimutattuk a kortikális mikrotubuláris 
citoszkeleton dezorganizációját, sok esetben pedig a CMT teljes eltőnését. 
Számos sejtben a CMT eltőnése mellett a citoplazma megnövekedett 
diffuz festıdését láttuk, ezek alapján feltételezzük, hogy a MCY-LR a 
CMT depolimerizációját okozta. Megfigyeléseink szerint a MCY-LR 
hatására az osztódó sejtekben számos, a citoszkeletont érintı elváltozás 
jelent meg. A mitotikus orsó szerkezete megváltozott, sok sejtben 
hézagossá vált, gyakran jelentek meg tripoláris orsók. Sok sejtben 
megfigyeltük a fragmoplaszt szétesését. A MCY-LR a CYN-nel 
ellentétben nem okozott rendellenességeket a preprofázisos kötegben. A 
MCY-LR az állati rendszerekben MCY-LR és más protein foszfatáz 
inhibitorok esetén már megfigyelt dualisztikus választ váltott ki a nád 
gyökerekben. Hosszú távú toxinkezelések esetén, kis koncentrációban 
(0,1-5 µg ml-1) a sejtek osztódó képességének növekedését okozta, míg 
nagy koncentrációban (5-40 µg ml-1) alkalmazva gátolta azt. A MCY-LR 
megnövelte a mitotikus sejtek tartózkodási idejét a profázisban és a 
telofázisban. A MCY-LR mikrotubuláris citoszkeletonra és a sejtciklusra 
gyakorolt hatásainak hátterében az 1 és 2A típusú protein foszfatázok 
gátlása áll, a toxin nagy valószínőséggel a MAP kináz kaszkádokkal 
illetve a ciklin dependens kinázok hatásaival interferál, megnövelve a 
mikrotubulus asszociált proteinek foszforiláltsági állapotát.  
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A CYN és a MCY-LR egyaránt apoptotikus folyamatokat indukált. A 
CYN számottevıen nagyobb mértékben növelte az apoptotikus sejtek 
számát mint a MCY-LR. A CYN már 0,5 µg ml-1 koncentrációban növelte 
az apoptotikus TUNEL pozitív sejtek számát, míg MCY-LR esetén csak 
2,5 µg ml-1 feletti koncentrációnál jelentkeztek szórványosan apoptotikus 
tünetek. A CYN-ból a sejt méregtelenítésében résztvevı enzimek hatására 
képzıdı toxikus metabolitok képesek a DNS-t károsítani, ezáltal 
apoptózist kiváltani. A MCY-LR apoptogén hatásai, feltehetıleg nem a 
protein foszfatáz gátlása miatt, hanem a MCY-LR szabadgyököt generáló 
képessége miatt jelentkeztek. Ez utóbbi csak közvetve hozható 
kapcsolatba a toxin indukált specifikus biokémiai hatásokkal.  

A jelen kísérleteinkben tapasztaltak egyértelmően alátámasztják azt, 
hogy a két cianotoxin, a CYN és a MCY-LR citotoxikus hatású a 
szövettenyészetekben elıállított axenikus nádnövények sejtjeire. 
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7. English summary 
 

 7.1. Introduction 
 

The aim of this study was to investigate the cytotoxic effects of two 
cyanotoxins, the protein synthesis inhibitory cylindrospermopsin (CYN) 
and the protein phosphatase inhibitory microcystin-LR (MCY-LR) in cells 
of axenic tissue cultured Phragmites australis plantlets. 

The name cyanotoxin refers to a wide variety of toxic compounds, 
produced by the toxic strains of cyanobacterial species. These toxins 
represent high health and ecological risk, due to their potential to cause 
severe toxicity in humans, in livestock and other animals (Carmichael, 
1994). There is growing evidence that cyanobacterial toxins can also 
affect plants. At this time only MCY and CYN have been reported to have 
toxic effects in plant systems (e.g. Kós et al. 1995; M-Hamvas et al. 2003, 
Pflugmacher 2004, Máthé et al. 2007, Vasas et al. 2002). 

 MCY is a heptapeptide type cyanotoxin produced by several 
cyanobacteria (e.g. Microcystis aeruginosa, Anabaena sp., Nostoc sp. 
etc.), it is a  potent inhibitor of type 1 and 2A protein phosphatases 
(Sivonnen and Jones 1999). The cytotoxic effects of MCY include 
disruption of actin microfilaments, intermediate filaments and 
microtubules, alteration of cell cycle and genotoxicity (Toivola and 
Eriksson 1999, Lankoff et al. 2003). CYN is an alkaloid type cyanotoxin 
produced by toxic strains of Cylindrospermopsis raciborskii and 
Aphanizomenon ovalisporum. It has also severe cytotoxic effects on 
animal cells. It has been reported to be genotoxic by its ability to create 
adducts on DNA molecules (Shaw et al 2000), disruption of actin 
micrafilaments and microtubules has also been demonstrated (Gácsi et al 
2009). In plant cells it has been demonstrated that MCY can cause 
changes in chromatin sructure similar to apoptosis, but there is no other 
available data on its cytological effects (Yin et al. 2006). In the case of 
CYN, there are no literature data on its cytological effects in plants. 
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 7.2. Goals of the study 
 

Considering the above mentioned statements, our goals were as follows: 
 
a.  To investigate the effects of CYN on growth of axial organs in tissue 

culture derived axenic reed (Phragmites australis) plantlets.  
 
b. To show the histological alterations induced by CYN in roots of  reed 

plantlets. 
 
c. Using fluorescence microscopy techniques, our aim was to study the 

changes induced by the protein synthesis inhibitor CYN and the protein 
phosphatase (1 and 2A) inhibitor MCY-LR in microtubular structures in 
interphase, differentiated and dividing cells and to detect changes in 
chromatin structure during cell division in reed roots. 

 
d. To show the effect of both cyanotoxins on the mitotic potential and 

cell cycle in reed root cells. 
 
e. To show the potential apoptogenic effect of CYN and MCY-LR in 

root cells via chromatin staining with DAPI and via TUNEL assay 
(Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP Nick End 
Labeling).  
 

7.3. Results and discussion 
 
 

 a. We showed  that CYN can severely inhibit the growth of reed roots 
with an IC50 value of 0,5 µg ml-1. In the case of shoots, the growth 
inhibition was much less pronounced. Even high doses (20 µg ml-1) of 
CYN  only caused 20 % decline in the growth rate of reed shoots. CYN 
caused the increase of root number, which we considered as a stress 
reaction of plants to increase detoxification capacity (Kinnear, 2008). 

 
b. CYN had many histological effects in reed roots that can be 

considered as stress adaptation. Starting from 10 µg ml-1 concentration, 
CYN caused obturation of aerenchyma by callus-like tissue and necrotic 
cell death in the rhizodermis and in deeper tissues (in the case of 
differentiated root regions). These changes can decrease the translocation 
capacity of roots and thus protecting the other organs from toxic 
compounds (Armstrong and Armstrong 1999).  It is worth mentioning that 
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besides necrotic cell death we detected apoptosis-like processes in 
rhizodermis and cortex of CYN treated reed roots. It is likely that 
apoptotic-like chromatin changes were followed by necrotic cell death.  

 
c. CYN caused reorientation of cortical microtubular (CMT) structure in 

elongation zones of reed roots, the cells with reoriented microtubules 
switched from normal axis directed elongation, to radial expansion leading 
to thicker root tips. CMT reorientation and altered cell shape can be the 
effect of many stress factors that lead to decreased growth (Yuan et al. 
1994), thus we can state that these reactions are part of the stress response. 
In interphase cells CYN also caused the decrease in the number of CMT 
bundles. The reduced number of microtubules in some cases was 
accompanied by CMT reorientation but in most cases it was not, so it is 
not likely to be any direct connection between these two effects. The 
changes in CMT structures were detectable starting from 5 µg ml-1 CYN.  

CYN induced anomalies in the cell division machinery of reed root cells. 
The most pronounced effect was the formation of double or split PPB-s 
during preprophase instead of normal PPB-s detected in control cells. 
CYN also caused formation of disrupted mitotic spindles and 
phragmoplasts and in some cases of tripolar spindles. The effects of CYN 
on mitosis related microtubular structures was visible starting from 0,5 µg 
ml-1. Control cells always contained normal prophases, metaphases and 
telophases. Other protein synthesis inhibitors caused similar changes in 
microtubular cytoskeleton both in interphase and mitotic cells (Mineyuki 
et al. 1994, Baluska et al. 1995), thus we consider that these changes are 
attributable to the protein synthesis inhibitory effect of CYN. Western blot 
analysis of β-tubulin content showed that instead of decreasing it, CYN 
caused elevated levels of β-tubulin that reacts with the polyclonal antibody 
raised against the C-terminal sequence of protein. Regarding, that the C-
terminal region of both α- and β-tubulin proteins can be post-
translationally modified (Smertenko et al. 1997a), we cannot state that 
CYN somehow induced the expression of β-tubulin. It is highly unlikely 
that CYN causes disruption of microtubular cytoskeleton by decrease in 
tubulin levels via protein synthesis inhibition. According to Mineyuki et 
al. (1994) it is more likely that these effects were due to decreased level of 
microtubule associated proteins.  

MCY-LR also caused alteration of microtubular cytoskeleton, in 
concentrations above 0,5 µg ml-1. In many interphase cells CMTs were 
disorganised or absent, these cells showed increased background 
fluorescence in the cytoplasm. The best explanation of these effects is that 
MCY caused the depolymerisation of microtubules. It is known that 
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increased phosphorylation state of tubulins or MAPs leads to reduced 
stability of microtubules, which is highly important for the mitosis related 
microtubule reorganisations (Wright és Smith, 2007). The cells with 
disrupted microtubules could not grow unidirectionally, they were 
swollen. This is in accordance with the histological effects previously 
detected by our laboratory (Máthé et al. 2009). 

MCY-LR caused the appearence of mitotic anomalies, the mitotic 
spindle became less organised or disrupted, in some cases the formation of 
tripolar spindles was detected.  The phragmoplast was also disrupted in 
some dividing cells. In contrast to CYN, MCY-LR did not cause the 
appearence of double or split PPB-s suggesting a different mode of action. 
In cells treated with other protein phosphatase 1 and 2A inhibitors similar 
alterations to our results were observed (Vasquez et al. 1999, Ayaydin et 
al. 2000). The cytoskeletal effects of MCY-LR were most likely due to its 
protein phosphatase inhibitory effect. 

  
d. CYN interfered with the cell cycle of reed root meristem cells. The 

effect of CYN was not pronounced when taking in account the mitotic 
indices, but when we examined the stages of mitosis separately we could 
show that CYN caused the increase in the percentage of cells in prophase, 
while the number of cells in metaphase decreased. Other protein synthesis 
inhibitors can cause blockage at both early prophase and telophase (De la 
Torre et al. 1989, Olszewska et al 1990, Nogami et al. 1996). We could 
not detect the complete arresting of mitosis in certain mitotic phases but it 
is highly probable that the cell cycle related effects of CYN were also 
caused by its protein synthesis inhibitory effect.  

The effect of MCY-LR on cell cycle was dualistic: at long-term 
exposure of reed plants, low levels of MCY-LR (0,1-5 µg ml-1) caused 
increase in number of dividing cells, while higher levels of the cyanotoxin 
caused the decrease of mitotic index. This type of dualistic response was 
also detected in MCY-LR treated CHO-K1 (mammalian) cells (Lankoff et 
al. 2003). Our laboratory showed for the first time this type of dualistic 
response in plant cells as a result of protein phosphatase 1 and 2A 
inhibitor treatment. MCY-LR increased the duration time of prophase and 
telophase. The effect of other phosphatase inhibitory compounds like 
endothall and okadaic acid in plant cells is similar to our results (Zhang et 
al. 1992, Ayaydin et al. 2000). 

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

reed roots. The potential of CYN to induce apoptosis was higher than of 
MCY-LR. CYN caused the increase of the number of TUNEL positive 
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nuclei as well as the number of cells with condensed chromatin starting 
from 0,5 µg ml-1 cyanotoxin concentration. In contrast, in the case of 
MCY-LR only a few cells were characterized by  apoptosis related 
symptoms starting from 2,5 µg ml-1 cyanotoxin concentration. The 
apoptotic effect of CYN can be related to its ability to bind DNA. In 
plants, similarly to animals, DNA damaging agents cause apoptotic cell 
death (Danon and Galois 1998). In the case of MCY-LR its free radical 
generating potential might lay in the background of apoptogenic effect.  

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