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1. BEVEZETES ES CELKITUZES

A fehérjéken torténd poszttranszlaciés modositdsok, mint példaul a
foszforildcid univerzalis szabdlyozo szerepet jatszik a kiilonbozé éldlények
szdmtalan bioldgiai folyamatdban. A protein foszfatdzok defoszforilacido révén
kulcsszerepet toltenek be a sejten beliili jelatviteli folyamatok finomhangolésaban,
gyakran a kindzokkal ellentétes hatast kifejtve, amelyek pedig a fehérjék
foszforilacigjat végzik (Smith & Walker, 1996). A sejtosztddas szabalyozasanak
bonyolult folyamataiban szdmos fehérje vesz részt, ezek koziil a kindzok és
foszfatazok jatsszak a legmeghatarozobb szerepet. A kezdeti sejtciklus kutatasok a
kinazokat helyezték fokuszba, ijabban pedig egyre nagyobb figyelmet kap a protein
foszfatazok vizsgalata is a sejtciklus szabalyozasadban betoltott specifikus szerepiik
miatt (Wlodarchak & Xing, 2016).

A kutatasaink legfobb célja a 2A tipust foszfoprotein foszfatdz (PP2A)
szabalyozo szerepének a vizsgalata a sejtosztddas soran Arabidopsis thaliana
(ladfi) gyokércsucs merisztéma sejtekben. Vizsgaltuk a PP2A szabalyozo szerepét
a mitdzis és a testvérkromatida szegregacid pontos idozitésében és lefolyasaban
(Kelemen et al., 2025a,b).

A PhD kutatdémunkam kozéppontjaban a szomatikus testi sejtek osztodasa
(mit6zis) soran a reverzibilis hiszton H3 foszforilacio szabalyozas vizsgalata allt. A
hiszton fehérjék szamos poszttranszlacidos modositasokon mehetnek keresztiil,
reverzibilisen foszforildlodhatnak a protein kindzok ¢és foszfatdzok 4ltal
szabdlyozott ~moddon, Dbefolydsolva a kromoszoma kondenzéciét ¢és
testvérkromatidak szétvalasat szabalyozo folyamatokat (Houben ef al., 2007). Egy
foszfo-specifikus hiszton H3 ellenanyag segitségével (Hendzel et al., 1997),
valamint konfokalis mikroszkopia alkalmazasaval vizsgalhatjuk a foszforilacid
mértékét kiillonbozd A. thaliana genotipusokban. A pontos folyamat megértése
kulcsfontossagu, hisz a kromoszdéma szegregacio pontos id6zitése nagy befolyassal
lehet a sejtosztodas sikeres lefolydsaban, barmi hiba vagy befolyasold tényezo
sulyos kovetkezményeket valthat ki a névény fejlddése soran.

Az Aurora kindz szerepe mar jol ismert ebben a szabalyozasi folyamatban
(Houben et al., 2007), azonban, hogy pontosan melyik foszfatdz defoszforilalja a
hiszton H3-at a testvérkromatida szegregacié utdn még nem teljesen ismert.
Kiilonbozo protein foszfataz gatlok alkalmazasaval végzett kisérletek arra utalnak,
hogy feltételezhetden a PP2A jatszik kulcsfontossagu szerepet (Beyer et al., 2012;
Mathé et al., 2013b; Garda et al., 2016). A PP2A holoenzim harom alegységet
tartalmaz: C katalitikus alegység, A ,,scaffolding” alegység €s az igen valtozatos B
regulator alegység. Mindegyik alegységnek tobb izoforméja ismert, melyek
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kiilonbozé kombinacidkban hatarozzék meg az enzim szubsztrat specificitasat és a
kiilonb6zo biologiai folyamatokban betdltott szerepét (Luan, 2003). Az in vivo
protein foszfatdz aktivitds meghatirozasara radioizotopos biokémiai eljarasokat
alkalmaztunk.

Elsoként genetikai megkozelitést alkalmaztunk és az Arabidopsis thaliana
gyokércstics merisztéma sejteket vizsgaltunk Columbia okotipus esetében, vad-
tipusu és PP2A mutans hattérrel rendelkezd novényekben, beleértve egy dupla
mutanst a C3 és C4 katalitikus alegységre (pp2ac3 pp2ac4), valamint a FASS
regulator alegység két mutans vonalat is (fass-15 €s fass-5), amelyek kiilonb6z6
mértékli fejlodési rendellenességeket mutattak. Azért valasztottuk a PP2A-C3 és
C4 Kkatalitikus alegységek tanulményozasat, mert dontéen ez a két izoforma
hatarozza meg a teljes PP2A aktivitast ludfiiben és szabalyozzdk a kortikalis
mikrotubulusok dinamik4jat a FASS regulator alegységgel kolcsonhatdsban
(Spinner et al., 2013; Yoon et al., 2018). A PP2A lokalizaciojaban és szubsztrat
specificitasaban betoltott szerepiik mellett tobb B alegység is befolyasolja a
holoenzim aktivitasat (Mathé et al., 2023). A FASS szabalyozo6 alegységrél mar
ismert, hogy kulcsszerepet jatszanak a sejtosztodds szabalyozasaban a
mikrotubulusok szervezddésében, azonban madas funkcidja még nem ismert a
sejtciklus szabalyozasa soran (Spinner et al., 2013). Tovabbi mitotikus szabalyozasi
mechanizmusa (kolcsonhatasban a C3/C4 alegységekkel) a feltételezéseink szerint
az lehet, hogy modulalja a sejtciklus szabalyozo fehérjék, igy a hiszton H3
foszforilacios allapotat.

Ezutan farmakolégiai megkozelitést alkalmaztunk ¢és mikrocisztin-LR
(MCY-LR) cianotoxinnal kezeltiik a mintakat, amely egy specifikus PP2A/PP1
gatlo (MacKintosh & Diplexcito, 2010; Mathé et al., 2013a). Az MCY-LR altal
indukalt protein foszfatdz aktivitasbeli vizsgalatok kimutattak a PP2A/PP1 és egyéb
mitotikus folyamatok (pl. mitotikus orso valtozasok, hiszton H3 hiperfoszforilacio)
kozotti osszefiiggéseket tobb modellnovényben (Beyer et al., 2012; Mathé et al.,
2013b; Garda et al, 2016). A PP2A mutdnsok és PP2A inhibitor kombinalt
hasznalataval még pontosabb betekintést nyerhetiink a protein foszfatdz aktivitas
szabalyozasaba, valamint tanulméanyozhatjuk a szerepét a mitotikus aktivitasokban
¢s a hiszton H3 reverzibilis foszforilacidjaban. A toxinkezelés kovetkeztében
nemcsak egy specifikus PP2A komplex funkcidja gatolt, hanem az 6sszes PP2A ¢és
PP1 katalitikus alegység izoformaja gatlas ala keriil (MacKintosh & Diplexcito,
2010), igy potencidlis kapcsolatokat €s kompenzacidkat is vizsgalhatunk a
kiilonbo6z6 protein foszfatdzok kozott.

A PhD képzésem alatt egylittmiikodést alakitottam ki a versailles-i INRAE
Kutatokdzpont, Jean-Pierre Bourgin for Plant Science (IJPB) Intézetének SPACE
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(Spatial Control of Cell Division) kutatocsoportjaval Franciaorszagban. Ennek a
kollaboracionak két f6 célja volt: egyrészt tudomanyos szempontbol kdzds kutatasi
célokat szolgalt, mivel ez a kutatdcsoport a TTP foszfataz komplex (TON1-TRM-
PP2A komplex) sejtosztodas szabalyozasaban betoltott szerepét vizsgalja; masrészt
technikai oldalrél lehetdséget adott arra, hogy mélyebb betekintést nyerjek a
mikroszkopos képelemzés és kvantifikdcid magas szintli, fejlett modszereinek
alkalmazasaba. A kutatasok alatt vizsgaltuk, hogy milyen 9sszefiiggés van a hiszton
H3 foszforilaci6 szabalyozasa és a TTP komplex szerepe kozott ebben a
folyamatban. A harom honapos versailles-1 tartozkoddsom alatt és miutan
visszatértem Magyarorszagra, részt vettem egy fejlett félautomata 3D képelemzd
modszer kidolgozasaban a Fiji szoftverben (Schindelin et al., 2012) Dr. Martine
Pastuglia iranyitasaval, amellyel pontosabban vizsgalhattuk a hiszton H3
foszforilacios szabalyozasat kiilonb6z6 TTP komplex mutans névényekben.

Az elérhet6 genetikai bizonyitékok alatamasztjak a PP2A kulcsfontossagu
szerepét szamos fiziologiai folyamatban. Erdekes modon a PP2A viselkedhet
pozitiv vagy negativ regulatorként ugyanabban a folyamatban, illetve egy szimpla
alegység is mar szamos folyamatot szabalyozhat. Ez a hatalmas funkciobeli
valtozatossag a PP2A strukturalis tulajdonsagaibol ered. Bar szamos informacio all
rendelkezésre a kiilonb6zé PP2A alegységek szerepérdl a kiilonféle élettani
folyamatokban, a mogottes molekularis mechanizmusokrél — néhany kivételtol
eltekintve — még keveset tudunk. Ehhez meg kell hatarozni, hogy pontosan melyek
azok a fehérjék, amit a PP2A defoszforildl és fontos meghatarozni a PP2A komplex
pontos Osszetételét kiillonbozo élettani koriilmények kozott (Cortelezzi et al., 2025).

Ezek alapjan kisérleteink az alabbi kérdések tanulmanyozasara iranyultak:

1.) A C3/C4, illetve a FASS alegység funkcidinak a kiesése hogyan befolyasolja
a teljes protein foszfataz aktivitasat?

2.) Milyen szerepet jatszanak ezek az alegységek a mitotikus aktivitas
szabalyozasaban, illetve hogyan befolyasoljak a folyamat megfeleld
végbemenetelét? Vajon ezek a PP2A komplex alegységek, amelyek
kozvetleniil vesznek részt a hiszton H3 defoszforilaciojdban a kromoszéma
szegregacid utan?

3.) Van-e Osszefliggés a PP2A protein foszfatdz aktivitdas megvaltozasa és a
mitozist szabalyoz6 folyamatok, nevezetesen a reverzibilis hiszton H3
foszforilacioja kozott?
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4.)

5.)

A FASS és a C3/C4 alegység mellett milyen szerepet jatszik a PP2A-A
strukturalis alegysége a hiszton H3 foszforilacio szabalyozasaban?

A FASS a TTP komplex egyik alegysége, melyrdl ismert, hogy
kulcsfontossagli szerepet tolt be a sejtosztodas szabalyozasaban, nevezetesen
a kortikalis mikrotubulus kotegek kialakitasaban és a sejtosztodas irdnyanak
meghatarozasaban. Milyen mas TTP komplex alegység vehet részt a
reverzibilis hiszton H3 foszforilacid szabalyozasaban, ezéltal befolyasolva a
mitozis pontos végbemenetelét nemcsak a mikrotubulusokon keresztiil, hanem
a kromoszdma szegregacidval dsszefliggésben is?
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A novényi protein foszfatazok
2.1.1. A protein foszfatazok altalanos jellemzoi és csoportositisa

A fehérje foszforilacid egy jelentds reverzibilis poszttranszlacios
modositas, amely soran protein kinazok az ATP molekuldbol szarmazo -
foszfatcsoportot a célfehérjék oldallancaira viszik at. Ezzel szemben a protein
foszfatazok eltavolitjadk ezeket a foszfatcsoportokat a foszforilalt fehérjékrol
(defoszforilaljak). A szubsztrat specificitasuk, katalitikus mechanizmusuk és
inhibitorokra valo érzékenységiik alapjan az eukariota protein foszfatazokat négy
f6 csoportba sorolhatjuk: foszfoprotein foszfatazok (PPP), fémion-fliggd
foszfatdizok (PPM), tirozin (Tyr) specifikus foszfatdzok (PTP), valamint
aszparaginsav (Asp)-fliggd foszfatazok (Bheri et al., 2021). A PPP és PPM
szerin/treonin specifikusak (STP), mig a PTP és Asp-fliggd enzimek lehetnek
tirozin-, szerin/treonin-, vagy kett0s specificitast foszfatazok (DSP). (Cortelezzi et
al., 2025). A PPP csalad tagjai az eukariotdk korében erdsen konzervaltak,
képviseldi a PP1, PP2A, PP2B, PP4, PP5, PP6 és PP7. A PPM foszfatdzok mangan
(Mn?") vagy magnézium (Mg?") ionoktdl fiiggenek, ugymint a PP2C és a piruvat-
dehidrogenaz-foszfataz (Shi, 2009). A PPP ¢és PPM csaladok hasonlo térszerkezeti
felépitéssel rendelkeznek, ami egy kozds katalitikus mechanizmusra utal, azonban
szekvenciahasonlosdgot nem mutatnak, igy kiilon evolicids uton fejlodhettek
(Uhrig et al., 2013; Bheri et al., 2021). A PTP-k egyedi szerkezete és eltérd
katalitikus mechanizmusa, illetve a szekvencia homologia hidnya azt jelzi, hogy
ezek az STP-éktSl fiiggetleniil fejlddtek (Bheri et al., 2021). Erdekes, hogy a
legtobb éldlényben a protein foszfatazok katalitikus alegységeinek szdma joval
elmarad a protein kindzoké mogott. Ludfii esetében példaul tobb mint 1000 kinazzal
szemben minddssze 150 protein foszfataz katalitikus alegységet talalunk. Mégis a
foszfatazok szubsztrat specificitdsa vetekszik a kindzokéval, foként a rendkiviil
valtozatos szabalyoz6 alegységeknek koszonhetden (Uhrig et al., 2013; Cortelezzi
et al., 2025).

2.1.2. A foszfoportein foszfataz csaldd részletesebb jellemzése

Az eukariota sejtek fehérje defoszforilacigjat az esetek 80%-ban a PPP
csalad tagjai katalizaljdk (Cortelezzi et al., 2025), kdzponti szerepet jatszanak
szdmos celluldris folyamatban, beleértve az anyagcsere, sejtciklus, fejlodés,
valamint stressz- és hormonadlis jelatviteli tvonalak szabélyozéasat (Farkas et al.,
2007). A PPP csaladba tartozo enzimek kataliziséhez két fémion sziikséges,
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jellemzOen mangan (Mn2") vagy vas (Fe**) (Bheri et al., 2021). Az A. thaliana
genom 26 PPP katalitikus alegységet kodol, ami a PP1, PP2A ¢és tobb novény
specifikus enzimhez is kapcsolddik (Farkas et al., 2007). A PP2B fontos kalcium
(Ca?")-fiiggé foszfoprotein foszfatiz gombékban és allatokban (Bheri ef al., 2021),
de a novényekben még nem teljesen tisztazott a jelenlétiik (Uhrig et al., 2013; Bheri
et al., 2021). Azonban tovabbi novény specifikus protein foszfatdzokat is
azonositottak, amelyek allati szervezetben hidnyoznak. Ezek koz¢ tartozik Kelch-
szerll ismétlodé doméneket tartalmazo protein foszfatazok (PPKL-k), valamint a
Shewanella-szerii foszfatdzok (SLP-k) (Uhrig ef al., 2013). A PPP csalad erdsen
konzervalt kozponti ,,core” katalitikus doménje mellett egyes protein foszfatdzok
jellegzetes motivumokkal rendelkeznek a szekvenciajukban, példaul a mikrocisztin
gatlast lehetdvé tevé dokkold motivum, amelyben egy reaktiv cisztein (Cys) teszi
lehetdvé a mikrocisztin kovalens kotddését (Uhrig et al., 2013).

A fobb szerin/treonin protein foszfatdzokat eukaridta szervezetekben
legeldszor a biokémiai tulajdonsaguk alapjan osztalyoztdk emlds sejtekben. Az 1-
es tipust (PP1) protein foszfatazok k6zé azok az enzimek sorolhatok, melyek
hostabilak és az Inhibitor-1 (I-1) és Inhibitor-2 (I-2) — természetes PP1 gatlo
fehérjék — gatoljak az aktivitdsukat. Ha az I-1 ¢és 1-2 nem gatolta az
enzimaktivitasukat, akkor 2-es tipusu protein foszfatazokrol beszélhetiink. A 2-es
tipustt protein foszfatazokat tovabb osztottdk aszerint, hogy milyen feltételek
mellett mikodnek: 2A tipusu foszfatazok (PP2A) nem igényelnek kétértéki
kationokat; 2B tipustiak aktivitdsat a kalcium serkenti; illetve 2C tipustiak
mukodése magnézium-fiiggd (Uhrig et al., 2013).

2.1.3. Az I-es tipusu szerin/treonin specifikus foszfoprotein foszfatizok
(PP1)

Az 1-es tipusu protein foszfatazok (PP1) szamos celluléris folyamatban
kulcsszerepet jatszanak mind 4llati és ndvényi sejtekben, tobbek kozott a
meidzisban és a mitotikus sejtosztodasban, apoptozisban, fehérjeszintézisben,
anyagcsere folyamatokban, citoszkeleton organizacioban, illetve membran
receptorok és ioncsatornak szabalyozasaban. A sokféle funkcidjanak megfeleléen
sz¢les szubsztrat specificitast mutatnak, amelyek a specifikus bioldgiai valaszokat
idézik eld (Shi, 2009). Erésen konzervalt szekvencidaval ¢és strukturaval
rendelkeznek az eukariotdk korében; az 4allati és ndvényi PP1-k 70%-o0s
azonossagot mutatnak a kozponti katalitikus doménben. A PP1 katalitikus
alegysége (~37 kDa) egy szabalyozo alegységgel (R alegység) komplexet alkot, igy
mitkdddképes enzim jon létre. Legalabb 100 feltételezett PP1-kotd R alegységet
azonositottak mar. A katalitikus aktivitasukat, szubcellularis lokalizaciojukat és a
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szubsztrat specificitdsukat a szabdlyoz6 alegység hatarozza meg (Shi, 2009; Bheri
et al., 2021). Az elsédleges szubsztrat koté hely a PP1 katalitikus helye, amely
harom szubsztrat kotd régido (a savas, a hidrofob ¢és C-termindlis arkok)
metszéspontjanal helyezkedik el. Ezek a katalitikus kdzpontban egy jellegzetes Y -
alaku aktiv centrumot hoznak 1étre (Moura & Conde, 2019). A katalitikus alegység
¢s a szabalyozd fehérjék kozotti legtobb interakcidt egy szabalyozoé fehérje-kotd
motivum, az ugynevezett RVXF motivum biztositja (Uhrig et al., 2013), ahol
néhany szubsztrat is kotddhet (Bheri et al., 2021). A kdlcsonhatasok masodlagos
motivumokon is 1étrejohetnek, mint példaul miozin foszfatdz N-terminalis eleme
(MyPhoNE), a spinophilin kitd helye a C-terminalis arokban (SpiDoC) vagy az
Inhibitor-2 (I-2) kot6 helye a hidrofob és a savas arkokban (IDoHA) (Bheri ef al.,
2021). Szamos novényfajban is azonositottak a PP1-et (Farkas et al., 2007), példaul
ludfiiben kilenc PP1 (TOPP) izoforma talalhat6, melyek a sejtmagban ¢és a
citoszolban lokalizadlodnak, azonban hianyoznak a plasztiszokbol (Uhrig et al.,
2013). A TOPP-ok képesek szamos fehérjével kolcsonhatasba 1épni. Szerepet
jatszhatnak a sejtciklus szabdlyozasaban, példaul a TOPP3 és a TOPP6 fehérjék
tartalmaznak CDK kot6 helyet (Farkas et al., 2007). Ezenkiviil részt vehetnek tobb
jelatviteli utvonal szabalyozasaban. Példaul a TOPP1 negativ regulatora az
abszcizinsav (ABA) jelatviteli Utvonalaknak, mig a TOPP4 tobb jelatviteli
utvonalban is szerepet jatszik: eldsegiti a giberellin (GA)-fiiggd fehérjebomlast,
gatolja az ubiquitin-medialt degradaciot a fotomorfogenetikus jelatvitelben,
szabalyozza a PIN1 (auxin efflux transzmembran fehérje) polaritasat, részt vesz a
novény epidermisz sejtek fejlodésében, valamint a MAPK-medialt immunvalasz
szabalyozasaban (Bheri et al., 2021).

2.14. A 2A tipusu szerin/treonin specifikus foszfoprotein foszfatizok
(PP2A)

A minden eukariotaban megtalalhato 2A tipust protein foszfataz (PP2A)
szamos kulcsfontossagu celluléris itvonalat szabalyoz, beleértve az elsédleges és
masodlagos metabolikus utvonalakat, a polaris auxin transzportot PIN fehérjék
altal, hormonalis jelatviteli tvonalak, ugymint a brasszinoszteroid (BR)- és ABA-
jelatviteli utvonalak szabalyozasa, ezaltal a novényi fejlodés befolyasoldsa az
embriogenezistdl a vegetativ szervek morfogeneziséig. Tovabba a PP2A részt vesz
a biotikus és az abiotikus stresszre adott valaszreakciokban, valamint a gombak ¢és
baktériumok ellen adott immunvalaszban, illetve a levéltetvekkel szembeni
rezisztencidban. Allati sejtekben mar tobb szempontb6l bebizonyitott a PP2A
szerepe a sejtciklus szabalyozasdban (Wlodarchak & Xing, 2016), ndvényi
sejtekben is egyre tobb kutatas mutatja a PP2A szerepét a sejtciklus szabalyozaséaval
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Osszefliggésben (Mathé et al., 2023). A PP2A egy heterotrimer enzimkomplex,
amely harom alegységbdl all (/. dbra): a 36 kDa-os C katalitikus alegységbdl, a 65
kDa-os A ,,scaffolding” vagy strukturalis alegységbdl és a valtozatos, kiillonbozo
molekulatomegli (54-130 kDa) B regulator alegységbdl. A C és A alegységek
alkotjak a kozponti ,,core” enzimet, amelyhez kiillonb6z6 B regulator alegységek
kapcsolodhatnak. Ez a kolcsOnhatas hatdrozza meg a szubsztrat specificitast, a
sejten beliili elhelyezkedést és az enzimatikus aktivitast (Bheri et al, 2021;
Cortelezzi et al., 2025). Emellett a PP2A oligomer komplexekkeé is 6ssze tud allni
kiilonb6z06 szabalyozd molekuldk kapcsolddasa révén, beleértve aktivatorokat vagy
inhibitorokat (Cortelezzi et al., 2025).
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1. dbra: A szerin/treonin foszfoprotein foszfataz PP2A holoenzim szerkezeti felépitése és az
alegységek csoportositasa

A ,,scaffolding” strukturalis alegység, melynek harom kiilonb6z6 izoformaja ismert (A1-3);
7.61d: C katalitikus alegység, mely tovabbi két alcsaladba oszthato, 6sszesen 6t izoforma ismert (C1-
5); B regulator alegység, mely novények esetében tovabbi harom kiilonallé alcsaladra
oszthato (B, B’, B”), 6sszesen 17 izoforméja ismert Arabidopsis thaliana esetében. kel jelolve
lathatoak a kutatasunk soran alaposabban vizsgalt alegységek. Zarojelben az alegységeket kodolo
gének szama ladfiiben. (Elshobaky et al., 2023 alapjan)

A C Kkatalitikus alegység igen konzervalt szdmos fajban a gombaktol
kezdve az emldsokig. A. thaliana esetében a C katalitikus alegység két alcsaladba
sorolhato: I-es alcsaladban taldlhato a C1, C2 és C5 alegység, mig a I1-es alcsaladba
sorolhato a C3 és C4 (Yoon et al., 2018; Bheri et al., 2021; Mathé et al., 2023;
Cortelezzi et al., 2025). A két alcsalad kozott a szekvencia hasonlosag tobb mint
80%, alcsaladon beliil pedig a tagok >95%-0s szekvencia azonossaggal
rendelkeznek, szdmos konzervalt doménnel és aminosav maradvannyal, melyek a
B szabalyozo alegység kapcsoloddsaban vesznek részt. A két alcsaldd az A
strukturalis alegység kotddéséért felelés doménben kiilonbozik, mely régidk
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kulcsfontossaguak a funkcionalisan eltér6 PP2A holoenzimek kialakitdsdban
(Bheri et al., 2021; Cortelezzi et al., 2025). Az I-es katalitikus alegység alcsaladnak
fontos szerepe van a stresszvalaszok szabalyozasaban, mig a Il-es alcsaladba
tartozé katalitikus alegységgel rendelkez6 PP2A enzimek a mikrotubulusok
szervezddésében, a PIN auxin efflux transzport fehérjék defoszforilaciojaban vagy
a fényfiiggo nitrat-reduktaz szabalyozéasaban vesznek részt (Mathé et al., 2023). A
PP2A C alegységeinek aktiv helye erdsen konzervalt aminosav maradékot
tartalmaz, amelyek kelat kotést képeznek két, a Kkatalitikus miikddéshez
nélkiilozhetetlen fémionnal. A C alegység katalitikus doménje homoldgiat mutat a
PP1 katalitikus doménjével. Ezenkiviil a katalitikus domén tartalmaz egy egyedi
motivummal (TPDYFL) ellatott C-termindlis farki véget. A C-terminalison egy
leucin aminosav karboxil csoportjdnak metildldsa sziikséges a B szabalyozo
alegységek A-C dimerhez valo kotddéséhez, eldsegitve a mitkddoképes PP2A
holoenzimek 0sszeallasat (Bheri et al., 2021; Cortelezzi et al., 2025).

Az A ,scaffolding” alegység 15 tandem ismétlédé o-hélixes HEAT
(huntingtin-elongation-A subunit-TOR) motivumbdl all, amelyek mindegyike 39
aminosavat tartalmaz ¢és ezek egyiitt egy patkéd alakt vazaszerkezetet alkotnak. A
HEAT ismétl6désekben talalhatd konzervalt hurkok fontos szerepet jatszanak mind
a C, mind a B alegységek kotddésében. A. thaliana esetében harom kiilonb6zo A
alegység izoformat azonositottak: ROOTS CURL IN NAPHTHYLPHTHALAMIC
ACID 1 (RCN1)/A1, A2 és A3 (Bheri et al., 2021; Cortelezzi et al., 2025). Az A
alegység izoformak kdzott 86%-0s hasonlosag tapasztalhatd, és a legtobb aminosav
maradvany erésen konzervalt az eukariotakban, azonban novény specifikus
aminosav maradékok is megtalalhatoak. Az RCN1 pozitivan szabdlyozza a PP2A
aktivitdst a csirandvényekben ¢és az RCNI1 izoformat tartalmazd PP2A
enzimkomplexek specifikus szabalyozé funkciokat latnak el. Bar a PP2A-A2 és
PP2A-A3 génexpresszios mintazatai hasonloak, ezen gének mitkodésének kiesése
nem befolyasolja jelentdsen a foszfatdz gatlokkal szembeni érzékenységet és nem
eredményez markansan eltér6 mutans fenotipusokat sem. Ezzel szemben az rcnl
mutansok erdteljes fejlodési rendellenességei arra utalnak, hogy ez az alegység
kulcsfontossagl a foszfatdz aktivitas szabalyozasadban, mig a masik két izoforma
funkcidja foként RCN1 hidnyaban érvényesiil (Zhou et al., 2004; Bheri et al.,
2021).

A viltozatos B szabalyoz6 alegységek feleldsek a PP2A komplexek
kiilonb6zo lokalizaciojaért, az enzim aktivitasaért és szubsztrat specifitasaért
(Mathe¢ et al., 2023). A B alegységeket egymastol fiiggetlen és szerkezetileg
kiilonb6z6 géncsalad kodolja. Novények esetében harom alcsalad jellemzé: B, B’
¢s B”. Ez a harom konzervalt a novények és allatok kdzott, azonban allatok esetében
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még megtalalhaté a B>*’ alcsalad. Az Arabidopsis thaliana genomja kettd, kilenc,
illetve hat gént tartalmaz a B, B’ és B” alegységekhez (részletesen az I. dbran),
vagyis a B regulator alegységnek 17 izoformdja ismert ludfiiben, igy ~255
kiilonb6zé PP2A heterotrimer enzimkomplex johet 1étre (Bheri et al., 2021; Mathé
et al., 2023; Cortelezzi et al., 2025). Az alcsaladok szamos tagjai kozott minimalis
homologia figyelheté meg (Mathé et al., 2023). Az Osszes eukariota B szabalyozo
alegység csaldd a kozponti régiojukban két jol konzervalt A alegység kotd
doménnel (ASBDI1 és ASBD?2) rendelkezik, ami sziikséges az A-C dimerrel vald
kolcsonhatashoz (Bheri et al., 2021; Math¢ et al., 2023; Cortelezzi et al., 2025). A
konzervalt régidkon kiviil a csaladok egyedi strukturdlis jellemzdket is mutatnak.
A B alegység csalad izoformai szamos WD40 ismétlodd szakaszt tartalmaznak, a
B’ csalad tagjai nyolc HEAT ismétlést tartalmazd B56 doménnel rendelkeznek és
variabilitast mutatnak az N- és C-terminalis régidjukban. A B” csalad tagjaira
kalcium (Ca?") k6t6 motivumok, az EF motivumok jellemzbek (Bheri et al., 2021;
Cortelezzi et al., 2025).

A B” regulator alegység csaladba tartozik a FASS/TON2, ami széles
korben tanulményozott ludfiiben. A FASS képes kolcsonhatdsba 1épni mind a
harom A strukturalis alegység izoformaval, illetve a TTP komplex részeként (lasd
2.3.2 alfejezet) a C3 és C4 katalitikus alegységekkel alkot komplexet. A TTP
komplex tagjaként a FASS regulator alegységet tartalmazo holoenzim a kortikalis
mikrotubulusokhoz  lokalizalodik és  szerepet jatszik a  sejtosztodas
szabalyozasaban. A novényi mikrotubularis (MT) citoszkeleton dinamikéjanak
szabalyozasa egyértelmiien magaban foglalja a fehérjék foszforilaciojat és
defoszforilacidjat; az MT-PP2A kolcsonhatashoz sziikség van a B” regulator
alegységre (Camilleri et al., 2002; Spinner et al., 2013; Schaefer et al., 2017; Mathé
et al., 2023). A katalitikus alegység Il-es alcsalddba tartozé tagjai a FASS-al
kapcsolddva igy szintén a kortikalis mikrotubulus szabalyozédsaban toltenek be
szerepet (Yoon et al., 2018).

A PP2A alegységeinek in silico lokalizacios vizsgalata azt mutatta, hogy
a C katalitikus alegység leginkabb a citoszélban lokalizalodik, mig az A
»scaffolding” és a B szabdlyozo alegységek elhelyezkedése a sejten beliil igen
valtozatos lehet. Az A ,,scaffolding” alegység tagjai megtalalhatoak a citoszolon
kiviil a plazma membranban, Golgi késziilékben, az endoplazmatikus retikulumban
vagy a kloroplasztban. A B regulator alegység csaldd tagjai ezen kiviil még
felfedezhetok a nukleuszban, citoszkeletonhoz kotdtten, plasztiszokban vagy a
mitokondriumokban. Az A ¢és B alegységek valtozatossaga alapvetden
meghatarozza a holoenzim kiilonb6zd sejten beliili elhelyezkedését és szubsztrat
specifitasat (Cortelezzi et al., 2025). A lehetséges holoenzim kombinaciok altal
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biztositott funkciondlis sokféleségen til a PP2A aktivitdsat poszttranszlacios
modositasok és szabalyozd fehérjék is tovabb befolyasoljak, példaul a katalitikus
alegység TPDYFL motivum metilacidja, ami megkonnyiti a B alegységek
kotédését a ,,core” dimerhez, vagy a TAP46 (46 kDa-os foszfatdz-asszocialt
fehérje) szabalyozo fehérje kotddése a C alegységhez enzimatikus gatlast okoz
buzéaban (Cortelezzi et al., 2025).

2.2. Hiszton foszforilacio
2.2.1. A hiszton fehérjék altalanos jellemzoi

A kromatin egy rendkiviil jol szervezett eukaridta DNS-fehérje komplex,
amelyekben a DNS gyongysorhoz hasonldan szabalyosan elhelyezkedd
nukleoszomakra csavarodik (Nunez-Vazquez et al., 2022). A DNS kromatinna
tomoriilése dinamikusan szabdlyozza a genetikai informdacié kifejez0dését és
fenntartasat (Fuchs et al., 2006). Minden nukleoszomaban ~147 bazisparnyi DNS
szakasz csavarodik fel egy nyolc hiszton fehérjébdl allo oktamer koré. A kdzponti
,core” hisztonok — H2A, H2B, H3 ¢és H4 — két H2A-H2B dimert, illetve egy H3-
H4 tetramert alkotnak (Nunez-Vazquez et al., 2022). A ,linker” hiszton HI1
kapcsolatot teremt a nukleoszoma kozponti fehérjéi és a linker DNS kozott,
elosegitve a nukleoszomak kozotti kolcsonhatasokat és a kromatin kondenzéciot
(Foroozani et al., 2022). Az evolucio6 sordn a kozponti hiszton fehérjék fokozatosan
fejlodtek ki archealis (Osbaktérium) Oseikbdl €és négy kiilonallo alegységgé
alakultak, amelyek a nukleoszoma jellemz0 oktamerét alkotjdk (Nunez-Vazquez et
al., 2022). Erdekes médon a hiszton H1 és annak varidnsai eltéré evolucids
eredetiick, mint a ,,core” hisztonok: ezek nem archealis, hanem eubakterialis
fehérjékbdl alakultak ki az evolucié sordn (Foroozani et al., 2022). A kdzponti
hisztonok mindegyike egy globularis doménnel rendelkezik, ami biztositja a
kiilonb6z6 hisztonok kozotti kdlcsonhatasokat az oktameren beliil. Emellett a
nukleoszoéma feliiletérdl kinyulik egy ~20-35 aminosav hosszisagi terminalis
szakasz, amelyet ,,hiszton farkaknak™ (N-terminalis farkak) neveziink (Zhang et al.,
2014). A hiszton-hiszton és hiszton-DNS kodlcsonhatasok biztositjak a nukleoszoma
stabilitasat, mig a hiszton farkakon szdmos poszttranszlacios modositasok (PTM)
mehetnek végbe és kiilonbozo fehérjék kotdhelyét biztositjak (Foroozani et al.,
2022). A hisztonok N-terminalis farki végeiken, kiilonosen a H3 és H4 esetében,
szamos reverzibilis PTM torténhet, tobbek kozott foszforilacio, acetilacio,
metilacid, ubiquitinacid, sumoilacio stb. (2. dbra). A hisztonok poszttranszlacios
modositasainak kombinacioja alkotja a ,hiszton kodot”, amely nemcsak a
hisztonok és a DNS kozotti kolesonhatdsok biofizikai tulajdonsagait képesek
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megvaltoztatni, hanem kozvetleniil szabalyozza a kiilonféle fehérjék hozzaférését,
¢s informaciot szolgéaltat a kromatin transzkripcios allapotarol (aktiv vagy gatolt)
(Sawicka & Seiser, 2012).
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2. dbra: Poszttranszlaciés moédositasok a hiszton H3 N-terminalis farki végén
Roviditések: Ac — acetilacio; Me — metilacio; P — foszforilacio
(Bode & Dong, 2005)

A hiszton csaldd egyes paralog (nem-allélikus) génjei kddolhatnak teljesen
azonos fehérjéket, vagy egymashoz hasonlo, de eltérd fehérje izoformakat is,
amelyeket 4ltaldban ,hiszton varidnsoknak” neveziink. A hiszton variansok
kulcsszerepet toltenek be szdmos kiilonféle bioldgiai folyamatban: transzkripcio,
kromoszoma szegregacido, DNS javitas €s rekombinécio, kromatin atrendezdédés,
stb. Az tigynevezett kanonikus hisztonok — vagyis a 6, szabalyosan el6forduld,
»klasszikus” hiszton fehérjék, amelyek 4altalanosan jelen vannak és alapvetd
funkcidkat latnak el — szintézise és kromatinba torténd beépiilése az allatok és
novények esetében is Osszefiigg az S fazis soran zajlo DNS szintézissel, ahol a
replikéacios villa mogott ezek a hisztonok nukleoszomakka szervezddnek. Ezzel
szemben a hiszton variansok a sejtciklus barmely szakaszaban, a DNS szintézistol
fiiggetleniil épiilhetnek be a kromatinba és szdmos kiilonféle szerepet és funkciot
latnak el. A H2A ¢és a H3 egyes varidnsainak specializalt funkciéi mar jol ismertek,
a H1 és H2AB variansok viszonylag gyakoriak, azonban a funkcionalis szerepiik
kevésbé ismert, a H4 varidnsok pedig rendkiviil ritkak (Talbert et al., 2012).
Néhany hiszton varians konzervalt az eukariotak korében, mig masok egy-egy
leszarmazasi vonalra jellemzdek, példaul a virdgos ndvényekre specifikus H2A.W
varians, vagy szovet specifikusak, mint példaul az Arabidopsis thaliana H3.10 és
H2B.8 variansai (Nunez-Vazquez et al., 2022; Foroozani ef al., 2022)
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2.2.2. A hiszton H3 foszforilacio jellemzése, szerepe és szabdlyozdsa

A hiszton foszforilacio legtobb esetben szerepet jatszik a kromoszéma
kondenzéacidban és kohézidban, a testvérkromatida szegregaciod szabalyozéasaban,
transzkripcid aktivacidban, apoptdzisban, valamint DNS karosodédsok javitasaban
(Houben et al., 2007, Zhang et al., 2014). Novényekben a hiszton H3
foszforilacigjat leginkabb a 10-es és 28-as szerin, valamint a 3-as, 11-es, és 32-es
treonin pozicidkban tanulmanyoztdk, mind dinamikus modositasok, amelyek a
profazis szakaszaban kezdddnek és a kései anafazis vagy telofdzis sordn fejezédnek
be (Loginova & Silkova, 2017).

A kiilonb6zd hiszton moddositasok koziil a hiszton H3 mitotikus
foszforilacioja a szerin 10-es aminosavnal (phH3S10) széles korben
tanulmanyozott szamos eukariota szervezetben (Sawicka & Seiser, 2012; Wang &
Higgins, 2013), koztiikk novényekben is (Houben et al., 1999; Kaszas & Cande,
2000; Gernand et al., 2003; Zhang et al., 2014). Ehhez a poszttranszlacios
modositishoz szamos funkcid ko6thetd, beleértve kromoszoma kondenziciot,
kromatin médositd fehérjék toborzasat vagy kizarasat, transzkripcids aktivaciot
vagy a testvérkromatidak kapcsoldodasanak szabalyozasat (Kaszas & Cande, 2000;
Houben et al., 2007; Sawicka & Seiser, 2012). Tébb novényfaj esetében is
kimutattdk, hogy a hiszton H3 foszforilacidja a szerin 10-es aminosavndl az
interfazisos sejtekben minimalis, el6szOr a korai profazisban figyelhetd meg. A
kései profazistdl a metafazisig éri el csucspontjat, a metafazis-anafazis atmenetnél
csokkenni kezd a foszforilacid mértéke, lehetové téve a testvérkromatidak
szétvalasat. A foszforilacio mértékének a csokkenése folytatodik a kései mitotikus

cres

fazisokban a mitotikus kromatin relaxdciojaval parhuzamosan, majd a
Manzanero et al., 2002; Houben et al., 2007; Beyer et al., 2012). A rendkiviil
specifikus phH3S10 ellenanyagoknak (Hendzel et al., 1997) kdszonhetéen allati
sejtekben kimutattdk, hogy a H3S10 foszforildcidja a pericentromer régidban
kezdddik, majd mitdzis és meidzis folyamata soran kiterjed a teljes kromoszoma
mentén. Azonban mind egyszikli és kétszikli ndvényeknél a mitdzis sordn a
kromoszdma hiszton H3 foszforilacioja heterogén modon torténik. A foszforilacio
mértéke a pericentromer régidkban igen magas, mig a kromoszéma karokon
alacsony a mitozis alatt. A meidzis sordn is eltérd mintdzatot mutat a hiszton
phH3S10 foszforilaciés mintazata: az elsé meiotikus osztddasban a kromoszoémak
teljes hosszaban intenziv foszforilacios jel detektalhatd, mig a masodik meiotikus
osztodasban, hasonldan a mitdzishoz, a foszforilacid6 foéként a pericentromer
régiokra koncentralodik, a kromoszoma karokon pedig csak alacsonyabb szintli
foszforilacido mutathat6 ki (Houben et al., 1999; Kaszas & Cande, 2000; Manzanero
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et al., 2002; Gernand et al., 2003; Zhang et al., 2014). Azonban néhany esetben a
H3S10 foszforildcidja a metafazis-anafazis soran az egész kromoszoman
megfigyelhetd, példaul Arabidopsis thaliana esetében, osztédé BY-2 dohany
sejtekben, vagy dohany ndvény (Nicotiana tabacum) levelébdl izolalt
protoplasztokban. Mas esetekhez hasonloan a foszforilacio a profazisban indult, és
a metafazis, illetve korai anafazis szakaszaiban csak a centromer régidoban volt
jelen, kései anafazisban azonban kiterjed a kromoszéma karokra is, majd
fokozatosan eltlinik a telofazis soran. Lehetséges, hogy ez a foszforilacids mintézat
fajspecifikus (Loginova & Silkova, 2017).

Allati sejtekben mutattak ki eldszor, hogy a mitdzis alatt nemcsak a 10.,
hanem a 28. szerin aminosavnal is foszforilalodik a hiszton H3 fehérje (phH3S28).
Immuncitokémiai vizsgéalatok phH3S28 elleni antitestekkel kimutattdk, hogy
emlOsokben ez a foszforilacio elsdsorban a mitdzis korai szakaszaban torténik, a
kromoszoma kondenzacidval Osszefliggésben (Gernand et al., 2003). Novények
esetében mindkét szerin aminosavnal torténd foszforilacié dinamikéja a mitdzis €s
meidzis sordn igen hasonld, azonban a foszforilalt H3S28 elsdsorban a ,,core”
centromer terliletén lokalizalodik (Gernand et al, 2003; Loginova & Silkova,
2017). Mono- ¢és policentrikus kromoszoémakat tartalmazé novényfajok
Osszehasonlitdsa sordn kimutathatd, hogy a hiszton H3 iddébeli foszforilacios
mintazata megegyezik. Azonban a policentrikus kromoszomaval rendelkez6 Luzula
luzuloides (fehér perjeszittyd) esetében, ahol a kinetokor régiok a kromoszéma
teljes mentén helyezkednek el és az orsd mikrotubulusok a kromoszoma teljes
hosszan tudnak kapcsolédni, a H3S10/S28 foszforilacidja szintén a teljes
kromoszéma mentén megfigyelheté a monocentrikus kromoszémaékat tartalmazo
novényekkel ellentétben (pl. Arabidopsis thaliana, Hordeum vulgare, Triticum
aestivum), ahol a hiszton H3 foszforilacioja foként a jol meghatarozott
pericentromer régiokban torténik. Ez a foszforilalt hiszton H3 mintazat 6sszefiigg
az aktiv centromerek elhelyezkedésével a kromoszoémékon (Gernand et al., 2003).

Novények esetében a hiszton H3 fehérjék négy csoportba sorolhatok: a
kanonikus hiszton H3.1, a H3.3 varians, a centromerikus H3 variansok (CENH3),
illetve H3-szert hisztonok. A kanonikus és a H3.3 variansok kdzott csupan néhany
aminosav kiilonbség figyelhetd meg, ketté az N-terminalisan, ketté pedig a hiszton
doménben. A centromerikus H3 specifikusan meghatarozza a centromer régiot, ami
nélkiilozhetetlen a kinetokor kapcsolodasdban és a megfeleld sejtosztodas
szabalyozasaban, mig a H3-szerli varidnsok funkcioja nagyrészt még ismeretlen
(Foroozani et al., 2022). A hiszton H3S10 foszforilacidja a pericentromerikus
heterokromatinban kezdddik, ami egy adeninben ¢és timinben (A/T) gazdag,
szatellita DNS-bdl allo régio, amely szorosan kapcsolodik a centromerikus DNS-
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hez. Maga a centromerikus DNS specialis fehérjékkel van becsomagolva, koztiik
egy kiilonleges H3 varianssal. Ez az evoluciosan konzervalt CENH3 varians
els6sorban az egyedi N-termindlis farki részében tér el, ahol lizin helyett az 6sszes
pozitiv toltésli oldallancot arginin aminosavak alkotjak. Ezenkiviil a CENH3 N-
terminalis farki vége szdmos szerin ¢és treonin aminosavat tartalmaz, ami
valoszinlivé teszi, hogy ez a varians is, akarcsak a kanonikus H3, foszforilalodik a
mitdzis alatt (Strahl & Allis, 2000). Immunfestés és pasztazo elektronmikroszkopos
vizsgéalatok alapjan phH3S10 jel hidnya figyelhetd meg a kdzponti centromer
régioban. Ez az immunszigndl hiany hatdrozza meg a ,,core” centromer régiot,
amelyet parhuzamos kromatin szalak, alacsonyabb DNS tartalom ¢és
megnovekedett mennyiségli fehérjék jellemeznek a kromoszoma karokhoz képest.
A specifikus phH3S10 immunjel hianya 6sszefiiggésbe hozhat6 azzal, hogy ebben
a régidban a centromer specifikus CENH3 varidns van jelen (Houben ef al., 2007,
Loginova & Silkova, 2017).

A hiszton H3 szerin aminosavnal torténd foszforilacidja mellett szamos
tanulmény foglalkozik a hiszton H3 treonin aminosavnal torténd foszforilaciojaval.
Ellentétben a H3S10 és H3S28 foszforilaciojaval a hiszton H3 treonin 3-as
(phH3T3), 11-es (phH3T11) és 32-es (phH3T32) pozicidéju aminosavnal torténd
foszforilaciéo a teljes kromoszomara kiterjed a mitozis, illetve a meidzis elsd
osztodasi szakaszaban. A meidzis masodik szakaszaban azonban a phH3T3
kizardlag a centromer régiokra korlatozodik, mig a phH3T11/T32 esetében szintén
kiterjed a kromoszoma karokra. Novényekben ez a hiszton moddositds a
kromoszoma kondenzacioval hozhatdo 0Osszefiiggésbe, példaul a phH3T11
szignalként szolgalhat mas, a kromoszéma kondenzacidoban részt vevd fehérjék
szamara, cllentétben a szerin 10-es és 28-as aminosavnal torténd foszforilacioval,
2006; Houben et al., 2007; Zhang et al., 2014; Loginova & Silkova, 2017). Habar
a sejtciklus fliggd foszforilacid a szerin és treonin aminosavaknal konzervalt az
eukariotak korében, mégis ellentétes funkcid figyelhetd meg allati és ndvényi sejtek
esetében. A novényekkel ellentétben allati sejtekben a kromoszéma kondenzacioval
inkabb a teljes kromoszoma mentén kiterjedd szerin aminosavnal torténd
foszforilacio hozhat6 Osszefiiggésbe, mig a kromoszomak kapcsolédasaban inkabb
a pericentromer régid specifikus treonin aminosavaknal torténd hiszton
foszforilacio jatszik szerepet (Fuchs et al., 2006).
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3. dabra: Sejtciklus fiiggo hiszton H3 foszforilacié névényi sejtekben
(a) A H3T3/11 foszforilacidja (zold) a kromoszoma kondenzacidban jatszik szerepet és az egész
kromoszdéma karokra kiterjed, mig a foszforilalt H3S10/28 (lila és ) a testvérkromatida

V4

hiszton H3 10. szerin aminosav csoportja (és foszforilalt formaja a phH3S10) van feltiintetve. (b) A
hiszton H3 szerin 10-es aminosav foszforilaciojaért az Aurora kinaz a felelds, mig a defoszforilacios
folyamatban részt vevo foszfatazok pontosan még nem ismertek (piros kérddjelekkel illusztralva).
(Biorender-ben szerkesztve, Fuchs et al., 2006 és Houben et al., 2007 alapjan)

Allati sejtekben a hiszton H3 foszforilaciéjat foként az Aurora B kindz
végzi a mitdzis kezdetén, mig a mitdzis végén a Repo-man/PP1 komplex tavolitja
el a foszfatcsoportokat (Gil & Vagnarelli, 2019). Az Aurora és PP1 kozotti finom
egyensuly fenntartasa elengedhetetlen a hiszton H3 reverzibilis foszforilaciojanak
szegregacidjahoz (Hush et al., 1990; Demidov et al., 2005). Az A. thaliana esetében
harom kiilonb6z6 Aurora homologot is azonositottak (AtAURI1, AtAUR2 and
AtAUR3), melyek mindharman képesek in vitro foszforilalni a hiszton H3-at a
szerin 10-es aminosavnal, de csak az AtAUR3 esetében figyeltek meg a H3S10
foszforilacidjahoz hasonld lokalizaciés mintazatot a kromoszémakon (3/b. dbra).
Az AtAURI és AtAUR2 a mitdzis alatt inkabb a novény specifikus citoszkeletalis
struktardkhoz lokalizalodik (Demidov ef al., 2005; Kawabe et al., 2005). In vitro
vizsgalatok alapjan a hesperadin nevii kindz gatldo blokkolja az AtAUR3 altal
katalizalt H3S10 és H3S28 foszforilaciot, amit dohdny BY-2 sejtekben is
megfigyeltek (Kurihara et al, 2006). A H3S10 foszforilaciojat tovabba
befolyasolhatjak a szomszédos aminosavakon végbemend médositasok, ami szoros
kolecsonhatasokra utal a hiszton H3 N-termindlis farki végén torténd PTM-ek kozott
(Demidov et al., 2009). Bar allati sejtekben az Aurora B tovabbi funkciokat is
betolt, példaul a kinetokor Osszeszerelésének és a mikrotubulus dinamika
szabalyozasanak irdnyitasat (Demidov ef al., 2005), ndvényi sejtek esetében még
nem pontosan tisztdzott, hogy a kinetokor-lokalizalt CENH3 foszforilacidjat az
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Aurora kinaz szabalyozza-e (Houben et al., 2007). A ndvényekben egyeldre nem
teljesen ismert, hogy melyik az a protein foszfataz, amely felelés a phH3S10
defoszforilacidjaért a mitodzis kései fazisaiban (3/b. dbra). A PP1 és PP2A
foszfatdzok gatlasaval (pl. kantharadin, mikrocisztin-LR) végzett vizsgalatok
alapjan ezek fontos szerepet jatszhatnak ebben a folyamatban, mert gatlasuk
jelentésen megvaltoztatta a foszforilacidos mintazatot, Kkiterjesztve azt a
pericentromer régiokrol az egész kromoszomara vagy a phH3S10 hiperfoszforilalt
allapotat okozta (Manzanero et al., 2002; Beyer et al., 2012; Garda et al., 2018,;
Ujvarosi et al., 2019).

2.3. Mikrotubulusok szervezodése és szabalyozasa a sejtosztodas alatt
2.3.1. Dinamikus mikrotubulus szervezodés a mitozisban

A ndvényi citoszkeleton, amely aktin filamentumokbol (AF) ¢és
mikrotubulusokbol (MT) ¢épiil fel, egy rendkiviil dinamikus struktara, amely
alapveté szerepet jatszik a ndvények novekedésében, fejlodésében és a
stresszhatdsokra adott valaszreakciokban is. A ~25 nm atmérdjii mikrotubulusok
tubulin heterodimerekbdl (o és B tubulin) épiilnek fel, amelyek linearis
polimereket, tigynevezett protofilamentumokat alkotnak. Ezekbdl jellemzden 13
rendezddik hengeres strukturava (Horio & Murata, 2014; Wang et al., 2022). Ezzel
szemben az aktin filamentumok ~7 nm atmérdji csavart lancot alkotnak aktin
monomerekbdl. Az MT-k és az AF-k rendkiviil dinamikusak, ¢€s folyamatos
polimerizaciés és depolimerizacids folyamatokon mennek keresztiil (dinamikus
instabilitas). Ezeket a folyamatokat &ltaldban citoszkeletonhoz ko6tédd fehérjék
szabalyozzk, ideértve a mikrotubulus-asszocialt fehérjéket (MAP) és az aktin kotd
fehérjéket (ABP), amelyek tobbek kozott a filamentumok nukleacidjat,
polimerizacidjat, kotegelését, darabolasat és depolimerizéaciojat iranyitjak (Wang et
al., 2022). Mas eukariotakkal ellentétben a ndvényi sejtekben nincs jol
meghatarozhatd mikrotubulus organizadlé kozpont (MTOC), mint példaul a
centroszoma az 4llati sejtek esetében (kivéve egyes nodvények ostoros
himivarsejtjeinek képzddése soran) (Azimzadeh et al., 2008; Drevensek et al.,
2012; Spinner et al., 2013). Ezzel szemben a mikrotubulusok nukleéciodja diffuzan,
példaul a sejtmag felszinén, az orsé pdlusokon vagy a kortexen, gyakran a mar
meglévé mikrotubulusokhoz kapcsolodva torténik (Azimzadeh et al., 2008;
Drevensek et al., 2012). Bar a pontos mechanizmus még vitatott, azonban a vy-
tubulin szerepe mar tisztazott ebben a folyamatban (Drevensek et al., 2012). A
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vesz részt. Ez a struktura a konzervalt y-tubulint és y-tubulin gytiri motivummal
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rendelkezd fehérjéket (GCP-ket) tartalmaz. Interfidzisban a novényi sejtek nem
rendelkeznek jol meghatarozott mikrotubulus szervezé kozponttal ezért az MT-k a
mar meglévé kortikalis mikrotubulusokrol képzdédnek. A yTuRC komplex a
meglévé MT kotegekhez kapcsolédva segiti a nukledciot az augmin komplexel
kolesonhatasban. Az G MT szél nukledcidja utdn az Msd1-Wdr8 komplex (Msd1:
mitotic spindle disanchored 1; Wdr8: WD40 repeat-containing protein) biztositja
az elagaz6 mikrotubulusok stabilizalasat a nukleacios helyen és a katanin komplex
toborzasat, amely az ij mikrotubulus levalasztasaban jatszik szerepet. A kialakult
¢s levalt MT-k minusz végéhez a MAP SPIRAL?2 (SPR2) fehérje kapcsolodik, ami
védelmet biztosit a gyors depolimerizacio ellen (Yagi et al., 2024).

A citoszkeleton preciz szabdlyozdsa elengedhetetlen a sejtosztodas
zavartalan lefolydsdhoz, kiilonosen a mikrotubularis halozat irdnyitdsa, mely
kulcsszerepet jatszik a kromoszoma szegregacid €s a leanysejtek szétvalasztisa
alatt (Motta & Schnittger, 2021). A sejtciklus sordn négy térben és iddben
elkiiloniildé mikrotubulus struktira kiilonboztetheté meg ndévényi sejtekben (4.
dbra): az interfazisos kortikalis mikrotubulus hal6ézat (ICMT), a preprofazisos
koteg (PPB), a bipolaris mitotikus osztddasi orsd (Sp) és a fragmoplaszt (Phg)
(Bouchez et al., 2014).

G2/M fazis
(i) |
Citokinézis I
Kortikalis \
- = —; — :wgél;)dasuona ( [ “‘ \\ NN Sejtlemez 6\/—
| \ ) ARIRAAN ATRAW2) ‘
7’,5,2/?’ => _‘;g'a o ”='L—‘=‘L = p m— #r
= / \\\L LT (
et \\|/// S N U) sejtfal (,\,
Interfazisos kortikélis
N " Preprofézisos et Korai Kései
m'k"‘";’ll(’:‘;:“frs) kbteg kéteg (PPB) Mitotikus ors6 fragmoplaszt fragmoplaszt

4. abra: Mikrotubularis halézat szervezédése a sejtciklus kiilonb6z6 fazisaiban
Dinamikus instabilitaisuknak koszonhetéen a mikrotubulusok sejtfazisra jellemzd szerkezeti
elrendez6dést mutatnak. Barna: mikrotubulusok; Kék és Rozsaszin: kromoszomak (Biorender-ben
szerkesztve; Dr. Martine Pastuglia személyes kozlése alapjan)

Az interfazisban parhuzamos mikrotubulus kotegek halozzak be a sejtet a
plazma membran alatt kortikalis halozatot alkotva. Az ICMT szerepet jatszik a
sejtndvekedésben ¢€s irdnyitjdk a cellul6z mikrofibrillumok lerakodasat a plazma
membran kiilsé feliiletén. Az interfazisos mikrotubulusok altaldban merdlegesen
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rendezddnek a novekedési tengelyre. A G2/M 4atmenet sordn az interfazisos
mikrotubulusok atrendezédésével kialakul a novény specifikus preprofazisos koteg
(PPB), amely a sejtosztodas iranti elkotelezodés elsd jele. Ez a struktara a kdzponti
pozicioban kondenzéalodik a kortexben, koriilveszi a sejtmagot és kapcsolatot
teremt a sejtmag €s a kortex kozott. A PPB a kései profazis soran fokozatosan
lebomlik és teljesen eltlinik a prometafazisra, azonban jelet hagy a sejtkéregben,
meghatarozva az ugynevezett kortikélis osztddasi zonat (CDZ), amelyhez a
novekvo sejtlemez fog kapcsolodni a citokinézis végén. Bar a novényi sejtekben
nincs centridlum, a PPB funkcionalis hasonlésagot mutat az allati centroszomakkal,
hiszen segiti az orsé tengelyének meghatdrozasat és annak a sejtkéreghez valod
rogzitését. A metafazisban a kromoszomak az egyenlitdi sikba rendezddnek, a
kinetokor mikrotubulusok a centromerhez kapcsolddva az anafazis soran a bipolaris
mitotikus 0sztddasi orsok a testvérkromatidakat az ellentétes polusok felé huzzak.
Az anafazis végén az osztédasi orsd lebomlik, de néhany mikrotubulus koteg
megmarad a kozépsikban, melyekbdl a telofazisban kialakul a fragmoplaszt. Ez a
ndvényi sejtekre jellemzd struktira vezikula transzporttal irdnyitja az 0j sejtlemez
képzodését a két leanysejt kozott a citokinézis alatt. A fragmoplaszt az osztodasi
sikban, a sejt kozépso részén képzdodik és centrifugalisan no kifelé a sejtkéreg felé,
ahol kordbban a PPB meghatarozta a CDZ-t (Bouchez et al., 2014; Motta &
Schnittger, 2021)

2.3.2. A TTP komplex funkcioja a névényi mikrotubulusok szabdlyozdsdban

ATTP (TON1-TRM-PP2A) komplex egy olyan foszfataz aktivitassal bird
multiprotein komplex, amely kulcsfontossdgu szerepet jatszik a kortikalis
mikrotubulusok (ICMT ¢és PPB) elrendezddésében és a sejtosztodéas térbeli
iranyanak a szabalyozasaban (Rasmussen ef al., 2013; Spinner et al, 2013;
Schaefer et al., 2017; Motta & Schnittger, 2021). A TTP komplex héarom
alegységbdl all, amelyek a komplex szabalyozasaban (TON1), az dsszeszerelésben
¢s célhelyre torténd eljuttatasaban (TRM), illetve a foszfataz aktivitasaban (PP2A)
vesznek részt (5. dbra) (Bouchez et al., 2014; Schaefer et al., 2017). A PP2A
heterotrimer enzim a komplexben a FASS nevii specifikus B” szabalyozé
alegységet tartalmazza. Ez az alegység biztositja a komplex enzimatikus aktivitasat
¢s azoknak a foszforilacids kaszkadoknak a szabalyozéasaban vesz részt, amelyek a
kortikdlis mikrotubulusok dinamikajat iranyitjak, igy szabdlyozzdk a PPB
kialakulasat (Camilleri et al., 2002; Spinner et al., 2013; Schaefer et al., 2017). A
TONI elengedhetetlen a komplex miikodéséhez és konzervalt a szarazfoldi
novényekben. Ez az alegység képes kolcsonhatasba 1épni a centrinnel és ciklin-
fliggd kindzokkal ezzel centroszéma-szerii funkcidt biztositva a komplexnek,
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ezaltal részt vehet a sejtciklus szabalyozasaban (Schaefer ef al., 2017). A TON1
fehérjét két hasonld gén tandem kodolja (TON1a és TON1b). Az A. thaliana-ban a
TONI1 fehérje oszt6do sejtekben a PPB-hez, mig az interfazis soran a kortikalis
mikrotubulusokhoz lokalizalodik. (Traas et al., 1995; Azimzadeh et al., 2008;
Rasmussen et al., 2013; Spinner et al., 2013). A novényspecifikus TRM (TON1
Recruiting Motif) fehérjecsalad ludfii esetében 34 tagbol all, 8 alcsoportba sorolva.
Minden TRM tartalmaz egy konzervalt motivumot, amely sziikséges a TON1-hez
val6 kotddéshez, mig mas motivumok valtozatos kombindciokban fordulnak el6 az
egyes fehérjékben. A TRM-ek mintegy fele képes kozvetleniil mikrotubulusokhoz
kotdédni specifikus MT kot doménnel (MBD), mig mas fehérjékben hidnyzik ez a
domén, igy ezek kiilonbozd struktarakhoz lokalizaltak vagy citoplazmatikusak. A
TRM gének egy része folyamatosan, méasok csak bizonyos fejlodési szakaszokban
vagy szovetekben expresszalodnak. Ez a nagyfokl véltozatossag a fehérjecsalad
funkcionalis diverzitasat teszi lehetévé (Drevensek et al., 2012; Schaefer et al.,
2017).

TTP komplex

. Sejtosztodas Foszfatéz aktivités
\

Novényi 1
orogenens | RIS ¢ -

morfogenezis
!

Szabalyozas & kapcsolat

@ | Sejmegnyiias a sejtciklussal
Komplex
€ | sejtdifferencialodas e
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célhelyre juttatas

5. abra: A TTP komplex a kortikalis mikrotubulusok legfébb szabalyozéja

A TTP komplex alegységei kozotti haromszogszerti kdlesonhatasok valosulnak meg, ahol specifikus
motivumok felelések a TRM-TON1 (M2), illetve a TRM-FASS (M3) kapcsolat kialakitasaért. A
TONI és a FASS fehérjék esetében pedig a kolcsonhatas az N-terminalis régidikon keresztiil valosul
meg (Spinner et al., 2013). A TRM-ek képesek kdzvetleniil a mikrotubulusokhoz k&tédni specifikus
motivumokon (MBD) keresztiil, igy iranyitva a TON1-FASS komplexet a mikrotubulusokhoz
(Drevensek et al., 2012). A TTP komplex és a hozza kapcsolodo PP2A aktivitas egyeldre ismeretlen
célfehérjék defoszforilalasa révén szabalyozza a kortikalis mikrotubulusok szervezddését és a PPB
kialakulasat, ezaltal szerepet jatszva a ndvényi fejlodés és morfogenezis folyamataiban (Bouchez et
al., 2014). (Schaefer et al., 2017 és Dr. Martine Pastuglia személyes kozlése alapjan)

A TTP komplex tobbféle kombinacidoban is kialakulhat. A FASS egy
heterotrimer PP2A enzim komplexet képez az A és C alegységekkel, igy a TTP
komplex legaldbb 6t fehérjekomponenst foglal magaban. A FASS kivételével
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minden mas azonositott komponens tdbb izoforméban fordul el a komplexben,
beleértve a TON1-et (a és b), a PP2A-C katalitikus alegységet (C3 és C4), a PP2A-
A strukturalis alegységet (A1, A2, A3), valamint a TRM csalad szamos tagjat. Ez a
jelentds sokféleség teszi lehetdvé, hogy a TTP komplex kiilonféle, sokréti
funkciodkat lasson el (Spinner et al., 2013).

2.4. Attekintés a PP2A szabalyozo szerepérdl a sejtciklus folyamata soran

A sejtciklus egymast kovetd események sorozata, amelynek célja két
genetikailag azonos utddsejt 1étrehozasa. Ennek a bonyolult folyamatnak a {6
szabalyozd mechanizmusa a fehérjék reverzibilis foszforilacidja, amelyet kiilonféle
kinazok és foszfatazok végeznek. A kinazok szerepe mar jol ismert, kiilondsen a
ciklin-fiiggd kindzok (CDK) szerepe a folyamatban, melyek aktivacioja a sejtciklus
egyik fazisabol a masikba vald atmenet hajtoereje (Jiang, 2006). A PP2A sokoldala
¢s alapvetd szerepet jatszik a sejtciklus szabalyozasaban. Tobb mint 300 ismert
szubsztratot képes defoszforilalni a sejtciklusban, ezaltal befolyasolva szinte az
Osszes alapvetd mechanizmust és ellendrzd pontot (6. abra). A PP2A a kiilonb6z6
funkcioéit a szerkezetileg eltéré holoenzim komplex formajaban fejti ki, amelyeket
térben ¢és id6ben szigoruan meghataroznak a specifikus regulator fehérjék
(Wlodarchak & Xing, 2016). Bar a PP2A sejtciklussal kapcsolatos szerepét eddig
foként allati és human sejtekben tartak fel (Nowak et al., 2003; Huang et al., 2005),
egyre tObb kutatas vilagit ra a foszfatdz pontos miikkddésére ndvényi sejtekben is
(Mathé et al., 2009; Beyer et al., 2012; Mathé et al., 2013b; Garda et al., 2016,
2018).

Mitotikus ciklinek
degradécioja és
anafézis atmenet

Fragmoplaszt
szabdlyozas és vezikula
transzport

Mitotikus exit

. Sejtndvekedés és génexpresszio
ICMT szabélyozésa
.

(D)

CDK/ciklin komplexek
aktivalasa és PPB @ DNS kérosodésra adott

g Z dlasz
kialakuldsa * Y
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/ DNS ellenérzés és CDK
szabéalyozas

[ Endoreduplikacié ]

kromoszéma kondenzécié
és szegregacio

{ Osztédasi orsé felépilése,
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6. dbra: Osszefoglalas a PP2A foszfataz és a ROS eddig ismert szerepérél a sejtciklusban
Roviditések: PPB — preprofazisos koteg; Sp — mitotikus osztddasi orso; Phg — fragmoplaszt; ICMT
— interfazisos kortikalis mikrotubulus hal6zat. (Biorender-ben szerkesztve)

21



PHD DISSZERTACIO IRODALMI ATTEKINTES

Az alabbiakban pontokba szedtem a PP2A ismert szerepeit:

1. Sejtciklus iniciaciéja: A G1 fazisban a sejtciklust elindito jelatviteli itvonalak
serkentik a sejtndvekedést, a sejtosztddashoz sziikséges alkotdelemek
felhalmozodasat és olyan szabalyoz6 fehérjék transzkripciojat, mint a ciklin D1,
amelyek a sejtciklus elérehaladédsat iranyitjdk. A PP2A tobb ponton is
beavatkozhat ezekbe a jelatviteli Utvonalakba, egyes lépéseknél aktivalva,
masoknal gatolva annak miikodését a kiilonboz6 regulator alegység izoformak
fliggvényében (Wlodarchak & Xing, 2016).

2. G1/S atmenet: Miel6tt a sejt az S fazisba Iéphetne at kell haladnia a G1/S
ellenérzo ponton, amely biztositja, hogy készen all a DNS replikaciora. Ennek
az ellendrzd pontnak a kdzponti szabalyozoja a retinoblasztoma fehérje (Rb). A
Rb fehérje az E2F transzkripcios faktorokon keresztiil gatolja az S fazisba
Iépéshez ¢és a sejtciklus elérehaladasahoz sziikséges gének kifejezddését, mint
példaul ciklinek, CDK-k, vagy a DNS szintézisét serkentd gének. A Rb
aktivitasat sejtciklus-fliggd foszforilacio és defoszforildcid szabalyozza, amit
szamos CDK/ciklin komplex ¢és protein foszfatdz végez. Az S fazisban a Rb
hiperfoszforilalt allapotban van, mig a foszforilacigja csokken a mitdzisbol valo
kilépéskor. Allati sejtekben a PP1 kozvetleniil defoszforildlja a Rb-t a G2/M
atmenetnél, mig a PP2A foként azoknak a CDK-k szabdlyozasdban vesz részt,
amelyek koordinaljak a G1/S atmenetet. A sejtciklus szabalyozasanak elemei
részben konzervaltak a novényekben is, ahol ndvényi retinoblasztoma-rokon
fehérjék (RBR) hasonld funkciot téltenek be. A novényi CDK-k szerepe jol
ismert, szamos célfehérjét foszforilalnak a G1/S és G2/M atmeneteknél, ezzel
elinditva a DNS replikaciot, illetve a mitozist. Azonban a folyamatban részt vevo
protein foszfatazokrél kevesebb informacié all rendelkezésre (Inzé & De
Veylder, 2006; Abraham et al., 2015; Wlodarchak & Xing, 2016).

3. Endoreduplikacié: A mitotikus (vagy testi sejtek) osztodasa soran a DNS csak
egyszer replikalodik, amelyet els6sorban a replikacios origok egyszeri aktivalasa
biztosit. A folyamatban részt vevo fehérjék foszforilacioval aktivalodnak, majd
a replikacio végén a PP2A végzi defoszforilacidjukat, igy inaktivalodnak és
lebontasra keriilnek (Wlodarchak & Xing, 2016). Allati sejtekben a PP2A-B568
transzkripcids faktorok foszforilacids allapotanak a szabalyozdsan keresztiil
vesz részt az endociklusban, azaz a mitozis nélkiili DNS replikacioban
(Martindill & Riley, 2008). Novényi sejtekben az endoreduplikédcio, ami
poliploid sejtek kialakuldsahoz vezet igen elterjedt, és fontos szerepe van szdmos
folyamatban, példaul sejtosztodas és sejtdifferencidlodas kozotti valtasban, vagy
segitheti az alkalmazkodast kedvezdtlen koriilmények kozott (Inzé¢ & De
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Veylder, 2006). Egyre tobb bizonyiték utal arra, hogy a PP2A, kiilondsen a B’y
¢s B’ alegységek, szabalyozzak az endoreduplikaciora valo atallast Arabidopsis
thaliana levelekben (Winter, 2018).

4. G2/M atmenet és mitézisba lépés: A G2 fazisbol az M fézisba torténd atmenet
kulcsfontossagu eseménye a CDKI1 aktivalasa, ami egybeesik a PP2A-B55
holoenzim inaktivalasaval allati sejtekben (Boudolf et al., 2006; Wlodarchak &
Xing, 2016). Magasabb rendii eukariotak korében a PP2 A negativan szabalyozza
a mitozisba lépést: inaktivalasa fokozza a CDK aktivitast, ami a mitdzisba lépést
eredmeényezi (Jiang, 2006). Mig allatoknal a CDK aktivacigja a centroszOmaban
kezdédik, novényeknél a centroszoma hidnya miatt a G2/M atmenet a
preprofazisos koteg (PPB) kialakulasaval torténik. A PPB nemcsak kijeloli az
osztddasi sikot, hanem szamos centroszoma szert funkciot is betdlt, példaul az
orso kialakuldsat és a prometafazis/metafazis atmenet id6zitését szabalyozza.
Ezenkiviil a PPB-ben tobb CDK komplex is jelen van az aktivitdsukat
szabalyozo fehérjékkel egyiitt. Eddig csak néhany gént azonositottak, aminek
szerepe van a PPB kialakitdsaban, koztiilk PP2A-B” alegység FASS izoforméja,
amely a PPB helyén felhalmozodik egészen a metafazisig. A TTP komplex és a
hozza kapcsolodd PP2A aktivitds ismeretlen célfehérjék defoszforilaldsan
keresztiil szabalyozza a kortikalis mikrotubulusok szervezddését és a PPB
kialakulasat (Bouchez et al., 2014).

5. Mitozisban: A mitozis soran a PP2A kulcsfontossagi szerepet jatszik a
kiilonboz6 cellularis strukturdk atrendezdédésében. A maghértya lebomlasat
CDK-k foszforilacioja, mig Gjraépitését a PP2A és PP1 segiti a mitozis végén. A
PP2A szerepet jatszik a kondenzin komplex kromoszémakhoz val¢ juttatasaban,
elésegitve a megfeleld6 kromoszoma kondenzaciot. A  kinetokdr és
mikrotubulusok  kozotti  kapcsolatok  megfeleld  kialakitdsdt szorosan
szabalyozza az Aurora B altal végzett foszforilacio és a PP1/PP2A A4ltal végzett
defoszforilacié (Wlodarchak & Xing, 2016). Emellett a hiszton H3 reverzibilis
foszforilacidja is kulcsszerepet jatszik a kromoszoma kondenzacié és a
testvérkromatida szegregaci6 szabalyozasaban Aurora B kinazok és PP1/PP2A
protein foszfatazok altal (lasd 2.2.2. alfejezet).

6. Citokinézis: A mikrotubulusok megfeleld Gsszeszerelését kiillonbozo
mikrotubulus-asszocialt fehérjék (MAP-ok) reverzibilis foszforilacigja
befolyasolja. A PP2A defoszforildlja a MAP65 fehérjéket, eldsegitve
kotddésiiket a mikrotubulusokhoz, ezaltal stabilizdlva a fragmoplasztot a
citokinézis soran. Ez a folyamat szabalyozza a vezikuldk célzott szallitasat €s

crer

felépitéséhez a két leanysejt kozott (Mathé et al., 2021).
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7. Mitotikus Kkilépési ellenérzé pont: A mitdzis végén az anafdzis-promotedlo
komplex (APC/C) a mitotikus ciklinek ubiquitinacidjat €s proteoszoma altali
negativan szabalyozza, mind a metafazis/anafazis atmenetet, mind a kilépést a
mit6zisbol. A PP2A késlelteti az anafazis kezdetét azzal, hogy gatolja az APC/C
aktivalodasat. Emellett megakadalyozza a mitdzis befejezését bizonyos
szabalyozo utvonalak visszaszoritdsaval (Jiang, 2006; Sablowski & Carnier
Dornelas, 2014).

8. DNS karosodasra adott valasz: A DNS replikacios hibdk és oxidativ stressz
DNS kérosodast okozhatnak, amelyre a sejtek a sejtciklus ledllitasaval
reagalnak, iddt biztositva a hibadk kijavitasara. A DNS kérosodasok érzékelése
hasonld6 moddon torténik allati és ndvényi sejtekben, a tovabbi jelatviteli utak
eltérnek (Shimotohno et al., 2021). Allati sejtekben a sejtciklus leallhat a G1
fazisban, illetve a G1/S és G2 fazisokban is (Reichheld ez al., 1999; Shimotohno
et al., 2021). A novények esetében a sejtciklus ledllasa leginkabb a G2 fazisban
torténik (Shimotohno et al., 2021). A DNS karosodasra adott valasz soran
nemcsak kinazok, hanem tobb foszfataz, koztiikk a PP2A is fontos szerepet tolt
be. A foszfatazok szerepet jatszanak mind a DNS karosodds utdni valasz
aktivalasanak szabalyozasdban — jelatviteli kaszkadokat inditanak el protein
kinazok aktivitdsanak szabalyozasan keresztill — mind annak leallitasaban,
miutan a sériilés kijavitasra keriilt (Ramos et al., 2019).

9. Reaktiv oxigén (ROS) formak szerepe a sejtosztédasban: Ezenkiviil fontos
megjegyezni, hogy a reaktiv oxigén formak (ROS) kozvetleniil befolyasoljak a
sejtciklusban részt vevd ciklinek és ciklin-fliggd kinazok aktivitdsat redox
folyamatokon keresztiil. Ez ledllithatja a sejtciklust a G1/S és G2/M
ellenérzépontokon. A ROS altal okozott DNS karosodas aktivalja azokat a
transzkripcids faktorokat, amelyek gatoljdk a G2/M ciklinek kifejezddését.
Emellett a ROS eldsegiti a sejtciklusbol valo kilépést, az endociklusra vald
attérést ¢és a differencialodast is (Considine & Foyer, 2021). A sejtciklus leallasa
a GI/S és G2/M ellenérzépontokon a ciklin-fiiggd kindzok aktivitdsdnak
gatlasaval, a sejtciklus gének expresszidjanak csokkenésével és az oxidativ
stressz elleni védekezd gének egyidejli aktivalasaval jar egyiitt (Reichheld ez al.,
1999; Shimotohno et al., 2021; Considine & Foyer, 2021). A ROS homeosztazis
felboruldsa késlelteti a profazisbol prometafazisba torténd 4atmenetet,
megzavarja a maghartya lebomlasanak dinamikdjat és a mikrotubulusok
szervezddését, befolyasolja a kromoszomak mozgésat a prometafazisban ¢€s
anafazisban ¢és késlelteti a kilépést a telofazisbol, ezenkiviil a citokinézis is
erésen érintett (Livanos ef al., 2012). Emellett az oxidativ jelatviteli itvonalak
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hatékony mitkddéséhez elengedhetetlen a fehérjék reverzibilis foszforilacidja,
igy kiilonféle protein kindzok ¢€s foszfatazok kulcsfontossagu szerepet toltenek
be ezen folyamatok szabalyozasédban (Considine & Foyer, 2021).

2.5. Arabidopsis thaliana modellnovény sajatossagai
2.5.1. A modellnévény dltalanos jellemzése

A kisérleteink modellndvénye a kaposztafélék (Brassicaceae) csaladjaba
tartozd Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. volt. Minden f{6ldrészen elterjedtek,
azonban a legnagyobb szamban a Foldkozi-tenger mediterran medencéjében,
Ko6zép- és E16-Azsiaban, illetve Eszak-Amerikaban fordulnak elé. Az Arabidopsis
thaliana (l0dfli) szamos Okotipusa koziil a Columbia és a Landsberg a
leggyakrabban hasznalt genetikai és molekularis kutatasokban. Kis mérete, rovid,
kb. 6 hetes életciklusa és onbeporzé virdgzasa miatt idealis modellszervezet. Apro
fehér, a keresztesviraguak rendjére jellemzo virdgai hosszabb nappali megvilagitas
mellett viragoznak; becOterméssel rendelkezik, egy-egy becd kb. 40-60 magot
tartalmazhat. Az érett ndvények elérik a 15-20 cm magasséagot és gyakran tobb szaz
becotermést hoznak, tobb mint 5000 maggal. A ndvényeket in vitro Petri-csészében
vagy foldben is lehet nevelni meleghazban vagy fluoreszcens lampak alatt. A
gyokerek szerkezete egyszerli és nem hoznak létre szimbiotikus kapcsolatot
nitrogénkdtd baktériumokkal (Rédei, 1970, 1974; Meinke et al., 1998).

Korlatozott mezdgazdasagi értéke ellenére a ludfii kiemelkedd jelentdségli
modellorganizmus a névénybioldgiaban. Nagy népszertiségnek orvend fizioldgiai,
biokémiai, genetikai és molekularis vizsgalatokban kompakt, jol jellemzett
genomja, konnyl termeszthetdsége, rovid ¢életciklusa €s boséges magtermése miatt
(Peer et al., 2006; Ferjani ef al., 2023). Diploid genommal rendelkezik, ami csupan
125-150 Mb, ezenkiviil 5 kromoszomaparja van kevesebb mint 30000 fehérjét
kodold génnel. Az Arabidopsis thaliana volt az elsé olyan névény, amelynek 2000-
ben a teljes genom szekvencidjat meghataroztak (Weigel & Mott, 2009). Ezzel a
modellnévénnyel végzett atfogd nemzetkozi kutatdsok jelentds mértékben
hozzajarultak a ndvénybiologia tudomanyanak fejlddéséhez, szamos innovativ
elméletet, valamint korszerli modszertanokat eredményezve (Ferjani ef al., 2023).

2.5.2. Arabidopsis thaliana mutdans novények jellemzése

Szamos eszkdz és modszer all rendelkezésre az Arabidopsis thaliana
genetikai manipuladcidjdhoz, ami tovabb nodveli a kutatdsokban betdltott
jelentdségét (Peer et al., 2006; Ferjani et al., 2023). Az 6roklédé mutdciok

eloidézésének egyik leghatékonyabb modszere a magok EMS-sel (etil-metdn-
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szulfonat) torténd kezelése, amely alkilezéssel okoz bazisvaltozasokat és nukleotid
mutaciokat. Ez leggyakrabban funkciovesztéses mutaciot okoz, példaul korai STOP
kodon, splice hely megszakadas vagy karos aminosav csere altal (Page &
Grossniklaus, 2002; Chen et al., 2023). Emellett a kémiai mutagenezis allél
sorozatot is eredményezhet, lehetové téve egy gén kiillonbozo erdsségl alléljanak a
vizsgalatat (Ostergaard & Yanofsky, 2004). Az A. thaliana konnyen
transzformalhatd Agrobacterium-medialt géntranszferrel. Az Agrobacterium altal
kozvetitett transzformacio egy DNS szekvencia (T-DNS) véletlenszerti és stabil
beépiilését eredményezi a ndvény nukledris genomjaban. A nagy hatékonysagu T-
DNS transzformacids modszerek, mint példaul a ,,floral dipping” (a ladfii n6vények
viragait olyan Agrobacterium oldatba martjdk, amely T-DNS-e tartalmazza a
bejuttatni  kivant génszakaszt), elérhetdsége lehetové tette tobb tizezer
transzformans viszonylag egyszert el6allitasat (Page & Grossniklaus, 2002). Széles
korben alkalmazott moddszer novényi transzformacidhoz, amelyek valtozatos
genotipusti mutans novényeket biztositanak a genetikai kutatdsokhoz (Raabe et al.,
2024). A CRISPR/Cas9-medialt mutagenezis egyre szélesebb korben alkalmazott
modszer, amelyben egy ugynevezett ,,guide” RNS iranyitdsaval a Cas9 fehérje egy
rovid szekvencian hasitja a DNS-t. A kialakult kettds szalid DNS torés kiilonb6zd
mechanizmusokon keresztiil javithatd, aminek eredményeként kiilonbdzo
specifikus mutaciok, beleértve inszerciok, deléciok vagy pontmutacidok
indukalhatok az egyes DNS javité folyamatok megfelel6 alkalmazasaval (Weiss et
al., 2022).

Szamos PP2A mutans novény érhetd el, részletesen az altalunk hasznalt
mutans ndvények tulajdonsagait mutatom be. A PP2A dupla katalitikus alegység
mutdnsok esetében eldszor kiilon-kiillon Agrobacterium tumefaciens T-DNS
inszerciés mutagenezissel hoztak 1étre a pp2ac3 és pp2ac4 szimpla mutansokat,
majd ezeket keresztezték. Ezek nem knock-out mutansok, vagyis a gén jelen van,
csupan hibés funkcioval rendelkezik. A mutacié megszakitja a PP2A-C gént null
mutaciot eredményezve, vagyis megall a gén expressziodja (Alonso et al., 2003;
Ballesteros et al., 2013). A PP2A-C3 mutéci6 részleges hatast, mert a mutaciéo nem
sziintette meg teljesen a C3 expresszidjat, mivel alacsony mennyiségben
kimutathato volt a transzkriptum. A szimpla pp2ac3 vagy pp2ac4 mutdnsok
morfologiailag nem térnek el jelentdsen a vad-tipustol, mig a pp2ac3 pp2ac4 dupla
mutansok torpék, vastag levelekkel, axidlis szervek fejlédési rendellenességei
figyelhetok meg, radialis sejtndvekedés erdteljesebb (7/b. dbra), azonban a
fejlodési rendellenességek ellenére képesek viragot hozni és magot termelni. A T-
DNS inszerciot qPCR és RT-PCR analizissel detektaltak a szekvencidban, valamint
megerdsitették a tandem ismétlodé T-DNS inszerciok jelenlétét mindkét vonalban.
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A pp2ac3 pp2ac4 dupla mutdnsokban a detektalt PP2A-C3 és PP2A-C4 szintek
joval alacsonyabbak voltak, mint a vad-tipusban. A dupla mutansokban a PP2A-C4
expresszioja erdteljesebben csokkent, mint a PP2A-C3 expresszidja. Az RT-PCR
elemzés kimutatta, hogy a PP2A-C3 teljes hossziisagh mRNS-e még részlegesen
kifejezodik, mig a PP2A-C4 teljes hosszusagi mRNS-e a pp2ac3 pp2ac4 kettds
mutansban nem volt jelen (Spinner ef al. 2013). A T-DNS inszercié a PP2A-C3
esetében az At2g42500 génben, PP2A-C4 esetében pedig a At3g58500 génben
talalhato (Ballesteros ef al. 2013). A fass B” regulétor alegység mutansok esetében
kémiai eljarassal, EMS mutagenezissel rontottak el a gén funkciojat. A fass-5
mutansban nonszensz mutéci6 jott 1étre, amely egy STOP kodont iktatott a gén
szekvenciajaba a Leu-267 utan (GIn-268 - STOP). Ennek kovetkeztében a fehérje
N-terminalis része (267 aminosavig) valosziniileg 6nmagaban nem elegendd a
helyes fehérje transzlaciohoz és/vagy miikodéséhez, és igy teljes funkciovesztést
(knock-out) okozott. A fass gén 12 exont €s 11 intront tartalmaz. A fass-5 nonszensz
mutéacio a VIII. exonban torténik. RNS-gél blot kisérletek és RT-PCR analizisek
alapjan a fass-5 mutansban nem irédik at a teljes hossziisagh mRNS a muténs
allélrol. A mutacio6 egy restrikcios enzim (Pstl) hasitohelyét érintette (Camilleri et
al., 2002). A fass-5 HZ er6sen megvaltozott fenotipust mutat, a mutacid
sz€lsOségesebb hatast valtott ki, ahol teljesen hidnyoznak a differencidlt axialis
szervek, ugymint a hajtas és a gyokér (7/c. abra). Ezzel szemben a fass-15 esetében
egy misszensz mutacio torténik a gén utolsé exonjaban. A pontmutacio a FASS C-
terminalisanak nem  konzervalt aminosav szekvencidjan  tortént, amit
szekvenalassal azonositottak. A pontmutacido enyhébb fenotipust eredményezett:
megkiilonboztetheté ndvényi szervekkel (hajtas, gyokér) rendelkezik, csupan torpe
¢és zOmoOk novésii a vad-tipusti névényhez képest, akarcsak a pp2ac3 pp2ac4 dupla
muténs (7/b. abra). A fass-15 mutans ndvények virdgoznak ugyan, de nem hoznak
magot, igy teljesen sterilek. Bar a fass-15 allél mutacidja stlyos novekedési és
fejlodési rendellenességeket mutat ez nem null mutacié. A teljes funkciovesztés
még drasztikusabb elvaltozasokat eredményezhet (Kirik er al, 2012). A B”
homozigéta recessziv (HZ) mutans genotipusokat. A fass heterozigéta mutansok
(HeZ) latszoélag normalis fenotipust mutatnak, morfologiai eltérés nem figyelhetd
meg a vad-tipusu egyedekt6l (Camilleri et al., 2002; Alonso et al., 2003; Kirik et
al., 2012; Ballesteros et al., 2013; Spinner et al., 2013).
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7. abra: A kisérleteinkhez felhasznalt Arabidopsis thaliana genotipusok gyokér fenotipusa (6t
napos csiranévények): (a) vad-tipust Arabidopsis thaliana Columbia (Col0) dkotipus; (b) PP2A-
C3/C4 katalitikus alegység dupla mutans (pp2ac3 pp2ac4): torpe, zomok novekedésti, oldaliranyu
sejtndvekedés erdteljesebb, oldalgydkerek hamarabb megjelennek (hasonloé fenotipikus megjelenés
jellemzd fass-15 HZ gyengébb fenotipusu B regulator alegység mutans esetében is); (c) fass-5 HZ
erésebb fenotipust B” regulator alegység mutdns: vastag gumdszerii ndvény, normalisan
differencialt hajtas és gyokér szervek teljesen hianyoznak.
A felvételeket Prof. Dr. Mathé Csaba (Debreceni Egyetem, TTK, BOI, Novénybiologiai Tanszék)
készitette Olympus SZX7 tipusu sztereo mikroszkoppal. Hasznalt objektiv és kamera: Olympus DF
PLAPO 1X-4; Canon EOS 2000D
Meéret skala: 200 um

A PP2A-A ,scaffolding” strukturalis alegység esetében a T-DNS
inszercioval eldallitott mutansok mindegyikében hianyzik az adott A alegység
izoforma, ami arra utal, hogy a mutaciok erds funkciovesztésii allélek vagy knock-
out-ok. Fenotipusosan az RCN1/A1 izoforma mutaciot tartalmazd ndvények (pl.
pp2aal pp2aa2, pplaal pp2aa3 dupla mutansok) jelentds fejlddési
rendellenességeket mutatnak, beleértve az abnormalis embriogenezist, sugarirany
sejttagulast vagy a torpe novekedést, mig az pplaa? pp2aa3 dupla mutans
viszonylag normalis fenotipust mutat, morfoldgiailag hasonlit a vad-tipushoz. Az
pp2aal pp2aa?, illetve pp2aal pp2aa3 dupla mutans novények esetében a PPB
hianya is tapasztalhato (Zhou et al., 2004).

A TTP komplex komponenseinek mutacioi a PPB hidnyahoz, az osztddasi
sikok rossz elhelyezkedéséhez ¢és az interfazisos mikrotubulus kotegek
rendezetlenségéhez vezethetnek (Azimzadeh et al., 2008; Drevensek et al., 2012;
Schaefer et al,, 2017). Az Agrobacterium tumefaciens T-DNS inszercios
mutagenezissel eléallitott trm6, trm7 és trm8 szimpla mutansok keresztezésével
allitottak el6 a dupla majd a tripla trm6 trm7 trm8 mutansokat. A TRM6 TRM7 és
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TRMS8 fehérje izoformék kulcsszerepet jatszanak a megfeleld osztodasi sik
kialakitasdban, a trm6 trm7 trm$ tripla mutansban a PPB kialakulasdnak a hianya
figyelheté meg. Emellett a PPB hidnydban az orsé orientdcidja kevésbé stabil, a
befolyasolja a sejtosztodas robusztussagat. Azonban a PPB karosoddsa nem
befolyasolja a trm6 trm7 trm8 mutansok gyokér anatomiai szervezddését és csupan
enyhe méretbeli kiilonbség (~20%) figyelhetd meg a Col0-hoz képest (Schaefer et
al., 2017).

Az elébb emlitett mutans genotipusokon til ma mar rengeteg kiilonb6zo
célra eldallitott Arabidopsis thaliana mutans &ll rendelkezésre, amelyeket
nemzetkdzi magbankok — mint az Arabidopsis Biological Resource Center (ABRC;
USA), a Nottingham Arabidopsis Stock Centre (NASC; UK), a Sendai Arabidopsis
Seed Stock Center (SASSC; Japan), vagy a Versailles Arabidopsis Stock Center
(VASC; Franciaorszag) — gytjtenek, oriznek €s osztanak meg a kutatokkal (Scholl
et al., 2000; Ricou et al., 2025).

2.6. A mikrocisztin-LR (MCY-LR) hatasairél

A cianobaktériumok vildgszerte elterjedt fotoautotréf baktériumok,
amelyek eutrof vizekben tomegesen elszaporodva vizvirdgzast okozhatnak. Ez a
jelenség egyre gyakoribb ¢€s stlyosabb az emberi tevékenységek kovetkeztében és
a klimavaltozas hatdsara. A cianobaktériumok toxikus masodlagos metabolitokat
termelnek, amelyek felhalmozddhatnak a vizterekben, és az Ontdzdvizeken
keresztlil bekeriilhetnek a taplaléklancba. Ennek kovetkeztében a cianotoxikus
vizviragzasok sulyos egészségiigyi és okoldgiai kockazatot jelentenek (Campos &
Vasconcelos, 2010).

A cianotoxinokat hatasmechanizmusuk alapjan négy f6 csoportba
sorolhatjuk: hepatotoxinok (mikrocisztinek, nodularin), citotoxinok
(cilindrospermopsin), neurotoxinok (saxitoxinok, anatoxinok) és dermatotoxinok
(lipopoliszacharidok). Human egészségiigyi szempontbol a hepatotoxinok és a
neurotoxinok jelentik a legnagyobb veszélyt (Gacsi et al., 2009). Az emberi
szervezetben a maj a leginkabb érintett szerv, azonban a toxinnak vald kitettség
valoszintileg més szerveket is érinthet (Campos & Vasconcelos, 2010). Azonban a
cianobaktériumok jelenléte nem mindig jar egyiitt toxintermeléssel; nem minden
faj termel cianotoxinokat, illetve a termelésiik kornyezeti feltételektdl is fiigghet. A
vizviragzasok kb. fele mérgezd, €s gyakran tobbféle toxin is jelen lehet a
vizterekben (Faulkner et al., 2025).

Szamos cianobaktérium nemzetség termel mikrocisztineket (MCY'), mint
példaul Microcystis, Anabaena, Planktothrix és Nostoc nemzetségek (Mathé et al.,
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2013a). A mérsékelt felszini viztestek legartalmasabb cianobaktérium faja a
Microcystis aeruginosa, Magyarorszagon is ez a faj okozza a legtobb kart (Kos et
al., 1995). A mikrocisztinek kb. 1000 Da molekulatomegii molekulék, ciklikus
heptapeptidek, altalanos szerkezetiik 7 aminosavbo6l all: harom D-aminosavat, két
variabilis L-aminosavat és két jellegzetes aminosavat, az N-metildehidroalanint
(Mdha) ¢és egy hidroféob D-aminosavat, a 3-amino-9-metoxi-2,6,8-trimetil-10-
fenildeca-4,6-diénsavat (Adda) tartalmaznak. T6bb mint 80 varians ismert, melyek
a variabilis L-aminosav oldallancukban térnek el. A mikrocisztin-LR (MCY-LR) a
leggyakrabban el6fordulé €s tanulmanyozott mikrocisztin, mely esetében a
masodik aminosav egy L-leucin és a negyedik aminosav egy L-arginin (Campos &
Vasconcelos, 2010; Mathé et al., 2013a).

A mikrocisztinek irreverzibilisen gatoljdk a szerin/treonin protein
foszfatdzokat, specifikusan a PP1 vagy PP2A aktivitasat, Ggy, hogy az enzim
katalitikus alegységével 1épnek kolcsonhatasba, ezzel szamos metabolikus és/vagy
jelatviteli tvonalat megzavarva eukariota sejtekben (Campos & Vasconcelos,
2010). A MCY-LR ¢és a PPI, illetve PP2A kozotti kolesonhatast egy kétlépéses
mechanizmusként irtdk le: (1) elészor egy nem-kovalens kotés jon 1étre a toxin
Adda oldallanca és a protein foszfatazok aktiv centruma kozott; (2) majd kovalens
kotés alakul ki a toxin Mdha oldallanca és a protein foszfatdzokon talalhatd
ciszteinek kozott (Machado et al., 2017). A katalitikus alegység kovalensen kotodik
a MCY-LR Mdha régié karbonil csoportjahoz, de ez a kolcsonhatas nem sziikséges
a toxicitashoz. A gétl6 hatasért az Adda oldallanc felelés, mert a hidrofob szénldnca
behatol a protein foszfatdzok aktiv centrumaba. Ez kulcsfontossagu a toxicitas
szempontjabol, az Adda rész elvesztése vagy az Adda nélkiili szintetikus MCY-LR-
nek nincs toxikus hatasa (Méathé et al., 2013a). In vitro kisérletekben a MCY-LR
hasonl6 hatékonysaggal gatolja a PP1 és PP2A protein foszfatdzokat, in vitro
protein foszfatdz gatlasanak ICso (fele maximalis gatldo koncentracid) értéke 0,1-
0,25 nM (Mathé et al., 2013a, 2019). In vivo a protein foszfatdz gatlas mértéke fiigg
a vizsgalt fajtol és a szervtol. Példaul Vicia faba (16bab) oldalgyokér csucsokban a
a PP2A protein foszfatazt (ahol enyhe aktivitasbeli emelkedés is megfigyelhetd),
azonban teljes oldalgyokér kivonatokban a toxin mindkét foszfatazt enyhén gatolta.
aktivitasat figgetleniil a vizsgalt szovettdl (Garda et al., 2018; Mathé et al., 2019).
Ezeket a valtozasokat az inhibitornak a protein foszfatdzok szabdlyozé
alegységekre gyakorolt eltérd hatasainak is tulajdonitottak, de ezenkiviil MCY-LR
jelenlétében a kiilonbdzd szabalyozé alegységek eltérd affinitassal képesek kotddni
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a katalitikus alegységhez, amely szintén megzavarja az enzimmiikddést (Mathé et
al., 2019).

A MCY-LR nagy mennyiségl reaktiv oxigén forma (ROS) termelését is
képes indukalni mind in vitro, mind in vivo modellekben a toxikoldgiai hatés
részeként (Campos & Vasconcelos, 2010; Valério et al, 2016). A ndvényi
anyagcsere normal melléktermékeként szamos ROS képzddhet kiilonféle
sejtalkotokban, azonban stresszkoriilmények alatt a termelésiik megnovekedik. A
reaktiv oxigén formak az oxigén aktivalt szarmazekai, leggyakoribbak kdzé tartozik
a szinglet oxigén ('02), a szuperoxid-anion (O2"), a hidroxilgyok (OH") és a
hidrogén peroxid (H202) (Blokhina, 2003; Livanos et al., 2012; Bheri & Pandey,
2019; Mathé et al., 2019). A reaktiv oxigén formak kettds szerepet toltenek be a
ndvényvilagban: egyrészt szamos jelatviteli folyamatban nélkiilézhetetlen
molekulak, masrészt pedig az aerob anyagcsere toxikus melléktermékei is egyben.
Szamos antioxidans rendszer vesz részt a ROS homeosztazis fenntartasaban.
Stresszhatas alatt felborulhat ez az egyensuly a ROS képzddés irdnyaba és oxidativ
stresszt valthat ki (Mittler, 2017). MCY-LR megemeli az intracellularis ROS szintet
azaltal, hogy megkoti a redukalt glutationt. Ez oxidativ stresszhez — ROS
termeléshez — vezet azaltal, hogy egyenstlyhidnyt idéz el a sejt redox allapotaban,
ami kiilonbozd sejtkarosodasokat okoz. A MCY-LR altal indukalt oxidativ stressz
az antioxidans mechanizmusok (enzimatikus ¢és nem-enzimatikus utvonalak)
aktivitasat is modulalja (Mathé et al., 2019). Ha ezek a védekezd mechanizmusok
nem hatékonyak a  megnovekedett ROS  elimindlasdban, negativ
kovetkezményekkel jarhat a novények fejlodésében (Freitas et al., 2015). Szamos
tanulméany szamolt be az MCY-LR oxidativ stresszre adott valaszreakciokra
gyakorolt hatasair6l zarvatermd novényekben. Ezek a kutatasok vizi és szarazfoldi
novények — példaul mustar (Sinapis alba), 16bab (Vicia faba) és ladfii (Arabidopsis
thaliana) — esetében is megnovekedett ROS szintet, csokkent redukalt glutation
szintet, valamint fokozott antioxidans enzimaktivitast (példaul szuperoxid-
dizmutéz, peroxidaz és katalaz) mutattak ki (Pflugmacher, 2004; M.-Hamvas et al.,
2010; Chen et al., 2012; Garda et al., 2016; Jia et al., 2018). Ezenkiviil salata
protoplaszt sejtekben a felvett MCY-LR képes a mitokondriumok permeabilitasat
megnovelni és az elektron transzport lanc komplexeivel kdlcsonhatasba 1épni
hidrogénkotés révén, igy blokkolva az elektron transzportot és ROS termelést
idézve el6 (Li et al., 2025). A toxin protein foszfatazokra gyakorolt komplex hatasa
valoszinlileg megzavarja az oxidativ stressz altal iranyitott jelatviteli itvonalakat,
ami kulcsfontossagt lehet az MCY-LR oxidativ stresszt kivalté mechanizmusanak
megértésében (Mathé et al., 2019).
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Eutréf édesvizekben a mikrocisztin koncentracidja gyakran eléri a
0,01 uM koncentracidt, de toxikus vizviragzas idején akéar 25 uM-ra is nohet
(Szigeti et al, 2010). A mikrocisztinek legnagyobb része intracelluldrisan
termelddik, melyek a cianobakterialis sejtek lizise utan jutnak a vizterekbe. AMCY-
LR honapokkal a vizviragzas utan is izolalhaté a vizekben a nagy stabilitdsanak
koszonhetéen (Mathé et al., 2007; Faulkner et al, 2025), illetve a talajban
felgytilemlett mikrocisztin is akar tobb hétig megmaradhat (Faulkner et al., 2025).
A mikrocisztin hatadsara bekovetkezd protein foszfataz gatlast és az oxidativ
stressz indukalast kovetfen kiilonb6zd molekularis események és jelatviteli
utvonalak kaszkadja indul el, amely membran karosodasokat (lipid peroxidacio),
fehérje denaturaciot, enzim inaktivaciot, citoszkeleton rendezetlenséget és sériilést,
mitokondridlis permeabilitds valtozast és karosodast, DNS karosodéasokat, vagy
akar apoptozist valthat ki (Valério et al., 2016; Mathé et al., 2019). A Debreceni
Egyetemen végzett szamos kutatds vizsgalta a mikrocisztinek novényekre
gyakorolt hatasat, koztiik természetes vizvirdgzasok soran érintett fajok (pl.
Ceratophyllum, Phragmites) morfologiai, sejtes és molekularis elvaltozasait. Ezek
kozé tartozik a hajtas- és gyokérfejlodés zavara, citoszkeletalis atrendezddés,
lignifikacio, sejtfal elvaltozasok, valamint apoptozisra utald jelek. A mikrocisztin
célpontjai kozé tartozik a citoszkeleton és a protein foszfatdzok (PP1, PP2A),
amelyek gatlasa sejtosztodasi rendellenességeket okoz tobb modellnovényben,
példaul Sinapis alba, vagy Vicia faba. Arabidopsis thaliana esetében kimutattak a
membrankompartmentek (vaku6lum, mitokondrium, sztromula) szerkezetének
megvaltozasat és kloroplaszt osztodasi rendellenességeket is. A kiilonféle novények
eltérd érzékenységet mutattak a mikrocisztinre, de kozds jellemzo a fejlodésgatlas
és a sejtszerkezeti karosodas, els@sorban a protein foszfatdzok gatlasa révén (Kos
et al., 1995; M-Hamvas et al., 2003; M.-Hamvas et al., 2010; Mathé et al., 2013b;
M-Hamvas et al., 2021).

2.7. ImageJ és Fiji szoftver alkalmazasa mikroszképos felvételek
feldolgozasara

A mikroszkopia gyors fejlodése sziikségessé tette a megfizethetobb, egyre
gyorsabb ¢és pontosabb kvantitativ képalkotast, ami ennek megfelelden fejlettebb
képfeldolgozasi és képelemzési technikdkat igényel (Schindelin et al., 2015). A
nagy felbontdsu két- és hadromdimenzids felvételek szubjektiv, megfigyelésen
alapulo6 elemzése mar nem lehetséges, hisz a képalkotas soran hatalmas mennyiségi
adat keletkezik. A felvételek értelmezéséhez olyan bioinformatikai modszerek és
szamitogépes  technikdk  haszndlata  sziikséges, mint  példaul a
térfogatrekonstrukcio, 3D vizualizacid, a biologiailag relevans jellemzok keresése
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(szegmentacio), az adott objektumok térbeli kovetése vagy digitalis atlaszokon
alapul6 0sszehasonlitas. Mar szamos kereskedelmi (pl. Imaris, Volocity és Amira)
¢s nyilt forraskodu (pl. Imagel, CellProfiler, Vaa3D, BiolmageXD, stb.)
szoftverplatform létezik biologiai képek elemzésére. A régota elérhetd Imagel
szoftver szamos tudomanytertilet kozkedvelt eszkdze, amely széleskorti elterjedése
¢s kiterjesztett bdvitmény-architekturdja miatt népszeri a kutatok korében
(Schindelin et al., 2012).

Az Image] egy Java nyelven fejlesztett, nyilt forrdskodu képelemzd
szoftver, amelyet Wayne Rasband és munkatarsai hoztak 1étre a National Institutes
of Health (NIH) intézetben, az elsd verzidt 1997-ben adtak ki. Ingyenesen elérhetd
a NIH hivatalos weboldalan (https.//imagej.net/ij/), €s nagy népszertiségnek
orvend, mert szamos képfeldolgozo és -elemzd funkciot kinal, tobb operacios

rendszeren (Linux, MacOS X ¢és Windows) is futtathat6, valamint szabadon
felhasznalhato barmilyen célra (Abramoff et al., 2004; Collins, 2007; Gallagher,
2014). Az Imagel] tovabbi elonyei kozé tartozik, hogy szamos adattipust képes
kezelni: 8, 16 és 32 bites sziirkearnyalatos és szines képeket, szamos kiilonb6z6
fajlformatumban, koztiik a leggyakoribbakat, mint a TIFF és a JPEG. Tovabba az
ImageJ folyamatosan boviil a felhasznalok altal fejlesztett funkcidkkal, amely
lehetévé teszi a rendkiviil sokféle alkalmazasi teriiletet. Nap mint nap Uj
képfeldolgozo és -elemzd makro programok, illetve bévitmények keriilnek fel az
Image] tamogatdi oldalara, melyeket gyakran lektoralt publikaciokban is
validalnak. A fluoreszcencia alapu alkalmazasok folyamatos fejlédésével az ImagelJ
tovabbra is meghatdrozé eszk6z maradt a laboratoriumi munkakban. Ezenkiviil
részletes online segédanyag érhet6 el a programhoz, illetve alapkédja folyamatosan
frissiil (Gallagher, 2014).

A képelemzés alapja, hogy a felvétel jO mindségli, vagyis éles, jol
fokuszalt és nem thltelitett (szaturalt) kép. A rogzitett képnek a kovetkezd
paramétereknek kell megfelelni az elébb felsoroltokon kiviil: a lehetd legnagyobb
bitmélységgel késziiljon (lehetdleg 16 bites) az intenzitds linearis abrazolasahoz;
tartalmazza a teljes latomez6t a maximalis felbontés érdekében; megfeleld optikai
szlir6k hasznalata az alacsony hattér és a maximalis jelintenzitas érdekében; TIFF
formatumban legyen elmentve; az eredeti képet mindig valtoztatas nélkiil mentsiik,
a feldolgozashoz hasznalt kép mindig az eredeti mésolata és jegyezziink fel minden
elvégzett modositast (Gallagher, 2014).

Az Image] makréo programok ¢€s kiilonbozé bovitmények (plugin)
segitségével tudja egyszeriisiteni €s automatizalni a rutin munkéat (Gallagher, 2014).
Az Image] beépitett makré nyelve egy konnyen haszndlhato, szdvegalapu
szkriptnyelv, amely lehetové teszi tobb képfeldolgozasi 1épés automatizalasat, akar
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tomegesen is, és sziikség esetén Osszetett elemzési folyamatokkd bdvithetd. A
makro rogzité funkcio segitségével egyszeriien rogzithetjiik az automatizalni kivant
parancssort, majd az igy létrehozott alap makr6 program tovabb fejleszthetd az
ImageJ weboldalan elérhetd részletes dokumentacié segitségével. A weboldalon
szamos makrd program is elérheté, ami modosithaté a felhasznalo specialis
igényeihez. Bar a makrok elég Osszetetté valhatnak, az Imagel igazi ereje a
pluginok-ban rejlik (Collins, 2007). Manapsag tobb mint 500 bévitmény érhetd el
az Image] weboldaldn, amely lista rendszeresen bdviil (Gallagher, 2014). A
bovitmények nagyon valtozatosak lehetnek, melyek modosithatjak a meglévo
funkciokat vagy képesek teljesen 10j miivelet bevezetésére. Az elérhetd
bovitményeket szabadon lehet kombinalni, igy testreszabott és dsszetett elemzések
is elvégezhetoek. Az Imagel] rugalmas felépitése lehetové teszi 1j funkcidk
fejlesztését a meglévo eszkozokre épiilve, igy nem sziikséges teljesen az alapoktol
létrehozni (Schindelin ef al., 2015). A bévitmények szamos teriiletet lefednek,
példaul adatgyiijtést, elemzést, szinkezelést, fejlett sziirést, grafikai miiveleteket,
nyomtatasi beéllitasokat, stb. (Gallagher, 2014). A kvalitativ vizualizaciot segitd
bovitmények, mint a 3D Viewer vagy a Volume Viewer, interaktiv 3D megjelenitést
tesznek lehetévé az Imagel-ben, tamogatva a térbeli tajékozodast és
szegmentalassal kombindlva a kvantitativ elemzést is (Schindelin ef al., 2015). A
Morpholib] egy matematikai morfologian alapuld plugin, amely binaris ¢és
szlirkedrnyalatos 2D/3D képek feldolgozasat segiti morfologiai sziirés, morfologiai
rekonstrukcid, watershed szegmentacid, kiilonb6zé mérések (2D €s 3D-ben is) és
szamos egy¢b segédeszkozok révén (Legland et al., 2016). A Bonel] plugin
csontszdvetek és mas pordzus struktirdk 3D morfometriai elemzésére késziilt,
kiilonosen mikro-CT felvételekhez. A BoneJ plugin elsdsorban a csont geometriai
jellemzdinek a meghatarozasdhoz késziilt, de a szoftver morfometriai eszkdzei —
mint a térfogatfrakcid, vastagsag, anizotropia kvantifikalasa, részecske- ¢€s
feliiletelemzés, 3D vizualizadci6 — alkalmasak barmilyen porozus anyag vagy
részecske vizsgalatara, amelyek megtaldlhatok az élelmiszerekben, talajban vagy
egyeb bioldgiai struktirdkban, ha a képalkotas megfeleld felbontast és kontrasztot
nyujt (Doube et al., 2010), melynek tovabbfejlesztett verzidja a BoneJ2 (Domander
etal.,2021)

A Fiji (Fiji is just Imagel) korszertsiti az Imagel alapvetd felépitését,
modern szoftverfejlesztési elvekre épiil, ami kiilonboz6 szkriptnyelvek és fejlett
konyvtarak felhasznalasaval lehetséget biztosit az 0j bioinformatikai megoldasok
¢s képfeldolgozo algoritmusok gyors fejlesztésére. Beépitett frissitdrendszere révén
elosegiti a fejlesztdk ¢és felhasznalok kozotti aktiv egylittmiikodést, kozos
platformot kinalva biologiai és informatikai kutatasokhoz (Schindelin ef al., 2012).
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Miutédn a szoftver letoltésre kertilt, egyszeriien futtassuk a telepit6fajlt, és
kovessiik az utasitasokat; ezt kovetden a program készen all a képek megnyitasara
¢s az elemzés megkezdésére (Gallagher, 2014). Az Imagel/Fiji nélkiilozhetetlen
eszkozz¢ valt a legtobb rutinszerli képfeldolgozasi és képelemzési feladatokhoz,
sokoldali funkcioival és konnyen hozzaférheté segédanyagaival hatékony
munkavégzést tesz lehetévé még a korlatozott koltségvetésii projektek esetén is
(Collins, 2007).
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. A Kkisérletekhez hasznalt csiranovények, nevelésiik és toxinkezelés
3.1.1. Vizsgalt Arabidopsis thaliana genotipusok

Kisérleteinkben a vad-tipusti modellnoévénylink az Arabidopsis thaliana
Columbia (Col0) 6kotipus. Columbia hatteri protein foszfataz (PP2A) mutansokat
is vizsgaltunk, melyekrdl részletes jellemzésérdl a 2.5.2. alfejezetben irok. A
kisérleteinkben a FASS B” regulator alegység kétféle mutdnsat hasznaltuk fel, az

erdsebb fenotipust 0kozo fass-5 mutanst (Camilleri ef al., 2002), illetve a gyengébb
tekintve kiilon vizsgaltuk a homozigdta recessziv (HZ), illetve a heterozigota (HeZ)
genotipusokat. Vizsgalataink sordn a PP2A enzim C katalitikus alegységét érintd
pp2ac3 pp2ac4 (a tovabbiakban c3c4) dupla mutansokat is elemeztiik (Alonso et
al., 2003; Ballesteros et al., 2013).

A PhD kutatdsomhoz kapcsoléddan tortént egy franciaorszagi
egylittmiikodés az INRAE Kutatokézpont, Jean-Pierre Bourgin for Plant Science
(IJPB) Intézetének SPACE (Spatial Control of Cell Division) kutatocsoportjaval
Versailles-ben. Ezekben a kisérletekben tovabbi mutians ndvények vizsgéalatara
keriilt sor, beleértve a PP2A-A ,,scaffolding” alegység mutansait (Zhou et al., 2004),
kisérleteinkben az pp2aal pp2aa3 (a tovabbiakban ala3) és pp2aa? pp2aa3 (a
tovabbiakban a2a3) dupla mutdnsokat hasznaltuk a c3c4 dupla katalitikus alegység
mutansok mellett. Vizsgaltuk még a TTP komplex trm6 trm7 trm8 (a tovabbiakban
trm678) tripla mutansait is (Schaefer et al., 2017).

A hisztokémiai és immunhisztokémiai jeldlésekhez az 6sszes felhasznalt
A. thaliana genotipus esetében az elsddleges gyokeret vizsgaltuk. Azért
valasztottuk elsdsorban a gyokerek vizsgalatat mert errdl az irodalomban mar tobb
adat elérhetd. Példaul azok a tanulméanyok is, amelyek az altalunk felhasznalt
mutans noveényekkel foglalkoznak leginkabb a gydkérben irtdk le a kiilonb6zo
sejtszintli elvaltozasokat. Ezenkiviil, ha az 6ntdzévizben felszaporodik a MCY-LR
a novény leginkabb a gyokerén keresztiil érintkezik a toxinnal, igy itt fejtheti ki
erételjesebb hatasait. Illetve kutatocsoportunk az elézd kisérletek alkalmaval
leginkabb a gyokerek vizsgalatara koncentralt tobb modell esetében, igy a
kiilonb6zé modellndvények kozott is 0Osszehasonlithatjuk a toxin hatésait.
Ezenkiviil technikailag konnyebb a gyOkércsucsot jeldlni a foszfo-hiszton H3
vizsgalatokhoz, mint a hajtdscsicsot. Azonban a gyengén fejlett és kevés
gyokérbiomassza miatt a fass HZ és c3c4 mutansok esetében a protein foszfataz
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aktivitds méréseket egész ndvényi mintaban (hajtas + gyokér) végeztiik, valamint
kontrollként a Col0 esetében is a mintavétel egész novény volt.

A HeZ mutansok vizsgalata esetében a vizsgalt minta egy homozigota
domindns genotipusbol (Col0) és fass HeZ mutdns novényekbdl allo ,,pool” volt,
mert a fenotipus alapjan nem lehetett elkiiloniteni a novényeket. Ezért ezek
eredményeit nem publikaltuk.

A kisérleteinkben hasznalt mutans magokat Dr. Martine Pastuglia
(Université Paris-Saclay, INRAE, AgroParisTech, IJPB, Versailles, Franciaorszag)
biztositotta szdmunkra, amelyeket laboratoriumunkban ¢€s a ndvényneveld
szobankban tovabb szaporitottunk a sziikséges magmennyiség eldallitasa
érdekében. Az [. tdblazat Osszefoglalja a kisérleteinkben vizsgalt ludfi
genotipusokat.

1. tablazat: A PhD kutatdsom soran vizsgalt Arabidopsis thaliana genotipusok a Debreceni
Egyetemen, illetve a franciaorszagi INRAE Kutatokozpontban végzett kisérletek alatt.

Debreceni Egyetem INRAE Kutatokozpont
vad-tipusu Col0 vad-tipusu Col0
ppa2c3 pp2ac4 (c3c4) dupla C katalitikus | ppa2c3 pp2ac4 (c¢3c4) dupla C katalitikus
alegység mutans alegység mutans

fass-15 B” regulator alegység mutans: | pp2aal pp2aa3 (ala3) dupla A
mutacio altal fenotipikusan gyengébben | ,,scaffolding” alegység mutans: erdteljes

érintett regulator alegység mutans fenotipikus elvaltozast mutat

fass-5 B” regulator alegység mutans: | pp2aa? pp2aa3 (a2a3) dupla A
mutacio altal fenotipikusan erételjesebben | ,,scaffolding” alegység muténs:
érintett regulator alegység mutans fenitipikus elvaltozast alig mutat

trm6 trm7 trm8 (trm678) tripla TTP
komplex TRM alegység mutans

3.1.2. Nevelési koriilmények és toxinkezelés

Az Arabidopsis thaliana csiranovényeket in vitro hosszi nappalos
koriilmények kozott neveltiik. A kisérleteket axénikus és kontrollalt koriilmények
kozott veégeztiik. Az axénikus koriilmények biztositasa érdekében a magok feliiletét
sterilizaltuk gy, hogy 10 percen keresztiil 20% (V/V) higitast, kereskedelmi
forgalomban kaphatd natrium-hipoklorit tartalmt fert6tlenitészerrel (Unilever
,2Domestos”) kezeltiikk, majd haromszor 5 percig mostuk steril desztillalt vizzel. A
felillet sterilizalt magokat steril, 0,9% (w/V) Bacto agarral (VWR
Chemicals/Avantor, Radnor, PA, USA) szilarditott moddositott MS (MS¥*)
(Murashige & Skoog, 1962) taptalajra helyeztiik, amely Gamborg-vitaminokat
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(Gamborg et al, 1968) tartalmazott (Duchefa Biochemie, Haarlem, the
Netherlands) és 2% (w/V) szachardzzal egészitettiik ki. 48 oras hidegkezelést
kovetden a magokat tartalmazé Petri-csészék a novényi szdvettenyésztd szobaba
keriiltek az alabbi koriilmények kozé: 14/10 oras fotoperiddus, 22+2°C, 60
umol/m?/s fotonfluxus siirliség a fényperiddusban. Az o6t napos elénevelt
csirandvényeket folyékony MS* taptalajjal atitatott steril szirOpapirra helyeztiik és
ebbe a taptalajba adagoltuk kiilonb6z6 koncentracidban (0,05 és 1 uM) a MCY-LR-
t (PP2A ¢és PP1 gétlo) a toxinkezelésekhez.

A Franciaorszagban hasznalt feliilet sterilizaldsi modszer eltért, azonban
ugyanazt a célt értik el vele, az axénikus korilmények megteremtését a
kisérletekhez. A feliiletsterilizalds ez esetben natrium-diklor-izocianurat tartalmu
kloros ferttlenitdszerrel tortént (Nectra Pastilles Chlorées, ,,Barychlore”) 10x
higitasban. Az oldattal a magokat 5 percig kezeltiik, majd 2x atoblitettiik 96°-os
etanollal. Ezutdn az etanolt eltavolitottuk a magvakrdl, és hagytuk Oket teljesen
megszaradni. A feliilet sterilizalt magokat 0,8% (w/V) Phyto-agarral (Duchefa
Biochemie, Haarlem, the Netherlands) szilarditott %2 MS* (Duchefa Biochemie,
Haarlem, the Netherlands) taptalajra helyeztiik, amely 1% szacharozt és 0,5%
(w/V) MES-t (Acros Organics, Geel, Belgium) tartalmazott. Szintén 2 napos
hidegkezelést kovetden a magokat tartalmazé Petri-csészék novényneveld kamraba
keriiltek a kovetkezd koriilményekkel: 16/8 oras fotoperiddus, 21+2°C, 70-80
umol/m?/s fotonfluxus stirliség a fényperiodusban. Az 5 napos elénevelt
csirandvényeket folyékony > MS* taptalajjal atitatott steril sziirdpapirra helyeztiik
¢s ebbe a taptalajba adagoltuk kiillonb6zé koncentracioban (1 és 5 uM) a
hesperadint (Aurora kindz gatlo) a toxinkezelésekhez.

A toxinkezelések idGtartama rovid tava, 24 6ran keresztiil tartott. Az 5
mikdzben minden esetben alkalmaztunk kontroll (K), kezeletlen mintat is. A
kiilonb6z6 mutans genotipusok kontroll mintdja a kezeletlen Col0 volt, mig a
toxinok hatasat mindig az adott genotipus kezeletlen mintaihoz viszonyitottuk.

3.1.3. A mikrocisztin-LR tisztitasa

A MCY-LR toxin tisztitasait Kos €és munkatarsai (1995) modositott
mddszere alapjan végezte Prof. Dr. Vasas Gabor és kutatocsoportja (DE, TTK, BOI,
Novénytani Tanszék) Microcystis aeruginosa BGSD 243 jelii cianobaktérium torzs
tenyészetébol. A torzs egy 1991-es Velencei-tavi vizvirdgzasbol szarmazik.
Roviden a cianobaktérium sejteket centrifugalassal gyUjtotték Ossze, majd
metanolos kivonas kovetkezett. A sejttormeléket centrifugalassal eltavolitottak, a
feliiluszot pedig beparoltak, igy eltavolitottdk a szerves olddszert a toxin pedig
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visszamarad a szarazanyagban. Ezutan a szaritott mintakat Tris-HCI pufferben (pH
7,5) szuszpendaltak, hogy vizes kdzegbe keriiljon a tovabbi tisztitasi 1épésekhez. A
cianotoxin végsd tisztitasat DEAE Cellul6z-52 (Whatman DE 52) oszlopon
végezték. A mikrocisztint tartalmazd eluatumokat Toyopearl méretkizarasos
kromatografidval tovabb tisztitottdk a szennyezokt6l. A kinyert MCY-LR
koncentracidjat és tisztasagat fotometrids, nagy hatékonysagu
folyadékkromatografia (HPLC), valamint kapillaris elektroforézis modszerek
segitségével allapitottak meg (Vasas ef al., 2004). A vizsgalatban hasznalt MCY-

LR >95%-o0s tisztasagu.

3.1.4. A toxin kezelési koncentraciok megvalasztasa

A vizsgalat soran hasznalt toxin koncentraciokat ugy valasztottuk meg,
hogy a vizsgalt idéperiodusban (24 6ra) sejthalal indukalésa nélkiil valtsanak ki
sejtszintll elvaltozasokat. MCY-LR esetében 5 uM feletti koncentraciok mar rovid
tava (24 ora) kezelés esetén is sejthalalt okoztak. A kisérleteinkhez igy 0,05 és 1
uM koncentraciokat valasztottunk. Az 1 pM MCY-LR jelentds protein foszfataz
gatlast idézett el6 sejthalal nélkil rovid tava (24 6ras) expozicid utan. A 0,05 pM
MCY-LR koncentraci6 kornyezetileg relevansnak tekinthetd, mivel hasonl6 értékek
mérhetdk toxikus vizvirdgzas sordn a szabad vizterekben (Ujvarosi et al., 2019).

crer

cre

cre

oldatok nem tlintek megfeleldnek. A célunk ennél a kisérletnél az volt, hogy
teszteljliik az ujonnan kifejlesztett 3D kiértékelési modszert (lasd 3.6.2. alfejezer) és
hesperadin mellett a phH3S10 jel még detektalhatd értékelhetd intenzitasbeli

kiilonbségekkel a kontroll mintdkhoz viszonyitva. A hesperadint a Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, USA) cégtol szereztiik be.

3.2. Protein foszfatazok (PP1 és PP2A) aktivitisanak meghatarozasa
3.2.1. Fehérje kivonas

A foszfataz aktivitds vizsgalatok egész ndvényben, illetve gyokér
mintdkban torténtek. A gyokerek begylijtése iddigényesebb folyamat, melynek
soran a hipokotil alatt egyesével vagtuk le a gyokeret (a folyamat jéggel hiitott
kornyezetben tortént). Az Arabidopsis thaliana mintdkat elsd lépésben NaCl
tartalmu foszfatpufferrel (1x PBS: 137 mM NaCl, 3 mM KCI, 10 mM NaHPOu4,
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pH 7,4) atmostuk, a folyadékot szlir6papir segitségével leitattuk a novényekrol
majd a kiilonb6zo kezelések mintait elore lemért Eppendorf-csébe gytijtottiik. A
fehérjék nativ kivonasa ugy tortént, hogy a ndvényi anyagot folyékony nitrogénben
poritottuk majd jégen homogenizaltuk egy olyan pufferben, amely 50 mM Tris-
HCI-t (pH 7.5), 0,1 mM EDTA-t, 0,2 mM EGTA-t, 0,1% (w/V) B-merkaptoetanolt,
ImM fenil-metil-szulfonil-fluoridot (PMSF; Sigma-Aldricht, St. Louis, MO, USA)
és 4% (w/V) vizoldékony poli-vinil-pirrolidont (PVP) tartalmazott. Ezenkiviil a
kivoné oldathoz adtunk 0,5% (V/V) proteaz inhibitor koktélt (Roche Applied
Science, Indianapilis, IN, USA). A kivoné oldatot 1:1,5 aranyban adtuk a novényi
mintdkhoz. Homogenizalas utan 20000 x g-n, 4°C-on torténd centrifugalés
(Beckman Avanti J-25) kovetkezett 20 percig, majd a feliiluszo fehérjetartalmat
Bradford szerint (Bradford, 1976), spektrofotometridss moddszerrel (595 nm)
hataroztuk meg. Fehérje standardként borju szérum albumint (BSA; Sigma-
Aldricht, St. Louis, MO, USA) hasznéltunk. A protein foszfatdz aktivitas
vizsgalatokat azonos mennyiségli fehérjével végeztiik.

3.2.2. [Izotdpos aktivitas mérés

Az in vivo 1zotdpos protein foszfataz aktivitas méréseket, amely magaban
foglalja a PP1 és PP2A aktivitas egyiittes, illetve a kiilon-kiilon meghatdrozott
aktivitasokat, a korabban leirtak szerint Erdédi és munkatarsai (1995) moddszere
alapjan Dr. Konya Zoltan végezte (DE, AOK, Orvosi Vegytani Intézet).

A foszfataz aktivitds mérések szubsztratja a [*’P]-MLC20 (*?P-jelzett 20
kDa molekulatdomegli pulyka miozin kdnnyii ladnc) volt. Szubsztratként azért
hasznaltak simaizombol szarmaz6 (pulyka zuza) foszforilalt miozin konnyi lancot,
mert azt elsdsorban a PP1 és PP2A defoszforilalja a sejtkivonatokban. A vizsgalati
elegy tartalmazta a sejtlizatumokbol szarmazo 10 pg fehérje kivonatot és 2 pM
[32P]-miozin kdnnyti lanc szubsztratot. A specifikus foszfataz aktivitds pmol [3?Pi]
mg fehérje™! egységben van megadva, a kezeletlen novény (Col0) aktivitasanak
szdzalékéaban (100%) (Erdodi ef al., 1995). A kiilon-kiilon meghatarozott PP2A ¢és
PP1 aktivitasok méréséhez az oldat 2 uM Inhibitor-2 (I-2)-t, egy természetes PP1
gatlot tartalmazott. A PP2 A aktivitast az [-2 hozzaaddsa utdn mérték a kivonatokbol,
mig a PP1 aktivitast gy hataroztdk meg, hogy a PP2A aktivitast kivontak a teljes
protein foszfatdz aktivitasbol (Dedinszki et al., 2015). A gatloszerek nélkiil mért
aktivitasokat 100%-nak tekintettiilk, és a kezelt mintakat a kontroll értékhez
hasonlitottuk. Az igy kapott relativ (%) meghatarozott foszfataz aktivitas értékek
atlagat abrazoltuk a szoras adatok feltiintetésével. A protein foszfatdz aktivitds
vizsgalatokat kezelésenként harom parhuzamos mérésben és legalabb harom
kiilonallo ismétlésben végeztiik ndvényi mintankként.
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3.3. Hisztokémiai és immunhisztokémiai jelolések

Toxin kezelést kdvetden, illetve a kiilonbozo ladfii genotipusok vizsgalata
soran a foszforildlt hiszton H3 (phH3S10) és a mikrotubulusok kimutatasa
immunlokalizacidval tortént, a kromatin jelolésére pedig fluoreszcens festéket
hasznaltunk. A ndvények vizsgalatara whole-mount technikat alkalmaztunk,
aminek f0 eldnye, hogy a ndvényt egészben, metszési eljarasok nélkil lehet
citologiai szinten vizsgalni és egy 3D-s képet kapunk az antigének sejten beliili
elhelyezkedésérél. Az eljaras fo 1épései Pasternak és munkatarsai (2015) altal
leirtak szerint zajlottak: fixalas, permeabilizacio, blokkolas, valamint az elsddleges
és sziikség esetén masodlagos antitestek hozzdadasa. A ndvényi sejtfal akadalyozza
az ellenanyag bejutasat a sejtbe, ezért a sejtfalat enzimatikusan emésztjiik a fixalast
kovetden (Pasternak ef al., 2015).

A toxinkezelés utan a mintakat 24-lyukt mikrotiter lemezbe helyeztiik és
a tovabbiakban ebben dolgoztunk. Az els6 1épés a fixalas, amihez fixalooldatot
készitettiink: 2% (w/V) paraformaldehid (PFA) + 0,1% (V/V) Triton-X100 2x
mikrotubulus stabilizal6 pufferben (2x MTSB: 100 mM PIPES, 10 mM MgSOs4, 10
mM EGTA, 90 mM KOH, pH 7,0). A 1épés célja az osztodo sejtek fixalasa, hogy
késébb az osztodas kiilonbozo fazisaiban 1évo sejtek aranyat meghatarozhassuk. A
fixalo oldatot a novényekre pipettaztuk, majd kétszer 5 percig vakuuminfiltraltuk,
ezt kovetden 50 percig inkubaltuk vakuum nélkiil, szobahdmérsékleten. A fixalast
kovetden a mintdkat haromszor 5 percig mostuk 1x MTSB oldattal.

Ezt kovetden a gyokércsucsokat metanollal kezeltilk, amely szerves
oldoszerként lebontja a kutikulat €s ndveli a szovetek permeabilitasat (sejtfal,
plazmamembran), illetve csokkenti az autofluoreszcenciat. A mintdkat 10 percig

crer

crcr

A sejtfal enzimatikus emésztéséhez olyan enzimkoktélt hasznéltunk,
amely cellulaz, hemicellulaz és pektindz aktivitasti enzimeket tartalmazott. Ez a
sejtfal fellazitdsat szolgalta, lehetévé téve az antitestek bejutasat a sejtekbe,
mikodzben a sejtek integritdsa megmaradt. Az enzimkoktélunk 0,2% (w/V) Drizelazt
(Driselase™ Basidiomycetes sp.; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) és 0,15%
(W/V) Macerozimot (Macerozyme R-10® from Rhizopus sp.; Serva Electrophoresis
GmbH, Heidelberg, Germany) tartalmazott 2 mM MES (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) pufferben (pH 5,0). Az enzimek hozzaadésa el6tt a mintakat mélyitett
targylemezre helyeztiik, majd nedves kamraba tettiikk, hogy megakadalyozzuk a
kiszaradasukat. Ettdl a 1€péstél szamitva mélyitett targylemezen dolgoztunk
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tovabb. Az inkubacié 37°C-on 25 percig tartott, majd a mintdkat 3x 5 percig 1x
MTSB-vel mostuk.

Ezutén a csirandvényeket 10% (V/V) DMSO (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) + 3% (V/V) IGEPAL (IGEPAL® CA-630 Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) 1x MTSB-ben higitott oldataval 20 percig 37°C-on permeabilizaltuk,
majd 1x MTSB-vel mostuk az el6zéekhez hasonldan. A permeabilizalas soran a
membran atjarhatobba valik, lehetévé téve az ellenanyagok szdmadra a sejtekhez
vald hozzaférést.

A kovetkezo 1épés a preinkubalas, amelyhez blokkolo puffert hasznaltunk:
4% (w/V) BSA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 1x MTSB-ben higitva. Az
inkubacié szobahOmérsékleten 30 percig tartott. A borji szérum albumin a nem
specifikus fehérjékhez kotodik, igy lényegében a hatteret csokkenti, illetve ndveli
az es€lyét, hogy az antitestek, csak a vizsgéalni kivant antigénekhez kotddjenek. Ezt
a 1épést nem kovette mosas.

Ezutan az elsddleges antitesteket 4% (w/V) BSA + 1x MTSB oldatban
higitottuk és 12 oran at 4°C-on inkubaltuk. Az elsddleges antitestek a nyulban
eléallitott poliklonalis anti-B-tubulin (ab15568; Abcam, Cambridge, UK) 1:100-os
higitasban, illetve szintén nytlban eldallitott poliklonalis anti-foszfo-hiszton H3
S10 (anti-phH3S10, ab5176; Abcam, Cambridge, UK) 1:50-es higitdsban. Ezzel az
antitesttel azt a hiszton H3 fehérjét tudjuk jeldlni, amely a szerin 10-es aminosavnal
foszforilalt allapotban van. A két immunjel6lési eljarast kiilon kisérletekben
végeztiik, mert mindkettd azonos gazdaallatbol szdrmazo6 antitest. Az inkubaciot
kovetden a mintakat 3x 5 percig 1x MTSB-vel mostuk.

A masodlagos ellenanyag Alexa 488 fluoroforral konjugilt kecskében
eléallitott anti-nyal IgG volt (Alexa Fluor® 488, ab150113; Abcam, Cambridge,
UK). Mikrotubulus jeloléshez 1:200 higitadsban, foszforilalt hiszton H3 jeldléshez
pedig 1:100 higitasban alkalmaztuk. A mésodlagos antitesttel valo inkubalast 4%
(w/V) BSA + 1x MTSB oldatban végeztiik 4 6ran at, 37°C hdmérsékleten, majd a
mintdkat hdromszor mostuk 1x MTSB oldattal.

Ezt kovetéen a sejtmag jelolésére egy fluoreszcens festéket, a 4',6-
diamidino-2-fenil-indol-t (DAPI; Fluka, Buchs, Switzerland) hasznaltunk. A
mintakat 3 g ml! koncentraciéji, 1x MTSB-ben higitott DAPI-val inkubaltuk 30
percig, majd hdromszor mostuk 4t 1x MTSB oldattal koronként 5 percig. A DAPI
egy olyan, UV tartomanyban gerjeszthetd, kék fluoreszcenciat emittald festék,
amely erésen kotddik a DNS adenin és timin gazdag régiodiba.

Végiil a preparatumok készitése kovetkezett: a novényeket Mowiol® 4-88
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) rogzitd kozeg segitségével rogzitettiik a
targylemezre. A Mowiol® 4-88 megszdraddsa 24 oOrat vesz igénybe
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szobahOmérsékleten, majd a mintékat hiitében taroltuk a mikroszkopos felvételek
készitéséig (maximum 1-2 hétig). A kisérleteket tobbszords, fliggetlen bioldgiai
ismétlésben végeztik el, minden genotipus és minden kezelés minimum 5
alkalommal ismétlésre kertilt, kisérletenként 3-4 gyokérminta elemzésével.

A versailles-i kutatdintézetben végzett immunlokalizacios kisérlet fobb
Iépései megegyeztek (fixalds, sejtfalemésztés, permeabilizacid, antitestek ¢és
fluoreszcens festékek hozzdaddsa) azonban a protokoll Iépései kissé eltértek az
ottani koriilményekhez alkalmazkodva. A 24-lyuku mikrotiter lemezbe 3D
nyomtatott kosarkakat tettlink, igy az oldatok cseréje konnyebb volt a kiilonb6zo
l1épések kozott. A mintak fixalasa 4% (w/V) PFA-val (Sigma-Aldricht, St. Louis,
MO, USA) + 0,1% (V/V) Triton-X100-al (Sigma-Aldricht, St. Louis, MO, USA)
tortént /2 MTSB pufferben higitva. Az inkubécio 1 6rdn at tartott vakuum alatt,
majd a mintdkat 2 MTSB pufferrel mostuk 10 percig. Ezutdn metanolos
permeabilizalas kovetkezett 15 percig, majd a mintdk rehidrataldsa 1x PBS
(Eurobio Scientific, Les Ulis, Franciaorszag) pufferrel tortént 10 perc inkubacios
id6 mellett. A sejtfal emésztéshez hasznalt enzimkoktél 0,02% (w/V) Drizelazt
(Driselase™ Basidiomycetes sp.; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) és 0,015%
(W/V) Macerozimot (Macerozyme-R10; Yakult Pharmaceutical Industry Co.,
Tokyo, Japan) tartalmazott 5 mM MES (Acros Organics, Geel, Belgium) pufferben
(pH 5,0) higitva. Az inkubaci6 55 percig tartott 37°C homérsékleten. A mintak PBS-
el torténd 10 perces atoblitése utan az elsddleges antitestek hozzaadasa kdvetkezett.
A mikrotubulusok jelolésére monoklonalis, egérben termeltetett anti-o-tubulin
antitestet (B5.1.2 - T5168; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) hasznaltunk
1:2000-es higitasban, 1x PBS pufferben. A foszforilalt hiszton H3 jelolésére
nyulban termeltetett poliklondlis anti-phH3S10 antitestet (ab5176; Abcam,
Cambridge, UK) hasznaltunk 1:2000-es higitasban. A francia mintak esetében a két
immunjelolési eljarast egy kisérletben tudtuk elvégezni, mert a két antitest
kiilonboz6 gazdaallatbol szadrmazik. Az els6dleges antitestekkel torténd
hibridizacio ,,overnight” tartott 4°C-on. Masnap a mintakat 20 percig mostuk 1x
PBS-el, amely 50 mM glicint is tartalmazott. Ezutdn a masodlagos antitestekkel
torténd  inkubacié szintén ,overnight” zajlott, szobahdmérsékleten. A
mikrotubulusok kimutatdsdhoz hasznalt maésodlagos ellenanyag kecskében
eldallitott, Alexa 555-el konjugalt anti-egér IgG volt (Alexa Fluor™ 555, A21422;
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), mig a phH3S10 kimutatasahoz
Alexa 488-al konjugalt anti-nyul IgG volt a masodlagos ellenanyag, amelyet szintén
kecskében allitottak eld (Alexa Fluor™ 488, A11008; Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA). A masodlagos ellenanyagok higitasa 1x PBS-ben 1:2000
mindkét esetben. A mintak 20 percig torténd mosasa utan, 1x PBS + 50 mM glicint
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tartalmazo oldattal, a kromatin festése kovetkezett. Ehhez 10 pg ml' DAPI
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) festéket hasznaltunk 1x PBS + 50
mM glicin oldatban higitva. Az inkubécié 30 percig tartott, majd a mintakat 20
percig mostuk PBS-el. A gyokér preparatumokat Vectashield® Antifade (Vector
Laboratories, Newark, CA, USA) rogzitd anyag segitségével készitettiik, illetve
Secure-Seal™ Spacer (8 rekesz, 9 mm atmérd, 0,12 mm mélység; Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) segitségével keriiltiik el a mintdk 0sszenyomasat
lehessen rdgziteni mikroszkdépos vizsgalat soran. Az Gsszehasonlitando
genotipusokat €s toxin kezelt ndvényeket ugyanabban a kisérletben jeloltiik és egy
idében mikroszkopizaltuk, atlagosan 7-8 gyokeret elemeztiink genotipusonként
vagy kezelésenként.

3.4. Mikroszkopos felvételek készitése

A fluoreszcensen jellt ndvényi gyokér mintak elemzése konfokalis 1ézer
pasztazd mikroszkopiaval (CLSM) tortént. A jelolt fehérjék (mikrotubulus,
foszforilalt hiszton H3) ¢és a DNS vizudlis megjelenitéséhez kiilonbozd
beallitasokat alkalmaztunk a hasznalt mikroszkop tipusatol és a jeldlés jellegétol
fliggden. A mikroszkopos képeket Fiji (Fiji is just ImagelJ) szoftver (Schindelin et
al., 2012) segitségével elemeztiik.

3.4.1. Zeiss LSM 880 és Nikon Ti-E (Debreceni Egyetem)

A Debreceni Egyetemen vizsgélt mintadkat — Col0, valamint PP2A protein
foszfataz B” regulator alegység (fass-35, fass-15) és C katalitikus alegység (c3c4)
mutansok — Zeiss LSM 880 és Nikon Ti-E tipusu mikroszkoppal elemeztiik.

Azokat a minték, ahol a mikrotubulusokat és a kromatint jeloltiik, a Zeiss
LSM 880 (Carl Zeiss AG, Jena, Németorszag) konfokalis mikroszkdppal €s Zen
Black 2.3 szoftverrel vizualizaltuk, és egy C-Apochromat 40x/1.2 W Korr FCS
M27 objektivet hasznaltunk. Az Alexa 488 megjelenitéséhez hagyoményos
beallitaisokat hasznaltunk: a fluorofér gerjesztéshez Arg (argon) Iézert
alkalmaztunk, az emissziot pedig egy 490 nm-es dikroikus tiikor és egy 490/530
nm-es szlir6készlet mellett figyeltiik meg. A DAPI jelolés elemzéséhez 405 nm-es
diddalézert hasznaltunk, a jel detektalasa pedig a festékre vonatkozd hagyomanyos
LSM paraméterek szerint tortént, amely magaban foglalja a 1ézer teljesitményének
beallitasat, a fotoelektron-sokszorozo (PMT) érzékenységének optimalizalasat, az
emisszids hullamhossz detektaldsdhoz sziikséges sziird beallitdsokat. Tovabba
optimalizaltuk a felvétel sebességét, vonalatlagolast €s a pixelméretet a megfeleld
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jel-zaj arany és képfelbontds érdekében. A Debreceni Egyetem Zeiss LSM 880
mikroszkopjaval késziilt felvételeket Dr. Ujlaky-Nagy Laszlo6 (DE, AOK,
Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézet, Debrecen, Magyarorszag) készitette.

A foszfo-hiszton H3 és kromatin jeldléssel ellatott mintdkat Nikon Ti-E
inverz szuperrezolucidos mikroszkoppal (Nikon Instruments Inc., Melville, NY,
USA) és NIS-elements Ar szoftverrel (verzidszam: 5.30.02) vizualizaltuk, és egy
Plan Apo VC 60xA WI DIC N2 objektivet hasznaltunk. A DAPI festék
megjelenitéséhez 405 nm-es lézert és 405/50 szlrdkészletet hasznaltunk, az
emisszio hullamhossza 425/475 nm volt. Az Alexa 488 fluorofor detektalasdhoz
488 nm-es lézert és 525/50 sziirOkészletet alkalmaztunk, az emisszidt ebben az
esetben az 500/550 nm hulldamhosszon figyeltiik meg. A Debreceni Egyetem Nikon
Ti-E mikroszkopjaval késziilt felvételeket Dr. Garda Tamas (DE, TTK, BOI,
Novénytani Tanszék) készitette.

A kisérleteket tObbszoros fliggetlen ismétlésben végeztikk el, minden
genotipus ¢és minden kezelés minimum 5 alkalommal ismétlésre keriilt,
kisérletenként 3-4 gyokérminta elemzésével. Minden alkalommal a mikroszkop
beallitasok a kontroll (Col0, kezeletlen) mintdhoz lettek modositva, ugy, hogy a
pixelintenzitasok ne telitddjenek.

3.4.2. Leica SP8 (INRAE Kutatékozpont)

A Franciaorszagban végzett kutatdbmunka alkalmaval vizsgalt Col0, PP2A-
C3/C4 alegység mutansok (c3c4), PP2A-A alegység mutansok (ala3, a2a3) és TTP
komplex mutans (#rm678) mintdk felvételei Leica SP8 (Leica Microsystems
GmbH, Wetzlar, Németorszag) tipust konfokalis mikroszkoppal késziiltek ¢s HC
PL APO CS2 40x/1.30 OIL objektivet hasznaltunk. A DAPI, az Alexa 488 ¢és az
Alexa 555 detektalasa 405 nm, 488 nm és 561 nm hullamhosszu 1ézerrel tortént,
melyek emisszids hulldimhosszai 420/446 nm, 495/540 nm és 570/620 nm. A DAPI
¢s phH3S10 jelolésekhez PMT (fotoelektron-sokszorozo) detektorokat, mig a
mikrotubulusokhoz hibrid detektort alkalmaztunk. A teljes 3D kép felvétele 12
bites, hogy a foszfo-hiszton H3 jel nagy dinamikatartomanyban jelenjen meg,
biztositva, hogy ezen a csatornan ne legyen telitett pixel. Ezenkiviil a felvételek
ugyanazon zoommal, azonos voxel mérettel (350 nm x 350 nm x 350 nm) és
ugyanazokkal a beallitdsokkal késziiltek. A phH3S10 csatornan a felvételek
készitésénél minden esetben azonos lézerteljesitményt, azonos akuszto-optikusan
hangolt szlir6 (AOTF) beallitast, azonos PMT erdsitést hasznaltunk, illetve offset
nélkiili beallitast és 2-es vonalatlagoléast alkalmaztunk. Az 6sszes 6sszehasonlitandd
genotipust vagy hesperadin kezelt ndvényt ugyanabban a kisérletben jeldltiik és egy
id6ben készitettiik a mikroszkopos felvételeket. Atlagosan 7-8 gyokeret elemeztiink
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genotipusonként vagy kezelésenként. Minden alkalommal azonos bedéllitasokat
hasznaltunk a mikroszkopizalas soran.

3.5. A mitotikus aktivitasok elemzése

A gyOkércsucs merisztéma sejtek (RAM) osztodoképességének
vizsgélatakor minden osztodasi stadiumot kiillon megszamoltunk, majd az
adatokbol kiszamoltuk a mitotikus indexet (MI) az alabbi képlet alapjan:

0szt6do sejtek szama
I = 100

0sszes sejtek szama

A kiilonb6z6 osztodasi stddiumokban 1évO sejtek aranyat is
megallapitottuk. A mitotikus indexeket az Osszes mitotikus sejtek szazalékos
aranyaként adtuk meg, valamint kiilon az oszt6das korai (profazis + prometafazis +
metafazis) €s kései (anafazis + telofazis + citokinézis) szakaszaban 1évd sejtek
szazalékos aranyaként, a gyokércsucs merisztémak (RAM-ok) Osszes sejtjének
szamahoz viszonyitva. A pontos eredmények érdekében kiillon modszereket
alkalmaztunk a mitotikus indexek meghatarozasakor: a mikrotubulusok jeldlése
lehetévé tette a kései mitotikus fazisok egyértelmiibb elkiilonitését, a foszfo-hiszton
H3 jelolés pedig javitotta a korai mitotikus fazisok megkiilonboztetését. Az adatok
abrazolasahoz az atlagos értéket szamitottuk ki. Az elemzésbdl kizartuk a nyugvo
centrumot, a kialakulo szallito szovet és a gyokérsiiveg sejtjeit.

3.6. A foszforilalt hiszton H3 szint meghatarozasa
3.6.1. A fluoreszcens jelintenzitis 2D elemzése

A Nikon Ti-E konfokalis mikroszkdppal késziilt felvételek esetében egy-
egy gyokérrél Col0 esetében kb. 15-20 képszelet késziilt, a vastagabb gydkerii
mutansok esetében valamivel tobb. A hasznalt szeletelési 1épték 1,5 - 2 pum
vastagsag, az egy gyokérrdl késziilt mikroszkopos felvétel tobb képszeletbdl all
0ssze. A mikroszkopozas kdzben €s a szeletelési vastagsag beallitasa alatt figyeliink
arra, hogy a legtobb sejt fluoreszcens jele egy-egy szeletben fokuszban legyen. A
gyokerek mikroszkopos felvétele a legelsd fluoreszcens jeltdl a legutolsd észlelt
phH3S10 jelig tortént, igy eléfordul, hogy a legelsd, illetve a legutolso sejtsorokrol
nem késziilt kép. Ebben az esetben, egy-egy gyokérrdl nem késziilt teljes 3D-s
felvétel, egy-egy sejtrol altalaban 2-3 képet készitettiink, a célunk a fokuszban levd
fluoreszcens jelek atlag intenzitasanak a mérése volt.
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A Fiji szoftver (Schindelin et al, 2012) segitségével elemeztiik és
kvantifikaltuk a fluoreszcens jelek intenzitasat. A phH3S10 jelek fekete hattér elott
jelennek meg, az antitest segitségével csakis a foszforilalt fehérje jelolodik
specifikusan az 0sztodo sejtekben (8. abra). A fluoreszcens jel intenzités értékét a
hattér kivondsa utan a teriilet integralt optikai denzitast (AIOD) mutatd pixelek
szamaként fejeztiik ki. Az értékek az atlag pixel intenzitdst mutatjdk egy-egy
kijelolt teriileten. Az o0sztddo sejtek fluoreszcens jelerdsségét egyesével mértiik,
abban a szeletben, ahol a jel fokuszban volt. Ehhez a Fiji szoftver szabad kezii
kijelold eszkozével korbe rajzoltuk a fluoreszcens jelet kinagyitds utdn, majd a
pixelintenzitasok atlag értékét mértiik le az adott szeletben a program ,,Analyze =
Measure” funkidjanak a segitségével. A pixelintenzitdsok egyes atlag értékeit
feljegyeztiik a kiilonb6zo osztdédod fazisokban, majd ezt abrazoltuk grafikusan. A
kiilonb6z6 o0sztodo fazisokat a kovetkezOképpen hataroztuk meg (8. dbra):
profazisban a phH3S10 fluoreszcens jel eloszlasa pottyds, hiszen a mitozis
legelején a hiszton H3 kizardlag a centromer régidoban foszforilalodik, a DNS
szerkezete az interfazisos sejtekére hasonlit. A profdzis esetében a jelintenzitds
mérése harom kiilon pont (vagy amennyi fokuszba esik) lemérésével, majd az
intenzitasértékek atlagolasaval keriilt elemzésre. A prometafazisban a kromoszéma
mar kondenzéltabb, a phH3S10 jelek pottyds eloszlasa is kezd megsziinni,
kondenzaltabb a hiszton jel is. Metafazisban a hiszton H3 foszforilacidja mar
teljesen kiterjed a kromoszoma karokra, a kromoszoma a kozépsikban
detektalhatok erdsen kondenzaltan. A prometafdzis és metafazis esetében a teljes
phH3S10 fluoreszcens jelet rajzoltuk kérbe és mértiik le. Anafazisban/telofazisban
a testvérkromatidak szétvalnak, igy a phH3S10 jel két egymas mellett 1évo
vonalban jelenik meg, ez esetben a két testvérkromatida pixelintenzitisa kiilon-
kiilon keriilt mérésre, majd ennek atlag értékét hasznaltuk az elemzéshez. A hattér
intenzitasok leméréséhez egy ,fekete” teriiletet jeloltiink ki €s ott mértik le a
pixelek atlag intenzitdsat, majd ezt az adatot vontuk ki a phH3S10
jelintenzitasokbol, minden szelet esetében kiilon-kiilon. Az elemzés alatt figyelni
kellett arra, hogy egy o0sztddo sejtet csak egyszer mérjiink, még abban az esetben
is, ha tobb szeleten keresztiil latszodik a fluoreszcens jel. Az elemzéshez mindig azt
a szeletet valasztottuk, ahol a fluoreszcens jel fokuszban van, és a legélesebb.
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A metafézis A metafazis

A anaféazis A anafazis
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- A prometafézis A prometafazis

8. dabra: Foszforilalt hiszton H3 fluoreszcens jel detektdlasa Arabidopsis thaliana Col0
gyokércsucs merisztéma sejtekben: A phH3S10 kizarélag az oszt6dd sejtekben jelenik meg, a
profazis soran a centromer régidoban (pottyds fluoreszcens jel eloszlas) detektalhat6, majd kiterjed a
kromoszéma karokra a mitozis elérehaladtaval. A. thaliana Col0-r6l késziilt felvételében két
egymast kdvetd képszelet, ahol egy-egy 0sztddo sejt mas szeletben esik fokuszba: (a) metafazis és
anafazis phH3S10 jelolés; (b) profazis és prometafazis phH3S10 jelolés. (a’) és (b’) ugyanazon
képszeletek DAPI jelolése, ahol a kromoszoma organizacio szintén jol megfigyelhetd az egyes
mitotikus fazisokban.

Meéret skala: 20 um

3.6.2. A fluoreszcens jelintenzitas 3D elemzése

Ellentétben a  Debreceni  Egyetemen  késziilt mikroszkdpos
gyokérfelvételekkel, Franciaorszagban a Leica SP8 konfokalis mikroszkdppal
késziilt felvételek esetében a szeletvastagsdg beallitdsa kisebb volt, nevezetesen
0,35 um. Ilyen bedllitas mellett Col0 esetében kb. 300 képszelet késziilt, mutans
genotipustol fiiggden +100. Ezzel a bedllitassal egy-egy osztdédod sejtrdl tobb kép
(~15-20 db) is késziilt, illetve mindegyik gyokéret a legelsd sejtsortdl a legutolsd
sejtsor végéig szkenneltiik, igy teljes 3D képet kapunk a gyokérrdl és a vizsgalni
kivant sejtalkotok elhelyezkedésérdl. Ez lehet6vé tette a phH3S10 fluoreszcens
jelintenzitas 3D-ben torténd elemzését. A fluoreszcens jel intenzitasat a pixelek (3D
esetén voxelek) integralt denzitisaként (IntDen) hataroztuk meg, amely a
szegmentalt objektumokhoz — azaz a phH3S10 pozitiv 0szt6do sejtekhez — tartozo
voxelek intenzitds értékeinek 0sszegét jelenti.

Az eddig alkalmazott kézi, egyesével torténd elemzés iddigényes, illetve
nagyobb mértékben fennall a szubjektivitds és az emberi tévedés lehetOsége. A
franciaorszagi SPACE kutatocsoporttal —egyiittmiikodve sikeriilt egy 3D
képalkotason alapuld elemzési folyamatot 1étrehozni, amely lehetévé teszi a hiszton
H3 foszforilacio félautomata mddon torténd mérését a ludfii mitotikus gyokér
merisztéma sejtjeiben. Minden elemzést a Fiji szoftverben (Schindelin et al., 2012)
végeztiink. Az elemzési folyamatokat Image] makrok formajaban irta Dr. David
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Bouchez (Université Paris-Saclay, INRAE, AgroParisTech, Institut Jean-Pierre
Bourgin for Plant Science (IJPB), Versailles, Franciaorszag) bioinformatikus a
Bonel2 (https://imagej.net/plugins/bonej) (Domander et al, 2021) ¢és a
MorphoLibl (https.//imagej.net/plugins/morpholibi) (Legland et al., 2016) ImageJ
bovitményeinek segitségével. Konfokalis mikroszkoppal késziilt felvételek

esetében jol ismert probléma a jelerdsség csokkenése a Z-mélység (,,Z-stack™)
elérehaladasaval (9. dbra), ami els6sorban a gerjeszté és a kibocsajtott fény
szorasanak és abszorpcidjanak koszonhetd, illetve fotokémiai fakulés
kovetkezménye is lehet (Biot et al., 2008; Ohser ef al., 2020). Ezaltal eléfordulhat,
hogy a legutolsd képszeletben a phH3S10 jelerdssége szamottevéen csokken a
legelsé szeletben detektalhatd fluoreszcens jelhez képest. Ezért a versailles-i
SPACE kutatdcsoport tuddsai segitségével egy megbizhaté modszert dolgoztunk ki
a jeler6sség Z-mélységgel torténd csokkenés becslésére, amely segitségével
kozvetleniil a vizsgalt objektumok alapjan teszi lehetové a konfokalis képfelvétel
utolagos jelintenzitas korrekciojat, illetve biztositja a fluoreszcens jelek kvantitativ
kiértékelésének jelentds javitasat. Ezzel a modszerrel pontosabban meghatarozhato
hiszton H3 foszforilaciés mértéke a mitdzis kiilonbozo fazisaiban.

y 4 ) legels6 képszelet

az optikai Z
szeletelés iranya

legutolso képszelet

9. abra: A konfokalis mikroszkop optikai szeletelésének bemutatasa, a Z-mélység vizualis
abrazolasa
A fluoreszcens jelintenzitas a mintaban az egyre mélyebb optikai szeletek felvétele készitése soran
a jel természetébdl adoddan csokken, ezért a ,,Z-stack” legutolsd képszeleteiben (képszelet szamaval
kifejezve, pl. a 216-0s képszeletben) az intenzitas csokkenése mar szabad szemmel is észlelhetd
lehet.

Az analizis folyamata harom kiillonb6z6 makro mikodését veszi igénybe,
az elsé a jelerdsség csokkenését korrigalja a Z-mélységben, a masodik az egyes
phH3S10 fluoreszcens jelek intenzitasat méri le a korrigalt felvételeken, a harmadik
pedig az osztodo sejtek kiillonbozo fazisban 1évo allapotdnak a meghatirozasara
szolgdl. A modszert és a program mikodését részletesen az ,, Eredmények”
fejezetben (lasd 4.4. alfejezet) fejtem ki. Az ImagelJ makr6 programokat Dr. David
Bouchez irta és fejlesztette az altalam végzett mikroszkopos képanalizisek
eredményei alapjan. A projekt sordn a feladatom a nagyszami mikroszkopos
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felvétel kvantitativ elemzése volt, amely soran kapott adatok tobb kdorben
hozzéjarultak a program optimalizalasdhoz. A végleges verzid elkésziiltéig az
elemzést legalabb harom alkalommal megismételtem, mikdzben folyamatosan
egyeztettem Dr. Martine Pastuglia és Dr. David Bouchez kutatdkkal.

3.7. Grafikai abrazolasok és statisztika

Debrecenben minden szamszerisitett adatot a Systat Sigma Plot 10.0/12.0
® szoftver (Systat Software, San Jose, CA, USA) segitségével abrazoltunk, az
abrak az atlag £SE (standard hiba) érté¢keket mutatjak. A kontrollok ¢és a kezelések
kozotti kiilonbségek statisztikai szignifikanciajat post-hoc: Holm-Sidak modszerrel
¢s t-tesztekkel vizsgaltuk. A kiilonbségeket az alkalmazott statisztikai
beallitasoknak megfeleléen p < 0,05 esetén statisztikailag szignifikansnak
tekintettiilk. Az adatelemzés soran azt vizsgaltuk, hogy a kiilonb6z6 mutans
genotipusok ¢és a toxinkezelések miként befolyasoljak a mért paramétereket,
figyelembe véve a genotipus és az MCY-LR kezelés hatdsait kiilon-kiilon. Az
abrakon az ,,X” szimbolumok minden minta szignifikdns kiilonbségét mutatjak a

2

kontroll vad-tipusu (Col0) mintdhoz képest, mig a ,,*” szimbolumok az adott
genotipuson beliili kezelések kozotti szignifikans kiilonbségeket mutatjadk. A p-
értekeket az abrdkon harom szinten jeldltik: X, * = szignifikans kiilonbség (p <
0,05); XX, ** = szignifikans kiilonbség (p < 0,01); XXX, *** = gzignifikans
kiilonbség (p < 0,001). A szérasokat minden esetben standard hibaként szamoltuk
ki. Amint azt fentebb emlitettiik, minden kisérlethez csoportonként legaldbb harom
fliggetlen megfigyelést hasznaltunk.

A Franciaorszagban végzett kisérleti adatok statisztikai elemzése ¢és
abrazolasa eltér6 modszerrel tortént. A statisztikai elemzésekhez két-két
Osszehasonlitdson alapulé Mann-Whitney tesztet hasznaltunk, amely a fliggetlen
mintas ¢-teszt nem-paraméteres alternativaja. A grafikon folotti csillagok a
csoportok kozotti statisztikailag szignifikans kiilonbséget jelzik: *** = p < 0,05; ns
= nem szignifikdns. A grafikonok abrazolasa ggplot2 (Wickham, 2016) ¢és
Microsoft Excel (Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA) segitségével
tortént, az abrak szorasa az atlag +CI95 (az atlag 95%-os konfidencia intervalluma)
értékeket mutatjak.
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4. EREDMENYEK

4.1. A protein foszfataz aktivitas (PP2A + PP1) valtozasai a Kiilonb6zo
genotipusokban és toxinkezelés hatasara

4.1.1. A kontroll genotipusokban mért protein foszfatiz aktivitasok

Kivancsiak voltunk, hogy a kiilonb6zé PP2A alegységek kiesése, hogyan
befolyasoljak a protein foszfataz aktivitdsokat. Az in vivo protein foszfataz aktivitas
vizsgalata soran biokémiai modszerrel mértiik a PP2A és PP1 egyiittes aktivitasat,
valamint kiilon-kiilon is vizsgaltuk a PP2A, illetve a PP1 aktivitasdnak mértékét a
kiilonb6z6 A. thaliana genotipusokban. Minden esetben 100%-nak a vad-tipust
Col0 mintait tekintettiik s ehhez viszonyitottuk a valtozasokat. A kezeletlen mintdk
Osszehasonlitdsa érdekében, minden genotipus esetében az egész csirandvény
foszfataz aktivitasat elemeztiik, hisz a mutans névények kisebb gyokér fenotipusa
miatt nem tudtunk elegendd mintat gytjteni (/0. abra). A B” regulator alegység
muténsokat elemezve a teljes protein foszfataz aktivitas magasabb volt, mint a Col0
mintaban, ami a fass-5 HZ esetében szignifikdns valtozasnak tekintheté (/0/a.
abra). Kiilon-kiilon vizsgalva a PP2A és PPl aktivitasokat is ezekben a
modellndvényekben, szintén emelkedett aktivitast tapasztalhatunk (/0/b-c. dbra).
A katalitikus alegység c3c4 dupla mutans esetében szignifikdns csokkenés
detektalhaté nemcsak a teljes protein foszfataz aktivitdsban (/0/a. abra), hanem
kiilon-kiilén a PP2A és PP1 aktivitisaban is (/0/b-c. abra). Osszességében azt
tapasztaltuk, hogy a C katalitikus alegység kiesése gatolja, mig a FASS regulétor
alegység kiesése serkenti mind a PP2A, illetve a PP1 protein foszfataz aktivitasokat.
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10. dbra: A PP2A alegységek Kkiilonb6z6 mutacioéi befolydsoljak a protein foszfatizok
aktivitasat egész csirandvényben. Izotopos foszfatdz mérés eredményei: (a) Teljes protein
foszfataz aktivitas (PP2A és PP1 egyiittesen), ahol a fass HZ mutansok megnovekedett, illetve a
c3c4 mutans csokkent aktivitasa detektalhato; (b) csak a PP2A aktivitasanak mértéke €s (c) csak a
PP1 aktivitasanak a mértéke azt mutatja, hogy kiilon-kiilon is ndvekedett (fass HZ), illetve csokkent
(c3c4) a foszfataz aktivitas a mutans genotipusokban.

A Col0 kontroll mintait (Col0/K) 100%-nak vettiik, €s ehhez viszonyitottuk a mutdnsokban mért
valtozasokat.

A ,,X” szimbolumok minden minta szignifikans kiilonbségét mutatja a Col0 kontrollhoz képest.
X=p<0,05 XX=p<0,01; XXX =p<0,001

n = kisérleti ismétlések szama
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4.1.2. MCY-LR adltal kifejtett hatdsok a protein foszfataz aktivitisokra

A MCY-LR-rel kezelt mintak esetében azt vizsgaltuk, hogy a toxinkezelés
milyen tovabbi hatassal van a protein foszfataz aktivitasokra. Ennek azért van
jelentdsége, mert ilyenkor nem csupan egyetlen PP2A holoenzim komplex (a C3/C4
¢s FASS alegységekkel) miikodése gatlodik, hanem a toxin hatasara az 6sszes PP2A
¢s PP1 enzimkomplex aktivitasa is gatlas ala keriil. A mikrocisztin kezelés hatasa a
foszfatdzok aktivitasara genotipus- és koncentracio-fiiggd modon valtozott.

A toxinok hatdsat az adott genotipus kezeletlen mintéihoz viszonyitottuk.
A MCY-LR hatésat a teljes Col0 csirandvényben, illetve kiilon, a gydkerekben is
megvizsgaltuk. Az egész csirandvény esetében csak a nagyobb, 1 uM
aktivitdsokat (/1/a-b. dbra). A magasabb koncentracioja (1 uM) MCY-LR a
gyokerekben is hasonl6 hatést valtott ki a teljes és PP2A foszfataz aktivitdsokra, de
mar a kisebb koncentracioban (0,05 uM) is gatolta oket (/1/d-e. abra). A Col0 PP1
aktivitdsara ugyanakkor nem fejtett ki nagyobb hatast a toxin (/1/c,f. abra).

A c3c4 dupla mutansok esetében a kisérleteket csak egész csirandvényen
végeztik el. A nem kezelt c3c4 mutansokban mar csokkent teljes foszfataz
aktivitast detektaltunk a Col0-hoz képest, amit a toxinnal torténd kezelés
szamottevden tovabb mar nem gatoltak (///a. abra). Az eredmények alapjan, a
magasabb koncentracioji (1 pM) MCY-LR kezelés kovetkeztében a PP2 A aktivitas
szignifikans gatlasat detektaltuk (/1/b. dbra), mig a PP1 aktivitdsat inkabb
alacsonyabb (0,05 uM) koncentracidban gatolta (/1/c. dbra).

53



PHD DISSZERTACIO EREDMENYEK

s g 180 egész csirandveny p g 180 gyoker
=} n=6 =
T 160 S e {"=8
X x
S 140 S 140
[=] Q
S 120 ‘ S 120 ‘
& x &
5 1001 g 1001 — ‘
§ 80 i . § 80 A
2 XX 2
y . : XX = 9
E 40 § 40
r 2 :% 20
& 0 [«N 0
[N o
180 180
b e
;\j 160 ;\; 160
8 140 3 140
£ 120 % 120
S S
é 100 T § 100
@ 80 ‘g 80 *k
:3_ 60 * XX é 60 " *kK
© XX = ©
é 40 )x( § 40
a 20 - a 20
0 o 0
180 180
c f
—~ 160 ~ 160
9 =
8 140 S 140
L L L 120
3 2 100 ——
e C —— T
$ g © ]
2 Z 60
© ©
bad ~ 40
Q. [+
o a 20
0
S < Ly
$ A d
O o O
S S <
S s $
Q = N
o ~
S A
S
o\Q O
O

11. abra: A MCY-LR Kkezelés kovetkeztében megvaltozott protein foszfataz aktivitisok a vad-
tipusi Col0 és a c3c4 dupla katalitikus alegység mutansok esetében. A protein foszfataz aktivitas
valtozasokat a Col0 esetében (a-c) egész csirandvényben, illetve (d-f) csak gyokér mintdban is
vizsgaltuk, (a-c) mig c3c4 esetében egész ndvényben mértiik a foszfatdz aktivitasokat. Izotopos
foszfataz mérés eredményei: (a) Az egész ndvény teljes protein foszfatdz aktivitdsa (PP2A + PP1
egylittesen) szignifikdnsan az 1 uM MCY-LR csokkentette a Col0O-ban (zold nyil), mig c3c4
esetében a toxin nem gatolta tovabb a foszfatdz aktivitast szamottevoen. (b) Csak a PP2A foszfataz
aktivitas esetében egész novényben az 1 pM MCY-LR gatlo hatast fejtett ki a Col0 és a c3c4
novényekben is ( ); (¢) mig csak a PP1 foszfataz aktivitas esetében a 0,05 uM MCY-LR
gatolta inkabb az aktivitast a c3c4 esetében egész ndvényben ( ). (d) A Col0 gyokerek teljes
kezelés hatasara (zold nyilak). (e) Csak a PP2A aktivitasara gatlo hatast fejtett ki a toxin mar kisebb
koncentracioban is Col0 gyodkérben ( ); (f) azonban csak a PP1 protein foszfataz
aktivitasat nem befolyasolta a toxinkezelés.

A Col0 kontroll (Col0/K) mintakat tekintettiik 100%-nak, ehhez viszonyitva abrazoltuk a mutans
névények kontroll mintait. A kezelések hatasara bekdvetkezd valtozasokat az adott genotipus
kezeletlen mintaihoz viszonyitottuk.
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A X szimbolumok minden minta szignifikans kiilonbségét mutatja a Col0 kontrollhoz képest, mig
a ,,*” szimbolumok az adott genotipuson belilli MCY-LR kezelések és a kontrollok kozdtti
szignifikans kiilonbségeket mutatjak.

X, *¥=p<0,05; XX, **=p <0,01; XXX, *** = p <0,001

n = kisérleti ismétlések szama

A B” regulator alegység homozigdta mutansok esetében a vizsgalatokat
szintén egész novényeken végeztiik el a gatolt gyokérndvekedési fenotipusuk miatt
(lasd 7. abra). Ezeknél a genotipusoknal magasabb teljes protein foszfataz aktivitast
detektaltunk a kezeletlen novényekben a Col0-hoz képest (/2/a. abra). Az
alacsonyabb 0,05 pM koncentracioju MCY-LR a fass-15 HZ esetében a PP2A
aktivitasat szignifikansan gatolta (/2/b. dbra), mig szembetlinden serkentette a
teljes és a PPl foszfatazok aktivitasat (/2/a,c. dbra). A teljes protein foszfatiz
mérések soran valdszinlileg a jelentésen megndvekedett PP1  aktivitas
hatasara (/2/a,c. dabra). A nagyobb koncentracioban (I uM) a toxin kezelés
szignifikansan gatolta a PP2A + PP1 egyiittes aktivitasat, illetve a PP2A aktivitasat
(12/a-b. abra), azonban a PP1 aktivitasat itt mar nem indukalta (/2/c. dbra). A fass-
kezelés utan. Szignifikansan gatolta a PP2A + PP1 egyiittes aktivitast (/2/a. dbra),
illetve kiilon-kiilon is gatld hatast fejtett ki a toxin nemcsak a PP2A, hanem ennél a
genotipusnal a PP1 aktivitasara is (/2/b-c. abra). Az alacsonyabb 0,05 uM MCY-
LR nem befolyésolta szamottevéen a protein foszfatdz aktivitasokat a fass-5 HZ
muténsban.

A toxinkezelés Col0 ndvényekben csak a PP2A aktivitasat gatolta. A
mutacio6 altal enyhébb fenotipikus elvaltozasokat mutatd névények esetében (c3c4,
fass-15 HZ) szintén csak a PP2A aktivitdsa gatlodik, mig a mutaci6é altal
fenotipikusan leginkdbb érintett fass-5 HZ esetében a PP1 aktivitasa is erdteljes
gatlas ala kertil.
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12. abra: A MCY-LR kezelés kovetkeztében megvaltozott protein foszfataz aktivitasok a B”
regulator alegység mutansok esetében. A protein foszfatiz aktivitds valtozasokat a fass
homozigota mutans ndvények esetében egész névényben vizsgaltuk. Izotopos foszfataz mérés
eredményei: (a) A teljes protein foszfataz aktivitds (PP2A + PP1 egyiittesen) szignifikdnsan a

N

(b) Csak a PP2A foszfataz aktivitast a fass-/5 HZ mutans esetében mar a 0,05 pM MCY-LR is
gatolta, mig a fass-5 HZ esetében gatlas csak 1 uM MCY-LR kezelés utan kovetkezett be (

); (¢) csak a PP1 foszfataz aktivitast szignifikansan kizarolag az 1 uM MCY-LR gatolta a
fass-5 HZ nodvényekben (lila nyil), mig fass-15 HZ esetében 0,05 pM MCY-LR szembetiinéen

megemelte.
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A Col0 kontroll (Col0/K) mintékat tekintettiik 100%-nak, ehhez viszonyitva dbrazoltuk a mutans
novények kontroll mintait. A kezelések hatasara bekovetkezd valtozasokat az adott genotipus
kezeletlen mintaihoz viszonyitottuk.

A ,,X” szimbélumok minden minta szignifikans kiilonbségét mutatja a Col0 kontrollhoz képest, mig
a ,,*” szimbolumok az adott genotipuson belilli MCY-LR kezelések és a kontrollok kdzotti
szignifikans kiilonbségeket mutatjak.

X,*=p<0,05; XX,** =p <0,01; XXX, *** = p < 0,001

n = kisérleti ismétlések szama

4.2. Mitotikus aktivitas valtozasok a kiilonb6zo genotipusok gyokerében és
toxinkezelések kovetkeztében

4.2.1. A kontroll genotipusok mitotikus aktivitisanak valtozdasa

A mitotikus aktivitds vizsgalatokkal szerettiik volna feltarni, hogy a
bizonyos PP2A enzimkomplex funkcidinak a kiesése, hogyan befolyédsolja a
mitozis mértékét. Az Arabidopsis thaliana vad-tipusu és PP2A mutans novények
gyoOkercsticsaban vizsgaltuk az osztédasi aktivitdst a mitotikus index (MI)
meghatarozasaval, melyhez immunhisztokémiai jelolést (anti-foszfo-hiszton
H3S10 és anti-B-tubulin + Alexa 488 fluorofor), fluoreszcens festést (DAPI) és
konfokalis mikroszkdpiat alkalmaztunk, majd a felvételeket a Fiji szoftverben
elemeztiik, melynek ,,Multi-point” eszkdzével szamoltuk a sejteket. A kezeletlen
gyokérmintdkat Osszehasonlitva megallapitottuk milyen hatdssal vannak az
osztodasra a PP2A alegység mutaciok a vad-tipusi novények gyokereihez képest
(13. abra). A gyengébb fenotipust fass-15 HZ esetében nem detektaltunk nagy
elvaltozast a Col0-hoz viszonyitva, azonban az erdsebb fenotipust fass-5 HZ
mutans mitotikus aktivitasa erdteljesen lecsokkent (/3/a. dbra). Ezenkiviil fass-5
HZ esetében egy mitotikus blokk detektalhat6 a korai mitotikus fazisokban (/3/b.
abra), hiszen a kései osztodasi fazisokban 1évo sejtek aranya joval alacsonyabb,
mint a Col0 vagy més mutans genotipusok esetében (/3/c. abra). A C katalitikus
alegység mutansban is szignifikans gatlas figyelheté meg a Col0-hoz hasonlitva, a
fass-5 HZ-hoz hasonldé mértékben (/3/a. dbra), azonban mitotikus blokk a c3c4
muténsban nem detektalhat6 szignifikansan. Osszességében szignifikans mitotikus
aktivitasbeli gatlast a C katalitikus alegység kiesése, illetve a FASS regulator
alegység eroteljesebb mutacidja okozott.
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13. dbra: A kiilonb6z6 PP2A alegység mutansok gyokér merisztéma osztédasi aktivitiasa a
kontroll vad-tipusi novények gyokeréhez képest. A mitotikus aktivitdsok szdzalékos
meghatarozasa hisztokémiai (DAPI) és immunhisztokémiai jelolések (mikrotubulus és foszfo-
hiszton H3) utan: (a) 6ssz mitotikus index, ahol a fass-5 HZ és c3c4 mutans genotipusok mutatnak
szignifikansan gatolt aktivitast; (b) korai osztodasi fazisban 1év0 sejtek mitotikus indexe, ahol a fass-
5 HZ esetében osztddasi blokk figyelhetdé meg (zold nyil); (¢) kései osztodasi fazisban 1évo sejtek
mitotikus indexe, ahol lathato, hogy a fass-5 HZ esetében az ebben a fazisban 1évo osztodo sejtek
joval alacsonyabb aranyban voltak.

A ,,X” szimbolumok minden minta szignifikans kiilonbségét mutatja a Col0 kontrollhoz képest.

X =p<0,05 XX=p<0,01; XXX =p<0,001

Roviditések: MI — mitotikus index; P — profazis; PM — prometafazis; Me — metafazis; A — anafazis;
T — telofazis

n = vizsgalt gyokérmintak szama
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4.2.2. MCY-LR hatdasa a mitotikus aktivitasokra

A MCY-LR a mitotikus aktivitdsokat is befolydsolhatja, igy kivancsiak
voltunk, hogy a hatdsa hogyan érvényesiil a kiilonb6z6 modellndvényekben. A
MCY-LR hatédsa a mitotikus aktivitdsra erésen genotipus fiiggd volt, ezenkiviil a
toxin kiilonbozd koncentracidban alkalmazva més-mas hatast valtott ki.

A vad-tipusu Col0 esetében a MCY-LR szignifikansan gatolta a mitozist,
de érdekes modon kisebb koncentracidoban erdteljesebb gatlo hatast fejtett ki (/4/a.
dbra). c3c4 katalitikus alegység mutans esetében csokkent mitotikus aktivitas
figyelhetd meg a vad-tipushoz képest, azonban a 0,05 uM MCY-LR hatasara
mitotikus aktivitasbeli ndvekedés figyelheté meg, ami a Col0-hoz viszonyitva mar
kezelés hatasdra azonban tovabbi minimalis gatlds detektalhatd a c3c4 kontroll
mintdhoz képest (/4/a. dabra). Ezeknél a genotipusoknal nem figyelheté meg
mitotikus blokk, vagyis a korai és kései osztddasi fazisban 1évo sejtek ardnya nem
valtozott szamottevden a kontroll mintakhoz képest (14/b-c. dabra).

A B” regulator alegység mutinsok mitotikus aktivitasa toxinkezelés
kovetkeztében inkabb megemelkedett, szignifikans valtozast azonban csak a fass-5
HZ esetében detektaltunk (/5/a. dbra). A fass-15 HZ esetében a MCY-LR
Osszességében novelte a mitotikus index értékét a kezeletlen mintakhoz képest,
koncentracio-fiiggd mértékben. Erdekes, hogy ennél a genotipusnal 0,05 uM MCY-
LR mellett a kései osztodasi fazisokban egy mitotikus blokk detektalhatd (/5/c.
dbra), anafazisban és telofazisban az 0sztddo sejtek aranya magas volt. A fass-5 HZ
esetében is a mitotikus aktivitas lecsokken a Col0-hoz viszonyitva, a kisebb
dbra), de ez leginkabb a korai osztodasi fazisban megjelend erésebb mitotikus
blokknak készonhet6 (15/b. abra). A korai osztodasi fazisban 1évo sejtek aranyahoz
képest nagyon kevés, a kései 0sztodasi fazisban 1évo sejtet szamoltunk (/5/c. dbra).

Osszességében a vad-tipusi névények esetében a MCY-LR erdteljes
mitotikus aktivitasbeli gatlast okozott, mig a mutdnsok esetében a kisebb

cre

mitotikus aktivitasat (ndvekedett mitotikus aktivitasok).
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14. abra: A MCY-LR hatisa a vad-tipusu Col0 és a c3c4 dupla katalitikus alegység mutinsok
mitotikus aktivitasdra gyokércsics merisztéma sejtekben. A mitotikus aktivitadsok szazalékos
meghatarozasa hisztokémiai (DAPI) és immunhisztokémiai jelolések (mikrotubulus és foszfo-
hiszton H3) utan: (a) 6ssz mitotikus index, ahol a MCY-LR Col0 esetében gatolta a mitdzist, még
mitotikus aktivitds a kezeletlen mintdhoz képest; (b) korai osztodasi fazisban 1évd sejtek mitotikus
indexe; (c) kései osztodasi fazisban 1évo sejtek mitotikus indexe.

A ,,X” szimbdlumok minden minta szignifikans kiilonbségét mutatja a Col0 kontrollhoz képest, mig
a ,,*” szimbolumok az adott genotipuson beliili MCY-LR kezelések szignifikans kiilonbségeit
mutatjak a kontroll mintahoz viszonyitva.

X,*¥=p<0,05; XX,**=p <0,01; XXX, *** =p < 0,001

Roviditések: MI — mitotikus index; P — profazis; PM — prometafazis; Me — metafazis; A — anafazis;
T — telofazis

n = vizsgalt gyokérmintak szama
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15. abra: A MCY-LR hatisa a vad-tipusi Col0 és a B” regulator alegység mutiansok mitotikus
aktivitisara gyokércsics merisztéma sejtekben. A mitotikus aktivitdsok szdzalékos
meghatérozasa hisztokémiai (DAPI) és immunhisztokémiai jelolések (mikrotubulus és foszfo-
hiszton H3) utan: (a) 6ssz mitotikus index, ahol szignifikdnsan csak a fass-5 HZ esetében ndvekedett
sejtek mitotikus indexe, ahol a fass-5 HZ esetében egy erds mitotikus blokk figyelhetd meg (z6ld
nyil); (c) kései osztodasi fazisban 1évo sejtek mitotikus indexe, ahol a fass-15 HZ esetében
figyelheté meg mitotikus blokk, 0,05 uM MCY-LR mellett (lila nyil).

A X" szimbolumok minden minta szignifikans kiilonbségét mutatja a Col0 kontrollhoz képest.
X=p<0,05XX=p<0,01; XXX=p<0,001

Roviditések: MI — mitotikus index; P — profazis; PM — prometafazis; Me — metafazis; A — anafazis;
T — telofazis

n = vizsgalt gyokérmintak szama
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4.3. A kiilonb6zo PP2A mutaciok és toxinkezelések hatasa a reverzibilis
hiszton H3 foszforilaciora

4.3.1. A kontroll genotipusokban meért foszfo-hiszton H3 szintek

A vizsgélat soran kivancsiak voltunk, hogy a PP2A mutacidja milyen
hatassal van a hiszton H3 reverzibilis foszforilaciojara a mitozis alatt. A
foszforilaci6 dinamikus valtozasait a gyokércsiics merisztéma sejtekben
immunhisztokémiai jelolés (anti-foszfo-hiszton H3S10 + Alexa 488 fluorofor) és
konfokalis mikroszkdpozas utdn 2D-ben mértiik le és a fluoreszcens jelek teriiletek
atlag integralt optikai denzitdsa alapjan (AIOD) hataroztuk meg. Ahogy az varhato
volt phH3S10 jelet kizarolag oszt6do sejtekben detektaltunk. Az elemzésbol
kizartuk a nyugvé centrumot, a kialakulo szallitd szdvet és a gyokérsiiveg sejtjeit,
illetve a homadlyos jeleket nem mértiik le. A kiilonb6zd ladfli genotipusokat
Osszehasonlitva lathatjuk, hogy a Col0 esetében az irodalomnak megfeleld
foszforilacios H3S10 mintdzatot tapasztaltunk (Houben et al., 2007), mig ezt a
PP2A mutéaciok erdteljesen befolyasoltdk (/6. dabra). A kontroll ColO-ban a
profazisban jelenik meg eldszor a phH3S10 fluoreszcens jel, folyamatosan
novekszik az intenzitdsa a metafazisig, majd a testvérkromatida szegregacid soran
csOkkenni kezd, €s a telofazis végére teljesen eltlinik. Ezzel szemben a katalitikus
alegység mutansban (c3c4), illetve a gyengébb fenotipusu fass-15 HZ esetében a
H3S10 foszforilacid a profazisban magasabb szintrdl indul €s csak minimalisan
emelkedik meg a szintje a korai osztodasi fazisokban. Ezeknél a PP2A muténs
genotipusokndl az anafizisban magasabb foszforilaciés szint tapasztalhatdo a
kontroll vad-tipusu gyokerekhez képest, vagyis a defoszforilacio kisebb mértékben
indul a testvérkromatida szegregacio utan, ez a c3c4 esetében szignifikans valtozas.
A fass-15 HZ esetében a prometafazisban tetdzik a hiszton H3 foszforilacios szintje
¢s a metafazisban egy szignifikans csokkenés figyelhetdé meg. A legdramaibb
H3S10 foszforilacios valtozast a fass-5 HZ esetében tapasztaltuk. Ebben a
mutansban gatlodott a phH3S10 foszforilacidja, és a teljes mitdzis alatt alacsony
szinten detektaltuk. A mutacié altal enyhébb fenotipikus elvaltozasokat mutato
novények esetében (c3c4, fass-15 HZ) a mutacié kisebb mértékben befolyasolta a
hiszton dinamikat mitdzis sordn, mint a mutacié altal fenotipikusan leginkabb
érintett fass-5 HZ esetében.
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16. dbra: A PP2A alegység muticiok hatasa a hiszton H3S10 foszforilacidjara gyokér
mintakon. A phH3S10 foszforilacids szintjét az Alexa 488 fluoroforral jelolt fluoreszcens jelek
atlag intenzitasa alapjan hatdroztuk meg. A PP2A mutans genotipusokat dsszevetve a kontroll Col0
mintaval szignifikans jelintenzitds emelkedést tapasztalhatunk a c3c4 esetében a profazisban, illetve
az anafazisban. A fass-15 HZ esetében szignifikdns valtozds a profazisban és a metafazisban
kovetkezett be, illetve nem-szignifikans, de szintén szembetiind phH3S10 szint ndvekedés
tapasztalhatd az anafazisban. A fass-5 HZ esetében a teljes mitdzis alatt drasztikus és szignifikans
jelintenzitas csokkenés tapasztalhato.

A ,,X” szimbolumok minden minta szignifikans kiilonbségét mutatja a Col0 kontrollhoz képest.
X=p<0,05 XX=p<0,01; XXX =p<0,001

Roviditések: AIOD — a fluoreszcens jelek teriilet integralt optikai denzitasa 2D-ben; P — profazis;
PM - prometafazis; Me — metafazis; A — anafazis; T — telofazis

4.3.2. MCY-LR hatdsa a reverzibilis hiszton H3 foszforilaciora

Ezek utan megvizsgaltuk a mikrocisztin hatdsat a H3S10 foszforilaciora a
PP2A alegység mutansokban és a vad-tipusu Col0-ban is, mert kivancsiak voltunk,
hogy MCY-LR kezelés kovetkeztében detektalhatunk-e tovabbi eltéréseket a
foszfo-hiszton szintekben. A toxinkezelés hatdsdra szamos szembetlind valtozast
tapasztaltunk egymashoz és a vad-tipushoz képest is.

A vad-tipusi A. thaliana ndévény esetében az alacsony 0,05 uM
koncentracioju MCY-LR kezelés lathatéan fokozta a H3S10 foszforilaciojat a
metafazisban, illetve az anafazisban. A kései osztodasi fazisokban, kiillondsen az
anafazisban csak a magas koncentracidju (1 uM) MCY-LR novelte a phH3S10
foszforilaciojat (/7/a. abra). A C katalitikus alegységekre mutans névényekben
csak a kisebb koncentraci6 hatott szignifikansan, a hiszton H3 foszforilacié mértéke
megndvekedett a teljes mitdzis folyamata alatt (17/b. abra).
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Col0

40 - 40 ;

30 4 30 4

20 4 20 1

n (kontrall) = 15
n (0,05 uM MCY-LR) = 13
n (1 uM MCY-LR) = 12

n (kontroll) = 27
n (0,05 UM MCY-LR) = 12
0 n (1 PMMCY-LR) =9

atlag phH3S10 jelintenzitas (AIOD)
atlag phH3S10 jelintenzitas (AIOD)

P PM  Me A késeiAlkorai T P PM  Me A késeiAlkorai T
—@— Col0/ kontroll —w— c3c4/ kontroll
—@— Col0/0,05 1M MCY-LR —w— ¢3c4/ 0,05 uM MCY-LR
-O-- Col0/ 1 tM MCY-LR -<- ¢3¢4/ 1 yM MCY-LR

17. abra: A hiszton H3 foszforilacio mértékének valtozasa MCY-LR kezelés kovetkeztében a
Col0 és c3c4 mutans novények gyokércsiucs merisztéma sejtekben. A phH3S10 foszforilacios
szintjét az Alexa 488 fluoroforral jeldlt fluoreszcens jelek atlag intenzitasa alapjan hataroztuk meg.
(a) A Col0 esetében szignifikans valtozas a kései osztodasi fazisban detektalhato 1 uM MCY-LR

s

szignifikans hatast, szinte a teljes mit6zis alatt megemelte a phH3S10 szintjét.

A ,*” szimbolumok az adott genotipuson beliili kezelések kozotti szignifikans kiilonbségeket
mutatjak a kontroll mintdhoz viszonyitva.

*=p<0,05; ¥ =p<0,01; *** =p < 0,001

Roviditések: AIOD — a fluoreszcens jelek teriilet integralt optikai denzitasa 2D-ben; P — profazis;
PM — prometafazis; Me — metafazis; A — anafazis; T — telofazis

A B” regulator alegység mutansokra a toxinkezelés erdteljesebb hatast
cianotoxin szembetiinden csokkentette az AIOD szintet az anafazisban, de
szignifikans valtozast csak a magasabb koncentracioji (1 uM) MCY-LR kezelés
kovetkeztében tapasztaltunk a metafazisban, ahol a phH3S10 jelintenzitdsa
megnovekedett (/8/a. abra). Ezzel szemben a fass-5 HZ esetében, ahol a kontroll
novényben a phH3S10 nagyon alacsony szinten marad végig a mitozis folyamata
alatt, addig a 0,05 uM MCY-LR-el kezelt ndvényekben a vad-tipusu novényekre
jellemzd hiszton H3 foszforildcidos mintazatot lehetett megfigyelni (metaféazisig
emelkedik, majd a kései mitotikus fazisokban csokken a phH3S10 szintje).
Nagyobb koncentracidban ugyanakkor a toxin lényegesen nem valtoztatta meg a
H3S10 foszforilaciojat (18/b. abra).

A MCY-LR enyhébb mdodon befolyasolta a C katalitikus alegység muténs,
illetve a mutacio altal kisebb mértékben érintett FASS regulator alegység mutans
foszfo-hiszton szintjét, mig a FASS knock-out mutans esetében érdekes modon a
hiszton H3 foszforilacidés mintazata helyreallt a toxinkezelés kdvetkeztében.
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atlag phH3S10 jelintenzitas (AIOD)
atlag phH3S10 jelintenzitas (AIOD)

P PM  Me A késeiA korai T P PM  Me A késeiAlkorai T
—&— fass-15 HZ/ kontroll —4— fass-5 HZ/ kontroll

—m— fass-15 HZ/ 0,05 uM MCY-LR —— fass-5HZ/ 0,05 M MCY-LR

~{F- fass-15HZ/ 1 yM MCY-LR =<~ fass-5 HZ/ 1 yM MCY-LR

18. abra: A hiszton H3 foszforilacio mértékének valtozasa MCY-LR kezelés kovetkeztében a
fass HZ mutans névények gyokércsics merisztéma sejtekben. A phH3S10 foszforilacios szintjét
az Alexa 488 fluoroforral jelolt fluoreszeens jelek atlag intenzitdsa alapjan hataroztuk meg. (a) A
fass-15 HZ esetében szignifikans valtozast csak a metafazisban tapasztaltunk 1 uM MCY-LR
kezelés hatasara, de a 0,05 pM MCY-LR szembetiinden csokkentette a phH3S10 szintjét az

s

szignifikdns hatast a korai osztddasi fazisokban, helyreallitotta a hiszton H3 foszforilacios
mintazatat (metafdzisig ndvekszik, majd a testvérkromatida szegregacioval csokken a phH3S10
szintje).

A ¥ szimbolumok az adott genotipuson beliili kezelések kozotti szignifikans kiilonbségeket
mutatjak a kontroll mintahoz viszonyitva.

*=p<0,05; ¥ =p<0,01; *** =p < 0,001

Roviditések: AIOD — a fluoreszcens jelek teriilet integralt optikai denzitasa 2D-ben; P — profazis;
PM - prometafazis; Me — metafazis; A — anafazis; T — telofazis

4.4. A hiszton H3 foszforilacios jelek kvantifikalasa félautomata 3D
modszerrel

Az analizis folyamata harom kiilonb6z6 makro mikodését veszi igénybe,
az elsé automatikusan szegmentdlja az 0sztodo sejteket €s korrigdlja a jelerdsség
csokkenését a Z-mélység kovetkeztében a metafazisos sejtek alapjan
(,,HisCorrect™), a masodik a szegmentalt phH3S10 objektumok fluoreszcens jel
intenzitasat méri le a korrigalt felvételeken (,,HisMeasure), a harmadik pedig az
osztodo sejtek kiilonbozo fazisban 1€vo allapotanak a meghatarozasara szolgal
(,,HisAnnot”).

4.4.1. Az osztodo sejtek automata szegmentidldsa és felismerése

A phH3S10 jelolés eldnye, hogy nagyfoku specificitast mutat az antitest
¢és alacsony hattérintenzitas mellett jelennek meg a fluoreszcens jelek az osztddo
sejtekben (fekete képen par fluoreszcens jel). Ezt kihasznalva egy olyan Imagel
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alapti elemzési folyamatot dolgoztunk ki, amely automatikusan felismeri és
csoportositja (szegmentalja) a vizsgalt strukturdkat relevans jellemzok alapjan
(esetiinkben az o0sztddo sejtek) és méri a fluoreszcens intenzitdsokat. A program
automatikusan detektalja az osztddasban 1évé sejteket a phH3S10 jel alapjan
(phH3S10 pozitiv sejtek) ¢és ezeket objektumokként kezeli a fluoreszcens
intenzitasok mérésehez.

Roviden, eldszor a mikroszkopos felvételekrdl egy bindris képet készit, és
egy minimalis sziirkeérték kiiszob bedllitdsaval és egy minimum pixel méret
meghatirozasdval a Bonel2 (Domander et al., 2021) 3D részecske elemzd
bdévitménye szegmentalja a bindris képet. A program altal meghatarozott szinkodolt
objektumok egy-egy o0sztodo sejt fluoreszcens jeleit mutatjak (/9. abra). Kihivast
jelent a profazis pottyds jelszervezodése és az anafazis jeleloszlasa a két
testvérkromatidan, hisz gyakran ezeket a program kiilon-kiilon szegmentalja (19/b.
abra). Azonban a hiba kikiliszobdlése is megtortént, ugy, hogy a program képes
0sszekdtni az egymashoz nagyon kozel 1€v0 jeleket (altalaban az egy sejthez tartozo
profazisos vagy anafazisos jelek) és egy objektumként szegmentalni, tigy, hogy a
térfogatukat atmenetileg megnoveli. Néhany esetben fordul csupan eld, hogy egy
0szt6do sejtbdl szarmazo néhany kromoszéma nem egy objektumként detektalhato
(19/c. abra). Ezt az adatelemzés alatt kézzel korrigalhatjuk az Excel eredmény
tablazatban.
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XY maximum projekcié YZ maximum projekcié

19. abra: A phH3S10 pozitiv sejtek automata szegmentalasa és felismerése. (a) phH3S10 jeleket
mutatd csatorna maximalis projekcidja a gyokérrdl késziilt 3D felvételben. (b) A program altal
automatikusan detektalt 3D objektumok maximum projekcidja. (¢) Az automatikus szegmentalast
kovetden az egy sejthez tartozo szeparalt objektumok fizioja is megtortént.

A bal oldalon az XY sikban lathaté maximalis projekcio, mig a jobb oldalon az YZ sikban vetitett
maximalis projekcido ugyanarrdl a 3D felvételrdl. A bekeretezett elemek azt jelolik, ahol tobb

ey

profazisban (szaggatott téglalap), metafazisban (rézsaszin téglalap) és anafazisban (szaggatott kor)
1év6 sejtek. Azonban néhany esetben nem torténik meg azon objektumok fuzidja, amelyek egy
0szto6do sejthez tartoznak (sziirke szaggatott téglalap, fehér nyilak a (c) abra aljan).

Konfokalis mikroszkdpos felvételek alapjan.

Meéret skala: 50 pm

A szegmentacid utan kapunk egy ugynevezett ,,objektum térképet”, ahol a
phH3S10 pozitiv sejtek egyenként szinkodolva és sorszamozva jelennek meg,
lehetové téve azok egyedi azonositasat és tovabbi elemzését. Ezt az objektum
térképet nemcsak a hiszton jelintenzitas méréséhez hasznaltuk, hanem a felvételek
kozben detektalt jelerdsség csokkenés korrigalasara is, hiszen lehetdség van a
szegmentalt objektumokat méretiik ¢és alakjuk alapjan szlirni, igy automatikusan
kivélasztva egy-egy osztodasi fazisban 1évo sejteket.
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4.4.2. A jelerdsség csokkenés korrigalasa a Z-mélységgel (,, HisCorrect”)

Az els6 elemzésekbdl kideriilt, hogy a Z-mélységgel, vagyis a szeletelés
elérehaladasaval a mélyebb szovetekben és sejtekben a fluoreszcens jelintenzités
erdsen csokken, ami megneheziti a pontos 3D analizist (20/a. dbra).

A foszforilacios jel természeténél fogva valtozik a mitozis egyes
szakaszaiban: profazisban novekszik, anafazisban csokken. A jelersség csokkenés
korrigalasat ezért egy homogén objektumkategorian keresztiil végeztiik el. A ludfi
gyokér merisztéma sejtjeiben a metafazis nagyon rovid (3-5 perc), és a phH3S10
jel intenzitdsa véarhatéan csak kis mértékben valtozik az egyes metafazisos sejtek
kozott. Ezért a metafazisos objektumokat valasztottuk a ,.Z-stack” jelerdsség
csokkenés korrigalasara (MCorr modszer). A nyers adatokhoz viszonyitva (Raw) a
metafazisos sejteken alapuld korrekcido (MCorr) utan a jelerdsség csokkenés a Z-
mélységgel elére haladva joval kisebb mértékli (20/b. dbra). Kiilon vizsgalva a
phH3S10 jelerdsséget mitotikus fazisonként korrekcid eldtt és utan csokkenést
tapasztaltunk a 95%-os konfidenciaintervallum (CI) értékében; metafazisban a
csokkenés elérte majdnem a 37%-ot, a prometafazisban pedig 33%-kal csdkkent.
(20/c. abra).
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20. abra: A jelerdsség csokkenés korrekcidja a vizsgalt Arabidopsis Col0 esetében bemutatva.
(a) A 3D felvétel maximum projekcidja XZ sikban, ahol lathat6 a fluoreszcens jelek erdsségének a
csokkenése a szeletelés elorehaladtaval. (b) A grafikon az 6sszes phH3S10 jel integralt denzitasat
mutatja a 3D képfelvételek Z-mélységében (szelet szam) egy vizsgalt Col0 gyokércsucs esetében. A
jelerésség korrekcid hatékonysaganak abrazolasa a nyers felvételhez képest, ahol a lila, a nyers,
korrekcié nélkiill mért atlag integralt denzitdst mutatja (Raw), mig a kék a metafazisos
objektumokon alapuld korrekcié (MCorr) utan mért értékeket abrazolja a detektalt Gsszes 0sztddo
sejt esetében. Lathato, hogy korrekcid utan a jelerdsség csokkenés joval alacsonyabb mértékd,
kisebb a fiiggvény meredeksége. (c) A hiszton H3 foszforilaciéo dinamikaja a mit6zis soran, nyers
adatokban (Raw) és az MCorr mddszerrel végzett korrekcid utan, kiillon elemezve a phH3S10
fluoreszcens jeleket az egyes mitotikus fazisokban. Az abra a vizsgalt nyolc Col0 gyokér atlag
phH3S10 jelintenzitasat mutatja mitotikus fazisonként. A 95%-os konfidenciaintervallum (CI95)
csokkent, amikor az objektumok integralt denzitasat a metafazisos sejteken alapuld korrekcios
modszerrel korrigaltuk (MCorr).

Rovidités: IntDen — integralt optikai denzitas; lemért fluoreszcens jelintenzitasok dsszege 3D-ben
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A metafazisos objektumok atlagos intenzitdsanak abrazolasa a szeletek
szamanak fliggvényében azt mutatta, hogy a jelerdsség csokkenés a szeletek
szdmanak lineédris fiiggvénye. Ezért linearis regresszidt alkalmaztunk, ami
megfeleld R? értéket biztositott. A makrod program a korrekcid kiszamitisahoz a
kozépso szeletet veszi referenciaértékként. Mivel a meredekség negativ, a felsd
szeletek jeleit csokkenti, mig az also szeletek jeleit ndveli. Minden olyan gyokeret
eltavolitottunk a tovabbi elemzésbdl, amelynek R? egyiitthatoja 0,4-nél kisebb volt.

A ,,HisCorrect” makré program ki tudja sziirni a metafazisban 1€vo sejteket
a méretiik és specifikus alakjuk altal. A makr6 a BoneJ2 szegmentacios eszkozét és
MorphoLib] morfologiai szlirit (méret, lapossag és gdmbolyliség) hasznalja a
specifikus objektumok kivalasztasara. A kiiszobérték, a minimalis objektum
térfogat és a dilatacios sugar paramétereit a felhasznalod hatarozhatja meg, akarcsak
a méret, lapossag és gombolyliség kiiszobértékeit. A morfoldgiai sziirdk azonban
nem mindig 100%-osan pontosak, igy el6fordulhat, hogy néhdny nem metaf4zisos
objektum is atjut a sziirokon. Ezért lehetéség van manualisan is ellendrizni az
objektumok szlirését és sziikség esetén eltdvolitani a nem metafazisos objektumokat
a regresszids adatbazisbol, ami igy jobb regresszids illeszkedést eredményez (21.
abra).
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21. abra: A regresszios koefficiens értékének valtozasa a metafazisos objektumok pontos
meghatarozasaval. Balra ugyanazon mikroszkopos felvétel maximum projekcioja lathato, ahol
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kiilonboz6 objektumok keriiltek kiemelésre és felhasznélasra a korrekcidhoz. Jobbra az elemzéshez
tartoz6 grafikonok lathatok, amelyek az objektumok &tlagos integralt denzitdsat abrazoljak a
szeletek fliggvényében, valamint a program altal kiszamitott R? értékeket. (a) phH3S10 jelek
maximum projekciodja és a grafikon, amely az 6sszes objektum atlagos integralt denzitasat abrazolja
a szeletek fliggvényében. (b) A ,,HisCorrect” makré altal automatikusan szegmentalt objektumok
szinkodoltak a maximum projekcidban. A jeler6sség csokkenés korrigalasa mar ez esetben is
észlelhetd, magasabb R? értéket kapunk. (c) Még pontosabb regresszids illeszkedést eredményez, ha
manualisan eltavolitjuk a nem metafazisos objektumokat (nyilhegyek, prometafazisos sejtek).
Rovidités: IntDen — integralt optikai denzitas; lemért fluoreszcens jelintenzitasok dsszege 3D-ben

Egyes kezelések és genotipusok azonban jelentésen befolydsolhatjak az
osztddo sejtek szamat a gyokércsucsban. Ilyen felvételek esetében eléfordulhat,
hogy nem taldlunk elegend6 metafazisos objektumot (min. 5) a megfeleld
regresszids koefficiens kiszamitasahoz. Ebben az esetben a makro képes regressziot
szdmitani az Osszes objektum alapjan, eldzetes szlirés nélkiil, igy az Osszes
phH3S10 jelet felhasznalja a korrekci6 kiszamitasahoz.

A ,,HisCorrect” makré 1ényegében automatikusan kisziiri a metafazisban
1évé sejteket (manualisan korrigalhatjuk), majd ezt kovetden egy korrekcios
egylitthatot alkalmaz a regresszidval eldre jelzett értékek alapjan, a kozépso szeletet
véve referencidnak. A program futtatdsa utan kapunk egy olyan 3D felvételt a
gyokérrol, ami a korrigalt fluoreszcens intenzitds értékeket mutatja, valamint
opcionalisan biztositja a regresszidos gorbét, illetve egy szdmozott €s szinkodolt
objektum térképet is a szegmentalt jelekhez. Ezeket az elemzés tovabbi 1épéseiben
hasznaljuk fel.

4.4.3. A foszforilalt hiszton H3 fluoreszcens jel intenzitis 3D mérése
(,,HisMeasure”)

Automata fluoreszcens jel intenzitas mérést tesz lehetéveé a ,,HisMeasure”
makro a korrigdlt felvételeken (illetve Osszehasonlitds szempontjabdl az eredeti
mikroszkopos felvételeken), ami a szegmentédlt objektumok integralt optikai
denzitasat (IntDen) méri le 3D-ben, vagyis egy sejt fluoreszcens jelintenzitdsanak
az értékét 6sszeadja az Gsszes ,,Z-stack”’-ben, amelyben megjelenik az adott 0sztodo
sejt (~altalaban 15-20 szeleten keresztiil). A pontos eredmény érdekében megfeleld
beallitasokat kell alkalmaznunk: sziirkeérték kiiszob, minimalis objektum térfogat
¢s dilatacios érték, valamint méret, lapossag és gdmbdlyliség tartomanyok. A lemért
paraméterek (atlag, szords, maximum, minimum, medidn, integralt denzitas stb.)
egy Excel tablazatban jelennek meg, az objektumok pozicidjara, méretére ¢€s
alakjara vonatkoz6 szdmozassal egylitt. Késobb az adatelemzés ebben a tablazatban
zajlik, ahol példaul manualisan eltavolithatjuk a hibasan szegmentalt objektumokat,
vagy profazis esetében a kiilon-kiilon szamozott jelintenzitas értékeket manualisan
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Osszeadhatjuk. A felhasznald preferencidjaként a 3D objektum térkép, illetve azok
maximum projekcidja is elmentheto.

4.4.4. A phH3S10 jel 3D eloszlasa az Arabidopsis thaliana gyokércsucs
merisgtéma sejtekben és az egyes mitotikus fazisok meghatdrozdsa
(,HisAnnot”)

A gyo6kércsucsok whole-mount immunjeldlése lehetdvé teszi az osztddo
sejtek pontos 1d6- €s térbeli vizualizacidjat, megkiilonboztetve az egyes mitotikus
fazisokat. A phH3S10 jel igen specifikus, a mitdzis soran kiilonbozo eloszlasokban
jelenik meg, el6szor a korai mitdzisban tiinik fel azokban a sejtekben, amelyek érett
preprofazisos koteggel (PPB) rendelkeznek, majd anafazis végén tinik el. A
kromatin (DAPI festés), a mikrotubulus és a phH3S10 jelek (immunfestés
specifikus antitestek bevondsaval) alapjan az aldbbi osztoddsi stadiumokat
detektaltuk (22. abra): A G2 kései szakaszaban, a G2/M fazis atmenet soran kezd
el kialakulni névényi sejtekben a PPB, amely a sejt elkdtelezodését mutatja a
mitdzis irdnyaba. Habar a mikrotubulusok szervez8désén keresztiil mar megjelenik
a mitozisra jellemz6 morfoldgiai tulajdonsag, a kromatin ezen a szinten még nem
mutat a mitotikus sejtekre jellemzd sajatossagokat, igymint a foszfo-hiszton H3
jeleket (22/e. abra). A phH3S10 pozitiv sejtek alapjan 6t sejtciklus fazist tudtunk
azonositani. (1) A korai profazisban a sejtek teljesen kialakult PPB-vel
rendelkeznek és a foszforilalt hiszton H3S10 jel pottyos eloszlasban jelenik meg a
centromereket jelolve (22/f. dabra). (2) A kései profazis szakaszaba azok a sejtek
tartoznak, amelyekben mar elkezd kialakulni a mitotikus orso, a mikrotubulus
szalak a sejtek két polusa felé kezdenek rendezddni (kezdetleges orsd), de a
centromerek pottyds phH3S10 jelei tapasztalhatok még ebben a fazisban is (22/g.
abra). (3) A prometafazis azokra a sejtekre jellemzd, amelyekben a bipolaris
mitotikus orsé mar kialakult, a kromatin kondenzaci6 erds, de a kromoszomak még
nem teljesen rendezddtek a kozépsikba (22/h. dbra). (4) A metafizisban a
kromoszomak teljesen a kozépsikba rendezddtek és jol megkiilonboztethetd a
specifikus metafazisos jeleloszlas (22/i. dbra). (5) Az anafazisban a
testvérkromatida szegregacid figyelhetd meg, a mitotikus ors6 mentén a
kromoszomak az ellentétes polusok felé mozognak (22/. dabra). A nagyobb
dinamikatartomanyt felvételek, illetve a mikrotubulus és foszforildlt hiszton
H3S10 egytittes jelolése lehetdvé tette, hogy pontosabban meghatarozzuk az egyes
fazisokban torténd eseményeket. igy lathatova valt szamunkra, hogy a phH3S10 jel
mar a kései anafazisban eltlinhet, vagy nagyon gyenge, de mire elkezd kialakulni a
fragmoplaszt a telofazisban, a foszforilalt hiszton H3 jel teljesen eltlinik (22/1.
abra).
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22. dbra: A Kiilonbo6z6 osztodasi fazisban 1évé sejtek detektalasa Arabidopsis thaliana primer
gyokércsucsban. Hisztokémiai (DAPI) és immunhisztokémiai (mikrotubulus és foszfo-hiszton H3)
jelolések utan konfokalis mikroszkopidval vizualizaltuk az egyes sejtalkotokat és fehérjéket. (a-c)
A gyokércstics hosszanti metszetei, ahol (a) kromatin kimutatasara (kék) egy fluoreszcens festéket,
a DAPI-t hasznaltuk, (b) mig a mikrotubulus organizacié (anti-a-tubulin + Alexa 555, ) (c) és
a foszforilalt hiszton H3 (anti-foszfo-hiszton H3S10 + Alexa 488, sziirke) jel vizualizacidja
immunlokalizacioval tortént. (d) A phH3S10 jel maximalis projekcidja, ahol lathaté az adott
gyokércsucsban megjelend dsszes 0sztodo sejt. (e-1) Az osztddo sejtek kinagyitott képei, az egyes
fazisok meghatarozasaban kulcsfontossdgu szerepet jatszott a mikrotubulusok szervezddése: (e) a
phH3S10 jel még nem detektalhatd éretlen PPB mellett (nagy PPB és/vagy kevés perinuklearis
mikrotubulus); (f) foszforilalt hiszton jel a kései PPB szakaszban jelenik meg elészor, mikor a
perinuklearis mikrotubulusok felhalmozddasa mar erdteljesebb, ezt a szakaszt korai profazisként
definialtuk; (g) kései profazisban kezdetleges orsd kezd kialakulni; (h) a prometafazisban a
mitotikus orsé6 mar kialakult, a kromoszéma kondenzéci6 is erételjes; (i) a metafazisban a
kromoszémak a kozépsikba rendezddnek; (j-K) az anafézis soran a phH3S10 jel még detektalhaté a
(j) korai szakaszban, majd a (k) kései anafazisban mar eltlinik; (1) a fragmoplaszt kialakulasakor
mar egyaltalan nem detektalhato phH3S10 jel a telofazisban és a citokinézis soran.

Konfokalis mikroszkopiaval késziilt reprezentativ felvételek.

Meéret skala: 50 pm (a-d); 10 um (e-1)
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A harmadik ,,HisAnnot” makr6 az egyes objektumok detektalasat teszi
lehetévé a kiilonb6zé mitotikus fazisokban. A makré minden egyes szdmozott
phH3S10 objektumon végighalad és egy legdrdiild meniib6l valaszthatjuk ki a
megfeleld kategoriat miutdn eldontdttiik a phH3S10 és a mikrotubulus jel alapjan,
hogy melyik osztodasi fazisba soroljuk az adott sejtet. Az elemzésbdl kizartuk a
nyugvo centrumot és a gyokérsiiveg sejtjeit, illetve azokat az objektumokat
melyeknek szegmentaldsa hibas volt. Ezek az esetek kiilon kategoriaként
szerepelnek a legérdiilé meniiben, igy az adattisztitds egyszerlien, néhany
kattintassal elvégezhetd adatelemzés sordn. A makrod automatikusan frissiti a
korabban elmentett Excel tablazatot ezekkel az informacidkkal, lehet6vé téve az
adatok pontos elemzését €s a megfeleld grafikus megjelenitést.

4.4.5. A makro program tesztelése PP2A és TTP komplex alegység mutdns
novények foszfo-hiszton H3 szintjének vizsgalataval

PP2A protein foszfatdz A és C alegység mutansokat, illetve TTP komplex
mutansokat vizsgalva teszteltilk a kifejlesztett program miitkddését a phH3S10
fluoreszcens jelintenzitdsok 3D elemzésében. Legel0szor a hiszton H3
foszforilacios szintjét az enyhébb fejlodési eltéréseket mutaté mutans ndvényekben
mértiik, vagyis az aZa3, illetve trm678 mutansok mikroszkdpos felvételeit
elemeztiik. A #rm678 mutans osztodd sejtekben (illetve majd az ala3 és c3c4
esetében is) hidnyzik a korai profazis meghatarozasara szolgal6 PPB, igy csak négy
osztddasi fazist kiilonitettiink el az Osszehasonlitd kisérletekben: profazis,
prometafazis, metafazis és anafazis. A jelerdsség korrekcids modszer elonyeinek az
értékelésére ugyanazokat a mintdkat elemeztiik korrigalt, illetve nem korrigélt
formaban is (23. abra). A korrigalt adatokon végzett elemzés azt mutatta, hogy az
phH3S10 jel mindkét mutansban (rm678 és a2a3) szignifikansan csokkent minden
osztodasi fazisban, kivéve az anafazisban a Col0-hoz hasonlitva (23/a. dbra). Az
adatok korrekcio eldtti és utani 6sszehasonlitdsa megerdsitette, hogy a metafazisos
objektumokon torténd korrekcid (MCorr) csOkkentette a konfidencia
intervallumokat (CI95) (20/c. dbra), aminek kovetkeztében az eddig nem
szignifikans eredmények szignifikdns elvaltozast mutattak az Osszehasonlito
elemzés alatt (23/a-b. abra).
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23. abra: Az a2a3 és a trm678 mutansok hiszton H3 foszforilacios intenzitasanak vizsgalata.
Citologiai jelolés és konfokalis fluoreszcens mikroszkopizalas utan 3D-ben elemeztiik a felvételeket
és a kifejlesztett ImageJ makrok segitségével mértiik a phH3S10 jelintenzitasokat. Osszehasonlito
elemzés (a) metafazisos objektumokon végzett jelerdsség csokkenés korrigalas utan (MCorr), illetve
(b) a nyers, korrekcid nélkiili (Raw) mikroszkdpos felvételeken. Az anaféazis kivételével a phH3S10
jelintenzitasa szignifikansan csdkkent mindkét mutans genotipusban a Col0-hoz mérve a korrigalt
felvételek elemzésével. A korrekcio nemcsak a CI95 intervallumot csdkkentette jelentdsen, hanem
nem szignifikdns eredményeket is szignifikdnssa modositott a pontosabb elemzésbdl adodoan (pl.
Col0 és a2a3 prometafazis és metafazis kozott; zold nyilak).

A grafikon feletti csillagok az atlag értékek kozotti szignifikanciat jelzik (*** = p-érték < 0,05; ns =
nem szignifikans).

Rovidités: IntDen — integralt optikai denzitas; lemért fluoreszcens jelintenzitasok 6sszege 3D-ben
n = vizsgalt gyokérmintak szama
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Ezenkiviill a moddszer segitségével korrigdlhatjuk az objektumok
véletlenszerli eloszlasat, ami egyes mintakban eléfordulhat. Péld4ul a nyers adatok
elemzése nem mutatott szignifikans kiillonbséget a vad-tipusu Col0 és az al2a3
muténs kozott a prometafazisban (23/b. abra), mig korrekcid utan egyértelmiien
szignifikans kiilonbséget detektaltunk a két genotipus kozott (23/a. abra). A
prometafazisos sejtek vizsgalata azt mutatta, hogy eloszlasuk a Col0 esetében
inkabb a 3D felvételek also felében (késdbbi szeletekben) jelennek meg, ellentétben
az a2a3 muténs esetében, ahol ezek az 0szt6do sejtek inkabb a felvétel elsd felében
detektalhatok (legelsO szeletekben) (24/a,c. dbra). Az objektumok egyenetlen
eloszlasa torzithatta az eredményeket, mivel az alsobb szeletekben a fluoreszcens
jel természeténél fogva gyengébb, mig a fels0 szeletekben erdsebb. Ezért
eléfordulhatott, hogy nem lattunk szignifikans kiilonbséget a jeler6sség mérésekor.
Az MCorr mddszer ezt kikiiszoboli azzal, hogy a kozépsé szeletet hasznalja
viszonyitasi alapként, igy kiegyenliti a jelintenzitas térbeli eloszlasabol adddo
eltéréseit. Ennek koszonhetéen pontosabban tudjuk kdvetni a phH3S10 szintjének
véltozasait a mitozis kiilonbozd fazisaiban. Hasonld térbeli korrekcid segitett a
trm678 esetében a 95%-0s konfidencia intervallum (CI95) csokkentésében. A
korrekcio nélkiili elemzések soran jelentdsen nagyobb szorast figyeltiink meg, mint
az MCorr modszer alkalmazisa utan kapott fluoreszcens intenzitasértékek
esetében. A trm678 esetében a prometafazisos sejtek foként a ,,Z-stack™ kozeépso-
also régiojaban helyezkedtek el (24/b. dbra). Igy ez a MCorr modszer lehet6vé teszi
nemcsak a konfidencia intervallumok csokkentését, hanem az objektumok
egyenldtlen elosztasat is korrigalja, igy pontosabban elemezhetd a fluoreszcens
jelintenzitas.
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24. abra: A prometafazisos phH3S10 jelek gyakorisaga a Z-mélység fiiggvényében. (a) A vad-
tipusu Col0 esetében a prometafazisos sejtek inkabb a ,,Z-stack” also felében helyezkedtek el, igy
természetiiknél fogva alacsonyabb jelintenzitassal rendelkezhetnek. (b) A #rm678 esetében ezek a
sejtek inkabb a ,,Z-stack” kdzEépsd-also részén, (¢) a2/a3 mutansokban pedig inkabb a szeletelés elsd
fazisaban detektalhatoak.

Az objektumok véletlenszer(i, egyenetlen eloszlasa a térben befolyasolhatja a phH3S10 jelintenzitas
pontos mérését, igy torzithatja az id6beli valtozasokat, amelyeket a hiszton H3S10
foszforilaciojanak mértéke alapjan kovetiink a mitdzis soran.

n = eloszlasi gyakorisag szempontjabol vizsgalt sejtek szama
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Az sulyosabb  fejlédési  rendellenességeket mutatdé  mutdnsok
gyokérmorfologiaja erdsen deformalt, drasztikusan érintve az osztddo sejtek
szdmat, igy a metafazisos sejtek aranya is erdteljesen lecsokkent. Ez esetben a
korrekcidhoz az Gsszes 0sztodo sejtet figyelembe vettiik és igy szamitottuk ki a
regressziot. A mutans genotipusok fluoreszcens jelintenzitasat a vad-tipushoz
hasonlitva er6teljes csokkenést tapasztalhatunk, a c3c4 esetében ez szignifikans
valtozédsnak bizonyult minden mitotikus osztdédé fazisban (25. dbra).
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25. dabra: Az ala3 és c3c4 mutansok hiszton H3 foszforilaciés intenzitisanak vizsgalata.
Citologiai jeldlés és konfokalis fluoreszcens mikroszkopizalas utan 3D-ben elemeztiik a felvételeket
¢és a kifejlesztett Image] makrok segitségével mértiik a phH3S10 jelintenzitdsokat. Ezekben a
fejléddési rendellenességek mértéke szempontjabol erds fenotipusti dupla mutansokban a korrekciot
az 0sszes mitotikus objektum segitségével végezte el a program, hisz az 0szt6doé sejtek szama, igy a
metafazisos objektumok szdma is nagyon alacsony volt a fejlédési rendellenességek miatt. A
mutaciok szignifikansan csokkentették a phH3S10 szintjét tobb fazisban is a Col0-hoz viszonyitva.
A grafikon feletti csillagok az atlag értékek kozotti szignifikanciat jelzik (*¥** = p-érték < 0,05; ns =
nem szignifikans).

Rovidités: IntDen — integralt optikai denzitas; lemért fluoreszcens jelintenzitasok 6sszege 3D-ben
n = vizsgalt gyokérmintak szama

4.4.6. A makro program hatékonysdgdanak tesztelése Col0 hesperadin
kezelések kovetkeztében

A program hatékonysaganak tesztelése érdekében, hogy képes-e pontosan
mérni ¢és kimutatni a kiilonbségeket két befolyasolod tényezé vagy koriilmény
kozott, a vad-tipusu Arabidopsis thaliana novényeket egy ismert Aurora kinaz
inhibitorral, hesperadinnal kezeltiik, amirdl kdztudott, hogy befolyasolja a hiszton
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H3 foszforilaciojat (Demidov et al., 2005; Kawabe et al., 2005; Kurihara et al.,
2006). A phH3S10 méréseket 1uM hesperadinnal kezelt novények esetében
végeztik (26. dbra). A vad-tipusu kontroll novényeket tekintve is érdekes
eredményeket detektalhatunk, ahol kiilon tudtuk kategorizalni a korai és a kései
profazist a mikrotubulus és a phH3S10 egyiittes jelolésnek koszonhetden. Azt
lathattuk, hogy a foszforilacios szint maximumat mar a kései profazisban eléri és
magas szinten marad egészen a metafdzisig. Hesperadinnal torténd kezelés
kovetkeztében szignifikans gatlas tapasztalhato szinte a teljes mitdzis alatt, kivéve
a korai profazisban. A kezelés kovetkeztében a jelintenzitds mar a korai profazisban
eléri a maximumat és egészen megmarad a phH3S10 szintje szinte ugyanezen az
intenzitas értéken a prometafazis és a metafazis szakaszaban is, majd az anafazisban
eltinik phH3S10 jel. Az 1 pM hesperadinnal végzett kezelés jelentdsen
csokkentette a phH3S10 szinteket a kései profazistol egészen az anafazisig, akar
75%-o0s csokkenést okozva a kezeletlen mintakhoz képest.
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26. abra: A hesperadin kezelés hatasa a hiszton H3 foszforilacidjara nézve Arabidopsis thaliana
Col0 novényekben. Citologiai jeldlés és konfokalis fluoreszcens mikroszkopozas utan 3D-ben
elemeztiik a felvételeket és a kifejlesztett Image] makrok segitségével mértikk a phH3S10
jelintenzitasokat. Az Aurora kindz gatld hesperadin befolyasolja a hiszton H3 reverzibilis
foszforilaciojat, amit pontosan mértiink a félautomata 3D képelemzd modszer segitségével. Az 1uM
hesperadin szignifikansan csokkentette a phH3S10 szintjét a kései profazistol kezdve.

A grafikon feletti csillagok az atlag értékek kozotti szignifikanciat jelzik (*** = p-érték < 0,05; ns =
nem szignifikans).

n = vizsgalt gyokérmintak szdma
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5. DISZKUSSZIO

5.1. A FASS és C3/C4 alegységek hozzajarulnak a protein foszfataz 2A
(PP2A) aktivitasahoz, valamint szabalyozzak a mitotikus eseményeket

A Debreceni Egyetemen mar régdota folynak kutatdsok protein
foszfatazokkal (PP1, PP2A), vizsgalva azok szabdlyoz6 szerepét kiilonbozo
novényfajokban és mikrocisztin kezelések segitségével is (Mathé et al., 2009,
2013b; Szigeti et al., 2010; Beyer et al., 2012; Garda et al., 2016, 2018; Ujvéarosi et
al., 2019). A kdzonséges nad (Phragmites australis) esetében a mikrocisztin id6- és
dozisfiiggd moédon gatolta a protein foszfatdzok aktivitdsat parhuzamosan a
mitotikus aktivitds gatlasaval, mikozben rendellenes mikrotubulus szervezddést
(ICMT és orsok) és gyokérmorfologiai elvaltozasokat idézett el (Mathé et al.,
2009). Vicia faba (16bab) modellndvény esetében a foszfatdz gatlas kromatin- és
mikrotubulus rendellenességekhez vezetett, beleértve szdmos abnormalis
orsOképzddést, valamint rendellenes testvérkromatida szegregaciot ¢és
mikronukleuszok kialakulasat. Ebben a modellndvényben a mitotikus aktivitasra is
hatéssal volt a cianotoxin, illetve hiszton H3 hiperfoszforilaciot valtott ki, gatolva
a megfeleld testvérkromatida szegregéciot és késleltette a metafazis-anafazis
atmenetet (Beyer et al., 2012; Garda et al., 2016). A hiszton H3 hiperfoszforilacioja
hozz4jarul a metafazisos kromoszoémak hiperkondenzalasahoz és a metafazis-
anafazis atmenet késleltetéséhez, azonban a kutatasok azt mutattak, hogy a hiszton
H3 hiperfoszforilacio6 6nmagaban nem okoz mitotikus blokkot, a metafazis-
anafazis atmenet szabalyozdsdhoz mds faktorok is hozzédjarulnak (Garda et al.,
2018). Mustar csirandvényekben is csokkent foszfatdz aktivitast €s mitotikus
zavarokat okozott a mikrocisztin: csokkent mitotikus aktivitas, abnormalis
mikrotubulus és kromatin szervezddés volt megfigyelheté (Mathé et al., 2013b).
Hasonl6 sejtszintli és fejlodési rendellenességeket irtak le természetes
vizviragzéasok soran is, tobbek kozott Ceratophyllum fajokban, ahol a cianotoxin a
hiszton H3 hiperfoszforilaciojat, a citoszkeleton atrendezddését, a sejtciklus korai
fazisainak felhalmozdodasat (mitotikus blokkok), csokkent fehérje és klorofill
tartalmat idézett el6, amit a MCY-LR altal kivaltott protein foszfatdz gatlasnak
tulajdonitottak (Szigeti et al., 2010; Ujvarosi et al., 2019).

A korabbi eredmények megerdsitették, hogy a protein foszfatdz aktivitas
¢s az altaluk végzett defoszforilacio kulcsfontossagu szerepet jatszik a kromatin és
a citoszkeleton megfeleldé szervezddésében, ezaltal a mitdzis szabalyozasaban
(Beyer et al., 2012). Eddig ezekben a folyamatokban a PP2A szerepét elsésorban
foszfataz gatlok alkalmazédsaval vizsgaltdk, amelyek a teljes protein foszfataz
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(PP2A ¢és PP1) aktivitast blokkoltak, igy nem tették lehetévé az egyes alegységek
specifikus szerepének az elkiilonitését. Ezzel szemben a specifikus PP2A alegység
mutans novények vizsgalata célzottabb és specifikusabb megkozelitést kinal,
lehetové téve a PP2A egyes komponenseinek részletesebb tanulmanyozasat. Az
altalunk vizsgalt mutans novényekben egy meghatarozott PP2 A komplex miikddése
sériilt, amely a C3 és C4 katalitikus alegységeket, valamint a FASS regulator
alegységet érintette. A MCY-LR kezelés irreverzibilisen géatolja a teljes PP2A
holoenzim készlet aktivitast, és emellett a PP1-et is érinti. Ez lehetdséget ad annak
vizsgalatara, hogy mas PP2A vagy PPI izoformak képesek-e kompenzéilni a
mutansokban hidnyzoé specifikus PP2A komplex funkcigjat. Ha a MCY-LR kezelés
sulyosabb elvaltozasokat eredményez, az arra utalhat, hogy mas PP2A komplexek
vagy a PP1 részben atvehetik a sériilt vagy hianyz6 enzimkomplex szerepét, ami
funkciondlis atfedésekre vagy kompenzacidés mechanizmusokra utalhat.

Ez a projekt uj megvilagitdsba helyezi a FASS és a C3/C4 alegységek
szerepét a PP2A aktivitdsanak a szabdlyozasaban és feltarja, hogy milyen
Osszefiiggésben jarulnak hozza a mitotikus aktivitdshoz és a mitotikus események
pontos eléremeneteléhez. Emellett lehetOséget nyujt arra is, hogy részletesebben
megértsik az MCY-LR szubcelluldris hatasait  Arabidopsis  thaliana
modellnévényben.

A koréabbi tanulmanyok mar bebizonyitottak, hogy a FASS a TTP komplex
részeként a PP2A-t a kortikalis mikrotubulusokhoz lokalizalja és szabalyozza a
dinamikus atrendezddésiiket a sejtosztodas alatt (Spinner et al., 2013; Bouchez et
al.,2014). Azonban az még nem ismert, hogyan befolyasolja ennek az alegységnek
a kiesése a PP2A katalitikus aktivitasat. Meglepetésiinkre mind a két fass
homozigota mutans esetében novekedett a teljes protein foszfatdz (PP1 + PP2A
egylittesen) aktivitds a Col0-hoz viszonyitva, amihez kiilon-kiilon jarult hozza a
PP1 és PP2A aktivitasaban tapasztalt novekedés (/0. dbra). A PP2A-C katalitikus
alegység elleni antitesttel végzett Western blot kisérletek azt mutattak, hogy az
aktivitas emelkedéssel parhuzamosan az 6ssz-PP2A-C szint is megndvekedett a
fass homozigota mutansokban (Fiiggeléek Fl/a. abra). A gyengébb fenotipusu
mutans (fass-15 HZ) esetében észlelt eltérések azért kiilondsen jelentdsek, mert
ezek nagyobb valdszintiséggel utalnak specifikus molekularis valtozasokra, nem
pedig a fass-5 HZ funkcidvesztéses genotipusra jellemzd sulyos fenotipusos
elvaltozdsok  kozvetlen  kovetkezményei. Az  eredményeinkbdl  arra
kovetkeztethetlink, hogy a FASS kulcsfontossdgii szabalyozéd egysége a PP2A
holoenzim aktivitdsanak.

A FASS nagyobb eséllyel 1ép kolcsonhatasba a katalitikus alegység I1-es
alcsalad tagjaival, a C3 vagy a C4 katalitikus alegységgel (Yoon et al., 2018). A
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c3c4 dupla katalitikus alegység mutans protein foszfataz aktivitds vizsgélata soran
szignifikans gatlast tapasztaltunk mind a teljes, mind a kiilon-kiilon mért protein
foszfatdz aktivitds mértékében a vad-tipushoz viszonyitva (/0. dbra), amit szintén
alatdmasztottak a Western blot kisérletek (Fiiggeléek Fl/a. dbra). Yoon ¢s
munkatarsai (2018) szintén csokkent PP2A katalitikus aktivitast tapasztaltak
Western blot kisérleteikben Arabidopsis thaliana PP2AC-3,4 VIGS (a PP2A-C3 és
-C4 egyidejii csendesitése, virus-indukalt géncsendesités) ndvényekben, ahol
szintén jelentds morfologiai elvaltozasokat idézett eld a mutacio (Yoon et al.,
2018). RT-PCR vizsgalatok alapjan a T-DNS inszercidval eldallitott c3c4 dupla
mutansban a PP2A-C3 teljes hosszusagi mRNS szintje igen alacsony, mig a PP2A-
C4 alegység teljes hosszusagu mRNS-e nem detektalhatod (Spinner et al., 2013). Ez
arra utal, hogy a katalitikus alegységek koziil a C3 és C4 fehérjék expresszidja
rendkiviil alacsony a mutansban, és a jelen 1évd fehérjék funkciondlisan nem
aktivak. Ennek megfelelden a vizsgalatunkban kimutatott alacsony PP2A aktivités
a funkcionalis PP2A-C3 és PP2A-C4 hianyanak tudhato be. Ami a PP1 aktivitas
jelentds csokkenését illeti c3c4 mutansban, egyeldre nem egyértelmii, hogy ez
kozvetleniil a megvaltozott funkciéja PP2A-C3/C4 alegység kovetkezménye, vagy
inkabb egy kozvetett hatds, amely a mutansra jellemzd fenotipusos és élettani
elvéltozasokkal fiigg Ossze.

Szamos olyan természetes vegyiilet Iétezik, amelyek rendkiviil hatékonyan
gatoljak a PPP csaladba tartozd protein foszfatazokat. Ezek kiilonb6z6 dkologiai
szerepet tolthetnek be, de human mérgezéseket is okozhatnak. Ilyen példaul a
mikrocisztin-LR mellett az okadainsav, a tautomicin, a kalikulin A vagy a
kantharidin (MacKintosh & Diplexcito, 2010). Ezek a vegyiiletek rendkiviil
hasznosnak bizonyultak a foszfatdzok specifikus osztalyainak in vitro és in vivo
kiilonb6zd hatdsainak elemzésében, mivel allati és ndvényi sejtek is kdnnyen
felvehetik ezeket a molekuldkat. A kalikulin A és az okadainsav gatolja mind a PP1
és PP2A foszfatazokat, de hatastalanok a PP2B (nagyon kis koncentracioban
gatolhatja) és a PP2C foszfatazokkal szemben. Az okadainsav erdsen gatolja a
PP2A-t, mig a PP1-et csak 10-100-szor nagyobb koncentracioban befolyasolja. A
kantharidin csak a PP2A-t gatolja, masokat nem. A kalikulin A és a mikrocisztin-
LR azonos hat4sossaggal gatolja a PP1-et és a PP2A-t, mig a tautomicin a PP2A-
nal 0tszor kisebb koncentracidban gatolja a PP1-et. Ezeket a reagenseket hatékony
eszkozként alkalmaztak ezen enzimek sejtfunkcidinak meghatarozéasara kiilonféle
emlds €s ndvényi sejtekben (Smith & Walker, 1996; Luan, 2003).

A mikrocisztin-LR (MCY-LR) specifikusan gatolja a PP2A ¢és PPl
aktivitasat szinte minden vizsgalt organizmusban in vitro és in vivo egyarant
(MacKintosh & Diplexcito, 2010; Mathé et al., 2016), ami a korabban végzett
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kisérletek alkalmaval is megfigyelhetd volt mustar, nad és 10bab
modellnévényekben (Mathé et al., 2009, 2013b; Garda et al., 2018), illetve ladfi
esetén a hipokotilban és a kloroplasztiszban (Mathé et al., 2024). Azonban a mi
kisérleteink azt mutattdk, hogy viszonylag rovid tavu kezelés utan (24 ora) a
mikrocisztin kizardlag a PP2A aktivitasat gatolta szignifikansan a vad-tipusa A.
thaliana 0t napos egész csirandvényekben és gyokérben egyarant (/1. dabra). A
gyokerek érzékenyebbek voltak a toxinra, hiszen ez esetben mar a kisebb
koncentracioju, 0,05 uM MCY-LR szignifikans gétlo hatast fejtett ki (/1/d-e. dbra),
valtott ki szignifikans csokkenést (/1/a-b. abra). Ebbdl kovetkezik, hogy a MCY-
LR kivalo6 eszk6z a PP2A funkcioinak vizsgalatara ludfiiben. Col0 esetében a MCY-
LR nem okozott ROS szint novekedést és ezaltal oxidativ stresszt, amit Freytag és
munkatarsai (2023) detektaltak 24 oras kezelés kdvetkeztében DCFH-DA festéssel,
mellyel kimutathat6 a teljes ROS tartalom (Freytag et al., 2023). Hosszabb, 48 oras
kezelés hatasara sem novekedett meg az intracellularis ROS tartalom a vad-tipust
novényekben a gyokércstics merisztéma sejtekben (Garda et al., 2025). igy a MCY-
LR altal kifejtett hatasok specifikusan a foszfataz gatlas kovetkezményei lehetnek,
nem pedig altalanos stresszreakciok és a tovabbi megfigyelt valtozasok is szintén
ehhez a célzott biokémiai hatdshoz kothetok.

A PP2A mutansokban kiilonbozo hatast fejtett ki a cianotoxin, altalaban
nagyobb koncentracioban erdteljesebb hatds érvényesiilt. A c¢3c4 katalitikus
alegység mutdns esetében a toxin tovabb gatolta a PP2A aktivitasat, igy
valoszintileg a mikrocisztin gatolta a tobbi katalitikus alegység mukodését is (71/b.
abra). A B” regulator alegység mutansok esetében a MCY-LR gatlo hatasat
tapasztaltuk a PP2A aktivitasra nézve (/2/b. abra), majdnem olyan mértékben, mint
a Col0 novényekben (/1/e. dbra), annak ellenére, hogy a fass mutans kontroll
novények protein foszfatdz aktivitisa magasabb volt (/0. abra). Ez szintén azt
mutatja, hogy a toxin hatékonyan befolydsolja a PP2A miikodését a fass
mutansokban is. Azonban a PP1 aktivitasat csak a fass-5 HZ esetében gatolta a
mikrocisztin szignifikansan (/2/c. dbra). Ez a mutans erételjesebb fenotipikus
elvaltozasokat mutat, igy ez érzé¢kenyebb kiilonféle stresszhatasokra szubcellularis
szinten, ahogy azt Juhasz é¢s munkatarsai (2023) is detektaltak (Juhasz et al., 2023).
Ezért arra kovetkeztethetiink, hogy a MCY-LR altal okozott PP1 gatldas nem all
kozvetlen sszefliggésben a FASS-C3/C4 interakcié megvaltozasaval.

Szamos tanulmany igazolta, hogy a protein foszfatazok — kiilondsen a PP1
¢s PP2A — kulcsszerepet jatszanak a sejtosztodas szabalyozasaban. A PP1 fontos
szerepet tolt be az eukaridta sejtekben a metafdzis-anafazis atmenet
szabéalyozasaban. Allati sejtekben a PP1 gatlasa metafazisos blokkot idézett eld,
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azonban a hiszton H3 foszforilaciojaban, illetve a mitotikus ors6 organizacidjaban
nem tapasztaltak eltérést (Fernandez et al., 1992), mig sarjadzé ¢€lesztOben az
aktivitasa sziikséges az orso ellenérzé pont (SAC) inaktivalasdhoz (Pinsky et al.,
2009). Allati sejtekben a PP2A-B56 szabalyozza a sejtosztodas kulcsfontossagl
folyamatait, beleértve a kromoszomak kondenzacidjat ¢és kohézigjat, a
mikrotubulusok kapcsolodasat a kinetokor régidhoz, az orsd ellenérzé pont
inaktivalasat, valamint az anafazis-promoteald (APC/C) komplex aktivalasat (Oh
et al., 2025). A mitézis soran a fehérjek foszforilacidja és defoszforilacioja
biztositja a sejtosztodas eseményeinek pontos 1dOzitését; a mitotikus belépéshez
nagymértékil fehérje foszforilacio, mig a kilépéshez ezen fehérjék defoszforilacidja
sziikséges. Ez utobbi folyamatban fontos szerepe van a PP2A-B55-nek, amelynek
mitotikus  eldrehaladasban betoltott funkcidjat elészor Xemopus petesejt
kivonatokban mutattak ki, ahol gatlasa felboritotta a ciklin/CDK-komplexek
aktivitasdnak iddzitését a sejtosztodas elején €s igy a mitdzis menetét (Mochida et
al., 2009; Lacroix et al., 2022).

Novényekben még kevésbé ismert a PP1 vagy PP2A szabélyozé szerepe a
mitozis 1dozitésének szabalyozdsaban. Azonban lathattuk, hogy szamos
novényfajban mikrocisztin kezelés hatdsara a PP2A és PP1 gatlas ala keriil, ami
befolyasolja a metafazis-anafazis atmenetet és késleltette a mitozis eldremenetelét
(Mathé et al., 2009; Beyer et al., 2012; Mathé et al., 2013b; Garda et al., 2016,
2018). Ezenkiviil dohdny BY-2 sejtekben az okadainsav profazisos blokkot idézett
el6, ami a PP2A aktivitas gatlasnak volt kdszonhetd (Zhang et al., 1992).

A korabbi modellndvényekkel végzett kisérletek utan (Mathé et al., 2009;
Beyer et al., 2012; Mathé et al., 2013b; Garda et al., 2016, 2018) arra szamitottunk,
hogy a foszfatdz mutansok és/vagy a gatld kezelések stlyos zavarokat idéznek el
a mitotikus apparatusban, gatoljak, sét akér teljesen blokkoljadk a mitozist. A
kontroll genotipusok Gsszehasonlitdsa soran szignifikans mitotikus aktivitasbeli
gatlast tapasztaltunk a fass-5 HZ és a c3c4 foszfataz mutans ndvényekben (/3.
abra). A fass-5 HZ esetében ez egyiitt jart a korai osztodasi fazisban tapasztalt
mitotikus blokkal, vagyis a korai fazisokban 1év6 sejtek aranya joval magasabb volt,
mint a Col0 névényekben (1/3/b. dbra), azonban az enyhébb fenotipikus elvaltozast
mutatd fass-15 HZ esetében nem tapasztaltunk erds mitotikus gatlast. Arra
kovetkeztetiink, hogy a FASS szerepet jatszik a mitozis kezdetének a
szabalyozasaban, azéltal, hogy fenntartja a protein foszfatdzok aktivitasanak
normal szintjét, hisz a PP2A ¢és a PP1 aktivitdisanak a megemelkedése a fass
mutansokban (/0. abra) mitotikus blokkokat idézett eld (/3/b. dbra). Ezzel
szemben a c3c4 mutdnsban a mitozis gatlasa a foszfataz aktivitas csokkenésével és
a PP2A szintjének mérséklodésével jar (/0. dabra), de nem vezet mitotikus
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blokkokhoz (/3. abra). Az 6sszes altalunk vizsgalt mutans novényben hidnyzik a
preprofazisos koteg (PPB) (Spinner et al., 2013). Mivel a c3c4 mutansban nem
tapasztaltunk korai mitotikus blokkot, igy feltételezhetd, hogy a PPB hidanya nem
akadalyozza az atmenetet a mitdzis korai és a kései fazisai kozott ludfiiben, illetve
a fass mutansokban tapasztalt mitotikus blokk sem kothetd kozvetleniil a PPB
hianyahoz. A dupla katalitikus alegység mutans esetében Spinner €¢s munkatarsai
(2013) sem detektaltak mitotikus blokkokat (Spinner et al., 2013). Osszességében
a FASS szerepet jatszhat a mitozis meginduldsanak a szabalyozaséban, de ez nincs
kozvetlen Osszefiiggésben a PPB kialakuldsanak a szabalyozasaval.

A protein foszfataz gatlas (/1/d-f. abra) mellett a MCY-LR a mitdzist is
gatolja a vad-tipusu A. thaliana gyokércsucs merisztéma sejtjeiben (/4. dbra). A
cianotoxinnal kezelt Col0 novényekben 0sszefliggés figyelhetd meg a PP2A ¢és a
mitotikus aktivitas kozott. Erdekes modon a kisebb koncentracioju (0,05 pM)
mikrocisztin erételjesebb hatast fejtett ki a mitozisra, mint az 1 uM MCY-LR (/4/a.
abra), annak ellenére, hogy a PP2A foszfatdz aktivitasat erételjesebben gatolta a
mutatjak, hogy a PP2A-C fehérje szint csokken az alacsonyabb (0,05 uM) MCY-
LR kezelés hatasara, mig 1 pM esetén nem torténik jelents valtozas, enyhén
megemelkedik a PP2A-C szintje (Fiiggelék F1/b. abra). Ez arra utalhat, hogy a
mikrocisztin-LR alacsonyabb koncentracioban megzavarja a protein foszfataz
aktivitas és expresszid kozotti egyensulyt, mig magasabb koncentracidoban a gatlo
hatast a PP2A szint fenntartasa részben ellensulyozhatja. Korabbi vizsgalatok rizs
¢s uborka csirandvényekkel kimutattdk, hogy a protein foszfataz aktivitdsanak a
szabalyozasa — elsOsorban a foszfatazokat kodolé gének fokozott expresszidja
révén — fontos szerepet jatszik a mikrocisztinnel szembeni tolerancia
kialakitdsdban. Rizslevelekben magasabb szintli PP2A katalitikus és regulator
alegység expressziot figyeltek meg, mikdzben a foszfataz aktivitds csak enyhén
csokkent. Ez arra utal, hogy a PP2A alegységek fokozott expresszidja szerepet
jatszhat az enzim aktivitasanak a fenntartdsaban és ezaltal a ndvény mikrocisztinnel
szembeni ellenallo képességének szabalyozasaban (Ma et al., 2023).

A PP2A mutans novényekben érdekes hatasokat valtott ki a MCY-LR a
mitotikus aktivitasra. A fass-5 HZ és c3c4 esetében latszolag novekedett a mitotikus
aktivitas 0,05 uM MCY-LR kezelést kdvetden (/4-15. dbra), azonban ez a fass-5
HZ esetében leginkdbb a korai mitotikus fazisban megfigyelhetd mitotikus
blokknak kd&szonhetd (/5/b. dbra), amely a szamitott mitotikus index
emelkedéseéhez vezetett. fass-15 HZ esetében mitotikus blokkok nem figyelhetok
meg ugy, mint az erdsebb fenotipusu fass-5 HZ esetében a kontroll novényekben
(13. dbra), azonban MCY-LR hatésara kisebb mértékii mitotikus blokk figyelhetd
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meg a kései osztodasi fazisban (15/c. dbra). Erdekes azonban, hogy hosszabb tavi
(48 oras) mikrocisztin kezelést kdvetden mar az enyhébb fenotipikus elvaltozast
mutato fass-15 HZ esetében is detektalhatunk korai osztodasi fazisban 1évo blokkot
(Garda et al., 2025). Ezek az eredmények tovabb erdsitik azt a feltevést, hogy a
FASS szabalyozé alegység hianya nem csupan a PP2A aktivitasara hat, hanem
ennél Osszetettebb folyamatokat is befolyasol. Ezenkiviill a C3/C4 és a FASS
alegységeknek specifikus hatdsuk lehet a mit6zis szabalyozasara a PP2A holoenzim
altalanos szerepeitdl eltéréen, ami tovabbi vizsgélatokat igényel a ndvényi
mitotikus szabalyozas mélyebb megértése érdekében.

Allati sejtekben a hiszton H3 foszforilacidja a szerin 10-es és 28-as
aminosavnal (phH3S10/S28) a kromoszéma kondenzacidval all 6sszefiiggésben,
mig ndvényi sejtekben ez a poszttranszlacios modositds inkabb a kromoszdéma
szegregacioban jatszik szerepet. Ezt Houben és munkatarsai (2007) igazoltak
hesperadin (Aurora kindz gatlo) kezelés kovetkeztében novényi sejtekben, hisz
kezelés hatdsira is normal kromoszéma kondenzéciot detektaltak a hiszton
H3S10/S28 foszforilacioja nélkiil is, ugyanakkor a hesperadinnal kezelt dohany
sejtekben gyakran lemarad6 anafazisos kromoszomakat figyeltek meg. Ebbol
kovetkeztethetd, hogy a hiszton H3S10/S28 foszforilacioja inkdbb a megfeleld
testvérkromatidak szegregacidhoz sziikséges novényi sejtekben (Houben et al.,
2007).

A vizsgalatainkban a Col0 esetében az irodalomban leirtaknak megfeleld
phH3S10 mintazatot detektaltunk (Houben et al., 2007), ahol a korai mitotikus
fazisokban novekszik a foszforilaci6 mértéke, majd a metafazis utan
defoszforilalodik a fehérje. A vizsgalt Arabidopsis thaliana mutans genotipusok
koziil a fass-5 HZ esetében tapasztaltunk erdteljes eltérést, ahol a phH3S10 szintje
a teljes mitozis alatt igen alacsony a Col0 és a tobbi mutdns genotipushoz is
viszonyitva (/6. dbra). Ez 0sszefiiggésben allhat a megnovekedett PP2A és PP1
aktivitasokkal, azonban a megfigyelt mitotikus blokkokat Onmagdban nem
indokolna az ilyen alacsony szintli phH3S10 szint. A gyengébb fenotipusu fass-15
HZ esetében szamottevo eltérést nem tapasztaltunk a phH3S10 szintjében a Col0-
hoz képest, bar némi valtozds detektalhatd, hasonldéan a c3c4 mutansokhoz.
Szignifikans hiszton H3 foszforilacié novekedést tapasztaltunk a c3c4 mutans
esetében a profazisban, illetve az anafazisban (/6. dbra) a PP2A ¢és a PPI
aktivitasanak gatlasaval parhuzamosan (/0. dabra), de mitotikus blokk nem
tapasztalhatd ennél a mutans genotipusnal (/3. abra). Az eredményeink alapjan
Osszefliggés lehet a foszfatdz aktivitas valtozas és a phH3S10 szintek kozott, de az
ludfiiben megfigyelt mitotikus blokkok és a hiszton H3 foszforilacioja kdzott nincs
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Osszefiiggés, vagy joval 0sszetettebb mechanizmusrol van sz, mint azt korabban
feltételeztiik.

A hiszton moédositasok szerepének részletesebb vizsgalatdhoz gyakran
alkalmaznak protein foszfatdz és kinaz gatlokat a kutatok, mert ezek eltéré modon
befolyasolhatjak a hisztonok foszforilacios allapotat (Manzanero et al., 2002;
Zhang et al., 2014). A mikrocisztin hatdsara mar tapasztaltunk korabbi kisérleteink
alatt hiszton H3 hiperfoszforilacidt Vicia faba (Beyer et al., 2012; Garda et al.,
2018) és Ceratophyllum submersum (Ujvarosi et al., 2019) esetében. Ezenkiviil mas
protein foszfatdz gatld szerekkel is vizsgéalhatjuk a hiszton H3 reverzibilis
foszforilacidjanak a szabalyozasat. Kantharidin kezelés kovetkeztében tobb kutato
is er6sen megndvekedett hiszton H3 foszforilacios szintet detektalt a profazistol a
telofazisig, ami végig kiterjed a kromoszéma karokra is (Manzanero et al., 2002;
Gernand et al., 2003).

Mikrocisztin  kezelést kovetéen A. thaliana Col0 ndvényekben a
foszforilacids mintazat nem valtozik, de szignifikdns phH3S10 szintbeli emelkedést
tapasztalhatunk a kései osztodasi fazisokban, azonban a telofazisra eltlinik a
fluoreszcens jel (1/7/a. abra). Ezzel parhuzamosan a MCY-LR a Col0 esetében
csokkentette a mitotikus aktivitast (/4. dbra) és gatolta a PP2A aktivitasat a gyokér
merisztéma sejtekben (/1/e. dabra), azonban mitotikus blokk tovébbra sem
tapasztalhatd. A mutans ndvények esetében is a mikrocisztin kezelés kovetkeztében
leginkabb phH3S10 szint ndvekedést tapasztaltunk dézis-fliggé modon. Ez arra
utalhat, hogy ezen specifikus alegységek miikodésének zavara az egész PP2A
holoenzim készlet aktivitasara hatdssal lehet, mivel a MCY-LR az 6sszes lehetséges
PP2A holoenzim kombinaciét gatolja.

Legmeglepdbb eredményt a fass-5 homozigéta foszfo-hiszton H3
vizsgéalata utdn kaptuk, ahol a mikrocisztin kezelést kdvetden a foszforilacios
mintazat helyreallt, vagyis a phH3S10 a vad-tipust névényekre jellemz6 modon
novekedett a korai osztodasi fazisokban, a csucsot a metafazisban érte el, majd a
jelintenzitas (18/b. abra). Ez az eredmény arra utalhat, hogy a PP2A inkébb csak
indirekt mdédon vesz részt a phH3S10 szintek szabalyozdsdban, mert a PP2A
foszfataz mutacidja a hiszton H3 foszforilaciojanak a csokkenéséhez vezetett (/6.
abra). Ez ellentétben all a vart eredményekkel, hiszen foszfatdz gatlas hatdséara
korabban hiperfoszforilaciot tapasztaltak novényi sejtekben (Beyer et al., 2012;
Garda et al., 2018; Ujvarosi et al., 2019). Az Aurora kinaz aktivitdsa — ami a hiszton
H3 foszforilaciojaért felel a szerin 10-es aminosavnal (Demidov et al, 2005;
Kawabe et al., 2005; Kurihara et al., 2006) — foszforilaci6o fiiggé modon
szabalyozott, ami egy konzervalt treonin aminosav maradékon megy végbe a kindz
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katalitikus doménjének aktivacios hurkdban (Walter et al, 2000). Ez a
foszforilacios hely megtaldlhatd az Arabidopsis thaliana Aurora kindzok
doménjében is (Kawabe et al., 2005). Eml6s sejtekben a PP2A aktivitasa eldsegiti
az Aurora kinaz inaktivaciojat (Carmena et al., 2009), kozvetleniil a kindz
defoszforilalasaval (Eyers et al., 2003) és kozvetve a PTTG1 (agyalapi mirigy
tumor transzformald gén 1) stabilizalasaval, ami egy Aurora kinaz inhibitor (Tong
et al., 2008). A vérakozasok ellenére a PP2A aktivitasa a fass mutaciot kdvetden
igen erdteljesen megemelkedett (/0. dbra), a Western blot kisérletekkel is
megndvekedett szintli PP2A-C fehérje szintet detektaltunk (Fiiggelék Fl/a. abra).
A fass-5 HZ kontroll ndvényeknél tapasztalt igen alacsony szintli phH3S10 szint
(16. abra) azért tapasztalhatd, mert a megndvekedett protein foszfataz aktivitas az
Aurora kinazt gatolhatja direkt defoszforilacioval, igy kozvetve befolyasolja a
hiszton H3 foszforilacids allapotat. Mikrocisztin kezelés hatasara viszont csokken
a PP2A aktivitas (/2. dbra), illetve ezzel parhuzamosan csokkent PP2A-C fehérje
szintet is megfigyeltiink (Fiiggelék F1/b. dabra). Arra kovetkeztetiink, hogy az
inhibitor gatolja azt a foszfatazt, ami az Aurora kinazt defoszforilalta. igy az Aurora
kinaz visszanyeri funkcionalitasat és képes foszforilalni a hiszton H3-at a szerin 10-
es aminosavnal a korai osztodasi fazisokban (22/b. abra).

Korabbi modellnévényeken a mikrocisztin jelentds kromatin és
citoszkeleton rendellenességeket idézett el6 (Mathé et al., 2009; Beyer et al., 2012;
Mathé et al., 2013b; Garda et al., 2016), mig ludfii esetében egyik vizsgalt
genotipusban sem figyeltiink meg hasonl6 elvaltozasokat. Bar a citoszkeleton
karosodasa gyakran ROS szint emelkedéshez kothetd, 16babnal inkabb a toxin altal
okozott foszfataz gatlas a o kivalto tényezo (Beyer et al., 2012; Garda et al., 2016).
Ludfliben tapasztalhatunk MCY-LR hatasara megemelkedett YH2A.X szintet, ami
az oxidativ stressz hatdsara bekdvetkezd dupla szalo DNS torések legelso jele,
illetve mutansok esetében fokozott ROS szint emelkedést, de ezzel parhuzamosan
antioxidans védekezés is aktivalodik: 24 ora utan né a szuperoxid dizmutaz (SOD)
fehérje tartalom (Freytag et al, 2023), 48 6ra utan pedig a peroxidaz (POD)
aktivitas (Garda et al., 2025). Mindez hatékony oxidativ stressz elleni védekezd
mechanizmusra utal MCY-LR kezelés kovetkeztében. Elképzelhetd, hogy az A.
thaliana sajatos molekularis jellemzdi, antioxidans rendszerei, vagy a mikrocisztin
felvételét és lebontasat befolyasold folyamatai miatt kevésbé érzékeny a toxin
okozta mikrotubulus és kromatin elvaltozasokra. Ezzel szemben mas ndvényfajok
esetében ezek a toxikus hatasok sokkal markansabban jelentkeznek.

A fass heterozigota (HeZ) nodvények vizsgalata soran a kontroll és
mikrocisztin kezelt mintdkban is megfigyelhetdek voltak sejtszintli elvaltozasok
(pl. megemelkedett PP2A aktivitas, hiszton H3 hiperfoszforilacio MCY-LR kezelés

87



PHD DISSZERTACIO DISZKUSSZIO

kovetkeztében), annak ellenére, hogy a minta Col0 és HeZ ndvények keveréke volt
(az adatokat itt nem mutatom be). Ez arra utal, habar a heterozigdta mutansok
fenotipusa nagyon hasonl6 a vad-tipusti ndvényekhez, a mutacio sejtciklus zavart
okoz, tovabb erdsitve a PP2A mitozisban betoltott szerepét és foszforilacio-fiiggd
szabalyozo funkcidjat.

A kutatasi projektiink masodik részében elemeztiikk a PP2A részvételét a
sejtosztodas folyamata alatt oxidativ stresszkoriilmények kozott (Kelemen et al.,
2024). Oxidativ stresszkoriilményeket eldidézve és protein foszfatdz mutans
novényeket vizsgalva, célunk volt feltarni a PP2A lehetséges kapcsolatat a ROS-
fliggd jelatviteli tvonalakkal és a sejtciklus oxidativ stressz alatti szabalyozasaval.
A kisérletek soran elsdsorban 4altalanos oxidativ stresszre adott valaszokat
figyeltiink meg, ¢és az eredmények nem szolgaltattak egyértelmii bizonyitékot a
PP2A kozvetlen szerepére (lasd roviden ,,Fiiggelék” fejezetben, illetve részletesen
a megjelent publikacioban). Osszességében a PP2A funkcidvesztéses mutansok
érzékenyebbek voltak az oxidativ stresszre, ami genotipus-fliggd modon eltérd
stresszvalaszokhoz vezetett. A vad-tipusi ndvényekben ¢és a fass-5 HZ
mutansokban apoptozis jeleit detektaltuk, emellett egyes mintakban korai mitotikus
blokkot ¢s erdteljes mitotikus gatlast is tapasztaltunk. Ezzel parhuzamosan a PP2A
aktivitisa nem valtozott oxidativ stresszkoriilmények kozott (mutacid altal
sulyosabban érinett mutansokban a PP1 aktivitdsa csokkent) és a phH3S10
szintekben sem volt szembetling eltérés oxidativ stressz hatdsara. Ez aldtdmasztja
azt is, hogy a mikrocisztin altal kivaltott elvaltozasok kizardlag a toxin protein
foszfataz gatlo hatasabodl ered és nem a ROS indukal6 hatasa miatt alakul ki.

Vicia faba esetében a MCY-LR kezelések nemcsak a PP2A, hanem a PP1
aktivitdsat is gatoljak (Garda et al., 2018). A lobab modellndvénnyel végzett
vizsgélatok arra utalnak, hogy mind a PP2A, mind a PP1 foszfatazok — valamint
ezek komplex kolcsonhatasai — szerepet jatszanak a hiszton H3 megfeleld
foszforilacios allapotanak fenntartdsaban, valamint a mit6zisba vald belépés és
kilépés szabalyozasaban (Beyer et al., 2012; Garda et al., 2018). Arabidopsis
thaliana esetében azonban a foszfatdz-mitdzis-hiszton foszforilacios Osszefiiggés
Osszetettebb. Habar a MCY-LR kezelések gatoljak a teljes PP2A holoenzim
allomanyt és novelik a phH3S10 szintet, nem okoznak mitotikus blokkot a Col0-
ban. Ha direkt kapcsolat lenne, akkor a l6babhoz hasonléoan a PP2A aktivitas
csOkkenése hiszton H3 hiperfoszforilaciot és korai mitotikus blokkot okozott volna.
A PP2A aktivitas novekedése pedig ellentétes hatést valtott volna ki.
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5.2. A hiszton H3 foszforilacio félautomata kvantifikalasa 3D-ben tovabbi és
még pontosabb szabalyozé folyamatot tar fel a sejtosztodas alatt

A franciaorszagi egyiittmiikodés (Université Paris-Saclay, INRAE,
AgroParisTech, Institut Jean-Pierre Bourgin for Plant Science (IJPB), Versailles,
Franciaorszag) alkalméabol Dr. David Bouchez és SPACE (Spatial Control of Cell
Division) kutatocsoportja kozremiikodésével kifejlesztettiink egy uj képelemzési
modszert, amely lehetdvé teszi a phH3S10 szint preciz mérését 3D-ben a gyokér
merisztéma o0sztdodd sejtjeiben. A modszer magéba foglalja a konfokalis
mikroszkopizalas alkalméval tapasztalhaté Z-mélység jelerdsség csokkenés
korrekciot, mely lehetévé teszi a még kisebb eltérések értékelését kiilonbozo
genotipusok ¢€s kezelések kozott. A modszer egyik f6 elonye, hogy lehetové teszi a
dinamikusan valtozd ¢s a sejtciklus fazisokra specifikus hiszton H3S10
foszforilacios jelek részletes vizsgalatat és kvantifikalasat.

Konfokalis mikroszkopiat alkalmaztunk a H3S10 foszforilacios jel
haromdimenzios rogzitésére és elemzésére. A 3D képek rogzitésével lehetdségiink
nyilt a phH3S10 jel teljes térbeli integralasara minden egyes sejtben, ami jelentdsen
novelte a mérés pontossdgat a hagyomanyos 2D elemzésekhez képest, amit a
korabbi kisérletek alkalméval is hasznaltunk a Debreceni Egyetemen végzett
kutatdsok alatt (Beyer et al., 2012; Garda et al., 2018; Ujvarosi et al., 2019;
Kelemen et al., 2024). Olyan elemzési folyamatot dolgoztunk ki, amely lehetové
teszi a dinamikusan valtozo és a sejtciklus fazisokra specifikus hiszton H3S10
foszforilacios jelek részletes vizsgalatat és kvantifikalasat mindezt teljes 3D-ben (a
teljes gyokér merisztémaban). A modszer a nyilt forraskoda Fiji programban
(Schindelin et al., 2012) futtathatd, igy a kutatdé kozonség szdmara szabadon
hozzaférheto.

A modszer kifejlesztése kozben a legnagyobb kihivast a Z-mélységgel
aranyos jelintenzitds csokkenés jelentette. ElsOként a jelintenzitas csokkenés
kompenzalasara klasszikus modszereket probaltunk alkalmazni, mint példaul a Fiji
programba beépitett ,,Attenuation Correction” plugint (Biot et al., 2008), ami egy
hattér alapu korrekcids eljaras. Azonban ez olyan feltételeket igényel, amelyek a mi
esetiinkben nem valosultak meg, mert a phH3S10 esetében a hattér megbizhatdan
alacsony ¢s alland6, mig a detektalni kivant objektumok szama alacsony és
intenzitasa valtozo, igy szort eredményeket adhat ez a modszer. Probaltuk a ,,Bleach
Correction” plugint (Miura, 2020), ami egy aranyositdsi modszerre ¢épiild
korrekcids bovitmény, azonban ez egy olyan referenciat igényel, ami stabil marad.
A mi esetiinkben nem volt ilyen megbizhatd referencia marker. Ahhoz, hogy a
DAPI vagy egyéb mas jelolés, mint példaul a mikrotubulusok belsé kontrollként
szolgalhasson, mélység szerinti csokkenésének hasonlé mintdzatot kellene
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mutatnia, mint a phH3S10 jelé, és intenzitdsanak allandonak kellene maradnia a
sejtciklus soran. Azonban egyik feltétel sem teljesiilt.

Az altalunk kifejlesztett MCorr mddszer — Z-mélységgel Osszefiiggd
jelerdsség csokkenés korrigalasara — az egyes képek analizisén alapul, amely sordn
a legstabilabb (jelen esetben metafazisos) objektumokat valasztjuk ki, majd ennek
segitségével szamoljuk ki a jelerésség csokkenés korrekcios meredekségét. A
modszer egyetlen feltétele, hogy a vizsgalt bioldgiai strukturdk szegmentéalassal
megbizhatoan elkiilonithetdk legyenek. Az MCorr médszerrel végzett korrekciok
hatékonyan csokkentett¢ék az objektumok szoérdsat és igy a 95%-os konfidencia
intervallum (CI95) csokkenését, kiillondsen a kései profazis, prometafazis és
metafazis soran detektalt jelek esetében (20/c. és 23. dabra). Az MCorr modszer
emellett rendkiviil hatékony az egyenldtlen eloszlasti objektumok (24. dbra) miatt
létrejove jelintenzitas korrigdlasdban is a 3D ,,Z-stack”-en beliil, hiszen az
objektumok véletlenszeri, egyenetlen eloszldsa a biologiai mintakban
befolyasolhatja a phH3S10 jelintenzitds pontos mérését, igy torzithatja a mért
eredményeket. Amig a nyers adatok nem mutattak szignifikans kiilonbséget példaul
a vad-tipusu és a2/a3 mutans névények kozott a prometafazisban, addig a korrekcio
utan szignifikans kiilonbségeket detektaltunk a foszforilacidés szint pontosabb
elemzésébdl kifolyolag (23. dabra). Sikeriilt kikiiszobolni a Z-mélységbeli
eltérésekbdl eredd térbeli variabilitast is, igy a phH3S10 fluoreszcens jel mérése
soran a kapott értékek kizarélag az idébeli valtozasokhoz, vagyis a sejtciklus
elérehaladdasdhoz kotheték. Ez lehetévé tette, hogy a sejtciklus fazisaihoz
kapcsolodd valddi kiilonbségeket mérjik, fliggetleniil a mélységbdl adodo
jelintenzitas csokkenésétol. Ennek eredményeként ez a modszer lehetdvé tette a
biologiai kezelések vagy genotipusok kozotti kisebb kiillonbségek kimutatasat is,
jelentdsen megnovelt statisztikai érzékenységgel. Az MCorr mddszer eredetileg a
metafazisos objektumok Z-mélység menti jelcsokkenés becslésére lett kifejlesztve,
alkalmas viszont arra is, hogy a jelerésség korrekciot az dsszes objektum alapjan
elvégezze. Ez olyan esetekben alkalmazhatd, amikor példaul a sejtosztodas mértéke
rendkiviil lecsokken — ahogyan az altalunk tanulmanyozott erds fenotipikus
elvéltozasokat mutatd mutansok esetében is (25. dbra) — igy nem all rendelkezésre
elegend6 metafazisos sejt a korrekcio kiszamitasara. A mindkét 6sszehasonlitasban
szerepld kontroll Col0 mintak korrekcid utan (csak a metafazisos sejteken alapulva
vs. az Osszes sejtet figyelembe véve) nagyon hasonlod értékeket mutattak (23/a. és
25. abra), ami arra utal, hogy bar varhat6an kevésbé pontos az dsszes objektumon
végzett korrekcio, hasznos alternativa lehet, ha a metafazisos sejtek szama nem
elegend6 az MCorr modszer alkalmazasahoz.
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A mitotikus fazisok pontos meghatarozdsdhoz mikrotubulus jelolést is
alkalmaztunk, amely lehetové teszi a phH3S10 jel dinamikajanak preciz kovetését
a mitdzis soran. Az els6 phH3S10 jel a korai profazisban jelenik meg a
centromerekben, ahol a preprofazisos koteg (PPB) mar teljesen kialakult (22/f.
abra). A Col0 esetében a legmagasabb foszforilacios szintet mar a kései profazisban
eléri, fennmarad metafazisig, majd a testvérkromatida szegregacidval csokkenni
kezd a phH3S10 jel intenzitasa (26. dbra). Mikorra a fragmoplaszt megjelenik
(telofazisban), a phH3S10 jel mar teljesen eltlinik (22/1. abra). Az interfazisos
sejtekben nem detektaltunk phH3S10 szintet ellentétben az allati sejtekben vagy a
differencidlodott dohany mezofillum sejtekben megfigyeltekkel (bar nagyon
alacsony szintli) (Hendzel et al., 1997; McManus & Hendzel, 2006; Granot et al.,
2009; Sawicka & Seiser, 2012).

A mikrotubulus és foszfo-hiszton H3 egyiittes jelolése lehetové tette, hogy
a profazisban két kiilon kategoriat kiilonitsiink el a mikrotubulusok szervezdodése
alapjan. Ezt korabban nem tudtuk megtenni, kizarélag a foszfo-hiszton H3 és DAPI
jel alapjan kategorizaltuk a fazisokat, a korai osztddasi fazis soran nevezetesen:
profazis-prometafazis-metafazis. Ezekben a kisérletekben azt lathatjuk, hogy a
phH3S10 jel intenzitas maximumat csak a metafazisban éri el, nem hamarabb (/6.
dabra). Noha a mikrotubulus és phH3S10 egyiittes jelolése iddben pontosabban
elkiiloniti a sejtosztodas eldremenetelét és mélyebb betekintést nyujt a kiilonb6zo
phH3S10 dinamika alakuldsaba, a franciaorszdgi mérések csupan egy biologiai
ismétlésen alapultak. Ezek célja elsdsorban az (1j modszer miikodésének a tesztelése
volt, amivel az irodalomnak megfeleld foszforilacidés mintazatot detektaltunk, igy
moddszeriink alkalmas a tovabbi elemzésekre. Tovabbi kisérletek segithetnek
tisztazni a Debreceni Egyetemen és az INRAE Kutatokdzpontban tapasztalt
eltérések hatterét €s pontosithatjak az eddigi ismereteinket a reverzibilis hiszton H3
foszforilacio alakulédsarol a sejtciklus soran. Hasonld helyzet all fenn a sejtosztodas
késdbbi szakaszaiban is, ahol Debrecenben a mikrotubulus jel6lés hidnyaban nem
tudtuk azonositani a fragmoplasztot, igy a kései anafazis €s korai telofazis
kategoriakat kizarélag a phH3S10 és a DAPI jelek alapjan allapitottuk meg.

A kisérleteket a vad-tipusu Arabidopsis thaliana mellett kiilonb6zd
genotipust PP2A mutansokkal is elvégeztiik, amelyeket a mutacio eltéré mértékben
érintett. Az a2a3 dupla A ,scaffolding” alegység mutansok fenotipikusan nem
mutatnak valtozast a Col0-hoz hasonlitva, azonban a phH3S10 jelintenzitas
mértéke mar ennél a mutansnal is szignifikdnsan csokkent (23/a. dbra). A mutacid
er6sebb morfologiai elvaltozast okozott az ala3 és c3c4 mutans ndvények esetében,
illetve ebbdl addéddan a gyokér merisztéma sejtekben is kevesebb o0sztodo sejt
detektalhatd. A Col0-hoz viszonyitva ezekben a mutansokban is szignifikdnsan
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csokkent a hiszton H3 foszforilacios szintje (25. dbra). Ezek az eredmények azt
mutatjak, hogy a PP2A aktivitasa sziikséges a hiszton H3 foszforilaciojanak
aktivalasdhoz. A PP2A mutacidja miatt bekdvetkezo jelentés phH3S10 csokkenés
ez esetben is tovabb erdsiti azt a feltevést, miszerint a PP2A indirekt szabalyozza a
hiszton H3 defoszforilaciojat az Aurora kindzok altal (lasd el6z6 alfejezet —
phH3S10 eredmények targyaldsa).

Fontos megjegyezni, hogy a ¢3c4 mutans ndvényekben a 2D elemzési

moddszer nem mutatott ilyen erdteljes elvaltozasokat, illetve ez esetben a phH3S10
szintje inkdbb emelkedett a profazisban €s anafazisban (/6. dbra). A kiilonbség
nagy valoszinliséggel onnan szarmazik, hogy a 3D kiértékelési modszerrel végzett
kisérletek csupan egy bioldgiai ismétlésben lettek megismételve, illetve a két labor
kortilmény kozott is eléfordul eltérés. Azonban a c3c4 gyokér a mutacid hatasara
sokkal vaskosabb, igy egy-egy gyokér felvétele soran sokkal tobb képszelet késziilt.
Lehetséges, hogy a természetes fluoreszcencia szint csokkenés ezekben a mutans
novényekben sokkal variabilisabb, igy a korrekcidos modszer alkalmazasa feltarhat
még kisebb eltéréseket is. Az eredmények tisztdzdsa érdekében tobb biologiai
ismétlés szamban elvégzett kisérletek mélyebb betekintést nyujthatnak a PP2A
egyes alegységeinek pontos szabalyozd szerepérél a reverzibilis hiszton H3
foszforilacidja soran.

A PP2A - a C3/C4 és a FASS Kkatalitikus alegység holoenzim
kombinécioban — a TTP (TONI1-TRM-PP2A) foszfataz komplex része, ami a
kortikalis mikrotubulusok szabalyozdsdban jatszik szerepet a sejtosztddas alatt
(Spinner et al., 2013; Bouchez et al., 2014; Schaefer et al., 2017). ATRM6-TRM7-
TRMS fehérjékrdl mar ismert, hogy fontos szerepet jatszanak a PPB kialakitasaban.
Ennek ellenére a #rm678 tripla mutdns csupan csak enyhébb fenotipikus
elvaltozasokat mutat a vad-tipusu modellnovényhez képest (Schaefer et al., 2017).
A kutatasok alatt kivancsiak voltunk, hogy a reverzibilis hiszton H3 foszforilacio
szabalyozasaban részt vesz-e a TTP komplex mas alegysége is. A #rm678 tripla
mutans novényeket vizsgalva is azt kaptuk, hogy a phH3S10 szintje szignifikansan
csokkent a Col0-hoz viszonyitva (23/a. dbra). A ndvényi morfogenezis a
sejtosztodds pontos irdnyanak és sebességének a szabalyozésatol fligg. Tobb
elmélet is 1étezik arra vonatkozdan, hogy a névényi sejtek hogyan hatarozzak meg
az osztddasi sikot, melyek koziil van, amelyik dsszetett cellularis mechanizmuson
alapul, magéba foglalva a sejtmag és a citoszkeleton szerepét. A legtijabb kutatasok
szerint a PPB inkdbb az osztddasi orsé kialakitasaban jatszik szerepet, nem pedig
kozvetlenlil az osztédéasi sik meghatarozasaban. Az interfazisos mikrotubulus
halézatbol a PPB kialakuldsdhoz citoszkeletalis atrendezddések sziikségesek,
amelyeket mikrotubulus-asszocialt fehérjék (MAP), aktin filamentumok ¢és ciklin-
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fiiggd kinazok (CDK) szabalyoznak, bar a molekularis kapcsolatok a sejtciklus
szabalyozoi és a citoszkeleton komponensei kézott még nem teljesen ismertek
(Bouchez et al., 2024). A TTP komplex szerepe a reverzibilis hiszton H3
foszforilacio szabalyozéasaban varatlan, ez az elsd olyan alkalom mikor kimutattuk,
hogy ennek a multiprotein komplexnek nemcsak a kortikalis mikrotubulus
szabalyozasban lehet szerepe, hanem a kromoszéma kontrollban is a sejtosztodas
alatt. Ezek az eredmények utalhatnak az interfazisos és a mitotikus mikrotubulus
haloézat kozotti 0sszefliggésre, valamint a PPB szabalyozo szerepére az osztddasi
ors6 kialakitasa sordn (Bouchez ef al., 2024).

A kiilonbozo feltételek kozott detektalhatd eltérések érdekében a vad-
tipust Arabidopsis novényeket hesperadinnal kezeltilk. Az Aurora kinazok egy
szerin/treonin kinaz csaladot alkotnak, amelyek aktivitdsa a sejtosztodéas soran éri
el a csticspontjat és szdmos folyamatot szabalyoz foszforilacio révén (Demidov et
al., 2005; Kawabe et al., 2005). A hesperadin egy ATP-kompetitiv gatloszer, amely
allati és novényi sejtekben is hatékonyan blokkolja az Aurora kindz aktivitasat
(Hauf et al., 2003; Kurihara et al., 2006). Ahogy varhaté volt, ez az inhibitor
erételjesen befolyasolta a mitotikus aktivitast, illetve a hiszton H3 foszforilaciojat
(Kurihara et al., 2006, 2008; Demidov et al., 2009). 1 uM hesperadin kezelés
kovetkeztében a phH3S10 szint drasztikusan lecsokkent (75%-kal) a gyokér
merisztéma sejtekben (26. abra). Azonban a korai profazisban 1évé sejtek phH3S10
szintjét nem befolyésolta a kezeletlen ndvényekhez képest, ami egy eddig még nem
azonositott kinaz jelenlétére utalhat, amely a sejtosztddas ezen korai szakaszdban
felelos lehet a H3S10 foszforilaciojaért vagy a hesperadin még nem befolyésolta az
hesperadin mar olyan mértékben gatolta a sejtosztédast, hogy 0sztddo sejtet szinte
nem is talaltunk 6t napos ludfli csirandvényekben (Fiiggelék F2/a. abra), azonban
az egyes mitotikus fazisok relativ gyakorisdga még ilyen alacsony osztddasi szint
ellenére is tobbnyire valtozatlan maradt (Fiiggelék F2/b. abra). A dohany BY-2 és
ludfi sejtkulturak kevésbé érzékenyek a hesperadinra, mint az 4. thaliana gyokér
merisztéma sejtek, mert 5 pM hesperadin kezelés kovetden ezekben a
sejttenyészetekben latszolag nem befolyasolta a mitotikus aktivitdst a drog és
detektalhatd volt a hiszton H3 foszforilacié (Kurihara et al., 2006; Demidov et al.,
2009).

Az altalunk kidolgozott elemzési mddszer lehetvé teszi a hiszton H3S10
foszforilacio pontos kvantifikalasat és elséként nyljt nagy felbontdsu betekintést e
jel mitdzis alatti dinamikajaba névényi sejtekben. A mikrotubulusokat ¢s phH3S10-
t célzo ellenanyagok kombindlt alkalmazasaval a mitozis Osszes fazisat
egyértelmiien azonositani tudtuk. Igény esetén a sejtciklus pontosabb kdvetésére
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tovabbi markerek is bevonhatok. Ez az 1j megkdzelités lehetové teszi finom, de
megbizhato kiilonbségek kimutatasat genotipusok vagy kezelések kozott, izgalmas
lehetdségeket nyitva a hiszton foszforilacio szabalyozasat vizsgald kutatasokban,
kiilondsen Arabidopsis thaliana modellrendszerben, ahol gazdag genetikai
eszkoztar all rendelkezésre.
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6. OSSZEFOGLALAS ES TOVABBI TERVEK

A disszertaciom kdzéppontjaban a foszforilacio-fiiggd hiszton H3 dinamika
vizsgalata allt a mitozis alatt. Mar ndvények esetében is ismert, hogy a mitdzis
elején a hiszton H3 foszforilaciojaért az Aurora kinaz a felelds, azonban a
testvérkromatida szegregaciot kovetden a hiszton H3 defoszforilaciojaért felelds
protein foszfatazrol még kevesebb informacionk van.

A PP2A a sejtciklus szabdlyozasdban betoltott szerepe miatt az egyik
legjelentdsebb foszfatdznak bizonyult (Wlodarchak & Xing, 2016). Szamos
tanulmany foglalkozik a PP2A sejtosztddasban betoltott szerepérdl allati €s human
sejtekben, melyek szerint a PP2A aktivitdsa befolydsolja a hiszton H3
foszforilaciojat (Nowak et al, 2003; Huang et al., 2005). Emellett a PP1
kulcsfontossagli szerepet jatszik a G2/M, illetve metafazisbol anafazisba torténd
atmenet szabalyozasaban (Fernandez et al., 1992; Pinsky et al., 2009; Wlodarchak
& Xing, 2016). Ezenkiviil allati sejtekben a mitozis végén egy PP1 komplex
tavolithatja el a foszfatcsoportokat a hiszton H3-r61 (Gil & Vagnarelli, 2019).

Korabbi tanulmanyok szerint a novényekben csakugy, mint mas eukariota
szervezetekben a PP1 is kulcsszerepet tolt be a hiszton H3 defoszforilacidjaban,
ugyanakkor a PP2A esetleges szerepét is felvetették ebben a folyamatban
(Manzanero et al., 2002; Beyer et al., 2012; Garda et al., 2018). A protein foszfataz
gatld szerekkel torténd kisérletek alatdimaszthatjadk ezt, de kiilonb6zé PP2A
inhibitorok valtoz6 eredményeket adtak (Manzanero et al., 2002; Houben et al.,
2007; Beyer et al., 2012).

A mikrocisztin-LR (MCY-LR) egy cianobakterialis hepatotoxin, amely
gatolja a PP2A ¢és PP1 enzimek mikodését, valamint fokozza az intracellularis ROS
termelést, oxidativ stresszt okozva (MacKintosh & Diplexcito, 2010). Stabil
vegyiiletként honapokig megmaradhat a vizterekben, és 0Ontozdvizzel a
taplaléklancba is bekeriilhet, vesz€lyt jelentve az emberi egészségre. A szennyezett
viz a mezdgazdasdgi novények nodvekedését is karosithatja, mivel a toxin
felhalmozodésa gatolja a normal fizioldgiai és biokémiai folyamatokat (Jiang et al.,
2024). A cianotoxinok szubcelluldris hatdsainak feltarasa hozzajarul a
hatasmechanizmus pontosabb megértéséhez ¢és a védekezési stratégidk
kialakitasdhoz (Mathé et al., 2021).

Kutatdsunk célja a PP2A szerepének feltardsa volt a mitozis
szabalyozasaban, kiilonds tekintettel a mitotikus aktivitds, a foszfataz aktivitas és a
hiszton H3 foszforildcid kozotti dsszefliggésekre. Vizsgélatainkhoz vad-tipust
Arabidopsis thaliana (Columbia Okotipus) mellett olyan PP2A mutansokat
hasznaltunk, amelyekben a C3 és C4 katalitikus alegységek, illetve a FASS B”
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regulator alegység milkodése sériilt. A PP2A funkcidjanak mélyebb megértése
érdekében MCY-LR kezelést is alkalmaztunk, mivel ez a cianotoxin specifikusan
gatolja az 0sszes PP2A holoenzim komplexet, igy lehetdség nyilt a kiilonb6zo
foszfatazok kozotti esetleges funkcionalis kompenzéciok vizsgélatara is. Emellett
az MCY-LR alkalmazasa alkalmat adott a toxin farmakoldgiai hatdsainak
feltérképezésére is ludfii modellndvényben.

Arabidopsis thaliana esetén megallapithattuk, hogy a foszfatdz-mitdzis-
hiszton foszforilaci6 szabalyozas kapcsolata Osszetett folyamat ¢€s tovabbi
vizsgélatok sziikségesek a pontosabb 0Osszefiiggések ¢€s mitotikus ellendrzd
folyamatok megértéséhez. Az eredményeink alapjan a hiszton H3 foszforilacio
részben fligg a PP2A foszfatdzok aktivitasatol, de a phH3S10 magasabb szintje
tobbnyire nem jar egyiitt kdozvetlen mitotikus blokkal, fiiggetleniil a MCY-LR
kezelésektdl. Ez arra utalhat, hogy ladfiiben a foszfatazok eltérd és Osszetettebb
modon szabdlyozzak a mitdézishoz kapcsolédd folyamatokat, mint mas
modellnovényben (pl. 16bab esetében (Beyer et al., 2012; Garda et al., 2016, 2018).

Eredményeinket a kovetkezoképpen foglalhatjuk éssze (27. dbra):

A FASS B” regulator alegység hozzajarul a PP2A enzim optimalis aktivitdsdnak
€s expresszidjanak fenntartasahoz is. A fass-5 mutans allél ugyanakkor nem
csOkkenti, hanem fokozza a PP2A aktivitasat. Ezzel szemben a C3 és C4
katalitikus alegységekre mutdns A. thaliana ndvényben csokkent a PP2A
aktivitasa.

A FASS ¢és a C3/C4 alegységek fontos szerepet toltenek be a mitdzis
szabalyozasaban, mutansaikban csokken a mitotikus aktivitds. Ezenkiviil a
MCY-LR toxin kezelés hatasa — mind vad-tipust, mind mutans névényekben —
alatdmasztja, hogy a PP2A megfeleld miikddése elengedhetetlen a mitotikus
folyamatok szabéalyozasahoz.

A PP2A holoenzim részt vesz a metafazis-anafazis 4tmenet kozvetlen
szabalyozasaban, azonban A. thaliana esetében ezt mas molekularis
mechanizmus is befolyasolja. A C3 és C4 katalitikus alegységek kiesése nem
okoz mitotikus blokkot, szemben a FASS regulator alegység mutansaival,
amelyekben MCY-LR kezelés kovetden tovabb erdsodik a mitotikus blokk a
korai és kései mitotikus fazisokban is. Ez a jelenség eredményeink alapjan nem
all kozvetlen kapcsolatban a hiszton H3 foszforilacioval. Osszességében a
mit6zisbol valo kilépés szabalyozasa Osszetett, és ludfiiben még szamos részlet
tovabbi vizsgalatot igényel.
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A FASS hianya megvaltoztathatja a hiszton H3 foszforilacié dinamikéjat, fass-5
mutansban a mitozis alatt végig alacsony a phH3S10 szintje, ami MCY-LR
kezelés hatdsara a vad-tipust foszforilaciés mintazatot mutatja. Feltételezziik,
hogy a PP2A indirekt mddon, az Aurora kindz miikddésén keresztiil
befolyasolhatja a hiszton H3 foszforilaciojat. Elképzelhetd ugyanakkor az is,
hogy a FASS hianyaban helyteleniil lokalizalodik a PP2A enzimkomplex a
kromatinhoz, igy nem tudja ellatni funkcidjat. A PP2A indirekt szabalyozo
szerepét a hiszton H3 reverzibilis foszforilaciojaban a PP2A-A ,,scaffolding”
alegység mutansok vizsgalata is alatamasztja, hiszen ezekben a mutansokban
szintén alacsony foszfo-hiszton H3 szinteket detektaltunk a mitdzis szinte teljes
folyamata alatt.

A FASS ¢és az altala befolyasolt C3/C4 alegységek a PP1 aktivitdsara is hatassal
vannak, bar ennek pontos biokémiai hattere jelenleg még nem ismert. Tekintettel
arra, hogy mind a PP2A, mind a PP1 kulcsszerepet jatszanak a ndvényi sejtek
szabalyozasaban, ez a kapcsolat tovabbi vizsgalatokat igényel.

Erdemes megemliteni, hogy oxidativ stressz hatdsira a PP2A hianya szintén
befolyasolja a sejtciklus eloremenetelét: csokkent mitotikus aktivitadsok mellett
a fass regulator alegység mutansokban korai mitotikus blokkok detektalhatok,
c3c4 esetében pedig a PP1 aktivitasa gatlas ala kertil. Nem zarhato ki tehat, hogy
a C3 ¢és C4 alegységek direkt mdédon befolyasoljak a PP2A és a PP1 kozotti
kapcsolatot, azonban ennek bizonyitasahoz tovabbi kutatasok sziikségesek.
Mar korabbi kutatasok is leirtdk, hogy a fass és c3c4 mutansok merisztéma
sejtieiben hianyzik a preprofazisos koteg (PPB). Vizsgélataink alapjan azonban
ez az eltérés nem okoz mitotikus blokkot fass-15 €s c¢3c4 mutansokban a jelen
tanulményban alkalmazott ndvekedési iddszak soran. A fass-5 mutansban
mitotikus blokk figyelhetd meg, bar a fenotipus erdteljes morfoldgiai valtozasai
is befolyasolhatjak ezt a jelenséget.

A versailles-1 egylittmiikodésiink soran, az 0 félautomata Image] makrok
segitségével, amelyek lehetévé teszik a phH3S10 jelek pontosabb, 3D-ben
torténd mérését, vizsgaltuk a TRM muténsokat. A kapott varatlan eredmények
egy lehetséges kapcsolatot sejtetnek a TTP komplex aktivitasa €s a kromoszéma
kontroll kozott, azaltal, hogy a TTP komplex szabalyozo szerepet jatszhat a
hiszton H3 reverzibilis foszforilacidjaban. Bar a TTP komplex kulcsfontossagu
szerepe mar ismert a kortikalis mikrotubulusok, igy a PPB és az interfazisos
kortikalis mikrotubulusok szabalyozasdban (Schaefer et al, 2017), az
Osszefliggés a kromoszoma kontroll és a mikrotubulus szabdlyozas kozott
tovabbi tanulmanyokat igényel.
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27. abra: A PP2A szerepének Osszefoglalasa a sejtciklus szabalyozasaban Arabidopsis thaliana
modellnévény gyokércsiucs merisztéma sejtjeiben
Roviditések: PPB — preprofazisos kdteg; Sp — mitotikus osztddasi orsd; Phg — fragmoplaszt; ICMT
— interfazisos kortikalis mikrotubulus halozat. (Biorender-ben szerkesztve)

Az Ujonnan kifejlesztett félautomata program a hiszton foszforilacios jel 3D
kvantifikalasara mas modellszervezetekben is konnyen alkalmazhat6. Kiilondsen
elonyds a Z-mélységbeli jelerdsség csokkenésének korrekcidja, amely lehetdvé
teszi a még pontosabb és megbizhatobb adatgytijtést. Ezaltal részletesebb és
Osszehasonlithatobb képet kaphatunk a hiszton foszforilacié valtozasair6l
kiilonb6zd genotipusokban és kornyezeti feltételek mellett. Ez az eszkoz igy
jelentdsen hozzajarulhat a sejtosztddds molekularis folyamatai mélyebb
megértésehez.

Ez a munka szdmos tovabbi fontos kérdést vet fel a jovébeni kutatasok
szamara. Azok a pontos molekularis események, amelyek funkcionalis FASS
hianydban a vartnal nagyobb foszfataz aktivitas emelkedéséhez vezettek, még nem
ismertek, ¢és tovabbi vizsgalatokat igényelnek. Sziikség van tovabbi
kulcsfontossagli szubsztratok azonositasara is, amelyek a fehérje defoszforilacid
révén szabalyozzak a metafazis-anafazis atmenetet 4. thaliana esetében. Ennek a
kérdésnek a megvalaszolasa kiilondsen fontos, mert ugy tiinik, hogy ebben a
modellndvényben a hiszton H3 foszforilacié nem, vagy csak kdzvetve vesz részt
ebben a kritikus sejtciklus ellendrzé pont szabalyozasaban.

Mar ismert, hogy a FASS kulcsszerepet jatszik a sejtosztddas
szabalyozasaban a kortikalis mikrotubulusok szervezddésén keresztiil (Spinner et
al., 2013; Bouchez et al., 2014; Schaefer et al., 2017), azonban ezen feliil tovabbi
funkcidirdl eddig semmit sem tudunk. A fass muticid csokkenti a hiszton
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foszforilaciojat a szerin 10-es aminosavndl, ami arra utal, hogy a FASS csak
kozvetetten befolyasolja ezt a folyamatot. Ha kdzvetlen hatasa lenne, akkor inkabb
fokozott foszforilaciot latnank, igy valésziniileg a PP2A-FASS holoenzim komplex
az Aurora kindz defoszforilalasan keresztiil fejti ki hatasat. Elképzelhetd, hogy egy
masik PP2A komplex, amely eltér6 B regulator alegység izoformat tartalmaz,
kozvetleniil defoszforilalja a hiszton H3-at. A jovébeni kutatasok sordn érdemes
lenne az Osszes, a mitdzis sordn aktiv PP2A szabalyozo alegység vizsgalatara
fokuszalni, tovabba transzkriptomikai adatokat, kiilondsen sejtciklus-specifikus
adatokat (Menges ef al., 2003) elemezni, hogy pontosan meghatarozhassuk, mely
alegységek expresszalodnak a mitdzis alatt.

A TTP komplex azon pontos szubsztratjai, amelyek révén a kortikalis
mikrotubulusokat szabalyozza, még nem teljesen ismertek, ezért tovabbi kutatasok
sziikségesek a komplex miikodésének részletesebb megértéséhez. Kiilondsen
fontos a TTP komplex tovabbi funkcidinak feltarasa, példaul annak vizsgalata, hogy
a TRM alegységen kiviil mas komponensek, mint példaul a TONI1, részt vehetnek-
e a hiszton H3 reverzibilis foszforilaciojanak szabalyozasdban. A versailles-i
egylittmiikodésiink soran Dr. Martine Pastuglia kutatoval megkezdtiik a foszfo-
hiszton H3S10 szint meghatarozasat tonl mutansokban az ujonnan kifejlesztett
félautomata Image] modszer segitségével. Az elsé eredmények igéretesek, de
alaposabb ¢és tovabbi elemzések sziikségesek. Emellett a Debreceni Egyetemen is
folyamatban vannak a TTP komplex mutdnsok foszfataz aktivitasanak vizsgalatai
is, amelyek révén pontosabb képet kaphatunk a TTP komplex szerepérdl.
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7. ENGLISH SUMMARY

The role of PP2A protein phosphatases in the regulation of cell division in
Arabidopsis thaliana root tip meristems

Reversible protein phosphorylation, controlled by kinases and
phosphatases, is crucial for processes like metabolism, signalling, and cell cycle
regulation (Smith & Walker, 1996). Protein phosphatase 2A (PP2A) plays a critical
role in the regulation of the cell cycle. It is known to dephosphorylate over 300
substrates involved in the cell cycle, thereby regulating almost all major pathways
and transitions between different phases as well as ensuring proper mitotic
progression (Wlodarchak & Xing, 2016), which was in a central focus of my PhD
research. Additionally, PP2As are involved in ROS signalling, which plays a role
in cell cycle regulation (Considine & Foyer, 2021). PP2A is a multifunctional
heterotrimeric enzyme, composed of three variable subunits, including A
“scaffolding”, C catalytic and B regulatory subunits which play a curial role in
substrate specificity and in the localization of the enzyme complex to fulfil its
various functions. The existence of multiple isoforms for each subunit contributes
to the functional diversity of the PP2A holoenzyme (Luan, 2003).

The main focus of my PhD project was to shed light on the role of the
protein phosphatases during cell division in Arabidopsis thaliana root meristems.
We approached the topic of the PP2A’s involvement in cell cycle regulation from
two different aspects. First, we investigated the role of PP2A in cell cycle regulation
during the precise timing of chromosomes segregation and progression through
mitosis (Kelemen et al., 2025a,b). And secondly, we explored PP2A’s involvement
in ROS signalling during cell division under oxidative stress conditions, where the
aim was to explore the potential connection between PP2A and ROS-dependent
signalling pathways, as well as the regulation of the cell cycle under oxidative stress
(Kelemen et al., 2024). However, I will not go into detail about this section, as the
experiments primarily revealed general responses to oxidative stress, and the results
did not provide clear evidence of a direct role for PP2A.

Reversible histone H3 phosphorylation plays a critical role in chromosome
condensation and cohesion during mitosis. In plants, phosphorylation at serine 10
residues in particular is needed for chromosome cohesion and ensures the proper
timing of sister chromatid segregation, with Aurora kinase known as a key regulator
of this modification (Houben ef al., 2007); however, the protein phosphatase
responsible for H3 dephosphorylation remains unknown in plants. Studies in plants
like Vicia faba (Beyer et al., 2012; Garda et al., 2018), Ceratophyllum submersum
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(Ujvérosi et al., 2019), as well as in Drosophila (Nowak et al., 2003), and human
cells (Huang et al, 2005) suggest that PP2A is involved in histone H3
dephosphorylation, as its inhibition or mutation leads to histone H3
hyperphosphorylation at serine 10 residue (Ser10) and mitotic defects. However, it
remains unclear whether PP2A is directly responsible for this process and which of
its subunits may be essential. To tackle this question, I used a combination of
biochemical and cytological approaches.

Radioisotopic biochemical methods were applied to quantify in vivo
protein phosphatase activity using [*?P]-MLC20 (*?P-labeled 20 kDa turkey myosin
light chain) as substrate for isotopic activity assay measurements, which is known
to be dephosphorylated primary by PP2A and PP1 in cell cultures (Erdodi et al.,
1995). To assay PP1 and PP2A activities separately in vivo, Inhibitor-2 (I-2) protein
was added, which is known as a natural inhibitor of PP1 in all eukaryotes, including
plants. PP2A activity was measured from the extracts after the addition of I-2, while
PP1 activity was determined by subtracting PP2A activity from the total protein
phosphatase activity (Dedinszki et al., 2015). The use of a specific phospho-histone
H3 (Ser10) antibody (Hendzel et al., 1997) allowed us to characterize histone H3
dynamics during mitosis using whole-mount immunolocalization, confocal
microscopy, and quantitative image analysis. The phospho-histone fluorescent
signals were specifically detected in the dividing cells in a black background (Fig.
8/a-b and Fig. 22/c-d), which first appears in prophase, reaches its peak around
prometaphase-metaphase, then decreases during anaphase and disappears by
cytokinesis. Using a fluorescent dye (DAPI) for chromosome visualization and
antibodies against microtubules allowed us to quantify the mitotic activity in
percentage of total dividing cells, as well as early and late mitotic cells separately.

We first took a genetic approach and examined Arabidopsis thaliana root
meristems in Columbia wild-type (Col0) and PP2A mutant backgrounds, including
double catalytic subunit mutants pp2ac3 pp2ac4 (hereafter referred to as c3c4)
(Spinner et al., 2013) and two single regulatory subunit mutants (fass-15 (Kirik et
al., 2012) and fass-5 (Camilleri et al., 2002)). The mutations caused varying
degrees of morphological alterations, with the most severe phenotype observed in
the KO fass-5 allele, where the tissues from the shoot and root barely were
distinguishable to the naked eye (Fig. 7). We showed that these mutations
significantly impacted general PP2A activity, which is increasing in fass mutants
and decreasing in c3c4 (Fig. 10). The mitotic activity however decreased only in
the more affected mutants (c¢3c4 and fass-5), where early mitotic arrest can be
observed in case of fass-5 (Fig. 13). Measuring the mean histone signal intensities
in 2D revealed that in Columbia wild-type plants, phosphorylation follows the
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pattern described in the literature, peaking in metaphase. In c¢3c4 and weak fass-15
phenotypes, the pattern shows slight changes, whereas in the fass-5 KO mutant,
phosphorylation remains very low throughout the whole mitosis (Fig. 16).

We then used a pharmacological approach and treated the samples with
microcystin-LR (MCY-LR), a cyanobacterial toxin, which specifically inhibit PP2A
and PP1 (MacKintosh & Diplexcito, 2010; Mathé et al., 2013a). By combining
PP2A mutants with PP2A inhibitors, we can gain even more precise insights into
the regulation of protein phosphatase activity and study its role in mitotic activities
and reversible phosphorylation of histone H3. Toxin treatment inhibits not only a
specific PP2A complex but also all isoforms of the PP2A and PP1 as MCY-LR is a
general inhibitor (MacKintosh & Diplexcito, 2010), thereby allowing us to
investigate potential interactions and compensations between different protein
phosphatases. We used an environmental relevant concentration (0,05 pM)
(Ujvarosi et al., 2019) and a higher concentration (1 uM) which do not cause cell
death within the toxin exposure period (24 hours), but it can cause cellular changes.
In A. thaliana wild-type the cyanotoxin inhibited the PP2A activity in whole
seedlings (Fig. 11/b) and in primary roots (Fig. 11/e), however PP1 activity was not
affected as compared to different model plants (Méathé et al., 2013b; Garda et al.,
2018). The root was more sensitive to the microcystin, as lower concentration
already caused inhibitory effects (Fig. /1/e). This suggests that MCY-LR is an
excellent tool for studying PP2A functions in A. thaliana. The PP2A activity was
decreased in all mutant genotypes after MCY-LR treatment, however higher
concentration had greater impact (Fig. 11/b and Fig. 12/b). Interestingly in fass-5
mutant the PP1 activity was also inhibited significantly (Fig. 12/c), but not in other
genotypes. This mutant exhibits more pronounced phenotypic alterations, making
it more sensitive to various stress factors at the subcellular level, as also detected
by Juhasz et al. (2023). Therefore, we can conclude that PP1 inhibition caused by
MCY-LR is not directly related to the alteration of the FASS-C3/C4 interaction.

In plants, the regulatory role of PP1 or PP2A in the timing of mitosis is
still poorly understood. However, it has been observed that in several plant species,
microcystin treatment inhibits both PP2A and PP1, which affects the metaphase-
anaphase transition and delays the progression of mitosis (Math¢ et al., 2009; Beyer
et al., 2012; Mathé et al., 2013b; Garda et al., 2016, 2018). Based on previous
experiments we expected that phosphatase inhibitory treatments would cause severe
disruptions in the mitotic apparatus, inhibiting or even completely blocking mitosis.
In Col0 MCY-LR inhibits the mitotic activity (Fig. /4) in parallel with the PP2A
inhibitory effects, however mitotic arrest was not observed. The 0.05 uM MCY-LR
treatment inhibited mitosis more effectively than the higher concentration, even
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though only the higher concentration significantly inhibited PP2A activity. This can
be explained that after treatment with 1uM MCY-LR the expression of the PP2A
catalytic subunit can be raised as detected before in rice and cucumber seedlings,
which contribute to the development of tolerance to microcystin (Ma et al., 2023).
This suggests that low concentrations of microcystin-LR may disrupt the balance
between phosphatase activity and expression, while at higher concentrations,
maintained PP2A levels may partially offset the inhibition.

MCY-LR had interesting effects on mitotic activity in PP2A mutant plants.
Following 0.05 uM MCY-LR treatment, both fass-5 and c3c4 showed an increased
level in mitotic activity (Fig. 14-15). However, in case of fass-5, this increase was
primarily due to a mitotic block occurring in the early mitotic phases, which led to
an elevated calculated mitotic index (Fig. 15/b). In fass-15 control roots there is no
mitotic block like in the phenotypically more affected fass-5 (Fig. 13) and 24 hours
of MCY-LR treatment caused only late mitotic arrest (Fig. 15/c), however, after 48
hours of toxin exposure in fass-15 early mitotic arrest was detected (Garda et al.,
2025). These findings support the idea that the absence of the FASS regulatory
subunit affects more than just PP2 A activity, suggesting broader roles. Additionally,
C3/C4 and FASS may have specific functions in mitotic regulation distinct from
the general role of the PP2A holoenzyme, highlighting the need for further
investigation.

While we expected strong histone H3 hyperphosphorylation after toxin
treatments, mostly only a mild increase was observed, except in the severely
affected fass-5 mutant. In the c3c4 and fass-15 mutant plants, we detected a slightly
elevated level of phH3S10 following toxin treatments, which was more pronounced
than in ColO (Fig. 17-18). This suggests that disruption of these specific subunits
may affect the activity of the entire PP2A holoenzyme pool, since MCY-LR inhibits
all possible PP2A holoenzyme combinations (MacKintosh & Diplexcito, 2010).
Most interestingly, MCY-LR appeared to restore the phosphorylation pattern
(Houben et al., 2007) of the fass-5 KO mutant, with a peak at metaphase (Fig. 18).
We suppose that PP2A regulates phH3S10 levels indirectly, as PP2A mutations led
to decreased histone H3 phosphorylation, contrary to earlier reports of
hyperphosphorylation upon phosphatase inhibition in plants (Beyer et al., 2012;
Garda et al., 2018; Ujvarosi et al., 2019). This result suggests a regulation through
the phosphorylation-dependent Aurora kinase activity, which was verified by using
biochemical assays to determine protein phosphatase activity. Elevated level of
PP2A may inhibit Aurora kinase activity through direct dephosphorylation (Eyers
et al., 2003), reducing histone H3 phosphorylation in fass-5 mutant, while
microcystin treatment lowers PP2A activity, allowing Aurora kinase to gain back
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its function and phosphorylate histone H3 during early mitosis. Thus, PP2A’s role
in histone H3 phosphorylation likely involves modulation of Aurora kinase rather
than direct action on histone substrates.

In summary, although histone H3 phosphorylation levels depend in part on
phosphatase activity, elevated phH3S10 levels generally did not correlate with
mitotic arrest in most Arabidopsis thaliana genotypes, regardless of MCY-LR
treatment. This suggests that phosphatases regulate these processes in a more
complex and distinct manner in A. thaliana compared to Vicia faba (Beyer et al.,
2012; Garda et al., 2018). Additionally, our results imply that the absence of
functional FASS protein may disrupt histone phosphorylation by causing
mislocalization of the PP2A holoenzyme on chromatin. Also, the increased level of
PP2A in fass mutants can suggest that other PP2A holoenzyme complexes may
compensate the lack of this specific PP2A with FASS subunit, which influence the
histone phosphorylation through the phosphorylation-dependent Aurora kinase
activity. Overall, in Arabidopsis thaliana the phosphatase-mitosis-histone
phosphorylation relationship may rely on more complex mechanisms which require
further detailed investigation.

During the course of my PhD, I developed a collaboration with David
Bouchez’s group at the INRAE research centre in Versailles (Université Paris-
Saclay, INRAE, AgroParisTech, Institut Jean-Pierre Bourgin for Plant Science
(IJPB), Versailles, France) under Dr. Martine Pastuglia's supervision. This
collaboration had two main goals: Scientific, first, because this groups studies a
phosphatase complex named TTP, that regulates cortical microtubule arrays and
spatial control of cell division. This multiprotein complex comprising PP2A
holoenzyme with FASS as the regulatory subunit for its phosphatase activity, an
assembly subunit named TON1, and TRM which involved in recruiting TON1 to
the microtubules (Schaefer et al., 2017). And technically, to get introduced to image
analysis and quantification. I conducted a three-month on-site project, including
immunolocalization (phospho-histone H3S10 and microtubules) and microscopy
imaging of different A. thaliana mutant genotypes, followed by phospho-histone
signal analysis using a newly developed semi-automatic 3D workflow.

Indeed, up to this collaboration, I did signal intensity measurements only
in 2D. But analysing histone signals in 3D might increase statistical power and
allow to detect even smaller differences between mutants and treatments. During
my stay in Versailles and after coming back in Hungary, I contributed to developing
an advanced semi-automatic 3D image analysis pipeline.

The purpose of the project was to design a pipeline in Fiji software
(Schindelin et al., 2012) to quantify the total signal intensities within each nucleus
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whatever the phase is. The analysis uses three ImageJ macro programs based on the
Fiji built-in plugins, namely MorphoLibJ (Legland et al., 2016) and Bonel2
(Domander et al., 2021). We utilized the high specificity and low background of the
phH3S10 signal (Fig. 8/a-b and Fig. 22/c-d) in the 3D images to develop an ImageJ
pipeline for automatic segmentation and quantification of the total phH3S10 signal
in each mitotic cell. One of the challenges was the natural decrease in signal
intensities during confocal scanning (Fig. 20/a). The first macro addresses this issue
by correcting signal attenuation with depth based on metaphase plates (metaphase
objects are determined by segmentation) to ensure spatial homogeneity (Fig. 20/b
and Fig. 21). Another challenge was that the signal pattern varies depending on the
mitotic phase. The second macro is able to segment each individual nuclei (Fig. 19)
and quantify the total signal intensity for each object in 3D on the corrected images.
The third macro allows to determine the corresponding mitotic phases based on
microtubule organization and histone signal patterns (Fig. 22/e-/) and choose the
corresponding mitotic phase for each nucleus from a menu (based on phH3S10
positive cells: early prophase, late prophase, prometaphase, metaphase, anaphase;
visually see consequently Fig. 22/f).

To validate our pipeline, we tested the ImageJ macro programs on different
Arabidopsis thaliana genotypes. In A. thaliana, PP2A-A subunits are encoded by
three genes, with PP2A-A1 being the most critical. Mutants lacking PP2A-Al
exhibit severe developmental defects, like the pp2aal pp2aa3 double mutant
(hereafter referred as ala3), while pp2aa? pp2aa3 double mutant (hereafter
referred to as a2a3) shows no issues (Zhou et al., 2004). TRM6-TRM7-TRMS
proteins are essential for PPB assembly, and the trm6 trm7 trm8 triple mutant
(hereafter referred as #7rm678) has a mild phenotype (Schaefer et al., 2017). First,
we measured histone phH3S10 signals in mildly affected a2a3 and trm678 mutants.
Since trm678 cells lack the PPB, histone signals were classified into four stages in
this analysis: prophase, prometaphase, metaphase, and anaphase. In case of the
phenotypically mildly affected genotypes, phH3S10 levels were significantly
reduced in both mutants compare to Col0 at all stages except anaphase (Fig. 23/a).
Data correction revealed previously undetected statistical differences in
prometaphase in a2a3 mutants. Our correction method significantly reduced the
confidence intervals (CI95) (Fig. 20/c) and can correct uneven localization of
objects. The correction macro takes the centre slice as reference and then applies a
correction coefficient based on the predicted values of regression. As a result, the
signal of the top slices is lowered, while signals from the bottom are increased. In
addition to reducing confidence intervals, this method also accounts for uneven
object distribution within 3D stacks. For example, when observing the distribution
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of prometaphase cells (Fig. 24), we found that in Col0 images these cells tended to
appear in the lower part of the root image stacks, while in a2a3 they were more
often located in the upper slices. Without correction, the natural signal attenuation
with Z-depth could therefore distort the measured intensity values; however, this
correction method compensates for intensity differences arising from such spatially
heterogeneous distributions. As a result, it is especially well-suited for detecting
subtle genetic or experimental effects that might otherwise be obscured by depth-
related signal loss.

We further quantified phH3S10 dynamics in severely impaired a/a3 and
c3c4 double mutants, both lacking PPB formation like #m678. These mutants
exhibited severe root morphogenesis defects and a strong reduction in dividing cells
(Zhou et al., 2004; Spinner et al., 2013), making metaphase-based correction
impractical. Instead, we used all phH3S10 objects for regression. Again, this
showed that the level of phH3S10 is strongly reduced in the phenotypically strongly
affected mutants (Fig. 25). A comparison performed on Col0 samples, where
correction could be done either using only metaphase cells or all phH3S10 positive
cells, showed that the values obtained were very similar (Fig. 23/a and Fig. 25),
suggesting that although correction based on all objects is expected to be less
precise, it can serve as a useful alternative when the number of metaphase cells is
insufficient for applying the correction method based on metaphase plates.

Next, to evaluate the ability of our pipeline to detect and quantify phH3S10
signals under different conditions we treated the wild-type plants with the Aurora
kinase inhibitor hesperadin (Hauf et al, 2003). As expected from previous
experiments (Kurihara et al., 2006, 2008; Demidov et al., 2009), this Aurora kinase
inhibitor had a strong effect on mitotic activity and histone H3 phosphorylation.
Our pipeline precisely measured phH3S10 levels and revealed that in wild-type
plants without treatment the signal peaked in late prophase and remained high
through metaphase, decreasing during anaphase. Hesperadin treatment reduced
phH3S10 by up to 75% from late prophase to anaphase, with no significant effect
in early prophase, suggesting other kinases may also regulate H3S10
phosphorylation at this stage.

Measurement of phH3S10 signals in PP2A mutants suggests that PP2A
may regulate histone H3 reversible phosphorylation at serine 10 residue indirectly,
as impaired phosphatase activity led to reduced histone H3 phosphorylation. In
mammalian cells, where PP2A promotes Aurora kinase inactivation (Carmena et
al., 2009) either directly through dephosphorylation (Eyers et al., 2003) or
indirectly via stabilization its inhibitor, the PTTG1 (Pituitary Tumor-Transforming
Gene 1) (Tong et al., 2008) correlates our findings. Our approach, capable of
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detecting subtle yet robust differences across genotypes or treatments, offers a
promising path to unravel histone phosphorylation pathways in plants, especially
using the many genetic resources available in Arabidopsis thaliana.

What have we learned about the role of PP2A in cell cycle in Arabidopsis
thaliana model plant? Our findings suggest that PP2A does not directly regulate
histone H3 phosphorylation during mitosis. Instead, we observed an indirect effect,
possibly through the phospho-regulation of Aurora kinase activity. On the other
hand, PP2A impairment affected mitotic progression by causing mitotic arrests,
which can be related to the PP2A activity, but not to the histone H3 phosphorylation.
Mutation of PP2A-FASS subunit caused strong mitotic blocks at the metaphase-
anaphase transition and also induced milder cell cycle arrest during mitotic exit.
The unexpected results obtained using TRM mutant suggests a possible connection
between the TTP complex activity and chromosome control, which may be
associated to microtubules or not. This question can be a perspective for future
research. Regarding cell cycle regulation, I didn’t explain it here, but I’'ve shown
that PP2A impairment induced mitotic blocks causing arrest at the early mitotic
stages under oxidative stress. These findings underscore PP2A’s broader
involvement in mitotic control, affecting not just entry into mitosis but also
progression through it and the exit (Fig. 27).
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8. KOSZONETNYILVANITAS

Mindenekeldtt szeretném megkdszonni témavezetomnek, Prof. Dr.
Mathé Csaba egyetemi tanarnak, hogy a kezdetektdl fogva tamogatta és szakmai
tapasztalatdval egyengette utamat, az alapképzéstdl egészen a doktori képzésig.
Halas vagyok, hogy mindig batoritotta elképzeléseimet, bizalmat szavazott
terveimnek, és hogy megosztotta velem azt a rendkiviil széleskori tudast, amely
nagyban hozzéjarult szakmai fejlédésemhez és céljaim eléréséhez.

Kiilon készonom Dr. Garda Tamasnak ¢€s Dr. Freytag Csongornak, hogy
szakmailag segitették €s koordinaltak a kisérletek elvégzését, valamint koszoném
az évek soran kapott értékes tanacsokat. Halds vagyok Onzetlen segitségiikért a
laboratoriumi munkak soran, amelyek megalapoztak a technikai tuddsomat, és
biztos alapot nytjtanak jovdbeli palyafutisomhoz.

Ko6szondm Dr. David Bouchez és Dr. Martine Pastuglia kutatoknak
(Université Paris-Saclay, INRAE, AgroParisTech, Institut Jean-Pierre Bourgin for
Plant Science (IJPB), Versailles, Franciaorszag) a lehetdséget, hogy nemzetkozi
szakmai tapasztalatokat szerezhessek doktori tanulméanyaim soran. Kiilondsen
halas vagyok Dr. Martine Pastuglia-nak, amiért odaadoan feliigyelte és segitette a
munkamat a kutatokézpontban eltltott id6 alatt.

Szeretnék koszonetet mondani Prof. Dr. Vasas Gabor professzor Grnak és
kutatocsoportjanak, hogy biztositotta a kisérleteinkhez hasznalt MCY-LR
cianobakterialis toxint. Koszondom Dr. Riba Milan (Debreceni Egyetem,
Gyogyszertudoméanyi Kar, Farmakognézia Tanszék, Debrecen, Magyarorszag)
munkajat a cianotoxin tisztitdsa soran.

Ezlton is koszonom Dr. Martine Pastuglia-nak, hogy rendelkezésiinkre
bocsajtotta az értekezésben vizsgalt PP2A protein foszfatdz mutans Arabidopsis
thaliana magokat.

Ko6szoném Dr. Ujlaky-Nagy Laszlénak (Debreceni Egyetem, Altalanos
Orvostudomanyi Kar, Biofizikai és Sejtbiologiai Intézet, Debrecen, Magyarorszag)
a Zeiss LSM 880 konfokalis mikroszkdppal végzett munkajat. Koszondm Dr.
Garda Tamasnak a Nikon-Ti-E konfokalis mikroszkoppal késziilt felvételeket.

Koszonettel tartozom Prof. Dr. Erdédi Ferencnek ¢s Dr. Koénya
Zoltannak (Debreceni Egyetem, Altaldnos Orvostudomanyi Kar, Orvosi Vegytani
Intézet, Debrecen, Magyarorszag) a protein foszfataz izotopos aktivitas mérésekben
nyujtott segitségiikért.

Ko6szondm Dr. Taras Pasternak (Instituto de Bioingenieria, Universidad
Miguel Herndndez, Elche, Spain) tandcsait a whole-mount immunhisztokémiai
jeloléssel kapcsolatban.

A 3D fluoreszcens jelintenzitds analizishez hasznalt képfeldolgozo
makrok fejlesztését Dr. David Bouchez kivaldo munkdja tette lehetévé. A program
tovabbi finomhangoldsaban és optimalizalasdban Dr. Martine Pastuglia, Dr.
Philippe Andrey ¢és Dr. Magalie Uyttewaal (Université Paris-Saclay, INRAE,
AgroParisTech, IJPB, Versailles, Franciaorszag) értékes szakértelemmel ¢és
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elkotelezettséggel jarultak hozzd. Héalasan koszondm mindannyiuk munkajat és
tamogatasat, amely nagyban hozzajarult a kutatas sikeréhez.

Ko6szonom az adatok statisztikai elemzését Dr. Freytag Csongornak ¢és
Dr. David Bouchez-nek.

Halas kdszonettel tartozok a kutatdcsoportunk PhD hallgatojanak, Juhasz
Gabriella Petranak, szakdolgozoinak, Pézer Erik Tamasnak ¢és Toth-Varady
Balazsnak, illetve technikusunknak Magi Dorottyanak, amiért segitették a
kisérletek kivitelezését és koszonom, hogy a munkamat kellemes és barati
légkorben végezhettem.

Tovabba szeretném megkdszonni a Novénytani Tanszék jelenlegi és
korabbi oktatoinak, munkatarsainak és hallgatdinak a hozzdjaruldsat a kutatési
projektek kivitelezéséhez, valamint kdszondm minden publikacio tarsszerzdjének a
hozzajaruldsat a projektek sikeres megvalositasaban.

Végiil de nem utols6 sorban elmondhatatlanul sok halaval és kdszonettel
tartozom sziileimnek, akik mindvégig biztositottak tanulmanyaim hatterét, mindig
tdmogattak, batoritottak és biztak bennem, amikor elkdteleztem magam ezen az
olykor rogds uton. Folyamatos figyelmiik és bizalmuk nagyban hozzajarult a
fejlddésemhez, és megnyugtatd tudni, hogy mindig szdmithatok rajuk. Hasonlo
halaval gondolok a hiigomra, nagysziileimre, csaladtagjaimra, barataimra és
paromra is, akik szeretetiikkel, kitartd tdmogatasukkal és biztatasukkal végig
mellettem alltak, és erdt adtak a nehezebb pillanatokban is.

9. TAMOGATOK

e A munka a Nemzeti Kutatasi, Fejlesztési és Innovaciés Hivatal (NKFIH)
OTKA K 120638-as palyazatanak, valamint a DE Tudomanyos Kutatasi Alap
(DETKA) Athidalé Palyazat tamogatasaval késziilt.

e A dolgozat az Innovacios és Technolégiai Minisztérium UNKP-20-2-1-DE-129
kodszamia Uj Nemzeti Kivilosag Programjanak szakmai timogatisaval
késziilt, melyet a Nemzeti Kutatdsi, Fejlesztési és Innovacios Hivatal
finanszirozott.

e A kilfoldi egyiittmiikodés az ,,EMBO Scientific Exchange Grant” (SEG-
9500) tamogatasa altal valdsulhatott meg. Tovabba a projekt az IJPB Plant
Observatory (PO-Cyto) platform, valamint a Saclay Plant Sciences (SPS)
tdmogatasaval késziilt (ANR-20-CE13-0026-02; ANR-17-EUR-0007).

@ NEMZETI ;.&

1 KUTATASI, FEJLESZTESI s‘»@

gmE)  ES INNOVACIOS HIVATAL ; 4
\-/

Uj Nemzeti

Kivéléség Program SCIENCES « PL A NTES .. SACLAY

109



PHD DISSZERTACIO IRODALOMJEGYZEK

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

10. IRODALOMJEGYZEK

. Abraham E, Yu P, Farkas I, Darula Z, Varga E, Lukics N, Ayaydin F, Medzihradszky

KF, Dombradi V, Dudits D, Horvath GV. 2015. The B" regulatory subunit of protein
phosphatase 2A mediates the dephosphorylation of rice retinoblastoma-related protein-1.
Plant Molecular Biology 87: 125-141.

. Abramoff MD, Magalhaes PJ, Ram SJ. 2004. Image processing with ImageJ. Biophotonics

international 11: 36-42.

. Alonso JM, Stepanova AN, Leisse TJ, Kim CJ, Chen H, Shinn P, Stevenson DK,

Zimmerman J, Barajas P, Cheuk R, Gadrinab C, Heller C, Jeske A, ef al. 2003. Genome-
Wide Insertional Mutagenesis of Arabidopsis thaliana. Science 301: 653—657.

. Azimzadeh J, Nacry P, Christodoulidou A, Drevensek S, Camilleri C, Amiour N, Parcy

F, Pastuglia M, Bouchez D. 2008. Arabidopsis TONNEAU! Proteins Are Essential for
Preprophase Band Formation and Interact with Centrin. The Plant Cell 20: 2146-2159.

. Ballesteros I, Dominguez T, Sauer M, Paredes P, Duprat A, Rojo E, Sanmartin M,

Sanchez-Serrano JJ. 2013. Specialized functions of the PP2A subfamily II catalytic subunits
PP2A-C3 and PP2A-C4 in the distribution of auxin fluxes and development in Arabidopsis.
The Plant Journal 73: 862—-872.

. Beyer D, Tandor I, Konya Z, Batori R, Roszik J, Vereb G, Erddédi F, Vasas G, M-Hamvas

M, Jambrovics K, Mathé C. 2012. Microcystin-LR, a protein phosphatase inhibitor, induces
alterations in mitotic chromatin and microtubule organization leading to the formation of
micronuclei in Vicia faba. Annals of Botany 110: 797-808.

. Bheri M, Mahiwal S, Sanyal SK, Pandey GK. 2021. Plant protein phosphatases: What do

we know about their mechanism of action? The FEBS Journal 288: 756-785.

. Bheri M, Pandey GK. 2019. Protein phosphatases meet reactive oxygen species in plant

signaling networks. Environmental and Experimental Botany 161: 26-40.

. Biot E, Crowell E, Hofte H, Maurin Y, Vernhettes S, Andrey P. 2008. A new filter for spot

extraction in n-dimensional biological imaging. In: 2008 5th IEEE International Symposium
on Biomedical Imaging: From Nano to Macro. Paris: IEEE, 975-978.

Blokhina O. 2003. Antioxidants, Oxidative Damage and Oxygen Deprivation Stress: a
Review. Annals of Botany 91: 179—194.

Bode AM, Dong Z. 2005. Inducible Covalent Posttranslational Modification of Histone H3.
Science’s STKE 2005.

Bouchez D, Uyttewaal M, Pastuglia M. 2024. Spatiotemporal regulation of plant cell
division. Current Opinion in Plant Biology 79: 102530.

Bouchez D, Van Damme D, Boruc J, Schaefer E, Pastuglia M. 2014. Cell Division Plane
Determination in Plant Development. In: Assmann S, Liu B, eds. Cell Biology. Springer, New
York, NY, US, 1-26.

Boudolf V, Inze D, Deveylder L. 2006. What if higher plants lack a CDC25 phosphatase?
Trends in Plant Science 11: 474-479.

Bradford MM. 1976. A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram
quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical Biochemistry
72: 248-254.

Camilleri C, Azimzadeh J, Pastuglia M, Bellini C, Grandjean O, Bouchez D. 2002. The
Arabidopsis TONNEAU 2 Gene Encodes a Putative Novel Protein Phosphatase 2A
Regulatory Subunit Essential for the Control of the Cortical Cytoskeleton. The Plant Cell 14:
833-845.

Campos A, Vasconcelos V. 2010. Molecular Mechanisms of Microcystin Toxicity in Animal
Cells. International Journal of Molecular Sciences 11: 268-287.

110



PHD DISSZERTACIO IRODALOMJEGYZEK

18.

19.

20.

21.

22,

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

Carmena M, Ruchaud S, Earnshaw WC. 2009. Making the Auroras glow: regulation of
Aurora A and B kinase function by interacting proteins. Current opinion in cell biology 21:
796-805.

Chen L, Duan L, Sun M, Yang Z, Li H, Hu K, Yang H, Liu L. 2023. Current trends and
insights on EMS mutagenesis application to studies on plant abiotic stress tolerance and
development. Frontiers in Plant Science 13: 1052569.

Chen J, Han FX, Wang F, Zhang H, Shi Z. 2012. Accumulation and phytotoxicity of
microcystin-LR in rice (Oryza sativa). Ecotoxicology and Environmental Safety 76: 193—199.
Collins TJ. 2007. ImageJ for Microscopy. BioTechniques 43: 5.

Considine MJ, Foyer CH. 2021. Stress effects on the reactive oxygen species-dependent
regulation of plant growth and development. Journal of Experimental Botany 72: 5795-5806.
Cortelezzi JI, Zubillaga M, Scardino VR, Muiiiz Garcia MN, Capiati DA. 2025. Plant
PP2A: A Versatile Enzyme with Key Physiological Functions. Kinases and Phosphatases 3:
5.

Dedinszki D, Sipos A, Kiss A, Batori R, Kénya Z, Virag L, Erdédi F, Lontay B. 2015.
Protein phosphatase-1 is involved in the maintenance of normal homeostasis and in UVA
irradiation-induced pathological alterations in HaCaT cells and in mouse skin. Biochimica et
Biophysica Acta (BBA) - Molecular Basis of Disease 1852: 22-33.

Demidov D, Hesse S, Tewes A, Rutten T, Fuchs J, Karimi Ashtiyani R, Lein S, Fischer
A, Reuter G, Houben A. 2009. Auroral phosphorylation activity on histone H3 and its cross-
talk with other post-translational histone modifications in Arabidopsis. The Plant Journal 59:
221-230.

Demidov D, Van Damme D, Geelen D, Blattner FR, Houben A. 2005. Identification and
Dynamics of Two Classes of Aurora-Like Kinases in Arabidopsis and Other Plants. The Plant
Cell 17: 836-848.

Domander R, Felder A, Doube M. 2021. BoneJ2 - refactoring established research software.
Wellcome Open Research 6: 377.

Doube M, Klosowski MM, Arganda-Carreras I, Cordeliéres FP, Dougherty RP, Jackson
JS, Schmid B, Hutchinson JR, Shefelbine SJ. 2010. BonelJ: Free and extensible bone image
analysis in Imagel. Bone 47: 1076-1079.

Drevensek S, Goussot M, Duroc Y, Christodoulidou A, Steyaert S, Schaefer E, Duvernois
E, Grandjean O, Vantard M, Bouchez D, Pastuglia M. 2012. The Arabidopsis TRM1—
TONI1 Interaction Reveals a Recruitment Network Common to Plant Cortical Microtubule
Arrays and Eukaryotic Centrosomes. The Plant Cell 24: 178-191.

Elshobaky A, Lillo C, Hodén KP, Kataya ARA. 2023. Protein—Protein Interactions and
Quantitative Phosphoproteomic Analysis Reveal Potential Mitochondrial Substrates of
Protein Phosphatase 2A-B’( Holoenzyme. Plants 12: 2586.

Erdodi F, Toth B, Hirano K, Hirano M, Hartshorne DJ, Gergely P. 1995. Endothall
thioanhydride inhibits protein phosphatases-1 and -2A in vivo. American Journal of
Physiology-Cell Physiology 269: C1176—C1184.

Eyers PA, Erikson E, Chen LG, Maller JL. 2003. A novel mechanism for activation of the
protein kinase Aurora A. Current Biology 13: 691-697.

Farkas I, Dombradi V, Miskei M, Szabados L, Koncz C. 2007. Arabidopsis PPP family of
serine/threonine phosphatases. Trends in plant science 12: 169—-176.

Faulkner S, Sweetman C, Hutson J, Soole K, Hobson P, Fallowfield H. 2025. Uptake of
the cyanobacterial toxin microcystin by crop plants irrigated with contaminated wastewater:
a review. Reviews in Environmental Science and Bio/Technology 24: 217-238.

Ferjani A, Tsukagoshi H, Vassileva V. 2023. Editorial: Model organisms in plant science:
Arabidopsis thaliana. Frontiers in Plant Science 14: 1279230.

111



PHD DISSZERTACIO IRODALOMJEGYZEK

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42,

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

Fernandez A, Brautigan DL, Lamb N. 1992. Protein phosphatase type 1 in mammalian cell
mitosis: chromosomal localization and involvement in mitotic exit. The Journal of cell
biology 116: 1421-1430.

Foroozani M, Holder DH, Deal RB. 2022. Histone Variants in the Specialization of Plant
Chromatin. Annual Review of Plant Biology 73: 149-172.

Freitas M, Azevedo J, Pinto E, Neves J, Campos A, Vasconcelos V. 2015. Effects of
microcystin-LR, cylindrospermopsin and a microcystin-LR/cylindrospermopsin mixture on
growth, oxidative stress and mineral content in lettuce plants (Lactuca sativa L.).
Ecotoxicology and Environmental Safety 116: 59-67.

Freytag C, Garda T, Konya Z, M-Hamvas M, Toth-Varady B, Juhasz GP, Ujlaky-Nagy
L, Kelemen A, Vasas G, Mathé C. 2023. B” and C subunits of PP2A regulate the levels of
reactive oxygen species and superoxide dismutase activities in Arabidopsis. Plant Physiology
and Biochemistry 195: 182—192.

Fuchs J, Demidov D, Houben A, Schubert I. 2006. Chromosomal histone modification
patterns — from conservation to diversity. Trends in Plant Science 11: 199-208.

Gacsi M, Antal O, Vasas G, Mathé C, Borbély G, Saker ML, Gyoéri J, Farkas A,
Vehovszky A, Banfalvi G. 2009. Comparative study of cyanotoxins affecting cytoskeletal
and chromatin structures in CHO-K1 cells. Toxicology in Vitro 23: 710-718.

Gallagher SR. 2014. Digital Image Processing and Analysis with ImageJ. Current Protocols
Essential Laboratory Techniques 9.

Gamborg OL, Miller RA, Ojima K. 1968. Nutrient requirements of suspension cultures of
soybean root cells. Experimental Cell Research 50: 151-158.

Garda T, Juhasz GP, Kelemen A, Mathur J, Ujlaky-Nagy L, Freytag C, M-Hamvas M,
Riba M, Mathé C. 2025. Long-term treatments with microcystin-LR and diquat reveal their
differences in the induction of oxidative stress responses and mitotic alterations in terms of
stress recovery in Arabidopsis roots. Environmental Pollution 382: 126748.

Garda T, Kénya Z, Freytag C, Erdédi F, Gonda S, Vasas G, Sziics B, M-Hamvas M,
Kiss-Szikszai A, Vamosi G, Mathé C. 2018. Allyl-Isothiocyanate and Microcystin-LR
Reveal the Protein Phosphatase Mediated Regulation of Metaphase-Anaphase Transition in
Vicia faba. Frontiers in Plant Science 9: 1823.

Garda T, Konya Z, Tandor 1, Beyer D, Vasas G, Erdddi F, Vereb G, Papp G, Riba M, M-
Hamvas M, Mathé C. 2016. Microcystin-LR induces mitotic spindle assembly disorders in
Vicia faba by protein phosphatase inhibition and not reactive oxygen species induction.
Journal of Plant Physiology 199: 1-11.

Gernand D, Demidov D, Houben A. 2003. The temporal and spatial pattern of histone H3
phosphorylation at serine 28 and serine 10 is similar in plants but differs between mono- and
polycentric chromosomes. Cytogenetic and Genome Research 101: 172—176.

Gil RS, Vagnarelli P. 2019. Protein phosphatases in chromatin structure and function.
Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Molecular Cell Research 1866: 90—101.

Granot G, Sikron-Persi N, Li Y, Grafi G. 2009. Phosphorylated H3S10 occurs in distinct
regions of the nucleolus in differentiated leaf cells. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-
Gene Regulatory Mechanisms 1789: 220-224.

Hauf S, Cole RW, LaTerra S, Zimmer C, Schnapp G, Walter R, Heckel A, Van Meel J,
Rieder CL, Peters J-M. 2003. The small molecule Hesperadin reveals a role for Aurora B in
correcting kinetochore—microtubule attachment and in maintaining the spindle assembly
checkpoint. The Journal of Cell Biology 161: 281-294.

Hendzel MJ, Wei Y, Mancini MA, Van Hooser A, Ranalli T, Brinkley BR, Bazett-Jones
DP, Allis CD. 1997. Mitosis-specific phosphorylation of histone H3 initiates primarily within
pericentromeric heterochromatin during G2 and spreads in an ordered fashion coincident with
mitotic chromosome condensation. Chromosoma 106: 348-360.

112



PHD DISSZERTACIO IRODALOMJEGYZEK

52.

53.

54.

5S.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

Horio T, Murata T. 2014. The role of dynamic instability in microtubule organization.
Frontiers in Plant Science 5.

Houben A, Demidov D, Caperta AD, Karimi R, Agueci F, Vlasenko L. 2007.
Phosphorylation of histone H3 in plants—A dynamic affair. Biochimica et Biophysica Acta
(BBA) - Gene Structure and Expression 1769: 308-315.

Houben A, Wako T, Furushima-Shimogawara R, Presting G, Kiinzel G, Schubert I,
Fukui K. 1999. The cell cycle dependent phosphorylation of histone H3 is correlated with
the condensation of plant mitotic chromosomes. The Plant Journal 18: 675—679.

Huang W, Batra S, Atkins BA, Mishra V, Mehta KD. 2005. Increases in intracellular
calcium dephosphorylate histone H3 at serine 10 in human hepatoma cells: Potential role of
protein phosphatase 2A—protein kinase CBII complex. Journal of Cellular Physiology 205:
37-46.

Hush JM, Hawes CR, Overall RL. 1990. Interphase microtubule re-orientation predicts a
new cell polarity in wounded pea roots. Journal of Cell Science 96: 47-61.

Inzé D, De Veylder L. 2006. Cell Cycle Regulation in Plant Development. Annual Review of
Genetics 40: 77-105.

JiaY, Li H, QuY, Chen W, Song L. 2018. Phytotoxicity, bioaccumulation and potential risks
of plant irrigations using cyanobloom-loading freshwater. Science of The Total Environment
624: 704-712.

Jiang Y. 2006. Regulation of the Cell Cycle by Protein Phosphatase 2A in
Saccharomyces cerevisiae. Microbiology and Molecular Biology Reviews 70: 440—449.
Jiang J, Shi Y, Tian F, Long T, Li X, Ying R. 2024. Bioaccumulation of Microcystin-LR
and Induced Physio-Biochemical Changes in Rice (Oryza sativa L.) at Vegetative Stage under
Hydroponic Culture Conditions. 7oxins 16: 82.

Jones GM, Vale JA. 2000. Mechanisms of Toxicity, Clinical Features, and Management of
Diquat Poisoning: A Review. Journal of Toxicology: Clinical Toxicology 38: 123—128.
Juhasz GP, Kéki S, Dékany-Adamoczky A, Freytag C, Vasas G, Mathé C, Garda T. 2023.
Microcystin-LR, a Cyanobacterial Toxin, Induces Changes in the Organization of Membrane
Compartments in Arabidopsis. Microorganisms 11: 586.

Kaszas E, Cande WZ. 2000. Phosphorylation of histone H3 is correlated with changes in the
maintenance of sister chromatid cohesion during meiosis in maize, rather than the
condensation of the chromatin. Journal of Cell Science 113: 3217-3226.

Kawabe A, Matsunaga S, Nakagawa K, Kurihara D, Yoneda A, Hasezawa S, Uchiyama
S, Fukui K. 2005. Characterization of plant Aurora kinases during mitosis. Plant Molecular
Biology 58: 1-13.

Kelemen A, Garda T, Konya Z, Erdédi F, Ujlaky-Nagy L, Juhasz GP, Freytag C, M-
Hamvas M, Mathé C. 2024. Treatments with Diquat Reveal the Relationship between
Protein Phosphatases (PP2A) and Oxidative Stress during Mitosis in Arabidopsis thaliana
Root Meristems. Plants 13: 1896.

Kelemen A, Kdénya Z, Ujlaky-Nagy L, Garda T, Erdddi F, Freytag C, Juhasz GP,
Pasternak TP, Riba M, Mathé C. 2025a. Fass and C3/C4 contribute to the activities and
levels of the protein phosphatase 2A catalytic subunit pool and regulate mitotic events in
Arabidopsis. Plant Physiology and Biochemistry 227: 110187.

Kelemen A, Uyttewaal M, Mathé C, Andrey P, Bouchez D, Pastuglia M. 2025b.
Semiautomatic quantification of 3D Histone H3 phosphorylation signals during cell division
in Arabidopsis root meristems. New Phytologist 247: 3010-3023.

Kirik A, Ehrhardt DW, Kirik V. 2012. TONNEAU2/FASS Regulates the Geometry of
Microtubule Nucleation and Cortical Array Organization in Interphase Arabidopsis Cells. The
Plant Cell 24: 1158-1170.

113



PHD DISSZERTACIO IRODALOMJEGYZEK

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

71.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

8s5.

86.

Kos P, Gorzo G, Suranyi G, Borbely G. 1995. Simple and Efficient Method for Isolation
and Measurement of Cyanobacterial Hepatotoxins by Plant Tests (Sinapis alba L.). Analytical
Biochemistry 225: 49-53.

Kurihara D, Matsunaga S, Kawabe A, Fujimoto S, Noda M, Uchiyama S, Fukui K. 2006.
Aurora kinase is required for chromosome segregation in tobacco BY-2 cells. The Plant
Journal 48: 572-580.

Kurihara D, Matsunaga S, Uchiyama S, Fukui K. 2008. Live cell imaging reveals plant
aurora kinase has dual roles during mitosis. Plant and cell physiology 49: 1256—1261.
Lacroix B, Lorca T, Castro A. 2022. Structural, enzymatic and spatiotemporal regulation of
PP2A-B55 phosphatase in the control of mitosis. Frontiers in Cell and Developmental
Biology 10: 967909.

Legland D, Arganda-Carreras I, Andrey P. 2016. MorphoLibJ: integrated library and
plugins for mathematical morphology with Imagel. Bioinformatics 32: 3532-3534.

Li Y-W, Zheng Q-J, Zheng N-J, Meng J-Z, Liu B-L, Liu X, Zhao H-M, Feng N-X, Cai
Q-Y, Xiang L, Mo C-H, Li QX. 2025. Novel Insights into Microcystin-LR Uptake,
Accumulation, and Toxicity Mechanisms in Lettuce (Lactuca sativa L.) Using a Protoplast
Model. Journal of Agricultural and Food Chemistry 73: 7620-7631.

Livanos P, Apostolakos P, Galatis B. 2012. Plant cell division: ROS homeostasis is required.
Plant Signaling & Behavior 7: 771-778.

Loginova DB, Silkova OG. 2017. H3Ser10 histone phosphorylation in plant cell division.
Russian Journal of Genetics: Applied Research T: 46-56.

Luan S. 2003. Protein Phosphatases in Plants. Annual Review of Plant Biology 54: 63-92.
Ma X, GuY, Liang C. 2023. Adaptation of protein phosphatases in Oryza sativa and Cucumis
sativus to microcystins. Environmental Science and Pollution Research 30: 7018—7029.
Machado J, Campos A, Vasconcelos V, Freitas M. 2017. Effects of microcystin-LR and
cylindrospermopsin on plant-soil systems: A review of their relevance for agricultural plant
quality and public health. Environmental Research 153: 191-204.

MacKintosh C, Diplexcito J. 2010. Naturally occurring inhibitors of protein serine/threonine
phosphatases. In: Bradshow RA, Dennis EA, eds. Handbook of Cell Signaling. Elsevier, 683—
687.

Manzanero S, Rutten T, Kotseruba V, Houben A. 2002. Alterations in the distribution of
histone H3 phosphorylation in mitotic plant chromosomes in response to cold treatment and
the protein phosphatase inhibitor cantharidin. Chromosome Research 10: 467-476.
Martindill DMJ, Riley PR. 2008. Cell cycle switch to endocycle: The nucleolus lends a
hand. Cell Cycle 7: 17-23.

Mathé C, Beyer D, Erddédi F, Serfozé Z, Székvolgyi L, Vasas G, M-Hamvas M, Jambrik
K, Gonda S, Kiss A. 2009. Microcystin-LR induces abnormal root development by altering
microtubule organization in tissue-cultured common reed (Phragmites australis) plantlets.
Aquatic Toxicology 92: 122—-130.

Mathé C, Beyer D, Vasas G. 2016. The effects of microcystins (cyanobacterial
heptapeptides) on the eukaryotic cytoskeletal system. Mini reviews in medicinal chemistry 16:
1063-1077.

Maithé C, Boka K, Kénya Z, Erdédi F, Vasas G, Freytag C, Garda T. 2024. Microcystin-
LR, a cyanotoxin, modulates division of higher plant chloroplasts through protein phosphatase
inhibition and affects cyanobacterial division. Chemosphere 358: 142125.

Mathé C, Freytag C, Kelemen A, M-Hamvas M, Garda T. 2023. “B” Regulatory Subunits
of PP2A: Their Roles in Plant Development and Stress Reactions. International Journal of
Molecular Sciences 24: 5147.

114



PHD DISSZERTACIO IRODALOMJEGYZEK

87.

88.

89.

90.

91.

92,

93.

94,

9s.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

Mathé C, Garda T, Freytag C, M-Hamvas M. 2019. The Role of Serine-Threonine Protein
Phosphatase PP2A in Plant Oxidative Stress Signaling—Facts and Hypotheses. International
Journal of Molecular Sciences 20: 3028.

Mathé C, M-Hamvas M, Vasas G. 2013a. Microcystin-LR and Cylindrospermopsin Induced
Alterations in Chromatin Organization of Plant Cells. Marine Drugs 11: 3689-3717.

Mathé C, M-Hamvas M, Vasas G, Garda T, Freytag C. 2021. Subcellular Alterations
Induced by Cyanotoxins in Vascular Plants—A Review. Plants 10: 984.

Maithé C, M-Hamvas M, Vasas G, Suranyi G, Bacsi L, Beyer D, Téth S, Timar M, Borbély
G. 2007. Microcystin-LR, a cyanobacterial toxin, induces growth inhibition and histological
alterations in common reed (Phragmites australis) plants regenerated from embryogenic calli.
New Phytologist 176: 824-835.

Mathé C, Vasas G, Borbély G, Erdddi F, Beyer D, Kiss A, Suranyi G, Gonda S, Jambrik
K, M-Hamvas M. 2013b. Histological, cytological and biochemical alterations induced by
microcystin-LR and cylindrospermopsin in white mustard (Sinapis alba L.) seedlings. Acta
Biologica Hungarica 64: 71-85.

McManus KJ, Hendzel MJ. 2006. The relationship between histone H3 phosphorylation and
acetylation throughout the mammalian cell cycle. Biochemistry and cell biology 84: 640-657.
Meinke DW, Cherry JM, Dean C, Rounsley SD, Koornneef M. 1998. Arabidopsis thaliana:
A Model Plant for Genome Analysis. Science 282: 662—682.

Menges M, Hennig L, Gruissem W, Murray JA. 2003. Genome-wide gene expression in
an Arabidopsis cell suspension. Plant molecular biology 53: 423-442.

M-Hamvas M, Mathé C, Molnar E, Vasas G, GrigorszKky I, Borbely G. 2003. Microcystin-
LR alters the growth, anthocyanin content and single-stranded DNase enzyme activities in
Sinapis alba L. seedlings. Aquatic Toxicology 62: 1-9.

M.-Hamvas M, Mathé C, Vasas G, Jambrik K, Papp M, Beyer D, Mészaros I, Borbély
G. 2010. Cylindrospermopsin and microcystin-LR alter the growth, development and
peroxidase enzyme activity of white mustard (Sinapis alba L.) seedlings, a comparative
analysis. Acta Biologica Hungarica 61: 35-48.

M-Hamvas M, Vasas G, Beyer D, Nagylaki E, Mathé C. 2021. Microcystin-LR, a
Cyanobacterial Toxin, Induces DNA Strand Breaks Correlated with Changes in Specific
Nuclease and Protease Activities in White Mustard (Sinapis alba) Seedlings. Plants 10: 2045.
Mittler R. 2017. ROS Are Good. Trends in Plant Science 22: 11-19.

Miura K. 2020. Bleach correction Imagel plugin for compensating the photobleaching of
time-lapse sequences. F'1000Research 9: 1494,

Mochida S, Ikeo S, Gannon J, Hunt T. 2009. Regulated activity of PP2A—B556 is crucial
for controlling entry into and exit from mitosis in Xenopus egg extracts. The EMBO Journal
28: 2777-2785.

Motta MR, Schnittger A. 2021. A microtubule perspective on plant cell division. Current
Biology 31: R547-R552.

Moura M, Conde C. 2019. Phosphatases in mitosis: roles and regulation. Biomolecules 9:
55.

Murashige T, Skoog F. 1962. A Revised Medium for Rapid Growth and Bio Assays with
Tobacco Tissue Cultures. Physiologia Plantarum 15: 473-497.

Nowak SJ, Pai C-Y, Corces VG. 2003. Protein Phosphatase 2A Activity Affects Histone H3
Phosphorylation and Transcription in Drosophila melanogaster. Molecular and Cellular
Biology 23: 6129-6138.

Nunez-Vazquez R, Desvoyes B, Gutierrez C. 2022. Histone variants and modifications
during abiotic stress response. Frontiers in Plant Science 13: 984702.

Oh J, Park Y, Park S, Woo O-G, Lee J-H, Lee J-S, Kim T. 2025. Phosphatase regulation
in cell division: with emphasis on PP2A-B56. Molecules and Cells: 100255.

115



PHD DISSZERTACIO IRODALOMJEGYZEK

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

Ohser J, Haas P, Fahrbach F, Menstell P, Schwimmle A, Osterroth S, Dobrovolskij D.
2020. Attenuation correction for confocal laser scanning microscopy and its application in
chromatography. Journal of Microscopy 278: 76-88.

Ostergaard L, Yanofsky MF. 2004. Establishing gene function by mutagenesis in
Arabidopsis thaliana. The Plant Journal 39: 682—696.

Page DR, Grossniklaus U. 2002. The art and design of genetic screens: Arabidopsis thaliana.
Nature Reviews Genetics 3: 124-136.

Pasternak T, Tietz O, Rapp K, Begheldo M, Nitschke R, Ruperti B, Palme K. 2015.
Protocol: an improved and universal procedure for whole-mount immunolocalization in
plants. Plant Methods 11: 50.

Peer WA, Mahmoudian M, Freeman JL, Lahner B, Richards EL, Reeves RD, Murphy
AS, Salt DE. 2006. Assessment of plants from the Brassicaceae family as genetic models for
the study of nickel and zinc hyperaccumulation. New Phytologist 172: 248-260.
Pflugmacher S. 2004. Promotion of oxidative stress in the aquatic macrophyte
Ceratophyllum demersum during biotransformation of the cyanobacterial toxin microcystin-
LR. Aquatic Toxicology 70: 169—178.

Pinsky BA, Nelson CR, Biggins S. 2009. Protein phosphatase 1 regulates exit from the
spindle checkpoint in budding yeast. Current Biology 19: 1182—-1187.

Raabe K, Sun L, Schindfessel C, Honys D, Geelen D. 2024. A word of caution: T-DNA-
associated mutagenesis in plant reproduction research. Journal of Experimental Botany 75:
3248-3258.

Rahikainen M, Pascual J, Alegre S, Durian G, Kangasjirvi S. 2016. PP2A Phosphatase as
a Regulator of ROS Signaling in Plants. Antioxidants 5: 8.

Ramos F, Villoria MT, Alonso-Rodriguez E, Clemente-Blanco A. 2019. Role of protein
phosphatases PP1, PP2A, PP4 and Cdc14 in the DNA damage response. Cell Stress 3: 70-85.
Rasmussen CG, Wright AJ, Miiller S. 2013. The role of the cytoskeleton and associated
proteins in determination of the plant cell division plane. The Plant Journal 75: 258-2609.
Rédei G. 1970. Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. A review of the genetics and biology.
Bibliographia Genetica. 20: 151 pp.

Rédei GP. 1974. Arabidopsis thaliana. In: King RC, ed. Handbook of Genetics: Plants, Plant
Viruses, and Protists. Springer, Boston, MA, US, 151-180.

Reichheld J, Vernoux T, Lardon F, Van Montagu M, Inzé D. 1999. Specific checkpoints
regulate plant cell cycle progression in response to oxidative stress. The Plant Journal 17:
647-656.

Ricou A, Géry C, Horlow C, Loudet O, Camilleri C. 2025. The Versailles Arabidopsis
Stock Center (VASC): original genetic resources exploiting both induced and natural diversity
to investigate gene functions and analyze the impact of variation on plant biology. Genetic
Resources (S2) 70-77.

Sablowski R, Carnier Dornelas M. 2014. Interplay between cell growth and cell cycle in
plants. Journal of Experimental Botany 65: 2703-2714.

Sawicka A, Seiser C. 2012. Histone H3 phosphorylation — A versatile chromatin modification
for different occasions. Biochimie 94: 2193-2201.

Schaefer E, Belcram K, Uyttewaal M, Duroc Y, Goussot M, Legland D, Laruelle E, De
Tauzia-Moreau M-L, Pastuglia M, Bouchez D. 2017. The preprophase band of
microtubules controls the robustness of division orientation in plants. Science 356: 186—189.
Schindelin J, Arganda-Carreras I, Frise E, Kaynig V, Longair M, Pietzsch T, Preibisch
S, Rueden C, Saalfeld S, Schmid B, Tinevez J-Y, White DJ, Hartenstein V, et al. 2012.
Fiji: an open-source platform for biological-image analysis. Nature Methods 9: 676—682.

116



PHD DISSZERTACIO IRODALOMJEGYZEK

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

Schindelin J, Rueden CT, Hiner MC, Eliceiri KW. 2015. The ImagelJ ecosystem: An open
platform for biomedical image analysis. Molecular Reproduction and Development 82: 518—
529.

Scholl RL, May ST, Ware DH. 2000. Seed and Molecular Resources for Arabidopsis. Plant
Physiology 124: 1477-1480.

Shi Y. 2009. Serine/Threonine Phosphatases: Mechanism through Structure. Cell 139: 468—
484.

Shimotohno A, Aki SS, Takahashi N, Umeda M. 2021. Regulation of the Plant Cell Cycle
in Response to Hormones and the Environment. Annual Review of Plant Biology 72: 273—
296.

Smith RD, Walker JC. 1996. Plant protein phosphatases. Annual review of plant biology 47:
101-125.

Spinner L, Gadeyne A, Belcram K, Goussot M, Moison M, Duroc Y, Eeckhout D, De
Winne N, Schaefer E, Van De Slijke E, Persiau G, Witters E, Gevaert K, et al. 2013. A
protein phosphatase 2A complex spatially controls plant cell division. Nature
Communications 4: 1863.

Strahl BD, Allis CD. 2000. The language of covalent histone modifications. Nature 403: 41—
45,

Szigeti ZM, Jambrik K, Roszik J, M-Hamvas M, Tandor I, Beyer D, Vasas G, Vereb G,
Suranyi G, Mathé C. 2010. Cytoskeletal and developmental alterations in Ceratophyllum
demersum induced by microcystin-LR, a cyanobacterial toxin. Aquatic Botany 92: 179—184.
Talbert PB, Ahmad K, Almouzni G, Ausi6 J, Berger F, Bhalla PL, Bonner WM, Cande
WZ, Chadwick BP, Chan SWL, Cross GAM, Cui L, Dimitrov SI, ef al. 2012. A unified
phylogeny-based nomenclature for histone variants. Epigenetics & Chromatin 5: 7.

Tong Y, Ben-Shlomo A, Zhou C, Wawrowsky K, Melmed S. 2008. Pituitary tumor
transforming gene 1 regulates Aurora kinase A activity. Oncogene 27: 6385-6395.

Traas J, Bellini C. 1995. Normal differentiation patterns in plants lacking microtubular
preprophase bands. Nature 375.

Uhrig RG, Labandera A-M, Moorhead GB. 2013. Arabidopsis PPP family of
serine/threonine protein phosphatases: many targets but few engines. Trends in Plant Science
18: 505-513.

Ujvarosi AZ, Riba M, Garda T, Gyémant G, Vereb G, M-Hamvas M, Vasas G, Mathé C.
2019. Attack of Microcystis aeruginosa bloom on a Ceratophyllum submersum field:
Ecotoxicological measurements in real environment with real microcystin exposure. Science
of The Total Environment 662: 735—745.

Valério E, Vasconcelos V, Campos A. 2016. New Insights on the Mode of Action of
Microcystins in Animal Cells - A Review. Mini-Reviews in Medicinal Chemistry 16: 1032—
1041.

Vasas G, Gaspar A, Pager C, Suranyi G, Mathé C, Hamvas MM, Borbely G. 2004.
Analysis of cyanobacterial toxins (anatoxin-a, cylindrospermopsin, microcystin-LR) by
capillary electrophoresis. Electrophoresis 25: 108—115.

Walter AO, Seghezzi W, Korver W, Sheung J, Lees E. 2000. The mitotic serine/threonine
kinase Aurora2/AIK is regulated by phosphorylation and degradation. Oncogene 19: 4906—
4916.

Wang F, Higgins JMG. 2013. Histone modifications and mitosis: countermarks, landmarks,
and bookmarks. Trends in Cell Biology 23: 175-184.

Wang J, Lian N, Zhang Y, Man Y, Chen L, Yang H, Lin J, Jing Y. 2022. The Cytoskeleton
in Plant Immunity: Dynamics, Regulation, and Function. International Journal of Molecular
Sciences 23: 15553.

117



PHD DISSZERTACIO IRODALOMJEGYZEK

144.

145.

146.

147.

148.

149.

150.

151.

152.

153.

Weigel D, Mott R. 2009. The 1001 Genomes Project for Arabidopsis thaliana. Gernome
Biology 10: 107.

Weiss T, Crisp PA, Rai KM, Song M, Springer NM, Zhang F. 2022. Epigenetic features
drastically impact CRISPR—Cas9 efficacy in plants. Plant Physiology 190: 1153—1164.
Wickham H. 2016. Data analysis. In: ggplot2: elegant graphics for data analysis. Springer,
Cham, 189-201.

Winter Z. 2018. Regulation of endoreduplication by protein phosphatase 2A in Arabidopsis
thaliana leaves. Master's thesis, University of Turku, Department of Biochemistry, Molecular
System Biology, Turku, Finland

Wilodarchak N, Xing Y. 2016. PP2A as a master regulator of the cell cycle. Critical Reviews
in Biochemistry and Molecular Biology 51: 162—184.

Yagi N, Fujita S, Nakamura M. 2024. Plant microtubule nucleating apparatus and its
potential signaling pathway. Current Opinion in Plant Biology 82: 102624.

Yoon J-T, Ahn H-K, Pai H-S. 2018. The subfamily II catalytic subunits of protein
phosphatase 2A (PP2A) are involved in cortical microtubule organization. Planta 248: 1551—
1567.

Zhang B, Dong Q, Su H, Birchler JA, Han F. 2014. Histone Phosphorylation: Its Role
during Cell Cycle and Centromere Identity in Plants. Cytogenetic and Genome Research 143:
144-149.

Zhang K, Tsukitani Y, John PC. 1992. Mitotic arrest in tobacco caused by the
phosphoprotein phosphatase inhibitor okadaic acid. Plant and cell physiology 33: 677—-688.
Zhou H-W, Nussbaumer C, Chao Y, DeLong A. 2004. Disparate Roles for the Regulatory
A Subunit Isoforms in Arabidopsis Protein Phosphatase 2A. The Plant Cell 16: 709-722.

118



PHD DISSZERTACIO FUGGELEK

11. FUGGELEK

11.1. Fiiggelék abrak

a b
n=6 n=4
5300 X x 300
O 3 x
5 1 s
£ 200 g 200
ES =
5 3
E 1001 — r £ 100
0 Sz © = X
= 3 E g 5 5 % 8 3 3
B¢l z > . > >
o 3 © 2 § 0 5 § & o
:.3 2 = s s S = =
8 £ g £ = £ = =
“ Q = = =L =
© 7o) - 4 0 -
I= oty ] o
55kDa _ o = 2 o §
B-tubulin AT — s 8§ T N ©®
<] - o &
(8] | [>) 1]
9 8
8
55 kDa
36 kDa |- _—
PPOA/C™ WD s -- B-tubulin ___,_-_-.

36kDa _
PP2A/C T -

55kDa _
B-tubulin
36 kDa
pP2A/C ™ T . - -
3 8 3%
E & > >
-
s ® = s
o v o5
2 S
8 ° B
N o
L 9
0 3
9 8
w“
8

F1. dabra: Western blot analizis a PP2A-C katalitikus alegység szint meghatarozasara vad-
tipusu, illetve PP2A mutans Arabidopsis thaliana egész csiranévényekben. (a) A kezeletlen
mintak 6sszehasonlitdsa soran szignifikansan megndvekedett PP2A-C fehérje szintet detektaltunk a
fass homozigdta mutansokban. A c3c4 mutansok esetében enyhe gatlas tapasztalhat6 a vad-tipushoz
képest. (b) 0,05 uM MCY-LR toxinkezelést kovetden szignifikdns gatlast tapasztaltunk a Col0
fehérje szintje. fass-5 HZ mutansokban a toxinkezelés gatlo hatast fejtett ki.

Belso kontrollként a mikrotubulusokat hasznaltuk.

A ,,X” szimbolumok minden minta szignifikans kiilonbségét mutatja a Col0 kontrollhoz képest, mig
a ,,*” szimbolumok az adott genotipuson belilli MCY-LR kezelések és a kontrollok kozdtti
szignifikans kiilonbségeket mutatjak.

X,*=p<0,05; XX,** =p <0,01; XXX, *** = p < 0,001
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F2. abra: A hesperadin kezelés kovetkeztében detektalt mitotikus aktivitas valtozasok Col0
gyokércsucs merisztéma sejtekben. A mitotikus figurdkat hesperadin kezelés kdvetkeztében a
mikrotubulus jel6lés utan kvantifikaltuk. (a) Az 5uM hesperadin kezelés utan mitotikus sejtek szama
erdteljesen lecsokkent, szinte alig detektalhatd 0sztodo sejt. (b) Azonban a kiilonb6z6 fazisokban
megjelend mitotikus figurdk gyakorisaga és eloszlasa hesperadin kezelést kdvetden alig valtozik a
nagy mértékii mitotikus aktivitas csdokkenés kovetkeztében sem.

11.2. A diquat (DQ) kezelések PP2A mutansokon torténé alkalmazasa
ravilagit a PP2A és az oxidativ stressz kozotti osszefiiggésekre a
sejtosztodas soran az Arabidopsis thaliana gyokércsucs merisztéma
sejtekben

A ndvényi anyagcsere normal melléktermékeként szamos reaktiv oxigén
forma (ROS) képzddhet kiilonféle sejtalkotokban, példaul a mitokondriumban, a
kloroplasztban, a peroxiszomaban, illetve az apoplasztban is (Livanos et al., 2012;
Mithé et al., 2019). A stresszvalaszokban betdltott szereplik mellett a ROS-ok
kulcsfontossagli szabalyozoi a novényi fejléddésnek, mivel képesek kozvetlentil
befolyasolni a sejtciklus kulcsfehérjéinek mikodését, és akar meg is allithatjak a
sejtciklus elorehaladasat (Reichheld et al., 1999; Considine & Foyer, 2021).
Oxidativ stresszrdl akkor beszéliink, ha a sejten beliili ROS szint olyan mértékben
megemelkedik, hogy az meghaladja a védekezé mechanizmusok kapacitasat, igy
ezek a karos vegyiiletek oxidativ kérosoddsokat idéznek eld a sejtben (Blokhina,
2003; Livanos et al., 2012)

Az oxidativ jelatviteli utak szabalyozasa reverzibilis fehérje foszforilaciot
igényel, igy ezekben a folyamatokban fontos szerepet toltenek be a kiillonbozo
protein kindzok és foszfatazok. Tobb tanulmény is kimutatta, hogy a PP2A
foszfatdzok szabalyozzdk az intracellularis és extracellularis ROS jelek altal
kivaltott anyagcsere valtozasokat és sejthalalt. A kiilonbozé PP2A alegységek —
feltehetden eltéréd PP2A holoenzim komplex formdjaban — a stresszvalaszok pozitiv
¢s negativ szabdlyozédsat egyarant kozvetitik, lehetdvé téve a valaszreakcidok
finomhangolasat a kiilonféle biotikus €s abiotikus kihivasok soran, megdrizve
¢lettani stabilitdsukat és optimalis fejlodésiiket (Rahikainen et al., 2016; Math¢ et
al.,2019; Bheri et al., 2021).

A kutatds f0 célja annak vizsgalata, hogy az egyes PP2A alegységek
milyen szerepet toltenek be a reaktiv oxigénformak (ROS) jelatvitelében a
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sejtciklus szabalyozéasaval osszefiiggésben ndvényekben. Ehhez vad-tipusu, illetve
a PP2A mutans (c3c4, fass-3, fass-15) Arabidopsis thaliana ndvényeket a ROS
termelést serkentd diquat (DQ) gyomirtd szerrel kezeltiikk, mely megfeleld redox
potencial esetén elektronfelvevéként miikodik, igy elektronokat von el a
fotoszintetikus  elektrontranszport rendszertdl, versenyezve a természetes
elektronfelvevokkel (Jones & Vale, 2000). A protein foszfataz mutdnsok oxidativ
stresszt kivaltd DQ-val torténd kezelése lehetdveé teszi a protein foszfatazok (PP2A)
¢s a reaktiv oxigénformak (ROS) kozotti kapcsolatok vizsgélatat a mitozis soran az
Arabidopsis thaliana gyokércsics merisztéma sejtjeiben.

F6 hipotézisiink szerint a PP2A gatlasa és a sejten beliili ROS szint
emelkedése karosan befolydsolja a sejtosztodast, mivel a stresszvalasz — amelyet
altaldban protein foszfatazok szabdlyoznak — nem mikodik megfelelden.
Feltételezésiink szerint ez (i) a mitotikus aktivitas csokkenését, (ii) a foszforilalt
hiszton H3 szintjének novekedését eredményezi a mitdzis soran, (iii) a foszfataz
aktivitas csokkenése kovetkeztében. Az igy kapott eredmények alatamaszthatjak a
PP2A enzim kiemelt szerepét az oxidativ stresszvéalasz és a sejtosztodas
szabalyozasaban.

Osszességében megallapithatjuk, hogy a vizsgalt PP2A funkcidvesztéses
mutansok érzékenyebbek a DQ kezelésre és az altala kivaltott megnovekedett
intracellularis ROS szintre (Freytag et al., 2023), genotipus-fiiggd mddon eltérd
valaszreakciokat detektaltunk az oxidativ stressz hatasara. A DQ kezelés
kovetkeztében sejthalal jeleit (apoptozis) detektaltuk, példaul nuklearis ,,blebbing”
(vagy sejtmag lebenyesedés) és/vagy fokozott kromatin kondenzacidt. A vad-
tipusban gyakori volt a nuklearis ,,blebbing” megjelenése erdteljes mitotikus
aktivitasbeli gatlassal, de mitotikus blokkot nem idézett el6 a herbicid. A fass-5 HZ
esetében fokozott kromatin kondenzacidt tapasztaltunk az oxidativ stressz hatdsara.
A B” regulator alegység mutansokban a DQ mitotikus blokkokat okozott a korai
fazisban ¢€s erdteljesen csOkkentette a mitotikus aktivitast is. A diquat altal kivaltott
sejtosztodasi blokkok feltehetden a megndvekedett intracellularis ROS szint
kovetkezményei, amelyek a G2/M ellen6rzé pontnal allitjak meg a sejtciklust,
kiilonosen akkor, ha a PP2A miikddése sériilt, igy nem tudja biztositani a
sejtosztodds zavartalan lezajlasat (Reichheld er al., 1999; Considine & Foyer,
2021). Ezek a megfigyelések azonban nem kothetdk kozvetleniil a hiszton H3
foszforilacio szabalyozasdhoz, sokkal inkabb altaldnos oxidativ stresszvalaszként
értelmezhetdk a megndvekedett ROS szintre, ahol az enzimatikus védekezd
mechanizmusok szintén igen aktivak (Freytag ef al., 2023). A DQ nem valtoztatott
a PP2A aktivitasan, azonban a mutaci6 altal erésebb fenotipikus elvaltozast mutato
novények esetében (fass-5 HZ ¢és c3c4) a PPl aktivitdsa csokkent.
Virakozasainkkal ellentétben az oxidativ stressz és a PP2A miikodésének zavara
kiilonféle sejtszintli hatdsokat eredményezett, amelyek alapjan inkabb kozvetett
kapcsolat feltételezhetd a PP2A ¢és a ROS indukalta hiszton H3 foszforilaci6 kozott.
Osszességében eredményeink arra utalnak, hogy a PP2A holoenzim — valdsziniileg
a PP1-gyel valo kdlcsonhatason keresztiil — kozvetett modon jarul hozza a sejtciklus
megfeleld szabalyozasahoz oxidativ stresszhelyzetekben.
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