Valasz Prof. Dr. Mathé Imre, az MTA Doktora biralatara

Mindenekel6tt szeretném megkdszonni Dr. Mathé Imre professzor trnak disszertaciom alapos
¢s részletes biralatat, biralatanak pozitiv hangnemét.

Az alabbiakban a félkovér szedéssel idézett megjegyzésekhez fizott kiegészitések, majd a
kérdésekre adott valaszok kovetkeznek.

Az abrak méretével kapcsolatos megjegyzés.

Két biralo is kifogasolta a disszertacioban szerepld egyes abrak méretét, utdlag ugy tlinik
nagyobb méretli dbrakat lett volna érdemes szerkeszteni.

Irodalmi adatokra hivatkozva irja Jelolt a Prymnesium parvum fejlédésének leirasakor,
hogy a vizviragzashoz B12 és Bl vitamint is igényel az alga (p.45). Ez hogyan
értelmezend6?

A faj mixotrof anyagcserét folytatd szervezetként szervesanyagok jelenlétében is képes
fejlodni, a fejlodéséhez sziikséges B, és By vitamin-igényét elsésorban az alga nevelésekor
érdemes figyelembe venni.

Az 5. abran az R1, R2, R3 csoportok hogyan kapcsolodnak a molekulavazhoz? A
jelolések peroxid kotésekre utalnak.

Az 5. dbran szerepeltetett molekulavaz illetve a feltlintetett csoportok abrazolasa a hivatalosan
megjelentetett publikacio alapjan tortént. Biralom észrevétele alapjan, attekintve az irodalmat
érdekes eredményre jutottam. Az eredeti leiras (Igarashi et al.1996. J Am Chem Soc 118, 479-
480) a csoportok kapcsolodasat (peroxid kotés) rosszul tiinteti fel, ,.erratumot” ezzel
kapcsolatosan ugyan nem talaltam, de a leird kés6bbi publikacidiban mar helyesen tiinteti fel
azok kapcsolodasat (glikozid kotés). Erdekes modon késobbi kisérletes, illetve attekintd
jellegli munkakban egyarant tobb szerz6é szinte minden esetben a helyteleniil leirt eredeti
molekula abrazolasat tiinteti fel.

Vélaszom egyértelmiien az, hogy glikozid kotésrdl van sz6. K6szondm az €szrevételt.

A Prymnesium toxinok hatasat irodalmi adatok felhasznalasaval ismerteti a Jelolt. Egy
1953-as hivatkozasra utalva (47 oldal) irja, hogy ,a szabad ammoénia és nem az
ammonium ionok a feleldsek a lizisért”. Ezt hogyan lehet elképzelni? Vizes kozegben az
ammonia ammonium ion formajaban lehet jelen.

crer

illetve a viz hémérséklete szabja meg. Ez fontos tényezd, mert a szabad ammonia erds
sejtméreg ¢és a pH novekedésével aranya novekszik. 7-es pH alatt ammonium keletkezik, de 9-



es pH-n 25, 10-es pH-n mar 78%-ban szabad ammonia lehet jelen a vizben. Ilyen pH
viszonyok fotoszintetizald sejttomeg jelenlétében gyakorinak mondhatoak.

Az olvaséban kérdésként vetodik fel, hogy az egyéb toxinokat is tartalmazo alganak
miért ”csak” ezen toxinok (proteazok) kore keriilt vizsgaltra, mi a helyzet az egyéb
toxinokkal?

A Prymnesium parvum toxinja nem egyetlen molekula, hanem tobb vegyiilet keveréke,
hemolizin és ichthyotoxin komponensekbdl all. Mérgez0 anyagcseretermékei altal széles
spektrumt toxicitassal rendelkezik: ichthyotoxikus, citotoxikus, hemolitikus, hepatotoxikus,
neurotoxikus, antibakterialis, allelopatikus hatésait ismerjiik.

A szervezetbdl a mar targyalt primnezineket irtak le, amelyekrdl elmondhato, hogy kémiailag
jol karakterizalt és megfeleld szerkezeti analizissel rendelkeziink a molekuldkat illetSleg.
Ugyanakkor a molekula rendkiviil instabil, az algaviragzas feltételei, kornyezeti kondicioi
kozott csupan néhany oraig kimutathatoak a viztérbdl. A vizsgalt vizterekbdl a prymnesin-1
illetve  prymnesin-2  molekulat  folyadékkromatografiaval  illetve = MALDI-TOF
tomegspektrometrids analizissel sikeriilt azonositani sajat munkankban, azonban megfeleld
mennyiségi meghatarozasuk csak indirekt médon, hemolitikus aktivitds mérésével tortént.

A faj tomeges megjelenéseinek hazai bemutatasa, illetve a proteolitikus komponensek
jellemzése mellett kétségteleniil ezen informacidknak is érdemes lett volna helyet adnom,
még akkor is, ha ezeket az eredményeket a hivatalosan megjelent publikacidban nem
szerepeltettem.

A valtoz6 pH esettén kimutatott ,,6sszetétel kiilonbségek” kapcsan kérdésként vetddhet
fel, hogy magaban a sejtekben meglévé, és/vagy csak kiilsé hatasra atalakulé anyagokrol
van-e szo?

A proteolitikus hatasu fehérjék extracellularisan is detektalhatok voltak, pH optimumuk
egybeesett a vizviragzaskor mért terepi adatokkal, ami felvetette, hogy hozzdjarulhatnak a
toxinok  mérgezdképességéhez és/vagy az  aldozatok  fehérjéinek lebontdsdban,
bekebelezhetdvé tételében jatszanak fontos szerepet.

A savas protedzok szama 5, mig semleges és bazikus tartomanyban legalabb 17-18 protedz
miitkodése volt detektidlhatd, emelkedd aktivitassal. A bazikus tartomanyban megjelend
proteazok feltételezhetden de novo szintézisnek kdszonhetdek, ugyanakkor 20-70 kDa relativ
molekulatomegii tartomanyba es6 komponensek esetében joggal mertil fel annak a lehetdsége,
hogy proteolitikus aktivitassal rendelkezd alegységekrdl van szo.

A Kkapillaris elektroforézis alkalmazasat sikeresen valdsitotta meg, s alkalmazta a
toxinok analizisére. E Kkifejezetten modszertani fejezet mellett az értekezés végén is
szerepel egy modszertani Osszeallitas. Ezeket lehetett volna egyiitt targyalni, s mas
értekezésekhez hasonloan az eredmények bemutatasa elott!

Koszondm birdlom felvetését. A kapillaris elektroforézis alkalmazasaval kapcsolatos
eredményeket fontosnak tartottam kiilon fejezetben kifejteni, mert ugyan egy altalanosan
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hasznalt metodikai megkozelités volt tobb eredményiink ismertetése esetében is, ugyanakkor
tobb ©nallo, a megjelenés iddszakadban unikalisnak mondhato fejlesztés volt. Ezzel a
modszerrel minimalisra csokkentettiik a mintael6készitést, ami lehetévé teszi komplex
matrixok vizsgalatat, ugyanakkor a szokvanyos normal, illetve forditott f4zist rendszerekhez
képest lehetdvé teszi tobb toxin szimultan kvantitativ meghatarozasat.

Egy a tapanyagelvonas mentén vizsgalt jelenség, egy korabbi megallapitassal hogyan
van oOsszefiiggésben, azzal, hogy pl. a csokkent N koncentracios kozegben né meg a
toxicitas (p. 71), itt Jelolt az ellenkezdjét tapasztalta. Ez hogyan magyarazhat6?

Az azonos fajok altal eldidézett algaviragzasok eltérd toxicitdsa, toxintartalméanak
valtozatossaga régota foglalkoztatja a szakembereket. Az elsGsorban egyszerii
megfigyeléseken alapuld kezdeti leirasok arrol szdmoltak be, hogy az algavirdgzasok
toxintermelését kornyezeti faktorok befolydsoljak, melyek hatdsira a kevésbé optimalis
kortilmények kozé kertilt sejttomeg aktiv toxintermelésbe kezd és mérgezdvé valik. Ismerve a
kezdeti megfigyeléseket mindenképpen 6vatosan kell kezelni, még akkor is, ha egyes fajok
toxintermelésére igazak is lehetnek ezek az ismeretek.

Els6sorban a mar részletesen targyalt tengeri mixotrof algafajok esetében irtak le olyan
jellegli mechanizmusokat, melyek sordn a tapanyaghidnyos allapotba keriilt sejttomeg erdsen
mérgezéve valt mikozben azok autotréfrol heterotrof anyageserére valtottak. Az erdsodo
toxintermelés kovetkeztében elhullott ¢€l6lények potencidlis tdpanyag-forrassa valva
biztosithatjak az elszaporodott algak ¢életmiikodéséhez sziikséges taplalékot.

Az eukariota mixotrof anyagcserét folytatd toxintermeldktdl jelentdsen kiilonboznek mind
anatomiai, mind fiziologiai értelemben a cianobaktériumok, amelyek -elsdsorban az
édesvizekben felelosek a mérgezd vizviragzasokért. Az eukariota algaviragzasokért felelds
szervezetekkel szemben a cianobaktériumoknal a toxintermelés (toxin-tartalom) sokkal
ellentmondasosabbnak tinik mind az azonos, mind az eltérd szerkezetu toxinok esetében. A
biralo altal felvetett leirds mikrocisztinekre vonatkozik, mig a mi eredményeink az alkaloid
tipusu cilindrospermopszinnal kapcsolatosak. Ettdl fliggetleniil a felvetés teljesen jogos,
hiszen ismerilink adatokat azzal kapcsolatosan, hogy ugyanazon toxin esetében is, a
toxintartalom eltéréen valtozik ¢hezésre, tobb cianobaktérium fajnal is.

Az 5. tablazat (p. 104) a mikrocisztin koncentraciot az IC50 értékeket és a kimutatott
mikrocisztin formakat szerepelteti. Kérdésként vetédik fel, hogy a toxikussag értékét
mire vonatkoztatja a Jelolt? Amennyiben csak csiranévényeken mérték a toxicitast,
akkor hogyan lehet az IC50 értéket meghatarozni? Ezek mas él6lényekre mennyire
vonatkoztathatok?

A mustar csirandvényteszt az okotoxikologidban mar régota alkalmazott kozkedvelt bioteszt,
ami elsésorban a ndvény gyors csirdzasanak, magméretébdl adodo jo kezelhetdségének és
egyes mikroszennyezdkkel szembeni érzékenységének koszonhetd. Osszevetve a
hagyomanyos biotesztekkel (pl guppi, egér, patkany, tengerimalac stb.), illetve a modern sejt
¢és szovetkultarakon alapulo in vivo illetve in vitro rendszerekkel, kifejezetten olcsonak is
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mondhato. Ebb6l addéddan rutin tesztként kornyezet-anailtikai, kornyezet-egészségiigyi
laboratoriumokban, illetve egyes fejlédé orszagokban, ahol az algatoxinanalitika kritikus
human-egészségligyi probléma, egyarant hatékonyan hasznalhato.

Teljesen jogos volt a felvetés, hogy az emlitett teszt érzékeny-e egyes algatoxinokra. Kos és
mtsai. (Anal. Biochem. 1995, 225.49-53.) bizonyitottak a ciklikus peptid tipusu
mikrocisztinekre valo érzékenységét, Vasas és mtsai (Anal. Biochem. 2002, 302. 95-103.) az
alkaloid tipust cilindrospermopszinekre bizonyitotta ugyanezt (a jelolt sajat eredménye,
ugyanakkor phd dolgozataban szerepeltette ezeket az eredményeket, ezért MTA doktori
értekezésében értelemszerlien nem hangstulyozta). Ezen toxinok ismereteink szerint
interferalnak a novényi anyagcserével. Fontos megjegyezni, hogy hagyomanyosan ugyan
hepatotoxinokrdl beszEéliink, de részletes hatdsmechanizmusuk alapjan érdemes (és a
tudomanyos  szakirodalomban elterjedtebb is) inkdbb proteinfoszfataz-gatloknak
(mikrocisztinek) illetve fehérjeszintézis gatloknak (cilindrospermoszin) nevezni 6ket. Az
emlitett alapanyagcsere-folyamatok novényi rendszerekben is jelen vannak, értelemszerlien
ezért fejtenek ki gatld hatdst (novekedés szinten is!) a novényekben. A kezelt novények
novekedését 72 h elteltével a kontroll (toxinmentes kivonat illetve vizminta) ndvények
novekedéséhez (hossziisag mm-ben) viszonyitva, viszonylag egyszerlien tudunk ICsq értéket
szamolni, amely az adott toxinr6l, toxin tartalmt kivonatrdl, vizmintardl illetve azok
toxicitdsdrol érdemi informacidt szolgaltat. Nem mellesleg, ezek az eredmények
egybevethetdek a joval dragabb egérteszt szolgaltatta LDsg értékekkel.

Erdekes jelenség a neurotoxinok kérdése. Az anatoxin-a, acetilkolin-receptor blokkoloként
novekedésgatlast ugyan nem okoz a novényekben, de hatarozottan kimérhetd oxidativ stresszt
indukal. Ugyanakkor fontos hangstlyozni, hogy a neurotoxikus anatoxin és szaxitoxin
szarmazékokat rutin ndvényteszttel nem lehet detektélni.

A mustar csiranovényteszt tehat egyes toxinok detektalasara (toxinok egyes kornyezeti
mintakban vald jelenlétére) alkalmas, de Onmagaban ennek az egyetlen tesztnek a
segitségével a toxin éldlényekre, ¢€lolénykozosségekre vald hatasara kovetkeztetni nem
szabad.

A Cylidrospermopsis raciborskii  toxintermelésének sajatossagai fejezetben 11
Cylindrospermopsis raciborskii torzset vizsgaltak cilindrospermopszin tartalomra.
Ellentétben a kiilfoldi torzsek mintaival, a hazaiak nem tartalmaztak ezt a toxint.
Kérdésként vetodik fel, hogy ez minden idében, minden hazai viztérre igaz lehet?

A valamennyi kontinensen az elmult évtizedekben megjelend Cylindrospermopsis raciborskii
nitrogénfixald szervezetet hazankban kifejezetten az algaviragzast okozd fajok kozé lehet
sorolni. A ndlunk el6fordulé kemotipusra a jol ismert alkaloid tipust toxin, a
cilindrospermopszin termelése nem jellemzo, jelenlétét az eddig vizsgalt egyetlen hazai
populéciobdl sem sikeriilt minden kétséget kizdr6 modon bizonyitani. Ez az eredmény
Osszecseng mas eurdpai orszagbeli eredményekkel, ahol is szorvanyosan cilindrospermopszin
jelenlété igazoltak, de az nem a C. raciborskiihoz kothet6. A hazai tomeges megjelenések
mentén egy alkalommal eml6sok elpusztulasaval parhuzamosan neurotoxikus hatast sikertilt a
fajhoz kotni. Ezen neurotoxikus kemotipus el6forduldsanak gyakorisagat a tovabbiakban



vizsgalni érdemes (Szerbiabdl az elmult évben kaptam informaciot, ahol szintén ezen faj
elszaporodasa mentén lovak pusztultak el).

Mennyire latja altalanosithatonak a dolgozatban talalt vizsgalatok eredményeit mas
hazai algaviragzasok eseteire?

A dolgozatban ismertetett vizsgalatok eredményei alapjan a kovetkezoket gondolom
megjegyezni, amelyek a hazai vizterek kapcsan altalanosnak mondhatoak:

* A hazai vizterekben, kiilondsen a nyari idészakban elsdsorban a cianobaktériumok feleldsek
az ilyen jellegli tomeges megjelenésekért.

* A viszonylag ritkabban el6forduléd eukaridta algak tomeges eldfordulasai soran kiemelendd
a Prymnesium parvum el6fordulasa és tomeges megjelenése, amelyhez mérgezések,
elsdsorban halak tomeges elhulldsa egyértelmiien hozzarendelhetd. A faj hazai megjelenései
elszikesedé teriiletek viztereiben, jellemzbéen agyagbanya-tavakban fordulhatnak el6. A faj
tomeges megjelenéseire jellemzd, hogy kb. 40 millié egyedszam/literes eldfordulds esetén
mérgezések szinte minden esetben jellemzdek.

* A cianobaktériumok esetében a ciklikus (és linearis) peptid tipusi toxinok megjelenése
jellemzé elsésorban a Microcystis és Planktothrix fajok elszaporodasakor. Ezek a toxinok pl.
a leggyakoribb mikrocisztin variansok leginkdbb hosszabbtavii hatasaival szamolhatunk
bioakkumulaciojuk kiemelendé.

* A termeld szervezetek valtozatos toxintermeld-képességgel rendelkeznek, viszonylag kisebb
mértékli toxintermeld képességtdl egészen a fokozottabb termelésre hajlamos genotipusok
jelenléte is jellemz6. A leggyakrabban el6fordulé mikrocisztin variansok a MC-LR, -RR és -
YR.

* Hazénkban a neurotoxikus cianobaktériumok jelenléte kevésbé jellemzd (0sszevetve néhany
mas teriilettel, pl. Ausztralidban, Skandinav teriileteken gyakoribbak ezek a megjelenések és
az ilyen jellegli mérgezéses esetek).

Kimutathatok-e a nitrogén ¢és foszfor kornyezetszennyezokon kivill mas szennyezok
hatasa a vizviragzasokra, melyek pl. a mezégazdasagi miivelésbol adodnak?

A szervetlen anyagterhelés soran kétségkiviil a nitrogén illetve foszforformak kaptak a
legnagyobb visszhangot mind a mai napig, ugyanakkor az elmult években egyre
erdteljesebben keriil el6 a vas szerepe. A felszini vizekben az algaszaporodast leggyakrabban
a foszfor és a nitrogén kindlat szabalyozza. A nitrogén hidnyat azonban a mérsékelt €s a
meleg égovon tenyészO nitrogénkotd kekalgak a légkdri molekuldris nitrogén megkdtésével
kompenzalni tudjak, ezért gy tlinik, a foszfor az, amelynek talkinalata nemkivanatos
algdsodashoz vezethet. Ismert egyébként az tény is, hogy a vilagocednok egyharmadan nem a
nitrogén, nem a foszfor, hanem az oldott vas korlatozza az algak szaporodasat.

Ezzel kapcsolatosan Ujabb és Ujabb publikaciok jelennek meg egyes édesvizi vizterekkel
kapcsolatosan is, hasonldan bizonyitva a vas szerepét.

A szervetlen anyagokon tul érdemes szolni a jelenkor szerves mikro-szennyez6i koziil pl.
egyes gyogyszerszarmazékok hatdsairol, amivel kapcsolatosan éppen most fejeztiink be egy
nagyobb-szabast laboratoriumi és terepi kisérletsorozatot, amiben a Novénytani Tanszék és a
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Hidrobiologiai Tanszék munkatarsai nem szteroid tipustt gyulladascsokkentOk hatésait
vizsgalatuk planktonikus szervezetekre és az algaviragzast okozd cianobaktériumok erre a
szennyez0 csoportra kevéssé voltak érzékenyek.

A kémiai agensek ismerete mennyire veheto figyelembe s milyen taxonomiai szinten a
nagymértékben valtozékony cianobaktériumok osztalyozasanal?

Az algdk anyagcseretermékeinek valtozatossdga, a magasabb szervezddési szinten [évo
novények ilyen jellegi variabilitdisahoz mérhetdé. A specidlis anygcseretermékeik koziil
szénhidratok, lipidek, terpenoidok, alkaloidok és fenoloidok éppen tigy megtalalhatoak, mint
a novényekben.

A toxinok estében, amelyek onmagukban is igen valtozatos kémiai szerkezeteket jelentenek,
taxonémiai markerként csak nagyon hozzavetdlegesen beszélhetliink. Vannak egyes fajok
melyek toxintermelése valosziniisithetd, potencidlisan toxintermeldként beszélhetlink roluk
(pl. Microcystis, Cylindrospermopsis fajok) de ezek valos toxicitasat a toxintermelésért
felelos génklaszter jelenléte, hidnya vagy annak megfelelé miikodése hatarozza meg. A
jelenlegi ismereteink szerint csupan kiillemi tulajdonsagok alapjan a toxintermelés nem
igazolhatd. Egy adott faj egyes populécioi toxintermeldek, mig masok nem.

Tovabb bonyolitja a képet, hogy egy adott toxint tobb faj is termelhet (pl mikrocisztin
esetében az emlitett Microcystis genuszon kiviil Anabaena, Planktothrix, Aphanizomenon)
amelyek taxondmiai, filogenetikai értelemben egymastol tavol allo cianobakteridlis taxonok.
Még sz€lsGségesebb példa, hogy a szaxitoxin-szarmazékokat egyes dinoflagellata fajok illetve
prokaridta cianobaktérium fajok egyarant képesek termelni.

Ugyanakkor kétségtelen, hogy az elmult években egyes potencialis cilindrospermopszin
termeldként leirt genuszok a legujabb rendszerezésekben egymashoz kozelebb kertiiltek.
Valamint egyes linearis peptid toxinok majd minden esetben hatdrozottan egyes Microcystis
fajokhoz kothetdek.

Végezetiil koszonom biralom épitd jellegh kritikai észrevételeit, részletekbe mend javitdsait,

tamogatd véleményét €s tisztelettel kérem valaszaim elfogadasat.

Debrecen, 2015. februar 22.

Dr. Vasas Gabor



