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1. Bevezetés és célkituzések

Az elmult néhany évtizedben széles korben elterjedt az a felismerés, hogy
az eutrofizacioé kovetkezményeként felszini vizeinkben megjelend algatoxinok
komoly természetvédelmi, humén-egészségiigyi problémakeént 1s
jelentkezhetnek. A tomegesen megjelend fotoszintetizaldé planktonikus
szervezetek egy része nagy valasztékban termelnek szokatlan metabolitokat,
amelyeknek természetes funkcidja nem vilagos, jollehet tobb koziiliik hatassal
van mas ¢él6lényekre. E toxinok, mind kémiai, mind toxikologiai szempontbdl a
természetes toxinok egy igen valtozatos csoportjat képviselik. Annak ellenére,
hogy vizi eredetlick, az els6 megismert algatoxinok sokkal veszélyesebbnek
er6s 1degméreg, masok elsdésorban a madjat karositjadk, megint masok
gastroenteritis jellegli betegségeket idéznek el6. A legujabb kutatasi eredmények
azt bizonyitjdk, hogy hatdssal vannak a fito- és zooplankton képviseldire, és a
magasabb szervezddési szinten 1évé ndvényekre is. A toxinok az elpusztuld
sejtekbdl vagy aktiv folyamat révén a vizbe keriilve a vizet fogyasztd vad- és
haszonallatokra, de az emberre is potencialis veszélyt jelenthetnek.

Ertekezésiink f6 célija az algaviragzasok  toxin-variabilitasanak
tanulmanyozéasa, azon beliil is elsésorban a cianobakteridlis toxintermelés
sajatossagainak ¢s kovetkezményeinek kutatdsa mérsékeltovi kontinentélis
vizterek kapcsan.

Mig az édesvizi vizvirdgzasokban fOként a cianobaktériumok
dominansak, addig az eukariota algdk okozta mérgezések foként tengeri
fajokhoz kothetoek, €s elsOsorban a dinoflagellatdk koziil keriilnek ki azok a
szervezetek, amelyek tomeges elszaporodasa kozegészségiigyi, gazdasagi €s
természetvédelmi problémat okoz. Kontinentalis vizterekbdl is vannak ilyen
jellegii ismereteink, bar joval kisebb szamban. Ilyen szervezetek kozé tartozik a
Prymnesium parvum, amely foként édes- és brakkvizekben idézett el tomeges
megjelenésevel vizviragzast ¢s a mérgez0 anyagcsere termékei altal hatalmas
halpusztuldsokat okozott a vildg tobb orszdgaban. Munkankban célul tiiztiik ki,
hogy attekintjiik a faj félszikes ¢éldhelyeken torténd megjelenését és az 4ltala
okozott mérgezéses eseteket. Az altalunk leirt 0j, a fajhoz kothetd proteolitikus
hatéanyagcsaladot jellemeztiik a Prymnesium parvum tenyészetébdl és az altala
okozott algaviragzasokbol egyarant. A toxincsalad jellemzésén tul attekintjiik
lehetséges funkcioit a mérgezésben és taplalkozasban egyarant.
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Az algatoxinok termelésének, elofordulasainak és a kornyezetben betoltott
szerepliknek a vizsgalatahoz elengedhetetlenek azok a kornyezetanalitikai
technikdk, amelyek segitségével a toxinok jelenléte, mennyiségi viszonyai
meghatarozhatoak. Célunk olyan rutin analitikai modszerek kidolgozasa volt,
amelyek segitségével a leggyakoribb és legjelentésebb cianobakterialis toxinok
mérése megoldhatd mind kornyezeti mintakbol, mind laboratériumi
tenyészetekbdl egyarant. A kidolgozott technikank célja, hogy minimalis minta-
elokészitéssel az algavirdgzasokbol szarmazd sejttomegbdl €s a viztérbol
kozvetleniil a toxinok jelenlétét igazolni tudjuk, rutin mérésilk megoldhato
legyen.

A toxintermelés szabalyozésa és egyes kornyezeti hatasok valos szerepe a
mérgezd metabolitok termelése kapcsan mind a mai napig nem tisztazott. A
tapanyagok hatasa a cianobakterialis toxintermelésre Kritikus lehet, hiszen éppen
ezek azok a f6 faktorok, amelyek kovetkeztében a fotoszintetizald sejtek
tomegei kialakulnak. Egy nitrogénfixalé toxintermeld cianobaktérium, az
Aphanizomenon ovalisporum, melynek toxintermelése jol jellemzett, alkalmas
modell ilyen jellegli kutatdsokhoz. Vizsgalataink soran arra a kérdésre kerestiik
a valaszt, hogy van-e 0sszefiiggés a kén-, foszfor-, illetve nitrogénellatottsag és a
toxintermelés kozott.

A leggyakoribb mérgez6 algaviragzast okozéd édesvizi cianobaktériumok
a Microcystis genusz képviseldi koziil keriilnek ki. Ugyanakkor a leggyakrabban
eléforduldo és a legtobb problémat okozo cianobakterialis toxinok, a
mikrocisztinek is részben ezekhez a fajokhoz kothetéek. Munkankban célul
tlztik ki a mikrocisztin termeld fajok toxintermeld képességének, toxin-
variabilitasanak tanulmanyozasat sekély tavainkban eléfordulo
algaviragzasokbol. Egy jellemzden alpesi rétegzett mélytavakban eléfordulod
cianobaktérium, a Planktothrix rubescens szokatlan sekélytavi megjelenése
kapcsan vizsgaltuk meg a toxintermeld képességen til azokat a jellemzd
genetikai faktorokat, melyek a természetes tomegprodukcidokban eléforduld
toxinok variabilitasat és a szélsdségesen alacsony illetve magas toxintartalmat
okozhatjak egy adott faj tomeges el6fordulasa soran. Egy téli idészakban
regisztralt Microcystis viragzas soran célunk volt megvizsgalni a mikrocisztin
termeld képességén tul, a jégbefagyott toxintermeld sejtek életképességét, amely
a faj lehetséges attelelési stratégidjanak ¢€és a koratavaszi tomeges
megjelenésének magyarazata lehet.
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Nagyszamu eredményt talalunk az irodalomban arra vonatkozdan, hogy
mikrocisztin-tartalmu tapoldattal valo kezelés, vagy mikrocisztin tartalmi vizzel
valo ont6zés karos hatassal van a novényi névekedésre, befolydsolja a ndvényi
enzimek aktivitasat. Tobb  kutatdocsoport szamolt be ilyen iranyua
megfigyeléseir6l mind vizindvények, mind haszonnovények esetében.
Ugyanakkor valos koriilmények kozott megfigyelt toxin okozta ndvényi
karosodas kifejezetten ritka az irodalomban. Célunk volt a legismertebb
cianobakterialis toxinok novényekre gyakorolt hatdsainak attekintése egy valds
novényi degradacid kapcsan, ahol mikrocisztin tartalmi 6nt6zOvizzel locsolt
fufélék pusztuldsat regisztraltuk.

Amiota a Cylindrospermopsis raciborskii tomeges megjelenései soran
mérgezéseket és toxinok jelenlétét tapasztaltdk a vilag egyes tajain (Ausztralia,
Dél-Amerika), kitlintetett figyelemmel kisérik a faj terjedését minden régidban.
Elterjedése és tomeges megjelenései Eurdpa orszagaiban is gondot okozott. A
toxintermelése kifejezetten valtozatos és a tomeges megjelenésre hajlamos
cinaobaktériumokon beliil is unikalisnak tekinthetd. A hazai megjelenések miatt
¢s egy altala okozott vizviragzas kovetkezményei mentén, megvizsgaljuk a faj
europai  kemotipusanak jellemzdit ¢és az esetleges toxintermelésének
sajatossagait.

Munkanknak ugyanakkor célja az is, hogy attekintsiik a cianobakterialis
toxinok valtozatossagat, lehetséges hatasait és funkcidit. A ndvényvilagban
tobbszaz éve kimutatott és azonositott erds hatassal bir6 komponensek, toxinok
sokasdgat alkalmazza a tudomény szamos részteriilete (agrarium, orvos- €s
gyogyszertudomany) ¢és talalkozunk ezekkel a komponensekkel a
mindennapokban is. A cianobakteridlis alkaloid tipust toxinokon keresztiil
mutatjuk be azokat a lehetséges hatasokat, melyek e toxinok stilyos mérgezéses
eseteiken tul, egyéb teriileteken is alkalmazast nyerhetnek.

2. A Prymnesium parvum toxintermelése

Prymnesium algaviragzas soran a viz arany-, vagy sargasbarna sziniivé
valik, habzas akkor fordul el6, amikor a viz hullamzik. Legfeltiinébb a
vizviragzas soran a halak fajtol ¢€s kortdl (mérettdl) fiiggetlen tomeges
pusztulasa. Az elhullott halak nyalkaval boritottak, a kopoltyukon, uszokon és
pikkelyeken bevérzések lehetnek. A mérgezés soran a halak megprobalnak
kiugralni a vizbdl, a ragadozokat nem kertilik, lassan és gorcsdsen usznak a part
kozelében (Granéli et al.,, 2003; Claire, 2006). A nagyszamu aranyalga
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viragzasok ¢€s azokkal jaro kovetkezmények jol szemléltetik, hogy vilagméretii
jelenséggel van dolgunk és a toxikus algaviragzasokat el6idézé fajokon beliil is
kifejezetten komoly karokat okoz6 a Prymnesium parvum tomeges
elszaporodasa.

A hajdaszoboszl6i Téglagyari Oregtavon kiilonbdzé halfajok tomeges
pusztulasat figyeltik meg 2005. julius 6.-4&n. Az elpusztult egyedek
kopoltyafedéin és a végbélnyilasuk kornyékén jellegzetes bevérzéseket
¢észleltiink. Az €16 egyedek jelentds része pipalt, illetve partkozeli koordinélatlan
mozgas volt rajuk jellemzd. Vizkémiai paraméterek alapjan a halpusztulas az
oldott oxigén illetve az ammonia tartalom alapjdn nem volt magyardzhatd,
azonban feltlind volt a viz magas vezetoképessége (Vasas et al., 2007; 2012).

1. abra. Halpusztulassal jar6 Prymnesium parvum algaviragzasok, magyarorszagi vizterekben
(A) 1: Téglagyari Oregté (Hajduszoboszld, 2005), 2: Halasto (Kisujszéallas, 2009), 3: Pankota
to (Szentes), 4: Kovacs t6 (Sandorfalva, 1996), 5: Téglagyari Dogos té6 (Mako, 1995, 2010),
6: Horgaszt6 (Battonya, 1997). P. parvum két ostorral a rovidebb haptonémaval és a
jellegzetes bab alakt sargaszold kloroplasztisszal (B) 40 milli6 per literes egyedszdmmal bird
P. parvum viragzas aranysarga szine az Oregtavon (Hajduszoboszlo, 2005) (C; Vasas et al.,

2012).
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Ezzel parhuzamosan a t6 vize jellegzetes aranysarga -elszinezOdést
mutatott (1. abra) egy, a viztérben tomegesen megjelend planktonikus eukaridta
szervezetnek koszonhetden. A szervezetet fénymikroszkoppal torténd hatarozas
soran Prymnesium parvum Carter-ként hataroztuk, amelynek egyedei 35-40
millio/l egyedszamban voltak jelen a meritett vizmintaban. A meritett vizminta
toményités nélkiil is extrém mértékii toxikologiai eredményeket adott.

A Hajdszoboszlon bekovetkezd virdgzast kovetden attekintettiik a
régionkban, az elmult években tortént hasonld eseteket. Az adatok alapjan jol
lathatdo, hogy elsésorban lugos karakterli, a szokéasosnal magasabb
vezetOképességgel rendelkezd vizekben jelent meg a faj viszonylag nagy
szdmban.

Az elvégzett hemolitikus tesztek alapjan felmeriilt a protedz hatdsa
anyagok vizsgalata, melyeket a szervezete tomeges elszaporodasa kapcsdn még
nem vizsgaltak. A tomeges halpusztulasokat el6idézé6 P. parvum
vizviragzasokbol gyiijtott terepi mintdk (,,P1” és ,,P5” jeliiek), valamint a
laboratoriumi referenciatorzs-tenyészetiink (UTEX no. 2797) mintéit elemezve
14-20 zselatinbontd enzimaktivitassal rendelkezd fehérjesavot detektaltunk a
géleken, kozottik azonos molekulatomeggel rendelkezdket, 1. tablazat).
Specifikus aktivitasuk a kiilonb6z6 mintakban természetesen mutatott
kiilonbségeket, hiszen ardnyuk az egységnyi fehérjetartalmi mintdkban sok
tényez6tél fiigg (tenyészet kora, dallapota, stb.). A terepi mintdk legtobb
proteazanak miikddéséhez az optimalis pH: 8,0-9,0, ami jo egyezést mutatott a
vizviragzas soran mért vizkémiai adatokkal (Vasas et al., 2012).
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1. tablazat. Kiilonb6z6 magyarorszagi tavakbol gyhjtétt P. parvum mintdk (P1:
Hajduszoboszld és P5: Mako) és a laboratoriumi koriilmények kozott nevelt P. parvum
(UTEX no. 2797 torzs) azonos relativ molekulatomeggel jellemezhetd zselatinbontd protedz
enzimei (pH: 8,0; Vasas et al., 2012).

relativ molekula- Prymnesium P17 terepi minta  ,,P5” terepi minta
tomeg (kDa) parvum tenyészet
LUTEX”
>125 +++ +++ ++
120£1.0 + +
115+£2.0 + + +
108 £2.0 + + +
104+£1.0 + + +
95+ 3.0 + + +
86+2.0 + + +
80+3.0 + + +
70£2.0 + + +
64+£2.0 + +
62+2.0 + +
53+3.0 +(E) + +/++
46 +3.0 + + +
38+3.0 + + +
35+0.5 + + +
33+1.5 +
18+ 1.0 + +

*+: g géleken magas zselatinbonté aktivitist mutaté protedz, (E): csak a tenyészet feliiliiszé frakciéjaban

detektalhato, extracellularis protedz, ++/+++: dupla vagy tripla sav

Az UTEX tenyészet 10 és 21 napos mintdinak sejt- és feliiliszo frakcioja
zimogramjait Osszehasonlitva az 1zoenzim mintdzatokban kiilonbségeket
detektaltunk; a 10. napon a sejtfrakcié mintdjaban a 115, 108, 104, 80, 62 és 38
kDa relativ molekulatomegii proteazok mutattak magas aktivitast, mig 11 nap
mulva ezek a protedzok nem, vagy alig voltak detektalhatok. Mig a 108, 80, 62,
46 és 38 kDa proteazok lecsokkentek a sejtek mintdiban, megjelentek és magas
aktivitast mutattak a feliiliszokban. Az 5343 kDa molekulatomegii proteazt csak
a feliiluszobol detektaltuk.

Eredményeink felhivtdk a figyelmet a tomeges halpusztuldssal kisért P.
parvum vizvirdgzasok karpat-medencei eléforduldsara és az ezeket kisérd magas
proteaz-aktivitas jelenségére.
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Tekintve, hogy a P. parvum proteazok az extracellularis frakciobol is
kimutathatok, azaz a toxinokhoz hasonldan kikeriilnek a sejtekbodl és jelentOs
koncentraciot érhetnek el a viztérben, valamint mikodésik pH optimuma
egybeesik a vizviragzasok mintainak pH értékeivel, valoszintsithetd, hogy
miikodésiikkel hozzajarulnak a P. parvum okozta sokrétli mérgezési tiinetek
kialakitasahoz (Vasas et al., 2012).

3. Cianobakterialis toxinok kapillaris elektroforézise

Az algatoxinok kémiai valtozatossdga miatt, azok detektalasa,
meghatarozasa jelentds kihivas a szakemberek szamara (Bell és Codd, 1994). A
szerkezeti valtozatossagon til (amelyet részletesen ismertettiink) jellemz6 az
algatoxinokkal kapcsolatos matrixok sokfélesége, szélsOséges fizikai, kémiai
tulajdonsagokkal bird anyagok keveréke, melyekbdl a toxinok mérése kritikus
lehet (Codd et al.,, 2005). Az algatoxinok meghatdrozisa, azok bioldgiai
kockézatanak felmérése elsésorban a kdvetkezd tipusti mintdkban meriilhet fel:
algaviragzasban 1étrejott sejttomeg; laboratoriumban nevelt algatorzsek
sejttomege; természetes vizterek szlrt vize; ivoviz; ndvényi, allati szovetmintak,
melyek potencialisan akkumulalhatjdk a toxinokat; emberi szdvetek, testnedvek
(Merilouto és Codd, 2005).

Régota vagyott cél kifejleszteni olyan moddszereket, amelyek képesek
lehetnek azonositani €s meghatarozni egyszerre tobb algatoxint €s azok
lehetséges valtozatait (Pelander et al., 1996; 2000). Jelenleg még nincs olyan
hatékony modszer, mely segitségével képesek lennénk detektdlni az Osszes
eléfordulod algatoxint. Figyelembe véve, hogy mennyire kritikus a megfeleld
kimutatasi hatar és fontos a koltséghatékony emberi mértékii elemzési 1d6, egyes
toxinokra ¢és minta tipusokra kiilonb6z0 megkozelitést kell alkalmazni
(Gathercole et al., 1987).

Analitikai  moddszerfejlesztéseink soran a kapillaris  elektroforézis
technikdjat alkalmaztuk. Célunk volt olyan mddszerek kidolgozéasa, amelyek a
leggyakoribb  cianobakteridlis toxinok nyomonkdvetését, termelésének
tanulmanyozasat lehetdvé teszik nem csupan laboratoriumi modell oldatokbol,
hanem valos biologiai matrixokbol is (vizviragzas-mintdkbol, laboratoriumi
tenyészetek sejttartalmabol). Célunk volt tovabba olyan nagy hatékonysagu
modszer fejlesztése, ami lehetévé teszi a toxin(ok) kdézvetlen analizisét minél
kevesebb minta-elokészitéssel.
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A leggyakoribb mikrocisztinek és az 0 altalunk leirt mikrocisztin varians
(MC-YA) elvalasztasara ¢s kimutatdsaira moddszert dolgoztunk ki kapillaris
elektroforézis késziilék segitségével. A modszer ujdonsdga az, hogy eddig a
meglévd ismert mikrocisztin variansok koziil leginkabb a mikrocisztin-LR, -RR
¢s —YR analizisére dolgoztak ki analitikai eljarasokat (Gago-Martinez et al.,
2003). Az altalunk kifejlesztett modszer a nyomokban jelenlévé mikrocisztin
varidnsok elvalasztisara ¢és detektaldsara is koncentrdl az ismert varidnsok
mellett (Vasas et al., 2006).

A mikrocisztinek €s a cilindrospermopszin elvalasztdsara és analizisére
kidolgozott technikdk utan célul tiiztiikk ki, olyan modszer fejlesztését, amivel a
leggyakrabban problémat okoz6 cianotoxinok (mikrocisztin-LR,
cilindrospermopszin, anatoxin-a) jelenlétét nagy hatékonysaggal mérni lehet,
viszonylag rovid idéintervallumban. Az altalunk kidolgozott modszer alkalmas a
harom leggyakoribb cianotoxin szimultan modon torténd elvalasztasara és
detektalasara (2. abra; Vasas et al., 2004).

Ana Myc-LR

6 1 Cyn

Absorbance (mAU)

Idd(perc)

2. abra. Cianobakterialis toxinok elvalasztasa kapillaris elektroforézissel MEKC modszerrel
elvalasztott anatoxin-a, mikrocisztin-LR, cilindrospermopszin standardok, b. valés minta
elemzése (BGSD-243 Microcystis aeruginosa kivonataban), c. valos, standardokkal kevert
minta elemzése (BGSD-243 Microcystis aeruginosa kivonataban). (Kondiciok MEKC:
kapillaris: 64,5 cm/50 pum puffer elektrolit: 25 mM borat és 100 mM SDS, pH=9,3,
alkalmazott fesziiltség: +25 kV, detektalas: UV 230 nm.; Vasas et al., 2004).
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A fejlesztett modszereket nem csupan az analitikai
modszerfejlesztésekhez elengedhetetlen laboratoriumi modelloldatokon (bemért
standardokat tartalmazé torzsoldatok) teszteltiik, hanem a toxinok természetes
megjelenésére jellemzO bioldgiai matrixokban is (2. 4bra), igy segitségével
gyorsan ¢s nagy hatékonysaggal lehet vizviragzasbol szarmazod mintékat,
valamint  vizvirdgzadsokbol szarmazod szervezetek cianotoxin tartalmat
meghatarozni (Vasas et al., 2004; 2006).

4. Nitrogén, foszfor- és kénéhezés hatiasa az Aphanizomenon ovalisporum
cilindrospermopszin termelésre

A vizviragzasok kialakuldsdban a felvehetd foszfor mennyisége az egyik
legfontosabb tényezd, emellett a kotott — a fitoplankton szempontjabol
elsdsorban a szervetlen kotésben 1év0 — nitrogén mennyisége mutatkozik
meghatdrozonak. Mind kornyezetvédelmi, mind Okofiziologiai szempontbdl
fontos ¢€s érdekes kérdés a kiilonbozd tapelemekkel valo ellatottsag és a
cianobakteridlis toxintermelés kozotti Osszefliggések vizsgalata, kiillondsen
annak figyelembe vételével, hogy a cilindrospermopszint termeld szervezetekkel
kapcsolatban kevés ilyen iranyu ismeret €s adat talalhaté az irodalomban (Vasas
etal., 2013).

Munkank soran a kén-, a foszfor-, illetve a nitrogénéhezés toxintermelésre
gyakorolt hatasat vizsgaltuk az ILC-164 Aphanizomenon ovalisporum toxikus
cianobaktérium torzs esetében. A toxintartalomra vonatkozo vizsgalataink
eredményei szerint a szulfat, a foszfat és a nitrat hidnya is a cilindrospermopszin
tartalom csokkenéséhez vezet az A. ovalisporum sejtekben. Ha a toxintartalmat
szaraz tomegre vonatkoztatva adjuk meg, legnagyobb mértékben a kénéheztetett
tenyészetben csokken a toxintartalom (a kiinduldsi érték 64-65%-kal csokkent 2
nap alatt. A foszfat hidnyaban mérsékeltebb csokkenést tapasztalhattunk (a
kiindulasi érték 47-48%-kal csokkent 2 nap alatt), mig nitrat hianyaban volt a
legkisebb mértékli a toxintartalom csokkenése (a kiindulasi érték 39-40%-kal
csokkent 2 nap alatt). Nitrogénéhezés soran a 6. naptdl a cilindrospermopszin
mennyisége Ujra megnovekedett, ami a torzs nitrogénkotd képességével
magyarazhatd. Amennyiben a toxintartalmat sejtszdmra vonatkoztatva
szamitjuk, nincs szamottevo kiilonbség a kénéhezés és a foszforéhezés kozott; a
cilindrospermopszin mennyisége mindkét esetben a kiindulasi érték 42-44%-ara
csokken két napon beliil. A nitratmentes taptalajban nevelt tenyészet esetében itt
is specialis dinamikdval taldlkozunk, a fentebb emlitett nitrogénkotd
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képességnek koszonhetden (3. abra). Vizsgalataink azt is bizonyitjdk, hogy a
nitrat  hidnyaban  differencialddd  heterocisztdk  nem  tartalmaznak
cilindrospermopszint, azaz anyagcseré¢jilk a masodlagos anyagcseretermékek
termelése tekintetében is atalakul (Vasas et al., 2013).
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3. abra. (@) A cilindrospermopszin-tartalom valtozasa szaraz tomegre ¢s sejtszamra
vonatkoztatva az Aphanizomenon ovalisporum tenyészetekben a nitratéhezés soran.
Beoltaskor (nulla idépontban) a cilindrospermopszin mennyisége 4,84 ng mg™” szaraz témeg
(a), illetve 1,89 pg per sejt (b). Ezeket a mennyiségeket 100%-nak tekintettiik, a tovabbiakban
ez alapjan szamitottuk a cilindrospermopszin tartalmat. A nyil a nitrat visszaadasanak, illetve
az addig teljes médiumban nevelt tenyészet 2% oldott nitrogént tartalmazé médiumba vald
atoltasanak iddpontjat jeldli.

A cianobakteridlis toxintermelés vizsgalata sordn kevés kornyezeti
faktorrol sikeriilt bizonyitani, hogy a toxintermelést jelentésen befolyasolja,
kiilondsen igaz ez a cilindrospermopszint termeld cianobaktériumokra. Az
esetek nagy tObbségeében a toxintartalom szoros Osszefliggést mutatott a
novekedési rataval. Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy az A.
ovalisporum fonalas cianobaktérium cilindrospermopszin tartalma szulfat,
foszfat és nitrat hianyaban is lecsdkken (3. abra). Ez a csdkkenés nem csupan a
novekedési rataban bedllt valtozasok eredménye, hanem az egyes sejtekben
csokken a cilindrospermopszin mennyisége.

Az A. ovalisporum fonalas cianobaktérium esetén a szulfat, foszfat, illetve
nitrat (nitrogén) metabolizmus a novekedési rata ¢és az elsddleges
anyagcserefolyamatok, valamint a sejtosztodas szabdlyozdsan tal mélyebb

Osszefliggésben van a torzs cilindrospermopszin termelésével is (Bacsi et al.,
2006; 2007; Vasas et al., 2013).
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5. Mérgezo cianobakterialis vizviragzasok-esettanulmanyok
5.1. Mikrocisztinek, mikrocisztin-termel6k el6fordulasai

A magyarorszagi vizterekben el6forduld tomegprodukciok toxicitasdnak
kapcsdn elmondhat6, hogy a toxikus vizviragzasok megjelenése elsdsorban
mikrocisztintermeld szervezeteknek koszonhetd. FeltinG a Microcystis fajok
dominanciaja, azok koziil is a Microcystis aeruginosa nagyszami megjelenése.
A Microcystis fajok el6fordulasa vizviragzasokban, néhany kivételtdl eltekintve
mikrocisztinek megjelenését is indikalta.

Vizsgalataink alapjan a Microcystis fajok altal okozott viragzasok
toxikusabbnak bizonyultak, 0sszevetve mds cianobaktérium nemzetségekével.
Az ICs érték 245 pg/ml volt a legtoxikusabb minta esetében, amit a Bardos-
tobol  gyljtottiink. Egyetlen M. aeruginosa esetében nem mértiink
toxintartalmat, amely az Onod-tobdl szarmazott. A kalkulalt ICsy értékek jol
korreldlnak a mért MC tartalommal. A legmagasabb értéket a Bardos-tobol
mértiink.12 kiilonb6z6 MC varianst azonositottunk a 14 minta esetében. A
leggyakoribb varians a MC-LR volt, a mintak 70%-ban azonositottuk. MC-LR
7, MC-RR 6, MC-YR 4, MC-WR 4, Dha7-RR 4, and Asp3MC-LR 3 esetben
keriilt azonositdsra. A toxinvaridnsok mellett, a kornyezeti mintdkban
megvizsgaltuk a mcy génklaszter egyes elemeinek jelenlétét is, az eredmények a
toxintartalommal, toxicitassal is jol 0sszevethetoek (Farkas et al., 2014).

A MALDI-TOF analizis segitségével azonositott variansok nagy szama
nem szokatlan, hiszen a jelenleg az ismert MC formak szama meghaladja a
szdzat ¢és tobb olyan algaviragzasrdl is beszamoltak, amelyben egy adott
pillanatban 50 feletti volt a MC variansok szama (Fastner et al., 2001). Néhany
alpesi orszagban (Ausztria, Németorszag, Svajc) elsésorban a Planktothrix fajok
a legjellemzdbb MC termeldk (Kosol et al., 2009), de szdmos eurdpai orszagban
a hazai eredményeknek megfelelden a M. aeruginosa a legfobb toxintermeld
(Chorus ¢és Bartram, 1999, Belykh et al. 2011) .

5.2. Toxintermelé Microcystis koléniak azonositasa jégbol, egy alternativ
attelelési stratégia.

A Microcystis fajok a leggyakoribb algaviragzast okozo fajok egyike. Az
eutrof €s hipertrof vizterekben e genusz képviseldi gyakran uraljadk a nyari
fitoplanktont. A Microcystis sejtek gomb alakiak és a legtobb esetben
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crer

sejtekben 1évd gazvakuolunok nagyban segitik (Walsby, 1994). A tényleges
felhajtoeré a Microcystis kolonia esetében nagymértékben fligg az aktualis fény
mennyis€getol is. A fotoszintetikus energia glikogénben tarolodik, ami noveli a
sejtek slirliségét €s a kolonia siillyedését segiti el6. Amikor a biologiai oxidacio
révén kelloképpen lecsokken a glikogén mennyisége, a kolonia siirlisége révén
konnyebben képes a felfelé irdnyuld mozgéasra (Kromkamp és Mur, 1984,
Thomas ¢s Walsby, 1985).

A Microcystis aeruginosa a leggyakoribb és legismertebb viragzast alkoto
Microcystis faj. A M. aeruginosa mellett a Microcystis viridis is gyakran jelenik
meg a vizben tomegesen és okoz toxikus algaviragzast. A M. aeruginosdhoz
hasonlitva sejtjei a kolonidban tomdttebben helyezkednek el, erds nydlkaburok
szintén jellemzd rd. A morfologiai kiilonbségek mellett molekularis markerek
segitségével is elkiilonitették a két fajt (Komarek és Anagnostidis, 1998).

A legtobb Microcystis kolonia Gsszel lesiillyed az iiledékbe és a td aljan
telel (Reynolds et al., 1981; Bostrom et al., 1989; Tsujimura et al., 2000). Az
¢letképesség vizsgalatok azt mutatjadk, hogy ezek az atteleld telepek még
fotoszintetikusan aktiv Microcystis koloniak (Takamura et al., 1984), de az nem
teljesen ismert, hogyan tudnak tulélni a sotét €s gyakran anoxikus koriilmények
kozott. A legtobb esetben ez a nagy atteleld koloniaszam lesz az oltéanyaga a
kovetkezO év tavaszatol meginduld algaviragzasoknak (Preston et al., 1980). A
sejtek lecsokkend slirtisége, a turbulencia, a megvaltozott kdrnyezeti viszonyok

2005 telén, egy Debrecen melletti sekély toban talaltunk nagy tomegben a
jégbe fagyva Microcystis telepeket, melyek jelenléte szokatlan volt (4. abra).
Ahogyan a leirasokbdl is kideriil amennyiben ezek a sejtek életképesek, ugy
azok egy alternativ oltdéanyagot jelenthetnek a kovetkezd évi algavirdgzasok
szamara. Raadasul, amennyiben ezek a kolonidk toxintermeldek, ugy e
képességiik a kovetkezd ¢évi tomeges megjelenés mérgezoképességét is
meghatarozza. A vizsgalat célkitlizése volt, hogy azonositsuk a jégbe fagyott
cianobaktérium fajt/fajokat, megvizsgaljuk ¢letképességiiket és
toxintermelésiiket (Vasas et al., 2010).
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4. abra. A Harmashegyi toban (47°33'N, 21°50°E) 2005 telén megjelend Microcystis viridis
algaviragzas (A). A jégbdl izolalt M. viridis koloniai (B) és a jégbe fagyott toxintermeld
sejtek életképes tomegei (C-D; Vasas et al., 2010).

Az ¢életképesség vizsgalatok sordn a 7 napos inkubalds utan a legtobb €16
telepet a jégbol azonositottuk. Az €16 kolonidk 40%-a az iiledékbol szarmazott,
¢és csak 2 %-a szarmazott a vizoszlopbdl (Vasas et al., 2010). A jelenség, hogy a
Microcystis koloniak a t6 fenekén telelnek at az iiledékben, jol ismert (Reynolds
et al., 1981; Bostrom et al., 1989; Tsujimura et al., 2000). Az sem ismeretlen,
hogy egy kis része a Microcystis populacionak képes attelelni a vizoszlopban
(Kurmayer és Kutzenberger, 2003). Ezzel szemben a jégben attelelt formakrol
ezidaig nem volt informacionk. Ahogy az eredmények azt mutatjak, kozel 60%-
a az ¢életképes kolonidknak a td jégtakarojabol volt izolalhato (Vasas et al.,
2010).

A toxikologiai vizsgalatok eredményei szerint a jégbdl gylijtott sejttomeg
mérgezOnek bizonyult. Az eredmények szerint a faj egy viszonylag gyakori
varianst tartalmazott, amit MC- RR (M + H = 1039,2)-ként azonositottunk
(Vasas et al., 2010).

A toxintermel6 képesség a jégbefagyott kolonidk esetében azért is érdekes
jelenség, mert ma mar ismert tény, hogy az algaviragzasok nettd toxintermelését
a heterogénnek mondhatd populacid kemotipusainak ardnya hatdrozza meg.
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Tehat az attelelt kolonidk toxintermeld-képessége, mennyiségi €s mindségi
viszonyai a kovetkezd évi vizviragzas toxicitasat erdteljesen befolyasolhatjak
(Vasas et al., 2010).

5.3. M. aeruginosa tomeges megjelenése egy kerti toban

Munkank soran egy szegedi kerti disztobol szarmazd vizmintdban
azonositottuk a jelenlévd cianobaktérium fajokat. Fénymikroszkdéppal torténd
hatdrozas utdn megallapitottuk, hogy a kerti toban tortént vizviragzast
Microcystis fajok tomeges elszaporoddasa okozta (Bacsi et al., 2011). A
vizviragzas-minta toxicitasat vizsgaltuk mustar csirandovény-teszttel (Kos et al.,
1995; Vasas et al., 2000), valamint flimagkeverékkel végzett tesztek
segitségével. A locsolds hatasat laboratoriumi koriilmények kozott modelleztiik
az angol perje (Lolium perenne) novekedésére gyakorolt hatasok
tanulmanyozéasaval. A sejttomeg liofilizatumabol késziilt extraktum kiilonbozo
koncentracioival végzett kisérleteink erdteljes gatld hatast mutattak ki mind a
mustar csirandvények, mind az angol perje (Lolium perenne) gyokér- illetve
hajtashosszainak novekedésében (Bacsi et al., 2011).

A novénytesztek altal kimutatott toxicitast az analitikai vizsgalatok
igazoltdk; a kerti toban lezajlott vizvirdgzds mintaban 9 mikrocisztin varidnst
mutattunk ki, koziliik négyet szerkezetileg is azonositottunk. Megéallapithato,
hogy nagyszdmu mikrocisztin varidns és magas 6sszmikrocisztin koncentracio
(0,1 g/l Gsszes - szabad és a sejtekben egylittesen mérheté - MC-LR ekvivalens
mennyiség) all a szegedi kerti toban bekdvetkezett vizviradgzas erdsen toxikus
hatterében (Bdcsi et al., 2011).

5.4. Planktothrix fajok toxintermelése

A magyarorszagi vizterekben Planktothrix fajok altal eldidézett
monocianobakterialis vizviragzasok toxintartalmat és toxintermeld képességét
vizsgaltuk (Farkas et al., 2011; 2014). A kovetkezé mintavételi helyeken
fénymikroszkopos vizsgalattal Planktothrix agardhii altal okozott vizviragzast
azonositottunk: Gyula, Hésok-tava; Gyula, Pali-to; Hajdthadhaz, Sipos-to;
Varpalota, Bivalyos-to; Kis-Balaton (Farkas et al., 2014). A Szirmabesenyo,
Kocka-t6 esetében pedig a vords szinii vizviragzast a Planktothrix rubescens
cianobaktérium okozta (5. abra).
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5. abra. (a) A Kocka-t6 lokalizacidja (b) A Planktothrix rubescens viragzasa a
kavicsbanya toban (c) A Planktothrix rubescens trichomai mikroszkopi képen.

A Planktothrix rubescens és a Bivalyos-tobol vett Planktothrix agardhii
toxikusnak mutatkozott, 1Csq értéke (50 %-os novekedésgatlas) 0,35 mg/ml-nek
(P. rubescens) és 1,2 mg/ml-nek (P. agardhii) adodott. A terepi mintak koziil az
egyetlen helyen el6forduld P. rubescens és a Bivalyos-tobol gytijtott P. agardhii
okozta a legnagyobb novekedésgatlast, ami toxinok jelenlétére utalt. A bioteszt
eredményeit alatdmasztva a P. agardhii mintak esetében a Bivalyos mintabol
mértiik a legnagyobb MY C tartalmat (Farkas et al., 2014).

A P. rubescens megjelenése és tomeges el6fordulasa nem nevezheto
szokvanyos jelenségnek hazankban. Ahogyan bemutattuk, a faj elsdsorban
valddi rétegzett tavakban szokott tdmegesen elszaporodni, Europaban leginkébb
az alpesi orszagok viztereinek jellemzo toxintermeld cianobaktérium faja. Bar
hazankra nem jellemz0 a tartdsan rétegzett alpesi jellegli tavak jelenléte, egyes
¢szak-magyarorszagi  kavicsbanyatavak  hidrologiai  viszonyai  kedvezd
feltételeket teremthetnek az emlitett fajnak (Vasas et al., 2013).

A MC tartalom, amit a vizviragzas mintabol meghataroztunk, magasnak
szamit. Nem csupan Planktothrix genusz altal okozott tomeges viragzas
tomegessége szokatlan, hanem mas fajokkal is Osszevetve a legnagyobb MC
tartalmat mutattuk ki a régionkban, ez az érték nemzetkozi viszonylatban is
kifejezetten magasnak szamit (6. abra).
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6. abra. P. rubescens algaviragzas minta kapillaris elektroforézise (A) és az izolalt P.
rubescens BGSD-500 analizise (B). A D-Asp®, Mdha’]MC-RR toxin nyillal jelSlve.
(kapillaris: 64,5 cm, 50 um i.d., puffer: 25 mM borat 75 mM SDS, pH 9,3, alkalmazott
fesziiltség: +25 kV, detektalas UV 238 nm; Vasas et al., 2013).

Szerkezetvizsgald modszerekkel pontosan azonositottuk a MC varianst,
ami a genuszra kifejezetten jellemzé demetilalt MC-RR forma a [D-
Asp®, Mdha']MC-RR volt (7. 4bra; Vasas et al., 2009; 2013). A meghatarozott
MC varians jellemzdje, hogy a leggyakoribb MC-LR-hez viszonyitva kevésbé
toxikus egérre, ugyanakkor, ahogy részletes vizsgdlatok kimutattdk mas
¢lélénycsoportokra, mint példaul az egyes Daphnia fajokra éppen az altalunk
azonositott varians mindsiil toxikusabbnak.

HaN™ SNH HN" N
2

7. abra. A P. rubescens-b8l azonositott mikrocisztin [D-Asp®, Mdha’]MC-RR (Vasas et al.,
2013).
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A P. rubescens viragzasbol izolaltunk egy laboratoriumban fenntarthato
torzset (BGSD-500), aminek folyamatosnak mondhaté toxintermelésének
mértéke kiilonbozott a vizvirdgzasban mért MC mennyiségi viszonyaitol.
Erdekes modon ugyanazt a [D-Asp®, Mdha']MC-RR varianst termelte, viszont
analiziseink alapjan csupdn Otddannyi mennyiségben, mint a természetes
tomegproduktum esetében volt mérhetd (8,57 mg/g az vizviragzasban és 1,85
mg/g az izolalt torzsben).

A Planktothrix rubescens magyarorszagi megjelenése azonban
figyelemreméltd, tekintve, hogy nem vagyunk alpesi orszag, valodi rétegzett
mély tavaink szdma csekély.

A Planktothrix rubescens altal eldidézett vizviragzas nem mas, mint a
populdcionak a metalimnionbdl a vizfelszinre torténd vertikdlis migracioja,
amely a sejtek gazvezikulumainak segitségével valdosul meg. A vizkémiai
paramétereket attekintve elsésorban a pH, fajlagos vezetoképesség €s a Osszes
szerves szén adatait emeljik ki. Természetesen erre a szervezetre is altalanos
érvényli, akarcsak az algatoxin-termelésnél altalaban, hogy a toxintermelés nem
fajhoz kothetd, egy adott faj populacioi toxikusak, mig masok nem (Welker,
2006, 2007). Az elvégzett vizsgélatok alapjan elmondhatdo hogy a szervezet
kivonata a Magyarorszagon legtoxikusabbnak szamit6 Microcystis populaciok
toxicitasaval ~ vetekszik,  tomeges  megjelenésiikkor  toxintermeléssel
szamolhatunk (Vasas et al., 2009; 2013).

6. A Cylindrospermopsis raciborskii toxintermelésének sajatossagai

Az elmult idészakban feltin6 az egyes vizterekben megjelend nitrogénfixalod
szervezetek nagy aranya és azon belill is az invaziv Cylindrospermopsis
raciborskii jelenléte hazai és a vilag szamos pontjan megtalalhato vizterekben
(Padisak, 1997; Kinnear, 2010).

11 C. raciborskii minta cilindrospermopszin tartalmat vizsgaltunk meg,
ebbdl 10 hazai és egy ausztraliai (AQS) minta volt. Az 6sszes magyarorszagi
minta a toxin termeléséért feleldés génekre (PKS és PS gének) nézve negativnak
mutatkozott. Az AQS volt az egyetlen torzs, amiben a gének jelenlétét igazolni
tudtuk. Az A. ovalisporum, esetében harom izolatumot, a CYN termeld izraeli
(IL C-164) torzset és két altalunk izolaltat vizsgaltunk meg. Az izraeli és az
altalunk a spanyolorszagi Blanesbdl izolalt torzsben a toxin-termelést jelzd
géneket sikeriilt kimutatnunk. A magyarorszagi Szelidi- tobol szarmazé minta
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esetében ezt nem tapasztaltuk. A Spanyolorszagbol (Blanes, botanikus kerti t6)
szarmaz6 Aphanizomenon ovalisporum izolatumbdl szintén CYN-t sikeriilt
kimutatnunk, ami megmagyardzza a toban megjelend vizviragzds mintajdban
detektalt CYN tartalmat (Vasas et al. 2010).

A C. raciborskii valtozatos megjelenésére 2012 novemberében
figyelhettiink meg egy példat (8. abra). Az emlitett idészakban a Debrecen
melletti Fancsika tarozo €s horgasztdban tonnanyi mennyiségl hal pusztult el. A
viztérben tomegesen jelentkezett a faj helyenként 10%/ml-es fonalszammal.
Nemcsak az 1d0szak ¢s kifejezetten magas egyedszdmu és homogén megjelenés
volt szokatlan, hanem a tomeges megjelenésii biomassza a szokvanyos zoldes
elszinezddés helyett €lénk narancssarga szinben jelentkezett. A feltehetden
alacsony hémérséklet hatdsara a fonalakban talalhaté klorofill elbomlott, a
fonalak lizise beindult és a sejtek beltartalma, részben szinanyaga (késébbiekben
azonositott karotinoid formak) és értelemszeriien a faj mas metabolitjai is szabad
allapotban a vizbe keriiltek (Vehovszky et al., 2014).

A

8. abra. Cylindrospermopsis raciborskii algaviragzas a Fancsika tarozoban (A) 2012.
november elején. A sejtekben felhalmozott karotinoidoknak koszonhetéen a viztér élénk
narancssargara szinez6dott (B). A C. raciborskii fonala a jellegzetes terminalis

heterocisztakkal (Vehovszky et al., 2014).
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Jellemz6 volt, hogy a viz teljes halfaungja (Sander lucioperca,
Hypophthalmichtys nobilis R., Ctenopharingodon idella (Valenciennes, 1844)
Cyprinus carpio L., Silurus glanis L., Ameiurus nebulosus (Lesueur), Carassius
carassius L.) kezdett tomegesen -elpusztulni, raadasul a neurotoxikus
algavirdgzasok jellemzd ,tiinete”, elpusztult emldsallatok (jelen esetben
elpusztult macskak) is megfigyelhetok voltak a viz partjan.

A puhatestii (Helix pomatia, Lymnaea stagnalis) allatok azonositott
kozponti  idegrendszeri neuronjain  elektrofiziologiai és farmakologiai
eredmények igazoltdk, hogy az algaviragzasbol szdrmazdé mintdkban a
neurotoxinok elsddleges célpontja (target) az anatoxin-a tipust cianotoxinokhoz
hasonléan az idegsejtek nikotinerg acetilkolin-receptora (hnAChR). Az anatoxin-
termeld Oscillatoria phormosa PCC 6506 hasonloképpen eléallitott kivonata
ugyanezeken a sejteken ugyancsak nikotinerg blokkolonak bizonyult, mig a
CYN termeld AQS (20 mg/ml-ig tesztelve) nem valtott ki reprodukalhatd vagy
dézisfiiggd nAChR gatld hatast. Eredményeink alapjdn a szervezet anatoxin
hatasi  komponens(eke)t tartalmaz, melyek a neurotoxikus terepi
kovetkezményekért feleldsek lehetnek (Vehovszky et al., 2014).

A C. raciborskii tomeges megjelenéseit mérgezések ¢és toxinok
eléfordulasai kisérték a vilag egyes tajain (Ausztralia, Dél-Amerika). Kitiintetett
figyelemmel kisérik a faj terjedését minden régidoban. Elterjedése és tomeges
megjelenései Eurdpa orszagaiban is gondot okozott (Kinnear, 2010).
Toxintermelése kifejezetten valtozatos €s a tomeges megjelenésre hajlamos
cinaobaktériumokon beliil is unikédlisnak tekinthetd. Az ausztriliai, egyes azsiai
¢s egyes afrikai torzsek esetében cilindrospermopszin termelést azonositottak,
mig a dél-amerikai populacidk esetében szaxitoxint €és annak analdgjait
detektaltdk. Eurdpai izoldtumok esetében elmondhatd, hogy kiilonboz6
biotesztek (egérteszt, mustar csiranovény teszt, izolalt neuronok) alkalmazasa
soran egyoOntetlien megfogalmazodott, hogy mérgezd metabolitokat termelnek
egyes izolatumok, de azok nem tartoznak az ismert, mar azonositott toxinok
koz¢é (Kinnear, 2010; Vasas et al. 2010). Méréseink a cilindrospermopszin
termelést kizarjak a faj hazai megjelenései kapcsan és egy masik potencidlisan
CYN termeld szervezet az A. ovalisporum esetében sem igazoltuk azt a hazai
megjelenések soran. Ugyanakkor a hazai jelentdségen tilmutat a neurotoxikus
C. raciborskii kemotipus azonositasa, amely megjelenése a tagabb régiora is
jellemzd lehet, felveti a neurotoxikus forma eurdpai megjelenését ¢€s
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egyértelmiien bizonyitja Gjabb toxincsaladok jelenlétét a fajban (Vasas et al.
2010; Vehovszky et al., 2014).

7. Cianobakterialis toxinok hasznositasa

Munkéankban attekintettiik a cianobakterialis toxinok valtozatossagat,
lehetséges hatasait és funkcioit. A felszini vizekben jelentkezd algavirdgzasokon
tul az egyik ilyen hatas, kifejezetten karos kovetkezmény a taplalékként illetve
taplalek-kiegészitOkként hasznositott alga ¢€s cianobaktérium fajokban
megjelend toxinok kozvetlen a human szervezetre gyakorolt hatdsa is. Az
algatoxinok kétarcusagara is felhivtuk a figyelmet, hiszen az ismert toxinok és
az algakbdl folyamatosan azonositott erds hatdsu komponensek veszélyesek,
mérgezdek, de sokszor kiilonleges hatassal bird igéretes metabolitok (Vasas et
al., 2010; Vasas, 2014). A szaxitoxin és a neoszaxitoxin példaul
megakadalyozzak, hogy az idegsejtek az izomsejteken 6sszehuzodast valtsanak
ki. Ezt ugy érik el, hogy blokkoljak a natrium ionoknak a membrancsatornakon
keresztiili bedramlasat a sejtekbe. Amikor az idegsejtek ily modon gatlodnak,
akkor az izomsejtek ingeriilet hiAnydban megbénulnak. Jelenleg a szaxitoxinok
fejlesztés alatt 4ll6 igéretes helyi €rzéstelenitOk alkotdiként is felhasznalhatdak
(Fattorusso és Taglialatela-Scafati, 2008; Vasas et al., 2010).

Szamos tovabbi pé¢ldat ismeriink arra, hogy ezeket a komponenseket a
farmakologia vagy a biologiai és a gydgyszertudomanyokat érinté gyakorlat
hasznositja (Vasas, 2011; Gonda et al., 2013a, b). Példa lehet erre a szamos
cianobaktérium és eukariota algafajbol leirt erds hatasu alkaloid, a szaxitoxin,
melyet érzéstelenitOk fejlesztése sordn alkalmaznak (Vasas et al., 2010; Vasas,
2014).

8. Osszefoglalas

Toxikus, mérgezd algaviragzasrol abban az esetben beszéliink, amikor a
vizviragzasban eloforduldo planktonszervezetek olyan anyagcseretermékeket
termelnek, amelyek egyes ¢€l6lénycsoportra mérgezd hatdst gyakorolnak,
valamilyen biologiai tesztben toxikusnak mindsiilnek.

Munkankban attekintettiik a P. parvum félszikes ¢élohelyeken torténd
megjelenését és az altala okozott mérgezéses eseteket. A faj altal eldidézett
tomegprodukciokbdl és izolalt torzseibdl 1), a fajhoz kothetd proteolikus
hatéanyagcsaladot irtunk le, amelyek karakterizalasat, jellemzését szintén
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elvégeztik. A toxincsalad jellemzésén tal attekintettiik lehetséges funkcioit a
mérgezésben és taplalkozasban egyarant (Vasas et al., 2007; 2012).

Az algatoxinok termelésének, eléfordulasainak, valamint a kérnyezetben
betoltott  szerepiik  vizsgalatanak  elengedhetetlen  feltételei azok a
kornyezetanalitikai technikdk, amelyek segitségével a toxinok jelenléte,
mennyiségi viszonyai meghatarozhatdéak. Az algatoxinok egyik igen jellemzd
sajatossaga az a kémiai és egyben hatastani sokszinlis€g, ami nagyban
megneheziti a toxinok analitikjat. Munkankban rutin kornyezet-analitikai
modszereket  fejlesztettiink, aminek segitségével a leggyakoribb és
legjelentdsebb cianobakteridlis toxinok mérése megoldhatdo kornyezeti valos
mintakbol és laboratoriumi tenyészetekbdl egyarant (Vasas et al., 2002; 2004;
2006).

A toxintermelés szabalyozésa €s egyes kornyezeti hatasok valds szerepe a
mérgezd metabolitok termelése kapcsan mind a mai napig nem tisztazott (Bacsi
et al.,, 2013). A tapanyagok hatdsa a cianobakterialis toxintermelésre Kritikus
lehet, hiszen éppen ezek azok a f6 faktorok, amelyek kovetkeztében a
fotoszintetizald sejtek tomegei kialakulnak. Egy nitrogénfixald toxintermeld
cianobaktérium, az Aphanizomenon ovalisporum, melynek toxintermelése jol
jellemzett, alkalmas modell ilyen jellegli kutatasokhoz. A szulfatot, foszfatot
illetve nitratot optimalis mennyiségben tartalmazo tenyészethez képest mind a
kéncheztetett, mind a foszforéheztetett, mind pedig a nitrogénéheztetett
tenyészetben a ndvekedés gatlast szenvedett. Azonban mindharom ndévekedési
paraméter esetén kiilonb6zé mértékii a gatlas a kiillonbozd €hezési koriilmények
kozott. Legnagyobb mértékii a ndvekedés gatlasa a kénéheztetett tenyészetben.
A foszforéheztetett tenyészet novekedése ennél joval jelentdsebb, nem sokkal
marad el a nitrogénéheztetett tenyészet novekedésétol. A toxintartalomra
vonatkozo vizsgalataink eredményei szerint a szulfat, a foszfat és a nitrat hidnya
is a cilindrospermopszin tartalom csokkenéséhez vezet az A. ovalisporum
sejtekben (Bacsi et al., 2006; 2007; Vasas et al., 2013).

A leggyakoribb mérgez6 algaviragzast okozo édesvizi cianobaktériumok
a Microcystis genusz képviseldi koziil keriilnek ki. Ugyanakkor a leggyakrabban
eléforduld és a legtobb problémat okozé cianobakteridlis toxinok, a
mikrocisztinek is részben ezekhez a fajokhoz kothetéek (Farkas et al., 2011;
2014). Munkankban mikrocisztin termeld fajok toxintermeld képességének,
toxin-variabilitasanak tanulmanyozasat végeztiik el sekély tavainkban eléfordulo
algaviragzasokbol. Régionk legjellemzébb toxintermelé faja a Microcystis
aeruginosa, melynek tomeges megjelenésekor a legjellemzébb variansa a MC-
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LR. A mikrocisztinek koncentracidja vizeinkben a faj megjelenésekor
sz¢lsOséges értekeket vehet fOl, koszonhetden a valtozatos kemotipusok egyiittes
eléfordulasanak (Farkas et al.,, 2011; 2014). Egy téli idOszakban regisztralt
Microcystis viragzas soran megvizsgaltuk a mikrocisztin termel6 képességen til,
a jégbefagyott toxintermeld sejtek életképességét, amely a faj lehetséges
lehet (Vasas et al., 2010). Munkankban megallapitottuk, hogy az altalunk leirt
jégbefagyott vizviragzasban olyan toxintermeld ¢letképes sejtek tomegeével
talalkozunk, melyek a koratavaszi viragzasok toxintermeld képességet nagyban
meghatarozhatjak (Vasas et al.,, 2010). Nagyszamu eredményt talalunk az
irodalomban arra vonatkozoan, hogy mikrocisztin-tartalm tapoldattal valo
kezelés, vagy mikrocisztin tartalmt vizzel valdé 6ntdzés karos hatassal van a
novényi novekedésre, befolyasolja a ndvényi enzimek aktivitasat. Tobb
kutatocsoport szamolt be ilyen iranyl megfigyeléseir6l mind vizindvények,
mind haszonnévények esetében (Mathé et al.,, 2013). Ugyanakkor valds
koriilmények kozott megfigyelt toxin okozta novényi karosodas kifejezetten
ritka az irodalomban. Munkdnkban attekintettiik a cianobakteridlis toxinok
novényekre gyakorolt hatdsat egy valos novényi degradacido kapcséan, ahol
mikrocisztin tartalmiu ©OntozOvizzel locsolt flifélek pusztulasat regisztraltuk
(Bacsi et al., 2009; 2011). A megvizsgalt mesterséges toban megjelend
Microcystis fajok toxintermelése az altalunk elvégzett vizsgalatok alapjan a
novények (fufélek) degradaciojat eldidézhette, ilyen jellegh karos
kovetkezményekkel egyes algaviragzasos események kapcsan szamolhatunk
(Bacsi et al., 2011).

Egy jellemzden alpesi rétegzett mélytavakban eléforduld cianobaktérium,
a Planktothrix rubescens szokatlan sekélytavi megjelenésekor vizsgaltuk meg a
toxintermel® képességen tul azokat a jellemzo genetikai faktorokat, melyek a
természetes  tomegprodukciokban  el6forduld  toxinvariabilitist ¢és a
sz€lséségesen alacsony illetve magas toxintartalmat okozhatjak egy adott faj
tomeges eléfordulasa soran (Vasas et al., 2009; 2013).

Amidta a C. raciborskii tomeges megjelenése kapcsan mérgezéseket és
toxinok jelenlétét tapasztaltak a vilag egyes tajain (Ausztralia, Dél-Amerika),
kitiintetett figyelemmel kisérik a faj terjedését minden régidban. A hazai
megjelenések miatt és egy altala okozott algavirdgzas kdvetkezményei mentén
megvizsgaltuk a faj europai kemotipusanak jellemzo6it és az esetleges
toxintermelésének sajatossagait. A toxin tényleges jelenlétét bizonyitd
méréseink alapjan a magyarorszagi C. raciborskii ¢és A. ovalisporum
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viragzasmintak valamint izolatumok cilindrospermopszint nem tartalmaztak
(Vasas et al., 2010).

A C. raciborskii véltozatos toxintermelé képességét egy 10°/ml-es
fonalszammal jelentkez6 vizviragzas soran figyelhettiik meg (Vehovszky et al.,
2014). Az algaviragzasbo gyijtétt mintabol, valamint annak fenntartott
izolatumabol megvizsgaltuk a  lehetséges ismert toxinok jelenlétét.
Eredményeink alapjan a szervezet anatoxin hatdsu komponens(eke)t tartalmaz,
melyek neurotoxikus terepi kovetkezményekért felelések lehetnek. A hazai
jelentéségen thlmutat a neurotoxikus C. raciborskii kemotipus azonositasa,
amely megjelenése a tagabb régiora is jellemzd lehet, felveti a neurotoxikus
forma eurdpai megjelenését és egyértelmilen bizonyitja jabb toxincsaladok
jelenlétét a fajban (Vasas et al., 2010; Vehovszky et al., 2014).

Munkankban attekintettiik a cianobakterialis toxinok valtozatossagat,
lehetséges hatasait €s funkcioit. A felszini vizekben jelentkezd algaviragzasokon
tul az egyik ilyen hatas, kifejezetten kéaros kovetkezmény a taplalékként illetve
taplalék-kiegészitOkként hasznositott alga ¢€s cianobaktérium fajokban
megjelend toxinok kozvetlen a human szervezetre gyakorolt hatasa is. Az
algatoxinok kétarctisagara is felhivtuk a figyelmet, hiszen az ismert toxinok ¢€s
az algakbdl folyamatosan azonositott er0s hatast komponensek veszélyesek,
mérgezoek, de sokszor kiilonleges hatassal bird igéretes metabolitok (Vasas et
al., 2010; Vasas, 2014).

Az elmult évtizedekben a vilag szdmos pontjan mind gyakoribba valo
mérgezd algavirdgzasok ¢és a velejar6 mérgezéses tlinetek, karos
kovetkezmények komoly kihivast jelentenek a tudomany képviseléi szamara.
Ertekezésiinkben a kornyezetiinkben megjelend mérgezé algaviragzasokkal,
toxinokkal és azok esetleges és valos kovetkezményeivel foglalkoztunk.
Tudomanyos eredményeink felhivjak a figyelmet e jelenségek valtozatossagara
¢s gyakran végzetes kdvetkezményeire, melyek a vizes €s szarazfoldi ¢lohelyek
¢lélénykozosségeit egyarant veszélyeztethetik.
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9. Anyag és modszer
9.1. A cianobaktérium és alga torzsek

A munkdnk sordn hasznalt cianobaktérium és alga izoldtumok hazai
illetve spanyol, ausztral, izraeli és USA Texas allambeli vizterek
algak6zosségeibdl szarmaznak. A pontos szarmazasi helyeket az eredmények
ismertetése soran mutattuk be. Algavirdgzasokbodl szarmazo kornyezeti mintaink
minden esetben a lathatod sejttdmeg meritett mintdibol szarmaznak, a gytjtott
sejteket fagyasztassal (-20 °C) illetve liofilezett allapotban taroltuk.

9.2. A vizviragzast okozo planktonikus szervezetek azonositasa

A vizviragzasbol szarmazd planktonikus fotoszintetizaldé szervezeteket
tartositott (Lugol) valamint ¢16 mintdkon vizsgaltuk Olympus BX-50
fénymikroszképon. A szervezetek hatarozdsa Anagnostidis és Komarek
,Modern approach to the classification system of cyanophytes. I-1l.” alapjan
végeztiikk. A Planktothrix rubescens torzs esetében a taxondmiai, filogenetikai
pozicionalast 16S rRNS és fikocianin operon (cpcBA-IGS) gének segitségével
végeztik. A Prymnesium parvum fénymikroszkopos azonositasa Starmach
(1985) alapjan tortént. A Manning és munkatarsai (2010) altal kifejlesztett
multiplex PCR mddszerrel specifikus anyagesere gének alapjan (GMPI,
SYNAP1, GST, ¢és FUCO primerek) molekuldris azonositast is végeztiink
(Vasas et al., 2012).

9.3. A cianobaktériumok izolalasa és tenyésztése

A toxikus szervezetek vizsgalata sordn bevalt altalanos tapasztalat, hogy
az adott toxikus vizvirdgzast okozo cianobaktériumot izolaljak €s laboratoriumi
teny€sztése soran tesztelik toxicitasat. A cianobaktériumok laboratoriumi
tenyésztéséhez, a plankton mintdzasa soran vett vizmintakat tartositds nélkiil
ires szcintillacios (Packard) kiivettaba gyljtottilk, mig a viz felszinén
felgylilemlett sejttomegbdl a toxikologiai teszthez vettlink mintat. Az
algatomeget a toxin degradalédasanak megakadalyozasara hiitébe helyeztiik. A
cianobaktériumok tenyésztése soran a BG-11 ¢és Allen tapoldat hasznalatuk
(Allen, 1968).

9.4. A heterocisztak izolalasa
A heterocisztak izolalasdhoz a Smith €s munkatarsai altal kidolgozott
modszert alkalmaztuk, kis médositasokkal (Bryant,1993).
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9.5. A nitrogenaz enzimkomplex kimutatasa a nitrogénéhezés koriilményei
kozott

A nitrogendz enzimkomplex kimutatasdhoz minden nap 2 ml mintat
gyljtottiink a nitrogénéhezéshez bedllitott tenyészetekbdl. Elsd 1épésben a
fehérjék szétvalasztisa tortént meg gélelektroforézis segitségével (Laemli,
1970). A futtatas SDS tartalmu (denaturald), 7,5 %-os akrilamid gélen, 25 mA
aramer0sség mellett, minigél rendszerben zajlott 1,5 oras futtatasi idével. A
nitrogenaz enzimfehérje (antigén) €s az ellenanyagok kozott kialakitott komplex
kimutatasara (el6hivas) a Sigma szubsztrat oldatat hasznaltuk (Vasas et al.,
2013).

9.6. A toxintesztek

A felnevelt tenyészeteket késéi exponencialis fazisban centrifugaltuk
(Beckman Avanti J-25 12 000 x g) és a sejt iiledéket —20 °C-on haromszor
lefagyasztottuk - felolvasztottukuk a sejtbeltartalom feltarasa érdekében. A
feltart sejtiiledéket liofilezéssel viztelenitettiik és a toxintesztek sordn az ICsy
valamint az LDs, értékeket szarazanyagtartalom/térfogat (mg/ml, pg/ml)
értékben adtuk meg. A mintdk toxicitasainak méréséhez, a mikrocisztin
kimutatasara ¢€s toxikoldgiai teszteléseére kidolgozott csirandvénytesztet,
valamint tovabbfejlesztett valtozatat hasznaltuk (Vasas et al., 2002). Az algak,
cianobaktériumok toxicitasanak méréséhez a Kos ¢és munkatarsai altal,
mikrocisztin  Kimutatasara és  toxikologiai  tesztelésére  kidolgozott
csirandvénytesztet hasznaltuk (Blue-Green Sinapis Test). A Prymnesium
parvum mintdk toxicitasat hal- ¢és daphnia-tesztekkel vizsgaltuk, melyeket
nemzetkdzi szabvanyok szerint végeztiink.

9.7. A kromatografias eszkozok

A toxikus anyagcseretermékek elvalasztasat Toyopearl HW-40-es
molekulasziiron méretkizardsos kromatografidval végeztiikk, az elvalasztashoz
50%-os etilalkohol mozgofazist alkalmaztunk. Az ioncserés kromatografiat
DEAE 52 (Whatman) ioncseréld cellulozon végeztik, mozgodfazisként KCl
linearis soégradienst hasznaltunk. A nyomast perisztaltikus pumpaval
biztositottuk, az elvalasztott anyagokat 50-80 db 7-8 ml-es frakciokba
gyujtottiik, frakcioszedd (Frac-300, Pharmacia Fine Chemicals) segitségével. A
HPLC-s analiziseket, diddasoros UV-VIS detektorral ellatott Shimadzu LC-
10AD vp-n folytattuk (40 °C). A HPLC-oszlop Superco Supelcosil™ SPLC-18
(25 x 10 mm, 5 um), az eluens MeOH/H,0 3 ml/perc (Vasas et al., 2006).
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9.8. Kapillaris elektroforézis (CE)

A micellaris elektrokinetikus kromatografiat (MEKC) Hewlett-Packard
3DCE (Hewlett-Packard, Waldbronn, Germany) valamint PrinCE-700-as
késziilékkel, a detektalast diodasoros detektorral folytattuk. Méréseink
poliimiddel boritott szilika kapillarisban torténtek (Supelco; 48.5 cm x 50 um,
tényleges hossz: 40 cm). Az injektdlas hidrodinamikus mintabevitellel tortént
(100 mbar/s). Az alkalmazott fesziiltség 25 kV. A detektalas 270 nm-en tortént.
Az elektroferogramok rogzitése és kiértékelése ChemStation 7.01 (Hewlett-
Packard) szoftverrel végeztiik. A CE electrolit 25 mM natrium tetraboratot (pH
9.1) és 100 mM SDS-t tartalmazott. Az elektrolit és az analizalt mintdinkat,
Millipore Ultrafree Polysulfone membrannal (UFP1 THK24) sziirtiik és 10
percig ultrahangos kezeléssel gazmentesitettiik (Vasas et al., 2004; 2006).

9.9. NMR analizis

Az 'H ®C NMR-vizsglatokat Bruker DRX-500 berendezéssel 500.13/125.79
MHz-en végeztiik. 1D 'H-NMR spektrum felvétele deuteralt vizben (D,0),
298K homérsékleten tortént Shigemi kiivettdban (250 ul). A kétdimenzids
HSQC (Heteronuclear Single-Quantum Correlation) spektrum identikus *H/*C
eredményét irodalmi adatokkal hasonlitottuk 6ssze (Vasas et al, 2013).

9.10. MALDI TOF analizisek

A MALDI-TOF MS analizist pozitiv-ion mdédban Bruker Biflex MALDI-TOF
tomegspektrométerrel folytattuk. A minta deszorpcid/ionizacidja 337 nm-en
nitrogén lézerrel tortént. A miiszer kalibraldsat malto-oligoszacharid [M+Na]”
csucsaival végeztik (m/z: 527.15, 689.21, 851.26, 1013.31 and 1175.36). A
spektrumot 2,5-dihydroxybenzoesav (DHB) matrixban vettiik 61 (0,5 pl matrix
oldatot 0,5 ul mintaval szobahdmérsékleten szaritottuk be). A DHB matrix 10
mg DHB-t tartalmazott 0,5 ml etanol:viz (1:1/v:v) elegyében. A liofilezett
analizalando mintat vizben vettik fel, az identifikalt mintank baziscsucsa az

[M+H]" cstics (Vasas et al., 2006; 2013; 2009; 2014)

9.11. Toxin-gének detektalasa - PCR analizisek

A DNS kivonas fenol-kloroform mddszerrel tortént (Kurmayer et al., 2005), az
adott toxinok termeléséért felelos génklaszterek jelenlétét specifikus
primerparokkal kovettiik nyomon.
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A Planktothrix rubescens teljes génklaszterének tanulmanyozasahoz a
mcy klasztert teljes egészében atfedd, 2 kb méretli 28 primer part alkalmaztunk.
A delécios és inszercids szekvenciak azonositasahoz, a hibas szakaszokat 500 bp
méretll termekeket ado primerek segitségével 1s megvizsgaltuk (Christiansen et
al. 2006). A szekvenalast a Biomi Kft. (Godolle) végezte. Hungary), a
szekvencidkat BLAST analizissel azonositottuk. Az agar6z gélelektroforézis
soran 1%-0s agaroz gélt alkalmaztunk, festését etidium bromiddal végeztiik. Az
elvalasztashoz a reakcioelegybdl 10 ul-t vittink fel, a DNS markerbol
(GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder; Thermo Scientific) 1 ul-t. A detektalas
Cleaver GelDoc Systemmel tortént (Vasas et al, 2010; 2012; 2013).

9.12. A proteaz enzimaktivitasok kimutatasa poliakrilamid aktivitasgéleken

A protedz enzimek kimutatdsdnak jol bevalt, altaldnos modszere a
Laemmli-féle gélrendszer modositott formainak alkalmazasa, melynek 1ényege,
hogy az SDS tartalmi poliakrilamid gélekbe megfeleld enzim szubsztratot
polimerizalunk, majd a géleket a futtatds és a megfelel6 mosasi 1épések utan, az
enzimek mikodéséhez optimalizalt korilmények kozott (puffer, pH,
hémérséklet, iddtartam) inkubaljuk. A poliakrilamid aktivitasgéleken a
szubsztrathoz kotodo festékekkel, a negativ festés elve alapjan tehetjiik lathatova
a szubsztratot hasitd fehérjék savjait (Laemmli, 1970; Schlereth et al., 2000). Ez
a modszer lehetové teszi a kiilonbozd fajokra jellemz0 enzimmintazatok
(zimogramok) 6sszehasonlitasat. Az enzimsavok relativ molekulatomegének a
meghatarozasa az UVI-TEC® programmal, mig az egyes savok intenzitasanak
értékelése CpAtlas® program segitségével tortént. Legalabb harom, egymaéstol
fliggetlen kisérlet géljeit elemeztiik. Az eredményeket a Sigma Plot 11.0
program statisztikai €s grafikai alkalmazésaval értékeltiik és abrazoltuk (Vasas
etal., 2012).
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