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A roviditések jegyzéke

BSA: borju szérum albumin

BGST: (Blue Green Sinapis Test) mustar csiranovéayt
CMT: kortikélis mikrotubulus

CYN: cilindrospermopszin

DAPI: diamidino fenilindol

EMT: endoplazmatikus mikrotubulus

GFP: (Green Fluorescent Protein) zold fluoreszéeinérje
GSH: glutation

HPLC: magas nyomasu folyadékkromatografia

MS*: Gamborg vitaminnal és 2% szacharézzal kiegégaViurashige és Skoog alaptaptalaj
MTOC: mikrotubulus organizal6é centrum

PBS: foszfat pufferelt sdoldat

PFA: paraformaldehid

PPB: pre-profazisos koteg



1. Bevezetés és célkizés

Napjainkban igen komoly kérnyezeti problémét okdzadelszini vizeinkbelétrejovo
cianobakterialis vizviragzasok, viztérszit@zsek.A vizviragzast a feldisult szerves anyag
mennyiség kovetkeztében elszaporodott cianobakté@kuokozzak. A cianobaktériumok az
egész dlvilagban elterjedt fotoszintetizalé prokaridta smazetek. Elszaporodasukhoz az
emberek is nagymértékben hozzajérultakidgragyazassal és a szennyvizkibocséatéssal. Ez a
jelenség dleg nyaron figyelhét meg mikor hosszabb ideig van meleg és nap6égriks.
Ekkor tul sok szerves tapanyag szaporodik fel akben, ami éidézi a cianobaktériumok
és az algadk gyors szaporodasat (Carmichael, 190gai vizvirdgzast eddig a
cianobaktériumok néhany faja eredményezett, mindao¢ Aphanizomenon flos-aquae,
Microcystis sp., Cylindrospermopsis raciborskii €s aAnabaena spiroides (Vasas és mtsai.,
2004). A cianotoxinok a legtdbb esetben az eutdtdidas kovetkezteben létrefov
cianobakterialis vizviragzasok alkalméaval dusulfelka felszini vizekben. A cianotoxinok
szamos egészséglgyi és okologiai kockazatot jelekieAz emberi szervezetteblég
ivoviz, furdszés vagy szennyezett vidbszarmazo élény elfogyasztasaval kertlhet
kapcsolatba (Carmichael, 1992).

Kutatécsoportunk cilindrospermopszin (CYN) cianotmal foglalkozik. A CYN egy
hidroximetiluracil csoportot tartalmazoé triciklikuguanidin szdrmazék, amelyeketként
Aphanizomenon ésCylindrospermopsis genuszba tartozo térzsek termelnek (Sivonen éssJone
1999). A CYN a pH és admérséklet valtozasaira nem érzékeny és raadasalbkiv oldodik
vizben. A CYN egy eukariota protein szintézis gaib&in, habar a molekularis szint
hatdsmechanizmusa még nem ismert, valamint pinmmdkleotid szintézis gatl6 hataséarol is
beszamoltak (Beyer és mtsai, 2009; Metcalf és m&@04). Maj szévetben megfigyeltek
toxin okozta nekrozist, mely a csokkent glutati@B{) szint miatt alakult ki (Beyer és mtsai,
2009). Allati sejtekben megfigyelték a CYN sejtdsiisra gyakorolt gatlé hatasat is.
Novényekben a fehérje szintézis gatldas mellettozatbs ndvekedésre gyakorolt hatast
figyeltek meg. MustarSinapis alba) csirandvényekkel végzett kisérletekben ndvekgdés,
mig Hydrilla verticillata névények esetében névekedést setkbatast tapasztaltak (Vasas és
mtsai, 2002Kinnear és mtsai, 2008).

Munkank soranVicia faba (I6bab) modellnévényben vizsgaltuk a toxin hatasat.

Novekedésvizsgalatok mellett céldiiztik ki a CYN mitotikus aktivitasra és sejtosztaadas



gyakorolt hatasanak vizsgalatat. Céelunk volt tovkd sejtciklus egyes fazisaira jelle@inz

mikrotubularis rendszer és kromatinszediss vizsgalata.

2. Irodalmi attekintés

Az eukariota szervezetek novekedéesepdigse, szaporodasa és fajfenntartasa fident
mértékben fligg a mitotikus sejtosztodastol, meligdzetett és 6sszehangolt biokémiai és
genetikai folyamatok iranyitanak. A sejtciklus tedehettvé a genetikai informécio
megketézodését és atjutasat az utodsejtekbe. A mikrotubkusonelyeknek szamos
funkciojuk van, mint példaul a vezikularis transgp@ sejtek polaritdsanak és alakjanak
meghatarozasa is szerves része a sejtosztodasnakli® & Nogales, 1998). A
mikrotubulusok protein alegységeitbalakulnak ki. A tubulin alegység maga heterodimer
formaban van, ami két szorosan illeszkgtbbularis proteindl, a-tubulinbdl és- tubulinbdl
all. Minden a- és B-monomer rendelkezik konzervalt GTP &dellyel (Alberts és mtsai.,
2008). A mikrotubulusok egyikéf jellegzetessége a polimerizacidos és depolimedzaci
egyensulyon alapul6 sajatos novekedés, illetve thagr@s. A mikrotubulusok gyors
atrende#dését a dinamikus instabilitas teszi Iéét (Nogales, 1999). A ndvényekben nem
talalhatdé mikrotubulus szervéz organellum tehat a mikrotubulusok nukleaciojat a
sejtmembran és a sejtmag membran koézelében elkelyedehérje komplexek veégzik,
amelyeky-tubulint tartalmaznak Joshi, 1998; Vogel és mtsai., 2001).

A novényi sejtekben 5 féle mikrotubulusbol felépitruktirat figyelhetiink meg (1.
abra). Az interfazisban lévsejtekben kortikakis mikrotubulusokat(CMT) lathaku(1l. a
abra). Az endoplazmatikus mikrotubulusok (EMT) jétfel a kortikalis mikrotubulusokat az
0sztddo sejtekben (1. b abra), amélyd preprofazisban kialakul a preprofazis kéteggPP.

c abra). A PPB €linése utan a metafazisban kialakul az oszt6dési ¢ts d 4bra) , ezutan

pedig a telofazis alatt megjelenik a fragmopldsze abra) (Wright & Smith, 2007).



1. abra: A ndvényi sejtekben talalhatdo mikrotubularis struéikiia): CMT. (b): EMT. (c): PPB. (d):
mitotikus orsé (e): fragmoplaszt. A mikrotubulusok piros szinréhhtok (Goddarés mtsaj 1994

valamint Dhonuksh€&s mtsaj 2004 nyoman)

A sejtosztodasnak két tipusa van: a mitozis (vagpmgartd osztdédas) €s a meidzis
(vagy szamfelez osztdédas). A mitdzis a szomatikus sejtek szapedidaglalja magaba, ahol
az utodsejtek ugyanazt a genetikai anyagot tartaiédla mint az anyasejt. A meiozis ezzel
szemben felére csokkent kromoszémaszamu ivarsejtdkevényekben spdrakat)
eredményez.

Az osztodasra képes eukariota szomatikus sejtedlemziek az egymast kowet
fazisok, melyek egy sejtciklust alkotnak. A sejtagk alapveien mitdzisbdl és interfazisbdl
all. Régebben ugy gondoltak, hogy az interfazigjeek nyugalmi allapota. Ma mar tudjuk,
hogy igen fontos események jatszddnak le, igy terfaris is kilon szakaszokra oszthaté.

A G1, vagy preszintetikus szakaszban torténik megjtek felkészilése az osztédasra.
A sejtek novekednek, a kulonkbzsejtorganellumok megkéitédnek és beindul a
makromolekuladk (RNS és fehérjék) szintézise. (\f'el2001).

S (szintetikus) szakaszban Ketidik meg a DNS, és hiszton fehérjék is ekkor
szintetizadlodnak. Nemcsak a DNS, a nukleoszoma zZsmgenetikus mabdositasok is
atkertlnek az U(jonnan szintetizalodott kromatinszalA hisztonok a tobbi DNS-hez
kapcsolodo fehérjékkel egyitt elfoglaljak helylileeDNS-en. A folyamat végére kialakul a
két testvérkromatida, melyeket kohezin fehérje kiexgk tartanak 6ssze (Costas és mtsai,
2011; Velich, 2001).



A posztszintetikus (G2) fazisban a sejt mar felkéisa mitdzisra. A diploid eukaridta
szervezetekben az interfazis kezdetén (G1) a sgjDiINS tartalma 2C. Az S fazisban todén
DNS replikacié miatt a G2 fazisban a sejt DNS mésénge 4C (Velich, 2001).

Ha az extracellularis feltételek kedwdenek, akkor a sejt belép egy specialis nyugalmi
allapotba, aminek a neve GO (Gzero). Ebben azdibap a sejt napokig, hetekig vagy akar
évekig is maradhat, migt visszatér az osztddashoz. Sok sejt marad tart@8aban, ami egy
bizonyos id eltelte utan sejthalalhoz vezet (Alberts és mt2&i08; Astor, 1986; Michaelis és
mtsai., 1997).

A mitozis a szomatikus sejtek osztodasi folyamaiaj a sejtmag €s a citoplazma
osztddasat foglalja magaba. Négy fazisra oszthato:

A profazis ebtt még meg kell emliteni egy szakaszt, a preprefa&i mitozis kezdetén
a preprofazis alatt alakul ki a preprofazis kotegmB). APPB ebrejelzi, hogy az 0] sejtlemez
hol fog kialakulni. A sejtosztddasi sik PPB hiangabdrasztikusan karosodik és ezt
kisérletekkel ala is tamasztottak. (Dhonukshe é&aint2005).

Proféazisban (2. abra) a kromatinallomany vékonykakka alakul, majd ezek a fonalak
kondenzaldédnak, és a profazis végére fenymikroszatatt rendszerint jol megfigyeltietr
két testvérkromatida. A kondenzacié szamos hismddositason keresztul szabalyozott. A
kromatiddk a centromeren keresztil kapcsolodnakzedssétrejonnek a mikrotubulus
szerved kozpontok és a sejt két ellentétes polusa feléladinak. Kdzben szintetizadlédnak
a mitotikus orsofonalak. A profazis végére (prorféetis) a sejtmagvacska és a sejtmag-
hartya eltinik (Costas és mtsai, 2011; Sutka, 2004; Veliclo120

Metafazisban (2. abra) a kromoszémak kapcsolatdesiklenek a magorsé
mikrotubulusaival, és a sejt kozponti sikjaban &ekednek el. Elérik a teljes
spiralizaltsagukat, felveszik a jellethalakjukat, formajukat. A kromoszomak kozepsikba
rendezése és az ellentétes polusok felé W@rthnzgatasa az osztodasi orsd segitségével
torténik. A mitdzis kdzponti eseménye —a testvématida szegregacio — az 6sszes eukariéta
sejtben a mitotikus ors6 megjelenésdiigg. Az ors6 egy bipolaris mikrotubulus kétegrit
a mikrotubulus szervézkozpont (MTOC — microtubule organizing center) Hére. Az
MTOC-k az S fazisban képdnek, és a profazisban hozzak létre az orsot, rhikdzaz
ellentétes polusokra vandorolnak. Az osztodasi laséharom fonaltipust kilonboztetnek
meg. A kromoszomalis fonalak a kromoszomakat késkze az orsé pélusaival, a polaris
fonalak pélustdl a kozépsikig terjedzabad rostok. Az asztrélis fonalak csak allgtekee
jellemzek. Az orsé Osszeszeddiését a mikrotubulus-figgmotor proteinek valtjak ki a

mitdzisban.



Az eukaridta sejtekben ezek a fehérjék 2 csalddbaznak: a kinezinek, amelyek
altalaban a mikrotubulus plusz vége felé mozogrsalt dineinekamelyek a minusz vég felé
mozognak. 4 fontos tipusuk van: kinezin-5, kineln kinezin-4 és 10, valamint dynein,
ezek kulonosen fontosak az orsé 6sszesigsEben és funkciojaban. A néveényi sejtekben is
leirtak a kinezinek fenti tipusait, de a dineinelepléte nem bizonyitott (Alberts és mtsai.,
2008).

Kromoszomalis fonalak esetében a mikrotubulusokuspl végei a kromoszémak
centomér régidjaban talalhatd kinetochorokhoz kalpdnak (kinetochor mikrotubulusok).
A mikrotubulusok ,negativ’ végei centroszéman vagwyak kdzelében végdnek. Anafazis
soran a kromoszoOmak mozgéséat az uan. kinezin fatsépgertba tartozé molekuldk teszik
lehettivé. Gyakran molekularis motoroknak is nevediket. ATP hidrolizaciéjabol nyert
energia segitségével képesek megvaltoztatni alakjezaltal mozgatva a kromoszémakat a
centroszomak felé (Alberts és mtsai, 2008; AstB861 Uhlmann, 1999; Velich, 2001).

Anafazisban (2. abra) a testvérkromatidak kozotihdzio teljesen megsaik,
kialakulnak a sajat centromerrel rendelkézomoszémak. A visszamaradt kohézié jelenleg
két mechanizmus alapjan torténhet meg (szeparagefigp és a szeparaz fiigg
mechanizmusok). A szeparaz fiiggetlen modon téredtavolitasnal a mikrotubulusok altal
generalt ef az, ami fizikailag eltéri a kohezin @siiket. A szeparaz fliggmechanizmus
esetében a kohezin Ssc alegységeit hasitja a széBanshaw és mtsai, 2010; Uhlmann, és
mtsai, 1999). Mik6zben a kromoszémak a sejt kéneédites polusa felé mozognak, az orsé
polusai is elkezdik az ellentétes iranyl mozgasindk kovetkeztében a sejt jellegzetes
nyujtott alaku lesz, melynek nagy szerepe vantalsgpntos szeparaciojaban.

Telofazis (2. abra) soran a sejtmagok koré maga&gntetizalddik, a kromoszémak
elveszitik sajatos mitézisbeli alakjukat (despralddnak) és 0Ojra lathatéva valik a

sejtmagvacska. Az osztodasi orso ebben a faziswszerdidik.
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2. abra: A mitotikus sejtosztédas a névényekben (Sutka, 2004

Végul a citokinezis soran a sejt kettéoszlik, mli&z a magorso depolimerizalédik. A
novényi sejtekben, az éllati sejtékeltéroen, nem kontraktilis girti osztja ketté a sejtet,
hanem bellil indul meg az Uj sejtfal organizacidja. A mitotikiors6 maradvanyaibol
létrejon a fragmoplaszt. A fragmoplaszt mikrotulsalin keresztil motorproteinek
segitségével a Golgi apparatus vezikulumai eljutnak sejt kozéppontjaba. A
sejtfalszintézishez sziikséges poliszacharidokaglikeproteineket tartalmazoé vezikulumok
fuzionalnak, és létrehoznak egy lemez8ézstruktarat, amit korai sejtlemeznek neveznek.
eléri a plazmamembrant, ezaltal kettéosztva atg@teabra) (Alberts és mtsai, 2008; Sutka,
2004; Velich, 2001).
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3. abra: A citokinezis folyamata novényi sejtekben. CMTortikalis mikrotubulus (cortical

microtubule) (Alberts és mtsai, 2008).

3. Anyag és mobdszer

A I6bab Vicia faba) csirandvenyeketSandard és ARC Egypt Cross fajtak) axenikus
koérilmények kozott neveltik (Kénya és Tandor, 2088faj kromoszémaszama 2n x 212.
Az alacsony kromoszémaszam és a kromoszomak nagetendniatt, aV. faba a
citogenetikusok kedvelt modellnévénye. A fentiekathia mitotikus kromatin szervédés

valtozasai j0l vizsgalhatdak ebben a névéenyben.

3.1. A cilindrospermopszin tisztitasa
A kisérleteinkhez szikséges CYN-t, eghphanizomenon ovalisporum (Forti)

vizvirdgzasbol szarmazo cianobaktérium toézghh C-164) tisztitottak Vasas €s munkatarsai
egy korabban kozdolt modszer szerint (Vasas és nif@2). A modszer roviden: 10 napig
nevelt tenyészeteket centrifugéaltak, majd a kelsikeiledéket -20°Cdmérsékleten taroltak.
A fagyasztott sejteket felolvasztottdk, majd kéndslésben Ujrafagyasztottak és hagytak
felengedni. A kivonashoz a sejteket egy éjszakaf0afbo (v/v) metanolban tartottak (1:3
nedves tdmeg: térfogat) folyamatos razatas medlgit-on. Centrifugalas utan az Uledéket
meég kétszer atmostak 100 ml 90 % (v/v) metanoftajd az elegyitett feliliszokat 40° C
homérsékleten beparoltdk. A beparolt mintat 50 % )(\Wtanolban feloldottdk és 20 perc



20000x g-n tortérd centrifugalas utan a feltliszot gélkromatografiayopearl HW-40; 80 x

3 cm oszlop) segitségeével frakcionaltdk. A fraketdkustar csirandvény teszt (BGST, Koés
€s mtsai, 1995) segitségével eflenték.

A toxikus frakciOkat elegyitették, majd a tomeéngitdgan szemipreparativ C-18-as HPLC
oszlopra vitték fel. Az eluciét 1-10 % (v/v) maj@-B0 % (v/v) metanol gradiens segitségével
végezték. A preparatum tisztasagat HPLC és kapgill@lektroforézis modszerekkel
ellendrizték, Vasas és mtsai (2002, 2004) modszere gzerin

3.2. AViciafaba csirandvények nevelése, a toxinkezelések

A kisérletek edtt a magvakat fellileti sterilezésnek vetettik &8ss hypo-oldattal 45
percig. Az oldatot 15 percenként cseréltik. Ezuaamagvakat hdromszor 5 percig steril
desztillalt vizzel mostuk, az utols6 mosasnal aaokag Erlenmeyetombikban hagytuk egy
napig, hogy megpuhuljon a maghéj. Masnap a magvaiagterileztik 50%-0s hypo-oldattal
haromszor 5 percig, majd tobbszoér mostlet steril desztillalt vizben. Ezt kdven steril
korilmeények kozott lefejtettik a maghéjat, és a vakgt agarral szilarditott tiptalajon
neveltik. Két taptalajt alkalmaztunk, az egyik antbarg vitaminjait és 2 % szacharozt
tartalmazo Murashige Skoog (MS*) taptalaj (Gambésgmtsai, 1968; Murashige és Skoog,
1962), a masik az Allen taptalaj (Allen, 1968) vditnevelés korilményei: fényintenzitas- 30
pmol/ m/sec (14/10 o6ra fotoperiédus)yrhérseklet - fényen 22 +/-2°C, sotétben 18 +/-2°C.
A szilard taptalajrél steril kortulmeények kozétt 51 rfolyékony taptalajra helyeztik a
csiranovényeket, majd az @lsldalgyokér kezdemények megjelenése utdn CYN-galtank
a taptalajhoz: a kontroll mellett 0,01-20 pg/ml gentraciotartomanyban adagoltuk a toxint.
Torzsoldatként 2mg/ml CYN-t hasznéltunk. A toxinkkEs idtartama 3-6 nap volt. A
toxinkezelés éitt lemértik a hajtas, aédgyokér és a leghosszabb oldalgyokér hosszat,
valamint megszamoltuk az oldalgyokerek szamat. Bénket a toxinkezelés leteltével

megismételtik.

3.3. Hisztokémiai és immunhisztokémiai médszerek

A gyoOkércsucsokat 16-24 orara mikrotiter lemezblydmtiik, €s PBS (NaCl tartalmu
foszfat puffer) + 4%-os formaldehid oldatban vagySP+3,6%-0s PFA (paraformaldehid)
oldatban fixaltuk. Masnap a mintakat kétszer 5 igePB8S-ben mostuk, majd hozzaadtunk 40
%-0s szachar6z tartalmu PBS-t és vakuuminfiltral@® percig. Négyoras inkubalast
koveben, fagyasztva metszést végeztink Leica HistoQaB® mikrotbmmal. Ezt kovéen,
a metszeteket legalabb egyszer &tmostuk PBS-sekBstett tArgylemezre helyeztik at, 10

10



percig permeabilizaltuk 0,5%-0s Triton X-100 tamal PBS-sel, majd haromszor 5 percig
mostuk PBS-sel. A direkt immunfluoreszcencias gdosotétben 16 6ran keresztil tartott,
Cy3-mal konjugalt anti-B-tubulinnal (Sigma). A jE6ldat térfogata 30 ul, &icia faba
esetében az antitestet harmincszorosra higitotakBEA (borjuszérum albumin, Merck)
tartalma PBS-sel. Az antitesttel jelolt metszetdik@@omszor 5 percig PBS-sel mostuk, majd
rahelyeztik a DAPI (4’,6'-diamidino-2-fenilindol, Ikka) festéket. 150 pg/ml DAPI
torzsoldatot haszndltunk, és azt higitottuk fel BBE(a végkoncentracié 3 pg/ml volt). A
festés idtartama 1 Ora, sotétben. A megfestett metszetekezér 5 percig PBS-sel mostuk,
majd athelyezzik egy masik targylemezre és antitpduffert cseppentettiink ra (6sszetétele:
0.1% p-feniléndiamin + 90% glicerin egyszeres PR&egiben pH 0.8-ra bedllitva 0.5 M
Na2CO3- 5 M NaHCO3 puffer segitségével). A prepan@tkat Olympus Provis AX-70
konvencionalis fluoreszcens mikroszképpal és Z&iS$1 510 konfokalis mikroszkoppal
vizsgaltuk. A fluorokrémok gerjesztési hullamhags820-360 nm (DAPI) és 540-580 (Cy3)
nm az Olympus Provis AX-70, 351/364 nm (DAPI) é85#m (Cy3) a Zeiss LSM 510
mikroszkop esetében.

3.4. KromoszOma (,squash”) preparatumok készitése

A kromoszomapreparatumok készitése soran a gydlaasat 0,1%-0s colchicin
oldattal kezeltik 4 6ran keresztil, majd 20 pefoigltuk 45% ecetsavban. Ezt kdgeh a
gyokereket 60°C-on 5,5 percig hidrolizaltuk 1N sdsm. A kromoszémakat 5%-o0s karmin-
acetattal festettik 60°C-on 30 percig, majd doegsaratumokat készitettlink.

3.5. Az oldalgyokér csucsmerisztéma sejtek mitotilauaktivitdsanak vizsgélata

Az oldalgyokér csucsmerisztéma sejtek osztodokégések vizsgalatakor minden
osztodasi stadiumot kulon megszamoltunk, majd aatcktddl kiszamoltuk a mitotikus
indexet az alabbi képlet segitségével: mitotikudein= o0sztdédd sejtek szama/dsszes sejtek
szadma x100. Az egyes mitotikus stddiumokbai l6ejtek aranyat is kiszamitottuk. A sejtek
szamolasakor figyelmen kivil hagytuk a nyugvé aenira kialakuld szallitd szévet, és a

gyokeérsiuveg sejtjeit. A korai, ill. a k&gmitotikus fazisok indexét is szamoltuk.
3.6. Az adatok analizise

A novekedést és a mitotikus aktivitasokat haromgéilgn kisérletben vizsgaltuk.
Minden kisérletben legalabb 6 parhuzamos mintalizitaink. Az atlagok szérasat Sigma
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Plot 10.0. szoftver segitsegével abrazoltuk.

4. Eredmények

Kisérleteinket sottétben és fényen nevelt novényekégeztik, és két taptalajt
alkalmaztunk. Ezaltal leh&tégink nyilt arra is, hogy megnézzik, hogyan mddosi
megvilagitas a toxin hatasat, valamint két éltéptalaj, egy szénhidraartalmi (MS*) és
egy minimal taptalaj (Allen) modositdo hatasat igsgaltuk. A kétVicia fajtaban végzett
kisérletek alapjan meg tudtuk allapitani, hogy aedmények genotipusonként milyen

mértékben térnek el.

4. &bra: Vicia faba (Sandard) névények morfologiaja a toxintesztek utan. (a) &as, MS*,

folyamatos fény. (b) 6 napos, Allen, folyamatosyféfe) 3 napos, Allen, sétét

Az aldbbiakban &.faba ,, Sandard” fajta esetében kapott eredményeket mutatjuk be.
Eddigi munkank soran igazoltuk a magas (10-20 pd)nbxinkoncentracié av. faba
novényekre gyakorolt ndvekedést gatld hatasat rhajths mind gyokér esetében, tovabba
gyOkér nekrozist is tapasztaltunk (4. abra).

Fégyokér keresztmetszeteken vizsgaltuk a nekrozigéikélr, mely a koncentraciéval

aranyosan Vvaltozott. Igen magas, 20 pg' mIYN koncentracié a kéregszovetben két
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nekrotikus gyirii kialakulasat eredményezte (5. abra). A tendendidilra kévetkeztetlink,
hogy ez egy védekezési mechanizmus része, ezZgl@@lkertlni a névény, hogy a toxin

bejusson a széllitérendszerbe.

kontroll 10 ug mf CYN 20 ug mt* CYN

5. abra: Vicia faba (Standard) fégyokér keresztmetszetek (6 napos, Allen taptadfjaimatos fény).
(a) Kontroll. (b) 10 pg mi CYN koncentracié nekrotikus foltokkal. (c) 20 pg’nCYN koncentracio
a 2 nekrotikus giriivel. Lépték: 300 um

A toxin allando fényen, Allen taptalajon nevelt Bdyek esetében serké&nhatast
gyakorolt a 8gyokér nbévekedésére, mig sététben nevelt ndvényglatidst tapasztaltunk. A
hajtas nbvekedésében nem tapasztaltunk valtozast.

Sotétben, Allen taptalajon nevelt névényeknél p ngan magasabb (1-10 pg
CYN koncentracié mellett az oldalgytkerek szamabéawnekedést tapasztaltunk. A kezdeti
kis koncentraciéban megfigyelt novekedésserkentis az egyes oldalgyokerek névekedése
gatolt volt. Allandé fény mellett csak az oldalggdkk méretében figyeltiink meg
szignifikans eltérést, a CYN serkentette az oldakgyek ndvekedését (6. abra).
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Allando fény
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6. abra: 3 naposVicia faba (Sandard) Allen taptalajon nevelt névények. (a) Allandé fényeevelt
novények epikotil és éQyokér hossznévekedése. (b) Allandé fényen nevefivények
oldalgyokereinek hosszndvekedése és szama. (ctbBitéevelt ndvények epikotil éggyokeér

hosszndvekedése. (d) Soététben nevelt ndvényelgglilereinek hossznévekedése és szama.

A 3 és 6 napig tartd kisérletek (azonos megvil&gitéellett) hasonld tendenciat
mutattak, a 6 napos tesztek soran a toxin okoztek&dlésbeli valtozasok hangsulyosabbak

voltak.

A két kulonbod taptalajon végzett tesztek soran (azonos megtasgmellett)
O0sszehasonlitottuk a mitotikus indexeket. Szachaadalmu MS* taptalon a toxin nem
valtott ki mitotikus aktivitasbeli serkentést, migllen taptalajon 0,01-0,1 pg
toxinkoncentracio tartomanyban magasabb volt a tikite index. Magas koncentracié a
mit6zisok szamanak drasztikus csokkenését okozagasbhbb CYN koncentraciok mellett (1-

20 pg m") a mitézis gatlasat tapasztaltuk mindkét taptémajs esetében (7. abra).
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Mitotikus aktivitasok MS taptalajon, allando
fényen, 6 napos CYN kezelés
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Mitotikus aktivitasok Allen taptalajon, allandé
fényen, 6 napos CYN kezelés
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7. abra: Vicia faba mitotikus aktivitadsok alland6 fényen nevelt névékigél 6 napos kezelések soran,

2 kilonbos taptalajtipuson. (a) MS taptalajon nevelt novéngetotikus indexe (P+PM+M+A+T).

(b) MS taptalajon korai mitotikus fazisok (P+PM+BYama. (c) MS taptalajon késnitotikus fazisok

(A+T) szama. (d) Allen taptalajon nevelt novényekotikus indexe. (e) korai mitotikus fazisok

(P+PM+M) aranya Allen taptalajon. (f) kései mitatikfazisok (A+T) ardanya Allen taptalajon.

15



A megvilagitas szamottéen nem befolyasolta a mitotikus indexek alakulaBéhyen
nevelt novények esetében a mitotikus index magasaiih mint a soététben nevelt

névényeknél, viszont a gorbék lefutasa hasonla volt

(a) —@— sOtét
12 —O— allando6 fény
10
x
3
£ 87
2]
>
=
S 61
1S
4 4
2 : : : :
0,0 0,1 1,0 10,0
CYN, pg mr*
(b) (©)
10 + —@— soitét 6 -
—O— A&llandé6 fény| .
—@— sitét
8 5 —O— éllando fény|
x 41
g 87 3
£ £ 3
2 L
o 44 <
2 4
24 11
0 T T T | 0 T T T 1
0,0 0,1 1,0 10,0 0,0 0,1 1,0 10,0
CYN, ug mr* CYN, ug mr*

8. abra: Vicia faba mitotikus aktivitasok Allen taptalajon 3 napos &ksek soran. (a) mitotikus index
(P+PM+M+A+T). (b) korai mitotikus fazisok (P+PM+Myzama. (c) kései mitotikus fazisok (A+T)

szama.

Citologiai vizsgalatok soran a kromatin szeiasben és a mikrotubularis rendszerben

is elvaltozasokat tapasztaltunk. Alacsony konceidl@an a toxin a preprofazis kéteg (PPB)
melyeknek a ké&tbbiekben komoly kihatasa lehet a sejtosztodasraenduszen a PPB fogja

kijelolni a ké®bbi osztdédasi sikot. Magas CYN koncentracié melesiejtmag morfolégiaja

szenvedett valtozasokat (9. abra).
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(c)

hasadt PPB, 0,1

pg mit CYN
(b)

(d)

kontroll

) ) sejtmag morfolégia
aszimmetrikus PPB, valtozasok, 5 pg

0,1 ug mi" CYN CYN

9. dbra: Vicia faba A képeken kék: a DAPI- val festett kromatin; nasworos: cy3 konjugalt angi-
tubulin jeldlés. (a) Kontroll ndévények mikrotubukirendszere és (b) kromatin alloméanya. (c, c¢’) 0,1
ug mi* CYN koncentréciénal megfigyeliietiszimmetrikus PPB és (d, d’) a hozza tartoz6 ktoma
allomany. (e) 5 ug il CYN koncentracional tapasztalt sejtmag morfol6gétozasok (nyilak).
Lépték: (a), (b): 20um; (c), (d): 10 pm; (c), (d(E): 5 um.

ARC Egypt Cross

Az ARC fajta esetében mind révid (3 nap) mind hosszu {évdap) kezelések soran az
epikotil novekedése gatolt voltsgyokér esetében alacsony (.4 mi*) toxinkoncentracio

mellett serkentést, mig magasabb koncentracié theltevekedés gatlast tapasztaltunk (10.
abra).
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10. abra: ARC Egypt Cross 3 és 6 napos novények Allen taptalajon megfig{@itepikotil és (b)

fégyokér hossz ndvekedése.

A 6 napos kezelés esetében a ndvekedésserkergazivgbben jelentkezett. A toxin 1
ng mit koncentracidig serkeén hatott az oldalgyokerek névekedésére 3 naposldesk
alatt, mig 6 napos kezelések alkalmaval gatoltak ez@vekedését. Az oldalgydkerek
szamaban hasonlé tendencia figyedhatg (11. abra).
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11. abra: ARC Egypt Cross 3 és 6 napos novények Allen taptalajon mutato)t aldalgyokér

hossznévekedése és (b) oldalgydkér szam valtozasai.
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A mitotikus indexben 3 napos kezelések soran englrekedeést, mig 6 napos kezelések

soran 0,1ug mi' toxinkoncentraciéig a mitézisban egy intenzivebbkeetést majd pedig
magasabb koncentracidkban egfsegatlast figyeltiink meg (12. abra).

14 (a) 12 4 (b)
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E g 8]
= g
3 10- g 6
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E g E 4
2 4
6 4
: , , , 01— : , , ,
0,0 0,1 1,0 10,0 000 001 010 1,00 10,00
CYN, pg mrt CYN, pg mrt

12. dbra ARC Egypt Cross Allen taptalajon nevelt névények mitotikus inde(e@ 3 napos és (b) 6

napos kezelések soran.

A 3 napos kezelések soran a korai (P+PM+M) és a&ik@stT) mitotikus fazisok

szamaban egyarant novekedést tapasztaltunk, dga@vdan az ana- és telofazisos sejtek

szadma novekedett nagyobb mértékben (13. abra).

P+PM+M index
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13. abra 3 naposARC Egypt Cross Allen taptalajon nevelt névények (a) korai miteiskindexe
(P+PM+M) és (b) kései mitotikus indexe (A+T).
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A mikrotubulus organizacibban a CYN kez#RC novények esetében &andard
fajtahoz hasonlo valtozasokat tapasztaltunk: asairkus, hasadt és kés PPB-k egyarant
megjelentek (az adatokat itt nem mutatjuk be).

A kromoszoma preparatumok vizsgalata soran nerfiuakiszambeli eltéréseket, de a
toxinkezelt mintak k6zo6tt nagy szamban talaltuniétickromoszémakat. Ezek talnyomo részt

0,1-1ug mi* CYN koncentraciénal jelentkeztek.

14. abra Vicia faba kromoszéma preparatumok. (a, b) képeken norméhfdmsos kromoszémak
kontroll ndvényekbl. (c) Sandard fajtaban a képen 5 pg CYN koncentraciénal (dARC fajtaban
1 pg mi* —nél megfigyelhéi torott kromoszoémak.
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5. Diszkusszio

A vizsgélatok soran megfigyeltik, hogy magasabb Ckdhcentraciok mellett a
fogyokér szovetében nekrozis alakul ki. Hisztologiasgalatok segitségével megallapitottuk,
hogy a nekrbézis mértéke és a toxin koncentracidj@aranyos. A tendenciakbol arra
kovetkeztetink, hogy ez egy védekezési mechanizrésge, ezzel prébalja elkerilni a
névény, hogy a toxin bejusson a szallitérendszetbklasszikus nézet szerint az eukariota
sejtekben a sejthalalnak két alagvieirmaja ismert. Az egyik a programozott sejthadahely
soran valamely stimulus hatasara a sejtben oly&im ARP igényes folyamatok zajlanak le,
amelyek a sejt elpusztulasat eredményezik a memibtagritdsanak meggaése nélkil. A
masik a nekrdzis, amely a sejt tolerancia kiszoh&ghaladd stressz hatdsara kialakulo, a
citoplazmamembran integritasanak mdgesevel jard passziv sejthalalforma (Wyllie és
mtsai, 1980). A programozott sejthalal egy spexiébete az apoptozis, amelynek soran a
DNS internukleoszémadlis hasitasa val6sul meg a &tionmkondenzaciéja mellett, késh a
sejtmag szétesik. Az apoptozis karakterisztikus gebélelektroforézis soran megjeélddNS
létra (Wyllie és mtsai, 1984). A CYN a nadgyokerekba kéregszovet és a rhizodermisz
nekrozisat, valamint az aerenchimak kalluszos dft#mét idézte 81 Ugy gondoljuk, a
nadgyokerek nekrézisa és az aerenchimak éli@se a toxikus hatdsok kikliszoboélésere
szolgalé mechanizmus. Hasonld, a novény altal i@lukorfolégiai valtozasokat figyeltek
meg az eutrof vizek uledékében felhalmozédd szesamsmk hatasara a nadndvényekben
(Armstrong és Armstrong, 1999).

A Standard genotipus esetében 3 napos kezelések soran naszt@pink valtozast az
epikotil névekedésében. 6 napos és allandé megitak mellet végzett tesztek eredményei
alapjan 0,1ug mi* koncentracidig a toxin serkentette a hajtas nodékét, folotte gatld
hatassal volt a névekedésre. ARC fajta esetében a CYN gatolta az epikotil névekédés

A fogyoker esetében elteeredmeényeket kaptunk:

A Sandard fajta esetében a 3 napos tesztek soran, a féngseltnndvényeknél
novekedésserkentést tapasztaltunk, és csak igeasrhagcentracioban volt gatolt &gi/okér
novekedése ARC fajtanal alacsony toxinkoncentracio kis meértékltmarkentette, magas
koncentracié pedig gatolta @dyokér novekedését. A sottétben tartott 3 nafasdard
ndévényeknél a CYN mar alacsony koncentraciobaitislg a novekedést.

A Sandard fajtan végzett 6 napos kezelések alkalmaval, vialeaz ARC fajta esetében
mind rovid, mind hossz( tavu teszteknél &ettvalaszt figyeltink meg, 0,uig mi*

koncentracibig serketit folotte gatld hatast detektaltunk.
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Oldalgyokerek esetében 3 napos teszteknél, alagdghlykoncentracié mellett mindkét
fajtAban méretbeli és szambeli ndvekedést tapasktalviszont magas koncentracidban
gatlast tapasztaltunk, kivéve a sotétben tar®dindard fajtanal, ahol 10pg mi* CYN
koncentraciéonal tovabhbitt az oldalgytkerek szama, viszont ezek ndvekegasst volt.

Hosszu tavon az oldalgyokerek kialakulasa és ndiédes mar alacsony CYN koncentracio
mellett egyarant gatolt volt.

A CYN novekedésre gyakorolt hatdsa az irodalmtadalapjan minden névényben
mas és mas. A CYN jelafgen gatolta a gytkerek megnyulasos névekedésexearkas
nadnovényekben, az () gyokerek ké&pesére a CYN induktiv hatasunak bizonyult. A
tengelyszervek novekedését a CYN gatolta mustéargdiényekben (Vasas és mtsai, 2002),
Hydrilla verticillata vizinbvényben azonban a CYN tartalmu kivonatnakstald hatasa volt
mind a tengelyszervek noévekedésére, mind az Uj eypiikképadésére (Kinnear és mtsai,
2008). A CYN fehérjeszintézis gatlé hatasu (Frosés mtsai, 2008), tehat metabolikus
inhibitorként gétolhatja a névények ndvekedésébnban a fehérje szintézis inhibitorok a
stressz valaszra jellehzélettani és biokémiai valtozdsokat is indukalnaké@ényekben,
amely magaban foglalja a megnyulasos novekedéssgat(Dhindsa és Cleland, 1975).
Kinnear és mtsai (2008) szerintHydrilla névény a gyokerek szamanak és tomegének
novelésével nagyobb detoxifikalé kapacitasra tezarts A kutatok kimutattdk, hogy a
gyokerek képesek a CYN részleges lebontdsara, andwekedett gyokértbmeg
hatékonyabban hidrolizalja a cianotoxint. A fenbiékarra kdvetkeztettiink, hogy a gyokerek
esetén a CYN altal indukalt megnyulasos noveked#ksy a stresszvalasz része, mig a
gyokérszam novekedése védekezési reakcid, amedyoaifikaldé kapacitast noveli (Beyer,
2010).

A mitotikus aktivitas vizsgalata soran megallapgitkt hogy a megvilagitas nem
befolyasolta a sejtosztodast, viszont a két @lt&pkdzegben nevelt névényeknél mar
kilénbséget tapasztalunk a mitotikus indexekbernerAltaptalajon végzett hossza tava
kisérletek soran &andard névények Un. kel valaszreakciot mutattak, azaz alacsony CYN
koncentracié mellett megitt a mitotikus sejtek aranya, mig magas koncerirgatolta a
mitdzist. Ezt a jelenséget egy masik cianotoxinral,mikrocisztin-LR-rel kapcsolatos
kisérletek soran is megfigyelték (Mathé eés mtsaii20

Az ARC fajta szintén mutatta a ké#t valaszreakciot 6 napos kisérletek soran, viszont
rovid tavu tesztek soran nem tapasztaltunk géadlasitotikus indexben.

Az ARC Egypt Cross fajta esetében mind a korai mind pedig a késebptikiis

fazisokban emelkedést tapasztaltunk, de a P+PM+iéxiek nem mutattak szignifikans
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kilonbséget kezelt és kezeletlen névényekben, mig+a indexek esetében, 1@ mi*—es
toxinkoncentraciéval kezelt novényekben jetentkllonbség mutatkozott a kontroll
novényekhez képeset. Ebbbadddoan azt feltételezzik, hogy a novényeksikéstdzisbol
valo kilépését gatolja a CYN. Ezt rovidtavu szinkkisérletekkel fogjuk tudni igazolni ugy,
hogy egy kontroll és egy kezelt névédyineghatarozott iskozonként mintat veszink és a
kezelt névény kontrollhoz képest mutatott mitotikinlexeinek meghatarozasaval latni
fogjuk, ha a sejtosztodas valamely fazisa lelassul.

A citologiai vizsgalatok soran elvaltozasokat filiek meg a preprofazis koteg
flgg a tesztek ittartamatol, a tapkdzeg ntisegébl és a megvilagitastol sem. A CYN mas
modellnévényben is okozott rendellenes PPB-ketytezgy gondoljuk, hogy ez a hatas
altalanos a noveényi sejtek esetében (Beyer és,i23@9).

A preprofazis koteg kontroll sejtekben is megdaptihat (Hasezawa €s mtsai, 1994),
mi azonban nem taldltunk eltéréseket a kontrolléngrekben. Nogami és mtsai, (1996)
cikloheximid kezelt hagyma gyotkerekben széles édadBPB-ket figyeltek meg. A jelenség
hatterében feltehé&eg mikrotubulusok kotegelésében résztvefehériek mennyiségének
csokkenése all. Dohany sejtekben a cikloheximidekez szintén indukélta a dupla
preprofazisok kialakulasat (Mineyuki, 1999). Ezekegfigyelések arra utalnak, hogy a CYN
a PPB-re gyakorolt hatasa dsszefliggésben all a ttal kivaltott fehérjeszintézis gatlassal
(Beyer, 2010).

A kettos PPB-k kialakulasa az osztédasi sik eltolédasdneényezi, ez pedig ferde
osztodasi ors6d és fragmoplaszt kialakuldsahoz vezetk a jelenségek sejtmorfologiai
valtozdsokat okoznak (Dhonukshe és mtsai., 2008)at SmegfigyeléseinkeVicia faba
noveények fixalt metszetein végeztik.

Tovabbi eredmények és a részletek pontosabb léderierdekében fixalatlan &gl
sejtekben tervezink hasonlé vizsgalatokat. A GHdin fuzidés fehérjék hasznalata jo
lehetiséget kinal az &l sejtek citoszkeletdlis rendszerének tanulmanyoadséathur, 2004).

Megallapitottuk, hogy a toxin nem okozott szambeleltéréseket a
kromoszOomakeészletben, viszont szerkezeti aberrjeiéktkeztek alacsony toxinkoncentracio
mellett. llyen elvaltozasokat korabban nem irtalC¥N kezelt allati vagy novényi sejtekben
(Lankoff és mtsai, 2007).
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6. Osszefoglalas

Munkank sorén igazoltuk a magas (10-20 pg)mCYN koncentraciéV. faba
novényekre gyakorolt nbvekedés gatlé hatasat majthdr mind gyokér esetében, tovabba
gyokér nekrozist is tapasztaltunk. A nekroézis telezheben egy védekezési mechanizmus
része, a novény igy probalja gatolni a toxin s@HOvetbe valé bejutasat. A toxin
novekedeésre gyakorolt hatdsa nagy mértékben filgggvilagitastol, a kezeléssichrtamatol
€s a genotipustdl. 6 napos kezelések soran hatiében &&andard fajtaban kis toxin
koncentracié mellett serkentés, mig nagy konceidfsdn gatlds volt megfigyelhgt Ezzel
szemben azARC fajtanal csak gatlast tapasztaltunk az epikotvek@&désben. dgyokér
esetében keis valaszreakcio volt megfigyelldetmindkét fajtanal a fényen végzett 3 és 6
napos tesztek soran aglokerek novekedésében alacsony toxinkoncentracedletn
serkentést, mig magas koncentracio mellett gadgstsztaltunk. Az oldalgydkerek szamaban
€s méretében is novekedést figyeltink meg alacsovil koncentraciénal, mig magas
koncentraciéban gatlast tapasztaltunk mindkét Hajt&ivéeve a sotétben nevetandard
fajtat ahol magas CYN koncentracio mellett déstrmz oldalgytkerek szama.

A megvilagitds szadmottéen nem befolyasolta a mitotikus indexek alakulagétAllen
taptalajon 6 napos kezeléseknél 0,01-0,1 i totinkoncentracié tartoméanyban a mitotikus
index jelendsen magasabb volt a kontrollhoz képest. Ez a tenmaeWiS* taptalajon nem
jelentkezett. Magas CYN koncentracio a mitézisraveégatld hatasu volt. 3 napos tesztek
soran azt tapasztaltuk, hogy a mitotikus index red@gainkoncentracio mellett is tovabB,n
és a korai (P+PM+M) és a kései (A+T) mitotikus $@ki szamaban egyarant novekedést
tapasztaltunk, de aranyaiban az ana- és telofazsftek szama nodvekedett nagyobb
meértékben. Ebll addéddan azt feltételezzik, hogy a névenyekikestozisbol valo kilépését
gatolja a CYN, melyet révidtavu szinkronkisérletekkivanunk igazolni. Mivel a névekedési
és mitotikus gorbék némileg eltérnek, ezért arraekieztetiink, hogy a toxin nem csak a
sejtosztdédasra van hatassal, de a sejtek megnyiddsefolyasolja.

A citolégiai vizsgalatok soran a kontroll névényeknem jellemé& hasadt és dupla
preprofazis koétetegeket figyeltink meg a toxinnakédt novények esetében. A jelenség
altalanos volt az alacsony CYN koncentracidval kaz@vényeknél. A jelenség feltelden a
toxin fehérjeszintézis gatldé hatdsa kovetkeztébemkaotubulusok kotegelésében részivev
fehérjék mennyiségének cstkkenésével magyaraziattendellenes PPB-k a sejtciklus
késsbbi szakaszaira is hatassal vannak, hatasukra ésatédasi orso és fragmoplaszt alakul
ki. A részletek pontosabb kideritése érdekébendibemn (€6) GFP-tubulin fuziés fehérjéket
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termeb sejtekben terveziink hasonlé vizsgalatokat. Meg#bttuk tovabba, hogy a toxin

hatdsara kromoszoma aberracidk (torések) jelenmgk m
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