DEBRECENI
EGYETEM

Plant Cell and
Developmental Biology
Research Group

Szerin-treonin protein foszfatazok (PP2A, PP1)
szabalyozo szerepe a novényi sejt szervezodésében és

miikodésében- sejtbiologiai megkozelités

MTA Doktori értekezés tézisei

Mathé Csaba
DE TTK BOI Névénytani Tanszék
2025



Tartalomjegyzék

o gk~ wbd

Bevezetés, célkitlizések, kisérleti megkozelités......................... 3
Az eredmények 0sszefoglaldsa, rovid megbeszélésiik.................. 6
A tudomanyra nézve legfontosabb 1) eredményeink jegyzéke...... 13
Short summary of the DSc thesiS...............ccooviiiiiiiiin 17
IrodalomjegyzEk.......o.viiiieii i 24
Publikdcios jegyzeEk. .. ..o 18

6.1. Az MTA doktori értekezés alapjat képezd nemzetkdzi
tudomanyos kézlemények (idérendben)........................... 25

6.2. Egyéb, a PhD fokozat megszerzése ota sziiletett, els6 és/vagy

levelezd szerz6s nemzetkozi publikaciok.......................... 29
Tudomanymetriai adatoK.............oooiiiiiiiiiiiiiiiie, 32



1. Bevezetés, célkitiizések, kisérleti megkozelités

A reverzibilis foszforilacio az egyik legfontosabb fehérje poszt-transzlacios
modosulas (PTM). A fehérjék jelentdés hanyadat érinti és ez a mddosulas
leggyakrabban a szerin és a treonin aminosav oldallancok szintjén torténik. A
protein kinadzok 4altal katalizalt fehérje foszforilacid ellentettje a protein
foszfatazok katalizalta defoszforilacio. Mindkét tipusut modositast szamos
tipust enzimcsalad végzi, a foszfatazok koziil taldn a leggyakrabban a PP2A
¢s a PPI tipusu szerin-treonin foszfatazok fordulnak el6 az eukaridtakban.
Ezek az enzimek alapvetd jelentOségli anyagcsere- valamint sejtszint(i
folyamatokat szabéalyoznak, igy a sejtciklus, a sejten beliili dinamika, a
stresszreakciok szabalyozdsdban fontosak (Smith és Walker, 1996; Luan,
2003). A PP2A egy harmas fehérjekomplex, amely ,,A” (struktura), ,,B”
(szabalyoz0) és,,C” (katalitikus) alegység csaladok kiilonb6z6 kombinacidibol
all (Farkas és mtsai, 2007; Shi és mtsai, 2009).

Célkitiizésiink volt megvizsgalni, hogy, elsésorban a PP2A,
szabalyoz-e ¢és ha igen, hogyan, egy sor olyan novényi szubcelluldris
folyamatot, amelyeket ebbdl a szempontbdl kevesebbet vagy akar egyaltalan
nem vizsgaltak. A kromatin és a citoszkeleton szervezddése, a sejthalal
szabalyozdsa mellett igy vizsgaltuk az endomembranok, elsdsorban a
vakuolaris rendszer, valamint a plasztiszrendszer szervezOdésének, a
plasztiszok osztodasanak szabalyozasat, ill. a foszfatdzok €s a ndvényi oxidativ
stresszreakciok kozotti Osszefliggéseket. Végiil, igyekeztiink a sejtszintii
véltozasok biokémiai hatterét feltdrni. Az évek soran a kutatdsainkat Ggy
terveztiik meg, hogy a protein foszfatazok, kiilonosen a PP2A funkcioit a

szoveti szinttdl a biokémiai szabalyoz6 mechanizmusokig nyomon



kovethessiik. Ennek megfelelden, kiilonbozd szabalyozasi szintek kutatasat
céloztuk meg:

Elsé szint: a PP2A, PP1 mikodés gatlasanak hatdsa az edényes
novények sejtjeinek novekedésére, szoveti szerkezetére.

Masodik szint: hogyan szabalyozzak a foszfatazok sejt/ szubcellularis
szinten a névekedést, a struktarat és a mikodést?

Harmadik szint: milyen 6sszefiiggés van a protein foszfatazok (PP2A)
altal szabalyozott sejtszintii események és az auxin eloszlasa kozott, kiilonos
tekintettel a gyokerekre?

Negyedik szint: mi a fenti események biokémiai hattere és mi az
Osszefliggés a PP2A és a novények oxidativ stresszreakcioi kozott? Mi a PP2A

Fass (B szabalyozo) alegység vonatkozd szerepe?

Vizsgalatainkat két kisérleti megkozelitésben végeztiik. El6szor, az 1
¢s a 2A tipust protein foszfatazokat gatlo cianotoxin, a mikrocisztin-LR
(MCY-LR) az edényes novényekben gyakorolt ndvekedésgatlo, szovettani és
sejtszintli hatasait tartuk fel. Ezekben a kisérleteikben négy axenikus
modellndvény rendszert: nad (Phragmites australis) embriogén kalluszokbol
regeneralt nodvényeket, tocsagaz (Ceratophyllum demersum) egész
novényeket, valamint 1obab (Vicia faba) és fehér mustar (Sinapis alba)
csirandvényeket hasznaltunk. A nad és a tdcsagaz novényekre azért esett a
valasztasunk, mert régota ismert volt: ezek a fajok természetes koriilmények
kozott kapesolatban allhatnak a toxint termel6 cianobaktérium fajokkal (1d. pl.
Pflugmacher és mtsai 2001; Pflugmacher, 2004). A 16babot gyakran hasznaljak
modellndvényként a citologiai és a genetikai vizsgalatokban, a mustar pedig a
toxikologiai vizsgalatokban széleskoriien hasznalt modellrendszer (Olszewska
¢s mtsai, 1990, M-Hamvas és mtsai, 2003). A nad és a mustar esetében, sajat

¢s mas kutatocsoportok mar kordbban bizonyitottdk, hogy a MCY-LR



novekedésgatld hatasu és kiilonbozo stresszenzimek aktivitasat befolyésolja, a
mustar esetében pedig szovettani vizsgalatokat is végeztiink (M-Hamvas és
mtsai, 2003).

A masodik megkozelitésiinkben a ludfii (Arabidopsis thaliana)
csirandvényeit, vad tipust (Col0) ndvénykéket, valamint a katalitikus €s a
Fass- B”alegységek funkciovesztéses mutansait (c3c4, fass-5, fass-15)
(Spinner €és mtsai, 2013) hasznaltuk. A Iudfli modell esetében szdmos olyan
genotipus all rendelkezésre, amelyben kiilonb6zd célfehérjék és a zold
fluoreszcens fehérje (GFP) fuzids proteinjei expresszalddnak, ColO hattérrel
(Mathur 2004, 2011). Ez lehetové teszi, hogy a sejtbioldgiai vizsgalatokat ne
csak fixalt szovetekben, hanem egész, €16 csirandvényekben is elvégezziik
(€losejt vizsgalatok).

Munkank sordn nagy hangsulyt kaptak a hisztolégiai-citolégiai
modszerek. A szOvettani vizsgalatok sordn hisztokémiai jeloléseket, a
sejtstrukturak (mikrotubulusok, kromatin), a sejtek reaktiv oxigén forma
(ROS) szintjeinek megfigyelésére pedig egyrészt hisztokémiai, masrészt
immunhisztokémiai (IHC) eljarasokat alkalmaztunk. Az endomembranok, a
PIN fehérjék (auxin transzporterek) €s az auxin eloszlas vizsgalatara éldsejt
vizsgalatokat végeztiink a fent emlitett rendszerben. A megfigyelésekhez
konvencionalis fluoreszcens, valamint 1ézerpasztaz6 konfokalis mikroszkopiat
alkalmaztunk. A foszforilalt hiszton H3 és H2AX, valamint a PP2A katalitikus
alegységek fehérje szintjét Western blot modszerekkel mértiik. Antioxidans
enzimek aktivitasat nativ gélelektroforézissel detektaltuk és mértiik a protein

foszfataz aktivitdsokat (kiilon-kiilon a PP2A ¢és a PP1 aktivitasokat is).



2. Az eredmények Osszefoglalasa, rovid megbeszélésiik

Elso szint. Megallapitottuk, hogy a foszfataz aktivitas csokkenése gatolja
szovettenyészetek gyokereiben a MCY-LR Aaltalanos stresszreakciokat és
specifikus, a toxin biokémiai hatasaval kozvetleniil 6sszefliggd hatasokat is ki
tud véltani. Az el6bbi csoportba a tengelyszervek atszellztetd alapszdvetének
(aerenchyma) kalluszosodasa, valamint a kéregparenchyma sejtek
lignifikacidja és nekrozisa tartozott. Ezek a valtozasok a cianotoxin hatassal
szembeni védekezést szolgaltak. Egyéb fitotoxinok, igy a felszini vizek
iiledékében a hipoxias koriilmények kozott keletkezd szerves savak is hasonlo
elvaltozasokat indukalnak (Armstrong és Armstrong, 2001). A toxin
specifikus, a foszfataz gatlashoz kozvetleniil kothetd hatasai: a nad primer
gyokerek fuzidja a kéregparenchymdban és a sztéle szintjén; a nadgyokér
elongacids zondjaban és a tocsagaz hajtascsiicsmerisztémaban gatolta a sejtek
kovetkezett be a tengelyszervek hosszndvekedésének gatlasa, €s a nad
esetében az aerenchyma, valamint az oldalgyokerek 1d6 el6tti megjelenése és
az oldalgyokerek fuzioja.

Masodik szint. Mi lehet ezeknek a valtozasoknak a szubcellularis hattere?
A sejtek hosszanti megnyalasdnak gatlasa egylitt jart a kortikalis
Hosszu id6tavu kezelés utdn a mikrocisztin-LR novelte a nad gyokércsucs
merisztéma sejtek osztodoképességét, valamint a nad- és 16bab gydkerekben a
korai és a késdi mitozisban 1évo sejtek aranyat, négynapos kezelés utan a
tocsagaz hajtascsucsaban az osztodo sejteket korai mitdzisban (profazisban és

prometafazisban) blokkolta. A nem szinkronizalt nadd és lobab gyodkércsucs



merisztémakban a mikrocisztin-LR mitotikus rendellenességek kialakulasat
indukélta. A metafazisban és a korai anafizisban multipolaris vagy
dezorganizalt mitotikus orsokat, a nad esetében asszimmetrikus anafazis
orsokat figyeltiink meg. A telofazisban ¢€s a citokinezis soran a fragmoplaszt
dezorganizacidjat detektaltuk. A hibas mitotikus mikrotubulus szervezddéssel
parhuzamosan a testvérkromatiddk hibasan valtak szét, a telofazisban a
kromoszémak egy része az osztddasi sikban maradt. A l6bab
gyokércsticsokban jol kimutathatd volt, hogy a fenti mitotikus hibak miatt
mikronukleuszok és fragmentalt sejtmagok keletkeztek a merisztémaban ¢és az
elongacidos zondban. A cianotoxin altal indukalt kortikalis mikrotubulus
dezorganizacid, a sejtek osztodoképességében torténd valtozasok és a
mitotikus rendellenességek kialakuldsa kozvetlen Osszefliggésben volt a
protein foszfataz gatld hatdsdval. A novényekben is miikodnek olyan
mikrotubulus asszocialt fehérjék (MAP-0k), amelyek a mikrotubulusok
stabilitasat szabalyozzak foszforilacio fiiggé modon (Hamada, 2014). A
jovOben tervezziik azonositani azokat a MAP-okat, amelyek foszforilacids
szabalyozésa az altalunk megfigyelt jelenségek hatterében allhatnak.

A hiszton H3 foszforilacioja fontos szerepet jatszik a kromoszémak helyes
a kromatida szegregacié a késdi mitozisban a fokozatos defoszforilacigjat
igényli. Sokaig kevéssé lehetett tudni, hogy a novényekben mely protein
foszfatazok jatszanak szerepet ebben a defoszforilacioban, de tobb szerzo is
felvetette annak a lehetdségét, hogy itt a PP1 az els6dleges szerepld, akarcsak
az allati/emberi sejtekben (Houben és mtsai, 2007). A sejtciklus S fazisdban
részlegesen szinkronizalt lobab gyokércsucsokban mutattuk ki, hogy a hosszu
tava toxinkezelések soran a korai €s a kés6i mitozisban 1€vo sejtek ardnyanak
novekedését rovid tdvon is meg lehetett figyelni- a mikrocisztin-LR kis

koncentraciéban (1 pug mlY/ uM) novelte a mitotikus sejtek ardnyat, magas



koncentracioban (10 pg ml™Y/ uM) felgyorsitotta a sejtciklust. A szinkronizalt
sejtekben végzett kisérleteink rovid idOtartama alatt (30 6ra), a toxinindukalt
hibas testvérkromatid szegregacid6 mar kialakult. Ezzel parhuzamosan a
hiszton H3 hiperfoszforilacidja kovetkezett be, de a mikrotubulus szervezddés
rendellenességei nem voltak jellemzéek. A nem szinkronizalt és a
szinkronizalt sejteken végzett megfigyeléseinkbdl az kovetkezik, hogy a
citoszkeleton szervezddés is szerepet jatszhat a mikrocisztin-LR indukalt
mitotikus  rendellenességek  kialakuldsaban, de a  hiszton H3
hiperfoszforilacidjanak elsddleges szerepe van ebben a folyamatban. Ebben a
modellndvényben azt is megfigyeltiik, hogy hosszutavu kezelések soran vagy
a MCY-LR és a torma AITC (allil-izotiocianat) egyiittes adagolasa soran a
PP2A és a PP1 aktivitasanak gatlasa a MCY-LR egyediili hatasahoz képest
erdsebben blokkolja a merisztéma sejteket a korai mitézisban (metafazisban),
ha a sejtek egy része be is 1€p a késdi mitdzisba, gyakran ez a testvérkromatidak
szabalytalan szétvalasaval jar. FErdekesség, hogy a hiszton H3
hiperfoszforilaciot olyan természetes tocsagaz (Ceratophyllum submersum)
populacidban is kimutattuk, amely mikrocisztint termeld cianobakteridlis
vizviragzéasnak volt kitéve és felvetettiik annak a lehetdségét, hogy a hiszton
H3 magas foszforilacios szintje a mikrocisztinek jelenlétének indikatora lehet
a természetes vizekben.

Munkank el6szor mutatta ki a cianotoxin egy Sor szdvet- &s
citoszkeleton szintli hatasait ndvényekben. Ezzel parhuzamosan bizonyitottuk,
hogy a MCY-LR képes programozott sejthalalt (ez magéaban foglalja a DNS
toréseket, a kromatin kondenzaciot és fragmentéciot) és nekrozist indukalni az
Osszes vizsgalt modellndvényben ¢és felvetettiik a protein foszfatdzok
lehetséges szerepét ebben a folyamatban.

Az Arabidopsis rendszerben, a vadtipusi novényekben (Col0),

valamint a PP2A mutansokban (katalitikus alegységek- c3c4 mutans, valamint



regulator alegység- fass-15 és fass-5 mutansok) egyrészt igazoltunk egy sor
olyan tényt, amelyet a tobbi modellnévényben mar kimutattunk, igy azt, hogy
a protein foszfatdz aktivitas gatlasa (a MCY-LR kezelés) befolyasolja a
gyOkércsucs merisztémak mitotikus aktivitasat és a hiszton H3 foszforilacios
szintjét (fixalt sejtekben, immunfluoreszcencia és hisztokémiai modszerrel).
Ugyanakkor a 16bab rendszerrel szemben itt nem tudtunk egyértelmii
Osszefiiggést talalni a hiszton H3 foszforilacid és a metafazis-anafazis dtmenet
kozott. Bizonyitast nyert viszont, hogy ezt a foszforilacios folyamatot mind a
katalitikus, mind a Fass PP2A alegységek szabalyozzak.

Az Arabidopsis GFP-fuzids konstrukciokat tartalmazé genotipusaiban
végzett ¢élosejt vizsgalataink azt mutattdk, hogy a protein foszfatazok,
kiilondsen a PP2A, szabdlyozzék a ndvényi vakuolaris rendszer szervezddését,
az autofagia folyamatat, a mitokondriélis fizi6-hasadés ciklust, a plasztiszok
szervezOdését és osztodasat. Mindezeket az eredményeket, kovetkeztetéseket
a tudomanyban els6ként mutattuk be.

Harmadik szint. A névényi szovetek mitkodésének 6sszehangolasat is
befolyasoljak a protein foszfatazok. Ismert volt korabban is, hogy a PP2A
szabalyozza a polaris auxin transzportban részt vevé PIN fehérjecsalad (auxin
efflux carrier) miikodését (Zwiewka €s mtsai, 2019). Mi megerdsitettiik, hogy
ez a foszfatdz, a PIN fehérjéken keresztiil, szabalyozza az auxin, egy
kulcsfontossagi ndvényi hormon eloszlasat a gyokerekben és megallapitottuk,
hogy a PP2A mikodésének gatlasa az auxineloszlas karositasa révén
befolyasolja a sejtek hosszanti megnyulésat, a mitotikus aktivitast ladfiiben. A
MCY-LR altal kivaltott novekedésgatlds, s6t a kordbban ismertetett, a
mikrotubulus organizacioban a foszfatdz gatlas mellett altalunk tapasztalt
valtozasok is Osszefiiggésben lehetnek az auxin eloszlas megvaltozéasaval.
Kutatocsoportunk kimutatta, hogy érdekes modon, a PIN2 fehérje rendellenes

eloszlasat és ennek kovetkeztében rendellenes gravitropikus vélaszt mutatod



Arabidopsis crkb mutansok gyokereiben a foszfataz gatlo MCY-LR képes
helyreallitani a helyes gravitropikus valaszt (Freytag és mtsai, 2021). Ismert,
hogy ebben a mutansban egy, a PIN2 foszforilaciojat katalizalé kinaz (CDPK-
szerl kinaz) funkcioja esik ki (Rigé €s mtsai, 2013). Megfigyelésiink arra utal,
hogy a PIN2 foszforilacidjaban egy alternativ kinaz is részt vehet.

A MCY-LR hatasai kapcsan, az altala indukalt fenti szovet- és
sejtszintli  valtozasok mind-mind hozzajarulhattak az 4ltalanos novényi
novekedésgatld hatdsaihoz. Arabidopsis modellben bizonyitottuk, hogy a
szOvettani szinten megfigyelt sejthaldl folyamatokat a ,klasszikus”
programozott sejthalal és a nekrézis mellett az autofiagia folyamatok is
okozzak, a sejthalal tipusa a toxin dozisatdl, a kezelési id6tdl, valamint a
vizsgalt novényfajtol is fiiggott.

Negyedik szint. Mi a fenti sejtbeni torténések biokémiai hattere?
Természetesen ezek komplex, egymassal Osszefiiggd események, struktarak,
regulalasuk is sziikségszertien bonyolult, soktényez6s. Bizonyitottuk, hogy a
legtobb vizsgalt folyamat, elvaltozas Osszefiigg a fehérje foszfatdzok
aktivitasaval. MCY-LR kezelések sordn, a legtobb modellnovényben
megallapitottuk, hogy a gatloszer a PP2A ¢és a PP1 tipusu foszfatazok
aktivitasat egyarant csokkenti. Ugyanakkor a ludfii modellben gyakorlatilag
csak a PP2A aktivitasat gatolja szignifikdns mértékben a vad tipusu
ndvényekben, tehat ebben a rendszerben a MCY-LR o6 eszkoz lehet e foszfataz
miikodésének a vizsgalataban. A katalitikus és a regulator alegység mutansok
segitségével megallapitottuk, hogy a Fass (reguldtor) alegység modulélja a
PP2A holoenzim aktivitasat és expressziojat.

A PP2A- oxidativ stressz Osszefiiggés megértését célzo kutatdsaink
kezdetén mar lehetett tudni, hogy a reaktiv oxigén formak (ROS) keletkezése
¢s semlegesitése fehérje foszforilacio fiiggd, részben jelatviteli folyamatok

eredménye, de a PP2A vonatkoz6 szerepe kevéssé volt ismert (Mathé és mtsai,
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2019). Megallapitottuk, hogy az Arabidopsis modellben ez a foszfataz, azon
beliill is a C3/C4 katalitikus, valamint a Fass szabalyozd alegységek,
szabalyozzak a ndvények oxidativ stressz reakcioit- a reaktiv oxigén formak
(ROS) termelését, az antioxidans enzimek (peroxidazok, szuperoxid-
dizmutazok, kiilondsen a Cu/Zn-SOD) aktivitasat, az oxidativ stresszt kisérd
foszforilalt hiszton H2AX szintjét. Korabban mas modellnovényekben, igy
mustarban €s l6babban tapasztaltuk, hogy a protein foszfataz gatlasa ndvelheti
az antioxidans enzimek aktivitasat. Osszességében elsék kdzott mutattuk ki,
hogy a PP2A (és valosziniileg a PP1) szerin-treonin protein foszfatdzok az
oxidativ stresszreakciok fontos szabdlyozéi. Ugyanakkor a munkank soran
vizsgalt sejtszintli struktirak szervezddésének valtozasait a foszfataz aktivitds
valtozasaival és csak masodsorban az oxidativ stressz-szel tudtuk a
rendszereinkben (MCY-LR, kezelések, ladfii foszfataz ~mutansok)
Osszefiiggésbe hozni.

Osszességében munkank jelentSsen jarul hozza ahhoz, hogy a PP2A
protein foszfataz sokrétli sejtbeni szerepét megértsiik. Kiindulopontja lehet
olyan tovabbi vizsgélatoknak, amelyek a ndvényi mitdzis, a sejtvaz, a
kromatin, a membrankompartmentek szervezddésének, a foszfatdz-oxidativ
stressz Osszefliggések melyebb megértését ceélozzak.

A szubcelluldris folyamatok, a ndvények stresszreakcidinak jobb
megértése mellett a munkanknak gyakorlati jelentésége is lehet. Igy
génszerkesztés technikak segitségével elérhetjiik, hogy a mddositott PP2A
expresszio és mikodés segitségével, a modell- és haszonnévényeket
ellenallobbéd tegylik az oxidativ stresszt kivaltd kornyezeti tényezdkkel

szemben, legyenek azok abiotikus faktorok vagy patogének.

Kulcsszavak: Protein foszfataz 2A (PP2A), Katalitikus (C), Fass (B)

alegységek, mikrocisztin-LR, Phragmites australis, Ceratophyllum, Vicia
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faba, Arabidopsis thaliana, mikrotubulusok, kromatin, foszfohiszton H3,

membran kompartmentek, PIN fehérjék, auxin, oxidativ stressz
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3. A tudomanyra nézve legfontosabb 1j eredményeink jegyzéke

1. Elséként allapitottuk meg, hogy laboratoriumi koriilmények kozott a
protein foszfataz gatlo MCY-LR a nadgyokerek novekedését gatolja a sejtek
megnyuldsat csokkentve, radidlis expanzidjat ndvelve. A tOcsagaz
laboratériumi tenyészeteiben gatolja a hajtdscstiicsban a sejtek megnyulésat.
Mindezen valtozasok kapcsolatosak a kortikalis mikrotubulusok (KMT)
szervezOdésének megbontasaval: a MCY-LR depolimerizaciot, ill.
atrendezddést indukal- fajfliggé modon.

2. Elsoként allapitottuk meg, hogy a MCY-LR egyrészt az altalanos
stresszvalaszhoz kapcsoldodd, madsrészt a protein foszfatdz gatlassal
kozvetleniil 6sszefiiggd szovettani elvaltozasokat indukal a névényekben. Ez
utobbi hatdsok leginkdbb az 1. pontban ismertetett eredményeinkkel
kapcsolatosak. Elsésorban az in vitro eldallitott nadndvénykék segitségével
végeztiilk ezeket a kutatdsokat. A cianotoxin specifikus szdvettani hatdsai
eldrejelezték a protein foszfatazok (PP2A és PP1) sokrétli szabalyozé funkcioit
szubcellularis szinten.

3. Elsoként tartuk fel részletesen azokat az elvaltozasokat, amelyeket a
PP2A ¢és a PPl aktivitdsok gatldsa a mitotikus mikrotubulus rendszer
megszervezésében okoz. Ezek a kutatdsok arra hivtak fel a figyelmet, hogy e
foszfatazok sokrétii, kulcsfontossagd szerepet jatszanak az osztddasi orso, a
fragmoplaszt 0Osszeszerelésében ¢és dinamikajaban, a testvérkromatidak

4. Anodvényekben nemcsak a PP1, hanem a PP2A is szabdlyozza a hiszton
H3 defoszforilacigjat, de ezt a hatast nem teljes egészében direkt modon fejti

ki. Az Arabidopsis PP2A C3-C4 és Fass alegységei befolyasoljak annak a
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teljes PP2A holoenzim készletnek a miikddését, amely a hiszton H3
foszforilacids allapotat szabalyozza.

5. A metafazis-anafazis atmenetet a PP2A/PP1, ndvényekben erésebben
szabalyozza a hiszton H3 foszforilacid szintjén, mint a mitotikus MT
organizacion keresztiil- a 16babban végzett kisérleteink alapjan. Az
Arabidopsis vadtipust ndvények ¢€s a katalitikus-reguldtor alegység mutansok
vizsgalata viszont ennél sokkal komplexebb mechanizmusokat jelez eldre,
legalabbis ebben a modellnovényben.

6. Bizonyitottuk, hogy az allil-izotiocianat (AITC) a PP1 aktivitast gatolja
a lobab gyokerekben ¢és igy kivald eszkéz lehet a novényi mitdzis
foszforilacids szabalyozasanak a kutatasaban.

7. ElsOként allapitottuk meg, hogy az Arabidopsis modellnévényben a
plasztiszok osztddasat a protein foszfatdzok szabalyozzak, ezek a foszfatazok
pedig mind plasztisz- mind citoplazmatikus enzimek is lehetnek. Elsék kozott
bizonyitottuk, hogy a plasztiszokban 1éteznek sajat, PP2A/ PP1 tipusu protein
foszfatazok. A plasztisz osztodas vizsgalatdhoz kapcsoltan megéllapitottuk,
hogy a protein foszfatdz gitlas a cianobaktériumokban (amelyek a plasztiszok
evolucios 0Osei) is befolydsolja a sejtosztodast €s felvetettiik, hogy a
mikrocisztineket eredetileg azért termelték a cianobaktériumok, hogy fenn
tudjak tartani a sejtosztodast stresszkoriilmények kozott.

8. Megallapitottuk, hogy a PP2A/PP1 képes szabdlyozni a
mitokondriumok fizi6-hasadas ciklusat, a plasztiszok sztromula képzését.

9. Kidolgoztunk egy uj, alternativ eljarast az ¢l6 novényi sejtek
tonoplasztjanak jelolésére (ACAIN, CACAIN jeldlés).

10. Megallapitottuk, hogy a PP2A és a PP1 befolyasolhatja a ndvényi
programozott sejthalal indukcidjanak kiillonb6zo sejtszintli folyamatait, igy a
DNS egy-és kétszalu hasadasanak szabalyozasat, a kromatin kondenzaciot és

fragmentaciot, a vakuolaris rendszer szervezddését és a litikus vakuolumok
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kialakulasat, valamint az autofagiat. Ugyanakkor nem tudjuk még, hogy ezek
a hatasok mennyire kozvetlenek és mennyire kapcsolatosak a foszfatazok altal
szabalyozott egyéb stresszreakciokkal.

11. Természetes viztérbdl szarmazo (Gyula, Békés m., Bardos-t6), MCY-
LR-termeld cianobaktérialis vizviragzas mellett nevelkedd sima técsagaz (C.
submersum) hajtasokban a sejtmegnytlas gatlasat, a sejthalalra utalé kromatin
szintli valtozasokat tapasztaltunk. Legérdekesebb megfigyelésiink az volt,
hogy az osztd6dd szdvetekben ndvekedett a hiszton H3 foszforildcid szintje.
Mivel ez kozvetleniil kapcsolodik a MCY-LR specifikus protein foszfataz
gatld hatasdhoz, ilyen szinti citologiai valtozasok a MCY-LR (és altalaban a
mikrocisztinek) jelenlétének indikatorai lehetnek a természetes vizekben.

12. Megallapitottuk, hogy az Arabidopsis modellndvényben a MCY-LR,
amely itt elsésorban a PP2A aktivitasat gatolja, négyféle auxin efflux
transzporter- a PIN1, 2, 3 és 7 fogyokér csucson beliili mennyiségét, eloszlasat
befolyasolja, és a PIN 1, 2, 3 esetében ez az oldalgydkerekre is vonatkozik.
Ezzel mi is hozz4jarultunk annak bizonyitasahoz, hogy a PP2A tobbféle PIN
fehérje foszforilaciojat, ezzel az auxin gyokérbeni eloszlasat szabalyozza- és
ezen keresztiil fontos szerepet jatszik a sejtek novekedésében, valoszintlileg a
szubcellularis struktirdk szervezOdésében is- tehat atfogd Osszefliggést
talaltunk az auxinok eloszléasa, a sejtszervezddés €s a PP2A mitkddése kozott,
foszfataz gatloszer alkalmazésaval.

13. Megallapitottuk, hogy az Arabidopsis csiranovényekben a PP2A Fass
szabalyozo alegysége moduldlja a holoenzim aktivitdsat, a katalitikus
alegységek expresszidjat és ezzel a hiszton H3 foszforilacios szintjét is
szabalyozza. A C3 ¢és a C4 katalitikus alegységek jelentds mértékben
hozzajarulnak a teljes PP2A holoenzim készlet aktivitasahoz, ezzel a mitdzis

szabalyozéasahoz.
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14. Az Arabidopsis foszfatdz mutdnsokkal végzett kisérleteink azt
mutatjak, hogy a PP2A C3, C4 és Fass alegységei szabalyozni képesek a ROS
termelést és semlegesitést. Az Arabidopsis PP2A Fass reguldtor alegysége,
amely a C3-C4 katalitikus alegységekkel 1étesit kapcsolatot, fontos szerepet
jatszik a novény oxidativ stresszreakcioinak szabalyozdsaban. Modulalja az
oxidativ stressz soran fellépd DNS torések javitasat kiséré YH2AX szintet. A
lobabban végzett kisérleteink tovabbi kozvetett bizonyitékot szolgaltatnak
arra, hogy a PP2A (és a PPIl) a peroxiddzok és a katalazok aktivitasat

szabalyozzak.
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4. Short summary of the DSc thesis: Regulation of plant cell
organization and functioning by serine-threonine protein

phosphatases (PP2A, PP1)- a cell biology approach

Reversible phosphorylation is one of the most important post-translational
modifications (PTM) of proteins that involves a significant proportion of total
cell protein. The serine and threonine amino acid side chains are affected most
frequently. Phosphorylation by protein Kkinases is opposed by
dephosphorylation catalyzed by protein phosphatases (Smith and Walker,
1996; Luan et al., 2003). Both types of modifications are achieved by a large
number of enzyme families. Probably the most abundant eukaryotic
phosphatases are of type PP2A and PP1 that affect phosphoserine and
phosphothreonine residues. These enzymes regulate crucial metabolic and
cellular events, as cell cycle, intracellular dynamics or stress reactions. PP2A
holoenzymes consist of scaffolding (A), regulatory (B) and catalytic (C)
subunits (Farkas et al., 2007; Shi, 2009). Our goal was to reveal their roles in
a number of important plant subcellular processes less studied to date. Thus,
besides the organization of chromatin and cytoskeleton, regulation of cell
death, we focused on their role in the control of endomembrane, like vacuolar
organization, on plastid structure and division as well as in the regulation of
plant oxidative stress responses. Finally, we conducted research on the
biochemical events laying behind these subcellular events.

Our research followed two approaches. First, we revealed the effects of
the potent protein phosphatase (PP2A and PP1) inhibitory cyanotoxin,
microcystin-LR, on cellular growth as well as at the histological and
subcellular level. The axenically grown model plants used here were plantlets

of reed grass (Phragmites australis) regenerated from embryogenic calli,
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whole plants of coontail (Ceratophyllum demersum) and seedlings of broad
bean (Vicia faba) and white mustard (Sinapis alba). P. australis and C.
demersum are ecologically important macrophytes that can be in direct contact
with the cyanotoxin under natural conditions (see e.g. the work of Pflugmacher
and co-workers). V. faba is currently used as a model plant in plant cell biology
and genetics, while mustard is a widely used model in toxicology tests. For
reed and mustard, previous research conducted in our and other laboratories
proved the growth inhibitory effects and alterations of stress enzyme activities,
and for mustard, we observed histological alterations as well (M-Hamvas et
al., 2003). Research currently presented was based on these previous findings.

The second approach involved the use of seedlings of the tale cress
(Arabidopsis thaliana) model. We employed both wild-type (Col0) plantlets
and loss-of-function mutants for the catalytic and Fass (B”) subunits of PP2A
(c3c4, fass-5, fass-15) (described by Spinner et al., 2013). For Arabidopsis, an
impressive number of genotypes is available, where different target proteins
are fused to several variants of the green fluorescent protein (GFP), in a Col0
background. These are excellent tools to study subcellular structures in living
cells of whole plants, a good alternative to the use of fixed plants subjected to
immunofluorescence (IF) of histochemical (HC) labelings (Mathur, 2004,
2021).

We studied the functioning of PP2A (and PP1) in plant cells at four
levels.

At the first level, mainly histological studies were performed. We have
found that decreases of protein phosphatase activities inhibited cell elongation
and induced a significant number of histological alterations. There were two
types of histological alterations of axial organs induced by the toxin in P.
australis: (i) general stress reactions were defence responses and included the

obturation of aerenchyma by a callus-like tissue as well as lignifications and
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autofluorescence of cell walls and necrosis in cortical parenchyma tissue. Such
alterations were observed for other phytotoxins as well, for example in the
presence of organic acids released under hypoxic conditions in the sediment of
freshwaters (Armstrong and Armstrong, 2001); (ii) specific responses were
directly related to protein phosphatase inhibition by microcystin-LR. The toxin
inhibited longitudinal cell elongation and promoted radial expansion in roots
(and in shoot tips of C. demersum). Primary roots were frequently fused
together at the level of cortex or stele. The inhibition of cell elongation proved
to be responsible for the inhibition of longitudinal growth of axial organs, the
early formation of aerenchyma and lateral roots, and for the fusion of laterals.

Level 2. What could be the subcellular background of these alterations?
An important observation was the correlation of altered cell growth to the
depolymerization of cortical microtubules in P. australis roots and to their
reorientation in C. demersum shoot tips. In non-synchronized root tip
meristems of P. australis and V. faba, long-term toxin exposures stimulated
mitotic activity, and increased early and late mitotic indices. In shoot tips of C.
demersum, microcystin blocked cells in early mitosis (prophase and
prometaphase). Metaphase-early anaphase mitotic spindle anomalies were
observed in toxin treated P. australis and V. faba root tips. Asymmetric
anaphase spindles in P. australis and phragmoplast disruption in both plants
could be related to uncomplete sister chromatid segregation and lagging
chromosomes in late mitosis. In V. faba roots it was clearly visible, that these
phenomena led to the formation of micronuclei and fragmented nuclei in cells
of the meristematic and elongation zone. The disruption of cortical microtubule
organization, the changes in mitotic activity and the induction of cell division
anomalies could be already observed at 0.1 - 1 pg mI* (uM) microcystin-LR
in P. australis roots, a concentration range that inhibited protein phosphatase

activity by 50 % or more in this plant.
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Histone H3 is phosphorylated at the onset of mitosis and necessary for
the correct condensation and cohesion of sister chromatids at the beginning of
cell division. Proper segregation of sister chromatids at the end of mitosis
requires gradual histone H3 dephosphorylation but for a long time, the nature
of phosphatase(s) involved were little known in plants (Houben et al., 2007).
When lateral roots of V. faba were partially synchronized in the S phase of the
cell cycle, and then treated with microcystin-LR, the general stimulation of
mitosis and (at toxin concentrations as high as 10 ug ml) acceleration of the
cell cycle could be observed. This meant that in this case the cyanotoxin did
not block completely cells in any phase of mitosis. During the short time
interval of toxin exposure of synchronized cells (30 h), we observed lagging
chromosomes, but anomalies in the organization of microtubules were not
characteristic. Instead, this phenomenon coincided with histone H3
hyperphosphorylation, a phenomenon induced by the protein phosphatase
inhibitory effect of microcystin-LR. Taken together the results obtained on
non-synchronized and synchronized cells, we can state that in V. faba, the
toxin-induced cell division anomalies can be related to the induction of
changes in mitotic microtubule organization, but histone H3
hyperphosphorylation has a primary role in the formation of those anomalies.
Paralelly, long-term MCY-LR exposures or combined used of MCY-LR with
AITC (allyl-isothiocyanate) induced metaphase blocks and for cells that could
undergo late mitosis, mis-segregation of sister chromatids occurred frequently.
Interestingly, histone H3 hyperphosphorylation could also be detected in a
natural population of coontail (Ceratophyllum submersum), that was exposed
to a microcystin-producing cyanobacterial bloom. We raised the idea that the
high phosphorylation level of histone H3 can be an indicator for the presence

of microcystins in natural surface waters.
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Our work has revealed for the first time a number of histological and
cytological alterations induced by the cyanotoxin. Moreover we proved that
MCY-LR induces programmed cell death symptoms (DNA breaks, chromatin
condensation and fragmentation) and necrosis in all the model plants studied.
We proposed the relevant roles of protein phosphatases in these processes.

In the Arabidopsis system we confirmed facts already found in other
plant models, e.g. that protein phosphatase inhibition (MCY-LR treatments)
influence mitotic activities and the level of histone H3 phosphorylation.
However, in contrast to Vicia, the Arabidopsis root apical meristem does not
show a clear relationship between histone H3 phosphorylation and metaphase-
anaphase transition. On the other hand, this histone modification is regulated
both by catalytic and Fass subunits of PP2A.

Our live cell imaging studies showed that protein phosphatases,
especially PP2A, regulate the organization of the plant vacuolar system,
autophagy, the mitochondrial fission-fusion cycle as well as of the organization
and division of plastids. All these findings were made in our laboratories for
the first time.

Related to the effects of MCY-LR, all the above presented histological
and subcellular alterations could contribute to its general growth inhibitory
effects in plants. We proved that cell death detected at the histological level is
caused by programmed cell death, autophagy or necrosis and the type of cell
death depended on the dose and plant exposure time to the inhibitor as well as
on the plant species/genotype used.

Level 3. The integration of cellular activities at the tissue level is also
regulated by PP2A. It was shown previously that PP2A regulates the
functioning of PIN, a family of auxin efflux carriers, involved in the polar
transport of this hormone (Zwiewka et al., 2019). We added further evidence

for the process where PP2A is regulating (via PINs) the tissular distribution of
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auxins, crucial plant developmental regulatory hormones in roots and
correlated this to the regulation of cell elongation, microtubule organization
and mitotic activities in Arabidopsis.

Level 4. What is the biochemical background of the above cellular/
subcellular events? These are very complex and interrelated
structures/processes with many regulatory mechanisms. We have proven that
for most of the investigated parameters, changes were related to protein
phosphatase activities. During MCY-LR treatments, the inhibitor decreases
both PP2A and PP1 activities for most of model plants- except Arabidopsis,
where- in Col0 plants, only PP2A was inhibited in a significant manner. So in
this latter model, microcystins can be suitable tools for the study of PP2A
functions. With the aid of the catalytic and regulatory subunit mutants of this
plant we found that (i) Fass, a regulatory subunit modulates activity and
expression of PP2A holoenzymes and (ii) PP2A regulates oxidative stress
reactions of plants- the production of reactive oxygen species (ROS), as well
as activities and levels of antioxidant enzymes, peroxidases and superoxide
dismutases (mainly Cu/Zn-SOD). We have revealed previously that protein
phosphatase inhibition can increase antioxidant enzyme activities in other
models too (in mustard and broad bean). To summarize this issue, we were
among the first to show that PP2A and possibly PP1 serine-threonine protein
phosphatases are important regulators of oxidative stress responses in plants.
As we reviewed this issue, this relationship was not well-known before (Mathé
et al.,, 2019). To summarize the biochemical background of subcellular
regulatory events mediated by protein phosphatases in our model plants, nearly
all our findings concerning subcellular events could be correlated to PP2A (and
except for Arabidopsis, PP1) activities rather than to unspecific stress reactions
like oxidative damage. Both the use of MCY-LR and of phosphatase mutants

led to this conclusion.
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To summarize, our work gave an important contribution to the
understanding of the cellular regulatory functions of PP2A. It can be a starting
point to further research regarding the regulation of plant mitosis, the
organization of chromatin, cytoskeleton and membrane compartments and
finally, to a deeper understanding of oxidative stress-protein phosphatase
relationships.

Besides a better understanding of the regulation of subcellular events
and plant reactions to various stresses, our work may have practical
implications as well. For example, gene editing techniques can be efficient in
the producing of model and crop plants with modified expression and activities
of PP2A to induce enhanced resistance to abiotic factors and pathogens that

induce oxidative stress.

Key words: Protein phosphatase 2A, ,,C” (catalytic) and Fass (B”) subunits,
microcystin-LR, Phragmites australis, Ceratophyllum demersum, Vicia faba,
Arabidopsis thaliana, microtubules, chromatin, phosphohistone H3,

membrane compartments, PIN proteins, auxin, oxidative stress
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Freytag, C., Mathé, C., Rig6, G., Nodzynski, T., Konya, Z., Erdddi,

F., Csépld, A., Pozer, E., Szabados, L., Kelemen, A., Vasas, G., Garda,
T. (2021) Microcystin-LR, a cyanobacterial toxin affects root
development by changing levels of PIN proteins and auxin response in
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Juhasz, G.P., Kéki, S., Dékany-Adamoczki, A., Freytag, C., Vasas, G.,
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induces changes in the organization of membrane compartments in
Arabidopsis. Microorganisms 11: 586. IF 4.1, Q2

Mathé, C., Freytag, C., Kelemen. A., M-Hamvas, M., Garda, T. (2023) B”
regulatory subunits of PP2A: their roles in plant development and stress
reactions. Int. J. Mol. Sci. 24: 5147. IF 4.9, D1

Mathé, C., Boka, K., Konya, Z., Erdddi, F., Vasas, G., Freytag, C., Garda, T.
(2024) Microcystin-LR, a cyanotoxin, modulates division of higher
plant chloroplasts through protein phosphatase inhibition and affects
cyanobacterial division. Chemosphere 358: 142125. D1

Kelemen, A., Garda, T., Konya, Z., Erdddi, F., Ujlaky-Nagy, L., Juhasz,
G.P., Freytag, C., M-Hamvas, M., Mathé, C. (2024) Treatments with
diquat reveal the relationship between protein phosphatases (PP2A) and

28


https://tudoster.idea.unideb.hu/hu/szerzok/3292
https://tudoster.idea.unideb.hu/hu/szerzok/233
https://tudoster.idea.unideb.hu/hu/szerzok/3177
https://tudoster.idea.unideb.hu/hu/szerzok/599
https://tudoster.idea.unideb.hu/hu/szerzok/599
https://tudoster.idea.unideb.hu/hu/szerzok/3046
https://tudoster.idea.unideb.hu/hu/szerzok/2359
https://tudoster.idea.unideb.hu/hu/szerzok/2359
http://ebib.lib.unideb.hu/ebib/CorvinaWeb?action=cclfind&resultview=longlong&ccltext=idno+BIBFORM093203
http://ebib.lib.unideb.hu/ebib/CorvinaWeb?action=cclfind&resultview=longlong&ccltext=idno+BIBFORM093203
http://ebib.lib.unideb.hu/ebib/CorvinaWeb?action=cclfind&resultview=longlong&ccltext=idno+BIBFORM093203

oxidative stress during mitosis in Arabidopsis thaliana root meristems.
Plants 13: 1896. IF 4.1, Q1
Kelemen, A., Koénya, Z., Ujlaky-Nagy, L., Garda, T., Erdddi, F., Freytag, C.,
Juhasz, G.P., Pasternak, T.P., Riba, M., Mathé, C. (2025a) Fass and
C3/C4 contribute to the activities and levels of protein phosphatase 2A
catalytic subunit pool and regulate mitotic events in Arabidopsis. Plant
Physiol. Biochem. 227: 110187. IF 5.7, D1
Garda, T., Juhasz, G.P., Kelemen, A., Mathur, J., Ujlaky-Nagy, L., Freytag,
C., M-Hamvas, M., Riba, M., Mathé, C. (2025) Long-term treatments
with microcystin-LR and diquat reveal their differences in the induction
of oxidative stress responses and mitotic alterations in terms of stress
recovery in Arabidopsis roots. Environ. Pollut. 382: 126748. IF 7.3, D1
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Beyer, D., Suranyi, G., Vasas, G., Roszik, J., Erdddi, F., Mikoné Hamvas,
M., Bacsi, 1., Batori, R., Serf6z06, Z., Mathéné Szigeti, Z., Vereb,
G., Demeter, Z., Gonda, S., Mathé, C. (2009) Cylindrospermopsin
induces alterations of root histology and microtubule organization in
common reed (Phragmites australis) plantlets cultured in vitro.
Toxicon. 54: 440-449. IF 2.13, Q2

Demeter, Z., Suranyi, G., Molnar, V., Sramko, G., Beyer, D., Kénya,

Z.,Vasas, G., Mikoné Hamvas, M., Mathé, C. (2010) Somatic
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embryogenesis and regeneration from shoot primordia of Crocus
heuffelianus. Plant Cell Tiss. Org. 100: 349-353. IF 1.24, Q1

Mathé, C., Demeter, Z., Resetar, A., Gonda, S., Balazs, A., Széke, E., Kiss,
Z., Simon, A., Székely, V., Riba, M., Garda, T., Gere, B., Noszaly,

Z., Molnar, V., Vasas, G. (2012) The plant tissue culture collection at the
Department of Botany, University of Debrecen. Acta Biol. Szeged. 56:
179-182. Q3

Mathé, C., Mosolygo, A., Suranyi, G., Beke, A., Demeter, Z., Toth,

V., Beyer, D., Mészaros, 1., Mikéné Hamvas, M. (2012) Genotype and
explant-type dependent morphogenesis and silicon response of common
reed (Phragmites australis) tissue cultures. Aquat. Bot. 97: 57-63. IF 1.59,
Q2.

Demeter, Z., Kanalas, P., Mathé, C., Cseke, K., Sz6l16si, E., Mikoné
Hamvas, M., Jambrik, K., Kiss, Z., Mészaros, 1. (2014)** Osmotic stress
responses of individual white oak (Quercus section, Quercus subgenus)
genotypes cultured in vitro. J. Plant Physiol. 171: 16-24. IF 2.55, Q1

Resetar, A., Demeter, Z., Ficsor, E., Balazs, A., Mosolygo, A. Szoke,

E., Gonda, S., Papp, L., Suranyi, G., Mathé, C. (2014) Growth regulator
requirement for in vitro embryogenic cultures of snowdrop (Galanthus
nivalis L.) suitable for germplasm preservation. Acta Biol. Hung. 65: 165-
177.1F 0.59, Q3

Garda, T., Riba, M., Vasas, G., Beyer, D., Mikoné Hamvas, M., Hajdu,

G., Tandor, 1., Mathé, C. (2015) Cytotoxic effects of cylindrospermopsin
in mitotic and non-mitotic Vicia faba cells. Chemosphere. 120 145-153. IF
3.7,D1

Mathé, C., Beyer, D., Mikoné Hamvas, M., Vasas, G. (2016) The Effects of
microcystins (Cyanobacterial Heptapeptides) on the eukaryotic
cytoskeletal system. Mini-Rev. Med. Chem. 16: 1063-1077. IF 2.66, Q2
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V., Sramko, G., Mathé, C. (2017) Production and Characterization of
Tissue Cultures of Four Crocus Species from the Carpathian Basin. Acta
Biol. Crac. Ser. Bot. 59: 31-39. IF 0.8, Q3

Resetar, A., Freytag, C., Kalydi, F., Gonda, S., Mikoné Hamvas, M., Ajtay,
K., Papp, L., Mathé, C. (2017) Production and antioxidant capacity of
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Mikéné Hamvas, M., Ajtay, K., Beyer, D., Jambrik, K., Vasas, G., Suranyi,
G., Mathé, C. (2017) Cylindrospermopsin induces biochemical changes
leading to programmed cell death in plants. Apoptosis. 22: 254-264. |F
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Mathé, C., Mikoné Hamvas, M., Garda, T., Beyer, D., Vasas, G.
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Toxin) and its potential medical consequences. Curr. Med. Chem. 24: 91-
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Mathé, C., Nick, P., Pasternak, T. P. (2021) Editorial: How Cells Build
Plants: Regulatory Mechanisms for Integrated Functioning of Plant Cells
and the Whole Plant Body. Front. Plant Sci. 12: 1-3. IF 6.62, D1

Mathé, C., Mikoné Hamvas, M., Vasas, G., Garda, T., Freytag, C.:
Subcellular Alterations Induced by Cyanotoxins in Vascular Plants: A
Review. Plants-Basel. 10: 1-18, (cikkazonosito: 984). IF 4.65, Q1
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7. Tudomanymetriai adatok
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Az értekezés alapjaul szolgélo kozlemények Gsszesitett impakt faktora..93,71

32



