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A roviditések jegyzéke

ABP - aktin kot6 fehérje

ACTI, ATC2 és ATC7 - Arabidopsis aktin gének

ADDA - 3-amino-9-metoxi-2,6,8-trimetil-10-fenildeka-4,6-diénsav
ADF - aktin-depolimerizalo-faktor

APC/C - anafazis-el6segité komplex/cikloszoma

ASA - aszkorbinsav

AtAUR - Arabidopsis thaliana aurora kinaz

AUGS - augmin komplex 8-as alegysége

AUR1, AUR2 és AUR3 - aurora kinazl, 2 és 3

BrdU - 5-brém-2’-dezoxiuridin

BSA - borjiszérum albumin

Capl - adenilat-ciklaz-asszocialt fehérje 1

CAT - katalaz

CDC6 - cell division cycle 6

CDK - ciklin dependens kinazok

CDKA- A-tipust novényi CDK, PSTAIRE jellegzetes motivummal
CDKB- B-tipust névényi CDK-k PPTALRE vagy PPTTLRE motivummal
CDS - kortikalis osztodasi sik

CDT1 - cdc10-dependent transcript 1

CDZ - Cortical Division Zone

CH - cikloheximid

CLASP - cytoplasmic linker associated protein

CMT - kortikalis mikrotubulus

CYCB ¢és CYCD - B-, és D-tipusu ciklin

CYN - cilindrospermopszin

DAPI - 4°,6’-diamidino-2-fenilindol

DCFH-DA - 2°,7’-diklorofluoreszcein-diacetat

E2F - sejtosztddasban szerepet jatszo transzkripcios faktor
EMT - endoplazmatikus mikrotubulus

ETGI1 - E2F target genes 1

GEM - GL2 expresszios modulator

GSH - glutation

HU - hidroxiurea

I1 és 12 - protein foszfatdz inhibitor-1, 2

I3 - ndvényi PP1 partner inhibitor-3

ICs0 - 50%-o0s gatld koncentracid

KRP - Kip-Related” Protein

MAP - mikrotubulus asszocialt fehérje



MAPK - mitogén aktivalta protein kinaz

MCM - Minichromosome maintenance complex

MCY-LR - mikrocisztin-LR

MDHA - N-metildehidroalanin

MPF - Mitosis Promoting Factor

MTOC - mikrotubulus organizaciés centrum

NEB - Nuclear Envelope Breakdown

NIPP1 - PP1 alegység, amely gatolja a PP1 aktivitasat (nuclear inhibitor of
protein phosphatase 1)

NPK1 - CDK foszforilalt MAPK-kindz-kinaz

OATP - anion transzport fehérjék

ORCI1, ORC2 és ORC6 - replikacios origd komplexek

PBS - NaCl tartalmu foszfat puffer

PCD - programozott sejthalal

PFA - paraformaldehid

POD - peroxidaz

PP1 - 1-es tipust szerin/treonin protein foszfataz

PP2A - 2A tipusu szerin/treonin protein foszfataz

PP2B - 2B tipust szerin/treonin protein foszfataz

PP2C/PPM - 2C tipusu szerin/treonin protein foszfataz

PPB - preprofazis koteg

PPM - magnézium-fliggd protein foszfatdz csalad

PPP - foszfoprotein foszfataz csalad

PRSL - PP1 szabalyoz6 alegység

PS I - I. fotokémiai rendszer

PS Il - II. fotokémiai rendszer

PTP - foszfotirozin foszfataz csalad

Ran-GAP - Ran GTPaz-t aktivalo fehérje

RBR - retinoblasztoma tipust fehérje csalad

RCNL1 - PP2A Al alegysége (Root Curl in Naphthylthalamic Acid)
RGB1 - RBR ndvényi retinoblasztdéma-homolog gén

ROS - reaktiv oxigéngyokok

RSS1 - Rice Salt Sensitive 1, PP1 szabalyoz6 fehérje faktor
RVXF - PP1 katalitikus alegység-koté motivum a regulator alegységen
SDS22 - DIS2 szupresszor

TAN - TANGLED a kortikalis osztddasi sik pozitiv markere
TAP46 - PP2A, PP4 és PP6 szabalyozo alegység (a4 emberben)
TON2/FASS és TON1 - PP2A szabalyoz6 alegységek

TPX2 - XkIp2 (kinezin-szert fehérje) célfehérjéje



1. Bevezetés és célkitizés

Napjainkban igen komoly kornyezeti problémat okoznak a felszini
vizekben 1étrejovoé cianobakteridlis vizviragzasok. A vizviragzasokat a
feldusult szerves anyag mennyiség kovetkeztében elszaporodott
cianobaktériumok okozzak. A cianobaktériumok az egész ¢lovilagban
elterjedt fotoszintetizald prokariota szervezetek. A vizviragzas féleg nyaron
figyelhetd meg, amikor is hosszabb ideig van meleg és napos iddjaras
(Carmichael, 1992; Walker, 2014). Hazai vizviragzast eddig a
cianobaktériumok néhany faja eredményezett, mint példaul Anabaena
spiroides, Cylindrospermopsis raciborskii, Microcystis sp. és az
Aphanizomenon flos-aquae (Vasas és mtsai., 2004). Maguk a cianobakterialis
toxinok a vizviragzasok alkalmaval dasulnak fel a felszini vizekben. Az
elmult néhany évtizedben széles korben elterjedt az a felismerés, hogy az
eutrofizacidé miatt megjelend cianobakterialis toxinok szdmos egészségiigyi
¢és Okologiai kockazatot jelentenek (Carmichael, 1992; Walker, 2014). Ezen
fotoszintetizalo szervezetek altal termelt metabolitok igen széles skalaja
ismeretes ¢és nem ritka, hogy ezek a metabolitok hatassal vannak az
¢élélényekre. Mindazonaltal a természetes funkcidjuk nem teljesen vildgos.
Jelen tanulmanyban két cianobakteridlis toxin hatasait és azok biokémiai
hatterét vizsgaltuk Vicia faba csiranévényekben. Az egyik cianobakterialis
toxin az alkaloid tipust cilindrospermopszin (CYN) a masik pedig a
heptapeptid tipustt mikrocisztin-LR (MCY-LR). Mindkét toxinrol ismeretes
hogy els6sorban majkarositd hatastak. A MCY-LR a gerincesek
szervezetében a majsejtekben halmozddik fel az aktiv membran transzporton
keresztiil. Ezen kiviil felhalmozodhat még a vesében, a halak és az emlésok
izomzataban €s a szivben is (Kankaanpéé és mtsai, 2002; Chen és Xie, 2005).

A MCY-LR gatolja az 1 és 2A tipusu szerin/treonin protein foszfatdzokat,



ami a sejtek protein foszforilacids/defoszforilacios egyensulyanak a
felborulasahoz vezet, illetve oxidativ stresszt is indukal. A protein foszfataz
gatlo hatasat illetve a ROS indukciot kimutattdk novényi és allati sejtekben
egyarant (Pflugmacher, 2002; Gacsi ¢és mtsai, 2009, Campos and
Vasconcelos, 2010; Jiang és mtsai, 2011). A MCY-LR altal indukalt
mitotikus ors6 rendellenességek tisztazatlanok mind allati mind ndvényi
sejtekben. Ennek tisztazasa kozelebb juttat minket a MCY-LR toxicitasanak
megértéséhez. Emlésokben a CYN elsdsorban a majra hat, de karos hatdsa
érvényesiil a timuszban, a 1épben, a szivben és a vesében is (Runnegar ¢és Lu,
1994; Runnegar ¢s mtsai, 1995; Azevedo és mtsai, 2002). Gacsi és mtsai
(2009) megfigyelték a mikrofilamentumoknak és a mikrotubulusokoknak
CYN hatasara bekovetkezd dezorganizacidjat allati sejtekben. A CYN
tovabba a fehérjeszintézist is gatolja az eukaridta szervezetekben, bar a
pontos molekuldris mechanizmusa nem ismert (Froscio és mtsai 2008).
Kutatocsoportunk kimutatta, hogy a CYN nodvekedés gatlast indukal a

crer

(Vasas és mtsai, 2002, Beyer €s mtsai, 2009).

Célkitiizések:

1, Célunk volt, hogy felfedjik a MCY-LR 4altal indukalt osztodasi orso
rendellenességek Osszes tipusat a V. faba oldalgyokér csticsok osztodod
szOvetében.

2, Tovabba célunk volt annak feltardsa, hogy a MCY-LR altal indukalt
protein foszfataz gatlas vagy a ROS indukci6 az elsddleges oka a rendellenes
mikrotubularis struktirak kialakuldsénak.

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

csirandvényeken.



4, A CYN osztddo sejtekre gyakorolt hatasanak vizsgdlata kiilonds tekintettel
az osztddas soran kialakuld mikrotubularis strukturakra illetve a nem oszt6do
sejtek kromatin allomanyara.

5, Célunk volt még a CYN rovidtavh hatasadnak vizsgalata a mitozisra illetve

a fehérjeszintézis gatlasra.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Cianobaktériumok és a vizviragzas

A cianobaktériumok kozmopolita él6lényként szamos él6helyen, de
héforrasokban és sostavakban, mas sz€lsdséges ¢élohelyen is megjelenhetnek
a Foldon (Rai, 1990). Evoluciés jelentdségiik abban rejlik, hogy
oxigéntermeld fotoszintézisik révén a Fold 1égkorébe juttatott nagy
mennyiségli oxigén lehetdvé tette a magasabb rendt él6lények kialakulasat.
Mar 3,4 milliard évvel ezeldtt igen nagy tomegben voltak jelen a Foldon
(Whitton, 1992). A cianobaktériumok maguk prokaridta él6lények, ami azt
jelenti, hogy nem tartalmaznak membrannal hatarolt sejtorganellumokat és
valodi sejtmagot, mint az ecukaridta algak. A sejtmembranjuk Kkettds
foszfolipid réteg alkotta egységmembran, amely a Gram-negativ sejtfal része.
A fehérjeszintetizald rendszer felépitésében 70S riboszémak vesznek részt. A
cianobaktériumok fotoszintetizalo élélények, amelyekben mar megfigyelhetd
a tilakoid membranrendszer, amelyet a fotoszintetikus pigmentek épitenek
fel. A sejtek szinezettsége igen valtozatos lehet, de az esetek tobbségében a
klorofill-a elfedi a jarulékos pigmentek és a karotinoidok szinezettségét (Fay,
1965; Bryant, 1994). A cianobaktériumok esetében az oxigéntermeld
szervezetek mindkét reakciocentruma (PS I és PSII) megtalalhatdo a
fotoszintetikus apparatusban. Jellemzd rdjuk a kromatikus adaptacio is, amely
lehetdvé teszi a kiilonboz6 fényviszonyl helyekhez vald alkalmazkodésukat.
Ebben fontos szerepet tolt be a sok fajnal jelenlévd gazvakuolum, amely a
sejtek  fajsulyanak  szabalyozasaért felelés  (Bryant, 1994). A
cianobaktériumok képesek tovabbd az alapvetd anyagcseretermékek ¢&s
tdpanyagok raktdrozasara is. Az alapvetd anyagcsere-folyamataik része a
légkori  nitrogén  megkdtése egyes  cianobaktériumoknal, amelyet

ammoOniumma (NH4") alakitanak a nitrogenaz enzim miikodése révén (Fay és



Van Baalen, 1987). A cianobaktériumok toxintermeld képessége nem
definitiv tulajdonsdg, mivel minden cianobaktérium faj esetében vannak
toxikus ¢és nem-toxikus torzsek is. Toxikus torzsek talalhatok pl. a
Microcystis aeruginosa, Anabaena flos-aquae, Nodularia spumigena,
Aphanizomenon ovalisporum ¢és Cylindrospermopsis raciborski fajokban
(Carmichael, 1992).

A vizviragzés alatt a felszini vizekben ¢l6 planktonszervezetek
tomeges elszaporodéasat értjiik, amely a viz zavarossidgival és intenziv
elszinezddésével jar (zold, kékeszold). Az édesvizekben bekovetkezd
vizviragzasokat foleg a  cianobaktériumok idézik eld tomeges
elszaporodasukkal (Heisler és mtsai, 2008). Ezen -cianobakterialis
vizvirdgzasok kialakuldsdban igen fontos szerepe van a vizekben feldusulo
nitrogénnek ¢és foszfornak viszont nem csak a foszfattal és nitrattal terhelt
vizekre jellemz6 (Reynolds és Walsby, 1975). Hazankban elséként 1934-ben
irtak le a jelenséget elsOként a tihanyi Balatoni Limnoldgiai Kutatointézet
el6tti Kis-6bolben, ahol is Microcystis aeruginosa és Microcystis flos-aquae
okozott vizviragzast (Entz és Sebestyén, 1942). A cianotoxinok
koncentracidja a toxintermeld fajok altal kivaltott vizvirdgzasok soran
emelkedhet veszélyes szintre (Carmichael, 1994). A vizvirdgzasok soran
leggyakrabban eléfordul6 cianotoxinok a mikrocisztin €s nodularin csaladbol

keriilnek ki, amelyek a ciklikus peptidek kozé tartoznak (Carmichael, 1992).



2.2. A cilindrospermopszin (CYN)

NH* O

1. abra: CYN szerkezeti képlete (Runnegar és mtsai, 2002).

A cilindrospermopszin  (CYN) egy hidroximetiluracil csoportot
tartalmazo triciklikus guanidin szarmazék, a molekulatomege 416 Da,
amelyet foként az Aphanizomenon és Cylindrospermopsis genuszba tartozo
torzsek termelnek. A CYN egy vizben nagyon jol oldodé cianobakteridlis
poliketid eredetii alkaloid, amely nem érzékeny a fény (beleértve UV), pH és
a hdmérséklet valtozasaira. A CYN-t a szakirodalom a guanidin rész bazikus
csoportja miatt az alkaloidok csoportjaba sorolja, azonban a szulfat csoportja
miatt ikerionos szerkezetli (Ohtani és mtsai, 1992; Sivonen és Jones, 1999;
Mehnert és mtsai, 2010). Banker és mtsai, (2001) szerint a szerkezetében
fellelhetd uracil rész feltétlentil sziikséges a toxikus hatdsahoz. A toxin tobb
funkcios csoporttal rendelkezik, mint az uracil gytirii, a szulfat és a guanidin.
Az oxidalé szerek hatdsdra a funkciés csoportok  kiilonb6zo
reakcidképességet mutatnak, de az uracil gyliri a leginkdbb hajlamos az
oxidaciora (de la Cruz és mtsai, 2013). Mérgez6 hatasara 1979-ben egy
ausztraliai vizviragzas kapcsan figyeltek fel, amely soran 138 gyerek és 10

fiatal felndtt betegedett meg, a mérgezés tiinetei hanyas, étvagytalansag,



rossz kozérzet, illetve elérehaladott allapotban véres hasmenés, acidotikus
sokk ¢s véres vizelet voltak. A betegséget “Palm Island mystery disease-
nek,” nevezték el (Francis, 1878, Byth, 1980). A CYN-t elséként 1992-ben
tisztitottak Cylindrospermopsis raciborskii-b6/ valamint ekkor jellemezték és
nevezték el. A természetben eldfordul6 CYN analégok a 7-
epicilindrospermopszin és a dezoxy-cilindrospermopszin (Ohtani és mtsai,
1992, Seifert és mtsai, 2007). A CYN bioszintézisében 15 gént irtak le.
Hatasat tekintve igen valtozatos mind éllati mind névényi sejtekre
nézve. A CYN toxicitdsanak két modjat ismerjiik, az ugynevezett gyors és
hosszii tdva toxicitdsi mechanizmust. A gyors toxicitds esetében a
méregtelenitésben résztvevd citokrom P-450 rendszer mitkddése kdzben mas
vegyiiletek keletkeznek beldle, amelyek igy reakcioképessé valnak a DNS-
sel. Ez a tipusu toxicitds nem bizonyult altalanosnak az eukariotdkban. A
hosszatavu toxicitdsi mechanizmus magaba foglalja az eukaridta protein
szintézis, glutation szintézis, pirimidin nukleotid szintézis gatlasat illetve
interferalhat az eukariota DNS szintézissel és transzkripcidval is: (Humpage
¢és mtsai, 2005, Falconer és mtsai, 2001, Reisner €s mtsai, 2004). Runnegar ¢és
mtsai (2002) patkany hepatocita sejtkultaraban figyeltek meg toxin okozta
sejthalalt, amely a csokkent glutation (GSH) szint miatt alakult ki, és ez a
GSH szintézis gatlasaval fuggott 6ssze (CYN ICs értéke 2,38 uM). A CYN
ICso értékét meghataroztak tovabba in vitro nyal leukocita lizatum
rendszerben (ICso= 0,21 uM) és in vivo patkany majsejtekben is (ICso= 1,28
uM) (Runnegar és mtsai, 2002). Nekrozist figyeltek meg Swiss albino és IRC
egerek majaban 70 mg kg (Cylindrospermopsis raciborskii liofilizalt
sejtkivonat), és Oreochromis niloticus (Nilusi tilapia) hasnyalmirigyben 0,2
mg kg (tisztitott CYN) CYN hatasara (Gutiérrez-Praena és mtsai, 2012). A
CYN centrilobularis nekrozissal jellemezhetd m4ajkarositdé hatdsa az

emlésokben altalanosan megfigyelhetd, amely soran a majsejtek erdteljesen



vakuolizaloédnak és megnovekszik a sejtek kozotti tér (Guzman-Guillén és
mtsai, 2015). CYN hatasara a mikrotubulusok ¢és mikrofilamentumok
dezorganizacidjat illetve a kromatin szerkezet megvaltozasat irtak le CHO-
K1 sejtekben (Gécsi és mtsai, 2009).

A human és allati sejtes kisérleteknél nagysagrendekkel kevesebb
szerz0 targyalja a CYN ndvényekre kifejtett hatasat (1. tablazat). Vasas és
mtsai (2002) Sinapis alba (fehér mustar) csiranovényeken a CYN gatlo
hatasat tapasztaltaik az axialis szervekre nézve. Beyer és mtsai (2009)
Phragmites australis (nad) gyokércstics sejtekben vizsgaltak a CYN hatasat.
Szovettenyészetb6l szarmazo P. australis novények axialis szerveinek
(gyokér és hajtds) a megnyuldsos novekedésének gatlasat tapasztaltak 10
napos kezelések hatdsira, de a gyokerek szdma a kezelések hatasara
emelkedett. Hasonldé gyokérszam ndvekedést irtak le Cylindrospermopsis
raciborskii sejtkivonattal kezelt Hydrilla verticillata vizingvényen (Kinnear
és mtsai, 2008). A gyokér megnyulasos novekedése sokkal érzékenyebben
reagal a kezelésre, mint a hajtas. A gyokér esetében a mért ICsp érték 0,5 pg
ml* CYN koncentracié. 0,5 és 5 ug ml™? toxin koncentracio tartomanyban a
mitotikus aktivitas emelkedését tapasztaltadk a merisztéma szovetekben. 2,5
ng ml CYN kezelés hatasara hasadt és dupla preprofazis kteget (PPB), mig
5 pg ml? CYN hatdsdra anafizisban a testvérkromatidik rendellenes
szétvalasat figyelték meg (Beyer ¢s mtsai, 2009). A ndvényekben is
kimutattak a CYN fehérjeszintézis gatlo hatasat illetve Nicotiana tabacum
(dohany) pollenen CYN kezelés hatasara pollentomlé ndvekedés gatlast
tapasztaltak, amelynek I1Csp értéke 300 pg ml™t CYN volt. A protein szintézis
gatlasanak mérését in vitro tesztrendszerben radioaktivan jelzett L-leucin-nal

(**C(U)-L-leucine)  vizsgaltdk ~ (Metcalf  és  mtsai,  2004).



1. tablazat: CYN altal indukalt citoszkeletalis rendellenességek névényekben (Mathé és mtsai, (2017) nyoméan)

Novényekre gyakorolt hatas | CYN koncentracio Célszervezet/sejttipus Biokémiai hattér Referencia

A nem mitotikus sejtek 0.5-10 pg mL?, 10 nap Phragmites australis Beyer és mtsai, 2009
mikrotubulus stiriiségének gyokércsucs sejtek

csokkenése/mikrotubulusok

atrendezodése

A mitdzis atmeneti 0.1-5 pg mL hosszu tava Phragmites australis Beyer és mtsai, 2009

stimulalasa

(6 és 10 nap)

gyokércsucs sejtek

Novekedés gatlas

18 ug mL?!

Sinapis alba

Vasas és mtsai, 2002

A mitotikus mikrotubulusok
zavara és lemarado

kromoszémak

0.1-20 ug mL™, hosza tava
(10 nap)

Phragmites australis

gyokércsucs sejtek

Az MTOC-bol eredd
mikrotubulus kotegek
csokkenése és a fehérje

szintézis gatlasa

Beyer és mtsai, 2009

Novények novekedésének

Sejt kivonat 0,4 pg mL™!

Hydrilla verticillata

Kinnear és mtsai, 2008

serkentése CYN tartalommal
Nekrozis 0.1-40 ug mL?, 10d Phragmites australis gyokér Beyer és mtsai, 2009
Sejthalal? 0.05 pg mL mustar (4 Oryza sativa, Sinapis alba, Oxidativ stressz indukcio; M-Hamvas és mtsai, 2010;

nap); 1-100 ug mL*! saléta
1-7 nap; 2,5 és 25 ug mL*!

békalencse

Lactuca sativa, Lemna minor

csiranvények

POD, SOD aktivitas
névekedés, H202 szintjének

emelkedés

Prieto és mtsai, 2011; Freitas
és mtsai, 2015; Flores-Rojas

és mtsai, 2015




2.3. A mikrocisztinek (MCY-LR)

(6) D-iso-Glu
7)Y M
COOH , (7) Mdha
)\/\ﬁd{' o
(5) ADDA HN L\ ;(
o]
HN
HsC
H (2) L-Leu
B CH,
O Cloon HsC

(3) D-iso-MeAsp

2. abra: MCY-LR szerkezeti képlete (Chen és Xie, 2016).

A mikrocisztineket szdmos cianobaktérium nemzetség termeli, mint
példaul Microcystis, Anabaena, Planktothrix és Nostoc nemzetségek
(Wiegand ¢és mtsai, 2005). A mikrocisztinek mintegy 1000 Da
molekulatomegli molekuldk. Jelenleg tobb mint 100 mikrocisztin varianst
irtak le, de ezek kozil a MCY-LR a leggyakrabban el6fordulo és
tanulmanyozott varians (Carmichael és mtsai, 1992, Campos és mtsai, 2010).
A mikrocisztin-LR egy ciklikus heptapeptid szerkezetli cianobakterialis
toxin, melynek felépitésében megtalalhatéak D-, €s L-aminosavak mellett
mas aminosavak is, mint a hidrofob B-aminosav, a 3-amino-9-metoxi-2,6,8-
trimetil-10-fenildeka-4,6-diénsav  (ADDA) ¢és az N-metildehidroalanin
(MDHA) (Botes és mtsai, 1985). A mikrocisztinek féleg a 2 L-aminosav
oldallancukban térnek el. A MCY-LR esetében a 2. aminosav L-leucin, a 4.

L-arginin (Botes és mtsai, 1985; Boaru és mtsai, 2006; Puddick és mtsai,
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2014). A MCY-LR elsédleges célpontjai az 1 és a 2A tipusu, szerin-treonin
protein foszfatdzok (PP1 ¢és PP2A), ennek kovetkeztében az szamos
metabolikus és/vagy jelatviteli utvonallal interferalhat eukaridtdkban, koztiik
a novényi sejtekben is. In vitro koriilmények kozott 0,1-0,25 nM kozotti
koncentraci6 tartoméanyban allapitottak meg a MCY-LR 1Cs értékét a protein
foszfatdz gatlasra nézve (MacKintosh és mtsai, 1990, Wiegand és mtsai,
2005). A MCY-LR MDHA metilén csoportja a PP1 és a PP2A esetében is a
katalitikus alegységhez kovalensen ko6tddik, de ez nem sziikséges a protein
foszfatdzok gatlasdhoz. (Zhang és mtsai, 1992, MacKintosh és mtsai, 1995).
A gatld hatasért az ADDA oldallanc a felelés mivel a hidroféb szénlanc
behatol a protein foszfatazok aktiv centrumaba (Goldberg ¢és mtsai, 1995). A
szintetikus mikrocisztinek illetve azok a természetben is eléfordulod
mikrocisztinek, amelyeknek hianyzik az ADDA oldallancuk, nem toxikusak,
igy az ADDA kozponti szerepet jatszik a toxicitasban. (Abdel-Rahman és
mtsai, 1993). A MCY-LR a protein foszfatazok gatlasa mellett reaktiv
oxigénformak (ROS) képzddést is indukalja a redukalt glutation
megkotésével. Ennek hatdsara a sejtek nem képesek a ROS eliminalasara
(Bouai és Maatouk, 2004). Hatasa igen valtozatos human, allati illetve
novényi sejtre nézve. Emberi szempontbdl a szdjon 4t torténd bevitel a
legfébb expozicios Utvonal. A toxin tumort eldsegitd potencidlja
Osszefligghet a toxin dozisaval olyan ivovizekben, amelyeket
cianobaktériumok altal kontaminalt természetes viztarolokbol nyernek
(Nishiwaki-Matsushima és mtsai, 1992). A MCY-LR toxikus hatasai
elsésorban a majat és az emésztérendszert érintik, mivel az enterocitak és a
hepatocitak mar kis koncentracio esetén is képesek a MCY-LR-t felvenni. A
mikrocisztinek a majban halmozddnak fel az epesav transzport rendszeren
keresztiil. Ebben a rendszerben olyan fehérjék taldlhatoak, amelyek képesek
peptideket szallitani a majsejtekbe (OATP, anion transzport fehérjék)
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(Wolkoff és mtsai, 2003, Daily és mtsai, 2010). Mas tipust sejtek is képesek
a MCY-ket felvenni, de csak abban az esetben, ha a toxin a letalis
koncentraci6 folotti tartomanyban van jelen (Lankoff és mtsai, 2003; Alverca
és mtsai, 2009). Allati szervezetekben a mérgezés leggyakoribb jelensége a
majkarosodas, amely a membran integritas elvesztésével kezdddik, majd
pedig ezt koveti a citoszkeletdlis dezorganizacid, lipid peroxidacid, DNS
karosodas, apoptodzis, nekrozis és a végiil hemorrhagids sokk altali halal
(Rastogi és mtsai, 2014). Frangez ¢s munkatarsai (2003) nyul embrio
sejtekben valamint Mathé és munkatarsai (2009) Phragmites australis-ban
mutattak ki a MCY-LR hatasara bekovetkez6 mikrotubulus destabilizaciot és
a részleges vagy teljes depolimerizaciot. Ezeknek az elvaltozésoknak a
hatterében valosziniileg a protein foszfatdzok gatlasa illetve a ROS képzddés
allhat. Rovidtava kisérletek soran 500 nM-os MCY kezelés hatasara
megfigyelték a mikrotubulus fiiggd vezikulumok mozgasanak karosodasat
patkany hepatocita kultiraban, amelyet a dineinek nehéz ¢és kozepes
lancainak a hiperfoszforilacidja okozott (Runnegar és mtsai, 1999). A MCY-
LR a novényekre is toxikus hatasu, Ceratophyllum demersum (érdes
profazisban vald6 megrekedését irtak le. Ismert az is, hogy a cianotoxin
biokémiai szinten stressz valaszt indukal. Ezek kozé tartozik példaul az
egyszall DN4az (egyszalu DNS-specifikus nukle4z) és a peroxidaz-aktivitéas

emelkedése (M-Hamvas és mtsai, 2003; Szigeti és mtsai, 2010).
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2. tablazat: MCY altal okozott rendellenességek névényekben (Mathé és mtsai, 2016 nyoman)

Novényekre gyakorolt hatas

MCY koncentracié

Célszervezet/sejttipus

Biokémiai hattér

Referencia

Mikrotubularis
destabilizacio/részleges vagy

teljes depolimerizacio

MCY-LR, 10-20 uM

Phragmites australis gyokér

Valosziniileg a PP1 és PP2A
gatlasa és ROS indukci6

Mathé és mtsai, 2009

Mikrotubularis reorientaciod

MCY-LR, 0.01-10 uM

C. demersum gyokér csticsok

Szigeti és mtsai, 2010

A mikrotubulusok tulzott
kotegelése interfazisos sejtekben,
tripolaris €s monopolaris
osztodasi orsok, rendellenes
fragmoplaszt organizacio a

mitotikus sejtekben

MCY-LR 0.1-20 uM

Phragmites australis, Sinapis
alba, V. faba

Valosziniileg a PP1 és PP2A
gatlasa és az azt kovetd
MAP-ok hiperfoszforilacidja
¢és ROS indukcio

Mathé és mtsai, 2009; Beyer

és mtsai, 2012

Metfazis-anafazis atmenet
késleltetése, kromoszoéma
kondenzacids és osztodasi orso

zavarok

MCY-LR, MCY-RR (5
uM), révid tava

kezelések

Tradescantia porzo

szbrsejtek

PP2A gatlas

Wolniak és Larsen, 1992;
Beyer és mtsai, 2012

A sejtek profazisban valo
megallitdsa, amit a PPB

gyakorisaga jelez

MCY-LR (0.01-10 uM),

hosszu tavi kezelések

Ceratophyllum demersum

gyokér csucsok

Valosziniileg PP2A gatlas

Szigeti és mtsai, 2010

Novekedés gatlas és nekrozis

MCY-LR

Sinapis alba, Phragmites

australis

nem tisztazott

M-Hamvas és mtsai, 2003;

Mathé és mtsai, 2007
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2.4. A PP1 és PP2A funkcioja a novényekben

A novényekben ¢és allatokban a fehérjék reverzibilis foszforilacioja
szabalyoz cellularis folyamatokat. A fehérjék foszforilacios statusza a protein
kinazok ¢és protein foszfatdzok aktivitasdnak szabalyozasa alatt all. Az
eukariota fehérjék defoszforilacioja foként szerin/treonin protein foszfatdzok
szabalyozasa révén valosul meg. Allatokban a protein foszforildcionak igen
fontos szerepe van kiilonbozd sejtszintli folyamatokban, mint példaul a
glikogén metabolizmus, a sejtciklus szabalyozds ¢és kiilonb6zd szignal
transzdukcids utvonalak. Novényekben is megfigyeltek protein foszfataz
aktivitast példaul a mitokondriumokban, a kloroplasztiszokban, a sejtmagban
¢s a citoszolban. Mivel egyes ndvényi és allati protein foszfatdzok
evollicidsan konzervaltak, ezért rovid id6 alatt sikeriilt a ndvényekben is
jellemezni az emlds 1-€s 2-es tipusu szerin/treonin protein foszfatazokat (PP1
¢s PP2). A novényekben a PP1 és PP2 aktivitdsnak fontos szerepe van a
jelatvitelben, a hormonalis szabalyozéasban, a mitozisban valamint a szén és
nitrogén anyagcserében (Smith és Walker 1996; Luan, 2003). A PP2 tovéabbi
harom alcsoportra oszthatd az alegység szerkezet €s szubsztrat specifikacio
alapjan (PP2A, PP2B, PP2C) (Cohen és Cohen 1989).

A protein foszfatdzokat 4 csoportba sorolhatjuk: PP1, amelyek
aktivitasat a hdstabil fehérjék I1 és 12 inhibitor fehérjék gatoljak; PP2,
aktivitasukat a hostabil 11 és 12 nem gatolja. A PP2 csalad tovabbi 3
alcsaladra oszthat6. Az els6 a PP2A melynek nincs kétértékli kation
kovetelménye; a masodik a PP2B és PP3, (ndvényekben nem taldlhaté meg)
melyek aktivitdsa kalcium-fiiggd €és a harmadik a PP2C/PPM, melyek
aktivitdsa magnézium-fiiggd. A tovabbi protein foszfatdz tipusok a
foszfotirozin foszfatazok (PTP) és aszpartat (Asp) fiiggd foszfatazok. Ugy
gondoljak, hogy a foszfoprotein foszfatdzok (PPP) katalizaljak a fehérjék

defoszforilacidjanak tobb mint 90%-at az eukariota sejtekben (Heroes és
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mtsai, 2013). Ellentétben a PPP és PPM csaladokkal a PTP ¢és Asp-fliggd
enzimek a foszfo-tirozin, szerin-treonin és kettds specifitasti foszfatazok
keverékei (Seifried és mtsai, 2013, Tonk 2013). A PPP (PP1, PP2, PP3, PP4,
PP5, PP6) csalad bioldgiai jelentéségét alatdmasztja, hogy potencialis
célpontjai onkogén virusoknak és tobb kisebb gatldé molekulanak, mint a
mikrocisztin és az okadainsav (MacKintosh és MacKintosh 1994, Moorhead
¢s mtsai, 2009).

Emlésokben és gombakban kimutattak, hogy a PP1-et egy katalitikus
alegység komplex és egy vagy tobb szabalyozo6 alegység épiti fel (Stark és
mtsai, 1994). A PP1 katalitikus aktivitdsdnak specifikus funkcidjat a
szabalyozd alegységek hatarozzak meg. (Francois és mtsai, 1992). A PP1
katalitikus alegység cDNS és genomidlis klénozasa sordn 9 izoformat irtak le
A. thaliana-ban (Kerk és mtsai, 2008). A PP1 az RVxF (PP1 katalitikus
alegység-koté motivum a regulator alegységen) motivumot ismeri fel, amely
konzervalt az eukaridtdkban. Szamos masodlagos interakcidos motivumot is
azonositottak a regulator alegységeken, mint példaul G/SILK és a MyPhoNE
motivum (Heroes ¢és mitsai, 2013). PP1 szefar6z affinitdskromatografiat
hasznalva tobb PP1 regulator alegységet mutattak ki A. thaliana-ban mint
példaul a NIPP1 (Nuclear Inhibitor of Protein Phosphatase 1), SDS22
(Suppressor of Dis2), GL2 expresszids modulator (GEM) és az inhibitor-2
(12) (Templeton és mtsai, 2011).

15



PP1
Interakciok

999

Kék-fény
jelitvitel

3. abra: A PPI katalitikus alegységhez kapcsolodo regulator alegységek és azok
funkcioi a novényi sejtben. 12 — protein foszfatdz inhibitor-2, NIPP1 — PP1 alegység, amely
gatolja a PP1 aktivitdsat (nuclear inhibitor of protein phosphatase 1), GEM — GL2
expresszios modulator, PRSL — PPl szabalyozo alegység, 13 — névényi PP1 partner
inhibitor-3, SDS22 — DIS2 szupresszor, RSS1 — Rice Salt Sensitive 1, szabalyozo fehérje
faktor (Uhrig és mtsai, 2013).

A PP2A Aéllati sejtekben heterodimer formdban egy 36 kD-0s
katalitikus C-alegységet és egy 65 kD-os szabalyozo A-alegységet tartalmaz
vagy heterotrimer formaban még egy variabilis B-alegységet, amelynek a
molekulatomege 50-70 kD kozotti (Mayer-Jackel és Hemmings 1994). S.
cerevisiae-ben a tpd3 altal kodolt PP2A A-alegysége elengedhetetlen a
citokinezis soran illetve a cdc55 altal kodolt B-alegység esszencidlis a
cellularis morfogenezisben (Healy és mtsai, 1991; van Zyl és mtsai, 1992).

Novényeknél is megtalalhato a PP2A a sejtmagban, a citoszolban ¢és a
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hozzajuk kapcsolodé membranokban. A. thaliana-ban a PP2A Kkatalitikus
alegységét 4 gén kodolja. A novényekben és az allatokban koriilbeliil 80%-0s
egyezést mutattak ki a PP2A-ra nézve. A PP2A Kkatalitikus alegysége
megtalalhatd minden vizsgalt szovetben bar a kifejez6désének szintje
fejlodés altal szabalyozott (Casamayor €s mtsai, 1994). Hairom A-alegységet
izolaltak A. thaliana-bdl. A novények A-alegysége 58%-ban azonos a human
A-alegységgel, mig a B-alegység 46%-os egyezést mutat a huméan B-
alegység. Kimutattak, hogy az A. thaliana polaris auxintranszport mutans
rcnl egy PP2A A-alegységet kodol, amely 58%-o0s egyezést mutat a human
PR65a-val. Az rcnl recessziv mutacioja rendellenes morfologiai valtozast
okoz a csirandvényekben, ami arra utal, hogy a PP2A fontos szerepet jatszik
a polaris auxintranszportban (Johnson és mtsai, 1995). Leirtdk, hogy a PP2A-
A1l alegység (RCN1-Root Curl in Naphthylthalamic Acid) és tobb B alegység
kozvetlen szerepet jatszik a stressz valaszban és a gyokérndvekedésben
(Suorsa és mtsai, 2012).

Filogenetikai analizisek bizonyitottak, hogy a PP2A, PP4 ¢és PP6
kiilon csaladot alkot a PPP csaladon belil (Moorhead és mtsai, 2009).
Ezenkiviil minden eukariota PP2A, PP4 ¢s PP6 katalitikus alegység tartalmaz
egy C-terminalis YFL motivumot (Sents és mtsai, 2013). Osszhangban
ezekkel a megallapitasokkal felfedezték, hogy az A. thaliana PP2A, PP4 és
PP6 tud kotddni a TAP46 (04 emberben és TAP42 élesztében) reguldtor
alegységhez. A TAP 46 regulator alegység hidnya novekedés gatlast és a
novény pusztuldsat okozza, amelyek soran apoptézis markereket is
azonositottak (Ahn és mtsai, 2011). A PP2A holoenzim egy trimer, amely
tartalmaz egy katalitikus (C), egy scaffolding (A) és egy regulator (B)
alegységet. Az A. thaliana genom 5 katalitikus, 3 scaffolding és 17 regulator
alegységet kodol, amelyek kiilonb6z6 kombinaciokban  képesek

kdlcsonhatasba 1épni egymassal, igy tobb szabalyozasi lehetdséget biztositva
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(Jonassen és mtsai, 2011). A ton2 gén mutacidja a kortikalis mikrotubulusok
kialakulasat. A ton2 gén a PP2A egyik regulacios alegységét kodolja
(Camillieri és mtsai, 2002). Ayaydin ¢és mtsai (2000) hasonlo
rendellenességeket figyeltek meg PP2A gatloszerek hatdsara azzal a
kiilonbséggel, hogy a mitotikus orséban ¢és a fragmoplasztban is észleltek
elvaltozdsokat. MCY-LR (PP1 és PP2A inhibitor) hatdsdra a
mikrofilamentumok és mikrotubulusok polimerizacids zavarat figyelték meg,
amely soran folyamatosan megfigyelhetd volt a mikrofilamentumok
aggregacioja patkany hepatocita és patkany vese epitelidlis sejtvonalakban
(Wickstrom ¢és mtsai, 1995). A PP2A A-regulator alegységének
funkciovesztése sulyos fejlddési rendellenességet okoz, amely hibas

crer

mutatja (Zhou és mtsai, 2004).

2.5. A novényi citoszkeleton

Az éllatokban és a novényekben sok kiilonbséget fedezhetiink fel
sejtszinten, de kiemelkedd kiilonbség mutatkozik a sejtmozgasban is. Az
allati sejtek fliggetleniil mozognak és foglaljak el helyiiket az embriogenezis
soran. Ezzel ellentétben a ndvényi sejtek a helylikon maradnak az
embriogenezis sordn, mivel sejtfal hatarolja dket, valamint a morfogenezisiik
¢s fejlodeésiik soran a ndvények ellendrzik a sejtosztodas iranyat is. Mivel a
sejtek relativ helyzete nem valtozik a sejtosztodds utan, ezért a
differencialodas sejt-autoném programokon és erds sejtek  kozotti
szignalokon alapszik. Ezzel egyidejileg a ndvényi sejtek megnyulasos
novekedése is elkezdddik a megfeleld méret €s alak eléréséig. A megnyulasos

novekedést illetve a sejtosztodast az aktin filamentumok, a mikrotubulusok és
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a mikrotubulus asszocialt fehérjék (MAP) szabalyozzdk (Downing ¢és
Nogales 1998).

Az F-aktin a citoszkeleton egyik, koriilbelill 8 nm atmérdji eleme,
amely G-aktin monomerek polimerizacidjabol jon 1étre. Az oldhaté aktin egy
globularis fehérje (375 aminosav) amelyet G-aktinnak neveznek, mig a
polimert vagy filamentumot F-aktinnak hivjak. Az aktin a mikrotubulusokkal
ellentétben nem GTP-t hanem ATP-t kot és azt hidrolizalja. Bar az aktin és a
mikrotubulus  citoszkeleton  kiilonb6zé  fehérjékbol  épiil  fel, az
Osszeszerelddésiik hasonld folyamaton alapszik és tobb kozos jellemzdvel is
rendelkezik. A citoszkeletalis  polimerek  tipikusan negyedleges
fehérjeszerkezettel rendelkeznek, amelyekben a  makromolekularis
alegységek nem kovalens kotéssel kapcsolodnak 6ssze. Ez lehetové teszi a
mikrotubulusok  és  aktin  fimalentumok  dinamik4jat  valamint
Osszeszerel6dését és szétesését. A polimerizacid 3 szakaszra oszthato. Az
els6 a ,lag fazis” amely soran a polimer elkezd 0Osszeszerelddni, ezt
nukledcionak nevezik. A nukleacido eldfeltétele az Ugynevezett ,,mag”
kialakulasa. A masodik szakasz az elongacios szakasz (novekedési fazis),
amely soran tovabbi alegységek kapcsolodnak a templathoz. A megnyulas
mértékét a polimerizacio és a depolimerizacid kozotti arany szabalyozza. A
harmadik szakasz az Gigynevezett ,,steady state” (egyensulyi allapot) fazis. Ez
az allapot dinamikus, mivel ebben a szakaszban a polimerizacidé ¢és a
depolimerizacio egyensulyban van. Az aktin a mikrotubulusokhoz hasonléan
egy polaris struktura, ebbdl adoddan az egyik vagy a masik végén kiilonbség
lehet a polimerizacid és a depolimerizacio kozott. A dinamikusabb vég az
ugynevezett ,,+” vég, mig a kevésbé aktiv a ,,-” vég (Baskin, 2015).

Az eukariotakban sokrétli szerepe van az aktin citoszkeletonnak a sejt
polaritdsdban, a sejtosztddasban, a vezikulumok transzportjaban, az

organellumok mozgasdban és sejtmagi aktivitdsban (Meagher és Fechheimer
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2003). Eddigi vizsgalatok bizonyitottak, hogy az aktin és szdmos aktin kito
fehérje (ABP) sziikséges a normal novényi sejt polaritasahoz ¢és
atrendezddéséhez ¢s dinamikajahoz valtozatos citoszkeletalis fehérje
variansokra van sziikség (Hepler és mtsai, 2001; Frank és mtsai, 2003).

Az aktin filamentumok gyors mozgasa fontos része a
sejtosztodasnak, sejtmegnyulasnak és differencialodasnak. (Higaki és mtsai,
2007). A novényekben a profilin az ATP-aktin szallitasat végzi a ,,+” véghez,
viszont nem tud ADP-b6l ATP-t szintetizalni, mint az allati és gomba
profilin. Arabidopsis thaliana-ban leirtak az adenilat-ciklaz-asszocialt protein
1-et (Capl) amely felgyorsitja a nukleotidok cseréjét az aktin monomereken.
A Capl és aktin ardnya 1:3. A cofilin és az ADF (aktin-depolimerizalo-
faktor) felgyorsitjdk az ADP-aktin formédk levalasit a “minusz” végrol.
(Chaudhry és mtsai, 2007).

Kimutattak, hogy Arabidopsis thaliana-ban a reprodukcios ACT1 és a
vegetativ. ACT2 overexpresszidja a vegetativ szovetekben torpeséget és
rendellenes aktin citoszkeletont eredményezett. Az egyik aktin izoforma,
mégpedig az ACT7 elég erdsen expresszalodik a mitdzis alatt. Az ACT7
(Kandasamy és mtsai, 2002; Gilliland és mtsai, 2003).

Arabidopsis thaliana disl-1 (ARP3 mutans) és wrml-1 (ARP2
mutans) mutansokon tapasztaltak rovid majdnem fekvd, torz trichomakat a
leveleken, mig a vad tipusu egyedek trichdmai normalisak voltak (allo, 2-3
agu). Vad tipusu egyedek sziklevél epidermisz sejtjei jellegzetes jigsaw-
puzzle mintazatot mutattak, mig a disl-1 és wrml-1 mutdnsokon
véletlenszerli alakt, kis karéjos és nem megnyult sejteket figyeltek meg.
Disl-1 mutansoknal a rovid és széles hipokotil sejteket figyelték meg,

amelyekrdl gyakran a sztoma sorok is hianyoztak. Vad tipust ndvények
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esetében a hipokotil sejtekre a hosszukas alak a jellemz6 sztoma sorokkal. A
dupla mutansokat fenotipusosan nem lehetett megkiilonboztetni az egyszeres
mutansoktol (Mathur és mtsai, 2003).

A novényi sejtekben 6t kiemelkedd, mikrotubulusok altal felépitett
struktarat kiilonithetiink el: a kortikalis mikrotubulusokat (CMT: 4. a abra),
az endoplazmatikus mikrotubulusokat (EMT), a preprofazis koteget (PPB: 4.
b é&bra), az osztddasi orsot (4. ¢ dbra) és a fragmoplasztot (4. d és e abra)
(Hamada 2014). A mikrotubulusok a citoszkeleton legsokoldalubb alkotoi,
amelyek részt vesznek a vezikuldris transzportban, a sejtek osztodasaban
illetve a sejtek alakjanak és polaritasinak meghatarozasaban illetve képesek
kotegekbe szervezOdni. Ez igaz a CMT, PPB, osztodési orso illetve a
fragmoplaszt esetében is (Eckardt 2008; Guo és mtsai, 2009; Karahara és
mtsai, 2009; Pickett-Heaps és Forer 2009).

4. abra: a ndvényi sejtben taldlhatd mikrotubularis struktirak: (a) kortikalis
mikrotubulusok (CMT); (b) preprofazis koteg (PPB); (c) bipoléris osztédasi orséd; (d)
fragmoplaszt; (e) a fragmoplaszt expanzdja a citokinezis soran (Wasteneys, 2002).

Maguk a mikrotubulusok a-tubulinbél és B-tubulinbdl (a-B tubulin
dimerekbdl) épiilnek fel. Mindkét tipusi monomer rendelkezik konzervalt
GTP kotohellyel. A mikrotubulus egy 25-37 nm-es vastagsagu, lireges henger
alakt struktura, amely 13 parhuzamos protofilamentumbdl épiil fel (Alberts

és mtsai, 2008). A mikrotubulusokra jellemzd a polaritas, ebbdl kifolyolag
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rendelkeznek egy ,,+” és egy ,,-” véggel, amelyeken folyamatosan tudnak

polimerizalodni és depolimerizalodni. Ezt a folyamatot nevezik dinamikus
instabilitdsnak. A ndvényekben a mikrotubulusok nukleaciojat a
sejtmagmembran és a sejtmembran koézelében elhelyezkedd vy-tubulint
tartalmazo fehérje komplexek végzik (Stoppin-Mellet és mtsai, 1999, Guo és
mtsai, 2009). Azok a szabdlyoz6 fehérjék, amelyek a mikrotubulusok
dinamikéjaért felelések két csoportra oszthatoak: az egyik csoport a
mikrotubulusok polimerizaciojaért, mig a masik csoport a depolimerizacioért
felelés. Az a-tubulin és B- tubulin kozotti egyensulyt a KIS gén szabalyozza
(Kirik és mtsai, 2002). A tirozin karboxipeptidaz és a tubulin ligaz képes az
a-tubulin izoformak poszttranszlacios modositasara és igy nitrotirozin-o-
tubulint hoz 1étre (Jovanovi¢ és mtsai, 2010). Meg kell emliteni még az
augmin komplexet, mint a mikrotubulus organizacidban résztvevd egységet,
amely a nem centroszémalis mikrotubulus organizacioban vesz részt.
Goshima ¢és Kimura, (2010) allati sejtekben figyelték meg ezt a komponenst,
melynek hidnya a y-tubulin komplexek lecsokkent szintjét eredményezi a
mitotikus orsoban, de nem befolyasolja a centroszomalis lokalizaciot. Az
interfazisos sejtek kortikalis mikrotubulusaihoz az AUGS kapcsolodik, amely
egy novényspecifikus augmin komponens. Az AUGS a mikrotubulusok ,,+”
végén helyezkedik el és részt vesz a CMT-k organizaciojadban. Az augmin
komplex tovabba részt vesz az osztddasi orsé ¢és a fragmoplaszt
organizaciojaban is (Hotta és mtsai, 2012, Cao és mtsai, 2013, Toya és
Takeichi 2016).

A CMT-t az interfazisos ¢és differencialt sejtekben figyelhetjilk meg.
A CMT-k a novekedés tengelyére merdleges, spirdlis lefutdsi parhuzamos
mikrotubulus kotegekbdl allnak. A CMT fontos szerepet jatszik az
anizotropikus novekedés sordn a megnyuldsos nodvekedés irdnyanak

meghatdrozasaban. Az anizotropikus novekedés nagymértékben fiigg a
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celluloz mikofibrillumok orientaciojatol is. Ha a cellul6z mikrofibrillumok
egy iranyban helyezkednek el a sejtfalban és koriilveszik a sejtet, akkor a sejt
celluloz mikrofibrillumok iranya véletlenszeri, akkor a sejt izotropikus
megnyulason megy at, amely gomb alakot eredményez. Ezért a tipikus
novényi sejtekben (hipokotil és gyokér sejtek) a hosszanti megnyulas
iranyara transzverzalisan helyezkednek el a celluloz mikrofibrillumok.
Erdekes médon a celluléz mikrofibrillumok és a CMT orientacidja nagyon
hasonld6 mind a nem vagy izotropikusan ndvekedd, mind a megnyuld
sejtekben (Paradez és mtsai, 2006a; Paradez és mtsai, 2006b; Wright &
Smith, 2007; Wasteneys and Ambrose, 2009; Hamada 2014).

A mitézis kezdetekor a CMT-k depolimerizalodnak és atrendezddnek.
Az igy kapott strukturat hivjdk PPB-nek, amely az oszt6das preprofazisaban
jelenik meg a sejt kozépvonaldban. Ez a citoszkeletdlis valtozas
elengedhetetlen a normalis lefutast sejtosztodashoz, mivel ez az atmeneti
mikrotubulus koéteg fogja kijeldlni a sejtlemez kialakuldsanak helyét. A PPB
egy széles, mikrotubulusokbol 4116 savként jelenik meg a G2 fazisban, amely
a profazisban lesziikiil és egy néhany mikrométer széles kortikalis 6v régiot
hoz létre a késoi profazisban amelyet kortikalis osztdédasi zonanak neveznek
(Cortical Division Zone; CDZ). A PPB tartalmaz szdmos olyan molekulat,
amelyek koziil néhdny a mikrotubulusok felépiilésében jatszik szerepet, mig
mas molekuldk a CDZ-nél maradnak a sejtlemez helyes kialakulasat segitve a
telofazisban. A Ran GTPaz-t aktivalo fehérje (Ran-GAP) felhalmozodik a
CDZ zbénaban és Ran-GAP savot képez a profazisban. A G2 fazisban 1évo
széles PPB sav 7um szélesség ald csokkenése utan jelenik meg a Ran-GAP
sav, amely kiss¢é a PPB alatt helyezkedik el. Orizalin és Latrunculin B
kezelések hatasara a PPB elvékonyodott vagy megvastagodott, viszont

ezeknek a depolimerizald szereknek alig volt hatisa a Ran-GAP savra a
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profazisban. Ennek magyarazata, hogy a CDZ z6néban a PPB és a Ran-GAP
egymastol fiiggetleniil halmozddik fel. A ton2 (PP2A regulacios alegységet
kodold gén) mutansban azt tapasztaltdk, hogy a CMT-k random orientacioja
gatolja a PPB kialakulasat (Dhonukshe és mtsai, 2005; Boruc és mtsai, 2012;
Hamada 2014; Yabuuchi és mtsai, 2015; Dashek és Miglani 2017). Az elmult
évtizedben a TANGLED (TAN) fehérjét és a Ran-GAP1-et irtak le, mint a
kortikalis osztodasi sik (CDS) pozitiv markereit. Ez azt jelenti, hogy mindkét
fehérje a CDS régioban marad a PPB szétszerelddése utan (Walker és mtsai,
2007; Xu és mtsai, 2008). A TAN és RanGAP1 fehérjek CDS régidban vald
lokalizaciojahoz sziikségesek a POK1/POK2 kinazok (Rasmussen és mtsai,
2011). Egy korabbi tanulmanyban kimutattdk azt is, hogy ezen kinazok
jelenléte sziikséges a sejtosztodas térbeli szabalyozasahoz is (Miiller és mtsai,
2006). A PP2A egyik szabalyozo alegysége a TON2/FASS ¢és a TON1 is
fontos a TAN ¢és Ran-GAP1 lokalizacidjahoz a CDS zoénaban és PPB-ben
(Camillieri és mtsai, 2002; Xu és mtsai, 2008).

Az osztddasi ors6 az a mikrotubularis struktira, amely a
az orsO Osszeszerelddése a centroszomabodl indul ki. A centroszoma egy
mikrotubulus organizacids centrum, ami az interfazisban egyetlen egységként
jelenik meg, majd pedig duplikalodik, a mitozis eldtt 1étrehozva egy bipolaris
osztddasi orsot (Hamada 2014). A ndvényi sejteknél ezzel szemben nem
talalhatunk centroszomékat, itt diffizabb mikrotubulus organizacios
centrumok (MTOC) veszik at a centroszoma szerepét. Az MTOC kialakulasa
soran a mikrotubulusok nukleacidja y-tubulin komplexek altal valosul meg
(Alberts és mtsai, 2008; Nakamura és mtsai, 2010). A mikrotubulus
vesznek részt, a legismertebb a y-tubulin komplex. Ez a komplex konzervalt

az eukariotdk korében (Kollman és mtsai, 2011). Az allati sejtekben az
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osztodasi orsd Osszeszerelodését a Ran gradiens szabalyozza. Novényi
sejtekben a Ran-GAP fehérje aktivalja a Ran-GTPaz-t, amely a Ran-GTP-t
Ran-GDP-v¢ alakitja, ¢és ezaltal segit fenntartani a Ran gradienst illetve a
sejtmagi transzportokat (Import/Export). A mitodzis soran ezek a fehérjék
szoros kapcsolatot létesitenek a mikrotubulusokkal. A kromoszémak kortl
megndvekedett koncentracioji  Ran-GTP vonzza az importinokat és
elengedik az NLS-t (sejtmagi lokalizacios szignal) tartalmazd szallitd
fehérjéket. Ezek a szdllitdé fehérjék példaul az osztodasi orsd
Osszeszerelddésében résztvevd Xklp2 célfehérjéi (TPX2). A TPX2 az
interfazis alatt a sejtmagban talalhat6, viszont aktiv exportja a profazis alatt
eredményezi a kezdeti osztodasi orso koriili felhalmozodasat, amely eldsegiti
annak Osszeszerelddését. A TPX2 az ugynevezett orsd Osszeszerelddési
faktorok kozé tartozik, amely a profazistdl a metafdzisig aktiv. Kimutattak,
hogy ha a mitdzis korai szakaszaban anti-TPX2 antitestet juttatnak be az
osztodasi orsd nem fog kialakulni. (Vos és mtsai, 2008). Ez arra utal, hogy a
TPX2 kapcsolatba 1ép az Gjonnan Osszeszerelddott mikrotubulus kotegekkel
és szerepe lehet a stabilizaciojukban vagy reorientacidjukban az orsé
kialakulasa alatt (Aguirre-Portolés és mtsai, 2012). Metafazis alatt a Ran-
GAP1 a kinetokor régioban és az osztodasi orsoban lokalizalodik (Dashek és
Miglani 2017). Arabidopsis thaliana Ran-koté fehérje 1 (AtRanBP1)
mutansokban a metafazis/anafazis atmenet blokkolva van, ebbdl addédoan
igen fontos szerepet jatszanak a mitozis sordn (Kim és mtsai, 2001).
Kimutattak, hogy a y-tubulin és Augmin komplexek is részt vesznek az
osztodasi orso stabilizalasaban, valamint részt vehetnek a mikrotubulosok
mitotikus ors6 miikddése igen hasonld az eukariotdk korében (Wadsworth és
mtsai, 2011). A mikrotubulusok a kromoszomakat az osztddasi sikra

igazitjak, ,,plusz” végiikkel a kromoszomdk kinetokor (kinetokor
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crer

hoz kapcsolt. Az A. thaliana MAP65-4 az osztodasi orsod kialakitasaban
jatszik szerepet a profazisban és a kinetokor mikrotubulusok kialakitasaban a
metafazistdl az anafazis végéig. In vitro a MAP65-4 a mikrotubulusok
kotegelését indukalta keresztkotések kialakitasdval a mikrotubulusok kozott
(Fache és mtsai, 2010).

A fragmoplaszt olyan mikrotubulusokbdl felépiild struktura, amely a
sejtlemez felépiilésében jatszik fontos szerepet a két lednysejt kozott. Az
anafdzis utdn az osztodasi orsd6 maradvanyaibdl épiil fel a két leanyse;jt
kozott. A fragmoplaszt mikrotubulusainak dezorganizacidja kritikus hibat
okoz a sejtlemez kialakulasaban vagy egyes esetekben a citokinezis
végbemenetelét is gatolhatja, mivel a fragmoplaszt mikrotubulusai a feleldsek
azon Golgi vezikulumok mozgatasaért, amelyek az 0j sejtlemez felépiiléséhez
sziikséges anyagokat (glikoproteinek, poliszacharidok) szallitjak. A
vezikulumok a sejt egyenlitdi sikjdba érve fuziondlnak és létrehozzak a
sejtlemezt. A folyamat addig tart, mig a sejtlemez el nem ¢éri a
plazmamembrant és a két sejt kiilon nem valik. A felesleges membran lipidek
¢s sejtfal anyagok clathrin/dynamin-fiiggd retrogrdd membran transzporton
keresztiil Gjrafelhasznaladsra keriilnek (Miiller, 2012, Alberts és mtsai, 2008).
Az aktin filamentumok lokalizacidjat és felhalmozodasat is leirtdk a
fragmoplasztndl az anafazis alatt. Az aktin filamentumok dezorganizécidja a
sejtlemez kialakulasat késlelteti, ez jelzi, hogy az aktin is hozzajarul a
fragmoplaszt kialakuldsdhoz (Higaki ¢és mtsai, 2008, Molchan ¢és mitsai,
2002). A fragmoplaszt novekvd szélein egy fehérje faktor, a MAPG5-1
halmozédik fel, amely a mikrotubulusok kotegeléséért felelds a fragmoplaszt
kialakulasa alatt (Austin és mtsai, 2005). A fragmoplasztban megtalalhato
még a MAP-ok koziil a MORI1, katanin, CLASP, SPR2 és y-tubulin komplex

is. A MOR1 minden mikrotubulus altal felépitett struktiraban megtalalhato,

26



ami arra utal, hogy részt vesz a mikrotubulusok organizacidjaban. A MOR1
mutansokban ezaltal drasztikus hibak jelentkeznek a CMT, az osztodasi orséd
¢s a fragmoplaszt organizaciojanal is (Whittington és mtsai, 2001; Kawamura
¢s mtsai, 2006; Oh ¢és mtsai, 2010; Yasuhara és Oe, 2011). A fragmoplaszt
kozépvonaldban taldlhatdé két MAP, amely kiilondsen fontos az antiparallel
mikrotubulusok kotegelésében, ezek a MAP65-3 ¢és a kinezin-5 (Bannigan és
mtsai, 2007, Ho ¢és mtsai, 2011). A kinezin-7 csaladba tartozé fehérjék
aktivalnak egy MAPK kaszkadot, amely eredménye a MAP65 foszforilacidja
lesz. A foszforilalt MAP65-1 és MAP65-2 is a fragmoplaszt kozépvonaldban
lokalizalodik, amelyek mutaciéja nem okoz elvaltozadst a ndvények
novekedése és fejlodése soran. Ezzel ellentétben a MAP65-3 mutécioja
sulyos fenotipusos valtozast (torpeség) eredményez valamint a citokinezis is
hibat szenved (duzzadt sejtek, hidnyos sejtfal). Ezek az adatok azt tAmasztjak
ala, hogy MAP65-1 és MAP65-2 a MAP4 foszforilacidjanak hianyaban is

mitkodoképes a citokinezis alatt (Sasabe és mtsai, 2011, Lee és Liu, 2013).

2.6. A DNS replikacio és a kromoszoma szegregacio

Az eukaridta szervezetek ndvekedésében és  fejlédésében
elengedhetetlen szerepe van a mitotikus sejtosztodasnak, melyet 6sszehangolt
biokémiai és genetikai folyamatok iranyitanak (Sugiura és mtsai, 2015). Az
interfazist tovabbi 3 szakaszra tudjuk osztani: a preszintetikus (Gl), a
szintetikus (S) és a posztszintetikus (G2) szakaszra (Velich, 2001). A
sejtciklus atmenetek univerzalis vezérldi a ciklin dependens kindzok (CDK)
¢s a ciklinek. A ndvények viszonylag sok kodold génnel rendelkeznek
kiilonb6z6 CDK-ra és ciklinekre nézve (Van Leene €s mtsai, 2011). A CDK-
k ciklinekkel vald kotédése soran aktivalodnak CDK-ciklin komplexet

képezve.
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A G1 szakaszban torténik a sejtek felkésziilése az osztodasra, ennek
soran a sejtek novekednek, bizonyos makromolekuldk szintézise ¢és
sejtorganellumok osztodasa zajlik le (Velich, 2001). A retinoblasztoma tipusu
fehérje (RBR) csalad jol ismert represszora a G1/S atmenetnek, mivel gatld
hatast fejt ki a heterodimer E2F/DP transzkripcios faktorra (Sabelli and
Larkins, 2009). Az szekvencidlisan foszforilalt RBR fehérje gatolva van
kiilonb6z6é CDK komplexek altal, amely enyhiti a blokkot az E2F/DP-fiiggd
génexpresszion, ezaltal eldsegitve az S-fazisba vald dtmenetet. Novényekben
a CDK komplexek tartalmaznak D- és A-tipusu ciklineket, amelyek ugy
tlinik, hogy foszforilaljak és ezaltal gatoljak az RBR fehérjéket (Sabelli and
Larkins, 2006, 2009). A D-tipusu ciklineck a G1/S atmenet elsédleges
mediatorai, f0 feladatuk a mitotikus sejtek stimulaldsa. A D-tipusu ciklinek
transzkripcidjat extracellularis szignalok aktivaljak ami az aktiv CDKA-
CYCD komplex kialakulasahoz vezet. Ezek a szignalok teszik lehetdvé a
retinoblasztoma (Rb) fehérje foszforilacidjat és ezaltal inaktivaljadk az Rb
fehérjét, amely elvesziti a hozza kapcsolodott E2F-et és mar nem tudja
gatolni az E2F-regulator gén aktivaciojat. Az E2F ezutan képes aktivalni a
folyamatban résztvevo gének transzkripciojat S-fazisban és mas novekedési
¢s sejtciklus folyamatokban. Az E2F2¢ kompetitiv inhibitora az E2F-aktivalt
génexpresszionak. (Dewitte és Murray, 2003).

A ndvényekben a DNS replikacid szabdlyozédsa, ugy vélik, hogy
koveti a konzervalt eukariota mechanizmust. Az S-fazis elinduldsanak
feltétele a pre-replikacios komplex Osszeszerelddése. Erdekes, hogy a pre-
replikacios komplex gének expresszigja megfigyelhetd a nem o0sztddod
ndvényi szovetekben is, ami arra utal, hogy nem csak a DNS replikacio
engedélyezésében  van  szerepiik. A pre-replikaciés  komplex
Osszeszerelodésére a G1 fazisban kertl sor, alacsony CDK-aktivitas mellett.

A replikécios origokhoz kotddnek be a replikacios origép komplexek (ORC 1-
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6), amelyek a CDC6 (cell division cycle 6) nevii kisebb fehérjével egyesiilve
ATPaz egyiittest alkotnak. Ehhez egy szintén bonyolult komplex csatlakozik,
amely egyrészt az MCM2-7 komplexbél (Minichromosome maintenance
complex), masrészt a CDT1 (cdcl0-dependent transcript 1) nevii fehérjébdl
all. Az immar elkésziilt pre-replikacios komplex tovabbi aktivalasat CDK-
ciklin kinazok végzik el a sejtciklus S-fazisanak kezdetén (Costas és mtsai,
2011; Tuteja és mtsai, 2011). Miutan az MCM komplex bekotédott az origon
elinditja a replikdciot mindenhol ahovéa kapcsolodott. Az MCM komplex
képes aktivalni a replikaciés villat. A replikacios villa elérehaladtaval az
MCM komplex felszabadul ¢s meg kell akadalyozni az ujboli bekotodését a
sziiletend6 DNS-hez. A MCM 1jboli bekotddésére az S-fazis alatt kiillonb6zo
mechanizmusok alakultak ki. Az MCM komplex koncentracioja a DNS
tartalom novekedésével egyenesen aranyosan nd. G1-t61 G2-ig a DNS
tartalom a kétszeresére nd, ahogyan az MCM fehérje koncentracidja is.
Sarjadzo élesztokben CDK-medialt foszforilacion keresztiil inaktivalodik az
ORC2 és ORC6 az S-fazisban (Shultz és mtsai, 2009).

Az aktivalt MCM2-7 komplexek helikazaktivitasuk folytan részt
utdn pedig az ubiquitin-Uton lebomlanak. Ez utobbi fontos 1épés a re-
replikaci6 elkeriilése céljabol (Masuda €s mtsai, 2004; Costas és mtsai, 2011,
Tuteja és mtsai, 2011). A replikacios komplexeket a G1/S atmenet soran
aktivaljak a CDK-k. A tovébbiakban az MCM fehérje komplex szabalyozza a
DNS replikaciojat (Masuda ¢és mtsai, 2004). Arabidopsis thaliana
PROLIFERA (MCM7) muticidja soran a heterozigota sejtekben a citokinezis
rendellenes végbemenetelét tapasztaltak, ami latszolag kapcsolatban van az
S-fazis hibas progressziojaval. (Holding and Springer, 2002). Az MCM
expresszio transzkripcios szabalyozasa fligg a promoter région 1€vo E2F cisz-

elemektdl, amelyek az E2F transzkripcios faktorhoz kotdédnek. Az E2F
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kotéhelynek fontos szerepe van a promoéter G2-specifikus represszidjaban
szinkronizalt sejttenyészetekben és a merisztéma specifikus expresszioban.
Az E2F target genes 1 (ETG1) kapcsolatban van az MCM3 fehérje
komplexel, amely donté fontossaga a DNS replikaciojaban. Az RBR
(ndvényi retinoblasztoma-homoldg) gének (RGB1) gatoljak az E2F
transzkripcids faktort, amely a sejtciklust a G1-fazisban megaéllitia a DNS
miikddik novényi sejtekben az MCM2-7 feliilregulaciojat idézi eld (Tuteja és
mtsai, 2011).

Immunolégiai vizsgalatokkal kimutattdk, hogy kukoricaban az
MCM3 a sejtmagban lokalizalodik a sejtciklus alatt. Az MCM?7 az oszt6do
sejtek sejtmagjaban lokalizalodik G1 alatt és ez sziikséges a fejléddéshez A.
thaliandban. A kukoricaban az MCM6 legmagasabb szintje a G1/Salatt
mérhetd a sejtmagban, majd pedig exportalddik a citoplazmaba a G2/M alatt.
Ez a megfigyelés azt mutatja, hogy az MCM6 a sejtmag €s a citoplazma
kozott kozlekedik sejtciklus fliggd modon (Dresselhaus és mtsai, 2006,
Tuteja és mtsai, 2011). Ujabb kutatasok kimutattak az MCM2-7
alegységeinek koordinalt expresszidjat az A. thaliana fejlodése alatt, valamint
gyakorisagat oszt6do szovetekben, amelyek a DNS replikdcidban valo
szerepét jelzik. Az endogén MCMS5 és MCM7 fehérjék a sejtciklus G1, S és
2 fazisa alatt a sejtmagban lokalizalodnak, viszont a mitdzis alatt kikeriilnek
a citoplazmatikus kompartmentbe (Shultz és mtsai, 2009).

A posztszintetikus (G2) fazisban a sejt mar felkészilt a mitozisra. A
diploid eukaridta szervezetekben az interfazis kezdetén (G1) a sejtmag DNS
tartalma 2C. Az S fazisban torténd DNS replikéci6 miatt a G2 fazisban a sejt
DNS mennyisége 4C (Velich, 2001).

A G2/M atmenetet a CDK-CYCB kinaz aktivitasa szabalyozza. A
CDK-k gatlasa megallitja a sejteket G2-fazisban és stabilizaljak a PPB-t
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(Binarova és mtsai, 1998). A CYCB mennyiségének novekedése a G2 alatt
Osszefiigg a CDKA és CDKBI1-el. A CDK aktivitas szabalyozasaban részt
vesz a KRP fehérje (“Kip-Related” Protein) és a WEEI kinaz is. A KRP
(ciklin fliggd protein kinaz inhibitor) fehérjérdl kimutattdk, hogy
differencialtan gatolja az egyes CDK komplexeket valamint aktivitasa
foszforilacids szabalyozds alatt all (Pettko-Szandtner és mtsai, 2006). A
foszfatdzok ezért fontos szerepet jatszhatnak az M fazis elinduldsdban. A
novényekben is megtalalhatdoak a G2/M ellendrzési pontot miikodtetd weel
kindz és cdc25 tirozin foszfatdz enzimek homologjai (de Jager és mitsai,
2005). Az eukariota sejt mitdzisba torténd belépése érdekében a CDK-n levo
mindkét foszfat csoportot specifikus foszfatdz tavolitja el. Ezt a foszfatazt,
mely cdc25-ként ismert, elészor élesztobdl izolaltak (Zhang és mtsai, 2005a).

A CDK komplexek kapcsolédnak a mikrotubularis €s kromatin
struktarakhoz valamint a CDK-k aktivitdsa fontos szerepet jatszik a
mikrotubulusok dinamikajaban és stabilitisaban (Vantard és mtsai, 2000).
Aktiv CDK mikroinjektalasaval bizonyitottak Tradescantia porzok
szOrsejtjeiben, hogy a mitdzis korai szakasza felgyorsul, mig a CDK aktivitas
gatlasa abnormalis osztodasi orsot eredményez (Binarova és mtsai, 1998).
Bar a CDK tényleges subsztratjait még nem azonositottak az bizonyitott,
hogy a CDK komplexek képesek foszforilalni a MAP-okat mint példaul a
MAP4 homologokat, amelyek szabalyozzdk a mikrotubulusok dinamikus
Osszeszerel6dését (Nieuwland és mtsai, 2008). A novényi citokinezis soran
nagyon fontos szerepet jatszik a fragmoplaszt, amely a sejtlemez
kialakitasaban jatszik szerepet a Golgi vezikulumok mozgatasaval.
Kiilonbo6zo fehérjék vesznek részt a vezikulumok mozgatasaban és a MAP-ok
felhalmozodasaban a fragmoplasztban. Ezen tulmenden szdmos protein
kinazt, mint példdul az MMK3, p43Ntf6 és a mitogén aktivalt protein
kindzokat (MAPK) irtak le a sejtlemez kialakuldsanak helyén. Az NPK1
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(CDK foszforilalja) egy MAPK-kinaz-kinaz, amely a fragmoplaszt egyenlit6i
sikjaban halmozodik fel és szabalyozza a sejtlemez oldaliranyd megnyulasat.
Célzott aktivitasa fliigg a kinezin-szerii motorfehérjéktdl is (Nishihama és
mtsai, 2002).

A profazis alatt a kromoszémak kezdenek elkiiloniilni és egyenletesen
oszlanak meg a sejtmagban. A kromoszoma szalak még nem egységesek a
profazis elején. A profazis végére a kromoszoéma 2 kromatidaja jol lathato és
jol elkiilonithetd valamint a sejtmag kezd eltlinni. A kromoszémak
kondenzacidja elkezdddik, amely szdmos hiszton modositdson keresztiil
szabalyozott folyamat, valamint a prometafazis alatt elkezd6dik az osztddasi
orsd Osszeszerelodése (Weingartner és mtsai, 2001; Dhonukshe és mitsai,
2005). A CDKA kapcsolodik a PPB-hez. A G2 fazisban megjelend mitdzis
eldsegit6 faktor (Mitosis Promoting Factor-MPF) aktivitasa a p34cdc2 ciklin-
fiiggd protein kinaztdl fiigg. Az MPF kapcsolatban van a mitotikus orsoval és
a sejtmaghartya lebomléas (Nuclear Envelope Breakdown-NEB) folyamataval
is, amely a prometafizis kezdetét jelzi (Gautier és mtsai, 1988). Igy
valoszini, hogy a novekvé p34 kinaz aktivitas hozzajarul a NEB-hez mivel a
p34 inaktivacidja gatolja a NEB-et viszont a p34 aktivacidja a PPB
szétszerelodéséhez vezet. A p34 kinaz aktivitds a metafazisban éri el a
legmagasabb szintet (Hush és mtsai, 1996).

A prometafazis alatt a sejtmag eltlinik és a metafdzis alatt a
kromoszomak kondenzacidja =zajlik. Metatazisban a kromoszomakoz
kapcsolodnak az osztddasi orsé mikrotubulus szalai és a sejt kdzponti
sikjaban helyezkednek el. Kialakul a kromoszémak teljes kondenzéacidja és
formaja. Az osztodasi orso a két ellentétes porus felé huizza a kromatidakat. A
mitozis kdzponti eseménye a testvér kromatida szegregéacido. Az osztodasi
ors6 kromoszomalis fonalai a kromoszomak centromerjéhez kapcsolodnak a

T~ végiikkel és az ellentétes polus felé huzzak a testvér kromatidakat
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(Alberts és mtsai, 2008). Kimutattak, hogy az ICK1 késlelteti a sejthartya
lebomlédsat metafazisban. A KRP fehérjék képesek gatolni a CDK-CYCD
komplex kialakulasat és gatoljak a CDKA komplex kindz aktivitasat is. A
KRP fehérjék gatlo hatdsa a CDKA aktivitdsra befolyasolja a sejtciklus
elérehaladasat. A KRP1 overexpresszioja csokkent sejtszamot eredményezett
a sziromlevelekben illetve a KRP1 ¢és KRP4 overexpresszidja soran
rendellenes virag morfologiat figyeltek meg (Zhou és mtsai, 2002).

Az anafazis-eldsegité komplex/cikloszoma (APC/C) egy multiprotein
E3 ubiquitin ligaz komplex, amely részt vesz a sejtciklust szabalyozo
kulcsfehérjék ubiquitin fiiggd proteolizisében, példaul a mitotikus ciklinek
lebontasaban a metafazis/anafazis atmenet soran. Az APC/C a
metafazis/anafazis atmenetet és a mit6zisbol valo kilépést a szekurin és mas
mitotikus ciklinek (A- és B-tipusu ciklinek) lebontasa révén valtja ki (Eloy és
mtsai, 2012). A mitdzis kulcseseményei a testvérkromatidak elvalasa és a
ciklin fiiggé kinaz 1 inaktivacidja ubiquitin fliggé proteolizis altal
szabalyozottak (Peters, 2002). APC/C hianydban a testvérkromatidak
szegregacioja gatlodik az anafazisban, és a mitdzisbol valo kilépés gatlasa
figyelhetd meg, valamint a DNS replikaciohoz sziikséges lépések sem
indulnak el. Az APC/C genetikai inaktivalasa halalos az eddig vizsgalt dsszes
szerinné¢l (H3S10) torténd foszforilacidja a profazisban kezddédik és a
telofazisig tart. A H3S10ph hiszton modositas konzervalt az eukaridtakban,
beleértve az allatokat, a protozoakat és a ndovényeket is. A hiszton H3
foszforilacigjaban sok kinaz vesz részt, ami azt sugallja, hogy ezt a
folyamatot mind kiils6 mind pedig szubcelluléaris tényezdk befolyasolhatjak
(de la Paz Sanchez, 2008). A Serl0 foszforilacidja vagy defoszforilacidja

szamos folyamatban szerepet jatszik, mint példaul a kromoszémak

crer
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2005b). A Serl0 foszforlilacidja egybeesik a kromoszéma kondenzacioval,
mig a kromoszémak dekoncenzéiciojat figyelttk meg a Serl0
defoszforilacidja soran (de la Paz Sanchez, 2008). Arabidopsis thaliana
genomban harom AURORA kinazt (AUR1, AUR2 és AUR3) irtak le. Ezek a
szerin/treonin kinazok magas expresszids szintet mutatnak az o0szt6dod
sejtekben, tamogatva a hiszton H3 foszforilaciojat. Az AURI1 és az AUR2 az
interfazis alatt a sejtmag membranban lokalizalodik, mig a mitozis alatt az
osztodasi orsdban figyelték meg jelenlétét. Az AURS és H3Serl0 pontszerii
mintazatot mutat a kondenzalt kromoszémékon a profazisban majd pedig az
AUR3 az osztddasi orsoban lokalizalodik a mitdzis alatt. Prometafazisban és
a korai anafazisban (testvérkromatida szegregacié kezdete) szintén pontszerii
mintazatot figyeltek meg a H3Serl0 esetében a kromoszoémak centromer
régidja koriil. Késoi anafazisban (a testvérkromatiddk szegregécidja utan) az
AURS3 ¢s a H3Serl10 egyenletesen oszlik meg a kromoszémakon. Az AUR3
¢s a foszforilalt hiszton H3 nagyon hasonlo lokalizacidos mintazattal
rendelkezik a mitdzis alatt. In vitro vizsgalatokkal igazoltak, hogy mind a
harom Arabidopsis thaliana AUR (AtAUR) képes foszforilalni a hiszton
H3Serl0-et. BY-2 dohany sejtekben megfigyelték, hogy az AtAUR3
ezt a jelenséget nem figyelték meg az AtAUR1 és AtAUR2 overexpresszidja
soran. Lehetséges, hogy az AtAUR3 fehérje nagy mennyisége magas kindz
vezet (Kawabe és mtsai, 2005).

Az anafdzis alatt a testvérkromatidak kozotti kohézio teljesen eltlinik
¢és kialakulnak az egykromatidds kromoszomak. A metafazis/anaféazis
atmenet soran a kohézidé megsziintetése két mechanizmus alapjan kezdddhet
meg, a szeparaz fliggd €s a szeparaz fiiggetlen folyamat révén. A szeparaz

fiiggd mechanizmus esetén a szeparin a kohezin Ssc alegységét hasitja, mig a
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szeparaz fiiggetlen esetében a kohezin gytiriit a mikrotubulusok altal generalt
eré az, amely fizikailag eltori (Renshaw és mtsai, 2010). Anafézis alatt a
(Weingartner és mtsai, 2001). A CYCBI nincs jelen, mert eltiinik a metafazis
anafazis atmenetnél. Megjelenik egy tigynevezett anafazist eldsegité komplex
(Anaphase-promoting complex-CCS52) amely tobbek kozott a mitotikus
ciklinek ubiqutin-fiiggé lebontasaért felel (Cebolla és mtsai, 1999).

A telofazis alatt a kromoszoméak koré maghartya szintetizalodik, a
kromoszomak dekondenzalodnak és lathatova valik a sejtmagvacska. Végiil a
citokinezis soran a sejt teljesen kettévalik. Telofazis alatt a CDKA a
fragmoplaszt kozépvonalaban lokalizalodik. A késéi telofazis alatt a CDKA

re-asszocial a kromatinnal (Weingartner és mtsai, 2001).
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3. Anyag és modszer

3.1. A cilindrospermopszin tisztitasa

A kisérleteinkhez sziikséges CYN-t, egy Aphanizomenon ovalisporum
(Forti) vizviragzasbol szarmazo cianobaktérium torzsb6l (ILC-164)
tisztitottdk Vasas és munkatarsai egy kordbban kozolt mddszer szerint (Vasas
¢s mtsai, 2002). A modszer roviden: 10 napig nevelt tenyészeteket
centrifugaltak, majd a keletkezett liledéket -20°C homérsékleten taroltak. A
fagyasztott sejteket felolvasztottak, majd két ismétlésben ujrafagyasztottik és
hagytak felengedni. A kivonashoz a sejteket egy éjszakan at 90% (v/v)
metanolban tartottak (1:3 nedves tomeg: térfogat) folyamatos razatas mellett
4°C-on. Centrifugalds utan az iiledéket még kétszer atmostak 100 ml 90%
(v/v) metanollal, majd az elegyitett feliiluszokat 40° C hdémérsékleten
beparoltak. A beparolt mintat 50% (v/v) etanolban feloldottak és 20 perc
20000 x g-n torténd centrifugalas utan a feliiliszot gélkromatografia
(Toyopearl HW-40; 80 x 3 cm oszlop) segitségével frakcionaltak. A
frakcidkat mustar csirandovény teszt (BGST, Kos és mtsai, 1995) segitségével

ellendrizték.

A toxikus frakciokat elegyitették, majd a toményités utan szemipreparativ C-
18-as HPLC oszlopra vitték fel. Az elaciot 1-10 (v/v) majd 10-30% (v/v)
metanol gradiens segitségével végezték. A preparatum tisztasagat HPLC és
kapillaris elektroforézis modszerekkel ellendrizték, Vasas és mtsai (2002,

2004) modszere szerint.

3.2. A mikrocisztin-LR tisztitasa

A toxin tisztitasat Kos és mtsai, (1995) modositott mddszere alapjan

végezték el Vasas Gabor és munkatarsai. A MCY-LR-t a Microcystis
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aeruginosa BGSD 243 jelii cianobaktérium torzs tenyészetébdl tisztitottak. A
torzs egy 1992-es Velencei-tavi vizviragzasbol szarmazik, amelyet 28 °C
hémérsékleten 160 pE m™ s fényerésség mellett neveltek Allen tapoldatban.
A sejteket centrifugélassal gytjtotték Ossze, majd pedig a sejtfeltarashoz a
sejteket kétszer lefagyasztottdk. Ezutan hagytdk felolvadni, majd az
iiledékbdl 1:1 ardnyt 50%-os metanolos kivonas kovetkezett egy éjszakéan
keresztiil szobahdmérsékleten. Ezt a 1épést centrifugalds kovette 17400 x g-n
10 percen keresztiil 25 °C-on, utana a feliiliszot beparoltdk. Az eluadtumot
Biichi vakumbeparld segitségével paroltdk be, majd 10 mM 7,5-6s pH-ju
Tris-HCI pufferben szuszpendaltak fel. A cianotoxin végso tisztitasat DEAE
Cellul6z-52 oszlopon végezték el novekvo Tris-HCI pH 7,5 + 0,2 M NaCl
gradienssel. A MCY-LR-t tartalmaz6 eluatumokat Toyopearl méretkizarasos
kromatogafiaval tisztitottdk meg a tovabbi szennyezdktdl, ahol 50%-0s EtOH
fotometrids (240 nm), HPLC (magas nyomasu folyadékkromatografia),

valamint kapillaris elektroforézis modszerek segitségével allapitottdk meg.

3.3 Terepi mintavétel

A terepi mintak analizise sordn felhasznalt mintdk a Gyulan talalhato
Bardos-tobol szarmaztak, amelyeket Vasas Gabor és munkatarsai bocsatottak
rendelkezésiinkre. A mintavétel 2012. szeptember 3-an tortént, amely sordn a
vizviragzas helyszinérdl illetve egy attol tavolabb esé kontroll helyszinrdl

tortént a Ceratophyllum submersum névények begyiijtése.

3.4. A Vicia faba csiranévények nevelése, és toxinkezelés

Kisérleteink soran harom Vicia faba fajtat hasznaltunk (Standard és
ARC Egypt Cross a CYN kezelések soran és Lippoi a MCY-LR kezelések
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soran). A kisérletek el6tt a magvakat feliileti sterilezésnek vetettiik ala 20%-
0s Domestos-oldattal 20 percig. Az oldatot 10 percenként cseréltiik. Ezutan a
magvakat hdromszor 5 percig steril desztillalt vizzel mostuk, az utolséd
mosasnal a magokat Erlenmeyer-lombikban hagytuk egy éjszakara, hogy
megpuhuljon a maghéj. Ezt kdvetden steril koriilmények kozott lefejtettiik a
maghéjat, és a magvakat agarral szilarditott taptalajon neveltiik. Két taptalajt
alkalmaztunk, az egyik a Gamborg vitaminjait és 2% szachardzt tartalmazo
Murashige Skoog (MS*) taptalaj (Murashige és Skoog, 1962; Gamborg és
mtsai, 1968), a masik az Allen taptalaj (Allen, 1968) volt. A nevelés
koriilményei: fényintenzitas- 30 umol/mz/sec (14/10 ¢6ra fotoperiodus),
hémeérséklet - fényen 224+2°C, sotétben 18+2°C. A szilard taptalajrdl steril
koriilmények kozott 5 ml folyékony taptalajra helyeztiik a csirandvényeket,
majd az elsé oldalgyokér kezdemények megjelenése utan adagoltuk a
taptalajhoz a cianotoxinokat, a kontroll mellett 0,01-20 pg mil?
koncentracidtartomanyban. Torzsoldatként 2 mg/ml toxint hasznaltunk. A

toxinkezelés id6tartama 1, 2, 3 és 6 nap volt.

3.5. Novekedés vizsgalatok

A novekedés vizsgalata soran 3 napig kezeltik a csirandvényeket
CYN-nel, folyamatos megvilagitds (100 umol m™2s?, hideg fehér fény)
mellett, ill. s6tétben. A 6 napos cianotoxin kezeléseket csak folyamatos
megvilagitas mellett végeztiik el, mivel a sotétben nevelt ndvények a kezelés
végére elpusztultak. A CYN novekedésre gyakorolt hatdsat az epikotil és a
fogyokér hosszanak mérésével valamint az oldalgyokerek szamanak
valtozasaval hataroztuk meg a kontrollhoz viszonyitva. Minden paramétert a
CYN kezelés kezdetén és végén mértiik. A ndovekedés méréseket legalabb 3

fliggetlen kisérletben végeztiik el. Az adatokat Systat Sigma Plot 10.0%°
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szoftverrel abrazoltuk. A kontroll és a CYN kezelés kozotti eltérés statisztikai
szignifikancidjat kétmintas t-tesztel becsiiltik meg, a kiilonbséget akkor

tekintettiik szignifikansnak ha a P < 0,05.
3.6. Hisztokémiai és immunhisztokémiai modszerek

A gyokércsucsokat 2 orara mikrotiter lemezbe helyeztiik, és PBS
(NaCl tartalmt foszfat puffer) + 2%-o0s paraformaldehid (PFA) oldatban
fixaltuk. A fixalas letelte utan 5 percig PBS-ben mostuk a gydkércsuicsokat,
majd hozzaadtunk 40%-os szachardz tartalma PBS-t és vakuuminfiltraltuk 20
percig. Négyoras inkubalast kovetden fagyasztva metszést végeztiink Leica
Histoslide 2000 mikrotommal. Ezt kovetéen a metszeteket legalabb egyszer
atmostuk PBS-sel és mélyitett targylemezre helyeztikk at, 10 percig
permeabilizaltuk 0,5%-0s Triton X-100 tartalmt PBS-sel, majd haromszor 5
percig mostuk PBS-sel. A direkt immunfluoreszcencias jelolés sotétben 16
oran keresztiil tartott, Cy3-mal konjugalt anti-B-tubulinnal (Sigma-Aldrich).
A jeldléoldat térfogata 30 pl, a V. faba esetében az antitestet harmincszorosra
higitottuk 1% BSA (borjiszérum albumin, Merck) tartalmti PBS-sel. Az
antitesttel jelolt metszeteket haromszor 5 percig PBS-sel mostuk. A
foszfohiszton H3 (H3S10ph) jelolésekhez az elsddleges antitestet (cat. No.
05-817, Upstate, Lake Placid, NY, USA) 50-szeres higitasban hasznaltuk. A
jelolés idétartama 12 6ra volt 4 °C-on, amelyet két mosasi 1épés kovetett
1xPBS-el. A masodlagos antitestet (Alexa 488-konjugalt kecskében készitett
anti-nyal 1gG; Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA) 100-szoros
higitdsban alkalmaztuk 37 °C-on 4 o6ran keresztiil. A kromatin jeloléshez
DAPI-t (4’,6’-diamidino-2-fenilindol, Fluka) hasznaltunk. A DAPI térzsoldat
150 pg ml? volt, és ezt higitottuk PBS-sel (a végkoncentracié 3 pg ml™ volt).
A festés idotartama 1 oOra, sotétben. A megfestett metszeteket haromszor 5
percig PBS-sel mostuk, majd athelyeztik egy masik targylemezre. A
preparatumok elkészitése soran MOWIOL-t (Sigma-Aldrich) hasznaltunk.
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A gyokércsucsok ROS  szintjének meghatarozdsahoz 2°,7°-
diklorofluoreszcein-diacetatot (DCFH-DA, Sigma-Aldrich) hasznaltunk Guo
¢s mtsai (2008) modszere alapjan. A vizsgalatokat €16 oldalgyokerek
jelolésével végeztiik. Els6 1épésben mostuk a gyokercket PBS-sel majd pedig
30 percen keresztiil inkubaltuk 20 uM-0s DCFH-DA oldatban. Ezt kovetden
kétszer mostuk a gyokereket PBS-ben.

A rovidtava szinkronkisérleteket hasonloképpen végeztiik, azzal a
kiilonbséggel, hogy a toxin hozzdadasa el6tt az oldalgyokér merisztéma
sejteket (egész oldalgyokér csucsokat) hidroxi-urea (HU) oldattal
szinkronizaltuk. Az inkubalas utan steril ioncserélt vizzel kimostuk a HU-t és
tiszta folyékony MS* téaptalajba helyeztikk a ndvényeket, melyekhez
hozzaadtuk a megfelelé mennyiségli CYN-t. A toxin koncentraciéja 5 pg ml?
volt. A preparatumok készitése a fent emlitett modon tortént.

A preparditumokat Olympus Provis AX-70 konvencionalis
fluoreszcens mikroszkoppal €s Zeiss LSM 510 konfokalis mikroszkoppal
vizsgaltuk. A fluorokromok gerjesztési hullamhossztartomanyai: 320-360 nm
(DAPI), 540-580 nm (Cy3), 450-480 nm (Alexa 488) és 450-480 nm (DCFH-
DA) az Olympus Provis AX-70, 351/364 nm (DAPI), 543 nm (Cy3) és 488
nm (Alexa 488) a Zeiss LSM 510 mikroszkop esetében. A fluoreszcencia
emissziot 560-615-, 505-550- and 385-470-nm band-pass sziirén keresztiil
detektaltuk. Olympus Provis AX-70 esetében 40x apokromatikus objektivet,
mig Zeiss LSM 510 konfokélis mikroszkop esetében 60x apokromatikus
olajimmerzids objektivet (NA 1,4) hasznaltunk. A H3S10ph jeleket ImageJ64
szoftverrel kvantifikaltuk. A mitotikus és a kromatin szervezddés kiértékelése
sordan az osztddasi orsd és a hozzakapcsolddd kromatin-valtozasok tipusat
detektaltuk és kvantifikaltuk. Minden alkalommal legalabb tiz gyokércsucs

metszetet és 200 orsét vizsgaltunk minden kisérletben.
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3.7. Az oldalgyokér csucsmerisztéma sejtek mitotikus aktivitasanak
vizsgalata

Az oldalgyokér cstcsmerisztéma sejtek  osztodoképességének
vizsgalatakor minden oszt6dasi stadiumot kiilon megszamoltunk, majd az
adatokbodl kiszamoltuk a mitotikus indexet az aldbbi képlet segitségével:
mitotikus index = 0szt6do sejtek szama/dsszes sejtek szama x100. Az egyes
mitotikus stddiumokban 1év0 sejtek ardnyat is kiszdmitottuk. Az S-fazis index
meghatarozasat szintén az oldalgyokér csucsmerisztémaban végeztik az
alabbi képlet segitségével: S-fazis index=S-fazisban 1évd sejtek/Osszes sejt
szama x100. A sejtek szamolasakor figyelmen kiviil hagytuk a nyugvd
centrum, a kialakul6 szallité szovet és a gyokérsiiveg sejtjeit. A korai, ill. a
kés6i mitotikus fazisok indexét is szamoltuk. A kisérleteket legalabb harom

ismétlésben végeztiik el.

3.8. In vivo és in vitro DNS szintézis vizsgalatok

AV. faba csiran6vények nevelése és feliileti sterilezése a fent emlitett
modon tortént. A maghéjat steril koriilmények kozott eltavolitottuk, €s a
magvakat Allen taptalajon neveltiik melyet agarral szilarditottunk meg, majd
a megfeleld novekedési stddiumban 1évé ndvényeket folyékony taptalajra
helyeztiik. A megfeleld novekedési stddiumban 1évé ndvényekhez hidroxi-
urea (HU) oldatot adtunk a sejtek szinkronizalasa végett. Az inkubalast
kovetden a HU-t kimostuk a ndvényekbdl és tiszta folyékony téptalajra
helyeztik. Ezek utdn megtértént a mintavétel, amely sordn 2-3 mm
oldalgyokércsuicsokat vettiink le a novényekrdl és ezekkel dolgoztunk tovabb.
A mintavételt kovetben az egész oldalgyokércsucsokat 25 uM-0s 5-BrdU (5-
brom-2’-dezoxiuridin, Sigma-Aldrich) oldattal kezeltiik 1 o6ran keresztiil 37
°C-on soOtétben, majd pedig kimostuk PBS oldattal. Az 5-BrdU jeldlést
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kovetden a gydkércsucsokat PBS + 2% formaldehid oldattal fixaltuk egy 6ran
keresztiil. Ezt kovetden szintén PBS-ben mostuk a mintakat majd
hozzaadtunk 40%-os szachardz tartalmu PBS-t és vakuuminfiltraltuk 20
percig. Négyoras inkubalast kdvetden fagyasztva metszést végeztiink Leica
Histoslide 2000 mikrotdémmal. Ezt kévetéen a DNS denaturdldsara 1N HCI-t
hasznaltunk, amelynek az inkubaciés ideje 30 perc volt 37 °C-on. A HCI
kimosés szintén PBS-sel tortént. A sejtek neutralizadldséhoz 0,1 M Borax
(Na2B4O7) oldatot hasznaltunk maximum 10 percig. Ezutan kovetkezett az
elsédleges ellenanyaggal torténd jelolés (anti-BrdU, Sigma-Aldrich), amely 4
oran keresztiil 37 °C-on soOtétben tortént. Az antitestet szdzszorosara
higitottuk 1% BSA (borjuszérum albumin, Merck) oldattal. A nem ko6tédott
ellenanyag kimoséasa utan kovetkezett a masodlagos ellenanyaggal (Alexa
Fluor 546, Molecular Probes) torténé jel6lés szintén 4 oran keresztiil 37 °C-
on sotétben, majd pedig a mintdkat PBS-sel mostuk. A masodlagos
ellenanyagot Otvenszeresére higitottuk szintén 1% BSA oldattal. A
kromatinallomany jelolését DAPI (4°,6’-diamidino-2-fenilindol, Fluka)
festekkel végeztiik. 150 pg ml-1 DAPI térzsoldatot hasznaltunk, és azt
higitottuk PBS-sel (a végkoncentracié 3 ug ml? volt). A festés idétartama 1
ora, sotétben. A jelolési eljarast kovetden preparatumokat készitettiink a
metszetekbdl. A preparatumok elkészitése a fent emlitett modon tortént. A
BrdU jelolések soran kisérletenként 5-6 oldalgyokér 30 metszetét vizsgaltuk
meg. A jel6lések alapjan megszamoltuk az S-fazisban 1évé sejteket mind a
kontroll mind pedig a kezelt novények esetében. Eredményeinket a Systat

Sigma Plot 10.0® szoftverrel dbrazoltuk.

Az in vitro DNS szintézis vizsgalatok soran PCR és qPCR technikat
hasznaltunk. A PCR reakciokat Riba Mildnnal (DE TTK No&vénytani
Tanszék), mig a qPCR reakcidkat Simon Adémmal (DE MEK
Allattenyésztéstani Tanszék) egyiitt végeztiik el. A PCR vizsgalataink soran a
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16S rRNS génre specifikus primerek segitségével PCR moddszerrel
amplifikaltuk a gén egy kb. 1100 bp. hosszl szakaszat (359. bazistol a 1492.
bazisig). Forward primerként a CYA359F (GGG GAA TYT TCC GCA ATG
GG) (Niibel ¢és mtsai, 1997) cianobaktériumokra specifikus primert
hasznaltuk, mig a reverse primer a 1492R (TAC GGY TAC CTT GTT ACG
AC) (Lane, 1991) volt. A PCR reakcidhoz hasznalt reagensek: 1. DreamTaq
Green PCR Master Mix, 2. CYA359F forward primer, 3. 1492R reverse
primer, 4. Nukledzmentes viz, 5. templat, 6. CYN 0,1, 1, 100 pg mlt. A PCR
program Iépései: 1. Denaturdlds: 94°C-on 30 masodpercig 2. Anellélés:
60°C-on 30 masodpercig 3. Polimerizacid/lanchosszabbitas: 72°C-on 60
masodpercig. A fent emlitett ciklus a késziilékben 40X jatszodott le. A
reakcido termékeket etidium bromidot tartalmazo 1,5 %-os agar6z gélen
futtattuk meg, amelyeket UVIdoc (UVITEC Cambridge) géldokumentacios
rendszer segitségével dokumentaltunk. A DNS savok kvantifikalasahoz
Imagel64 szoftvert hasznaltunk.

A valds idejli PCR reakciokat négy technikai ismétlésben futtattuk 96
valyus optika plate-en (Life Technologies) ABI 7300 qPCR gépen (Life
Technologies). Kontrollként DNS mintat nem tartalmazo reakciokat
hasznaltunk. A hOmeérséklet profil az aldbbi volt: 95°C 3 min, majd 40
cikluson 4t denaturicio: 95°C 45 sec; primer tapadas: 55°C 45 sec;
lanchosszabbitas: 72°C 1 perc, majd végsd lanchosszabbitas 72°C 10 perc. A
reakcidk tartalmaztak (20 ul végtérfogat) 1,25 ng DNS templatot, 1X Xceed
gPCR SG Hi-ROX mastermixet (Institute of Applied Biotechnologies) és 0,5
uM-t mindkét primerbdl valamint 0,1, 1 vagy 100 pug ml! CYN-t. A
kvantitativ ciklus értékeket (Cq) az SDS 1.4 adatgyiijtd szoftverbdl (Life
Technologies) exportaltuk ki.
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3.9. Peroxidiz (POD) és Kkataliz (CAT) enzimaktivitas
meghatarozas gélelektroforézissel

Az enzimatikus antioxidans aktivitast 7,5%-o0s nativ poliakrilamid
gélelektroforézissel hatdroztuk meg. A kivonatok elkészitéséhez fiatal
oldalgyokereket hasznaltunk, amelyeket egy 150mM NaCl-t, 14,6 mM 2-
merkaptoetanolt és 100mM Tris-HCI-t tartalmazé pufferben dorzsoltiink el
1:2 aranyban. A puffer pH-ja 8,0 volt (Schlereth és mtsai, 2000). Ezt kovette
egy 15000 x g centrifugalas 10 percen keresztiil, amely utdn a feliiliszoval
dolgoztunk tovabb. A gélre 20-20 ul mintat vittiink fel amely koriilbeliil 7-8
mg oldalgydkércsticsnak megfeleld extraktumot tartalmazott.

A pirogallol peroxidaz gélek detektalasahoz elsd 1épésben a gélt 50
mM KoHPO4/KH2PO4 pufferben inkubaltuk (pH=7,5) . Ezt kovette a festési
1épés 15-30 percen keresztiil 50 mM KoHPO4/KH2PO4 pufferben (pH=7,5),
amely 20 mM pirogallolt és SmM H20O2-t tartalmazott. Az oxidacids termék
barnas savkeént jelentkezett a gélen.

A katalaz izoenzimek detektalasat Weydert és Cullen, (2010)
modszere alapjan végeztiik el. Elsé 1épésként a gélt 0,03% H20,-ben 15
percen keresztiil inkubaltuk. A festés soran 0,76 mM Kz[Fe(CN)e] és 1,5 mM
FeCls oldatban inkubaltuk a gélt. A katalaz aktivitds a sotét hattéren
megjelend vilagos savok formajaban volt detektalhato.

A gélek kiértékelését CP Atlas® szoftverrel végeztik. A teljes
enzimaktivitast a kapott csucsok alatti teriiletekbdl szdmoltuk ki, majd Systat

Sigma Plot 10.0® szoftverrel 4brazoltuk.

3.10. Kromoszoma (,,squash”) preparatumok készitése

A kromoszomapreparatumok készitése soran a gyokércsticsokat
0,1%-o0s kolchicin (Sigma-Aldrich) oldattal kezeltiik 4 6ran keresztiil, majd
20 percig fixaltuk 45% ecetsavban. Ezt kovetden a gyokereket 60°C-on 5,5
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percig hidrolizéltuk 1N sésavban. A kromoszomakat 5%-o0s karmin-acetattal
festettiik 60°C-on 30 percig, majd dorzspreparatumokat készitettiink. A
kromoszéma preparatumok kiértékelése soran Olympus Provis AX-70
mikroszkopot hasznaltunk. Kisérletenként legalabb 100 metafazisos

kromoszomakat tartalmazo sejtet vizsgaltunk meg minden koncentracidoban.

3.11. Protein foszfatazok (PP1 és PP2A) aktivitasanak vizsgalata

A teljes protein foszfataz (PP1 és PP2A) aktivitds meghatarozasahoz
V. faba (Lipp6i fajta) csirandvények fiatal oldalgydgyokereit hasznaltunk. A
fiatal oldalgyokereket 5S0mM Tris-HCI-t (pH 7,5), 0,1 mM EDTA-t, 0,2 mM
EGTA-t, 0,1% (w/v) 2-merkaptoetanolt és 0,2 mM PMSF-t tartalmazo
pufferben extrahdltuk. A sejtmentes kivonatok fehérje tartalmat Bradford
(1976) modszerével hataroztuk meg. Az elkészitett kivonatok protein
foszfatdz aktivitdsanak meghatarozasat Erdddi Ferenc ¢és munkatarsai
végezték. A specifikus foszfatdz aktivitast pmol [32Pi] mg fehérje?
formajaban adtuk meg (Erdédi és mtsai, 1995). Az adatokat a kontroll
aktivitas (100%) szdzalékdban adtuk meg. Az adatok kiértékeléséhez Systat

Sigma Plot 10.0 szoftvert hasznaltunk.
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4. Eredmények

4.1. Bardos-tobol szarmazo terepi mintak citologiai vizsgalata

A Bardos-tobol vett terepi mintakat 2012. 09. 03.-an gytjtotték Vasas
Gabor ¢és munkatarsai. A mintagyljtés két helyrdl tortént. A kontroll
csoportot alkotdé novényeket a tavon 1évd vizvirdgzas helyszinétol tavoli
tiszta viztérbol, mig a hatas vizsgéalatba bevont novényeket a vizviragzas
helyszinérél vették. Vasas és munkatarsai méréseinek alapjan a kontroll
viztérben mért mikrocisztin koncentracié 0,00 pg L1, mig a vizvirigzas
helyszinén mért mikrocisztin koncentracié 5,92 pg L volt. A Ceratophyllum
submersum (sima tocsagaz) novényekben mért mikrocisztin koncentracio a
kontroll névények esetében 0,02 pg g?, mig a vizviragzasbol vett novények
esetében a mikrocisztin koncentracidja 1,04 pg gt volt szaraz tomegre

vonatkoztatva.

A szovettani és citologiai vizsgalatok soran szamos mikrocisztin
mérgezésre utald elvaltozast figyeltink meg. Vizsgalataink soran C.
submersum hajtascstcsban illetve hajtasban figyeltiink meg kiilonb6z6
elvaltozasokat, amelyeket valosziniileg a vizviragzas soran a viztérbe keriild
cianobakterialis toxin okozott. A kontroll novényekbdl készitett hajtascstics
hosszmetszetekben nem tapasztaltunk elvaltozasokat a hajtascstics fejlodése
soran. A hajtascsiics normal felépiilése figyelhetd meg, jol meghatarozott
levél primordiumokkal és internédiumokkal (5. a 4bra), valamint a szarbol
készitett keresztmetszetek vizsgdlata soran sem detektaltunk rendellenes
fejlodésre utalo jeleket (5. b abra). A vizviragzasbol vett ndvények esetében a
hajtascsucs hosszanak rovidiilését, kiszélesedését, radialis duzzanatat,
valamint az oldalriigyek korai kialakulasat figyeltiik meg (5. ¢ abra). A fiatal
szar egyes szOoveteiben nekrozis volt megtigyelhetd valdsziniileg a cianotoxin

hosszu tavi jelenlétének kovetkeztében. Ezen szovetek sejtjeit a DNS
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tartalom teljes hidnya is jellemezte. A nekrozis eldjeleként megfigyelhetd
volt a sejtmag degradiacidja is egyes sejtekben. Tovabba ezeknél a
szoveteknél rendellenes sejtfalvastagodas is megfigyelhetd volt (5. d abra). A
hajtascstics tovabbi vizsgalata sordan nem tapasztaltunk véaltozast a DNS
jelolések alkalmaval sem a kontroll (5. e dbra) sem pedig a vizvirdgzas
helyszinérdl vett ndvényekben (5. g éabra), kivéve a nekrotikus foltokban.
Viszont, kontroll névényekben nem volt megfigyelhetd a sejtmagok
autofluoreszcencidja (5. f dbra), mig a vizviragzas helyszinérdl vett névények
esetében a sejtmagok autofluoreszcenciaja jelzi az oxidalt aromas (fenolos)
vegyiiletek felhalmozodasat, illetve az oxidativ stressz folyamatok sejtmagon

beliili megjelenését (5. h abra).
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5. Abra: Microcystis vizviragzas okozta hisztologiai és citologiai elvaltozasok. (a)
hajtascstics, kontroll; (b) fiatal hajtas keresztmetszeti képe, kontroll mintavételi hely; (c)
hajtascsucs, vizviragzasbol vett minta: hajtascsucs radialis duzzanata, oldalriigyek korai
kialakulasa (nyil); (d) fiatal hajtas keresztmetszeti képe, vizviragzasbol vett minta:
nekrotikus sejtek, amelyekben a kromatindllomény degradacidja figyelheté meg (n),
rendellenes sejtfalvastagodas (nyil); (€) hajtascsucs hosszmetszet, kontroll, DAPI jelolés; (f)
hajtascstics hosszmetszet, kontroll, autofluoreszcencia; (g) hajtiscsics hosszmetszet,
vizviragzasbol vett minta, DAPI jel6lés; (h) hajtascstcs hosszmetszet, vizviragzasbol vett
minta, autofluoreszcencia. Skala: 1 mm (a, ¢), 50 um (b, d-h).



Tovéabbi immunhisztokémiai vizsgalatok soran megvizsgaltuk a
hiszton-H3 foszforilacios fokat a Serl0 pozicioban (H3S10ph) a C.
submersum hajtascsucs merisztéma szovetében. Kiilon vizsgaltunk minden
mitotikus fazist (profazis, prometafazis, metafazis, késoi anafazis/telofazis
atmenet). A vizsgalat soran a hiszton H3 foszforilaciés fokaban nem talaltunk
eltérést a profazisban, prometafiazisban ¢és a kés6i anafizis/telofazis
atmenetben. Viszont a metafazisos sejtekben a H3S10ph hiperfoszforilacidja
volt megfigyelhetd az immunhisztokémiai vizsgalatok soran, amely
rendellenes testvérkromatida szegregaciot eredményezhet (6. a abra). Az
immunhisztokémiai  vizsgalatok eredményeinek kvantifikdldsa soran
egyértelmiivé valt a metafazisban 1évo sejtek H3S10ph hiperfoszforilacioja,
amely a kontroll novényekben mért foszforildciés szint 1,5-szeresére

emelkedett (6. b abra).
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profézis prometafazis  metafizis késoi ana/telofazis

(@)

Kontroll helyszin

Vizviragzasbol
vett minta

()

50 - —&— kontroll helyszin
—O— vizviragzasbol vett minta

20

relativ festés intenzitas

profazis -

prometatazis 1
metafazis
késoi anafazis

-telofazis

6. abra: H3S10ph jelolés. (a) konfokalis mikroszkoppal késziilt felvételek, C.
submersum hajtas csfics merisztéma szovetek egyes mitotikus fazisai, Skala: 5 pum. (b)
H3S10ph jel6lés kvantifikalt eredményei.
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4.2. MCY-LR hatasa a metafazis és anafazis orso organizacidjara

A vizsgalataink soran V. faba ,Lippoi” fajtajanak oldalgyokér
csucsait hasznaltuk, amelynek a merisztéma szoveteiben figyeltiik meg a
MCY-LR hatasara kialakulo rendellenes osztodasi orso strukttrakat. Kontroll
novényekben jellemzéen normalis bipolaris osztédasi orsokat figyeltiink
meg, valamint a kromoszoémak normalis, egyenlitéi sikba valé rendezédése
volt jellemz6. A kontroll metafazis sejtekben az osztédasi ors6 mindkét
pélusa tobb kiindulasi ponttal rendelkezik, hiszen ismert, hogy az osztodo
novényi sejtben polusonként tobb mikrotubulus organizacids centrumbol
(MTOC) indulnak ki a mikrotubulus kotegek (Baskin, 2015; 7. a, b abra). Az
anafazis soran a kontroll novényekben szintén megfigyelhetd a normalisan
Osszeszerelodo bipolaris osztdodasi orsé valamint a kromoszomak normalis
elrendezddése. Az anafazisban az osztddasi ors6 mikrotubulus kotegeinek a
rovidiilése illetve a testvérkromatidak lassu szétvalasa figyelheté meg (8. a
abra). 1 napos MCY-LR kezelés nem okozott jelentds valtozasokat a
mitotikus orsd Osszeszerelddésében. Ezzel szemben, 2 és 6 napos kezelések
hatasara kiilonboz6 tipust osztodasi orsd anomalidkat figyeltiink meg (3. és

4.tablazat).
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3. Tablazat: 2 napos MCY-LR kezelések hatasara jelentkezd teljes metafazis/anafazis osztodasi orso rendellenességek
szazalékos aranya V. faba oldalgyokér merisztéméban. Atlag + szorés értékek.

Osztodasi orsé rendellenességek tipusai

MCY-LR, pg ml*

0 0,1 1 10
a, szétesett orso
metafazis 0,48 £0.15 1,11+£0.33 0,62 + 0,23 2,63+ 0,57
anafazis 0 0 0 0,79+0,2
¢, tripolaris/multipolaris orsé
metafazis 0 0 0 0,7+0,28
anafazis 0 0 0 0
e, monopolaris orso
metafazis 0 0 0,41+0,11 473+1,3
anafazis 0 0 0 0
f, hianyos orsé (hianyzo kinetokor szalak)
metafazis 0 0 0 1,01 £0,29
anafazis 0 0 0 0
g, C-alaku orsé
metafazis 0 0 0 0,92 +£0,33
anafazis 0 0 0 0
g, S-alaki orsé
metafazis 0 0 0 0,3+0,15
anafazis 0 0 0 0
g, aszimmetrikus (egyenldtlen) orso
metafazis 0 0 0 0,95+0,26
anafazis 0 0 0 0
Osszesitett orso rendellenességek
metafazis 0,48 + 0,15 1,11+0,33 1,00+ 0,27 11,72+ 1,8
anafazis 0 0 0 0,79+0,2
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7. abra: Mikrocisztin-LR (MCY-LR) hatasara kialakuld metafazis orsé
rendellenességek V. faba gyokércstcs merisztémaban. (a-d) mikrotubulusok anti-p-tubulin
jeloléssel (cy3), kromatin hisztokémiai jelolése DAPI-val és a két jelolés egyesitett képe (m).
(e-) anti-B-tubulin jelolés. (a) Kontroll metafazis, oldalnézet; (b) kontroll metafazis
feliilnézet; (c) tripolaris ors6 oldalnézete (10 pg ml* MCY-LR, 6 napos kezelés); (d) hianyos
orsé feliilnézeti képe és a kromoszomak rozetta-szerli elrendezédése (20 pg ml* MCY-LR, 2
napos kezelés); (e) szétesett orsd (10 pg ml™* MCY-LR, 2 napos kezelés); (f) osztodasi orsd
tovabbi polaris mikrotubulus kéteggel (nyil) (0,1 pg ml* MCY-LR, 6 napos kezelés); (g)
multipolaris ors6 a kinetokor mikrotubulus szalak (nyil) tilzott kdtegelésével (0,1 ug mi?
MCY-LR, 6 napos kezelés); (h) monopolaris orso (10 ug mlt MCY-LR, 2 napos kezelés); (i)
C-alakt ors6 (20 pg ml't MCY-LR, 6 napos kezelés); (j) S-alaka ors6 (10 pg ml* MCY-LR,
2 napos kezelés); (k) tovabbi mikrotubularis struktra (ors6) (nyil) (10 pg ml* MCY-LR, 6
napos kezelés); (1) aszimmetrikus ors6 (10 pg ml? MCY-LR, 6 napos kezelés).
Konvencionalis fluoreszcens mikroszkopos képek (a-d, f, g, i, 1) és konfokalis mikroszkopos
képek (e, h, j, k). Skdla: 5 pm. Kromatin jelolés: Fiiggelék, 1. abra
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8. abra: MCY-LR hatasara bekovetkezé rendellenes anafazis orsok V. faba
oldalgyokér merisztéma szovetben. Anti-B-tubulin jelolés mutatja a mikrotubulusokat (cy3),
a kromoszomak hisztokémiai jelolése DAPI-val és a két jelolés egyesitett képe (m). (a)
Kontroll anafazis orso; (b) tripolaris anafdzis ors6 (1 ug ml* MCY-LR, 6 napos kezelés);
egyenlitéi kinetokor szalkotegek (nyil) és lemaradd kromoszoma (nyilhegy) (20 pg mi?
MCY-LR, 6 napos kezelés). Konvenciondlis fluoreszcens mikroszkdpos képek (c) és
konfokalis mikroszkopos képek (a, b).

a, Szétesett osztodasi orso, amely egy rendezetlen mikrotubuléris
struktura, és 0,1, 5 és 10 pg ml? MCY-LR esetében detektaltuk metafazisos
sejtekben (7. e abra). 2 napos kezelés soran 10 pg ml? valamint 6 napos
kezelések soran 5 pug ml? MCY-LR koncentracid mellett az anafazisos

sejtekben is kimutathato volt ez a tipust rendellenesség (3. €s 4. tablazat).

b, Egyes esetekben az osztédasi orsot egy tovabbi polaris

mikrotubulus koteg jellemezte, amely az interpolaris mikrotubulus szalak
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tulzott kotegelése miatt alakulhatott ki. Ez a tipusu osztddasi orsé anomalia a
metafizisban 1évé sejtekben volt megfigyelhetd 0,1 pg ml' MCY-LR

hatasara hosszl tava (6 napos) kezelésekben (7. f abra).

¢, Tripolaris/multipoléris osztodasi orsok, ez az orso tipus tobb mint 2
pOlusbdl indul ki (7. ¢ és 8. b abra). Ez a tipusu elvaltozas a 6 napos MCY -
LR kezelésekre volt a legjellemzébb. Ez az osztédasi orsd anomalia
kimutathaté volt 0,5, 1, 5, 10 és 20 ug mlI™* MCY-LR koncentracié mellett a
metafizisos sejtekben. Legnagyobb ardnyban a 0,5 és 1 ug ml* MCY-LR
kezelés hatdsara volt kimutathatd. Anafazisos sejtekben 1 és 10 pg ml?
MCY-LR koncentraciok mellett volt detektalhat6. A legmagasabb szazalékos
aranya 10 pg ml? MCY-LR koncentracio mellett volt megfigyelheté (4.
tablazat). Multipolaris orsét csak a metafazisos sejtekben tudtunk kimutatni 2

napos kezelések hatdsara 10 pg ml™t MCY-LR mellett (3. tdblazat).

d, Kimutattunk multipolaris ors6t hiperkotegelt kinetokor
mikrotubulusokkal. Ezek 6 napos kezelések soran 0,1 pg ml* MCY-LR
mellett voltak megfigyelhetéek a metafazisban 1évd sejtek esetében (7. g
abra).

e, Monopolaris orsokat csak metafazisban figyeltiink meg, amelyekre
jellemz6é volt, hogy a mikrotubulusok nukledcioja csak egyik pdluson
valosult meg az osztddo sejtekben (7. h abra). 2 napos kezelések soran 1 és
10 pg mI* MYC-LR mellett volt megfigyelhets, valamint 6 napos kezelések
alatt 5, 10 és 20 pg mI™* MCY-LR hatéséra jelentkezett ez a tipusu elvéltozas.

f, Hianyos osztddasi orsokat is megfigyeltiink 2 és 6 napos MCY-LR
kezelések hatdséara. 2 napos kezelések esetében csak a metafazisos sejtekben
figyeltiik meg 1 és 10 pg ml MCY-LR mellett, mig 6 napos kezelések soran
metafazisos és anafazisos sejtekben is megfigyeltiik ezt a tipusu osztodasi

ors6 rendellenességet. Metafizisos sejtek esetében 10 és 20 pg ml?, mig
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anafazisos sejtek esetében csak 20 pg ml' MCY-LR kezelés hatasara
jelentkezett. A hidnyos osztédasi orsokra jellemzd volt a kinetokor
mikrotubulusok hidnya, valamint a kromoszoémak rozetta-szerti elrendezddése

¢s hiperkondenzacioja a metafazisos sejtekben (7. d abra).

0, Torz vagy hajlitott osztodasi orsokat csak a metafazisos sejtekben
figyeltink meg. Ebben az esetben mindkét pdolus MTOC rendszere
megtalalhato volt. A két polus kozott kialakuld osztddasi orso jellemzden C-
¢s S-alakzatot vett fel (7. 1 és j dbra). Mind 2, mind pedig 6 napos kezelések
soran megfigyelhetd volt magasabb toxin koncentracidk esetében. 2 napos
kezelések soran mindkét tipus jelentkezett 10 pg ml? MCY-LR hatasara,
valamint 6 napos kezelések soran mindkét tipus jellemzden 10 és 20 pg ml?

MCY-LR jelenlétében volt megfigyelhetd.

h, Egyes esetekben megfigyelhetd a sejt egyenlitdi sikjaban a
normalis osztddasi orsé mellett kialakuld plusz mikrotubuldris struktara a
metafazisos sejtekben (7. k dbra). Ez a tipusu orsé a multipolaris osztodasi
orso egyik varidnsa lehet. Ezt a tipust elvaltozast csak 6 napos kezelések

soran tudtuk kimutatni 0,1 és 10 ug mI™* MCY-LR hatasara.

I, Voltak esetek, amikor az osztodasi ors6 egyes kinetokor
mikrotubulus szélai a sejt egyenlitdi sikjaban voltak detektilhatdéak az
anafazisos sejtekben, ami a kromoszoma vagy kromoszomak egyenlitéi
sikban maradasat eredményezi. Ezeket a kromoszomakat lemaradd
kromoszomanak nevezziik, amelyek mikronukleuszok kialakuldsdhoz
vezethetnek (8. ¢ 4bra). Ilyen tipust elvéltozast csak 20 pg ml* MCY-LR

esetében tapasztaltunk hosszl tavl (6 napos) kezelések hataséra.

J, Aszimmetrikus osztddasi orsok jellemz6en a metafazisos sejtekben
voltak kimutathatoak, amelyekre a két poOlusbdl kiinduldo egyenlétlen

méretii/hosszusagth mikrotubulus kétegek voltak jellemzéek. Mind 2, mind
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pedig 6 napos kezelések soran 10 pg ml* MCY-LR jelenlétében voltak
megfigyelhetdek (7. 1 dbra).

A mitotikus ors6 rendellenességek mennyiségi analizise megmutatta,
hogy a kontroll névényekben detektalt osztodasi orsok csak kis szazalékban
mutattak valamilyen rendellenességet 2 napos tenyésztés utan. A 6 napos
kezelések esetén egyaltalan nem tapasztaltunk rendellenességeket a mitotikus
ors6 szervezddésesében (3. és 4. tablazat). 2 napos cianotoxin kezelés
hatasara jelentdsen novekedett a metafazis orsod rendellenességek szama 10
ng mlt MCY-LR jelenlétében, viszont az anafizis orsok esetében nem volt
megfigyelhetd szignifikans emelkedés (9. a abra). Ezzel szemben, a 6 napos
kezelések soran a MCY-LR szignifikans és dozisfliggd modon megemelte a
rendellenesen kialakuld osztddasi orsok szamat mind a metafazisos mind
pedig az anafazisos sejtekben (9. b abra). 0,01 pg mlt MCY-LR esetében
nem detektaltunk osztodasi orsd rendellenességet egyik osztodasi fazisban
sem. 0,1 pg mlt MCY-LR (8,64+0,23%) esetében volt elsdként
megfigyelhetd az osztodasi ors6 rendellenességek kialakuldsa, amelyek
arAnya dozisfiiggé modon emelkedett egészen 10 pg ml?! MCY-LR
(21,15%1,47%) koncentracioig a metafazisos sejtekben (9. b 4bra, 4. tdblazat).
Magasabb (20 ug mI™*) MCY-LR koncentraci6 esetén a rendellenes osztodasi
orsok szizalékos aranya csdkkent a 10 pg ml' MCY-LR kezelésekhez
képest, de még mindig viszonylag nagy szamban megtalalhatdak voltak. Az
anafazisos sejteket figyelembe véve 0,01-0,5 pg ml? MCY-LR még nem
okozott valtozasokat az osztddasi orsd szervezddésében. Ezzel szemben 1-20
ng mlt MCY-LR koncentraci6 tartoményban nagy szamban fordultak eld
abnormalis osztddasi orsok. Az 0sztodasi orso szervezddésben bekdvetkezett
véltozasok az anafizisban 1évS sejtek esetében 5 pg mlt MCY-LR

(8,54+0,58%) mellett voltak a legmagasabb aranyban (9. b abra).
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4. Tablazat 6 napos MCY-LR kezelések hatasara jelentkezo teljes metafazis/anafazis osztodasi orsoé rendellenességek
szazalékos aranya V. faba oldalgyokér merisztéméban. Atlag + Szoras értékek.

Osztodasi orso rendellenességek tipusai

MCY-LR, pg ml!

0 0,01 0,1 0,5 1 5 10 20
a, szétesett orso
metafazis 0 0 4,92 +0,42 0 0 4,16+0,31 | 3,02+0,29 0
anafazis 0 0 0 0 0 8,54 + 0,58 0 0
b, tovabbi polaris mikrotubulus
kotegek
metafazis 0 0 1,23+ 0,05 0 0 0 0 0
anafazis 0 0 0 0 0 0 0 0
¢, tripolaris/multipolaris orsé
metafazis 0 0 0 10,12+ 059 | 9,37+0,44" | 416+0,5 | 3,02+0,16' | 1,53+0,13
anafizis 0 0 0 0 5,55 + 0,45' 0 5,88 + 0,85' 0
d, multipolaris orsok kinetokor
mikrotubulusainak talzott
kotegelése
metafazis 0 0 1,23 +£0,09 0 0 0 0 0
anafazis 0 0 0 0 0 0 0 0
e, monopolaris orso6
metafazis 0 0 0 0 0 416+0,3 | 3,02+0,36' | 1,53+0,09
anafazis 0 0 0 0 0 0 0 0
f, hidnyos orsé (hidAnyz6
kinetokor szalak)
metafazis 0 0 0 0 0 0 1,51+0,15 1,53+0,13
anafazis 0 0 0 0 0 0 0 1,47+0,17
g, C-alaku orsé
metafazis 0 0 0 0 0 0 1,51+0,13 3,07 +0,29
anafazis 0 0 0 0 0 0 0 0

58




Osztédasi orsé rendellenességek tipusai MCY-LR, ng ml?

0 0,01 0,1 0,5 1 5 10 20
g, S-alaki orsé
metafazis 0 0 0 0 0 0 3,02 +£0,36 0,77+ 0,05
anafazis 0 0 0 0 0 0 0 0
h, tovabbi orso a sejtben
metafazis 0 0 1,23+0,12 0 0 0 4,54+ 0,28 0
anafazis 0 0 0 0 0 0 0 0
i, egyenlitéi kinetokor
mikrotubulus kiotegek
metafazis 0 0 0 0 0 0 0 0
anafazis 0 0 0 0 0 0 0 1,47 £0,13
j, aszimmetrikus (egyenlétlen)
orso
metafazis 0 0 0 0 0 0 1,51+0,11 0
anafazis 0 0 0 0 0 0 0 0
Osszesitett orso rendellenességek
metafazis 0 0 8,64 £ 0,23 10,12 +£ 0,59 937+0,44 | 1248 +1,0 | 21,15+ 1,47 8,35+0,9
anafazis 0 0 0 0 555+045 | 8,54+0,58 | 588=+0,85 | 2,94+0,29

i0sztodasi orsé rendellenességeket kisérd rendellenes mitotikus kromoszoma organizacio/testvérkromatida szegregacio hisztokémiai elemzés

soran.
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Annak érdekében, hogy megbizonyosodjunk arrél, hogy ezeknek a
valtozasoknak a hatterében a MCY-LR altal indukalt protein foszfataz gatlas
all, az oxidativ stressz kikiiszobolése érdekében kombinalt 100 pM
aszkorbinsav (ASA) és 10 ug ml™t MCY-LR kezelést is végeztiink 2 napig. A
MCY-LR kezelésekhez képest az ASA + MCY-LR kezelés nem csokkentette
a mitotikus orsoban bekdvetkezett rendellenességek szazalékos értékét, ami
azt jelenti, hogy az ASA, mint antioxidans nem védi meg az oszt6do sejteket
a MCY-LR altal indukalt mitotikus hibaktol (Fiiggelek, 2. abra). Ez a tény azt
vetiti elére, hogy a MCY-LR altal indukalt protein foszfataz gatlas

Onmagaban is elég a mitotikus orsé rendellenes fejlodéséhez.

4.3. MCY-LR hatasa a teljes protein foszfataz aktivitasra V. faba
gyokérben

A MCY-LR id6 és dozisfiiggd hatasat figyeltilk meg a teljes protein
foszfataz aktivitasra (PP1 és PP2A) nézve V. faba fiatal oldalgyokérben. A
mérés soran szubsztratként a miozin II 20 kDa-0s foszforilalt konnyii ldncat
hasznaltuk. A kisérletek kivitelezésében Prof. Dr. Erdddi Ferenc ¢s Konya
Zoltan (DE AOK Orvosi Vegytani Intézet) miikodott kozre. 0,01 ug ml?
toxin koncentracio mellett nem tapasztaltunk gatlo hatast egyik kezelési
id6tartamban sem. Ebben a toxin koncentracidoban a mitotikus orsé
rendellenességei sem voltak megfigyelhetoek. 1 napos kezelések soran 1-20
ng ml? koncentricio tartomanyban a MCY-LR jelentdsen csokkentette a
teljes PP1 és PP2A aktivitast, de az 50%-os gatlé hatast (ICso) mér 1 ug ml?
feletti MCY-LR koncentraci6 kivaltotta. 5 pg ml™* MCY-LR hatasara a PP1
és PP2A aktivitds majdnem teljes gétlasa volt megfigyelheté a kontrollhoz
képest. 2 és 6 napos kezelések soran, ami viszonylag hosszl idétartam, a

protein foszfatazok jelentds gatlasa méar 0,1 pg ml* MCY-LR hatsara
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bekovetkezett. Az ICs érték ezeknél az idétartamoknal 0,4 ug ml™t MCY-LR
hataséara volt megfigyelheté. A 2 és 6 napos kezelések soran 1 pg ml™t MCY-
LR koncentracié felett szintén megfigyelhetd volt a total PP1 és PP2A

aktivitds majdnem teljes gatlasa (9. c abra).

—_
[4V]
—

"y
=

—&— metafizis
—O— anafizis

iy
]

@

-
=
on

0
2
ey
o =
= =10

= &

= .3
5 8
=

o0

U.;Il U.IUW U.lIU 'I.IUU 1U:UU
MCY-LR, pg mi!
(6)

—&— rendellenes metafizs orsok
—o— rendellenes anafizis orsok

| P

0,00 0.01 0,10 1,00 10,00
MCY-LR, pg mi~!

(c)

00

o
[=]

e
o

]
=1

£
R
=3
e
X o
9B
-2
i =60
2t
=
= 2
Rl -
= 8
P
8e
==
2 g
o

[=]

0,00 0.01 0,10 1,00 10.00
MCY-LR. pg mL"!

9. abra: A MCY-LR dozisfiiggd hatasa a rendellenes osztodasi orsok kialakulasara
V. faba oldalgyokércsics merisztéma sejtekben: (a) 2 napos kezelések; (b) 6 napos
kezelések. A MCY-LR id6- és dozisfiiggd hatasa a teljes protein foszfataz (PP1 és PP2A)
aktivitasra V. faba gyokérben. * Statisztikailag szignifikans kiilonbségek, P <0,05.
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4.4, MCY-LR hatasa a ROS szintre és az antioxidans enzim
aktivitasra

A cianotoxinnal kezelt oldalgyokér csucsokat DCFH-DA-val jeldltiik,
amely nem mutatott szignifikdns valtozast a reaktiv oxigéngyokok (ROS)
szintjének emelkedésében MCY-LR kezelések hatdsara. Ez altalanosan
elmondhat6 az 6sszes kezelési id6tartamra (1, 2 €s 6 nap). 2 napos kezelések
soran 1 pg mlI MCY-LR hatasara enyhe emelkedést tapasztaltunk a ROS
szintben, de ez az emelkedés nem bizonyult szignifikdnsnak (10. a édbra). A
pirogallol peroxidaz (POD) és a katalaz (CAT) enzimaktivitds mérések sordn
az enzimaktivitas emelkedése id6- és dozisfliggd modon jelentkezett MCY -
LR jelenlétében, hasonléan a totdl PP1 és PP2A aktivitds soran mért
gatlashoz. A két enzimrendszer ko6zott mind az id6-, mind pedig a
dozisfiiggés tekintetében voltak valtozasok (10. b és ¢ dbra). A peroxidaz
enzimaktivitds esetén 0,1 pg ml? vagy ennél magasabb MCY-LR
koncentraci6 az enzimaktivitds emelkedését indukalta. Szignifikans
emelkedés volt tapasztalhatd 1 napos kezelések soran 0,1-10 pg ml?, mig 6
napos kezelések alkalmaval 1-10 ug mI* MCY-LR hatasara. A legmagasabb
enzimaktivitist a 6 napos kezelések soran 10 pg ml? MCY-LR kezelés
mellett mértiik, amely tobb mint kétszerese volt a kontroll enzimaktivitasnak.
A 2 napos kezelések soran csak a 10 pg ml? MCY-LR 4&ltal indukalt
enzimaktivitas novekedés bizonyult szignifikdnsnak a kontrollhoz
viszonyitva (10. c &bra). Ez a toxinkoncentracid a katalaz aktivitas
tekintetében igen drasztikus, majdnem 4-szeres emelkedést indukalt a 2
napos kezelések soran. 1, 2 és 6 napos kisérletek soran is szignifikéns
emelkedés volt tapasztalhaté a katalaz aktivitisban 10 pg ml? MCY-LR
hatasara. Az alacsonyabb cianotoxin koncentraciok tekintetében csak a 0,1-1
ng ml't MCY-LR indukalt szignifikins emelkedést az enzimaktivitasban az 1

€s 6 napos kezelési idotartamoknal (10. d abra).
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10. abra: A MCY-LR id6 ¢és dozisfiiggd hatasa a ROS szintre valamint a peroxidaz
és katalaz aktivitasra V. faba gyokerekben. (a) DCFH-DA jelolés kvantitativ kiértékelése; (b)
reprezentativ mikroszkopos képek a DCFH-DA jel6lésrdl V. faba oldalgyokér csticsokban.
(bl) pozitiv kontroll, 1 napos 1 uM H20; kezelés, (b2) kontroll gy6kércsics 1 nappal a
kezelés inditdsa utdn, (b3) 1 napos 1 pg mL* MCY-LR kezelés; (c) Pirogallol peroxidaz
aktivitdsanak valtozasa; (d) katalaz aktivitas valtozdsa MCY-LR hatasara. *Statisztikailag
szignifikans kiilonbség, P <0,05. Lépték: 1mm (b).
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4.5. CYN hatasa a Vicia faba csiranovények novekedésére és
fejlodésére

A Kkisérleteink soran V. faba ,,standard és ARC Egypt Cross” fajtakat
hasznaltunk és vizsgaltuk a CYN hatasat a gyokér és a szar novekedésére
valamint az oldalgydkerek fejlodésére nézve folyamatos megvilagitas mellett.
A CYN-nek nem volt szignifikans hatasa 3 napos kezelések soran az epikotil
novekedésére, valamint az oldalgyokerek szamaban sem figyeltiink meg
szignifikans véltozast. Viszont a fogydkér estében 5 pg ml?t toxin
koncentracié mellett stimuldlo hatast figyeltiink meg. 6 napos toxinkezelés
alatt stimulalod hatast tapasztaltunk az epikotil és a fogyokér megnyulasara
nézve 0,1 pug mlt CYN hatdsara, mig 2,5 pg ml? toxinkoncentracidé mellett
az oldalgyokerek szdméanak novekedését tapasztaltuk. Magasabb CYN
koncentracié mellett az epikotil kismértékii, valamint a fogyokér novekedés
szignifikans gatlasat figyeltiik meg 5-20 pug ml™? koncentraci6 tartoményban.
Az oldalgyokerek fejlodésének enyhe gatlasat tapasztaltuk 10-20 pg ml?
CYN kezelések soran (11. a-c é&bra). Magas, 10 pg ml? cianotoxin
koncentracio a gyokerek barnuldsat okozta, amely nekrozisra utal (11. f dbra).
3 napos kezelések soran, amikor a ndvényeket sotétben neveltiik, az epikotil
¢s a fogyokér elongacio esetében nem volt megfigyelhetd a stimuladlo hatas,
de 5-10 pg ml? CYN koncentracié hatdsira a fégyokér ndvekedésének
gatlasa volt megfigyelhetd. A toxin az oldalgydkerek fejlédését stimulalta 1
png ml?t és kismértékben gatolta az oldalgydkerek kialakulasat 10 pg mil™?
koncentracioban (11. d és e dbra).

V. faba ,,ARC Egypt Cross” fajta esetében szintén megvizsgaltuk a
CYN novekedésre gyakorolt hatasat fényen nevelt novények esetében. Az
epikotil elongacio esetében csak gatld hatast tapasztaltunk mind 3, mind
pedig 6 napos kezelések soran. Szignifikdns gatlas volt megfigyelhetd

mindkét kezelési idétartamban >1 pg ml? CYN hatdsara. A fogyokér
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elongacioban 3 napos kezelések soran enyhe novekedés gatlas volt
megfigyelheté >5 pug ml* CYN koncentricid esetében, viszont a 6 napos
kezelések soran a ,,Standard” fajtdhoz hasonloan kettds valaszreakcid volt
megfigyelhetd. 1 pg ml™t CYN stimullta a f6gyokér novekedést, mig >5 pg
mlt CYN gatlé hatast fejtett ki (11. g és h 4bra).
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11. abra: CYN hatésa a 3 és 6 napos kezelések soran a V. faba csirandvények
novekedésére. (a €s b) CYN hatasa az epikotil és fogyokér ndvekedésére és az (c)
oldalgyokerek fejlédésére folyamatos fényen nevelt V. faba ,,Standard” fajta esetében. (d) az
epikotil és fogyokér novekedésére €s az (e) oldalgyokerek fejlodésére kifejtett hatas sotétben
nevelt V. faba ,,Standard” fajta esetében (3 napos). (f) Folyamatos fényen nevelt V. faba
,,Standard” fajta morfolégiaja: Kontroll és 10 pg ml™* CYN, 6 napos kezelés. Lépték = 10
mm. Jol lathato a CYN kezelt gyokerek nekrozisa. (g) Epikotilra és a (h) fogyokérre kifejtett
hatas folyamatos megvilagitds mellett V. faba ,,ARC Egypt Cross” fajta esetében. *
Szignifikans kiilonbség a kontroll és a CYN kezelések kozott, P <0,05.
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4.6. A CYN hisztologiai és citologiai hatasa kiilonbozo allandodsult
szovetekben és interfazisos merisztéma sejtekben

A fogyokerekbdl készitett keresztmetszetek vizsgalata soran a
kontroll novényekben a gyokér normalis anatémidja volt megfigyelhetd,
valamint a kétsziktiekre jellemz6 masodlagos gyokérvastagodas (12. a abra).
3 napos CYN kezelések hatasara nem talaltunk szoveti nekrézisokat, sem a
rizodermiszben, sem a mélyebb szovetekben. 6 napos kezelések hatasara
viszont nekroézis volt megfigyelheté minden toxinkoncentracio esetén. 0,1-5
ng ml! CYN koncentracié tartomanyban a gydkér kéregszdveteiben
nekrotikus foltok jelentek meg (12. b abra), mig 10-20 pg ml? CYN
koncentraci6 tartomanyban a toxin egy vagy két folyamatos nekrotikus gytiri
kialakulasat indukalta a gyokér kortexben és a rizodermiszben (12. c abra). A
CYN nekrotikus hatdsa mindkét 16bab fajta esetében megfigyelhetd volt.

Az interfazis merisztéma sejtek vizsgalata sordn nem tapasztaltunk
elvaltozdsokat a kontroll novényekben, amelyek normalis sejtmag
morfologidt mutattak (12. d 4abra). Ezzel ellentétben minden CYN
koncentracional megfigyelhetdek voltak a sejthalalra jellemzé nukleusz
morfologia valtozasok (,,nuclear blebbing”) a kezelés idOtartamatol és a
fényviszonyoktol fiiggetleniil mindkét V. faba fajta esetében (12. e abra). A
gyokérszOrok vizsgalata sordn a kontroll ndvényeket normél kromatin
organizacio jellemezte (12. f abra). 6 napos kezelések alatt magas CYN
koncentracioknal (10-20 pg mlt) megfigyelhetd volt a sejtmag részleges,

majd pedig teljes fragmentécidja (12. g és h abra).
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12. abra: (a-h) Fluoreszcens mikroszkoppal detektalt CYN indukalta sejthalal V.
faba ,standard” fajta gyokereiben (gerjesztési hullimhossz: 320-360 nm). (a-c) Fégyokér
keresztmetszet 6 napos folyamatos fényen nevelt névényeknél (autofluoreszcencia). (a)
Kontroll gyokér; (b) 1 ug mlt CYN kezelés, nekrotikus szdvetek (nyil); (c) 20 ug mlt CYN
kezelés, folyamatos nekrotikus gyiirii a rizodermiszben és a kortexben. (d és e) Oldalgyokér
cstcs apikalis merisztéma sejtjei sotétben nevelt ndvényeknél (3 napos kezelés), DNS jel6lés

DAPI-val. (d) Kontroll; (¢) 5 pg ml' CYN kezelés, sejtmagi elvaltozasok megjelenése
(nyilhegyek). (f-h) oldalgyokér szérdk 6 napos folyamatos fényen nevelt ndvények esetében.
() Kontroll gydkérszér intakt sejtmaggal; (g) sejtmag degradacio 10 pg mlt CYN
jelenlétében; (h) sejtmag fragmentaci6 20 pg ml? CYN jelenlétében. Lépték: 300 pm (a-c), 5
um (d, ), 100 um (f-h).
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4.7. CYN hatasa a kromoszoma morfolégiara

Kontroll V. faba oldalgyokerekb6l — késziilt  kromoszoma
preparatumokban jol megfigyelhetd egy metacentrikus és 6t akrocentrikus
kromoszomapar a merisztéma szovetekben (13. a dbra, Fuchs és mtsai, 1998).
Ezekben a novényekben a metafazisos kromoszoémak csak kis szazalékaban
volt megfigyelheté kromoszoma torés (3.44 £0.54%). CYN hatasara viszont
a kromoszdma torések gyakorisaga megnétt mindkét fajta esetében a kisérlet
id6tartamatol (3 és 6 nap) és a fényviszonyoktol fiiggetleniil (13. b abra). 0.1-
5 ug mI* CYN koncentraci6 tartomanyban a kromoszoma térések szama 2,7-
szeresére emelkedett (9,3+1,12%) a kontroll ndvényekhez viszonyitva. A
kromoszoma preparatumok elkészitésénél V. faba ,Standard” fajtat

hasznaltunk.

/f j al :-3{,‘: (?g !
| @Q 16 ﬁ‘:}i

13. abra: V. faba ,,Standard” oldalgyokér csucsok szétteriilt kromoszomai (a és b).
(a) Kontroll; (b) 5 ug ml™t CYN (3 nap, sététben nevelt) hatdsara bekdvetkezé kromoszoma
torés (nyil). Lépték: 5 um (a, b).

4.8. CYN hatasa a mitotikus aktivitasra és a preprofazis kotegre
(PPB) nem szinkronizalt merisztéma sejtekben

A noévények mitotikus aktivitasanak vizsgalata soran V. faba
»Standard” fajta esetében a kontroll mitotikus aktivitas magasabb volt a

folyamatos fényen nevelt ndvények esetében (14. a-c dbra). 3 napos CYN
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kezelések hatasdra sem a fényen, sem pedig a sotétben nevelt novények
esetében nem volt szignifikéns valtozas a teljes mitotikus indexben. A korai
(P+PM+M) illetve kései (A+T) mitotikus indexben sem volt megfigyelhetd
szignifikans valtozas egyik CYN koncentracio esetében sem. (14. a-c abra). 6
napos kezeléseknél viszont a teljes mitotikus indexben 0,01-1 pg ml* CYN
koncentracié tartomanyban a mitotikus aktivitds emelkedése figyelhetd meg.
Ez a tendencia a korai €s a kés6i mitotikus indexben is megfigyelhetd. Magas
toxin koncentracio esetén (2,5-20 pug ml?l) pedig elég erds, nagyrészt
szignifikans gétld hatast figyeltink meg. Az alacsony toxinkoncentraciod
tartomanyban detektalt szignifikdns serkentd hatas a metafazisos sejtek
aranyanak novekedésében nem mutatkozott meg (14. d-f abra).

V. faba ,,ARC Egypt Cross” fajta esetében a mitotikus aktivitast csak
folyamatos fényen nevelt novények esetében vizsgaltuk meg. 3 napos
kezelések soran a CYN nem valtott ki szignifikans valtozast a teljes mitotikus
aktivitasban és a korai mitotikus aktivitisban, de a késO6i mitotikus
aktivitasban 1 és 10 pg mlI™* CYN koncentracionél szignifikdns emelkedés
volt tapasztalhato (14. g és h abra). 6 napos CYN kezelés hatasara 0.1 pg ml?
CYN koncentracional szignifikans emelkedés volt tapasztalhaté a teljes
mitotikus indexben illetve a profazisok aranyanak emelkedésében is. A
metafazisos és anafazisos sejtek aranya ugyan kis mértékben novekedett, de
ez nem bizonyult szignifikansnak. A telofazisos sejtek aranyaban nem volt
kimutathaté valtozas ennél a toxinkoncentracional. 5-10 pg ml* CYN
hataséra a telofazisban 1évo sejtek aranya szignifikans csokkenést mutatott. A
teljes mitozis, valamint azon belill a profazis, a metafazis és az anafézis
szignifikans gatlisa csak a 10 pg ml? CYN koncentracié esetén volt

megfigyelheto (14. g, 1 és j abra).
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14. abra: CYN hatasa a mitotikus aktivitasra V. faba oldalgy6kér cstics merisztéma
sejtekben. (a-f) V. faba ,,Standard”: (a-c) 3 napos CYN kezelés; (d-f) 6 napos CYN kezelés
folyamatos megvilagitas mellett. (g-j) V. faba ,,ARC Egypt Cross” CYN kezelés folyamatos
megvilagitas mellett: (g) total mitotikus index 3 és 6 napos CYN kezelés soran; (h-j) a total
mitotikus index osztodasi fazisonkénti lebontasa: (h) 3 napos CYN kezelés; (i €s j) 6 napos
CYN kezelés. Roviditések: P — profazis; PM — prometafazis; M — metafazis; A — anafézis; T

— telofazis. *Szignifikans kiilonbségek a kontroll és kezelt névények kozdtt, P <0,05.
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A mikrotubulusok szervezddését a sejtciklus késéi G2/profazis
atmenetében vizsgaltuk. Az itt jelenlévé mikrotubuldris struktara a
preprofazis koteg (PPB). A kontroll novények vizsgalata soran nem
tapasztaltunk rendellenességet a PPB kialakuldsaban és a perinuklearis
mikrotubulusok szervezddésében. A PPB-k a sejt egyenlitdi sikjaban
helyezkedtek el az esetek majdnem 100%-ban (15. a abra). CYN kezelések
hatasara rendellenes PPB-k kialakuldsa volt megfigyelheté (15. b-d abra).
Hérom kiilonb6z6 rendellenes PPB struktirat tudtunk elkiiloniteni a toxin
hatasara: (1) dupla PPB-k, errdl akkor beszéliink, amikor 2 egymastol jol
elkiilonithetd PPB helyezkedik el egy sejtben; (2) hasadt PPB-rél akkor
beszEliink, ha a sejt egyik oldalan a PPB egy mikotubulus koteget alkot, mig
a sejt masik oldalan két jol elkiilonitheté mikrotubulus koteg talalhato; (3)
aszimmetrikus PPB, ebben az esetben egyetlen mikrotubulus kotegbdl all a
PPB, de a sejtmaghoz képest az elhelyezkedése excentrikus. A rendellenes
PPB-k kialakuldasa 1-10 pg ml? toxinkoncentracié tartominyban volt
megfigyelhetdé mindkét lobab fajta esetében a kezelés iddtartamatol és a
megvilagitastol fliggetleniil.

Megvizsgaltuk a sejtosztodasi mintdzatokat is az oldalgyokér csticsok
merisztéma szoveteiben. Kontroll oldalgyokér cstcsok merisztéma
osztodasi sikja a hosszanti novekedés irdnyara merdleges volt (15. e abra).
Ezzel szemben, 5-10 pg ml? CYN kezelés hatdsara megvaltozott
sejtosztodasi sikokat figyeltink meg. A szomszédos o0sztddd sejtek az
antiklindlis és periklinalis osztodas véletlenszerli mintazatat mutattdk (15. f

abra).
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mikrotubulusok jel6lése anti-B-tubulin antitesttel és a kromatin jeldlése DAPI-val; (e és f)
kromatin jelolése DAPI-val. (a) Normal PPB formacio a kontroll oldalgyokér csucsban (V.
faba ,,Standard”) 3 napos s6tétben nevelt novényeknél; (b) dupla PPB, 3 napos kezelés
sotétben, (,,Standard”) 1 ug mlt CYN hatésara; (c) hasadt PPB (a nyilhegy mutatja a hasadas
helyét), 6 napos kezelés, folyamatos fényen nevelt novények, 0,1 png ml™* CYN hatésara; (d)
két egymas melletti sejt aszimmetrikus PPB-vel, 3 napos kezelés, folyamatos megvilagitas,
0,1 pg ml* CYN hatasara (,,Standard”); (e) kontroll merisztéma szdvet oldalgyokérbdl, 6
napos kezelés, (,,ARC Egypt Cross”); (f) megvaltozott osztodasi sikok (nyilhegyek) az
- ARC Egypt Cross” oldalgydkerében, 6 napos kezelés folyamatos megvilagitas mellett, 5 pug
ml-t CYN hatésara. Lépték: 5 um (a-d), 10 um (e és 1).
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4.9. In vivo és in vitro DNS szintézis vizsgalatok

Mivel a fentiekben leirt eredmények azt mutatjadk, hogy a CYN
gatolja a sejtek mitdzisba vald belépését nem szinkronizalt V. faba ,,Lippoi
fajta” csirandvényekben, ugy gondoltuk, hogy az S fazisban bekodvetkezd
DNS szintézis gatlasa all a hattérben. Mivel a CYN uracil szdrmazékot
tartalmaz, interferalhat ezzel a folyamattal. Ennek vizsgalatara BrdU-t
hasznaltunk. A BrdU az 6t felismerd ellenanyaggal egyiitt a DNS szintézis
kimutatdsara alkalmas hisztokémiai jellé anyag. A kisérleteket 5 pg ml?
CYN koncentracioval végeztiik el.

A kisérlet soran vizsgaltuk az S-fazis indexben bekovetkezd
valtozasokat CYN hatasara, ahol lathato, hogy a kontroll névények esetében
a HU kimosasa utan 8 oraval az S-fazisban 1év6 sejtek szama folyamatosan
novekszik, mig az 5 pg ml™t CYN hatdsdra nem tortént jelentésebb véltozas
az S-fazisos sejtek szdmanak novekedésében a HU kimosasa utan 12 oraval
sem (16. 4bra). Osszességében, eredményeink arra utalnak, hogy a CYN
nemcsak a mitozis elindulasat, hanem az S-fazis elindulasat is késlelteti,
aminek oka lehet a G1/S atmenet vagy a DNS szintézis elindulasanak gatlasa,

amelyben szerepet jatszhat a CYN fehérjeszintézis gatlo hatasa.
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16. abra: Szinkronizalt (HU) V. faba csiranovények S-fazis indexe. HU kimosasa
utan S-fazisban 1évo sejtek.

In vitro koriilmények kozott is megvizsgaltuk a CYN DNS szintézisre
gyakorolt hatasat. A kisérletek soran 0,1, 1, 10 és 100 pg mlt CYN
koncentraciokat hasznéaltunk. Mivel a CYN nem érzékeny a magas
hémeérsékletre, igy PCR és qPCR reakcidban probaltuk kimutatni a DNS
szintézisében bekdvetkezett valtozasokat. A PCR (17. a dbra) és a qPCR (17.
b abra) eredményeket figyelembe véve nem tapasztaltunk szignifikdns
véltozast a képzddott DNS mennyisége kozott. Ezek az eredmények arra
utalnak, hogy a CYN in vitro korilmények kozott nem gatolja a DNS

szintézist.
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17. abra: In vitro DNS szintézis vizsgalatok. (a) PCR reakcié soran keletkezett
termék agar6z gélelektroforézise (a DNS-t etidium-bromiddal detektaltuk); (b) qPCR
eredmények. Mindkét esetben 0,1, 1 és 100 ng ml"? CYN koncentraciét alkalmaztunk.

4.10. A CYN rovidtavu hatasa a mitozisra és a protein szintézisre

A szinkronizalt kontroll V. faba oldalgydkércstics merisztéma sejtek
maximalis mitotikus aktivitasa a hidroxiurea (HU) kimosasa utan 8-9 o6raval
volt megfigyelhetd, ami egybeesett a korai és késdi mitdzisban 1évd sejtek
maximalis szdzalékos aranyaval. A korai mitotikus index a profazisban,

prometafazisban és metafazisban 1évd sejtek szdzalékos aranyabdl, mig a
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késdi mitotikus index az anafazisban és telofazisban 1évo sejtek szazalékos
aranyabol allt 6ssze (18. a-c dbra). A szinkronkisérletek sordn 5 ug mi™* CYN
koncentraciot hasznaltunk. 5 pg mlt CYN altalanosan késleltette a mitozist,
amely megfigyelhetd volt a teljes mitdzisban illetve a korai és késoi mitotikus
indexben is. A CYN hatasdra a maximalis mitotikus aktivitas a teljes
mitotikus és a korai mitotikus indexben a HU kimosas utan 12-14 o6raval
kovetkezett be. A késdi mitotikus index maximalis csucsa pedig a HU
kimoséas utan 12-18 o6raval volt detektalhatd. A CYN hatasara nem csak
késlekedett a kés6i mitozis el, hanem az id6tartama is meghosszabbodott (18.
a-c 4bra). Szinkronizalt Sinapis alba (fehér mustar) esetén 18 pg ml™* CYN
hatasara hasonlé mitdzis késleltetést tapasztaltunk (az adatokat itt nem
mutatjuk be).

Vasas Gabor és munkatarsai nem szinkronizalt Sinapis alba fiatal
gyokerek de novo fehérjeszintézis vizsgalatahoz pulzus jelolést hasznaltak
%S-metioninnal. A vizsgalat soran kideriilt, hogy a de novo fehérjeszintézis 2
csucsot (maximumot) mutatott a vizsgalat iddtartama alatt (43 o6ra) kontroll
novényekben. A fehérjeszintézis elsd ciklusanak maximalis de novo
fehérjeszintjei 15-16, a masodik ciklusdnak maximalis szintje pedig 38-39
oraval a csirdzas kezdete utan voltak megfigyelhetéek (18. d abra). 18 pg ml?
CYN esetében 50% novekedés gatlast figyeltek meg Sinapis alba
csirandovények esetében (Vasas ¢és mtsai, 2002), ami késleltette a
fehérjeszintézist ebben az intervallumban. A kezelés soran szintén 2 csucs
volt megfigyelhetd a fehérjeszintézisben. A CYN kezelt novényekben az els6
ciklus soran erdteljes gatlo hatas volt megfigyelhetd a fehérjeszintézisben a
kontrollhoz képest, melynek cstcsa a csirazas utan 16-18 oéraval kovetkezett
be. A masodik ciklusban a fehérjeszintézis maximalis értéke a csirdzas utan
39-40 o6raval volt megfigyelhetd, de az elsé ciklussal ellentétben itt a

fehérjeszintézis mértéke erdteljesen emelkedett (18. d 4bra).

76



—+——  kontroll 5 — #—  kontroll
0. ——o— Sspgml-leyn| E25; — = — SpgmLlCYN
o
= 2 A
. T
2 20 b=
Z =15y
z &
= "
é 0 w 10
: £
v s
0 ‘g
. E 0
0 5 10 15 20 25 S 0 5 10 15 20 25
elteltidé (6ra) a HU kimosasa utan eltelt id§ (6ra) a HU kimosésa utdn
(C) ——»———  kontroll (d)

—#— Kontroll

—— 18 pgmL-l CYN

oo

— o — spgmllCYN

[

o
=

w

(=]
o

kés61 mitotikus (A+T) index

x10° (358-|1lcli0|1i|1) DPM mg'l

4
D 4 2
I I ' ' ' 0 o oo e e o o
5 10 15 20 25 TETEEEERESS S
elteltid6 (6ra) a HU kimosasa utan eltelt idé (6ra) a csirdzas kezdete utin

18. abra: CYN hatasa a sejtosztodasra és a fehérje szintézisre. (a-C) a mitotikus
index idobeli lefutdsa szinkronizalt V. faba ,,ARC Egypt Cross” oldalgyokér csucs
merisztémaban. A szinkronizalast hidroxiureaval (HU) végeztik. (d) Sinapis alba
fehérjeszintézisének idébeli lefutasa. A pulzus jeldlés 3°S metioninnal tortént. Roviditések: P
— profazis; PM — prometafazis; M — metafazis; A — anafazis; T — telofazis.
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5. Az eredmények megbeszélése
5.1. MCY-LR

Vizsgalataink soran széles skalajat detektaltuk a MCY-LR éltal
okozott mitotikus osztddasi ors6é rendellenességeknek V. faba oldalgyokér
csucsok merisztéma szovetében. Nincs mas ismert protein foszfatdz gatlo,
amely ilyen sokféle valtozast idéz el6 a mikrotubulusok szervezddésében (5.
tablazat). Ezek a mitotikus orsd elvaltozasok id6- és MCY-LR dozisfiiggd
modon jelentkeztek a V. faba csirandvényekben (9. a és b abra). Altalaban, a
2 napos kezelések hatdsdra az osztodasi orsé rendellenességek szazalékos
aranya alacsonyabb volt, mint a 6 napos kezelések sordn valamint szamos
osztodasi orsd rendellenesség nem volt kimutathatdé ebben a szakaszban.
Ilyenek voltak: a polaris mikrotubulusok erételjes kotegelése, a multipolaris
orsok az erdsen kotegelt kinetokor mikrotubulusokkal, a mitotikus orséd
mellett megjelend tovabbi mikrotubuléris (ors6) struktira €és az anafizis
egyenlitéi sikjaban lathatd kinetokor kotegek (3. ¢és 4. tablazat
Osszehasonlitasa, anomalidk b, d, h, 1). 2 napos kezelési idétartamban 0,1 pg
ml MCY-LR hatasara csak szétesett osztodasi orsok voltak kimutathatoak. 1
ug mIt MCY-LR hatésdra 2 (szétesett és monopoldris orsé), mig 10 pg ml™
MCY-LR hatdsdra mar 7 (szétesett, tripolaris/multipolaris, monopoldris,
hianyos, C- és S-alkt valamint aszimmetrikus osztddasi orso) osztddasi orso
rendellenesség volt kimutathatdé (3. tablazat). 6 napos cianotoxin kezelés
soran alacsonyabb toxin koncentracié (0,1-5 pg ml?) 1-4 fajta (szétesett,
tovabbi poldris mikrotubulus koteg, tripolaris/multipolaris, tovéabbi
mikrotubularis orsé struktara) osztédasi orsé rendellenességet indukalt.
Magasabb koncentracioban 10 pg ml* MCY-LR 8 féle, mig 20 pug ml?
MCY-LR 6 féle mitotikus ors6 rendellenességet valtott ki (4. tablazat). Ez azt
jelenti, hogy bizonyos rendellenességek (hianyzé kinetokor széalak, C- és S

alakl orsok, egyenlit6i kinetokor szalak, aszimmetrikus orsok) csak nagy
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aktivitis majdnem teljes gatlasa figyelhetd meg (4. tablazat, 9. ¢ 4bra). Igy a
2 és 6 napos kezelések soran a rendellenesen kialakul6 osztdédasi orsok szama
tablazat). A multipolaris orsok erdsen kotegelt kinetokor mikrotubulusokkal,
illetve a tovabbi poléris mikrotubulus (ors6) kotegek csak 6 napos (hossza
tavi) kezelések sordn jelentek meg alacsony toxinkoncentracié (0,1 pg ml?
MCY-LR) jelenlétében, ahol a protein foszfataz aktivitas gatlasa 22+3% volt.
A szétesett €s multipolaris orsdk a toxin koncentracio széles skaldjaban
megfigyelhetdek voltak (4. tablazat). Osszességében az orsé rendellenességek
azon MCY-LR koncentracidknal (0,1-20 pg ml™?) jelentkeztek, ahol a protein
foszfatdz (PP1 és PP2A) aktivitds szignifikdns gatlasa is megfigyelhetd volt
(9. 4bra). Alacsonyabb toxin koncentracié (0,01 pg ml?) esetén sem
osztodasi orsd rendellenesség, sem pedig protein foszfatdz gatlds nem volt

megfigyelheto 4. tablazat és 9. c abra).
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5. Tablazat PP1 és/vagy PP2A gatlés hatdsara bekdvetkezd osztodasi orso rendellenességek tipusai

Orsé rendellenességek tipusai PP1/PP2A gatlok Szervezet/sejt tipus Mitotikus fazis Referencia

a, szétesett orso kantaridin?, Phragmites australis, V. faba metafazis, Beyer és mtsai, (2012); Cheng és mtsai,
fosztriecin?, MCY- gyokér, A549 (emberi) sejtek, anafazis (1998); Manzanero és mtsai, (2002);
LR®, BHK-21 (eml6s) sejtek Mathé és mtsai, (2009); Roberge és mtsai,

(1994); jelen munka

b, tovabbi polaris mikrotubulus | MCY-LRP V. faba gyokér metafazis jelen munka, Garda és mtsai, 2016

kotegek®

¢, Tripolaris/multipolaris orsé kantaridin?, kalikulin | P. australis, V.faba gyokér, prometafazis, Ayaydin és mtsai, (2000); Bonness és
AP, endothall?, alfalfa sejt szuszpenzié, CHO metafézis, mtsai, (2006); Cheng és mtsai, (1998);
fosztriecin?, K1 sejtek, A549 (human) anafazis Lankoff és mtsai, (2003); Mathé és mtsai,
okadainsav?, MCY - sejtek, emberi leukémias sejtek, (2009); Sakurada és mtsai, (1992); Van
LRP LLC-PK (emlé6s) sejtek, GHa Dolah és Ramsdell (1992); Vandre és

(emlGs) sejtek Wills (1992); jelen munka

d, multipolaris orsék kinetokor | MCY-LR" V. faba gyokér metafazis jelen munka, Garda és mtsai, 2016

mikrotubulusainak tilzott

kotegelése ©
MCY-LR® V. faba gyokér, CHO K1 sejtek | metafazis Beyer ¢és mtsai, (2012); Lankoft és mtsai,

e, monopolaris orso (2003); jelen munka

f, hianyos orso6 (hianyzo MCY-LR®? V. faba gyokér metafazis, jelen munka, Garda és mtsai, 2016

kinetokor szalak)® anafazis

g, eltorzult (C- vagy S-alaki okadainsav?, MCY- V. faba gyokér, LLC-PK metafézis Vandré és Wills (1992); jelen munka

ors6k)° LR®P (emlds) sejtek

h. tovabbi orsé a sejtben® MCY-LR®? V. faba gyokér metafazis jelen munka, Garda és mtsai, 2016

i, egyenlitéi kinetokor kotegek® | MCY-LRP V. faba gyokér metafazis jelen munka, Garda és mtsai, 2016

j, asszimetrikus (egyenlétlen) MCY-LR®? P. australis, V.faba gyokér metafazis, Mathé és mtsai, (2009); jelen munka

orso anafazis

k, instabil orso calyculin AP Caenorhabditis elegans nem definialt Schlaitz és mtsai, (2007)

f6leg PP2A gitlo; "PP1 és PP2A gatld; Scsak a jelen munkéban figyeltiik meg, mint MCY-LR hatas
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A fenti eredmények arra utalnak, hogy kapcsolat van a PP1 és PP2A
aktivitas gatlasa, illetve a mitotikus ors6 rendellenes kialakulasa kozott.
Azonban, 1 napos kezelések sordn a MCY-LR nem indukalta a mitotikus
ors6 dezorganizaciojat, viszont a PP1 és PP2A aktivitas szignifikans gatlasa
volt megfigyelheté 1 pg ml™? vagy magasabb MCY-LR koncentracié hatasara
(9. ¢ abra). Rovid tava (maximum 24 6ra) cianotoxin tesztek soran ismert,
hogy a MCY-LR indukal mas mitotikus valtozasokat, mint példaul a hiszton-
csirandovényekben (Beyer és mtsai, 2012). Tehat ugy tlinik, hogy csak a
hosszu tavi protein foszfataz gatlds okoz mikrotubularis elvaltozasokat
modellndvényiinkben. Tobb szerzd targyalta mar a MCY-LR altal indukalt
oxidativ stressz hatasat, amely szintén lehetséges okozoja lehet a
mikrotubularis strukturak rendellenességeinek az allati sejtekben (Ding és
mtsai, 2001; Jiang és mtsai, 2011). A ROS felhalmozodésa is indukalhatja a
multipolaris  orsok  kialakulasat ¢és a  mitotikus  mikrotubulusok
destabilizacigjat (Wang ¢és mtsai, 2013). Ebbdl adoddan, kerestiik a
kapcsolatot a MCY-LR altal indukalt oxidativ stressz és a mitotikus
mikrotubulusok zavara kozott V. faba csiranovényekben. DCFH-DA
jeloléssel nem tudtunk kimutatni jelentds ROS novekedést a kezelések
hatasara V. faba oldalgyokér cstcsokban, fiiggetlenil a MCY-LR
koncentraciojatol és a kezelés idotartamatdl (10. a dbra). Viszont a kezelések
alatt szignifikdns emelkedését mutattuk ki a ROS elimindldsédban résztvevo
enzimeknek, mind a POD, mind pedig a CAT aktivitasaban (10. b és c abra).
Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a modellndvénynek hasznalt V. faba
képes hatékonyan védekezni a MCY-LR altal indukalt ROS ellen. Tobb
szerz0 szerint vannak olyan lobab fajtak, amelyek tobb masodlagos
metabolitot (fenolos anyagok, vicin, divicin) termelnek, amelyek segitségével
hatékonyan tudjék a ROS-t eliminalni (EI-Maksoud és mtsai, 2013; Shetty és
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mtsai, 2002). Az MCY-LR oxidativ stresszt indukal allatokban és
novényekben, beleértve a vizindvényeket is, valamint ezen kitettség alatt
Campos and Vasconcelos, 2010). A kisérleteinkben hasznalt V. faba fajta agy
tinik, hogy ellendll az oxidativ stressznek. Ezért az Aaltalunk detektalt
mikrotubularis rendellenességek szempontjabol kizarhato a MCY-LR altal
okozott oxidativ stressz. A V. faba kivalo modellnévény lehet a MCY-LR
altal indukdlt protein foszfataz gatlds tanulmdnyozasara citologiai
viszonylatban, mivel ebben a ndvényben a ROS indukaldé hatdsa nem

érvényesiil.

Mindent 0Osszevetve ezek az eredmények arra utalnak, hogy
ténylegesen a hosszu tavl protein foszfatdz gatlds az elsddleges oka a
mitotikus mikrotubulusok rendellenességeinek V. faba csirandvényekben. Ezt
bizonyitja az is, hogy 1 napos kezelések hatasara nem talaltunk osztodasi
ors6 rendellenességet annak ellenére sem, hogy 10 ug ml™* MCY-LR kezelés
soran a protein foszfatdzok aktivitdsdnak majdnem teljes gatlasa volt
megfigyelhetd. Ezzel szemben 2 napos kezelések soran 10 ug ml* MCY-LR
okozza a legtobb mitotikus orso6 rendellenességet, ahol szintén megfigyelhetd
a total PP1 és PP2A aktivitas kozel teljes gatldsa. Tovabba nem mutattunk ki
szignifikans emelkedést a ROS szintben MCY-LR kezelések hatasara,
valamint az AsA sem csokkentette a mitotikus orsé rendellenességek szamat
annak ellenére, hogy hosszi tavon erés antioxidans hatast fejt ki, ezzel
megakadalyozva a ROS indukcioét (Thompson és mtsai, 1987). Conklin
(2001) leirta, hogy a kiilséleg adott AsA kedvezd hatassal van a sejtciklus
elérehaladésara. Amikor az AsA egyik perkurzorat hasznaltdk dohany BY-2
sejtekben, mitotikus aktivitds emelkedés volt megfigyelhetd, viszont a
dehidro-aszkorbinsav gatld hatasu volt a mitozisra nézve (De Pinto és mtsai,

1999). Az a tény, hogy az AsA nem tudja megvédeni a sejteket a mitotikus
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hibaktol, tovabb bizonyitja, hogy a MCY-LR altal indukalt ROS-nak nincs
szerepe jelen esetben a mitotikus orsd hibdinak a kialakulasaban a
modellndvényiinkben. 6 napos kezelések (még hosszabb tava PP1 és PP2A
gatlas) soran tobb mitotikus orsé6 rendellenesség volt megfigyelhetd, valamint
a rendellenességek kialakulasanak a gyakorisdga is megnétt a 2 napos
kezelésekhez viszonyitva. Az altalunk leirt osztodasi orsd rendellenességek
egy részét mas protein foszfataz gatlok (koztiik a PP2A-ra preferencidlisan
hat6 vegyliletek) jelenlétében is megfigyelték (5. tdblazat). Az 5. tablazat
Osszefoglalja a kiilonbozd protein foszfatazok altal kivaltott mitotikus orséd
elvaltozasokat, de a MCY-LR sokkal tobb mitotikus orsd rendellenességet
okoz, mint mas protein foszfataz gatlok. Ismert, hogy a PP1 aktivitas gatlasa
megvaltoztatja az osztddasi orsd szerkezetét. Egy Drosophila mutansban,
amelyben egy PP1 izoenzim hianyzik, multipolaris orsok jelenlétét mutattak
ki (Axton ¢és mtsai, 1990). Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a PP1 és
a PP2A is szerepet jatszik az osztddasi ors6 polaritdsdban ¢és
Osszeszerelddésében. A mi kutatdcsoportunknak sikeriilt elséként leirnia az
osztddasi orsoban kialakulé tovabbi polaris mikrotubulus kotegeket, a
multipolaris orsok kinetokor mikrotubulusainak hiperkdtegelését, a hianyos
osztodasi orsot, az osztodasi orsé mellett megjelend tovabbi mikrotubularis
(ors6) struktirat és az anafdzis egyenlitéi sikjadban megjelend kinetokor
szalkotegeket egy protein foszfatdz gatlo hatdsara (5. téblazat).
Osszességében tigy tiinik, hogy a MCY-LR sokkal szélesebb korii osztodasi
ors6 rendellenességet indukal, mint mas protein foszfataz gatlok, amely a
protein foszfatdzok komplex hatasaval lehet kapcsolatban. A MCY-LR kozel
egyenld mértékben gatolja a PP1 ¢és a PP2A aktivitasat (MacKintosh és
Diplexcito, 2003).

Mint minden eukaridta sejtben, a ndvényekben is fontos szerepet

jatszanak a mikrotubulus asszocialt fehérjék (MAP-ok) a mikrotubulusok
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nukledcidjanak,  stabilitasdnak,  kotegelésének  és  orientacidjanak
szabalyozasaban (Hamada, 2007). Régota ismert, hogy a MAP-ok
hiperfoszforilacidja megvaltoztatjia a mikrotubulusok organizacidjat az
cukariota sejtekben (Maccioni and Cambiazo, 1995; Komis és mtsai, 2011),
ami igaz a mitotikus és nem mitotikus novényi sejtekre is. A MAP65
fehérjecsalad hiperfoszforilacioja soran karosodnak a mikrotubulusok altal
kialakitott kapcsolatok, a mikrotubulusok kotegelése valamint organizacioja
is a mitozis alatt (Sasabe ¢és mtsai, 2006; Smertenko és mitsai, 2006).
Szerintiink a MCY-LR mint protein foszfataz gatlé befolyéasolja azon MAP-
ok foszforilacios dallapotat, amelyek részt vesznek a mitotikus orsod
Osszeszerel6désében és ezaltal nagyszamu mitotikus orsd rendellenességet
indukalnak a V. faba gyokércsucs merisztéma szovetekben. Ismert az is hogy
a protein foszfataz gatlas megvaltoztatja az osztddasi orsod polaritasat az
eukaridta sejtekben. Schlaitz és mtsai (2007) leirtadk, hogy allati sejtekben a
MCY-LR gatolja a centroszoma replikacidjat a mitozis elején. Ebbdl adoddan
feltételezziik, hogy a MCY-LR megakadalyozza az MTOC-k megfeleld
miikddését, amely az osztddasi orso polaritasanak kialakitdsaban igen fontos
szerepet tolt be. Ezaltal a MCY-LR 4ltal indukalt monopolaris és multipolaris
orsok kialakulasaban szerepet jatszhatnak a MAP-ok ¢és MTOC-k
miikodésében bekovetkezett valtozasok is.

A mitotikus orsé dezorganizacidja soran a testvérkromatidak
szegregacioja sem lesz teljes (Kline-Smith and Walczak, 2004).
Kutatocsoportunk egy régebbi tanulmanyban leirta, hogy a MCY-LR
késlelteti a metafazis-anafazis dtmenetet, valamint monopolaris/multipolaris
osztodasi orsot és késlekedd kromoszomak képzddését indukalja (Beyer és
mtsai, 2012). A mitotikus orsé Ujabb kutatdsai azt mutatjak, hogy mind a
kinetokor, mind pedig a polaris mikrotubulusok kiterjedt elagazésai részt

vesznek az osztddasi orsd stabilizalasaban (Ambrose és Cyr, 2008). Ebbdl
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addédoan a MCY-LR jelenlétében kialakuld polaris mikrotubulus kotegek és a
kinetokor mikrotubulusok hiperkdtegelése a metafazisos ¢és anafazisos
sejtekben befolyasolhatja az osztddasi orso stabilitdsat és megvaltoztathatja a
mitotikus osztodast. Valamint az anafazisban az egyenlitdi sikon maradt
kinetokor mikrotubulus kotegek késlekedd kromoszomakat eredményeznek
(8. ¢ éabra). Ezen tilmenden a monopolaris és hidnyos orsok kialakuldsat
gyakran kiséri a kromoszomak rozetta-szerli elrendez6dése metafazisban,
amikor is a centromerek kozponti irdnyultsdguak, a kromoszoma karok pedig
a periféria felé¢ orientdlodnak (7. d abra). A kromoszomak rozetta-szerii
illetve a hibas testvérkromatida szegregéacioval (Nagele és mtsai, 1998; Beyer
¢s mtsai, 2012).

A gyulai Bardos-tavon kialakul6 cianobakterialis vizvirdgzasbol vett
novényi mintdk vizsgalata bebizonyitotta, hogy a MCY-LR jelenléte a
felszini vizekben nem elhanyagolhatdé még alacsony koncentradcidban sem.
Jelen esetben a toxin koncentracidja a vizben 5,92 pug L, mig a nvényekben
1,04 pg gt volt sziraztomegre viszonyitva. A C. submersum mintak
vizsgalata sordn mind szdévettani mind pedig citoldgiai vizsgalatokat is
végeztiink. A szdvettani vizsgalatok soran kimutattuk a hajtascstcsok
hosszénak rovidiilését, radidlis duzzanatdt valamint az oldalriigyek korai
kialakuldsat a viztérben jelenlévé MCY-LR hatdsara. Mathé és munkatérsai
(2007) laboratériumi koriilmények kozott 10 ug mlt MCY-LR kezelés
hatasara detektaltak nekrotikus foltokat Phragmites australis névények
gyokereiben, amely a terepi Ceratophyllum mintakban is megfigyelheté volt
a szarban (jelen munka). A laboratoriumi koriilmények kozott észlelt
nekrozis magas, mig a terepi mintakban észlelt nekrdzis alacsony toxin
koncentracional jelentkezett. A nekrotikus sejtekre jellemz6 volt a DNS

tartalom teljes hidnya és egyes esetekben megfigyelhetd volt a sejtmag
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degradacioja is. A citologiai vizsgalatok soran vizsgaltuk a H3S10ph
foszforilacios fokat a mitotikus fazisokban kiilon-kiilon. A H3S10ph
hiperfoszforilaciojat csak a metafazisos sejtekben figyeltiik meg, ami hibas
testvérkromatida szegregaciot eredményezhet. A pH3-Ser 10 foszforlilacios
foka a metafazisos sejtekben a kontrollhoz képest koriilbeliil 1,5-szeresére
emelkedett. A kutatocsoportunk korabbi munkaiban igazolta, hogy a MCY-
LR hatasara bekovetkezd H3 hiperfoszforilaci6 a kromatidak rendelleneses
szétvalasat eredményezi laboratoriumi koriilmények kozott is Vicia faba
modellndvényben (Beyer és mtsai, 2012). Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a
hossza  ideig tartd alacsony toxinkoncentracié hatdsdra hasonld
rendellenességek jelentkeznek, mint a rovid ideig tartd, de magas MCY-LR

koncentracionak kitett ndvényekben.

5.2.CYN

Az edényes novények novekedési valasza igen eltérd lehet CYN
hatasara. A CYN alacsony koncentracioban (0,1-0,4 pg ml™?) serkenti a
novekedést vagy az oldalgyokér fejlodést vizi makrofitakban és Sinapis alba-
ban (Kinnear és mtsai, 2008; Beyer és mtsai, 2009; Mathé és mtsai, 2013). V.
faba csiranovények esetében folyamatos megvilagitas mellett detektaltuk a
CYN novekedésre gyakorolt atmeneti serkentd hatasat kiilondsen a gyokér
novekedése soran 6 napos kezeléseknél 0,1 pg ml? toxin koncentracid
mellett. Ez a tendencia mindkét dltalunk hasznalt fajtaban megfigyelhetd volt.
A 0,1 pg mlI? CYN koncentracié kornyezetvédelmi szempontbdl igen
lényeges, mivel CYN termeld cianobaktérium fajok okozta vizviragzasok
kapcsan mutattak ki ilyen koncentracidt édesvizekben (Kinnear és mtsai,
2008; Kinnear, 2010). A magasabb cianotoxin koncentraciok okozta
novekedésgatlo hatast a 11. abra szemlélteti. A CYN kivaltotta novekedés

serkentés egyfajta stresszvalasznak is tekinthetd, mivel a ndvény vagy szerv
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(gyokér) noveli a biomassza tomegét a CYN detoxifikacios kapacitasanak
novelése érdekében. Feltételezik ugyanis, hogy a ndvényi szovetek képesek
CYN konjugatumokat létrehozni, amelyek a szabad cianotoxinnal kevésbé
mérgezéek (Kinnear és mtsai, 2008; Beyer ¢és mtsai, 2009). A CYN
novekedésre gyakorolt hatasa fiigg a megvilagitastol, a kezelés iddtartamatol
¢s a hasznalt V. faba fajtatol (,,Standard” és ,,ARC Egypt Cross”) is. 6 napos
kezelések soran sokkal intenzivebb és hangsulyosabb ndvekedésre gyakorolt
hatast detektaltunk, mint 3 napos kezelések soran. A sotétben nevelt
novények esetén a CYN novekedés serkentd hatdsa nem volt megfigyelhetd
az epikotilon és a fogyokéren a ,,Standard” fajta esetében (11. abra). Ebbdl
adodéan a CYN novekedésre gyakorolt hatisa nagymértékben fligg a

hasznalt genotipustdl és a novekedési koriilményektol.

A nekrotikus sejthalalt szamos biotikus és abiotikus stresszfaktor
indukélhatja. A CYN hatéasara bekovetkezd nekrotikus gytirtik kialakuldsa
nem specifikus hatds, mert nem kapcsolodik kozvetleniil a cianotoxin
biokémiai hatasaihoz. Phragmites australis szovettenyészetek gyokereiben a
CYN nekrozist valtott ki, de a Sinapis alba csiranévényeken CYN hatasara
nem mutattak ki szoveti nekrozist (Beyer €s mtsai, 2009, Mathé és mitsai,
2013). A CYN nekrozist indukdlo hatasa a novényekben tehat fajfliggd. A
nekrézis 4ltalaban egy védelmi mechanizmus, amely a patogének
elkiilonitésére vagy azok toxinjainak a szallito szovetekbe vald bejutasat
akadalyozza meg (Kosslak és mtsai, 1997). V. faba esetében a nekrotikus
mintdzat kialakuldsa dozisfiiggd volt. Alacsonyabb CYN koncentracidban
(0,1-5 pg ml?) nekrotikus foltok voltak jellemzéek a gydkérkéregben (0,1-1
ng ml?t a természetes kdrnyezetben relevansnak tekintheté koncentracio).
Magasabb CYN Kkoncentraciok esetében (10-20 pg ml?) két folyamatos
nekrotikus gylri volt jellemz6, az egyik a kortexben, a masik pedig a

rizodermiszben (12. b és c 4bra). Igy lehetséges, hogy a CYN indukalta
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nekrozis csak egy védelmi mechanizmus a ndvény részér6l, mivel a névény
igy akadalyozza meg a toxin bejutdsat a szallitészovetbe. Az ezzel
parhuzamosan jelentkezd CYN indukalta sejtmag morfoldgia valtozas
(,,nuclear blebbing”) és fragmentacid tovabbi bizonyitékkal szolgal a toxin
okozta sejthalalra V. faba csiranévényekben (12. e, g és h abra). Ezek a
valtozasok 0Osszefiiggésben vannak egy nekrdzistdl eltérdé folyamattal, a
programozott sejthaldllal (PCD) (Drew és mtsai, 2000). A PCD soran a
sejtmag fragmentacidja magaban foglalja a duplaszala DNS (dsDNS)
hasitasat (van Gent és mtsai, 2001). Kisérleteink soran megfigyeltiink CYN
okozta kromoszoma toréseket is V. faba sejtekben (13. j abra), ami arra utal,
hogy a cianotoxin dsDNS torést indukal. A CYN indukalta PCD-t mar t6bb
szerzo is targyalta emberi és allati sejtekben (Bazin és mtsai, 2010; Straser és

mtsai, 2011).

Kornyezetvédelmi szempontbdl relevans alacsony CYN koncentracio
(0,01-0,1 pg ml™t) 6 napos kezelés sordn a mitotikus aktivitds serkentését
idézi el8, de magasabb koncentracidban (2,5-20 ug ml™) mar gatolja a sejtek
osztodasat V. faba csirandvényekben. Ez nemcsak a mitdzis egészére, de az
egyes mitotikus fazisokra is igaz (14. dbra). Ez azt sugallja, hogy a CYN
befolyasolja a sejtciklust anélkiil, hogy bizonyos osztdédasi fazisban
megallitana azt. A mitdzis atmeneti stimulalasa kimutathato volt Phragmites
australis-ban is (Beyer és mtsai, 2009), de Sinapis alba csiranévényekben
nem volt megfigyelhetd (Mathé és mtsai, 2013). A mitdzis stimuldlo hatasa
ellenére a CYN rendellenes mitozist indukalt alacsony koncentracidban is
(Beyer és mtsai, 2009). Allati sejtekben szintén megfigyelték a CYN altal
okozott mitdzis serkentést és gatlast egyarant (Kinnear és mtsai, 2007;
Lankoff és mtsai, 2007). A CYN indukalta mitotikus hatasok azt jelzik, hogy
a cianotoxin egy komplex mechanizmus altal fejti ki hatasat a sejtosztodasra.

Eredményeink azt mutatjak, hogy a mitozis serkentése mindkét V. faba
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fajtaban hasonlé volt. Ez magaban foglalja a mitozisba vald belépés
stimulalasat is, ami valosziniileg bizonyos fehérjék aktivitdsanak a gatlasa
révén valosul meg a sejtciklus egyes idOszakaiban. Rovidebb, 3 napos tesztek
soran a CYN-nek nincs szignifikdns hatdsa a mitotikus aktivitasra nézve (14.
4bra), viszont magasabb koncentraciéban (5 pg ml™?) 1 napos tesztek soran
késlelteti a mitdzist szinkronizalt sejtekben. Ez a hatds megfigyelhetd volt
Sinapis alba csiranovényeken is, ahol ezzel parhuzamosan késleltette a de
novo fehérjeszintézist a vizsgalati idétartamban (43 ora) (18. abra). igy az
egyik lehetséges oka az indukalt mitotikus valtozdsoknak a CYN
fehérjeszintézis gatld hatdsa. A CYN noveli a kés6i mitdzisnak az idétartamat
is V. faba csiranovényekben (18. abra), ezaltal viszont a mit6zisbol valo
kilépést is késlelteti (de nem blokkolja). A fenti adatok azt mutatjak, hogy a
CYN hatékony eszkdze lehet a ndvények vagy més eukariota sejtek sejtciklus
szabalyozasanak vizsgalatahoz. 1 6ras 2,5 pg ml? cikloheximid (eukariota
fehérjeszintézis gatlo-CH) kezelés hatdsa eltéré a CYN-€t6l szinkronizalt V.
faba sejtekben. A CH kimosasa utan jelentds és reverzibilis gatlast figyeltek
meg a fehérjeszintézisben és a metafdzis/anafazis dtmenet késleltetésében

(Olszewska és mtsai, 1990).

A CYN okozta rendellenes PPB-k kialakulasa minden esetben
megfigyelhetd volt fiiggetleniil a kezelés idOtartamatol, a fajtatdl és a
megvilagitastol V. faba csiranévényekben (15. abra). Beyer és mtsai, (2009)
is megfigyelték a rendellenes PPB-k kialakulasat Phragmites australis
novényekben. A CYN indukalta dupla, hasadt €és aszimmetrikus PPB-k
altalanosnak mondhatok novényekben, ami kozvetleniil kapcsolodik a
fehérjeszintézis valtozasahoz. Igy ez a hatds a CYN specifikus hatasanak
tekinthetd novényekben. Az abnormalis PPB formaciok kialakulasa altalaban
a fehérjeszintézis vagy a fehérjék funkcidjanak valtozadsdhoz kapcsolhato.

Mineyuki (1999) hagyma gyokércsucs sejtekben szdmolt be CH kezelés
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hatasara dupla PPB kialakuldsar6l. Az auxin transzport megvaltozasa
beleértve a specifikus transzport fehérjéket, dupla PPB kialakuldshoz vezet
eredményezi (Dhonukshe és mtsai, 2005). Az aszimmetrikus PPB-k
kialakulasa az anyasejt egyenldtlen szétvalasat fogja eldidézni (Mineyuki,
1999). V. faba merisztéma sejtek esetében nekiink nem sikeriilt kimutatni
eltéré méretli utodsejteket. A PPB funkciojat tekintve az osztddasi sikot jeloli
ki. A PPB kialakulasanak zavara rendellenes citokinezist, osztodasi sikot és
sejtfal kialakulast eredményez (Wright és mtsai, 2009). Granger és Cyr
(2001) is észlelt dupla, aszimmetrikus és hasadt PPB-t dohany BD2-5
sejtvonalakban latrunculin B hatasara. Sajat megfigyelésiink szerint a dupla
PPB-k kialakuldsa egybeesett a citokinezis rendellenességeivel, sot még a
sejtosztodasi sik rendellenes kialakulasaval is CYN kezelések hatdsara V.

faba gyokércsucsokban (15. f abra).

Szinkronizalt V. faba gyokércsucs hosszmetszetekben megfigyeltiik,
hogy a CYN gatolja a sejtek mitozisba vald belépését. Ezekbdl az
eredményekbdl azt feltételeztik, hogy a CYN esetleg a DNS szintézis
gatlasaval eredményezi ezt a jelenséget. Mivel a CYN tartalmaz egy uracil
szarmazékot, elméletileg konnyen interferdlhat a sejtciklus S fazisaval. A
BrdU jeldléseket 5 pg ml? CYN kezelt ndvényekben végeztiik el.
Eredményeinket tekintve a CYN in vivo korilmények kozott gatolja az S
fazisba valo belépését a sejteknek, mivel a kezelt novények esetében még 12
6ra utdn sem volt szignifikdns emelkedés az S fazisos sejtek szdméban a
kontroll ndvényekhez képest, ahol mar 8 ora utan elkezd6dott az S fazisos
sejtek szamanak emelkedése. Ezek az adatok arra utalnak, hogy a CYN
nemcsak a mitozis elinduldsat, hanem az S fazis elinduldsat is késlelteti,
aminek oka lehet a GI1/S atmenet gatlasa. Ezzel szemben in vitro

koriilmények kozott a CYN nem gétolta a DNS szintézist sem alacsony (0,1

90



ng mlt), sem pedig nagyon magas (100 pg ml?) koncentracidban. Ezen
eredmények tudatdban érdekes lehet tovabb vizsgalni, hogy a CYN milyen

mas modon okozhatja a mitézis, illetve az S fazis elinduldsanak késleltetését.
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6. Osszefoglalas

A MCY-LR nagyszamu osztddasi orso rendellenességet indukalt id6-
¢és dozisfiiggd modon a V. faba merisztéma sejtekben. SOt ez a toxin sokkal
valtozatosabb osztodasi orsd rendellenességeket indukalt, mint mas ismert
protein foszfatdz gatlok (5. tablazat). Megallapithatjuk, hogy minden
osztodasi orsd rendellenesség -amelyek 2 és 6 napos kezelések utan
megjelentek, de 24 oras kezelések utan nem- a hosszu tava MCY-LR kezelés
altal indukalt protein foszfataz gatlassal hozhaté kapcsolatba: a cianotoxin
rovid (24 h) és hosszl tavon (48 h és 6 nap) egyarant gatolta a PP1 és a PP2A
aktivitast. Ugyanakkor a ROS felhalmozodasat nem figyeltiik meg. igy a V.
faba egy jo modellnévény a MCY-LR altal kivaltott protein foszfataz gatlas
¢s a mitotikus mikrotubulusok zavara kozotti kapesolat tanulmanyozasara,
mivel a cianotoxin ROS indukalé hatdsa nem érvényesiil ebben a
rendszerben. A MCY-LR altal indukalt egyes mitotikus orsé rendellenességet
els6ként publikaltuk, mint példaul az osztddasi orsoban kialakuld tovabbi
polaris mikrotubulus kotegek, az egyenlitdi mikrotubulusok talzott
kotegelését, a hidnyos osztodasi orsot, a C- és S-alakll orsokat és az osztodasi
ors6 mellett kialakuld tovabbi mikrotubularis (orso) struktarat. A mi
véleménylink szerint a MCY-LR egy hatékony eszk6z lehet a mitotikus orso
Osszeszerelddés szabalyozasanak megértésében. Eredményeink 01j betekintést
nyujtanak a protein foszfatazok szubcelluldris folyamatokban betoltott
szerepébe a novényi sejtekben és altalanosan az eukaridtdkban. Természetes
korilmények kozott MCY-LR tartalmu cianobaktérium tomegnek Kkitett
Ceratophyllum submersum populacié vizsgalataval bizonyitottuk, hogy a
MCY-LR képes olyan mértékben felhalmozddni a felszini vizekben, amely
komoly elvaltozasokat tud indukalni az érintett teriilet novényvilagaban mind

szovett mind pedig sejtszinten. Szoveti elvaltozasok kozé tartozik példaul a
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nekrozis indukalasa, az oldalriigyek korai kialakuldsa illetve a hajtas
rovidiilése. Sejtszinten megfigyelhetd volt a DNS degradécioja a nekrotikus
szovetekben, illetve a hiszton H3-nak a SerlO pozicioban (pH3-Serl0)

torténd hiperfoszforilacidja a metafazisos sejtekben.

A CYN tranziens novekedés serkentést indukalt, ami féleg a gyokér
biomassza ndvekedésében volt jelentds. A gyokér szoveteiben kialakuld
nekrotikus foltok és gytirlik valdszintileg az altalanos stresszvalasz részei a V.
faba detoxifikacidja soran, hogy elkeriilje a toxin bejutasat a kozvetleniil a
toxinnal nem érintkezd szovetekbe (szallitoszovet). Ezek a valtozasok nem
sorolhatébak a CYN specifikus hatasai ko6zé, mivel sokféle stressz altal
indukalhatéak. CYN hatasara a bekovetkezett kromatin valtozasok (részleges
vagy teljes sejtmag fragmentacid) a nekrdzissal egyiitt azt jelezték, hogy a
CYN a PCD-t és a nekrozist egyarant indukalja a cianotoxinnal kezelt V. faba
sejtekben. A toxin indukalta a mit6zis tranziens névekedését is hosszu tava (6
napos) kezelések soran, valamint késleltette a sejtosztodast rovidtava tesztek
soran szinkronizalt oldalgyokércstics merisztéma sejtekben. Szinkronizalt V.
faba oldalgyokér merisztéma sejtekben a CYN gatolta a sejtek S fazisba valod
belépését i1s, mivel a szinkronizalas utan 12 oOraval sem volt jelentds
emelkedés megfigyelhetdé az S fazisos sejtek szamaban. Az in vitro DNS
szintézis vizsgalatok sordn nem tapasztaltunk valtozast a PCR és qPCR
vizsgalatok soran a keletkez6 DNS mennyiségében sem alacsony, sem pedig
magas toxin koncentracié jelenlétében. Az S fazisba torténd belépés
késleltetése tehat valosziniileg nem a CYN-DNS direkt interakcié eredménye.
A mitotikus elvaltozasok részben a CYN altal okozott fehérje szintézisben
bekovetkezett valtozasnak tulajdonithatéak. A PPB-ben bekovetkezett
valtozasok 0sszefiiggésben lehetnek a CYN specifikus fehérje szintézis gatld
hatasaval novényekben. Ebbdl adédoan ezt a mikrotubularis elvaltozast, mint

indikatort lehetne haszndlni a CYN kimutatasara felszini vizekben olyan
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helyeken, ahol ez a cianotoxin az egyediili fehérjeszintézis gatld vegyiilet.
Kérmyezetvédelmi szempontbol lényeges CYN koncentraciok (<1 pg ml?)
befolyasoljak a novekedést és citotoxikus hatasuk is van. Ilyen példdul a
nekrozis, ezen kiviil nem mitotikus kromatin elvaltozasokat okoznak illetve
kromoszoma rendellenességeket €s abnormalis PPB-k kialakuldsat indukalja.
Ezek az eredmények felvetik a CYN citotoxikus hatasat a ndvényekre nézve
természetes kornyezetiikben is. Mindenképp 1) eredménynek szamitanak: (1)
a CYN indukalta kromatin elvaltozasok detektalasa, amelyek a PCD markerei
novényekben, (2) van egy kozvetlen bizonyittk a CYN okozta
kromoszémaaberraciokra, (3) a CYN hatdsara bekovetkezd mitdzis
késleltetése, amely kapcsolatban lehet a fehérjeszintézis késleltetésével, (4)
illetve hogy a CYN indukalta aszimmetrikus PPB-k és PPB rendellenességek

kialakulasa befolyasolja az osztddasi sik kialakuldsat is.
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7. English summary: Investigation of subcellular
events in plant cells with cyanotoxins

7.1. Introduction

Nowadays cyanobacterial water blooming in surface freshwaters
causes major environmental problems. The water blooming is caused by
cyanobacteria, which are colonizing due to the presence of organic
substances in high quantities. Cyanobacteria are photosynthetic prokaryotic
organisms, which occur worldwide. Water blooming can be observed mainly
in summer, when the days are longer and sunny (Carmichael, 1992; Walker,
2014). Some species of Cyanobacteria have resulted water blooming in
Hungary so far, for example Anabaena spiroides, Cylindrospermopsis
raciborskii, Microcystis sp. and Aphanizomenon flos-aquae (Vasas et al.
2004). Cyanobacterial toxins are enriched during the process of water
blooming in freshwaters. Over the past few decades several medical and
ecological risks emerged due to cyanobacterial toxins appearing during
eutrophication (Carmichael, 1992; Walker, 2014). A wide range of
metabolites produced by these photosynthetic organisms are known, and it is
not uncommon that these metabolites have an impact on live organisms.
Nevertheless, the functions of these substances are not completely
understood. In this thesis we studied the cellular effects and their biochemical
background of two cyanobacterial toxins in Vicia faba seedlings. One of the
cyanobacterial toxins is the alkaloid cylindrospermopsin (CYN) and the other
is the heptapeptide microcystin-LR. Both toxins are hepatotoxic (Chen and
Xie, 2005; Kankaanpéa et al. 2002). MCY-LR inhibits the functions of types
1 and 2A serine/threonine specific protein phosphatases (PP1 and PP2A),
which leads to the alteration of phosphorylation/dephosphorylation

equilibrium of proteins in the cells, and also induces oxidative stress. Thus,
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MCY-LR causes both protein phosphatase inhibition and production of ROS,
and these were detected equally in plant and animal cells (Pflugmacher,
2002; Gécsi et al. 2009, Campos and Vasconcelos, 2010; Jiang et al. 2011).
Alterations of mitotic spindle organization induced by MCY-LR are not well
studied in both plant and animal cells, but to clarify it we can get closer to
understand the toxicity of MCY-LR.

In mammals, CYN has primarily an impact on liver, but it has also
harmful effect on thymus, spleen, heart and kidney (Runnegar and Lu, 1994;
Runnegar et al. 1995; Azevedo et al. 2002). Disorganization of
microfilaments and microtubules was observed under the influence of CYN
in animal cells by Gécsi et al. (2009). Furthermore, the cyanotoxin inhibits
the synthesis of proteins in eukaryotic organisms, although the exact

molecular mechanism of it is not known (Froscio et al. 2008).

7.2. Goals of the study

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

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

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

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

5, Furthermore, our aim was the study of the short-term effect of CYN on

mitosis as well as on the inhibition of protein synthesis.
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7.3. Summary of results

In V. faba lateral root tip meristematic cells MCY-LR induced a large
number of mitotic spindle abnormalities in a time and dose dependent
manner. Moreover, this toxin induced much more types of mitotic spindle
abnormalities than the other well-known protein phosphatase inhibitors
(Table 5). MCY-LR inhibited PP1 and PP2A activities after 24 h of exposure,
when no spindle anomalies were detected. At 48 h and 6 days of exposure
these effects were more pronounced and occurred concomitantly with the
induction of spindle anomalies. Since the accumulation of ROS was not
detected by dichloro-fluorescein diacetate (DCFH-DA) labeling, we can
assume that all of the detected division spindle abnormalities are related to
long-term protein phosphatase inhibition by MCY-LR exposure. Therefore V.
faba is a good model plant for the study of the relationship between protein
phosphatase inhibition induced by MCY-LR and the disorganization of
mitotic microtubules, because the ROS inducer effect of the cyanotoxin does
not prevail in this system. We were the first to publish several types of
mitotic microtubule anomalies induced by MCY-LR, including the formation
of additional polar microtubule bundles in the mitotic spindle, excessive
bundling of the midplane microtubules, incomplete mitotic spindle, spindles
with C- and S-shape and additional microtubular (spindle) structures. Our
opinion is that MCY-LR can be an efficient tool for understanding the
regulation of mitotic spindle assembly. Our results provide insights into the
role of the protein phosphatases in the subcellular processes within the plants
and generally the eukaryotes. By studying a Ceratophyllum submersum
population naturally exposed to a MCY-LR containing cyanobacterial bloom,
we also proved that during the toxic cyanobacterial water blooming process,
MCY-LR can accumulate in such a quantity which can induce serious
changes in the flora of the affected area both at cell and tissue levels. Among
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tissue changes the most important are induction of necrosis, early
development of lateral buds and shortening of shoots. At the cellular level,
we observed the degradation of DNA in necrotic tissues and the
hyperphosphorylation of histone H3 at the Ser 10 position (H3S10ph) in the

metaphase cells of shoot tip meristems.

CYN generated transient increase of growth, with the highest impact
on root biomass. Beside this, at long-term cyanotoxin exposures, plants avoid
entering of the cyanotoxin into healthy tissues through vascular tissue by the
formation of necrotic patches (0,1 - 5 ug mI™* CYN) and rings (10 — 20 pg ml°
L CYN) formed in root tissues. These are part of the general stress response
induced by the cyanotoxin resulting in V. faba detoxification. These
alterations cannot be classified into the specific effects of CYN, because they
can be induced by several other types of stress, too. Changes of chromatin -
partial fragmentation of cell nucleus at 10 pg ml* CYN and complete
fragmentation at 20 pg ml* CYN and necrosis together indicated that CYN
induces both programmed cell death (PCD) and necrosis of V. faba cells
treated with cyanotoxin. At long-term treatments (six days) the toxin
generated a transient stimulation of mitosis, but it delayed cell division under
short-term treatments in synchronized lateral root tip meristematic cells. In
synchronized V. faba lateral root meristem cells CYN also inhibited the cells
to enter S-phase, because there was no significant growth in the number of
cells which are in S-phase 12 hours after hydroxylurea washout. For in vitro
DNA synthesis we did not experience changes in the amount of DNA formed
during the PCR and gPCR reactions in the presence of both low and high
CYN concentrations. That is, the retardation of entering S-phase; does not
result from the direct interaction of CYN-DNA. The mitotic alterations
observed are partially due to the changes in protein synthesis caused by CYN.

The alterations in the preprophase band (PPB) organization (double PPB,
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split PPB, asymmetric PPB) can correlate with the inhibition effect of CYN
on specific proteins in plants. Therefore, this microtubular alteration can be
used as an indicator of the presence of CYN in surface waters, where this
cyanotoxin is the single protein synthesis inhibitor compound. Our results
show that environmentally relevant concentrations of CYN (<1 pg ml?)
affect growth and have cytotoxic effects in V. faba. This involves necrosis
and non-mitotic chromatin lesions, chromosome aberrations and abnormal
formation of PPB. These results clearly show the cytotoxic effect of CYN on
plants and raise the possibility of CYN toxicity in natural environments. The
novelty of our results consists in: (1) the detection of chromatin alterations
induced by CYN, which are markers for PCD in plants, (2) the first direct
evidence for chromosome aberrations caused by CYN in plants, (3) the delay
of mitosis resulted by CYN, which can be related to the delay of protein
synthesis, (4) as well as the fact that the CYN induced alteration of cell
division plane can be correlated to the alterations of PPB organization.
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minden jelenlegi ¢és volt dolgozdjanak, PhD hallgatdjanak, illetve
szakdolgozojanak, akik segitették a munkamat és k6szonom, hogy munkamat
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10. Fiiggelék
10.1. A szerz6 fontosabb kozleményei

a, Az értekezés alapjat képezo kozlemények
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Riba, M., Garda, T. (2014). A cilindrospermopszin (cianotoxin) sejtszint(i
hatasainak ~ vizsgalata ~ Vicia ~ faba  modellndvényben. Fiatal
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10.2. Fiiggelék abra

Fiiggelék, 1. abra:A disszertacié 7. e-1 abrajahoz tartozé kromatin jelolések.
(e’) foszfohiszton H3S10ph jelolés. (f°-i”) és (k’, ') DAPI jel6lés. (j7) S-alaka orsd Z-stack
projekcidja (LSM mikroszkdpia), foszfohiszton H3S10ph jel6lés (zold) és Mikrotubulusok
(piros). A kromation szervez6dés azt mutatja, hogy minden sejt metafazisban van, kivéve
(k’) amely metafazis-korai anafazisban van. Az (f’) abra esetében tdbb sejt kromatin
allomanya lathatd, a nyil a metafazisos sejtre mutat. Skala: 5 pm.
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Fiiggelék, 2. 4bra: Kombinalt aszkorbinsav + 10ug ml't MCY-LR kezelés hatasara
bekovetkez6 osztodasi orsd rendellenességek V. faba oldalgyokér merisztéma szdvetben.
Anti-B-tubulin jelolés mutatja a mikrotubulusokat (cy3), a kromoszémak hisztokémiai
jelolése DAPI-val tortént. ,,c” - C-alaki orsd; ,,sz” - Szétesett orsé; ,,a” — Aszimmetrikus
orsd; ,,m” - Monopolaris orsé (nyilak). (a) Lemaradé kromoszéma (nyilhegy)
Konvencionalis fluoreszcens mikroszkopos képek:a, b, c, d.
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