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1. Bevezetés és célkizések

1.1.Bevezetés

A cianobaktériumok az egész éellagban igen elterjedt fotoszintetizalé prokariota
szervezetek, szadmos fajuk képes kulowb&2miai tulajdonsagu toxikus vegyuleteket, azaz
cianotoxinokat eallitani. Az eutrofizacid soran a termeészetes vizganobaktériumai a
megnovekedett tdpanyagforrds kovetkeztében naggkiem elszaporodhatnak, és
cianotoxinjaik révén szamottéegészsegugyi és okologiai kockazatot jelentenekniithael,
1992).

A cianotoxinok karosak az emberre és haszonallatokmellett a vizi 6koszisztémak
fenntartdsaban szerepet jatszo allatokra (Carmidie®el). Két cianotoxinrol ismeretes, hogy a
novényekre is karos hatasu. Az egyik az alkalgyddil cilindrospermopszin (CYN), amelyet
foként azAphanizomeno@sCylindrospermopsigenuszba tartozé torzsek termelnek, a masik a
heptapeptid tipust mikrocisztinek (MCY) csaladjanetyeket a Microcystis spp termel
(Sivonen és Jones 1999). Gerinces allatokban mirtdkén el$sorban majkérosité hatasu, és
szamos esetben okozott emberi megbetegedésekmicisirisen és mtsai, 1998, Humpage és
Falconer, 2003). A CYN és MCY-ek novényekre gyakotoxikus hatdsarol is tobb szérz
ertekezik (pl. M-Hamvas és mtsai, 2003, Mathé ésam2007, 2009, Vasas és mtsai. 2002,
Pflugmacher 2004&Kinnear és mtsai, 2008), de kevéssé ismertek &uexiatas hatterében allé
sejtszinti folyamatok. A vizi 6koszisztémakat igen sulyosantgeti, ha az uralkodé ndévényzet
karosodik, vagy elpusztul. Az eurdpai nadasok awhit évtizedekben egy lassu pusztulasi
folyamaton mennek keresztil, amely hatterében sgatéoye# mellett a cianobakterialis
toxinok is szerepet jatszhatnak (Ostendorp, 1988nasaki €s mtsai, 1993). Kutatdcsoportunk
kordbban bizonyitotta, hogy a mikrocisztin-LR (M@R) toxikus hatasu aPhragmites
australisndvényekre (Mathé és mtsai, 2007).

A MCY-ek citotoxikus hatasairol allati sejtekberdsmos adat all rendelkezésre, az 1 és 2A
tipusu protein foszfatdzok gatldszereiként a fadakidéval szabalyozott folyamatokkal
interferdl, igy elésorban a citoszkeleton szerdgdesét, ezen kivil a sejtek ndvekedeését, és a
programozott sejthalélt befolyasolja (Toivola ésk&son, 1999; Lankoff és mtsai, 2003). A
CYN gatolja a fehérjeszintézist az allatokban éstaényekben egyarant (Froscio €s mtsai,
2001), tovabba allati sejtekben bizonyitott a DNBokité hatasa (Humpage és mtsai, 2000).
Allati sejtekben a mikrotubulusok és a mikrofilarhemok dezorganizaciéjat indukalja (Gacsi
és mtsai, 2009). A CYN a vorodsveértestekben jellegzenorfoldgiai elvaltozast okoz (Sukenik
es mtsai, 2006). A fentiekbkittinik, hogy a két ismert és kutatott cianobakteritdisn, a CYN
és a MCY sejtszifit hatdsai viszonylag ismertek az allati sejtekbeimdkét cianotoxin hatast
gyakorol a citoszkeletalis elemekre és a kromatmerkezetére. A novényi sejtekkel
kapcsolatosan azonban, mindezidaig kevés az irogalat (a CYN esetében, egyaltalan nincs
tudomasunk a toxin altal a noveényi sejtben okombitiltozasokrdl). Ennek megfebein, a
célkitizéseinket az alabbiakban fogalmazzuk meg.

1.2. Célkitiizések

a. A CYN novekedésre gyakorolt hatdsanak vizsgéatan vitro elodllitott axenikus nad
(Phragmites australis névényekben, amely magaban foglalja a hajtasoka égytkerek
hosszanti novekedésének és az Uj gyokerekoki&sének felméréseét.



b. A CYN szovettani hatasanak analizise az axenikadndvenyek gyokereiben, a
merisztematikus és a differencialt szovetekben.

c. A CYN és a MCY-LR mikrotubularis citoszkeletonggakorolt hatasainak megfigyelése
osztodé és differencialt nadgyokér sejtekben, ®amcens mikroszképos technikak
alkalmazaséval.

d. Célul fiztlk ki a cianotoxinok a nad gyokércsucsi merisaémjtek osztéddképességére
kifejtett hatasanak vizsgalatat.

e. A CYN és a MCY-LR a kromatin allomanyra gyakorblitasanak megeértése kromatin
festési technikak és TUNEL mddszer segitségével.

1.3. Anyag és modszer

A CYN-t Vasas és mtsai (2002) mobdszere alapjantitidtik az Aphanizomenon
ovalisporum ILC-164 jeli torzsélbl. A cianobaktérium fonalakat 6sszegyujtottik, majd
feltartuk, és extrahaltuk. Az extraktumot méretkisds kromatografia (Toyopearl HSW 40,
Tosoh) segitségével tisztitottuk, a végleges tésttszemipreparativ HPLC oszlopon végeztik.
(Supercosyl TM HPLC-18 column, Supelco). A prepamattisztasagat HPLC és kapillaris
elektroforézis modszerekkel ellgiztik, Vasas €s mtsai (2002a, 2004) médszererszeri

A MCY-LR-t a Microcystis aeruginos®GSD 243 jel cianobaktérium torzs tenyészeiéb
tisztitottuk Kés és mtsai (1995) modositott médszdapjan. A sejtek extrakcidja utan a toxint
DE-52 ioncserél oszlopon tisztitottuk, majd a végdisztitdst Waters Sep-Pak® toltetek
segitségével végeztik. A kivonat tisztasagat HPkCkapillaris elektroforézis segitségevel
ellerdriztik Vasas és mtsai (2004) modszere alapjan.

A kisérletekben felhasznalt kalluszbdl regeneraéinékus ,mini” nadnévényeket a Mathé
és munkatarsai (2000) altal kidolgozott mddszepjala hoztuk létre. A toxinkezeléseket
Mathé és mtsai (2007; 2009) altal leirt mddszeriszesrégeztik A cilindrospermopszin
kezelések 10 napig tartottak 0,5 pg’rtl 40 pg mi-ig terjed cianotoxin koncentracié
tartomanyban. A MCY-LR kezelésekoidrtama 2-20 napig terjedt, az alkalmazott MCY-LR
koncentraciok a 0,1 - 40 pug ™(0,1-40,2 pM) kdzé estek. A tengelyszervek hoskeraértiik
€s az ujonnan képdo gyokereket megszamoltuk.

A szovettani és a kromatin szerkezet, a mikrotuiriléitoszkeleton és az apoptoézis
vizsgalatdhoz a formaldehiddel fixalt gyokerekef\etfagyaszté folyadékba (TBS) agyaztuk
be, majd CQ segitségével lefagyasztottuk és, Leica Jung Hideosnikrotommal 10-20 um
hossz- illetve keresztmetszeteket készitettiinkiel A kromatin megjelenitését DAPI festéssel
végeztik, a mikrotubularis rendszert pedig immurtbiggmiai uton Cy3 konjugélt anfi-
tubulin (Sigma-Aldrich) segitségével tettik lathetdviathé és mtsai (2009) mddszere szerint.
Az apoptdzist TUNEL Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediatddTB Nick End
Labeling) modszer segitségével vegeztik, amelyebchdRtol szereztlink be, a gyarto leirasa
alapjan. A mikroszképos vizsgalatokhoz Zeiss LSMO 5konfokalis |ézer pasztazo
mikroszkopot, 543 nm (Cy3) és 351/364 nm (DAPI)jegat |ézerrel, illetve Olympus Provis



AX-70/A hagyomanyos fluoreszcens mikroszkopot hakenk, 540-580 nm és 320-360 nm
gerjeszd filterekkel. A szdvettani vizsgalatokhoz és a TUNpozitivitas lathatova tételéhez
Olympus Provis AX-70/A mikroszképot hasznaltunk agbs latétar beallitassal.
Megszamoltuk az aberrans mitotikus sejteket, a tikite indexeket, illetve az apoptotikus
sejteket tartalmaz6 gyokereket, és megfigyeltikodikalis mikrotubulusokat (CMT-t) éritit
elvaltozasokat. Az immunoblot analizishez cavényekidl teljes protein kivonatot készitettlink
Hurkmann és Tanaka (1986) moddszere alapjan. A jiiéonatokat SDS-PAGE
gélelektroforézis segitségével szétvalasztottukertali, 1970), majd a proteineket Biorad
elektroblot berendezéssel nitrocelluléz membramvilipore) vittik at. A B-tubulin elleni
elssdleges ellenanyagot (nydlban készult poliklonalisti-g-tubulin, Abcam) 2000-szeres
higitasban alkalmaztuk, a masodlagos ellenanyagwtl (IgG elleni alkalikus foszfataz
konjugalt ellenanyag, Abcam) 1500-szorosara higitotAz ebhivast NBT-BCPIP (Fluka)
segitségével végeztik.

Az adatok kiértékelését, a szoras kiszamitasahzésredmeények grafikus megjelenitést a
Sigma Plot 8.0 program segitségével végeztik.

2. Eredményeink és megbeszélésik

Vizsgélataink soran a kévetkieerredményekre jutottunk:

a. Kimutattuk, hogy a CYN nagymeértékben gatolja a ggdkerek névekedését, azsiC
érték 0,5ug mit-nek adédott. Azonban a hajtasok noévekedését a aiMssé befolyasolta,
igen magas (20 pg M) koncentraciéban is csak mintegy 20 %-al csokkenta hajtasok
novekedését. A CYN a nadndvényekben védekezéstitdalazaz stresszvalaszt valtott ki,
melynek részét képezi, hogy az Ujonnan Képz gytkerek szama CYN hatasara
megnovekedett. A gyokérszam megnodvekedése a ndvé@myelkedett detoxifikalo kapacitasat
eredményezheti (Kinnear 2008).

b. A CYN kezelt névények gyodkereiben nekrotikus feli@pzdtek, és az aerenchimak sok
helyen eltomdtek, igy cstkkentve a toxin felvételét (lasd méggarves savak és a szulfidok
hatasara bekovetkézszovettani elvaltozasokat a nadban, Armstrong iss&kong, 1999). A
nekrotikus sejthalél mellett apoptdzisra utalo &hatokat is detektaltunk a rizodermiszben, a
kéregparenchimaban és az elagazasi zénaban. Nehatjalkr ki, hogy a CYN hatas
kovetkeztében az apoptotikus folyamatokat nekribdigette ugyanazokban a sejtekben: hasonlo
jelenséget leirtak mar névényi sejtekben.

c.1. A CYN a kortikalis mikrotubularis citoszkeleton MI) reorientaciéjat okozta a
gybkerek elongaciés zonajaban. A jelenség strivédzzzként eértelmezhet ugyanis az
irodalomban szamos helyen taladlkozhatunk a CMTieataciojaval kiulonbdg stresszfaktorok
hatasara (Yuan és mtsai, 1994). Az interfazisoteldegn a CYN a mikrotubularis rendszer
denzitasdnak csokkenését okozta, amely némely essedgyltt jart a mikrotubulusok
lehet direkt 6sszefliggést megallapitani. A CMT dganizacioja a sejtek laterélis expanzidjat,
és ezaltal a gyokercsucsok megduzzadasat okozta.

A CYN a mitotikus apparatusok anomalidit induk&taosztdédoé sejtekben. Jellegzetes CYN
hatas volt a dupla, ill. hasadt preprofazisos kéked®PB) megjelenése. Ezek a struktarak nagy
valésziiséggel 0Osszefliggésbe hozhatéak a cianotoxin feh#éniézis gatlé hatasaival.
Megfigyeltik tovabba a metafazis-anafazis orsokadsagmoplaszt dezorganizaciojat a CYN
kezelés hatasara. Mitotikus rendellenességeketlmdr mi* CYN hatasara megfigyeltiink, mig
a CMT dezorganizacidja 5 pg ™MICYN kezelés kovetkeztében jelentkezett. A CMT



denzitdsdnak csokkenése és a mitotikus rendellegelshatterében a CYN protein szintézist
gatlé hatasa feltételezléetugyanis a szakirodalomban szamos kulétdénérjeszintézis gatlo
vegyilet az altalunk leirtakhoz hasonlé elvaltozdsizott (Mineyuki és mtsai, 1994; Baluska és
mtsai, 1995).

A mikrotubularis citoszkeleton denzitds csokkenésem magyarazhaté a tubulin
mennyiségének csokkenésével, ugyanis immunoblotsgalataink szerint ap-tubulin
mennyisége a CYN hatasara ndvekedett.

c.2 A MCY-LR kezelt nbvényekben kimutattuk a kortilimikrotubularis citoszkeleton
dezorganizaciojat, sok esetben, pedig a CMT tajmését. Szamos sejtben a CMTieése
mellett a citoplazma megndvekedett diffuz delstset lattuk, ezek alapjan feltételezzik, hogy a
MCY-LR a CMT depolimerizaciojat okozta. A szerimd¢bnin protein foszfatdzokat gatld
calyculin-A, cantharidin és okadainsav hatasaraiBags Wilson (1997) hasonlo jelenségeket
figyelt meg. Medgfigyeléseink szerint a MCY-LR hsdéa az osztédo sejtekben szdmos, a
citoszkeletont éridt elvaltozas jelent meg. A mitotikus orso6 szerkezetegvaltozott, sok
sejtben hézagossa valt, gyakran jelentek meg &ijgolorsok. Sok sejtben megfigyeltik a
fragmoplaszt széteséséet. A MCY-LR a CYN-nel elltoe#gd nem okozott rendellenességeket a
preprofazisos koétegben. Ismert, hogy a MAP-ok fost#cids szintjének ndvelése csokkenti a
mikrotubulusok stabilitasat (Wright és Smiths 200Y MCY-LR mikrotubularis citoszkeletonra
gyakorolt hatasainak hatterében az 1 és 2A tipus@ip foszfatazok géatlasa allhat.

d.1. A CYN a sejtciklus folyamataval is interferalg ésszes mit6zisok szama CYN kezelés
hatasara enyhén megnovekedett. Az egyes stadiurkilat vizsgalva éltint, hogy a CYN
hatasara a profazisban tégejtek szama nodvekedett, mig a metafazisos éaasas sejtek
ardnya csokkent. A sejtciklusra gyakorolt hatastC#N fehérjeszintézist gatldé hatasa
magyarazhatja. Ugyanis irodalmi adatok szerint rfelserjeszintézist gatlo vegyliletek az
altalunk leirtakhoz hasonld jelenségeket idézték(Be la Torre €s mtsai, 1989, Olszewska, €s
mtsai, 1990; Nogami és mtsai, 1996).

d.2. A MCY-LR a mas protein foszfatdz inhibitorok esetallati rendszerekben mar
megfigyelt dualisztikus valaszt (Lankoff és mts2003) valtotta ki a nad gyokerekben.
HosszUtavl toxinkezelések esetében, alacsony ktac&ban (0,1-5 pg i) a sejtosztédas
mértékének novekedését okozta, mig magas koncigttadc(5-40 pug mi) alkalmazva gatolta
azt. A MCY-LR megnovelte a mitotikus sejtek tartédisi idejét a profazisban és a
telofazisban. Hasonlo jelenségeket figyeltek megiggancsak a szerin-threonin foszfatazokat
gatlé endothall és okadainsav hatasara (Zhang 6ési,nit992, Ayaydin és mtsai, 2000). A
MCY-LR mikrotubuléaris citoszkeletonra és a sejtadda gyakorolt hatasainak hatterében az 1
és 2A tipusu protein foszfatdzok gétlasa éll, aintaxagy valészifiséggel a MAP kinaz
kaszkadokkal illetve a ciklin dependens kinazok akatval interferal, megndvelve a
mikrotubulus asszocialt proteinek foszforilaltsatiapotat (lasd: Sasabe és Machida, 2007).

e. A CYN és a MCY-LR egyarant apoptotikus folyamatbkdukalt. A CYN szamottéen
nagyobb mértékben ndvelte az apoptotikus sejtekdzénint a MCY-LR. A CYN mar 0,5 pg
ml?  koncentraciéban novelte az apoptotikus TUNEL thozsejtek szamat, mig MCY-LR
esetén csak 2,5 pg Trieletti koncentracional jelentkeztek szorvanyospopaotikus tiinetek. A
CYN-bdl a sejt méregtelenitésében részévemzimek hatasara ké&j toxikus metabolitok
képesek a DNS-t karositani, ezéltal apoptozistlteang a jelenséget allati sejtekben figyelték
meg (Shaw és mtsai, 2000). A MCY-LR apoptogén katéd8ouaicha és Maatouk (2004)
eredményeit figyelembe véve, feltebley nem kdzvetlenll a protein foszfatdz gatlasattmia
hanem a MCY-LR szabadgyokot generalo képessége jelaitkeztek.

A jelen kisérleteinkben tapasztaltak egyeértemalatdmasztjdk azt, hogy a két cianotoxin, a
CYN és a MCY-LR citotoxikus hatasu a szovetteny@&sziitjan eldallitott axenikus
nadndvények sejtjeire az dkoldgiai szempontbOhérie koncentracio tartomanyokban.



3. English summary

3.1. Introduction

The aim of this study was to investigate the cytm@ffects of two cyanotoxins, the protein
synthesis inhibitor cylindrospermopsin (CYN) ande ttprotein phosphatase inhibitor
microcystin-LR (MCY-LR) in cells of axenic tissuelturedPhragmites australiplantlets.

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

MCY is a heptapeptide type cyanotoxin producegdneral cyanobacteria (elgicrocystis
aeruginosa, Anabaena sp., Nostoc),sg.is a potent inhibitor of type 1 and 2A priote
phosphatases (Sivonnen and Jones 1999). The citetibects of MCY include disruption of
actin microfilaments, intermediate filaments andcnmiubules, alteration of cell cycle and
genotoxicity (Toivola and Eriksson 1999, Lankoff @t 2003). CYN is an alkaloid type
cyanotoxin produced by toxic strains ©ylindrospermopsis raciborskand Aphanizomenon
ovalisporum It has also severe cytotoxic effects on anim#lscé has been reported to be
genotoxic by its ability to create adducts on DNAlecules (Shaw et al 2000), disruption of
actin micrafilaments and microtubules has also lwEsmonstrated (Géacsi et al 2009). In plant
cells it has been demonstrated that MCY can caliaages in chromatin sructure similar to
apoptosis, but there is no other available datasocytological effects(Yin et al. 2006). In the
case of CYN, there are no literature data onyitslogical effects in plants.

3.2. Goals of the study
Considering the above mentioned statements, ous geae as follows:

a. To investigate the effects of CYN on growth afah organs in tissue culture derived
axenic reed”hragmites australjsplantlets.

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

c. Using fluorescence microscopy techniques, ourwaas to study the changes induced by
the protein synthesis inhibitor CYN and the protphosphatase (1 and 2A) inhibitor MCY-
LR in microtubular structures in interphase, diigiiated and dividing cells and to detect
changes in chromatin structure during cell divisioneed roots.

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

e. To show the potential apoptogenic effect of CYNdaVICY-LR in root cells via
chromatin staining with DAPI and via TUNEL assdye(minal deoxynucleotidyl transferase-
mediated & TP Nick End Labeling).



3.3. Materials and methods

Cylindrospermopsin (CYN, MW: 415 Da) was purifiedrfr the cultures oAphanizomenon
ovalisporum(Forti) strain ILC-164 isolated from Lake Kinnerétrael in 1994 (Banker et al.,
1997). The purification method was described preshoby Vasas et al. (2002, 2004). Briefly,
cyanobacterial filaments were collected and extdadtee extract was loaded onto Toyopearl
HW-40 (Tosoh, Tokyo, Japan) size exclusion columd further purified by semi preparative
HPLC (Supercosyl TM SPLC-18 column, Supelco).

MCY-LR was purified from Microcystis aeruginosa BGBI3 isolated from Lake Velencei,
Hungary, essentially by the method of Kés et @98) with slight modifications. Briefly, after
cell extraction, we performed ion-exchange chrompatphy on DEAE cellulose (DE-52,
Whatman) followed by desalting with Waters Sep-Pate®tridges according to Koés et al.
(1995). The purity of MCY-LR used in this study walSNMR grade and checked by HPLC and
capillary electrophoresis methods as describeddsa¥ et al.(2004).

Common reedR. australigCav./Trin. Ex Steud.) plantlets were produced fretem node
derived embryogenic calli as previously describddtbé et al., 2000). MCY-LR treatments of
reed plantlets were performed as described foolbigical investigations (Mathé et al., 2007). In
case of CYN the conditions were the same, witlntegncentrations ranging from 0,5 to 40 pg
mi™. The length of axial organs was measured, anchtmber of newly formed roots was
counted.

For histological analyses, chromatin staining, wtigbule immunohystochemistry and
TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediatddTB Nick End Labeling) assay,
sections were made from formaldehyde (4 %) fixests@mbedded in tissue freezing media
(TBS), and subjected to cryosectioning using L&foag Histoslide 2000 microtome according
to Mathé et al. (2009). The visualisation of chrtimand microtubular cytoskeleton was carried
out as described by Mathé et al. (2009), for chtonstaining we used DAPI (4,6,-diamidino-2-
phenylindole, Fluka), for immunostaining of microtubular system we used Cg8jugated
monoclonal antp-tubulin antibody. TUNEL assay was carried out by method described by
the provider (Roche). Visualization of MTs and ahatdin was carried out using a Zeiss LSM
510 confocal laser scanning microscope and an QlgmPBrovis AX-70/A fluorescence
microscope. The excitation wavelengths used inamaifmicroscopy were 543 nm (Cy3) and
351/364 nm (DAPI), for conventional fluorescencemscopy 540-580 nm and 320-360 nm
excitation filters were used. The organizationatical microtubules of interphase meristematic
cells and differentiated roots cells was analyzdmrrant mitotic cells and roots with TUNEL
positive cells were counted, and mitotic indicesravealculated. Autofluorescence of reed
tissues was detected with the aid of an Olympusi®aX-70 microscope, by using 450-480
nm excitation wavelenghts.

For Wester blot analysis total protein extractsrfrehole plants were prepared according to
Hurkmann and Tanaka (1986). SDS-PAGE gel electngdi® was carried out (Laemmli,
1970), then proteins were blotted to nitrocellulasembrane (Millipore) using a Biorad
electroblot system (Biorad, Heidelberg, Germanyje primary antibody was rabbit polyclonal
antiB-tubulin (Abcam, Cambridge, UK) diluted 2000-foldhe secondary antibody was goat
anti-rabbit 1gG conjugated with alkaline phosphata@\bcam) diluted 1500-fold. The
development was carried out using NBT-BCPIP (Fluka)

Data was analyzed and standard errors were cadulaing Sigma Plot 8.0 software.

3.4. Results and discussion



a. We showed that CYN can severely inhibit the gtoat reed roots with an Kgvalue of
0,5 ug mt'. In the case of shoots, the growth inhibition wasch less pronounced. Even high
doses of CYN (20 pg m) only caused 20 % decline in the growth rate efirehoots. CYN
caused the increase of root number, which we cermidas a stress reaction of plants to
increase detoxification capacity (Kinnear, 2008).

b. CYN had many histological effects in reed rootattltan be considered as stress
adaptation. Starting from 10 pg Ttoncentration, CYN caused obturation of aerenchiggna
callus-like tissue and necrotic cell death in thie@dermis and in deeper tissues (in the case of
differentiated root regions). These changes caredse the translocation capacity of roots and
thus protecting the other organs from toxic compisuf@Armstrong and Armstrong 1999). Itis
worth mentioning that besides necrotic cell death detected apoptosis-like processes in
rhizodermis and cortex of CYN treated reed rodtss likely that apoptotic-like chromatin
changes were followed by necrotic cell death.

c. CYN caused reorientation of cortical microtubul@MT) structure in elongation zones of
reed roots, the cells with reoriented microtubutegitched from normal axis directed
elongation, to radial expansion leading to thidlamt tips. CMT reorientation and altered cell
shape can be the effect of many stress factordahdtto decreased growth (Yuan et al. 1994),
thus we can state that these reactions are panedstress response. In interphase cells CYN
also caused the decrease in the number of CMT bsin@ihe reduced number of microtubules
in some cases was accompanied by CMT reorienthtibin most cases it was not, so it is not
likely to be any direct connection between these éffects. The changes in CMT structures
were detectable starting from 5 pgralYN.

CYN induced anomalies in the cell division machynef reed root cells. The most
pronounced effect was the formation of double dit §°B-s during preprophase instead of
normal PPB-s detected in control cells. CYN alsasea formation of disrupted mitotic
spindles and phragmoplasts and in some casespofarispindles. The effects of CYN on
mitosis related microtubular structures was visislarting from 0,5 pug ril Control cells
always contained normal prophases, metaphases eophéses. Other protein synthesis
inhibitors caused similar changes in microtubulgoskeleton both in interphase and mitotic
cells (Mineyuki et al. 1994, Baluska et al. 199%s we consider that these changes are
attributable to the protein synthesis inhibitoryeet of CYN. Western blot analysis @
tubulin content showed that instead of decreasgin@YN caused elevated levels [Btubulin
that reacts with the polyclonal antibody raisedirgfathe C-terminal sequence of protein.
Regarding, that the C-terminal region of bath and B-tubulin proteins can be post-
translationally modified (Smertenko et al. 1997e8,cannot state that CYN somehow induced
the expression di-tubulin. It is highly unlikekly that CYN causessdiption of microtubular
cytoskeleton by decrease in tubulin levels via girotsynthesis inhibition. According to
Mineyuki et al. (1994) it is more likely that theséfects were due to decreased level of
microtubule associated proteins.

MCY-LR also caused alteration of microtubular clston, in concentrations above 0,5
g mit. In many interphase cells CMTs were disorganisedhsent, these cells showed
increased background fluorescence in the cytoplds$ra.best explanation of these effects is
that MCY caused the depolymerisation of microtubuldét is known that increased
phosphorylation state of tubulins or MAPs leadsettuced stability of microtubules, which is
highly important for the mitosis related microtubuwkorganisations (Wright és Smith, 2007).
The cells with disrupted microtubules could notwgranidirectionally, they were swollen.



This is in accordance with the histological effept®viously detected by our laboratory
(Méathé et al. 2009).

MCY-LR caused the appearence of mitotic anomalike, mitotic spindle became less
organised or disrupted, in some cases the formatianipolar spindles was detected. The
phragmoplast was also disrupted in some dividiig.ce contrast to CYN, MCY-LR did not
cause the appearence of double or split PPB-s stiggea different mode of action. In cells
treated with other protein phosphatase 1 and 2Abitoins similar alterations to our results
were observed (Vasquez et al. 1999, Ayaydin e2@00). The cytoskeletal effects of MCY-
LR were most likeky due to its protein phosphatakéitory effect.

d. CYN interfered with the cell cycle of reed rooenstem cells. The effect of CYN was not
pronounced when taking in account the mitotic iedjdout when we examined the stages of
mitosis separately we could show that CYN causedribrease in the percentage of cells in
prophase and in telophase, while the number o$ ¢elinetaphase and anaphase decreased.
Other protein synthesis inhibitors can cause blgela both early prophase and telophase (De
la Torre et al. 1989, Olszewska et al 1990, Nogamal. 1996). We could not detect the
complete arresting of mitosis in certain mitoticapls but it is highly probable that the cell
cycle related effects of CYN were also caused $ypiibtein synthesis inhibitory effect.

The effect of MCY-LR on cell cycle was dualisti¢:lang-term exposure of reed plants, low
levels of MCY-LR (0,1-5 pg nf) caused increase in number of dividing cells, eiigher
levels of the cyanotoxin caused the decrease ditimindex. This type of dualistic response
was also detected in MCY-LR treated CHO-K1 (mamamglicells (Lankoff et al. 2003). Our
laboratory showed for the first time this type afatistic response in plant cells as a result of
protein phosphatase 1 and 2A inhibitor treatmenCYMLR increased the duration time of
prophase and telophase. The effect of other phtagpdhanhibitory compounds like endothall
and okadaic acid in plant cells is similar to oasults (Zhang et al. 1992, Ayaydin et al.
2000).

e. Both CYN and MCY-LR can cause apoptosis-relatedcg@sses in reed roots. The
potential of CYN to induce apoptosis was highentbaMCY-LR. CYN caused the increase
of the number of TUNEL positive nuclei as well de thumber of cells with condensed
chromatin starting from 0,5 pg theyanotoxin concentration. In contrast, in the aasS&ICY-

LR only a few cells were characterized by apopgtosiated symptoms starting from 2,5 pg
ml™ cyanotoxin concentration. The apoptotic effec€¥N can be related to its ability to bind

DNA. In plants, similarly to animals, DNA damagiragents cause apoptotic cell death
(Danon and Galois 1998). In the case of MCY-LRfiiee radical generating potential might
lay in the background of apoptogenic effect.

As a conclusion we can now state that both CYNMGY -LR are potent cytotoxins in cells
of reed roots, in ecologically relevant concentnai
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