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1 Bevezetés

A klimavaltozas korunk nagy kihivéasai kozé tartozik, kiilondsen a
mezOgazdasag szamara. A klimavaltozds nemcsak gazdasagi, hanem
egészségligyi kockazatot is hordoz. Az emelkedd évi atlag kozéphdmérséklet
¢s a vizek nitrogén terhelése egyre gyakrabban vezetnek allovizeinkben
toxikus cianobakterialis vizviragzashoz (O’Neil et al., 2012). A Mikrocisztin-
LR (MCY-LR) az egyik leggyakoribb ilyen heptapeptid toxin, amelyet foként
édesvizi cianobaktériumok termelnek. Erdsen gatolja a szerin/treonin protein-
foszfataz 2A-t és 1-et (PP2A és PP1) (MacKintosh et al., 1990). Emellett a
MCY-LR fontos tulajdonsdganak tartjak, hogy képes oxidativ stressz-
folyamatokat indukélni (Mathé ef al., 2019).

A disszertacios munkam soran vizsgaltuk a MCY-LR kéros hatésait a
gyokér fejlédésére Arabidopsis thaliana csirandvényekben. Feltartuk, hogy a
MCY-LR zavart okoz a PIN eloszlasban és az auxin-vélaszban, a protein-
foszfatdz gatlasa révén. Az auxin efflux Protein PIN-FORMED (PIN)
fehérjecsaladjanak miikodése kulcsfontossagh a nodvényi ontogenezis
szempontjabol, €s funkcidjuk reverzibilis foszforilaciojuktol fiigg (Zwiewka et
al., 2019) A PIN-ek defoszforilaciojaban a PP2AC3 és C4 protein-
foszfatdzoknak van jelentds szerepe (Ballesteros ef al., 2013).

A PP2AC3 és C4 katalitikus tovabba a B” szabalyozo alegységekrol
ismert, hogy fontos szubcellularis események szabalyoz6i a ndvények
fejléddése soran, de a reaktiv oxigénformak (ROS) szintjeinek szabalyozasaban
¢s/vagy a semlegesitésben betdltott szerepiikrdl joval kevesebbet tudunk
(Durian et al., 2020; Mathé¢ et al., 2023).

Igyekeztiink Ujszerli betekintést adni a PP2AB” ¢és C alegységek
szerepébe, a ndvényi oxidativ stressz-valasz soran. Tovabba vizsgaltuk a PP2A
szabalyozd szerepét a kettdsszalu DNS torés jelzémolekula, a H2AX hiszton

foszforilacids allapotaban.



2 Irodalmi attekintés

Ebben a fejezetben bemutatom a protein-foszfatazok legfontosabb
jellemzoit, felépitésiiket és csoportositasukat, kiilonds tekintettel az altalunk
vizsgalt alegységekre. A fejezet tovabbi 2 alfejezetében a dolgozat alapjaul
szolgdldo két publikdcio szakirodalmi el6zményeit mutatom be. A 2.2
alfejezetben részletezem a PIN-ek funkcidjat a polaris auxin-
transzportban,tovabba a foszforilacio szerepét a PIN fehérjék mitkodésében. A
2.3 alfejezetben a ROS-ok keletkezésérol, eliminacidjukrol (elsdésorban
szuperoxid-dizmutaz altal (SOD)) €s a ROS okozta egyik jellemz6 molekularis
,Htinetrél” a DNS kettds torésrdl lesz sz0, valamint vizsgaljuk a foszforilacid

lehetséges szerepeit az oxidacios stressz folyamatok soran.

2.1 Protein-foszfatazok a novényekben

Egy fehérje vagy enzim megjelenését ¢s miikodését a poszttranszlaciods
modositasok befolyasolja és/vagy szabalyozza, utobbi egy része mar a fehérje
folding soran megvaldsul, mig masok egy jelatvitel Utvonal részeként
megvalosulo szabalyozasi formak.

Az egyik ilyen poszttranszlacidos szabdlyozasi forma a protein
foszforilacio és defoszforilacio, amely gyakran egyfajta ,.ki-be” kapcsoloként
szolgal (Luan, 2003; Smith & Walker, 1996). Az Arabidopsis thaliana genom
egy jelentds része kodol kinazokat ¢€s foszfatdzokat, ezek az enzimek
katalizaljak a reverzibilis foszforilacidt. Az optimélis szabalyozéas érdekében
ezeknek a kindzoknak ¢és foszfatazoknak tokéletes Osszhangban kell
miikddniiik minden egyes sejtben (Luan, 2003).

A reverzibilis foszforilacid jelentdségét az is jol bizonyitja, hogy az
eukariota sejtek fehérjéinek legalabb egyharmada foszforilalhatdo és a
foszforilacid6 modositja ezen fehérjék szerkezetét és funkcidjat. Példaul

Arabidopsis thalianaban 86,4 %-ban szerin (Ser), 11,2 %ban treonin (Thr),
2



1,8 %-ban pedig tirozin (Tyr) oldallancon foszforildlodnak (Sugiyama et al.,
2008; Nakagami et al., 2010)

A reverzibilis fehérje foszforilacionak szdmos kulcsfontossagi
anyagcsere- sejtfolyamat szabdlyozasdban van szerepe, ide tartozik az
anyagcsere, a sejtciklus kontrollalasa, az iontranszport, a fejlodés szabalyozasa
¢s a stresszreakciok (Luan, 2003). A sejtfunkciok e sokféle spektrumat tiikrozi
novényekben a reverzibilis foszforilacid fliggd intracellularis fehérjék nagy
szdma (Arabidopsis thaliana-ban kb.: ~10800 foszfoprotein ismert PhosPhAt
v4.0), valamint a reakcidkat katalizalo protein-kindzok és foszfatazok szama
(~28 foszfataz ~350 kindz PhosPhAt v4.0)(“PhosPhAt 4.0 - Entry Statistics,”
https://phosphat.uni-hohenheim.de/statistics.html 2023-07-26).

Az Arabidopsis thaliana genomszekvenalési projektek kozelmultbeli
befejezése lehetdvé tette az Osszes feltételezett Ser-Thr foszfatazt kodolod gén
azonositasat. A genomszekvenaléasi projektekkel kapcsolatos vizsgalatok és
néhany tovabbi, genomra kiterjedd felmérés feltarta a Ser-Thr foszfatazokkal
kapcsolatos fehérjéket. Ezek koziil legalabb 7 gén a PP1 katalitikus
alegységeket, 6 gén a PP2A katalitikus alegységeket, 70 gén a PP2C-t, és
koriilbeliil egy tucat egyéb foszfatdz génje, amelyek a PP4-t, PP5-t, PP6-t és
PP7-t kédoljak (Luan, 2003).

Disszertaciom a PP2A ¢és B” alegység szerepére és kozvetve a PP1,
valamint a CRKS (ciszteinben gazdag receptor-szerii kindz) vizsgélatara terjed
ki.

2.1.1 A protein-foszfatazok csoportositasa

A szubsztratspecifitas szerint a protein-kindzokat és foszfatazokat két
nagy csoportba soroljadk aszerint, hogy melyik aminosav oldallancot
foszforilaljak. Az érintett aminosavak a Ser-Thr és a tirozin az allatokban,
ugyanakkor novényekben jellemzdébb a tirozin helyett a hisztidin. A protein-

foszfatazokat legalabb harom kiilonallo csalddba lehet besorolni (Luan, 2003).
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A foszfatazok 3 {6 csalddja a katalizalt reakci6 mechanizmusa,
valamint a résztvevd enzimek térszerkezete alapjan (Shi, 2009) a kovetkezo:
foszfoprotein-foszfatdzok (PPP), fémion-fliggd foszfatazok (PPM) ¢é&s
aszpartat-fliggd foszfatazok (FCP/SCP) (Shi, 2009).

A PPPk szerin és treonin aminosav oldalldncokat defoszforildlnak.
Jellemzd csaladokra vagy csoportokra oszthatéak: PP1, PP2A, PP2B (avagy
calcineurin) PP4, PP5, PP6 és PP7. A PP2 enzimek tovabb oszthatok PP2A,
2B és 2C enzimekre, a kétértékii kationoktol vald fiiggésiik alapjan. Ca®*
illetve Mg** szabalyozza a PP2B-t és a PP2C-t, ezzel szemben a PP2A-nak -
hasonléan a PPl-hez - nincs sziiksége kétértékii kationok jelenlétére az
aktivitashoz. A PP1-  és  PP2A-tipusi  enzimek  tagjainak
megkiilonboztetésében az okadainsav, a kalikulin A ¢€s a kantaridin hasznosak.
Péld4aul mind az okadainsav, mind a kaliculin A erdsen gatolja a PP1 és PP2A
aktivitasat, de nem hatékony a PP2B ¢s PP2C esetében. A kantaridin csak a
PP2A-t gatolja, masokat nem (Li & Casida, 1992; Luan, 2003). A MCY-LR a
szerin-treonin protein-foszfatazok PP1 és PP2A, valamint a PP4, PP5 és PP6
kisebb foszfatazok erds inhibitora. (Fontanillo & Ko6hn, 2018; MacKintosh et
al., 1990; Mathé et al., 2016).

A PPM f5 tagja a Mn?"/Mg?* -fiiggd PP2C és a piruvat-dehidrogenaz
foszfatdz (Shi, 2009). Novényekben sokféle PP2C taldlhato, ez adja a PP
repertoarjanak tobb mint felét. Szerepiik elsésorban a ROS szignalizacio soran,
a biotikus és abiotikus stressz-reakciokban van (Jiang et al., 2018).

A PPP-vel ellentétben a PPM csalad tagjai nem rendelkeznek
szabalyozo alegységekkel, hanem egyetlen fehérje tobb funkciondlis domént
és konzervalt szekvencia-motivumokat tartalmaz, amelyek segithetnek
meghatarozni a szubsztrat-specifitast. Mind a PPP, mind a PPM esetében a
fémionok katalitikus ¢€s kozponti szerepet jatszanak a defoszforilacios

reakcioban (Mathé ef al., 2019). Ezzel szemben az FCP/SCP aszpartat alapti
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katalitikus mechanizmust hasznal, szerepe valoszinlileg az RNS polimeraz 11
szabalyozasaban van (Uhrig et al., 2013).

M¢ég ugyanazon a csalddon beliil is jelentds szerkezeti diverzitast
generalhat az egyedi szabalyozo és célz6 domének jelenléte vagy szabalyozo
alegységek kapcsolodasa a katalitikus alegységekhez. Ezek a szabalyozo
domének vagy szabalyozo6 alegységek lokalizalhatjak a fehérjekomplexeket
egy specifikus szubcellularis kompartmentben, mddosithatjdk a szubsztrat
specifitasat vagy megvaltoztathatjak a katalitikus aktivitast (Luan, 2003; Shi,
2009). Mindezek a tények azt mutatjdk, hogy a foszforilacié egyike azon
biokémiai tényezoknek, amelyek integraljak a sok egyidejii eseményt egy

eukaridta sejtben (Mathé et al., 2021).

2.1.2 PP1 felépitése és funkcioi novényekben

A PPl a nem-fémfiliggd szerin-treonin protein-foszfatdzok PPP
(foszfoprotein-foszfataz) csaladjaba tartozik (Farkas ef al., 2007).

A PP1 kiemelked6 szerepet jatszik a sejtfolyamatok széles korében,
ugymint a meiodzis és a mitotikus sejtosztddas, az apoptozis, a fehérjeszintézis,
az anyagcsere, a citoszkeletélis atrendezddés, valamint a membranreceptorok
és csatornak szabalyozasa (Ceulemans & Bollen, 2004). Két alegységbdl all,
egy katalitikus és egy specifikus szabalyozd alegységbdl (R alegység)
(Shi, 2009). A katalitikus alegység aktiv része erdsen konzervalt az egész PPP
csaladban (Shi, 2009).

2.1.3 PP2A felépitése és funkcioi novényekben

A PP2A a nem-fémfliggd szerin-treonin protein-foszfatazok PPP
(foszfoprotein-foszfataz) csaladjaba tartozik. Univerzélisak az eukariotakban,
¢s a PP2A a legnagyobb mennyiségben -el6forduldo protein-foszfataz
(Shi, 2009; Virshup & Shenolikar, 2009).

Arabidopsis  thaliana-ban a PP2A Kkatalitikus alegységnek ot

izoformdja van (Farkas et al., 2007; Uhrig et al., 2013).
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A PP2A fehérjekomplex (holoenzim) egy heterotrimer fehérje. A
holoenzim tagjai: az enzim véazat az A alegység (PP2AA, Arabidopsis
thaliana-ban 3 izoforma létezik kb 65 kDa molekulatomeggel) adja, a
katalitikus C alegység (PP2AC, 5 féle izoforma, kb. 26 kDa), valamint a
variabilis B szabalyozé alegység (PP2AB, 17 izoformaja ismert)
(Farkas et al., 2007; Uhrig et al., 2013) (1. abra).

Szamos tanulmany azonositotta Arabidopsis thaliana-ban a PP2AA1
alegységet [ROOTS CURL IN NAPHTHYLPHTHALAMIC ACID 1
(RCN1)] és tobbféle B alegységet, amelyek a gyokér ndvekedése soran a
stresszreakciok szabalyozd szereploi (Blakeslee et al., 2007; Uhrig et al.,
2013).

Az RCNI gén a PP2A 65 kDa-os A alegységét kodolja (Garbers et al.,
1996). Az RCNI gén mutacidja Arabidopsis thaliana-ban zavart okoz a
gravitropizmusban és a hipokotil kamp¢ kialakuldsaban. Ezenkivill az rcnl
mutans auxin-transzportja érzékenyebb a polaris transzportot gatlo
naftilftallaminsavra (Garbers et al., 1996). A tovabbi elemzések Osszefiiggésbe
aktivitdas csokkenésével ¢€s a differencidlis sejtmegnyulas hibajaval is
(Deruere et al., 1999). Ezenkiviil ugy tlinik, hogy a gravitacios valasz és a
bazipetalis  auxin-transzport = megvaltozik az  rcn/  mutdnsban
(Rashotte et al., 2001). Ezek az eredmények azt mutatjdk, hogy a PP2A
szerepet jatszik az auxin-transzport szabalyozasaban.

Ahogy mas eukaridtdkban is, a novényi B alegységek is tovabb
oszthatoak alcsoportokra: B, B’ és B”, melyek molekulatomege széles
tartomanyban mozog (54-130 kDa) (Farkas et al., 2007; Shi, 2009) (1. abra).
Az egyik legismertebb ilyen fehérje a TONNEAU 2 (TON/FASS) az
Arabidopsis thaliana-ban, ez a B” alegység alapvetd szerepet jatszik a

mikrotubulus organizacidoban mind a mitotikus, mind a nem mitotikus sejtek
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esetében (Camilleri ef al., 2002; Spinner et al., 2013). A B alegység felelds a
PP2A komplex pontos lokalizalasaért és funkcidiért, tovabba azt is
szabalyozza a katalitikus aktivitds modositasa révén, hogy mely foszforilacios
helyek defoszforildlodjanak ¢és melyek maradjanak érintetlenek egy
célfehérjén, ha annak tobb szerin-treonin foszforilacios helye is van (Virshup
& Shenolikar, 2009).

Ezeknek az alegységeknek szamos funkcidja ismert, de a ROS
jelzésekben vald részvételiikrdl egyeldre kevesebb ismerettel rendelkeziink. A
ton2/fass mutansok diszfunkciondlis PP2AB” szabdlyoz6 alegységekkel
rendelkeznek vagy hianyoznak, a homozigoéta recessziv fenotipusok pedig
torpék, gyakorlatilag nem rendelkeznek gyodkerekkel és nem jelenik meg
benniik preprofazis gytiri (Camilleri ef al., 2002; Spinner ef al., 2013).

A katalitikus C3 és C4 alegységek a PP2AC II. alcsaladjaba tartoznak
(C1, C2, C5 = 1. alcsalad) (Yoon et al., 2018) (1. abra). Részt vesznek a
mitotikus és nem mitotikus mikrotubulusok szervezésében, a nitrat-reduktaz
fényfiiggd szabdlyozéasadban és a PIN-foszforilaci6 szabdlyozasaban, amely az
embriokban és a gyokereken beliill meghatdrozza az auxin eloszlasat és
befolyéasolja azok fejlédési mintazatait; tovabba (Ballesteros et al., 2013;
Spinner et al., 2013; Creighton ef al., 2017).

A c3c4 kettés mutansra jellemz6 a gyokér- és hajtasfejlodés sulyos
karosodésa, és ehhez kapcsoloddan sulyosan megvaltozott mikrotubulus-

szervezddés (Spinner ef al., 2013).
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1. abra Szerin/treonin protein-foszfataz 2A holoenzim felépitése és az alegységel
csoportositasa Elshobaky és mtsai nyoman (Elshobaky er al, 2023). (A) Vaz alegység
(scaffold). (B) Regulator alegység. (C) Katalitikus alegység. Zardjelben az alegységeket

kodolé gének szama Arabidopsis thaliana-ban.

2.2 Az auxin-transzport szabalyozasa

Az auxinok (beleértve a legnagyobb mennyiségben eléfordul6 indol-3-
ecetsavat/IAA-t) eloszlasa a ndvényi testben elengedhetetlen a ndvényi
fejlédés szinte minden aspektusaban, beleértve a sejtciklus szabalyozasat, az
embrio- és vegetativ szervek fejlodését, vagy éppen a tropizmusok
szabalyozasat (Habets & Offringa, 2014; Xu et al., 2019). Az auxin egyik
fontos tulajdonsaga, hogy sejtrél sejtre poldrisan transzportalodik, mely
folyamatot influx és efflux transzmebran fehérjék medialnak. A sejtekbe
elsésorban az AUX1/LAX permeaz altal jutnak, és a PIN-ek révén jutnak ki az

ellenoldali plazmamembran felszinre (Michniewicz, Brewer, et al., 2007;



Barbosa er al, 2018). A sejten keresztiil a deprotonalt I[AA-t az
endomembranban lokalizalt PIN-ek veszik fel, majd az influx-szal ellentétes
plazmamembran oldalon széllitjak ki a sejtb6l. A PP2A defoszforildlja a PIN-
eket, amelyek ezutan a citoszolon keresztiil torténd vezikularis transzport
révén Ujra hasznosulnak, és készen allnak a kovetkezd IAA-ion felvételére.
A PP2A tehdt dontd szerepet jatszik a ndvényben az auxin eloszlasat
szabalyozd PIN-ek polaris lokalizaciojanak és miikddésének szabalyozasaban
(Zwiewka et al., 2019) (2. abra).

Arabidopsis thaliana-ban a PIN (PIN-FORMED) csaldd nyolc tagja
ismert (Adamowski & Friml, 2015; Barbosa et al., 2018). Ezek koziil, a polaris
auxin-transzport szempontjabdl a nagyobb molekulatomegii ,,hossza” 10
transzmembran doménnel rendelkezé PIN1-4 és PIN7 tagok a legfontosabbak,
mivel ezek megfeleld szoveti eloszlasa kulcsfontossagu
andvekedésszabalyozasban (Adamowski & Friml, 2015; Barbosa et al., 2018).
Tovabba a PIN3, a PIN7 és kiilonosen a PIN2 fontos szerepet jatszik a
gravitropikus valaszokban (Adamowski & Friml, 2015; Barbosa et al., 2018;
Habets & Offringa, 2014). A PIN1 és PIN2 mellett a PIN3 és PIN7 is részt
vesz az oldalgyokér fejlodésében — a periciklus sejtosztodasok megfeleld
szervezésében, €s az oldalgyokér primordium inicidcidjdban (Benkova et al.,
2003; Michniewicz, Brewer, et al., 2007; Okumura et al., 2013).

A polaris auxin-transzport szallitasi irdnya szovetspecifikus, gyokerek
esetében a PIN1 az IAA-t a gyokérnyaktol a gyokércstcs felé szallitja a sztélén
keresztiil, mig a PIN2 a csucstol a gyokérnyak fel¢ irdnyitja a transzportot a
gyokér epidermiszben és mindkét irdnyban a gyokérkéregben. A PIN3 és a
PIN7 az IAA ujraelosztéi a gyokérsiiveg kolumelldban és sztélében
(Michniewicz, Brewer, et al., 2007).

A PIN-ek mukodését ¢és stabilitasdit olyan poszttranszlacios

modositasok szabalyozzak, mint példaul PIN-ek reverzibilis foszforilacioja,
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¢s legaldbb a PIN2 esetében az ubiquitinacid (Zwiewka et al., 2019).
A PIN-ek reverzibilis foszforilacidé f6 partnerei a PID kindz (szerin-treonin
kinaz) és a szerin-treonin protein-foszfataz PP2A. A PID képes foszforilalni a
korabban vizsgalt 6sszes PIN-t (Ganguly et al., 2012; Barbosa et al., 2018).
A PIN-ek reverzibilis foszforilacidja szabalyozza a plazmamembran
lokalizaciot, defoszforilaciojuk az internalizéciot, valamint transzcitozist valt
ki altalaban az ellenkezd sejtoldalra (Kleine-Vehn et al., 2009; Yao & Xue,
2011). A protein-foszfataz inhibitorok fenntartjak a PIN1 foszforilalt allapotat,
amelyet a PID aktivitasa okoz (Michniewicz, Zago, et al., 2007). A kantaridin
¢s az okadainsav er0sen gatoljdk a PP2A aktivitast, ezaltal képesek
megvaltoztatni az auxin-transzportot és csokkentik a gyokércsucsok auxin
tartalmat [PP1- és PP2A-tipusu enzimek tagjainak megkiilonboztetésében
hasznéalatos toxinok. A kantaridin kizar6lag a PP2A-t gatolja, masokat nem (Li
& Casida, 1992; Luan, 2003) részletesebben lasd: 2.1.1 A protein-foszfatazok
csoportositasa]. A kantaridin egyuttal képes megvaltozatatni a gyokérfejlodést
is (Shin et al., 2005). AzMCY-LR esetében ez idaig igen keveset lehetett tudni
a PIN-k sorsara és az ebbdl kovetkezd auxin eloszlasara gyakorolt hatdsarol.
Ehhez kapcsolddoan a rizsgydkerekben csokkentette az auxin szintet, gatolva
a gyokér megnyulasat és az oldalgyokér kialakulasat (Chen et al., 2013).
Az elsd célunk az volt, hogy ujszerii betekintést nyujtsunk egy természetes,
PP2A gatl6 cianotoxinnak a PIN-fehérjék (PIN 1, 2, 3 és 7) és igy az auxin
(IAA) szintjének valtozasaiba az Arabidopsis thaliana gydkereiben.

Az Ujrahasznositast és a PIN transzcitozist az auxin efflux helyére a
ARF  guanine-nucleotide exchange factor GNOM (GNOM) fehérjék
szabalyozzék, legaldbbis a PIN1 és PIN3 esetében (Habets & Offringa, 2014;
Luschnig & Vert, 2014). A GNOM fehérjek GTP-GDP cserefaktorok (ARF-
GEF-ek) a kis G fehérjékhez, amelyek részt vesznek a kiilonféle

membranstruktarakbol torténod vezikulumainak kialakulasban.
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A gnom mutansokat az oldalgyokérképzddés gatlasa és torpeség jellemzi
(Feraru & Friml, 2008; Okumura et al., 2013). A GNOM altal szabalyozott
transzcitdzis, klatrin-bevonati vezikulakat (CCV-k) tartalmazo, GNOM altal
szabalyozott IAA-efflux csak akkor kovetkezik be, ha a PIN1-et a PP2A
defoszforilalja (Gao et al., 2008).

A GNOM csalddhoz szdmos izoforma tartozik, amelyek részt vesznek
az oldalgyokerek fejlédésében, a fejlddési polaritas szabalyozasaban és szamos
mas eseményben [79]. Tovabba a GNOM-ok fontos szerepet jatszanak a PIN1-
et a TGN-en (transz-Golgi halozat) keresztiil szallitd vezikuldk biogenezisében
is (Gao et al., 2008).

A transzcitdzis, tehat a PIN1 és PIN2 recirkulacidja az ellenkezd
oldalra - az AUX1/LAX altal felszabaditott IAA felvételének helyérdl - csak
akkor torténik meg, ha valamelyik PIN-t (PIN1, PIN2, PIN3 és PIN4) a szerin-
treonin kindz PID vagy mas kinazok (lasd alabb) foszforilaljak, GNOM-
fiiggetlen itvonalon keresztiil (Gao et al., 2008; Barbosa et al., 2018; Grones
etal.,2018; Xu et al., 2019). A GNOM a PIN2 megfeleld lokalizaciojaban is
részt vesz a gyOkérkéreg sejtekben, valamint a PIN3 megfeleld
lokalizacidjaban a gravistimulacié soran (Rahman et al., 2010; Lofke ef al.,
2013). Ebben a szakaszban a PIN-ek tovabbi sorsa vagy a TGN-en keresztiil a
plazmamembranba vald dathelyez6dés és egy 1) deprotonalt [AA-ion
megkotése és az efflux-helyre valo atvitele, vagy a PIN1 és PIN2 esetében poli-
ubikvitinacio: GNOM-fiiggetlen mechanizmussal belépnek egy prevakuolaris
kompartmentbe (PVC/MVB) hogy egy litikus vakudlumban lebontddjanak
(DeLong et al., 2002; Lotke ef al., 2013; Zwiewka ef al., 2019) (2.4bra).

A nagy molekulatomegi ("hossz") PIN-ek transzmembran doménnel
¢s egy nagy hidrofil hurokkal rendelkeznek a citoszolban. Ez a hurok a
reverzibilis foszforilacio célpontja, és tobb foszforilacios hely talalhato rajta,

amelyet tobb kiillonboz6 kindz katalizdl (Zwiewka et al., 2019).
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A PINOID kinaz (PID, egy szerin-treonin kinaz) és a szerin-treonin protein-
foszfatdz PP2A a két legismertebb antagonista partner az intracellularis PIN-
lokalizaci6 szabalyozéasaban, mivel a PIN-ek hidrofil hurkok azonos helyein
hatnak (Feraru & Friml, 2008; Grones et al., 2018). A PID mutansok nagyon
hasonlé fenotipust mutatnak, mint a pin/, tiszerii hajtascsucsot és alacsony
viragzasi ratdt, mig a PP2AA szabalyozd alegységének mutansai
megvaltoztatjdk az auxin eloszlasat, és igy a gyokércsics merisztéma
Osszeomlasat idézik eld, hasonloan a PID-et talexpresszald Arabidopsis
thaliana névényekhez (Zwiewka et al., 2019). A PID képes foszforilalni az
Osszes nagyobb molekulatomegii PIN-t (Ganguly et al., 2012; Barbosa et al.,
2018), amely az AGC VIlla (cAMP- cGMP-fiiggé G/protein-kinaz C)
csaladba tartoz6 szerint/treonin kindz (Lotke et al, 2013). A PIN
foszforilacigjaban és a PIN-lokalizaciojaban/auxin-transzportjaban részt vevo
tovabbi kindzok a D6 protein-kinaz (D6PK), a WAG1 és WAG2. Ezek mind
az AGC VllIa kinaz alcsaladba tartoznak (Barbosa ef al., 2018; Zwiewka et
al., 2019). Mindegyik kinazrol ugy gondoljak, hogy a PP2A az ellensulyozo
partneriik (Zwiewka et al., 2019). A foszfatazok ellenparjai a PP2A katalitikus
alegység C3 ¢és C4 izoformai, amelyekrdl kimutattak, hogy a PIN
defoszforilacio kulcsszerepldi (Ballesteros ef al., 2013). Két masik protein-
kinaz csalad tagjai, a CRKS és kiilonb6z6 MAP kinazok szintén részt vesznek
a PIN foszforilacigjaban (Rigo et al., 2013; Barbosa et al., 2018; Baba et al.,
2019). A vizsgélatban részt vevé CRKS a kalcium-fliggd kinazcsalad tagja
(CDPK), ¢és fontos a PIN2 megfeleld plazmamembran lokalizaciojaban. Az
Arabidopsis thaliana funkcidvesztett mutansban a crk5-1 funkcioja kiesik és a

gyokér gravitropikus valasza sériil (Rigo et al., 2013; Barbosa et al., 2018).
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2. abra A nagy molekulatomegli PIN fehérjék vezikularis transzportjanak egyszerisitett
illusztracidja Arabidopsis thaliana altalanositott modelljében Zwiewka és mtsai nyoman
(2019). Az intracellularis utvonal azon funkcionalis résztvevdi lathatoak, amelyek a
legkiemelkedébb
retikulumbol a PIN fehérjék a citoplazmaba jutnak. A korai endoszomalis kompartmentekbdl,
példaul a TGN-bol szarmazd fehérje-ujrahasznositas szabalyozdja a GNOM, ami BFA
szenzitiv. A PM lokalizacié és az auxin efflux hordozo aktivitds szempontjabdl a kinazok

(PID, D6PK ¢és CRKS5) és a foszfataz (PP2A) altal szabalyozott PIN foszforilacios statusz
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2.3 ROS keletkezése és biologiai semlegesitése

A reaktiv oxigénformak (ROS) minden eukaritta sejtben keletkeznek
mind a belsd anyagcsere, mind a kiils stresszhatasok kovetkezményeként.
A novények esetében ez magaban foglalja az abiotikus tényezok széles skalajat
(pl. szarazsag, sz€lsdséges homérséklet, magas sotartalom, mechanikai stressz,
UV-expozicid stb.) és a biotikus tényezdket, mint példaul a korokozok, ahol a
kiilonféle metabolitjaik a kivalto tényezok (Apel & Hirt, 2004). A metabolikus
folyamatok kovetkezményeként keletkezd f6 ROS-ok a szingulett oxigén
(10?), a szuperoxid-anion (O%) és a hidrogén-peroxid (H202). A hidroxilgydk
esetében a termelés masik fo helyszine a kloroplasztisz tilakoidok PSI-je a
Fenton-reakcion keresztiil (Blokhina ef al., 2003). Szamos sejtszintli esemény
esetében a ROS-okat az anyagcsere természetes kovetkezményeinek tartjak,
vagy akar hasznosnak, mint jelzémolekulak, pl. a mitdzis szamara (Mittler,
2017). Altalanossagban azonban ismert, hogy a sejtek redox allapotanak
megvaltoztatasaval, a fehérjék és lipidek oxidalasaval, valamint a DNS-torés
kivéltasaval sejtkarosodast idéznek eld (Shinozaki ef al., 2015; Mittler, 2017).
Ekozben az ugynevezett ,,oxidative burst” (oxidativ robbandas) - amelyet a
patogén tamadast kovetd helyi oxidativ kédrosodas jellemez - az érintett
szovetekben olyan sejthaldlhoz vezet, amely elszigeteli a patogént a
tobbi/egészséges szovettdl (Hammond-Kosack & Jones, 2015). A ROS negativ
hatasainak elkeriilése érdekében a novények tobbféle védekezd rendszert
fejlesztettek ki. Ez magaban foglalja a nem enzimatikus vegyiileteket pl.:
a-tokoferol, aszkorbinsav, polifenolok, karotinoidok, flavonoidok, redukalt
glutation és az enzimatikus rendszereket pl.: aszkorbat-glutation és glutation-
peroxidaz ciklus. Az enzimatikus antioxidans rendszereket, elsdsorban olyan
ROS semlegesitd enzimek alkotjak, mint a katalazok (CAT-ok), szuperoxid-
dizmutazok (SOD-ok), peroxidazok (POD-ok), peroxiredoxinok (PrxR) és
glutation-reduktazok ~ (GR-ok). Az  L-aszkorbat-peroxiddz = (APX)
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egy novényspecifikus enzim (Apel & Hirt, 2004; Shinozaki et al., 2015). A
novények f6 ROS forrasai a fotoszintetikus és 1égzési elektronszallitas, a
plazmamembran NADPH-oxidézai és a fotorespiracié sordn mikddod glikolat-
oxidaz (Noctor et al., 2018).

A ROS keletkezés és a semlegesitok sejtes/szubcellularis lokalizacioi
tobb csoportba sorolhatoak (Shinozaki et al., 2015; Noctor et al., 2018) (i)
Plazmamembran-asszocialt NADPH-oxiddzok (respiratory burst oxidase
homolog proteins, RBOH-k), amik NADP" képzése soran szuperoxid-
gyokoket termelnek, amelyeket aztan a SOD H20:-vé redukal. Ennek a SOD
izoformanak a természete és lokalizacidja sokdig ellentmondasos volt
(Sagi & Fluhr, 2006), am Gjabb kutatasok szerint ez a Cu/Zn-SOD (Choudhury
et al., 2017). (i) A kloroplasztiszok esetében a tilakoid-membranhoz
kapcsolodo fotoszintetikus elektrontranszportlanc szinglett oxigént termel a
PSII-nél és szuperoxidot a PSII-nél és a PSI-nél egyarant (ez utobbit a Mehler-
reakcid révén). A szuperoxid-aniont ezutan a Cu/Zn-SOD ¢és a Fe-SOD H20,-
vé semlegesiti. A H2Ox-tezutan az APX és az aszkorbat-glutation ciklus tovabb
redukélja. (iii) A mitokondriumokban a szuperoxid a bels6 membran I.
(NADH-dehidrogenaz) ¢és III. (citokrom b-c komplex) komplexében
keletkezik, amit a Mn-SOD H>0,-vé redukal. Az aszkorbat-glutation ciklus
komponensei mind a membrankdzi térben, mind a matrixban semlegesitik a
H>0»-t . (iv) A peroxiszomédkban a H>O> a glikolat-oxidaz aktivitasa révén
keletkezik a fotorespiracid és a zsirsavak B-oxidacidja soran. A szintén itt
keletkezd O*-t a Cu/Zn-SOD és a Mn-SOD, mig a H,O»-t a katalazok és az
APX semlegesiti (Alscher et al., 2002; Feierabend, 2005). (v) A citoszolban a
kiilonféle anyagcsere-folyamatok soran keletkezd szuperoxid-anionokat a
Cu/Zn-SOD, majd az aszkorbat-glutation-ciklus semlegesiti.  (vi)
Sejtfal/apoplasztikus tér. A kozvetleniil a sejtfal szintjén torténd ROS termelés

¢és semlegesités kevéssé ismert, de az apoplasztra vonatkozoan altalanossagban
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elmondhat6, hogy a foként a NADPH-oxidazok aktivitdsa révén termelt
ROS-ok patogén tamadéskor végsd soron szisztémds oxidativ robbanashoz
vezetnek, a sejtek kozotti terjedésiik révén.

Fontos megjegyezni, hogy a 1égkori 6zon (O3) hidroxilgyokké (OH")
vagy perhidroxilgyokké (O,H") alakulhat intracellularisan vagy az
apoplasztikus térben (Shinozaki et al., 2015). Az O3 expozicio soran keletkezd
ROS-okat az aszkorbat dehidroaszkorbattd (DHO) torténd redukcioja
semlegesiti, amely szabdlyozza az intracellularis ROS szignalokat (Foyer &
Noctor, 2005). Ezenkiviil a sejtfalhoz lehorgonyzott III. osztalyu peroxidazok
is hozzajarulhatnak az apoplasztikus H>0»-keletkezéshez
(O’Brien et al., 2012).

A reverzibilis protein foszforilacid az oxidativ stressz jelatviteli utak
szabalyozasaban is fontos szerephez jut. Példaul az ABI1 egy PP2C, amely a
fémfliggd protein-foszfatdzok kozé tartozik (Meinhard & Grill, 2001),
negativan szabalyozza az abszcizinsav (ABA) jelatvitelt, ndveli a ROS szintjét
¢és viszonylag alacsony szinten tartja a ROS semlegesitd enzimaktivitast

(Ludwikow et al., 2014).

2.3.1 SOD szerepe, formai és szabalyozasa

A szuperoxid-diszmutazok (SOD-k) a ROS {6 megkotoi azaltal, hogy
a szuperoxid-aniont H>O»-4 alakitjak, amely a ROS egyik kevésbé toxikus
forméja. Fémfliggdségiik szerint a SOD-nak tobb izoforméja 1étezik.
A Fe-SOD izoenzimek féként a kloroplasztiszokban lokalizalodnak, de jelen
vannak a citoszolban €s a sejtmagban is, minden plasztisszal rendelkezd
szovettipusban fellelhetdek. A gyokereket illetden a Fe-SOD nagy része az
apikalis régioban lokalizalodik, de jelen van a fiatal csirandvények teljes
primer gyokérrendszerében, ahol hozzdjarul a sdstressz tolerancia
kialakulasdhoz (Dvoidk et al, 2021). A Mn-SOD alapvetéen a

mitokondriumokban ¢és a peroxiszomakban lokalizalodik, de feltételezett
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apoplasztikus format is azonositottak az Arabidopsis thaliana gyokereiben
(Chen et al., 2022). A Cu/Zn-SOD féként a plasztiszokban lokalizalédik, de a
citoszolban is jelen van (Kliebenstein et al., 1998). A kiilonb6z6 SOD
izoformak kapcsan nem sokat tudunk arrol, hogy szintjiik és/vagy aktivitasuk

mennyire fiigg a ndvényekben a kdzvetlen vagy kozvetett foszforegulaciotol.

2.3.2 A H2AX szerepe novényekben

A H2A hiszton egyik valtozata eukariotakban (H2AX). A karboxi-
terminalis helyen foszforilalt formajat yYH2AX-nek nevezik, amely a DNS
kettds szalu szakadasait jelzi, pl. ROS altal, és szerepet jatszik a kettds szala
DNS-javitas meginditasaban (Fillingham et al., 2006; Tanaka et al., 2006).
Ez utébbi funkcidt ugy érik el, hogy kivaltjak a nukleoszomak fellazulasat,
lehetdvé téve a javitdsban résztvevo fontos fehérjekomplexek hozzaférését és
Osszeszerelddését (Fuchs et al., 2006). Szintén keveset tudunk a foszfatazok,
példaul a PP2A szerepérdl a H2AX foszforilacios allapotanak kozvetlen

szabalyozéasaban.

2.3.3 A PP2A szerepe az oxidativ stressz uitvonalakban

A ROS kozvetleniil az ¢lethez nélkiilozhetetlen makromolekuldk
kéarosodéasaval, vagy - mivel fontos szignalmolekuldk lehetnek - kiilonb6zd
jelatviteli utvonalakon keresztiil sejtes/szubcellularis valtozasokat idéznek eld.

A ROS-hoz kapcsolddo jelatviteli utakat altalaban a keletkezésiik helye
alapjan szokas osztalyozni, igy lehetnek intracellularisak pl.: kloroplasztiszban
a fotoszintézis vagy extracellularisak pl.: apoplasztban az RBOH (Kapoor et
al., 2019).

Ha a ROS forrasait és a hozzajuk kapcsoldédo jelatviteli utakat
komplexen vizsgéjuk, akkor 3 egymadsra épiilo eseménysorozat lejatszodasara
talalunk bizonyitékokat, amelyek kozott szdmos ismert ¢és lehetséges

kapcsolodasi pont van. Ezen tilmenden a ROS olyan jelatviteli utakat indit el,
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amelyek novelik a nem enzimatikus antioxiddnsok szintjét és fokozzak az
enzimatikus antioxidansokat kodolé gének expresszidjat (Mathé et al., 2019)

A ROS altal indukalt események, jelatviteli utvonalak harom
forgatokonyv szerint zajlanak (3. dbra) (Mathé et al., 2019):

1. forgatokonyv. Az RBHO-k altal termelt kiilsé ROS-ok, foként
szuperoxid és H>O» olyan jelatviteli utakat inditanak el, amelyek
megvaltoztatjak az oxidativ stresszre adott valaszokhoz vezetd génexpressziot
(Hancock et al., 2006; O’Brien et al., 2012; Shinozaki et al., 2015). A kiilsé
ROS keletkezhet a "ROS hulldm mechanizmus" révén: az RBOH aktivitdsa
extracellularis ROS termelddését eredményezi, vagy a korokozok
intracellularis ROS képzddését indukaljak, amely felszabadul, €s a szomszédos
sejtekben ROS képzddést stimulal (Zandalinas & Mittler, 2018).

2. forgatokonyv. Ez esetben a ROS intracellurdlisan keletkezik,
altalaban valamelyik élettani folyamatban. Ez a legszélesebb korben
tanulmanyozott forgatokonyv, igy az is ismert, hogy a kiilonféle
sejtkompartmentek altal generalt intracellularis ROS-ok kiilonb6zd jelatviteli
utvonalakat aktivalnak (lasd Mittler, 2017).

3. forgatokonyyv. Itt a kornyezeti stressz olyan jelatviteli itvonalakat
indukal, amelyek ROS generaldé enzimek expresszidjdnak indukcioja révén
ROS termeléshez vezetnek, majd az ezen mechanizmus 4ltal generalt ROS
tovabbi intracellularis valtozasokat indukal az 1. és 2. forgatokonyv szerint
(peldat lasd a (Kobayashi et al., 2007) hivatkozasban).

Mindezek a forgatokonyvek protein foszforilaciotol fliggd lépéseket
tartalmaznak, elsOsorban a mitogén-aktivalt protein-kinaz (MAPK)
kaszkadokat. Mivel eukaridtdkban, beleértve a ndvényeket is, szamos ilyen
kindz foszforilalja a fehérjéket szerin treonin aminosav oldallancokon

(Cargnello & Roux, 2011; Wrzaczek & Hirt, 2001), nyilvanvalo, hogy az
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ellensulyként mikodd szerin-treonin protein-foszfatazok is részt vesznek
ezekben az utvonalakban.

A fémfiiggd foszfatdzok (PP2C) kdzismerten részt vesznek a ROS-sal
kapcsolatos jelatvitelben, pl. az ABA-medialt oxidativ valasz sordn a gatlasuk
kulcsfontossagu (Neill et al., 2002). Ekdzben a fémfiiggetlen protein-foszfataz
csalad, a PP2A a legnagyobb mennyiségben el6fordul6 és talan a legfontosabb
Ser/Thr protein-foszfatdz az eukaridta sejtekben (Shi, 2009). Azonban, még
mindig viszonylag kevés ismeret all rendelkezésre a ROS-sal kapcsolatos

jelatvitelben valod részvételérol.

(€)) ROS

Kornyezeti Hullam
Stressz
2 1R
)\ <V
02 B
Fe-SOD \' 00>
DNS kettds torés H
Cu/Zn-S0OD
H2AX /
N Nukleusz
M Mitokondrium N H,0,

K Kloroplasztisz

3. abra ROS-ok keletkezése és lehetséges kapcsolodasi pontjaik a jelatviteli folyamatokkal. 1.
RBOH vagy ROS hullam indukalta jelatvitel. 2. Intracellularisan keletkez6 ROS. 3. A ROS-
ok kornyezet stressz altali indukélésa, amely az 1. és 2. forgatokonyv szerinti tovabbi ROS-t

és jelatviteli utakat aktival.
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2.4 A Mikrocisztin-LR hatasairol

A Mikrocisztin-LR (MCY-LR) egy természetes ciklikus heptapeptid
toxin, amely nem riboszomalisan szintetizalodik szamos cianobaktérium
nemzetségben (Rastogi et al., 2014). Régota ismert az emberi ¢és allati
egészségre, valamint a vizi Okoszisztémakra gyakorolt kdros hatasairol
(Campos & Vasconcelos, 2010). A szerin-treonin protein-foszfatazok PP1 és
PP2A, valamint a PP4, PP5 és PP6 kisebb foszfatazok erds inhibitora
(Fontanillo & Ko6hn, 2018; MacKintosh et al., 1990; Mathé et al., 2016).
Ismeretes, hogy az inhibitor kovalensen kotddik a PP1 és PP2A katalitikus
alegységeinek aktiv helyeihez, és visszafordithatatlan gatlast okoz (lasd
példaul (Bouaicha et al, 2019) valamint, reaktiv oxigénformdk (ROS)
indukaldja (Mathé et al., 2016, 2019).

A cianobaktérium-toxinok fitotoxicitdsat szubcellularis szinten
igazoltak, ami hatdssal van az egész novény fizioldgiai paramétereire, igy a
novekedésre és a terméshozamra is. A cianotoxinok mindegyikére jellemzd
dozis- és ndvényi genotipus-fliggd hatds. A kloroplasztisz szerkezetében
bekovetkezd valtozasok befolyasoljak a fotoszintézis hatékonysagat és ezaltal
a novények fejlodését. A sejtfal Osszetételének megvaltozdsa, a vakuolaris
membran (tonoplaszt) és a citoszkeleton zavara, valamint a kromatin
szerkezetének megvaltozasa (beleértve a DNS-szal toréseit is) végsd soron
sejthalalhoz vezethetnek (Mathé ef al., 2019).

Az ¢édesvizek eutrofizacidja és a globalis felmelegedés soran a
cianobaktériumok szamos képviseldje képes tomeges szaporodasra, példaul
vizviragzas eldidézésére, nagy mértékii iledék vagy biofilm képzésre, amelyek
szamos, kornyezetre karos hatassal jarhatnak (Padisdk et al., 2016;
Paerl & Huisman, 2008).

Kémiai szerkezetilk ¢€s sejtes biokémiai célpontjuk szerint a
legfontosabb cianotoxinok a mikrocisztinek. Ciklikus heptapeptidek, amelyek

20



gatoljak a PP1 és PP2A eukariota protein-foszfatazokat, valamint a kisebb
foszfatazokat PP4, PP5 és PP6. Az is ismert, hogy oxidativ stresszt valtanak ki
az eukariotakban. Az MCY legalabb 279 valtozatat azonositottak kiilonb6zd
cianobaktérium nemzetségekbdl (példaul Microcystis, Anabaena, Nostoc,
Planktothrix és Gleotrichia; Bouaicha et al., 2019). A jol ismert MCY-LR ¢és
MCY-RR a leggyakoribb cianotoxinok, amelyek a cianobaktériumok altal
okozott szamos toxikus hatasért felelések (Pouria et al., 1998).

A (Kos et al., 1995) ttdéré munkéja o6ta szamos tanulmany bizonyitja a
cianotoxinok kéaros hatasait a vizi €s a szarazfoldi novényekre lasd a
(Campos et al., 2021) attekintését ebben a témakorben, valamint Machado et
al. (2017) cikkét.

Az MCY-LR ltal eukariotdkban to6rtén6 ROS  indukcid
mechanizmusdra tobb modell is 1étezik.

1. mechanizmus. Az MCY-LR kozvetleniil, protein-foszfatazok
bevonasa nélkiil hoz 1étre ROS-t. A legval6dsziniibb ttvonal a glutation-S-
transzferdz (GST) altal katalizadlt MCY-LR-glutation konjugatumok
képzddése, ami a redukalt glutation (GSH) szintjének csdkkenéséhez vezet. Ez
oxidativ stresszt €s ROS keletkezést okoz a sejt redox-allapotanak
kiegyensulyozatlansdgaval, = ami  lipidperoxidaciohoz,  citoszkeletalis
zavarokhoz,  mitokondrialis  karosodashoz  és  nuklearis  DNS-
szalszakadasokhoz vezet. Az oxidativ stressz moduldlja az antioxidans
Az MCY-glutation-konjugatum szint, GST-aktivitds és az antioxidans
enzimek aktivitasanak vizsgélata alapjan ezt a modellt Pflugmacher javasolta
novényekben (Pflugmacher, 2002, 2016). Ehhez kapcsolédéan a
lipidperoxidacio szintje megndtt az MCY-LR-rel kezelt paprika termésekben
€s az Arabidopsis thaliana csirandvényekben, amit a malondialdehid

szintjének emelkedése bizonyit (Drobac et al., 2017; Jia et al., 2018). Erdemes
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megemliteni, hogy az MCY-LR képes a tisztitott katalazhoz kotddni, ami
megvaltoztatja annak aktivitdsat (Hu & Da, 2014), ami az inhibitor masik
kozvetlen oxidativ stresszre gyakorolt hatdsara utal.

2. mechanizmus. Az MCY-LR ROS keletkezéshez vezetd jelatviteli
utakat indukal a PP2A protein-foszfataz részvétele nélkiil HEK293 human
vese sejtvonalban. Ehhez kapcsolddoan az inhibitor a kalcium-kalmodulin-
fliggd II. multifunkciondlis proteinkinaz (CaMKII) részvételével a Ca2+-fiiggd
jelatviteli utakat modulalja és ezaltal indukal ROS-t (Li ef al., 2012). Hasonl6
utvonalat novények esetében nem sikeriilt bizonyitani.

3. mechanizmus. Az MCY-LR jelatviteli utvonalakat indukal,
amelyek ROS termeléshez vezetnek a PP2AB bizonyitott vagy lehetséges
részvételével. Az MCY-LR a citoszkeleton dezorganizaciojat indukalja egy
MAPK28 utvonalon keresztiil, amelyet az idegrendszerben mind a protein
foszforilacid, mind az oxidativ stressz modulalhat, azonban a két sejtfolyamat
kozotti kapcsolat mechanizmusait nem sikeriilt egyértelmiien tisztazni
semmilyen eukariotaban, igy novényekben sem (Meng ef al., 2011).

Gehringer (2004) felvetette annak lehetdségét, hogy a PP2A MCY-LR
altali gatlasa aktivalja a MAPK-kat, és mas szubcellularis valtozasok mellett
ez ROS keletkezéshez vezethet. Az MCY-LR megakadadlyozza a
multifunkcionalis Ca**/kalmodulinfiiggé protein-kinaz (CaMKII)
defoszforilacidjat a Thr286-os ponton, ami patkanyhepatocitak aktivacidjahoz
¢s veégll sejthalalhoz vezet (Fladmark ef al., 2002). Ezek az adatok és
hipotézisek felvetik annak lehetdséget, hogy az MCY-LR hasznos eszkozként
szolgalhat a novényekben is a foszfatdzok altal kozvetitett ROS termelés
tovabbi vizsgalatahoz. Osszességében, bar szamos tanulmany szdmol be az
MCY-LR altal kozvetitett oxidativ stresszrél ndvényekben, csak néhany
publikécio tett kisérletet a hattérben meghtiz6d6d biokémiai mechanizmusok

magyarazatdra. A tanulmdnyok azt mutatjdk, hogy a felvett MCY-LR
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méregtelenitdé mechanizmusként glutationnal konjugalodik, am arra nincs
kozvetlen bizonyiték, hogy az MCY-LR altal kozvetitett ROS indukcio a
protein-foszfataz-fiiggd utvonalakon keresztiil torténik. Ellenben arra van
bizonyiték, hogy az MCY-LR jelentds része nem konjugalodik
intracellularisan: jelentdsen gatolja a PP1 és PP2A aktivitasat Sinapis alba,
Phragmites australis és Vicia faba novényekben (Mathé et al., 2009, 2013;
Garda et al., 2016). Az inhibitornak a PP2A katalitikus és szabalyozo
alegységeire gyakorolt komplex hatdsa nagy valoszinliséggel zavarja az

oxidativ stressz altal kozvetitett jelatviteli itvonalakat (Mathé et al., 2019).

2.5 A diquat hatasairol

A diquat (DQ), mint a paraquat (PQ), egy dihidropiridin gyomirtod,
amely erds oxidativ stresszt valt ki ndvényekben, beleértve az Arabidopsis
thaliana-tis (Lv et al.,2021). A DQ toxicitasa gyakorlatilag megegyezik a PQ-
val: elektronok atvitelét indukélja a PSI-bdl az O»-re, igy ROS-t indukal. Bar
a fenti okok miatt elsGsorban a fotoszintetikus szerveket érinti, a gyokerek
normal novekedését és fejlodését is megvaltoztatja (Acar, 2021; Lv et al.,
2021). A jelenség hatterében az all, hogy a DQ/PQ nemcsak allati, hanem nem
fotoszintetikus novényi sejtekben 1s befolyasolja a mitokondrialis
elektrontranszport lancot (Zer et al., 1993; Chen et al., 2021). gy a DQ-r6l
nem ismert, hogy interferdlna egyetlen protein-foszfatdzzal sem, ezért
vélasztottuk  Gsszehasonlitd eszkdzként a protein-foszfatdz mutansok

vizsgalatahoz.
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3 Célkituzések

Az elsd célunk volt feltarni a MCY-LR kéros hatdsait a PIN- és auxin-
eloszlasra az Arabidopsis thaliana gyoOkereiben, és megvizsgalni ennek a
gyokérfejlodésre gyakorolt hatdsait (ndvekedés, oldagyokér képzés ¢Es
gravitropikus valasz). Mivel a MCY-LR protein-foszfatdz gatld és ismert ROS
indukal6 szer is, igy céljaink kozott szerepeltek a PP2A aktivitas és a ROS
mennyiség vizsgalatok is.

A PIN qjrahasznosulas soran a a PP2AC3 és C4 enzimek fontos
szerephez jutnak. Ugyanakkor a PP2AC3 és C4 katalitikus és B” szabalyozo
alegységek mindegyikérdl ismert, hogy tovabbi fontos szubcellularis
eseményeket szabalyoznak a novények fejlddése soran, de a ROS szintjeinek
szabalyozasaban és/vagy a semlegesitésben (SOD) betoltott szerepiikkel
kapcsolatban joval kevesebb az ismeretanyag (Durian et al., 2020; Mathé et
al., 2023).

fgy azt a célt tiiztiik ki, hogy tjszerii betekintést adjunk a PP2AB” és C
alegységek ndvényi oxidativ stresszben betoltott szerepébe, a ROS mennyiség
¢s az enzimatikus védekez6 rendszer egy tagja a SOD aktivitas vizsgalatok
révén. Tovabba, a kdvetkezd kérdésre is valaszt kivantunk adni: szabalyozza-
e a kettdsszali DNS torés jelzOmolekuldjat, a H2AX hiszton foszforilacios

allapotat a PP2A?
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4 Anyag és modszer
4.1 Novények és kezelésiik

4.1.1 Vizsgalt novények és mutansaik

Arabidopsis thaliana-ban a PIN-ek vizsgalatahoz felhasznalt novények
minden esetben Columbia 6kotipus Col-0 (vad tipustak) voltak, Col-0 hatterti
Agrobacterium  transzformalt PIN1:PIN1-GFP, PIN2:PIN2-GFP ¢és
PIN3:PIN3-GFP (Benkova et al., 2003; Xu et al., 2006; Z4dnikova et al.,
2010), DR5rev:GFP fuzios konstrukcid auxinok jelenlétének és az azokra adott
valaszok szoveti kimutatasahoz (Friml, Vieten, et al., 2003; Z4dnikova ef al.,
2010), valamint a crk5-1 funkcidvesztett T-DNS inszerciés mutans
(Rig6 et al., 2013) melyet a gravitropikus valasz vizsgalatban hasznaltunk.

A protein-foszfataz és szuperoxid-dizmutdz vizsgalatokban a Camilleri
et al. (2002), Kirik et al. (2012) és Spinner et al. (2013) altal leirt protein-
foszfatdz (PP2A) mutansokat hasznaltuk, ezek voltak a T-DNS inszercioval
létrehozott c3c4, a katalitikus alegységek kettds mutdnsa és a két B”
szabalyozo alegység fass (ton2) trunkalt mutansai. A két fass vonal a fass-15
€s fass-5 voltak, amely vonalak fenotipusukban térnek el egymastol. Ez utobbi
mutansok csak akkor mutatjdk abnormalis fenotipusukat, ha genotipusuk
homozigota recessziv. A fass mutansok esetében homozigotikat ¢&s
heterozigotakat hasznaltunk, ez utdbbiak valgjdban a homozigdta dominans
genotipusbdl (mock Col-0) és heterozigotakbol (FASS/fass) alldé pool-ok.
Ezért a dolgozat dbrain egyedi jeldlést vezettiink be, heterozigdta és a homozigota
genotipus elkiilonitésére a ,fass-5 He. Z” és a ,fass-15 He. Z” FASS-5/fass-5
heterozigotanak és FASS-15/fass-15 heterozigétanak felel meg, mig a ,.fass-5 Ho.
Z.” és a ,fass-15 Ho. Z.” jelolik a homozigota recessziv mutansokat. A foszfataz
mutansokat Dr. Martine Pastuglia, Institut Jean Pierre Bourgin, INRA

Versailles, Franciaorszag, bocsatotta rendelkezésiinkre.
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4.1.2 Nevelési koriilmények

A vizsgalatainkat axénikus és kontrollalt koriilmények kozott végeztiik.
Az axénikus feltétel biztositdsdhoz a magok feliiletét 2x10 percig kereskedelmi
forgalomban kaphat6 natrium-hipoklorit tartalmu fehéritdszer
(Unilever ,,Domestos”) 10%-osra (V/V) higitott oldattaval sterilizaltuk, majd
3x5 percig mostuk steril desztillalt vizzel. A feliilet sterilizalt magokat
modositott MS (Murashige & Skoog, 1962) steril taptalajra helyeztiik,
kiegészitve Gamborg-vitaminokkal (1968), 2% (w/V) szachar6zzal (Molar,
Budapest, Magyarorszag) és 0,8% (w/V) Bacto-agarral (Difco, Lawrence, KS,
USA). 48 6rés hidegkezelés utan a magokat tartalmazo lemezeket ndvényi
szOvettenyésztd szobaban helyeztiik at az alabbi koriilmények k6z¢:14/10 6ras
fotoperiodus, 22+£2°C, 60 umol/m2/s fotonfluxusstiriiség a fényperiddusban.
Elénevelt 5 napos csirandvényeket sterilizalt sziirépapirra helyeztiik at,
amelyet folyékony modositott MS taptalajjal itattunk at, és ebbe a taptalajba
adagoltuk a MCY-LR-t és a diquatot (DQ) a kezelésekhez.

4.1.3 A Mikrocisztin-LR tisztitasa

A MCY-LR-t Microcystis aeruginosa BGSD 243-bol Kos ¢és
munkatarsai leirdsa alapjan (1995) Vasas Gabor és csoportja tisztitotta a
moddszer modositasa utan (Vasas et al.,, 2004). A sejteket centrifugalassal
gyljtottek Ossze, majd a cikkekben leirtak szerint extrahaltdk. A cianotoxin
tisztitasait DEAE Cellulose-52 (Whatman DE 52) oszlopon végezték. A MCY -
LR-t tartalmaz6 eluatumokat Toyopearl méretkizarasos kromatografiaval
tovabb tisztitottdk. A készitmények tisztasagat HPLC-vel igazoltdk (C-18
HPLC oszlop, Supelcosil TM SPLC-18, 25 cm 10 mm, 5 mm).
A HPLC elemzéseket Shimadzu SPD-M 10 AVP diddasorral felszerelt
Shimadzu HPLC rendszerrel végezték. A kromatogram jellegzetes csucsait
LC-MS-sel ellendrizték. Az MCY-LR-t [M+H]"-ként detektaltak m/z 995,5-
nél.
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4.1.4 Kezelési koncentraciok megvalasztasa

Elézetes  vizsgalatainkban az  MCY-LR-t  0,05-10 puM
koncentraciotartomanyban alkalmaztuk. Az 5 uM ¢és a feletti koncentraciok
hosszu és rovid tava expozicid esetén is sejt nekrozist idéztek eld, ezért a
cikkekben szerepld vizsgalatainkhoz 0,05 ¢és 1 uM koncentraciokat
valasztottunk. Az 1 uM MCY-LR 24 ¢6rés expoziciéo utan olyan mértéki
protein-foszfataz gatlast idézett eld, amely még nem okozott gyors sejthalalt.
Ez tette lehetéveé, hogy az 1 uM MCY-LR-rel végzett viszonylag rovid tava
kezelések révén betekintést nyerjink a PIN, az auxin vélasz és a
gyokérfejlédés kapcesolataba.

A vizsgalatban hasznalt diquat (DQ) koncentraciokat is gondosan
valasztottuk ki, céljaink érdekében olyan nem letdlis koncentracidkat
valasztottunk (legaldbbis a 24 oOras kezelési iddszak alatt), amelyek még
mindig oxidativ stresszreakciokat indukaltak. A valasztott koncentraciok 0,5
uM és 1 uM DQ volt ezek a koncentraciok tobb mint 24 dra utan okoztak
nekrotikus tlineteket a teljes populacidoban. A diquat-dibromid-monohidratot a
Supelco, Bellefonte, PA-t6l vasaroltuk.

A szdvettani és immunhisztokémiai vizsgéalatokhoz (PIN-lokalizacio,
DRS5 auxin vélasz, a teljes ROS tartalom meghatdrozasa, a yYH2AX
immunhisztokémiai kimutatdsa) az Osszes ¢€rintett Arabidopsis thaliana
genotipus primer gyokereit hasznaltuk.

A biokémiai vizsgalatokhoz (YH2AX Western blot kimutatasa és SOD
aktivitds kimutatasa, protein-foszfataz aktivitds mérések) a Col-0 és a fass
heterozigota primer gyokereit hasznaltuk. A fass homozigota és a c3c4
mutansok esetében- mivel alig fejlodtek jol definialt gyokerek vagy a gyokerek
biomasszaja nagyon alacsony volt — egész csirandvényeket hasznaltunk a

vizsgalatokhoz.
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4.2 Mikroszkopos és Western-blot modszerek.

4.2.1 Kl sejtek vizsgalata a GFP szignal detektalisa révén

A GFP-fuziés konstrukcidkat (PIN:GFP és DR5rev:GFP) tartalmazo
csiranovényeket Olympus FluoView 1000 konfokalis mikroszkoppal
vizsgaltuk (gerjesztési hullamhossz: 488 nm, emisszios hullamhossz-
tartomany: 500-530 nm; 60x UPLSAPO vizimmerzios objektiv, 1,2 numerikus
aperturaval, adatgyijto szoftver: FV-1000). A jelintenzitds elemzéséhez 2D-s
Z tengely iranyu vetiileti képeket készitettiink, majd a jobb szemléltetés
érdekében ezekbdl a képeket 2D-s hotérképekké alakitottuk. Az atlagos
szlirkeértékeket (AIOD, teriilet integralt optikai denzitas) a 2D hdtérképes
képek hattérsziirése utdn a Fiji (Image]-Win64) szoftver segitségével
szamoltuk ki (Schindelin er al., 2012). A hattérjelek szlirését egyedileg,
képenként végeztik el. A DRSrev:GFP ndvények GFP-jeleit illetéen a
fogyokerek csucsaira és differencidlt szegmenseire vonatkozé konfokalis
mikroszképos 3D képeib6l  szintén  hotérképeket  készitettiink.
A 3D hoétérképek a ZEN Blue 2.3 Lite szoftver segitségével késziiltek, és a

kiterjedését mutatjak.

4.2.2 PIN immunjelolés

A PINI, PIN2 ¢és PIN7 immunlokalizacidjat InsituPro Vsi pipettdzo
robot segitségével tortént (Friml, Benkova, et al., 2003; Sauer et al., 2006),
ezeket a vizsgalatokat dr. Garda Tamas végezte dr. Tomasz Nodzynski
laboratériumaban, Mendel Centre for Plant Genomics and Proteomics, Central
European Institute of Technology (CEITEC), Masaryk University, Brno,
Czech Republic.

A Col-0 primer gyokércsucsokat 4% (w/V) paraformaldehiddel (PFA)
NaCl tartalmu foszfat pufferben (PBS) (137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM
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Na;HPOy4, 1,8 mM KH;PO4, 1 mM CaCl, x2H,0, 0,5 mM MgCl, x6H>O pH
7,4 HCl-lel korrigalva) 40 percig vakuumban rogzitették. Ezutdn a mintakat
PBS 0,1% (V/V) Triton-X100 (3x15 perc) és ionmentesitett vizzel 0,1% (V/V)
TritonX100 (3x15 perc) mostak. A sejtfalakat 2%-os Driselazzal (Sigma-
Aldrich, St. Louis, Mo., USA) emésztették PBS-ben 30 percig 37 °C-on, majd
a mintdkat PBS 0,1% (V/V)-os Triton-X100-zal mostdk (3x15 perc).
A kovetkezd 1épésben a csirandvényeket 10% (V/V) dimetil-szulfoxid
(DMSO) 3% (V/V) IGEPAL PBS-ben 30 percig permeabilizaltak, majd PBS
0,1% (V/V) Triton-X100-zal mostuk (3x15 perc). A mintakat 2%-os (W/V)
BSA PBS-ben eldinkubdltdk 1 oOrdn keresztiil, ezt kovetdéen primer
ellenanyaggal inkubaltak 2%-0os BSA PBS-ben 4 o6ran keresztiil 37 °C-on,
majd PBS 0,1% (V/V) os Triton-X100-zal mostak (5x15 perc).
Primer ellenanyagként nyulban termelt anti-PIN1, anti-PIN2 (Skokan et al.,
2019) ¢és anti-PIN7 (Doyle et al, 2019) ellenanyagokat hasznaltak.
A masodlagos ellenanyag Cy3 konjugalt, juhban eldallitott antinyul IgG
(SigmaAldrich, C2306) volt. A masodlagos antitesttel vald inkubéacio 2%-os
BSA PBS-ben tortént 4 6ran keresztiil 37 °C-on, majd a mintdkat PBS 0,1%-
os Triton-X100-zal (3x15 perc) és ionmentesitett vizzel (3x15 perc) mostidk. A
preparatumokat Zeiss LSM Z700 konfokalis mikroszkdppal elemezték a Cy3
vizualiz4cio hagyomanyos beéllitasaival. Az adatok kiértékelését a kezeletlen
novények jelintenzitdsanak ¢és a kezelt ndvények jelintenzitdsanak

Osszehasonlitasaval végeztek.

4.2.3 yH2AX immunjeldlés

A foszforilalt hiszton H2AX-ot (YH2AX) immunlokalizacioval és
Western blot segitségével is vizsgaltuk. Az immunfluoreszcencia eljards a
Pasternak ¢s munkatérsai (2015) és Freytag és munkatarsai (2021) altal leirt

,whole mount” (teljes novényben) protokoll elveit kovette. Réviden, a Col-0
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kezeletlen és MCY-LR/DQ kezelt primer gyokerek intakt csucsait 2% (w/V)
paraformaldehiddel (PFA) + 0,1% (V/V) Triton-X100-zal fixaltuk
mikrotubulus stabilizaldo pufferben (MTSB). Kétszer 5 percig vakuumos
infiltraciot alkalmaztunk, majd tovabbi 50 percig tortént inkubéacié vakuum
nélkiil; ezutan a mintakat haromszor mostuk 1x MTSB-vel. A gyokércsucsokat
rehidrataltuk. Ezt kovetden a sejtfalakat 2% (w/V) Driselazzal (Sigma-Aldrich,
St. Louis, Mo., USA) ¢és 0,2% macerozimmal (Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Németorszag) 2 mM MES-ben (Sigma-Aldrich) 30 percig
37 °C-on emésztettiik, majd a mintdkat 1x MTSB-vel mostuk. Ezutdn a
csirandvényeket 10% (V/V) DMSO 3% (V/V) IGEPAL (Sigma-Aldrich)
1x MTSB-ben 20 percig 37 °C-on permeabilizaltuk, majd 1x MTSB-vel
mostuk. A mintdkat 1x MTSB +4% (w/V) BSA-ban (Sigma-Aldrich)
eldinkubaltuk 30 percig, majd primer antitesttel 1x MTSB + 4% BSA-ban
4 oran at 37 °C-on (vagy egy éjszakan at 4 °C-on) inkubaltuk, majd 1x MTSB-
vel mostuk. Az primer antitest nytl-tenyésztett anti-yH2AX (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA PAS5-77995) volt 1:30-as higitdsban. A mésodlagos
ellenanyag Alexa 488 konjugalt antinyul IgG volt, amelyet kecskében (Abcam,
Cambridge, Egyesiilt Kirdlysag) allitottak el6. A masodlagos antitesttel valo
inkubdlds 1x MTSB+4% BSA-ban tortént 4 6ran keresztiil 37 °C-on, majd a
mintakat 1x MTSB-vel mostuk. A preparatumokat Zeiss LSM 880 (Carl Zeiss
AG, Jena, Németorszag) konfokalis mikroszkoppal elemeztiik Zen Black 2.3
szoftverrel és az Alexa 488 vizualizacidé hagyomanyos beallitasaival (Arg lézer
a gerjesztéshez; az emissziot 490 nm-es dichroikus tiikor és 490-530-as
szlir6készlet segitségével figyeltiik). A mintdkat ezutan 3 pg ml 1 4'6'-
diamidino-2-fenilindollal (DAPI, Fluka, Buchs, Svajc) kontraszt festettiik az
Osszes sejtmag lathatova tételéhez Beyer és munkatarsai (2012) szerint.

A DAPI vizualizalasat 405 nm-es diodelézerrel végeztiik, a jeldetektalas pedig
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az e festékre vonatkozo hagyomanyos LSM paraméterek szerint tortént.
A mikroszkopos felvételek elkészitésében dr. Ujlaki-Nagy Laszlo (DE AOK
Biofizikai és Sejtbiologiai Intézet) nyujtott segitséget. A YH2AX jelolés
intenzitasanak szamszerusitését a Fiji szoftver (Linkert ez al., 2010; Schindelin
et al, 2012) segitségével végeztik, ¢és a teriilet integralt optikai
denzitast/AIOD-t mutatd pixelek szdmaként adtuk meg. Kisérletenként és
kezelésenként legalabb 6t csirandvény gyokerét hasznaltuk fel, és 6t egymastol

fliggetlen kisérletet végeztiink.

4.2.4 yH2AX Western blot
A YH2AX mennyiségi meghatarozasara szolgald Western blot vizsgalatokat a
Waadt és munkatarsai (2015) modositott modszere szerint végeztik, és az
ebben a vizsgalatban részt vevo valamennyi genotipus kezeletlen és MCY-
LR/DQ kezelt egész gyokereit vagy egész csirandvényeit (a ndvényi anyag
tipusa a fenotipustol fiiggden, a gatolt ndvekedésli mutansokat egészében, a
normalisakat hajtasra és gyokérre szeparaltan) vizsgaltuk. Osszefoglalva, a
teljes gyokereket vagy csiranovényeket homogenizaltuk, majd 95°C-on 5
percig forraltuk pufferben, amely 50 mM Tris pH 8,0; 150 mM NacCl; 1%SDS,
1 mM fenil-metil-szulfonilfluorid (PMSF, PanReac AppliChem, Darmstadt,
Németorszag), 1x proteaz inhibitor koktél (Sigma-Aldrich), 4% poli-vinil-
pirrolidon (PVP). Az extraktumokat ezutan 20 percig 4°C-on 13 000
fordulat/perc  fordulatszamon centrifugaltuk (BeckmanAvanti sorozata
centrifuga, Indianapolis, USA) 10-15°C-on. A feliilluszok fehérjetartalmat
BCA-reagenssel hatdroztuk meg, majd Laemmli puffert adtunk hozza (1970),
¢s a mintakat 95°C-on 3 percig forraltuk. Egyenlé mennyiségli fehérjéket
(30 pg) toltottiink gélekre, molekulatomeg-markerrel (Thermo Fisher
Scientific) egyiitt. A futtatogél 15% (w/V) poliakrilamidot tartalmazott, a
futtato kozeg Tris-HCL glicin alapt volt. Az SDS-PAGE Laemmli (1970)

szerint tortént.
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A fehérjéket nitrocellul6z membranokra (Millipore, Burlington, Ma., USA)
,wet” elektroblot rendszerrel (Cleaver Scientific, Rugby, UK) blottoltuk.
A transzferpuffer 25 mM Tris; 192 mM glicin; 20% (V/V) metanol; pH 8,3
volt. A membréanokat ezutan 1xXTBST-vel (1xTBS + 0,05% Tween 20) + 3%
(w/V) BSA-val blokkoltuk 2 6ran keresztiil szobahdmérsékleten. Ezt kovetden
primer antitesteket alkalmaztunk. Nyul anti — y H2AX ellenanyagot (Thermo
Fisher Scientific) 1:3000-es higitasban (TBST-ben + 3% BSA), mig antif-
tubulin (Abcam) ellenanyagot 1:12 000-es higitasban kontrollként hasznaltuk,
a fehérjemennyiség ellendrzése céljabol. A jeldlést egy ¢éjszakan at 4°C-on
végeztiik. Tobb mosasi 1épést kovetéen HRP konjugalt anti-nyul masodlagos
ellenanyagot (Abcam) alkalmaztunk 1:4000 higitdsban 2 oran keresztiil
szobahdmérsékleten. Mosds utan a fehérje sdvokat a Chemidoc
kemolumineszcens rendszerrel (BioRad, Hercules, USA) detektaltuk.
A western blotok kivitelezésében dr. Garda Tamas nyujtott segitséget, a
detektalasokat dr. Konya Zoltdn végezte. A Western blot vizsgalatokhoz
kisérletenként legalabb harminc csirandvény gyodkerét vagy hasonld szamu
egész csirandvényt haszndltunk fel kezelésenként, és harom fiiggetlen

kisérletet végeztiink.

4.2.5 ROS kimutatasa

A ROS szoveti lokalizacidjahoz és mennyiségi meghatdrozasahoz €16
csirandvények gyokereit hasznaltuk az Osszes vizsgalt genotipus esetén.
A 2'7'-diklérfluoreszcein-diacetat (DCFH-DA) jelolés egy modszer az
intracellularis 6sszes ROS vizsgalatara novényekben (Jambunathan, 2010).
Ennek megfelelden a gydkereket PBS-ben mostuk, majd kozvetleniil 10 uM
DCFH-DA-val (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo) festettiik meg, Garda és
munkatarsai (2016) leirdsa szerint. A DCFH-DA jel6lés soran a fotonok altal
kivaltott artefaktumok kialakuldsanak elkeriilése érdekében a teljes eljarast

sOtétben végeztiik. A mintdkat 450-480 nm-en gerjesztettiik, ¢s hagyomanyos
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Olympus BX43 fluoreszcens mikroszkoppal (Olympus, Tokio, Japan)
vizsgaltuk. A fluoreszcencia intenzitasokat (a tertilet integralt optikai denzités
/AIOD-t mutatd pixelek szdma) a primer gyokércsucsok és a differencialt
gyokérszovetek esetében a Fiji szoftverrel (Schindelin et al., 2012)
szamszerusitettiik. Kisérletenként és kezelésenként legalabb 6t csirandvény

gyokerét hasznaltuk fel, és ot fliggetlen kisérletet végeztiink.

4.3 Novekedési és gravistimulacios vizsgalatok

A gravitropikus valasz vizsgélatot Rig6 et al.(2013) alapjan kisebb
modositasokkal végeztiik. Harom napos Arabidopsis thaliana Col-0 és crk5-1
mutans csirandvényeket hasznaltunk a kezelésekhez. A gravitropos véalasz
vizsgalatahoz a csirandvényeket fiiggblegesen, feles erdsségll, 1% (w/V)
szachar6zt tartalmazd Gamborg-féle vitaminokkal (1968) moédositott MS
taptalajon neveltiik, ellentétben Rigd et al . (2013) eljarasaval, ahol csokkentett
szacharozkoncentraciot (0,5% w/V) alkalmaztak. Ezt kovetéen a
csirandvényeket ugyanabba a taptalajba vittiik 4t 1 uM MCY-LR kezelés
céljabol. A fliggbélegesen nevelt csirandvényeket 135°-kal elforgattuk, és a
gravitropikus vélasz mértékét szkenneléssel rogzitettiik 24 oraval a forgatas
utan. A gravitropikus valasz mértékét a vizszintes alapvonal €s a gyokércsucs
novekedési iranya kozotti sz0g mérésével hataroztuk meg a leirtak szerint,
vagyis az elforgatott kiindulasi helyzet és a 24 6ras pozicido kozotti szoget
mértilk (Rigd et al, 2013) (4. abra). A mért értékeket szazalékosan
hisztogramokon abrazoltuk. Minden kezelés soran legalabb 100 vad tipust és

crk5-1 csirandvényt teszteltlink harom kiilonallo kisérletben.
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Kontroll 1pM MCY-LR

4. abra A gravitropikus valasz vizsgalatara hasznalt kisérleti elrendezés Rigo et al., alapjan
(2013). A baloldali petricsésze a kontroll kezeletlen a jobb oldali 1uM MCY-LR kezelt.
Mindkét petricsészébe az elére felrajzolt vonalak mentén helyeztiink el 15-20 Col-0 vagy

crk5-1 csiranévényt.

Az oldalgydkér primordiumok és a fiatal oldalgyokerek fejlodésének
vizsgélatahoz nem gravistimulalt harom napos Col-0 csiranévényeket MCY -
LR-rel kezeltik egy és két napig. A PFA-rogzitett gyokerekben DAPI-val
jeloltiik a kromatint (l4sd fent Immunhisztokémia és hisztokémia), amely nem
csak a fiatal, a f6gyokérbdl kilépd oldalgydkereket, hanem a primordiumokat
is egyértelmiien kimutatta (5. dbra). Dubrovsky és tarsai (2009) munkaja
alapjan primordiumnak tekintettiik az oldalgyokér fejléddésének minden
szakaszat (ez jellemzden a V. VI. primordium fézist jelentete (Torres-Martinez
et al., 2019)), miel6tt a f6 (primer) gyokérbdl kiléptek. Az egész gyokereket
mikroszkoppal vizsgédlva az oldalgyokerek szamat, hosszat és az elsd
oldalgyokér primordium megjelenési helyét is meghataroztuk. Minden
kezelésnél legalabb 200 csirandvényt teszteltlink, és a kisérleteket négyszer

megismételtiik.
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5. abra Az oldalgyokér primordiumok fluorescens mikroszkopos azonositasa. A két képen
ugyanazon primordium lathaté baloldalon UV megvilagitasban DAPI festés utan (fehér nyil),
mig jobb oldalon fehér fénnyel atvilagitva (fekete nyil). Skala 50um (Pézer Erik Tamas

felvétele).

4.4 SOD aktivitas gél ,,Native PAGE”-n

A SOD aktivitasanak gélben torténd vizsgalata a Giannopolitis és Ries
(1977), valamint Bertrand és Eze (2014) altal leirt modszerek adaptéciodja volt.
A ndvényi anyagot folyékony nitrogénben poritottuk, majd extrahaltuk egy
olyan pufferben, amely foszfatpuffert, pH 7,5, 4% (w/V) vizoldékony PVP
6000-t, 1x proteaz inhibitor koktélt, (Sigma-Aldrich, S8820), | mM PMSF-et
(PanReac, Applichem, USA) tartalmazott. Az extraktumokat a Western-blot
elemzéshez hasonloan centrifugaltuk (lasd a 2.3.2 szakaszt), majd a mintak
fehérjetartalmat Bradford (1976) szerint mértiik. Egyenlé mennyiségii fehérjét
(40 pg) SDS nélkiili Laemmli-pufferrel (1970) toltottiink a gélekre.
A szeparalogél 20% poliakrilamidot tartalmazott SDS nélkiil. A fehérjék
elvalasztasat kovetden a géleket steril ioncserélt vizzel mostuk, majd 2,5 mM
nitroblue tetrazoliumban (NBT, Duchefa, Haarlem, Hollandia) inkubaltuk 20
percig, majd 28 uM riboflavin +28 uM N,N,N’,N'-tetrametil-etilén-diaminban
(TEMED, Sigma-Aldrich) inkubaltuk. A géleket megvilagitottuk
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(1050 lumenes LED fényforrassal), igy a SOD aktivitasi savok vilagos foltként
jelentek meg a sotét hattéren. A sdvok intenzitdsa korrelalt az

enzimaktivitassal, €s a GelAnalyzer 19.1® szoftverrel (www.gelanalyzer.com)

szamszerusitettiik (Ifj. Lazar Istvan, PhD id. Lazar Istvan, PhD, CSc). A gélben
végzett SOD aktivitasvizsgalatokhoz kisérletenként és kezelésenként legalabb
harminc csirandvény gyokerét (vagy a megfeleld szamu egész csirandvényt)

hasznaltuk, és harom fiiggetlen kisérletet végeztiink.

4.5 Protein-foszfataz aktivitas vizsgalata

A teljes protein-foszfataz aktivitast, amely magaban foglalja a PP1 és
PP2A aktivitast in vivo, a korabban leirtak szerint mértiik (Mathé et al., 2013;
Garda et al., 2018). A protein-foszfataz aktivitds mérést dr. Konya Zoltan
végezte és prof. Erdédi Ferenc tette lehetvé (Debreceni Egyetem AOK Orvosi
Vegytani Intézet). Az Arabidopsis thaliana Col-0 teljes gyokereit 50 mM Tris-
HCIl-t (pH 7.5), 0,1 mM EDTA-t, 0,2 mM EGTA-t, 0,1 % (w/V)
b-merkaptoetanolt, 1 mM PMSF-et (Sigma-Aldrich) tartalmaz6 pufferrel
extrahaltuk. 0,5% (V/V) protedz inhibitor koktél (Roche Applied Science,
Indianapolis, USA). A kivonatok fehérjetartalmat Bradford (1976) szerint
hataroztuk meg, igy a vizsgalatokat azonos mennyiségii fehérjével végeztiik.
Szubsztratként 3*P-MLC20-at (foszforilalt pulyka ziza, 20 kDa miozin kénnyt
lanc, 3*P-vel jelolt) hasznaltak. A specifikus foszfataz aktivitisokat pmol
[32Pi]-ben, mg fehérje 1-ként adtuk meg (Erdddi et al., 1995), a kezeletlen
novény (Col0) aktivitdsanak szazalékaban (100%). A protein-foszfataz
aktivitas vizsgalatokat kezelésenként harom parhuzamos mérésben és harom

kiilonallo kisérleti ismétlésben végeztiik.
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4.6 Statisztikai modszerek

Minden szamszer(sitett adatot a Systat Sigma Plot 10.0/12.0 ® szoftver
(Systat Software, San Jose, CA) segitségével abrazoltunk — az abrak az atlag +
SE értékeket mutatjak. Kivétel ezaldl a gravitropikus valaszokra vonatkozo
adatok, amelyeket az R Studio 1.2-es verzidjaval és ggplot2 grafikus
csomaggal abrazoltunk (Wickham, 2016). A kezeletlen és kezelt ndvények
kozotti kiillonbségek statisztikai szignifikancidjat Mann-Whitney Rank Sum
Test és t-probak segitségével vizsgaltuk.

A protein-foszfatdz mutdnsok esetében a kezeletlen és a kezelt
novények kozotti, valamint a kiillonbségek statisztikai szignifikanciait kétutas
ANOVA (posthoc: Holm-Sidak modszer) és t-probak segitségével vizsgaltuk.
A kiilonbségeket az alkalmazott statisztikai beallitdsoknak megfelelden P<O0,1
esetén tekintettiik margindlisan szignifikdnsnak ¢és P<0,05 esetén
statisztikailag szignifikdnsnak. Az adatelemzés soran figyelembe vettik a
vizsgalt paraméterek MCY-LR ¢és DQ éaltali valtozasanak hipotézisét, és azt,
hogy kiilon két tényezdt elemeztiink (genotipustdl €és MCY-LR/DQ kezeléstol
valo fliggés). A P-értékeket az abrakon 3 szinten jel6ljiik: genotipuson beliili
kezelések (kezeletlenhez képest), P-értek <0,001 ***; <0,05 **; <0,1 *;
mutansok valtozéasai a Col-0-hoz képest, P-értek: <0,001 xxx; <0,05 xx;
<0,1 x. A szorasokat minden esetben standard hibaként szamoltuk ki (SE).
Amint a fentebb emlitettilk, minden kisérlethez csoportonként legaldbb 3

fliggetlen megfigyelést hasznéltunk.
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5 Eredmények

5.1 MCY-LR hatasa az auxin eloszlasra

Az MCY-LR auxin efflux carrier-ek (PIN1, PIN2, PIN3, PIN7), a PIN-
ek szintjére gyakorolt hatasat PIN:GFP T-DNS inszerciés mutans
novényekben ¢és immunhisztokémiai modszerrel vizsgaltuk. Mindkét
megkozelitéssel ki tudtuk mutatni a PIN fehérjék normalis polaris
lokalizaciojat és eloszlasat, szubcellularis és szdveti szinten a kezeletlen
Arabidopsis thaliana csirandvények gyokereiben (6. bra/a, c, e; 7. abra/a, c;

8. abra/a, c, e).

5.1.1 PIN1 és PIN2 szubcellularis lokalizaciéjanak vizsgalatai

A kezeletlen primer gyokerek esetében a PIN1 fehérje a sztélében, a
PIN2 fehérje pedig a kéregben és az epidermiszben lokalizalddott
(6. abra/a és 7. abra/a, 8. abra/a). Az immunhisztokémiai jelintenzitdsok
alapjan a PIN-szintek egyértelmii csokkenését mértiik a minden vizsgélt 1d6
intervallumban (24 és 48 6ra) MCY-LR kezelések hatasara. Az 1 pM MCY-
LR egy (8. abra/b), két (8. abra/d) €s 6t (8. abra/f) nap utan csokkentette a PIN1
és PIN2 fehérjék szintjét a kezeletlen novényekhez képest. A PIN:GFP
novények esetében az MCY-LR szintén csokkentette a PIN1 és PIN2 szintjét
egynapos kezelés utan (6. dbra/b és 7. abra/b). Ezek a csokkenések azonban
nem bizonyultak szignifikansnak (6. abra/g és 7. dbra/e gyokérkezdemények).
A primer gyokerekkel ellentétben mind a PIN1, mind a PIN2:GFP jelei
novekedtek a fiatal oldalgyokerekben MCY-LR jelenlétében (6. abra/d. és 7.
abra/d.), ez a novekedés szignifikdns volt a PIN2:GFP esetében (7. 4bra/e.
fiatal oldalgydkerek). Az oldalgydkér primordiumok esetében 1 uM MCY-LR
a PINI:GFP jel enyhe, de nem szignifikdns novekedését idézte eld

(6. abra/e, f, g/ oldalgydkér primordiumok). A PIN2:GFP esetében a vizsgalt
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csirandvényekben minimalis volt az oldalgydkér primordiumok szama, igy ezt

a paramétert nem tudtuk szdmszerusiteni.
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6. abra A PINI jelintenzitds valtozdsa MCY-LR hatasara a primer és az oldalgyokerekben
(a-f). A képeken a gyokerekcsucsok CLSM-felvételeinek PIN1:GFP szinkodolt (hétérképes)
2D vetiileteinek jelintenzitasai lathatdak. A 24 6ras 1 uM MCY-LR kezelés modositja a PIN-
szintet Arabidopsis thaliana-ban, primer gyokerek (a, b), fiatal oldalgydkerek (c, d) és
oldalgydkér primordiumok (e, f) jelintenzitasait. Méretskalak: 50 um. Az Arabidopsis thaliana
gyokércsucsokbol szarmazd PIN1:GFP jelek kvantitativ 4abrdzolasa a primer ¢é&s
oldalgydkerekben 24 6ras kezeléseknél (g). A jelintenzitast AIOD (teriilet integralt optikai
denzitas/AIOD) értékeként szamoltuk ki. Balra: primer gyokerek, kozépen: fiatal
oldalgydkerek, jobbra: oldalgyokér primordiumok. * P < 0,05 (t-teszt), szoras SE n=5,

nem szignifikans (n.s.).
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7. abra A MCY-LR hatasa a primer és az oldalgyokerek PIN2 jelintenzitasara. (a-d) A képeken
a gyokércsucsok CLSM-felvételeinek PIN2:GFP szinkodolt (hétérképes) 2D vetiileteinek
jelintenzitasai lathatoak. 24 6ras 1 uM MCY-LR-nel torténd kezelés modositja a PIN-szintet
az Arabidopsis thaliana-ban, primer gyokerek (a, b); fiatal oldalgyokerek (c, d).
jelintenzitasait. Méretskalak: 50 pm. Az Arabidopsis thaliana gyokércsucsokbol szarmazd
PIN2:GFP jelek kvantitativ abrazoldsa a primer és oldalgyokerekben 24 oras kezeléseknél (e).
A jelintenzitast AIOD (teriilet integralt optikai denzitas/AIOD) értékeként szamoltuk ki.
Balra: primer gyokerek, jobbra: fiatal oldalgyokerek. * P < 0,05 (t-teszt), szords SE n=5.
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24 6ra 48 o6ra 5. nap

Kontroll

1uM MCY-LR

8. abra A PIN1 ¢és PIN2 immunhisztokémiai vizsgalata. A Col-0 ndvények konfokalis
mikroszkopidja azt mutatja, hogy az MCY-LR kezelés csokkenti a PIN-ek szintjét az
Arabidopsis thaliana csiranovények primer gyokércstcsaiban. Fégyokerek, 24 6ras kezeletlen
(a), 1 uM MCY-LR (b). Fégyokerek, 48 oras kezeletlen (c), | pM MCY-LR (d). Fégyokerek,
5 napos kezeletlen (e), 1 uM MCY-LR (f). Skalak: 50 um. (dr. Garda Tamas felvételei)
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5.1.2 PIN3 és PIN7 szubcellularis lokalizaciojanak vizsgalatai

A PIN3:GFP novények esetében a kezeletlen primer gyokerek erds
GFP-expressziot mutattak a gyokérsiiveg kolumelldjdban és gyengébb
expressziot a sztélében (9. dbra/a). 24 6ras MCY-LR-expozicid esetén a GFP-
jelek a primer gyokércsticsok kolumelldjaban és a sztélében is megnovekedtek,
¢s a sztélé esetében ez a valtozas szignifikans volt (9. abra/b, e/ primer gyokér
kolumella és sztéle). A kvantitativ elemzés elvégzéséhez nem volt elegendd
szamu PIN3:GFP fiatal oldalgydkér. Az oldalgyokér primordiumok esetében
az MCY-LR szignifikdnsan csokkentette a PIN3:GFP jelét (9. abra/c, d, e
oldalgyokér primordiumok). Hét napos expozicié6 utan 1 uM MCY-LR a
PIN3:GFP jel csokkenését okozta a primer gyokerekben. A PIN7
immunhisztokémiai jeldlése a primer gyokerekben normalis eloszlast mutatott,
magas szintekkel a kezeletlen novényekben a gyokércsucs sztéléjében ¢€s a
disztalis szegmenseiben (10. &bra/a’ a', c, e, g). Az 1 uM MCY-LR
kezeléseknél a PIN7 szintje minden vizsgalati idépontban csokkent a sztélében
(10. abra/b, d, £, h) és a gyokércsucs disztalis szegmenseiben 24 6ras expozicid

utan (10. abra/b").
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9. abra A MCY-LR hatésa a primer és az oldalgydkerek PIN3 jelintenzitasara (a-d). A képeken
a gyokércsucsok CLSM-felvételeinek PIN3:GFP szinkodolt (hétérképes) 2D vetiileteinek
jelintenzitasai lathatoak. 24 6ras 1 uM MCY-LR-rel torténd kezelés modositja a PIN3 szintjét
az Arabidopsis thaliana-ban, primer gyokerek (a, b) és oldalgyokér primordiumok (c, d)
jelintenzitasait. Méretskalak: 50 mm. Az Arabidopsis thaliana gydkércsticsokbdl szarmazd
PIN3:GFP jelek kvantitativ abrazolasat tiintettiik fel a primer és oldalgydkerekben 24 6ras
kezelések (e). A jelintenzitast AIOD (teriilet integralt optikai denzitas/AIOD) értékeként
szamoltuk ki. Balra: primer gyokerek, kolumella; k6zépen: primer gyokerek, sztéle; jobbra:
oldalgyokér primordiumok. A csillagok az MCY-LR kezelések és a kezeletlen kozotti
szignifikans kiilonbségeket jelzik. * P < 0,05 (t-teszt), szoras SE n=5.
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10. dbra A PIN7 jelek CLSM immunhisztokémiai vizsgalata. A MCY-LR csokkenti a PIN7
szintjét a Col-0 csiranévények primer gydkerében. A PIN7-et 24 6ra (a-b'), 48 ora (c, d), 5 nap
(e, f) és 7 nap (g, h) utan jeldltik. A 24 oras kezelések esetében a PIN7 eloszlasa a sztélében
(a, b) és a gyodkércsucsok’an ’a', b') lathat. A tobbi kezelés esetében csak a sztéle jelolése
lathato. Kezeletlen:’(a, a', c, e, g) mintak; 1 pM MCY-LR kezelések:’(b, b', d, f, h) . Skalak:
50 pm. (dr. Garda Tamas felvételei)
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5.1.3 DRS5rev:GFP riporter mikroszkopos vizsgalata

A gyokerekben az auxin hatdsara bekovetkezd génexpresszios valaszok
vizsgalatdhoz DRS5rev:GFP auxin riporter konstrukciot hordoz6 Arabidopsis.
thaliana ndvényt hasznaltunk. A GFP-jelintenzitasok alapjan készitett 2D
hotérképes Z iranyu vetiiletek kvantitativ meghatarozasa nem szignifikans, de
konzisztens csokkenést mutatott az auxin valaszokban a primer
gyoOkércsticsokban (11. dbra. /a, b, e). Az 1 uM MCY-LR-rel végzett 24 6rés
kezelés jol lathatdan csdkkentette a GFP jelet a DRS5rev:GFP novények fiatal
oldalgydkereiben (11. abra/c. és d.). A fiatal DR5rev:GFP csirandvényekben
azonban nagyon kevés fiatal oldalgyokér vagy oldalgydkér-primordium volt,
ezért itt nem tudtuk elvégezni az eredmények statisztikai kiértékelését.
A gyokérszovetek auxin tartalmanak/valaszanak eloszlasarol sz6l6 pontosabb
adatok megértése érdekében a GFP-jelek 3D hotérképes képeit is elkészitettiik.
Ezek megmutattdk az auxinvalasz eloszlasat a primer gydkerek csucsaban €s a
differencialodasi zoénaban. A kezeletlen novények esetében a GFP jeleket
foként a gyokérsapka kolumelldjaban és a gyokércsucsok sztéléjében
(12. 4&bra/a, e), valamint a differencidloddsi zoéndk szubepidermadlis
sejtrétegeiben és sztéléjében detektaltuk (12. dbra/c, g). Az 1 uM MCY-LR-rel
végzett 24 oras kezelés a GFP-jelek kiterjedésének csokkenését idézte eld a
gyokércsucsokban (12. dbra/b.) és a differencialt gyokérzondkban (12. dbra/d).
Ez utdbbiak esetében az auxin szintek/véalaszok jol lathatéoan csokkentek a
sztélében (12. abra/d, nyilhegy). A 48 orén at, 1 uM MCY-LR-rel tortént
kezelések soran végzett vizsgalatok szintén az auxin szintek/valaszok

csOkkenésére utal (12. abra/f, h).
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11. abra DR5rev:GFP jeintenzitas valtozasok a primer és oldalgydkerekben. A képeken a
gyokerekcstucsok CLSM-felvételeinek DRSrev:GFP szinkodolt (hétérképes) 2D vetiileteinek
jelintenzitasai lathatoak. 1 pM MCY-LR csokkenti az Arabidopsis thaliana auxinszintjét 24
oOras kezelés utan primer gyokerek (a, b) és kialakuld oldalgyokerek (c, d) esetén. Méretskalak:
50 pm. DRS5rev:GFP jelintenzitds diagrammja enyhe csokkenést mutat az Arabidopsis
thaliana gyokércsucsokban MCY-LR kezelés mellett (e). A jelintenzitast AIOD (atlagos
sziirkeérték, teriilet integralt optikai denzitas/AIOD) értékeként szamoltuk ki. * P < 0,05

(t-test), szoras SE n=5, nem szignifikans (n.s.).
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12. abra A MCY-LR a DR5rev::GFP jel csokkenését idézi el6 a csirandvények fogydkerében.
Meélységi szinkddolt jelintenzitasok (3D hétérképek) a gyodkércsucsok (a, b és e, f) és a
differencialt gyokérzona (c, d és g, h) esetében DRS5::GFP ndvényekben, amelyeket
1 uM MCY-LR-rel kezeltink 24 o6ran keresztil (a-d) és 48 oran keresztil (e, h).
Kezeletlen: (a, c, e, g); 1 uM MCY-LR: (b, d, f, h). A nyilhegy a (d) abran a sztéle csokkent

auxin szintjére utal (dr. Garda Tamas felvétele).
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5.1.4 Gravistimulacio és novekedési vizsgalatok

A DRSrev:GFP novényekkel végzett kisérletek kimutattdk, hogy
a MCY-LR beavatkozik az auxin szintekbe/valaszokba, ezért megvizsgaltuk,
hogy ez az inhibitor hogyan befolydsolhatja az auxin altal vezérelt valaszokat,
példaul a gyokér gravitropizmust vagy a gyokérfejlodést. Méréseink
kimutattak, hogy a MCY-LR nem befolyasolta a Col-0 ndvények gravitropikus
valaszat (13. dabra/a). A kezeletlen crk5-1 funkcidvesztéses mutansban
(a CRKS funkcidjat (részletesebben lasd az .

Irodalmi attekintés fejezetben)
a gravitropikus valasz késik (13. 4bra/a bal als6 grafikon), azonban
I uM MCY-LR kezelés hatasara a késés megszinik és helyre all a normal
gravitropikus valasz, azaz jelen esetben 135°-o0s hajlas. Ezek a megfigyelések
megerdsitették Rigd et al. (2013) megfigyeléseit, még eltérd fizikai
laboratériumi koriilmények és a taptalaj megndvelt szachardztartalma mellett
is. Erdekes modon a crk5-1 mutins abnormalis gravitropikus valaszat az
MCY-LR a kezeletlenhez kozeli szintre allitotta vissza (13. dbra/a).

A novekedési vizsgalatokban a Col-0 ndvények esetében az
1 uM MCY-LR kezelés az oldalgydkér primordiumok és a fiatal oldalgydkerek
szdmaban 1dofiiggést mutatott (13. abra/b és c¢). A MCY-LR kezelés
eldsegitette az oldalgydkerek iniciaciojat, mivel két napos expozicido utdn
jelentésen ndvelte a primordiumok szdmat. Ebben a szakaszban a
primordiumok szama majdnem megduplazddott a kisérlet kezdetéhez képest,
mig a kezeletlen esetében a primordiumok fejléddése viszonylag lasst volt
(13. abra/b). A kialakul6 oldalgyokerek szdma csokkent, de nem szignifikans
moédon, még két nap expozicid utan is (13. dbra/c). Ez azt jelentette, hogy a
cianotoxin serkentette az oldalgydkér primordiumok fejlédését, de ezt nem

kovette tovabbi fejlodéstik.
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13. abra (a) Az MCY-LR helyreallitja a crk5-1 mutansok abnormalis gravitropikus
valaszat. A ndvényeket a Rig6 et al. (2013) altal leirt modon gravistimulaltuk. Az (a) abrarész
a 135°-kal elforgatott csirandvények primer gyokereinek gravitacids valaszanak hisztogramja.
Az MCY-LR id6- és dozisfiiggd hatasa az oldalgyokerek fejlodésére Col-0 csirandvények nem
gravistimulalt gyokereiben (b, c): az oldalgyokér primordiumok szama (b); a fiatal
oldalgyokerek szama (c). A csillag a (b) pontban a kezeletlen és a kezelés kozotti szignifikans

kiilonbséget jelzi. * P < 0,05 (t-test), szoras SE n=4.
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5.1.5 A MCY-LR hatasa a ROS termelésre és a protein-foszfataz
aktivitasra a Col-0 gyokerekben

A DCFH-DA mérések alapjan a Col-0 csirandvényekben az MCY-LR
nem valtoztatta meg a ROS szintet a primer gyokércsucsokban 24 6ras kezelés
esetén (14. abra/a). A gyokér differencidlodasi zonajaban a ROS szintek nem
valtoztak jelentésen a MCY-LR kezelés hatasara (14. abra/b). A foszfataz
mutansokkal végzett méréseink soran is hasonld eredményeket kaptunk a
kezeletlen Col-0 esetén (16. abra).

Vizsgaltuk a MCY-LR hatésat a protein-foszfatazok aktivitasara is.
Az izotopos protein-foszfatdz mérések alapjan az 0ssz szerin-treonin protein-
foszfatdz (foként PP1 és PP2A egyiittes) aktivitdsat jelentdsen gatolta
(kozel 50%-o0s gatlas) az 1 uM MCY-LR a 24 6réan keresztiil kezelt névények
gyokérkivonataiban (14. abra/c).
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14. abra A 24 6rds MCY-LR kezelés hatasa a ROS szintre, DCFH-DA festés intenzitasa
alapjan a gyoOkércstucsokban (a) és a differencialt gyokérszovetekben (b). A DCFH-DA
jelintenzitast AIOD (teriilet integralt optikai denzitds érték) akapjan szamoltuk. Az 1 uM
MCY-LR hatasat a teljes fehérje-foszfatdz aktivitdsra 24 Oras expozicid utdn mértik (c).
A csillag a kezeletlen és a kezelések kozotti szignifikans kiilonbséget jelzi. A protein-foszfataz
aktivitas mérést dr. Konya Zoltan és prof. Erdddi Ferenc végezte. * P < 0,05 (t-test), szoras SE

n=3.
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5.1.6 A MCY-LR hatasa az oldalgyokerek megjelenésére

A 5 napos csirandvények gyokerinek mikroszkopos vizsgalata soran
feltartuk, hogy a MCY-LR képes gatolni a primer gydkerek megnyulasat a
Col-0 novényekben. Tovabba a 1 uM MCY-LR jelentdsen csokkentette az elsd
oldalgyokér primordium tavolsagat a primer gyokércsucstol 24 oras kezelések

utan. Ez a hatas két napos (48 ora) kezelés utan is fennallt (15. dbra).
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15. dbra A primer gyokércsucs és a legkozelebbi oldalgydkér primordium
kozotti tavolsag. A MCY-LR csokkenti a gyokér fejlédési zonak hosszat, mivel
leroviditi a primer gyokércsics és az elsé primordium kialakulasa kozotti
tavolsagot. A csillagok a kezeletlen és a kezelések kozotti szignifikans

kiilonbségeket jelzik az adott idépontokban. * P < 0,05 (t-test), széras SE n=5.

51



5.2 PP2AB” és C alegység szerepe az oxidativ stressz soran

Az Arabidopsis thaliana protein-foszfataz mutdnsainak az atlagosnal
magasabb ROS szintjiik van, ¢s a MCY-LR/DQ kezelések tovabb novelik az
oxidativ stresszel szembeni érzékenységiiket.

Amikor dsszehasonlitottuk az Arabidopsis thaliana Col-0 és protein-
foszfatdz mutdnsok genotipusainak kezeletlen (azaz MCY-LR/ DQ kezelések
nélkiil) primer gyokereit, jelentds kiillonbségeket észleltiink a ROS szintek
tekintetében. A c3c4 (katalitikus alegység) mutansok hasonlé ROS szintet
mutattak a primer gyokerek csticsaiban, de jelentdsen alacsonyabbat a gyokér
differencialodasi zonajaban (16. abra/b, d). Ezzel szemben a fass-5 €s fass-15
(B" alegység) mutinsok homozigdéta recessziv ~ genotipusai a
gyokércsticsokban jelentdsen eltértek a Col-0-tol (16. abra/b nyilak). A fass-5
esetében ahol a homozigdta recessziv genotipus erdsebb fenotipusos valtozast
mutat, mint a fass-15 (Spinner et al, 2013) magasabb ROS szintet
tapasztaltunk, mint a Col-0 és még a fass-15 csiranévényeknél is, mind a
homozigota recessziv, mind a heterozigdta genotipusban (16. dbra/a-c nyilak).
A fass-5 esetében a differencialt gyokereket csak a heterozigotaknal tudtuk
vizsgalni (16. &bra/c), mivel a homozigdta recessziv mutdnsokon nem
fejlodnek jol differencidlt gyokérszovetek.

A kiilonbozd genotipust primer gyokerek a kezelésekre adott
reakcidiban is kiillonboztek. A Col-0 gydkerek nem mutattak szignifikans
valtozasokat a ROS tartalomban MCY-LR/DQ kezelések hatasara
(16. abra/a-d). Ezzel szemben a c¢3c4 mutansokat mind a PP2A inhibitor MCY -
LR-nel, mind a ROS induktor DQ-tal végzett kezelések soran jelentdsen
megemelkedett 0sszes ROS szint jellemezte a primer gyokércsicsokban
(16. abra/b, d). A differencialodasi zonaban mind a MCY-LR, mind a DQ ROS
emelkedést indukalt, de ezek az emelkedett c3c4 ROS értékek még mindig a
Col-0 kezeletlen ROS szintjei alatt voltak (16. dbra/d). A fass-15 heterozigdta
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mutansok esetében a MCY-LR ¢és a DQ kezelések csak enyhe novekedést
indukaltak a gyokércsucsokban, mig a differencialt gyokérszovetekben a DQ
a ROS szintek jelentds emelkedését idézte eld (16. abra/a, ¢). A homozigota
recessziv protein-foszfatdz mutansok esetében 1 uM MCY-LR és 1 uM DQ
szignifikans mdédon novelte a ROS szinteket a differencialt gyokérszovetekben
(16. dbra/b, d). A fass-5 mutans esetében 1 uM MCY-LR hatasara szignifikans
emelkedés volt mérhetd a homozigota recessziv gyokércsucsokban
(16. abra/b). A 0,5 uM DQ novelte, mig az 1 uM DQ marginalisan
szignifikansan csokkentette a ROS szintet mind a homozigéta recessziv, mind
a heterozigota differenciadlt gyokérszovetekben, ahol vizsgalhatdo volt

(16. abra/a-c).
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16. abra Genotipus és toxinkezelés fliggé mdodon kiilonbozik a ROS jelintenzitas a vad tipusa
és a foszfatdz mutansok primer gyokerek gyokércsiucsaiban (a, b) és a differencialt
gyokérszovetekben (c, d), DCFH-DA jelintenzitds alapjan. A jelintenzitast AIOD
(atlagos sziirkeérték, teriilet integralt optikai denzitas/AIOD) értékeként szamoltuk ki. Col-0
vs” fass (B" alegység) mutans heterozigotak: (a, c); Col-0 vs. fass (B” alegység mutansok),
homozigota recesszivek €s c3c4 (katalitikus alegység mutans) homozigota recesszivek: (b, d).
Az (a, b, ¢) nyilak azt jelzik, hogy a fass kezeletlen mutansokban a ROS szintek magasabbak,
mint a Col-0 kezeletlenben. A szignifikans kiilonbségeket (P < 0,1) * és ** (a kezeletlen és a
kezelések kozotti kiilonbségek szignifikanciaja egy adott genotipuson beliil) és ,, X, XX és
XXX (a Col-0 kezeletlenhez viszonyitott szignifikans kiilonbségek) jelzi az Anyagok és
modszerek 3.6. szakasza szerint. Kétutas ANOVA (posthoc: Holm-Sidak), széras SE n=6.
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5.2.1 A szuperoxid-dizmutaz (SOD) izoenzimek aktivitasa

A SOD nativ aktivitds géljein a SOD aktivitdsok hdrom kiilonb6z6
izoforméjat mutattuk ki. A KCN-nel és H,0Ox-vel végzett gatlasi vizsgalatok
segitségével kiilonitettiik el a Mn-SOD, Fe-SOD ¢és Cu/Zn-SOD aktivitési
savok helyét (17. ébra.).

Nativ

Mn-SOD

Fe-SOD

CuiZn-SOD

17. abra Szuperoxid-dizmutaz aktivitasgél gatlasi vizsgalata. A hidrogén-peroxid és kalium-
cianid kezelésekkel azonositottuk a SOD izoformakat Arabidopsis thaliana gyokérben (Gy)
¢és a hajtasban (H). Kezelés nélkiil mindharom izoforma lathat6, a H>O, gatolja a Fe-SOD és

Cu/Zn-SOD aktivitasat mig a KCN kezelés csak a Cu/Zn-SOD aktivitasat.

A legmarkansabb aktivitasi savokat a Mn-SOD ¢és a Fe-SOD esetében
észleltiik (18. dbra/e). A teljes csirandvényekben a Mn-SOD aktivitas hasonld
volt a Col-0 és a homozigoéta recessziv fass-15 és fass-5, valamint c3c4
esetében ez MCY-LR/DQ kezelések hatasara sem valtozott (18. abra/a és b).
A fass-15 és c3c4 kezeletlenben a Fe-SOD aktivitds magasabb volt a Col-0
kezeletlenhez képest (18. dbra/a nyil). Sem a MCY-LR, sem a DQ nem volt
jelentds hatassal a Fe-SOD aktivitasra egyik genotipus esetében sem, kivéve a
fass-5 enyhe csokkenését 0,5 uM DQ jelenlétében (18. 4abra/c).
A legszembetlinébb valtozasok a Cu/Zn-SOD aktivitdsoknal voltak
megfigyelhetoek. A kezeletlen fass és c3c4 csirandvények aktivitasa

szignifikdnsan magasabb volt, mint a Col-0-¢ (18. dabra/a nyilak).
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Mind a MCY-LR, mind a 0,5 uM DQ novelte a Cu/Zn-SOD aktivitast a Col-0
€a a fass de nem a c3c4 csirandvényekben, amelyek koziil a legjelentésebb
valtozéasokat a fass-5 csirabovényekben mértiik (18. dbra/d nyilak). Ez utdbbi
esetben a DQ magas koncentracidja (1 puM) csokkentette az aktivitast
(18. abra/d). A Col-0 novények gyokérkivonatait, valamint a fass-15 €s fass-5
heterozigotakat is vizsgaltuk SOD aktivitds szempontjabdl. Az egész
csiranovényekkel végzett kisérletekhez hasonléan, a Mn-SOD aktivitdsok
esetében sem genotipus, sem MCY-LR/DQ fliggé valtozasokat nem
tapasztaltunk (19. 4abra/a és b). Ezzel szemben a Fe-SOD aktivités
szignifikansan alacsonyabb volt a fass-15 kezeletlenben, mint a masik két
genotipusban (19. abra/a nyil). Az MCY-LR ¢és a DQ kezelések enyhe, de nem
szignifikans novekedést idéztek elé a Col-0, fass5 és c3c4 esetében
(19. abra/c).

A fass-15 esetében csak a DQ okozott ilyen valtozasokat (19. ébra/c).
A Cu/Zn-SOD  aktivitds mindharom genotipusban hasonlé volt
(kezeletlen, 19. abra/a), és az MCY-LR/DQ kezelések lathaté, de nem
szignifikans novekedést idéztek eld a Col-0 és a fass mutdnsokban, mig a
legszembetlindbb  valtozasok az MCY-LR kezelt fass-5-ben voltak
(19. abra/d nyilak). Ezek a hatasok részben hasonloak voltak a Col-0 egész
ndvényein €és a fass heterozigota recesszivjeinél megfigyelt hatdsokhoz
(18. abra/d).

Erdekes modon a fass homozigota novények (kezeletlen) hajtasaiban
nem volt kimutathat6 kiilonbség egyik izoforma esetén sem, egyediil a fass-5
esetében tapasztaltunk egy szélesebb Cu/Zn-SOD aktivités jel intervallumot
(18. abra/d). A kezeléseknek szintén nem volt hatasa a foszfataz mutansok
Mn-SOD ¢és Fe-SOD izoformdira. A Cu/Zn-SOD esetében ugyan nagy
valtozatosaggat tapasztaltunk, de ez nem volt kisérletesen ismételhetd €s igy

nem lehetett egyértelmiien a kezelések hatasaként értelmezni (20. abra).
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18. abra A SOD aktivitasi gélek egész csiranovényekbdl. A PP2AB" és C alegységei egyarant
képesek modulalni a SOD aktivitasat, és a kezelések jelentdsen ndvelik aktivitasukat a
Cu/Zn-SOD esetében. A SOD aktivitasat Col-0, fass-5, fass-15 és c3c4 kezeletlen
csirandvényeknél hasonlitottuk 6ssze (a). A MCY-LR és a DQ kiilonb6z6 koncentracioinak
hatasa a Mn-SOD (b), Fe-SOD (c) és Cu/Zn-SOD (d) aktivitasara. Az aktivitasokat a savok
intenzitasaiban (a) és a kezeletlen szdzalékaban (b-d) fejeztiik ki. A Mn-SOD és Fe-SOD
reprezentativ aktivitas gélképe az (e) foton lathato. A szignifikans kiillonbségeket (P <0,1) **
(a kezeletlen és a kezelések kozotti kiilonbségek szignifikanciaja egy adott genotipuson beliil)
és "X" és "XX" (szignifikans kiilonségek a genotipusok k6zott) jelzi az Anyagok és modszerek
3.6. szakasza szerint. Kétutas ANOVA (posthoc: Holm-Sidak), szoras SE n=5.
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19. abra A SOD aktivitasi gélek gyokerekben. Még a fass mutansok heterozigdta genotipusai
is eltérnek a Col-0-hoz képest a Fe-SOD aktivitasaban, viszont a Mn-SOD és a Cu/Zn-SOD
aktivitasaban nem (a). Ami az MCY-LR és a DQ hatasat illeti, a Mn-SOD aktivitas nem
valtozott jelent6sen (b). A Fe-SOD aktivitasokat a MCY-LR DQ névelte a fass-15-ben, bar
nem szignifikdns modon (c). A Cu/Zn-SOD aktivitast a DQ novelte a fass-15-ben és az MCY-
LR afass-5-ben (lasd a nyilakat az MCY-LR esetében) (d). A szignifikans kiilonbségeket "X"
(szignifikans kiilonségek a genotipusok kozott) jelzi az Anyagok és modszerek 3.6. szakasza
szerint. Kétutas ANOVA (posthoc: Holm-Sidak), szoras SE n=5.
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20. abra SOD aktivitasok a homozigota hajtasokban. A hajtasokban sem a mutaciok sem a
kezelések hatasara nem tudtunk szignifikans kiillonbséget kimutatni. Kétutas ANOVA
(posthoc: Holm-Sidak), széras SE n=5, nem szignifikans (n.s.).
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5.2.2 Foszforilalt yYH2AX szintjének valtozasa IHC és Western blot
alapjan

A MCY-LR ¢és a DQ genotipusfiiggd modon valtoztatja meg a yYH2AX
szintjeit. A Col-0 primer gyokércsucsok immunhisztokémiai jelolése YH2AX
mutatta ra, hogy szinte minden sejtmag tartalmazta ezt a poszttranszlacios
modifikaciot (21. abra/a), és a MCY-LR enyhén megvaltoztatta a szintjét
(21. abra/c). Ezzel szemben a DQ a H2AX foszforilacios szintjének jelentds és
erés novekedését idézte eld (21. abra/b és c¢). A kiilonbozé genotipust
kezeletlen Gsszehasonlitasakor a teljes csirandvények fehérje kivonatainak
részletes Western blot-elemzése jelentds kiillonbségeket tart fel a fass-15 és
fass-5 homozigétak esetében, amelyek magasabb YH2AX-szintet mutattak,
mint a Col-0 és c¢3c4 (22. abra/a als6 panel, 22. abra/d). A fass heterozigdtak
gyoOkerei esetében nem tudtunk ilyen mértéki novekedést kimutatni a
Col-0-hoz képest (22. abra/a felsoé panel; 22. abra/b). Ami a kezeléseket illeti,
a MCY-LR novelte a foszforilalt H2AX mennyiségét a Col-0 és az fass-5
heterozigota gyokerekben (22. dbra/a felsé panel, 22. abra/c, nyil). Erdekes
modon a fass-5 homozigdtak egész csirandvényeinek kivonatai esetében mind
aMCY-LR, mind a DQ kezelések csokkentették, nem pedig novelték a yH2AX
szintjét (22. abra/e nyilak). Sem a MCY-LR, sem a DQ nem indukalt markans

valtozasokat a c3c4 és a fass-15 esetében (22. dbra/a alsé panel; 22. abra/c, e).
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21. abra yH2 Ax immunhisztokémiai jelolése. A Col-0 gydkércsucsokban DQ jelentésen ndveli
mig a MCY-LR kevésbé a YH2AX szintjét. A Reprezentativ konfokalis mikroszkopias képek
a kezeletlen (a) és a 0,5 uM DQ-val kezelt (b) anti- yYH2AX-szal jelolt CLSM képei. Skala: 25
um. Az eredmények (intenzitasok) szamszerisitése MCY-LR és DQ kezeléseknél (c).
A szignifikans kiilonbségeket (P < 0,1) * és ** jelzi (a kezeletlen és a kezelések kozotti
kiilonbségek szignifikanciaja) az Anyagok és modszerek 3.6. szakasza szerint. t-teszt, szoras
SE n=5.
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22. abra A YH2AX Western blot (WB) elemzése gyokerekben és teljes csirandvényekben.
A B" és C alegységek mutacioi, valamint a MCY-LR és a DQ kezelések befolyasoljak a
YH2AX szintjét. Reprezentativ WB-képek minden genotipusra (a). A WB-savok intenzitasai a
gyokerekben a Col-0 és fass heterozigotak esetében (b, c). A WB-savok intenzitasanak a Col-
0 a fass homozigoéta recesszivek és a c3c4 egész csirandvényeiben (d, €). A (c) nyilak a yH2AX
megndvekedett szintjét mutatjak a  fass-5 heterozigotak gyokereiben
1 uM MCY-LR jelenlétében. A (d) nyilak a YH2AX megnovekedett szintjét mutatjak a fass
kezeletlen mutansokban a Col-0 kezeletlenhez képest. Az (e) nyilak azt mutatjak, hogy mind
az MCY-LR, mind a DQ csokkenti a yYH2AX szintjét a fass-5 homozigotakban. A szignifikans
kiilonbségeket (P < 0,05) ** (a kezeletlen és a kezelések kozatti kiillonbségek szignifikancidja
egy adott genotipuson beliil) és "XX" (szignifikans kiilonségek a genotipusok kozott ) jelzi az
Anyagok és modszerek 3.6. szakasza szerint. Kétutas ANOVA (posthoc: Holm-Sidak), széras
SE n=3.
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5.2.3 PP2A aktivitasa foszfataz mutansokban

A foszfatdz mutansok vizsgalatdhoz tovabbi izotopos foszfatdz
aktivitas mérést végeztiink. Ezen vizsgélatok elézetes eredményeit mutatom itt
be a disszertaciomban, a vizsgalat részletes eredményeit mashol késdbb fogjuk
publikdlni. Ezek a vizsgalatok megerdsitették ¢€s kiegészitettek a PIN
eloszléassal és auxin valasszal kapcsolatos eredményeinket.

A fass-5 és fass-15 homozigéta recessziv, valamint a c3c4 egész
csirandvényeiben végeztiik a vizsgalatokat. Minden esetben a Col-0 értékét
tekintettiik 100%-nak a Col-0 atlagos értéke 3048,33 (n = 12, SE = 500,4).
A Col-0 estében az 1 uM MCY-LR a vartaknak megfelelden szignifikdnsan
gatolta a PP2A aktivitasat, ami hozzavetdleg egy 40-50%-o0s gatlas. A fass-5
¢s fass-15 homozigodta recessziv mutdnsai hasonléan reagaltak MCY-LR
kezelésekre, azaz intenziv szignifikans gatlast mértiink. Ez azt bizonyitja, hogy
a fass mutansokban van miikodoképes PP2A. A c3c4 esetében a kezelések
hatasait nem tudtuk kimutatni, viszont a Col-0-hoz viszonyitott alacsony
aktivitast igen, ami C3 és C4 alegységek hianyabol fakad (23. abra/a).

A fass mutansok heterozigota pool-jainak vizsgalata soran csak azok
gyokerébdl mértiink PP2A aktivitast. A Col-0 gyokereiben kisebb mértékd,
margindlisan  szignifikdns  gatldst tapasztaltunk mindkét MCY-LR
koncentracioval (n=12, 0,5 uM MCY-LR P= 0,084 ¢és 1 uM MCY-LR
P=0,054). A fass-5 és fass-15 estében az 1 uM MCY-LR szignifikans, mig a
fass-5 0,5 uM MCY-LR margindlisan szignifikans (n=6 P=0,055) csokkenést
eredményezett a heterozigbtak gyokereiben. A fass-15 0,5 uM MCY-LR
kezelésbdl nem késziilt kello szdmu sikeres ismétlés a statisztikai elemzés

elvégzéséhez a dolgozat elkésziiltéig (23. abra/b).
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23. dbra 1zotopos foszfataz aktivitds (PP2A) mérés eredményei egész csirandvényekben (a) és
gyokerekben (b) a kezeletlen Col-0 szazalékaban, melynek atlagos értéke 3048,33
(n =12, SE = 500,4). A szignifikans kiilonbségeket (P < 0,1) *;(P < 0,05) ** és (P < 0,001)
*** (a kezeletlen és a kezelések kozotti kiillonbségek szignifikancidja egy adott genotipuson
beliil) és "X és XX " (a Col-0 mutansokhoz viszonyitott szignifikans kiilonbségek) jelzi az
Anyagok és modszerek 3.6. szakasza szerint. Két-utas ANOVA (posthoc: Holm-Sidak), szoras
SE Col-0 n=12, fass mutansok n=6. A protein-foszfataz aktivitas mérést dr. Koénya Zoltan és
prof. Erdédi Ferenc végezte.
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6 Diszkusszio

6.1 A Mikrocisztin-LR befolyasolja a PIN fehérjék
lokalizaciojat és az auxin szinteket Arabidopsis thaliana
gyokerében

Az MCY-LR szdmos karos hatdsa ismert a ndvényi
sejtekre/szovetekre. Ezek kozé tartoznak a citoszkeleton és a kromatin
szervezOdésének valtozasai, a sejtciklus szabalyozas megzavarasa, vagy a
sejthalal/szoveti nekrdzis (Jambrik et al., 2011; Méathé et al., 2013, 2016;
Pappas et al., 2020). A gyokér helyes miikddése kulcsfontossagu a legtobb
edényes novény fejlodésében €s a kornyezettel valo kapcsolat kialakitasaban,
mint a viz és a tapanyag felvétel helye. A novényi szervek fejlodésének egyik
szabalyozo fitohormonja az auxin. Ha az auxin eloszldsa a novényi testen beliil
megvaltozik az a fejléddésre/ novekédésre is kihatdssal van. Az auxin normal
eloszlasanak fenntartasa PIN efflux transzmembran fehérjék megfeleld
lokalizaciojatol és mikodésétdl fligg (Adamowski & Friml, 2015). A PIN-ek
miikodését reverzibilis foszforilacié szabalyozza (Friml et al., 2004;
Zwiewka et al., 2019). El6szor azt vizsgaltuk, hogy a PIN-ek és ennek
kovetkeztében az auxin helyi mennyisége hogyan valtozik MCY-LR
jelenlétében Arabidopsis thaliana gyokereiben.

Az renl, pp2aal és a2, a PP2A "A" alegység funkcionalisan hianyos
mutansai a primer és oldalgyokérfejlodésiik rendellenes, valamint a gydkerek
agravitropikusak (Rashotte ef al., 2001; Zhou et al., 2004; Michniewicz, Zago,
et al., 2007), a MCY-LR szamos, ezekhez a mutans fenotipusokhoz hasonld
hatast idéz el6. Az eredményeinkben bemutattuk, hogy a PIN1, PIN2 és PIN7
szintje csokken a MCY-LR-rel kezelt Arabidopsis thaliana csirandvények
primer gyokér csticsaiban. A PIN:GFP ndvények nem szignifikans csokkenést
mutatnak, mig az immunhisztokémiai megkozelitéssel dramaibb valtozas volt

tapasztalhat6 (6. abra, 7. abra, 8. abra és 10. abra). Erdekes modon a kantaridin,
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a PP2A egy masik természetes inhibitora (MacKintosh & Diplexcito, 2009)
nem valtoztatjia meg a PIN2 szintjét a gyokércsicsokban de az auxin
eloszlasara és a gravitropikus valaszra hatassal van (Shin ef al., 2005).

A PIN3 esetében, a MCY-LR hatasara annak szintje megné a primer
gyokércsucsokban (9. abra). Az oldalgyokerek esetében a cianotoxin ellentétes
hatést fejt ki, itt a PIN1 és PIN2 szintje nd, a PIN3 szintje az oldalgyokér
primordiumokban pedig csdkken (6. dbra/e és 9. abra). Mindez arra utal, hogy
a MCY-LR a PIN-ek ujra eloszlasat indukalja a gyokerekben. A jelenség egyik
lehetséges biokémiai magyardzata a protein-foszfataz aktivitds gatlasa, mivel
a ROS szintek nem valtoznak a cianotoxinnal vald rovid tavi expozicid
kovetkeztében (14. 4bra). Igy a cianotoxin ROS indukalo hatasanak
feltételezhetden nincs kozvetlen jelentdsége a 24 oras kezelések soran, és a
PIN/auxin szintek valtozasai kozvetleniil az MCY-LR protein-foszfatdzokra
gyakorolt specifikus hatasaihoz kdthetok. Ennek pontosabb bizonyitasara ROS
indukalt transzkripcids faktorok szintjeit kellene megvizsgalni transzkriptom
analizissel. A PIN-ek lokalizaciojaban bekovetkezett valtozdsok utan
varhatdak az auxin szintek/valaszok valtozasai, és valoban, a DR5rev:GFP
konstrukciokat hordozé nodvények nem szignifikdns, de kovetkezetes
csOkkenést mutattak az auxin szintekben a primer gydkerek csucsaiban
(11. abra és 12. abra). Az auxin eloszlds vizsgalata Osszetett feladat, mivel
nehéz elkiiloniteni a szallitoédo és a valdoban hatast kifejté auxint. Megoldés
lehet erre a PIN fehérjék nagyobb felbontast mikroszkopos vizsgalata, mely
soran a PIN fehérjék valtozasait menbranklaszterek szintjén kellene kutatni.
Tovéabba az auxin indukalta génexpresszid vizsgalata is fontos lehet.

6.1.1 Mi a kovetkezménye ezeknek a valtozasoknak a

gyokérfejlodésre nézve?

Az Arabidopsis thaliana PP2A vazszerkezeti, szabalyoz6 vagy

katalitikus alegységek mutansaiban azt latjuk, hogy a PP2A aktivitdsanak vagy
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szubcellularis és szoveti lokalizacidjanak zavara gatolja az primer gyokerek
hosszanti ndvekedését, serkenti az oldalgyokér primordiumok kialakulasat, de
gatolja azok megnyulasat. Ez részben a helytelen auxin lokalizécid
kovetkezménye (Zhou et al., 2004; Michniewicz, Zago, et al., 2007; Spinner
et al., 2013). Nagyon hasonld gyokérfejlodési valtozasokat figyeltiink meg
MCY-LR kezelések utan. A gydkércsucs €s az elsé oldalgyokér primordium
kozotti tavolsag csokkent, ami azt jelenti, hogy az primer gyokér megnytlasa
gatolt volt (15. abra). Ekozben az oldalgydkér-primordiumok fejlodése
fokozodott, ¢és ezt kovetden az oldalgyokerek fejlddése lelassult a
kezeletlenhez képest (13. abra/b, c). Redukalt primer gyokér fejlddés,
megnovekedett oldalgyokér szam valamint csokkent ellenald képesség
patogénekkel szemben az Arabidopsis thaliana RBOHD mutdnsaiban is
megfigyelhetéek (Chapman ef al., 2019). Az RBOHD szerepe a sejtfal
megnyuldsban a gyokér fejlédése és ndvekedése sordn mara bizonyitottnak
latszik, az altaluk termelt apoplasztikus térben taldlhaté ROS-nak ugyanis
szabalyozd szerepe van ezen folyamatokban (Zhou et al, 2020).
A Cu/Zn-SOD-k nak léteztik egy extracellularis formaja melyrdl elképzelhetd
hogy szintén szerepet jatszik ezekben a folyamatoban, de err6l a SOD
izoformardl keveset tudunk névényekben (Tyagi ef al., 2019)

A gyokér gravitropizmusa egy Osszetett szabalyozasi és kiilondsen
érzékeny folyamat, a folyamatot 4 szakaszra lehet tagolni: 1. jel érzékelése 2.
jel tovabbitasa 3. a gravitropikus valasz (megnyulas/novekedés) és 4. a jel
csillapitasa (Swarup & Bennett, 2018). A PIN2, PIN3 ¢és PIN7 fontos szerepet
jatszik a gyokerek gravitropikus valaszaban, és szintjiik csokkenése gatolja a
gravitropikus valaszt (Adamowski & Friml, 2015; Michniewicz et al., 2007a).
A MCY-LR kezelés nem valtoztatta meg ezt a valaszt, valdsziniileg azért, mert
a PIN3 szintjének novekedése a primer gyokércsticsokban kompenzalta a PIN2

és PIN7 csokkenését. Erdekes médon a cianotoxin helyreallitotta a crkd

67



mutansok gravitropikus valaszat (13. dbra/a). Ebbdl a mutansbol hianyzik egy
CDPK tipust protein-kindz, amely hozzéajarul a PIN2 foszforildciojdhoz
(Rigd et al., 2013). Ennek kovetkeztében a fiiggdlegesen nevelt gyokerek
megnyulasi zondjaban csokken a PIN2 szintje, €és a gravistimulacié soran
aszimmetrikussa valik a PIN2 eloszlasa, aminek kovetkeztében késik a
gravitropikus valasz (Rig6 et al., 2013). A MCY-LR hatéasat a PIN2 foszforilalt
allapotanak egy alternativ, még ismeretlen kinaz altali fenntartasa és a PIN2
PP2A komplex altali defoszforilaciojanak gatlasa okozhatja. A MCY-LR-rel
ellentétben a kantaridin a PP2A A szabélyozo alegységében hibas Arabidopsis
thaliana renl mutdnshoz hasonldan csokkenti a gyokerek gravitacios valaszat
(Rashotte et al, 2001). A pp2aa més funkciovesztéses mutansai az
A alegységet érintve szintén megvaltozott gravitropizmust és a gyokér apikalis
merisztémajanak 6sszeomlasat indukaljak (Xi et al., 2016).

Nem lehet azt sem kizarni, hogy nem foszforilaciés szabalyozasrol van
sz0. A kozelmultban szamoltak be Arabidopsis thaliana WAVY GROWTH 3
(WAV3) ¢és a kozeli rokon WAV3 HOMOLOG (WAVH) RING-finger E3
ubiquitin ligdzokrol, amelyek funkcidvesztéses mutansai feltind apikalis-
bazalis polaritasvaltast mutatnak a PIN2 lokalizaciojaban a gyokér merisztéma
sejtekben. A szerz6k a WAV3 ¢és E3 ligazokat a PIN polaritds alapvetd
meghatarozdjaként azonositottdk, melyek a PINOID/WAG-fiiggé PIN
foszforilaciotol fiiggetlentil miikddnek. Mar kozvetlenlil a sejtosztodas
befejez0dése utan antagonizaljdk a de novo szintetizalt PIN-fehérjék bazalis
lokalizaciojat, feltehetden azéltal, hogy megakadalyozzdk a PIN-ek alap,
ARF-GEF Aaltal kozvetitett Gjrahasznosulasat (Konstantinova et al., 2022)

Osszefoglalva, a MCY-LR a gyokérfejlédés valtozasait idézi el az
Arabidopsis thaliana modellnovényben, és ez Osszefiigg a PIN auxin efflux
membranfehérjék szintjének ¢és a gyokerek helyi auxin szintjeinek

véltozasaival. Ezek a véltozasok kozvetleniil a cianotoxin protein-foszfataz
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gatlo hatdsaval allnak Osszefiiggésben 24 o6rds kezelések esetén.
Ez a tanulmany az elsd, amely bizonyithatéan Osszefliggésbe hozta a MCY -
LR fitotoxikus hatasat a protein-foszfataz gatld tulajdonsagaval. Hozzéjarul
egy jol ismert cianotoxin fitotoxicitdsanak jobb megértéséhez mind

laboratoriumi koriilmények kozott, mind a valds kornyezetben.

6.2 A PP2AC3 és C4 valamint a B” alegységek lehetséges
szerepei a novényi stresszvalaszban

A PP1 (egy nem-fémfiiggd foszfataz), amelynek katalitikus alegysége
a PP2AC-vel rokon, tulexpresszidja rizsben NaCl-stressz hatasara megnoveli
a nem enzimatikus ROS semlegesitd kapacitast ¢s az APX-aktivitast, tovabba
csOkkent malondialdehid-tartalmat indukal. Ezek az eredmények arra utalnak,
hogy a PP1 részt vesz az oxidativ stresszre adott valaszok szabalyozdsidban
rizsben (Liao et al., 2016). Novényekben a PP2A a leggyakoribb a szerin-
treonin foszfatazok kozott, de az oxidativ stressz szabalyozasaval valo
kapcsolata kevéssé ismert. Vannak azonban Arabidopsis thaliana-ban adatok
kiilondsen a B' szabalyozo alegységekre vonatkozoan, igy példaul ismert, hogy
a PP2AB'y alegysége biotikus stressz hidnyaban aktivalja a PP2A holoenzimet
(L1 et al., 2014). A patogenezisre adott valasz (PR) sordn ez az alegység
inaktivalédik, ami ndveli a ROS szignalizdcidoban szerepet jatszd
CONSTITUTIVE EXPRESSION OF PR GENESS5 (CPRS) foszforilacios
allapotat: aktivalja a RBOH-t és noveli az L-aszkorbat-peroxidaz izoforma
(APX2) expressziodjat (Trotta, Konert, et al., 2011; Trotta, Wrzaczek, et al.,
2011; Li et al., 2014; Konert et al., 2015). Az Arabidopsis thaliana pp2a-b’y
mutansokat a Cu/Zn-SOD megnovekedett szintje jellemzi levelekben
(Trotta, Konert, et al., 2011; Trotta, Wrzaczek, et al., 2011). A PP2AB’0
alegység a PP2A holoenzimet a peroxiszomakba iranyitja, ahol aktivalo hatast

fejt ki B-oxidaciora. (Kataya et al., 2015). Emellett a ROS-okrol ismert, hogy
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nem csak a névényi immunvalaszok fontos jelzéfaktoraiként miikddnek,
hanem kozvetett vagy kdzvetlen modon szabalyozzak a novények ndovekedését
¢s fejlodését. A leglijabb vizsgalatok hatarozottan arra utalnak, hogy a ROS-
ok 0sszekapcsoljak ezt a két eseményt. Szamos olyan folyamatot €s jelenséget
irtak le, ahol a stressz soran keletkezd ROS transzkripcids faktorok révén
szabalyozza a ndvekedési folyamatokat ilyen pl.: az oldalgyokerek kialakulasa
vagy a sejtfal vastagodas a gyokér megnyulési zondjaban (Mase & Tsukagoshi,
2021). Tovabba nagyon valdszinii, hogy a ROS szabalyozasi folyamatokban
meghataroz6 szerep jut az extracellulalis Cu/Zn-SOD-nak (Chen et al., 2022).

A fass mutacioi a PP2A egyik feltételezett B” alegységét érintik
(Camilleri et al., 2002; Spinner et al., 2013). Ahogy az ,,Irodalmi attekintés”
fejezetben emlitettem, ez az alegység olyan kulcsfontossagu fejlodési
folyamatokban vesz részt, mint a mitotikus mikrotubularis szervezddés
szabalyozasa. Azonban a B” alegységrol, e tanulmany {6 célpontjardl még nem
mutattak ki egyértelmiien, hogy szabalyozza-e a ROS szignalizaciot.

A PP2AC3 ¢és C4 katalitikus alegységei szabdlyozzdk a kortikalis
mikrotubulus szervezddést NaCl-stressz soran (Yoon et al., 2018). Mivel a C4
alegység részt vesz az SnRK altal kozvetitett ABA szignalizacidban
(Waadt et al., 2015; Mathé et al.,, 2019), amely a ROS keletkezéssel
kapcsolatos génexpressziot szabalyozza, valoszinli, hogy oxidativ stresszt
vélthat ki. Mindeddig azonban nem volt bizonyiték a C3 és C4 kozvetlen
részvételére a ndvényi oxidativ stresszben. Igy a jelen tanulméany az elsék
kozott bizonyitja ezt a kapcsolatot. A fenti megéllapitasok fényében a jelen
munka a PP2AC3, C4 katalitikus és B” szabalyozd alegységei tekintetében

kivan hozz4ajarulast nyujtani a kérdéshez.
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6.2.1 A PP2AB” és C3-C4 alegységei befolyasoljak a ROS szinteket
és azok SOD altali semlegesitését

A fass mutansok homozigdta kezeletlenjeinek gyokércstiicsaiban
magasabb ROS szinteket mértiink, mig a c3c4-ben a Col-0-hoz kozel
azonosakat (16. abra/b). A csirandvények SOD aktivitasat vizsgalva a fass
mutansokban magasabb Cu/Zn-SOD aktivitast tapasztaltunk (18. abra/a).
A varttol eltéréen a c3c4 mutansban szintén megemelkedett Cu/Zn aktivitast
mértiink, a kozel normalis ROS szint ellenére.

Az oxidativ stressz tekintetében a fass mutdnsok intenzivebben
reagalnak a PP2A inhibitor MCY-LR-re és a ROS induktor DQ-ra
(16. abra/b, d). Magasabb Fe-SOD ¢és a Cu/Zn-SOD aktivitas tarsul a c3c4
kezeletlen esetében, de a MCY-LR kezelések nem moddositjak tovabb ezeket a
SOD aktivitasokat. Valoészintisithetjiik, hogy nincs kozvetlen kapcsolat a ROS
szintek ¢és a semlegesités kozott a MCY-LR kezelt c¢3c4-ben
(16. abra/b, d; 18. abra). A fass-5 és fass-15 mutansok B" szabalyozo
alegységének homozigéta recessziv genotipusu kezeletlenjei ezzel szemben
magasabb ROS szintet mutatnak, és az 1 uM MCY-LR kezelések tovabbi
jelentds novekedést idéztek eld (16. abra/b, d).

A kiilonb6zé SOD izoformédk génjeinek transzkripcids szintjei
ugyanazon stresszfaktor, példadul UV-B sugérzds jelenlétében -eltéroek
(Kliebenstein et al., 1998). Ezen izoenzimek aktivitasat illetben a jelen
vizsgalat azt mutatja, hogy a kiilonb6z6 genotipusi kezeletlen ¢és
MCY-LR/DQ kezelt novények eltérd mintdzatot mutattak a Fe-SOD ¢és a
Cu/Zn-SOD aktivitasanak vonatkozasaban, Osszehasonlitva a Mn-SOD-dal
(amelynek aktivitdsa viszonylag valtozatlan maradt, fiiggetleniil att6l, hogy
milyen genotipust és milyen tipusi kezelést alkalmaztunk). Példaul a
kezeletlen esetében mind a Fe-SOD, mind a Cu/Zn-SOD aktivitdsa megnott a

mutansok egész csirandvényeiben a Col-0-hoz képest (18. d&bra/a).
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A MCY-LR ¢és a DQ képes volt megvaltoztatni a Cu/Zn-SOD aktivitast a Col-
0-ban, valamint a fass homo- és/vagy heterozigotakban (18. abra. és 19. abra).
Hasonlo kiilonbségeket mutattak ki kadmium kezelt Arabidopsis thaliana-ban
is SOD izoformak aktivitdsaban (Drazkiewicz et al., 2007).

A Fe-SOD aktivitasrol ismert, hogy részt vesz az oxidativ stressz elleni
védekezésben. Példaul a Fe-SOD-t tul expresszald transzgenikus
kukoricandvények fokozottan toleraljak a PQ-t (Van Breusegem et al., 1999).
A disszertaciés munkam soran azt mutattuk ki, hogy a Cu/Zn-SOD aktivitas a
legérzékenyebb az MCY-LR/DQ kezelésekre a fass mutansokban
(18. abra/d, 19. abra/d). A Cu/Zn-SOD aktivitast a kiilonbdz0 stressztipusok is
modulaljak. Aktivitdsa példaul a nehézfémstressz soran megemelkedik egy
etilén fliggd mechanizmus révén (Abozeid ef al., 2017). Trotta et al. (2011)
mar ramutatott a PP2AB'y alegységének szerepére Cu/Zn-SOD izoforma
aktivitasanak/expresszidjanak moduldlasaban. A Mn-SOD-t thlreprezentald
transzgenikus Arabidopsis thaliana ndvényeket fokozott tolerancia jellemzi,
¢s mas SOD-ok, a katalaz (CAT) és a peroxiddz (POD) aktivitdsa is magasabb
ezekben a novényekben (Wang ef al., 2004). Mindezek az adatok arra utalnak,
hogy a kiilonb6z6 SOD izoformak kiilonb6z6 mértékben jarulnak hozza a
stressztliréshez, attol fliggden, hogy milyen tipust stresszel szembesiilnek
a novények. A PP2AB" (fass-5, -15) és c¢3c4 mutansokban a SOD aktivités
megvaltozasat bemutatd adataink az elsé olyan vizsgalatok kozé tartoznak,
amelyek Osszefliggést tarnak fel ezen alegységek ¢és a novények ROS
semlegesitésének szabalyozasa kozott.

A DCFHDA mérésekbdl az is kideriilt sziamunkra, hogy a ROS térbeli
eloszlasa sem mutaciok, sem a kezelések hatasara nem valtozik, mivel a
differencialt zonak lekovetik a gyoOkércsucsok jelintenzitisanak trendjeit

(16. abra/a és ¢ valamint b és d).

72



A foszfatdz mutansok azt mutatjak, hogy részleges kiilonbség van a
PP2AB" ¢s C alegységeinek a ROS szintek szabalyozasaban valo részvétele
kozott. Egy mashol publikélasra vard tanulmanyban (Kelemen et al., The Plant
Journal, bekiildve) kimutattuk, hogy a fass ¢és c3c4 mutdnsokban nem
egyszeriien gatolt a protein-foszfataz aktivitdas, hanem a B" ¢és C3-C4
alegységek kozotti kolesonhatéds, valamint a PP2A és PP1 aktivitas kozotti
egyensuly masképp valtozik a kétféle mutansban.

Ez azt jelzi, hogy a funkciondlis B” vs. C alegységek hianya a ROS
szintek fliggvényében masképp befolydsolja a SOD aktivitasokat, igy a
mutaciok és a MCY-LR hatdsai inkdbb befolyasoljadk ezen alegységek
funkcionalitasat és kolcsonhatdsat, minthogy csak a PP2A aktivitasat
csOkkentenék (23. abra). Mindezek az adatok arra utalnak, hogy a PP2AB" és
C alegységei egyarant részt vesznek a ROS szintek és a ROS semlegesités
szabalyozasaban (lasd még a 6. abrat), bar az ezen alegységek kozotti
lehetséges komplex kolcsonhatasok és kiilonb6zd szubcellularis lokalizacidjuk
magyarazhatjak, hogy szerepiik/hatasuk e tekintetben csak részben fedi
egymast. A PP2AB" ¢és C(C3-C4 alegységei szabalyozzak a H2AX
foszforilacigjat a ROS szintek €s a semlegesités fliiggvényében

A hiszton H2AX foszforilacigjat a karboxi-terminalis szerinnél a
foszfatidil-inozitol-3-kinaz csaldd (ATM/ATR) tagjai kozvetitik élesztokben,
emldsokben és novényekben (Fillingham et al., 2006; Roitinger et al., 2015).
Emldsokben a PP2A szerepet jatszik a YH2AX defoszforilaciojaban, amely
esemény sziikséges a kettds szalt DNS javitdsahoz (Fillingham ez al., 2006).
Mi a helyzet a ndvényekben? A H2AX foszforilacidja és a yH2AX kromatinon
beliili lokalizacioja tobb kinaztdl fiigg (Moreno-Romero et al, 2012).
Ami azonban a szerin-treonin foszfatazokat illeti, a PP2A az ATM aktivitasat
szabalyozza (Templeton & Moorhead, 2005), de a yYH2AX ezen

foszfatdzcsalad tagjai altali kozvetlen defoszforilaciojarol kevés az ismeret.
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A protein-foszfatdz mutansokkal végzett tanulmany egyfeldl ramutatott, hogy
a homozigota recessziv fass mutdnsok kezeletlenjei esetében a YH2AX szintek
novekedése (a Col-0-hoz képest) korrelaciot mutat a ROS szintekkel, és a c3c4
kezeletlenjei esetében kozvetlen ardnyossadg van ezen két paraméter kozott
(16. abra és 22. abra/d, csokkenés mindkét esetben). Ezek arra utalnak, hogy a
B" alegység funkcidjanak elvesztése oxidativ stresszt €s DNS-javito
mechanizmusokat egyarant indukal. Ellenben ez nem igaz a C3 és C4
katalitikus alegységekre: a PP2AB" és a C3-C4 alegységek funkcidi ebbdl a
szempontbol is kiilonboznek. Mivel a PP2AC3-C4 alegység aktivitdsanak
elvesztése a H2AX foszforilacios allapotanak csokkenéséhez ¢és nem
novekedéséhez vezet, ez arra utal, hogy a PP2AC3 ¢és C4 alegységei nem
vesznek részt kdzvetleniil a yYH2AX defoszforilacidjaban (22. dbra és 23. dbra).

Masfeldl eredményeink azt is feltartdk, hogy a fass-5 homozigdtak
esetében forditott aranyossag figyelheté meg a ROS szintek novekedése €s a
YH2AX szintek csokkenése kozott MCY-LR/DQ jelenlétében. Ekozben a
Western blot vizsgélatok azt mutatjdk, hogy a c3c4-ben az MCY-LR nem
befolyasolja szignifikans modon a H2AX foszforilaciot. Meg kell jegyezni,
hogy az MCY-LR kezelések a PP2A mind az 6t (tehat nem csak a FASS-val
kolcsonhatasba 1€pd C3 és C4) alegységére hatdssal vannak, mivel ez egy
altalanos PP2A-inhibitor (MacKintosh & Diplexcito, 2003).

Osszességében ugy tiinik, hogy a C katalitikus alegységek egyike sem
vesz részt a YH2AX kozvetlen defoszforilacidjdban (16. abra/b, d és 22. dbra/).
So6t, a YH2AX szintjének novekedése a fass mutdnsok kezeletlenjeiben és
csokkenése a c3c4-ben. tovabba, a mutansok ¢és a Col-0 kozotti MCY-LR
hatdsok kiilonbségei (22. 4abra) szintén arra utalnak, hogy a H2AX
foszforilacigjat a megfeleld B"-C alegység kolcsonhatds szabalyozza, nem

pedig egyszerlien a YH2AX PP2A altali defoszforilacioja.
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Milyen kapcsolatban all a hiszton H2AX foszforilaci6 a ROS
szintekkel és a semlegesitéssel?

A kezeletlen esetében a Fe-SOD ¢és a Cu/Zn SOD aktivitds a
homozigobta recessziv fass €s a c3c4 esetében megnovekedett. Ez a YH2AX-
szintek és a ROS szintek novekedéséhez hasonloan torténik a fass-ban
(22. abra/a, 18. abra/a). Ugy tiinik tehat, hogy a B" alegység mutansokban az
oxidativ stresszvalaszok egylitt jarnak a H2AX foszforilacios eseményekkel.
A MCY-LR/DQ kezelések azonban a YH2AX szintek csOkkenését mutatjak a
fass-ban, és nem valtozik a c3c4-ben, ellentétben a Cu/Zn-SOD aktivitas
novekedésével a fass-ban €s a ROS szintek ndvekedésével minden mutansban.
Ez arra utal, hogy a H2AX foszforilacidja dsszetettebb modon kapcsolodik az
oxidativ stresszhez Arabidopsis thaliana-ban, ¢és ez a kérdés tovabbi
vizsgalatokat igényel. A fass mutdnsok csak a homozigéta recessziv
fenotipusok esetében mutatnak sulyosan kéarosodott fejlédési mintazatot, mig
a heterozig6tak latszolag normalisak (Kirik ef al., 2012; Spinner et al., 2013).
Ezért azt vartuk, hogy a heterozigotak a vad tipust novényekhez hasonldo ROS
szintet, SOD aktivitast és YH2AX szintet fognak mutatni, de meglepetésiinkre
a heterozigota és homozigdta recesszivek vad tipust csiranovényekkel valo
Osszehasonlitasakor ez nem igy volt sem a kezeletlen, sem az MCY-LR/DQ
kezelések esetében. Kiemelkedd eltérések voltak példaul (i) a kezeletlen
vyH2AX-szintjeiben (3b, d &bra); (ii) a Fe-SOD szintek a kezeletlenben
(18. abra/a és 19. abra/a abra); (ii1)) a MCY-LR és DQ kezelések hatésa a fass-
5 ¢és fass-15 yH2AX-szintjeire ( 8. abra/c és e); ¢s (iv) a Fe-SOD ¢és
Cu/Zn-SOD aktivitads mind a fass-5, mind a fass-15 esetében (18. abra. és 19.
abra).
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6.2.2 Zaro6 megallapitasok és kovetkeztetések

A MCY-LR és a DQ hatdsainak Osszehasonlitdsakor csak részleges
hasonldsagot talaltunk a ROS szintek és a SOD aktivitasok tekintetében (lasd
az Eredmények és a Diszkusszio fejezeteket), a MCY-LR specifikus protein-
foszfataz gatlo hatdsa révén valtozasokat okozhat a csiranovények oxidativ
stressz allapotdban. Ami a YH2AX szinteket illeti, a két toxin hatdsa csak
részben fedi egymast a Col-0 ndvényekben: a primer gyokerek csucsaiban a
DQ, szignifikdnsan noveli a YH2AX szinteket, de az 1 uM MCY-LR nem
(21. abra/c. abra). Tanulmanyunk 0j betekintést nyljt a ndvényi sejtek ROS
statuszanak szabalyozésaba, tovabba kiindulopontja lehet a jovdbeni
kutatasoknak, hogy atfogobb képet kapjunk a PP2A és az oxidativ stressz
kapcsolatarél a novényekben. A "kozvetett foszfatdz-fliiggdség" magaban
foglalhatja, hogy a SOD aktivitdsok itt bemutatott valtozisai mellett a
kiilonbozé SOD izoformék expresszids szintje is megvaltozik a foszfataz
mutansokban, kiilonb6z6 mechanizmusok révén.

Fobb eredményeinket a 24. dbradn lathaté modellben foglaltuk 6ssze
(Freytag et al., 2023, Mathé Csaba modellje). Ez a modell azt mutatja, hogy a
PP2AB" és C3-C4 alegységei hogyan vesznek részt az oxidativ stresszre adott
valaszokban ¢és a védekezésben Arabidopsis thaliana-ban. A modell azt is
bemutatja, hogy az MCY-LR és a DQ kiilonb6z6 Gtvonalakon keresztiil hat:
Az MCY-LR mint PP2A-g4tl6 kozvetleniil hat a B" és a C3-C4 alegységek
mitkddésére, ezaltal megvaltoztatja a ROS homeosztazist az Arabidopsis

thaliana-ban.
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24. abra Javasolt modell, amely bemutatja a PP2AB" és C3-C4 alegységeinek részvételét a
ROS és YH2AX szintek és a SOD aktivitas szabalyozasaban, valamint az MCY-LR (fehérje-
foszfataz inhibitor) és a DQ (ROS induktor) részvételét ezekben a folyamatokban. Vastag piros
nyilak jelzik a PP2AB" és C alegységeinek szabalyozo szerepét. Szabalytalan piros nyilak
jelzik a MCY-LR beavatkozasat ezekbe a folyamatokba a PP2AB" és C alegységeinek
befolyasolasan keresztiil, mig fekete szabalytalan nyilak a DQ célpontjait mutatjak. A SOD
izoformak tekintetében ez a modell azt mutatja, hogy a Cu/Zn-SOD és kisebb mértékben a Fe-
SOD aktivitasat a PP2A ezen alegységei szabalyozzak, és a DQ a PP2A-tol fliggetlen médon
hat rajuk. alt = alteracio; px = peroxiszomak. Ezt az abrat a BioR ender.com segitségével
Mathé Csaba készitette.

71



7 Tovabbi tervek

Kutatdsaink alapjan, véleményem szerint a jOv0 vizsgalatainak egyik
fontos kérdése, hogy a novények miként dontik el milyen életmenetet/
stratégiat valasztanak a védekezésre? Melyek azok az aktivacids pontok a
novények szdmara biotikus vagy abiotikus stresz soran, ami elvélasztja
toleralhato stresszt és a kivédhetetlen karosodast?

Mindezek kapcsan érdemes lenne megvizsgalni a FASS és C3-C4
mutansaiban az oldalgyokerek fejlédését és ehhez kapcsolédd folyamatokat,
ami nem feltétleniil egyszeri mivel ezekben a mutansokban csak 15-20 napos
korukban jelennek meg oldalgydkerek ellenben a Col-0 ban jellemzdéen
a4-5 nap. Réadasul a mutdnsokban a gydkerek korai primordium stadiumainak
felfedezése komoly mikroszkopiai kihivéas. Szintén foszfatdz mutansokban
érdemes lehet vizsgalni a gravitacios valasz zavaranak pontos okat is, mivel
ezek a mutansok (fass és c3c4) agravitropikusak és tudomasunk szerint ezt még
nem vizsgalta senki.

A kutatas folytatasa lehet, hogy a kérositd hatast oxidativ stressz soran
megtalalhato-e a sejtmagon beliil a vizsgalt FASS B” alegység ¢s van-e
interakci6 a PP2A valamelyik alaegységévek esetleg a H2A-vel. Ennek
vizsgalatara egyik lehetséges vizsgalati modszer a FRET mikroszkopos

technika lehet.
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8 Osszefoglalé

Disszertaciom kozéppontjaban a protein foszforilacio és az oxidativ
stressz all, amelyek nélkiilozhetetlen szabalyozé szerepet téltenek be a legtobb
novényi €letfolyamatban. A Mikrocisztin-LR (MCY-LR) egy kival6 eszkoz e
két jelenség vizsgalatdhoz. A MCY-LR egy cianobakterialis heptapeptid toxin.
Képes erdsen gatolni a PP2A €s PP1 protein-foszfatazokat (MacKintosh et al.,
1990). Emellett a MCY-LR indukalni képes oxidativ stressz-folyamatokat is
(Mathé et al., 2019).

El6szor az Arabidopsis thaliana (Columbia 6kotipus; Col-0) 3-5 napos
csirandvényeiben vizsgaltuk a gyokér ndvekedését és az oldalgyokerek
fejlodését. A gyokerek novekedésének és fejlddésének egyik szabalyozdja az
auxin. Az auxin poldris transzportjaért ¢és eloszlasaért felelés egyik
transzmembran fehérjecsalad pedig a foszforilacio fiiggé PIN fehérjék.
Kisérleteink soran a kovetkezd eredményekre jutottunk.

(i) A konfokalis pasztdzo 1ézeres mikroszkdpos (CLSM) vizsgélatok
alapjan viszonylag rovid tava (24 oras) MCY-LR kezelések csokkentették a
PIN1, PIN2 ¢és PIN7 szintet, de nem a PIN3 szintjét a primer
gyokércsticsokban. A fiatal oldalgydkerekben ezzel szemben a PIN1 és PIN2
szintje nott és a PIN3 szintje csokkent, a primordiumokban szintén ezt a
tendenciat kovették a PIN fehérjék jelintenzitasai. A PIN-ek vizsgélata utan
adodott a kérdés, hogy van-e hatasa a PIN mennyiségi valtozasainak
az auxin-transzportjara? (ii) A DR5:GFP riporteraktivitads azt mutatta, hogy a
cianotoxin 4ltal kivaltott auxinszintek/valaszok csokkenése a primer
gyokércsucsokban a PIN-szintekkel parhuzamosan valtozik. (iii) A fenotipikus
vizsgélatok (ndvekedés, gravistimulacid) sordn azt lattuk, hogy ezek a
véltozasok nem befolyasoltdk a gyokerek gravitropikus valaszat, valamint
kihatnak a gyokér novekedésére és fejlodésére. A MCY-LR kezelés

ugyanakkor képes volt helyreallitani a crk5-1 mutansok (protein-kinaz hibas
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novények) megvaltozott gravitropikus valaszat, és alapvetd szerepet jatszott a
PIN2 helyes membran lokaliziciojdban. A MCY-LR-rel kezelt Col-0
ndvényeknél a primer gyokér ndvekedése lelassult és a primordiumok szama
megnott, mig a fiatal oldalgyokerek szamat szintén visszafogta a kezelés.

Az érdeklédésiink a PIN vizsgalatok utan az oxidativ stressz felé
fordult. Ennek oka, hogy a PP2A szerin-treonin protein-foszfatdzok ugyan
szamos sejtfolyamatban vesznek részt, azonban szerepiikk az oxidativ
stresszreakciokban ¢és a védekezésben kevésbé ismert. A vizsgalatainkhoz
tovabbi foszfataz (PP2A) mutans novényeket valasztottunk. A c3c4 C alegység
¢s a fass B” alegység mutansait, valamint az Arabidopsis thaliana Col-0 5
napos csirandvényeit hasznaltuk. Célunk volt, hogy feltarjuk a C (katalitikus)
¢és a B” (szabalyoz0) alegységek érintettségét a reaktiv oxigénformak (ROS)
keletkezésében ¢és semlegesitésében. A PP2A inhibitor mikrocisztin-LR
(MCY-LR) mellett egy masik, direkt ROS indukéldsara alkalmas szert is
hasznaltunk, a diquat-ot (DQ).

A Col-0 és foszfatdz muténs csiranévény gyokerein végzett 0ssszes
ROS méréseit, egy fluoreszcens mikroszkopos technika, a dikloro-dihirdo-
fluoreszcein diacetat (DCFH-DA) jeloléssel végeztiik. (iv) A primer gyokerek
ROS szintje nagymértékben genotipustiiggd volt, és mind a C, mind a B”
alegység mutansai fokozott érzékenységet mutattak a kezelésekkel szemben,
ami azt jelzi, hogy ezek az alegységek részt vesznek az oxidativ stressz
szabalyozasaban. A ROS semlegesitést kozvetve a szuperoxid-dizmutaz
(SOD) aktivitds vizsgéalata révén mértiik. (v) A SOD izoformdk koziil
els6sorban a Cu/Zn SOD ¢és kisebb mértékben a Fe-SOD aktivitasa
megvaltozott, tobbnyire fokozott aktivitdst mutatnak, foként a fass
mutansokban, ¢és fokozott érzékenységet mutatnak a kezelésekre is.
(vi) A kezeletlen és kezelt B” mutansokkal végzett Western blot vizsgalatok

bebizonyitottak, hogy tobbek kozott ez az alegység is szabdlyozza a H2AX,
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egy hiszton varians foszforilacidjanak szintjét. A yYH2AX foszforilalt formaja,
kétszalo DNS-karosodast jelez oxidativ stressz soran eukariotdkban.
(vil) A H2AX foszforilacidos 4allapota, amely korreldl az oxidativ
stresszvalaszokkal, nem fligg kozvetleniil a PP2A katalitikus alegységeinek
aktivitasdban bekdvetkezd valtozasaitol, viszont a B" szabalyozo alegységek
igenis képesek befolyasolni a YH2AX szintjét. Arabidopsis thaliana-ban tehat
ugy tiinik, hogy a C3 és C4 (és mas katalitikus alegységek) altal adott PP2A
aktivitas kisebb kozvetlen szerepet jatszik a YH2AX defoszforilacidban, mint
a B" alegységekhez kapcsolodo egyéb események.

(viii) A B" alegység részvétele a fenti folyamatokban nemcsak a
jelenlététdl vagy hianyatol fiigg, hanem a PP2A holoenzimhez viszonyitott
mennyiségétdl/aktivitdsanak mértékétdl is, ahogyan azt a fass-5 és fass-15
mutansok homozigdta recessziv €s heterozigdta genotipusainak ilyen
szempontu Osszehasonlitdsa kimutatta. Az eredményeinknek toxikologiai
vonatkozasa is van. Bar szdmos vizsgalat azt mutatja, hogy a MCY-LR a
protein-foszfataz géatld hatdsatol fiiggetlen mechanizmusok révén indukal
oxidativ stresszt, mi bizonyitottuk, hogy a PP2A modulédlasaval oxidativ
stresszt 1s indukal mind a vad tipusi névényekben, mind a B/C alegység
mutansokban. Ehhez kapcsolddéan a MCY-LR szamos itt vizsgalt hatisa
kiilonbozik a DQ-t6l, amely ROS indukalo, ¢s amelynek ROS indukcios
mechanizmusai legalabb részben fliggetlenek a PP2A-t6l. Tekintettel a MCY -
LR és a DQ részben eltérd hatdsaira, az oxidativ stressz indukcidja és a
valaszok nem fiiggenek teljesen a PP2A-tol Arabidopsis thaliana-ban.

Osszefoglalva, a protein-foszfataz aktivitds gatlisa megvéltoztatta a
gyokérben a helyi PIN- és auxin szinteket, igy megvaltozott a gyokérfejlodés.
Tovabba, ramutatunk a PP2A valdszinlileg kulcsfontossagli szerepére a

novények oxidativ stresszreakcioinak szabalyozéasaban.
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9 Summary

My dissertation intends to give a contribution to the understanding of the
regulatory role of protein phosphorylation in auxin transport and oxidative
stress responses in Arabidopsis thaliana. Microcystin- LR (MCY-LR) is a
suitable tool to study these two phenomena. MCY-LR is one of the most
common cyanobacterial heptapeptide toxins. It strongly inhibits the protein
phosphatases PP2A and PP1 (MacKintosh et al., 1990). In addition, the ability
to trigger oxidative stress processes is considered an important property of
MCY-LR (Méathé¢ et al., 2019).

In the first study, we investigated root growth and lateral root
development in 3-5 days-old seedlings of Arabidopsis thaliana (Columbia
ecotype; Col-0). One of the regulators of root growth and development is
auxin. The phosphorylation-dependent PIN proteins are a family of
transmembrane proteins responsible for the polar transport and distribution of
auxin.

(i) Confocal laser scanning microscopy (CLSM) studies showed that
relatively short-term (24 h) MCY-LR treatments reduced PIN1, PIN2 and
PIN7 levels but not PIN3 levels in primary root tips. In contrast, PIN1 and
PIN2 contents increased in emerging lateral roots, and their levels differed
according to the type of PIN protein in lateral root primordia. After studying
PINs, the question arose whether the changes in PIN levels affected auxin
transport? (ii) DR5:GFP reporter activity showed that the cyanotoxin-induced
decrease in auxin levels/responses in primary root tips varied in parallel with
PIN levels. (iii) Phenotypic studies (growth, gravistimulation) showed that
these changes did not affect the gravitropic response of the roots, but affected
root growth and development. Treatment with MCY-LR restored the altered
gravitropic response of crk5-1 mutants, a plant with protein kinase defect.

CRKS plays a fundamental role in the correct membrane localisation of PIN2.
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Furthermore, in MCY-LR -treated Col-0 plants, primary root growth was
slowed and the number of lateral root primordia increased, while the number
of lateral roots that emerged was also limited by the treatment.

In the second study, our interest was focused on oxidative stress.
This is because although PP2A serine-threonine protein phosphatases are
involved in many cellular processes, their role in oxidative stress responses and
defence is less well understood. For our studies, we selected phosphatase
(PP2A) mutants. We used 5-day-old Arabidopsis thaliana Col-0 seedlings and
mutants of the c3c4 C subunit and the fass B" subunit. Our aim was to
investigate the involvement of the C (catalytic) and B" (regulatory) subunits in
the production and elimination of reactive oxygen species (ROS). In addition
to the PP2A inhibitor microcystin- LR (MCY-LR), we also used diquat (DQ)
as another agent that can directly induce ROS.

The total amount of ROS in the roots of Col-0 and phosphatase mutants
was measured using a fluorescence microscopy technique, dichloro-dihydro
fluorescein diacetate labelling (DCFH-DA). (iv) Contents of ROS in primary
roots were highly genotype dependent and subunit C and B" mutants showed
increased sensitivity to treatments, suggesting that these subunits are involved
in the induction of oxidative stress. Elimination of ROS was measured
indirectly by an in-gel activity assay of superoxide dismutase (SOD). (v) The
SOD isoforms, mainly Cu/Zn SOD showed altered, mostly increased activity,
especially in fass mutants, and increased sensitivity to treatments. (vi) Western
blot studies in control and treated B” mutants showed that this subunit
regulates the phosphorylation of H2AX, a histone variant. The phosphorylated
form of H2AX indicates double-stranded DNA damage during oxidative stress
in eukaryotes. (vii) The phosphorylation state of H2AX, which correlates with
oxidative stress responses, does not directly depend on changes in the activity

of the catalytic subunits of PP2AC, but regulatory subunit B" can influence
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YH2AX levels. Thus, in Arabidopsis thaliana, PP2A activity mediated by C3
and C4 (and other catalytic subunits) appears to play less direct role in YH2AX
dephosphorylation than other events associated with the B" subunits.

(viii) The involvement of the B” subunit in the above processes depends
not only on its presence or absence, but also on its amount/activity relative to
the holoenzyme, as shown by comparing homozygous recessive and
heterozygous genotypes of fass-5 and fass-15 mutants. Our results also have
toxicological implications. Although several studies have shown that MCY -
LR induces oxidative stress by mechanisms independent of the phosphatase
inhibitory activity of the protein, we have shown that it also induces oxidative
stress by modulating PP2A in both wild-type plants and B/C subunit mutants.
In this context, many of the effects of MCY-LR studied here differ from those
of DQ, whose ROS induction mechanisms are at least partially independent of
PP2A. Given the partially divergent effects of MCY-LR and DQ, the induction
and oxidative stress responses in Arabidopsis thaliana are not entirely
dependent on PP2A.

In conclusion, inhibition of protein phosphatase activity altered the
local levels of PIN and auxin, resulting in altered root development. Previous
data on naturally occurring aquatic plants treated with the cyanotoxin showed
similar changes in root development.

We point to a likely key role of PP2A in regulating oxidative stress
responses in plants and pave the way for future research that can elucidate the
signalling pathways involved.

Material and methods

Our studies were conducted in Arabidopsis thaliana Columbia ecotype
and its mutants. We have also used plants bearing PIN1:PINI1-GFP,
PIN2:PIN2-GFP, and PIN3:PIN3-GFP fusion constructs in the Col-0
background (Benkova et al., 2003; Xu et al, 2006; Zadnikové et al, 2010),
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DR5rev:GFP fusion construct (Friml et al, 2003b; ZAdnikova et al, 2010).
Mutants were as follows: the crk5-1 loss-of-function mutant (Rigé et al, 2013)
and protein phosphatase (PP2A) mutants described by Camilleri et al. (2002),
Kirik et al. (2012a) and Spinner et al. (2013). They are c3c4, a double mutant
of the catalytic subunit and the regulatory subunit B" fass-1/5 and fass-5
mutants. Plants were grown under axenic conditions on modified MS
(Murashige & Skoog, 1962) medium supplemented with Gamborg vitamins
(1968), 2% (w/v) sucrose (Molar, Budapest, Hungary) and 0.8% (w/v) Bacto
agar (Difco, Lawrence, KS, USA). Growth conditions: 14/10 h photoperiod,
22+2°C, 60 pmol m? s™! photon flux density in the photoperiod.

GFP fusion protein-containing plants and PIN and yH2AX-
immunolabelled plants were examined by confocal laser scanning microscopy
(CLSM). DCFH-DA Total ROS signals were studied by DCFH-DA labeling
and detected by conventional epifluorescence microscopy. Quantitative
detection of the YyH2AX protein was performed using the western blot
technique. Measurement of SOD enzyme activities was performed by non-
denaturing gel electrophoresis using methods adopted from Giannopolitis &
Ries (1977) and Bertrand & Eze (2014). Phosphatase activity was measured
using the P isotope technique as  previously  described
(Erdddi etal., 1995; Garda et al., 2018; Mathé et al., 2013)

GelAnalyzer 19.1® software ((www.gelanalyzer.com) Ifj. Istvan
Lazar, PhD id. Istvan Lazar, PhD, CSc) was performed. Microscopic sections
were created and analysed with the programmes Zen Black 2.3, ZEN Blue 2.3
Lite and Fiji (ImageJ-Win64) (Schindelin et al., 2012)
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