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1. Bevezetés és célkitiizések

Foldiink vizkészlete felbecsiilhetetlen értéket jelent a teljes bioszféra szdmara.
Halmazallapotatol fliggéen tobbek kozott valtozatos ¢élohelyeket biztosit él6lények
sokasaganak, értékes reakciokdzeg biokémiai és biogeokémiai folyamatokban, valamint
potolhatatlan szubsztrat az oxigéntermeld fotoszintézis szdmadra.

A Fold felszini és felszin alatti készleteinek szennyezddése és ennek kovetkezményei
a tengeri ¢s édesvizi ¢lohelyek drasztikus atalakulasa, az ¢161ények pusztulasa, fajok eltiinése
¢s az é16lénykozosségek atrendezddése gyakran hangoztatott probléma.

Az eutrofizaciot, mint a kornyezetszennyezés egyik kovetkezményeként szamon
tarthat6 jelenséget a 20. szazad kozepén ismerték fel. Azdta a jelenség kéarokat okozott a vizi
kornyezetben, komoly nehézségek mutatkoztak és mutatkoznak napjainkban is a
vizhasznalatban horgasztavak, természetes fiird6helyek vizének kezelésében, és sok esetben
az ivovizkezelésben is. A vizhasznalatot érintd problémak része az eutrofizacid alkalmaval
megfigyelhetd gyakran igen latvanyos, szembetlind jelenség, a vizviragzas, mely egyes
planktonszervezetek (eukaridta algdk és cianobaktériumok) tomeges elszaporodasat jelenti. A
felszini vizekben megjelend, valtozatos szinanyagainak kdszonhetden gyakran szinpompés
jelenség szamos, mind a mai napig részben tisztazatlan folyamatot €s kovetkezményt rejt
magaban. Egyes fajok tomeges elszaporodasa ¢&jjelente lumineszcens fénybe boritja
kornyezetét, mig mas fajok ilyen jellegli tGlszaporodasa kivald taplalékot jelent egyes
fogyasztd szervezetek szamara. Ugyanakkor a kialakult mikrobialis, gyakran gigantikus
méretli biomassza jelentGs terhelést is okozhat az adott élohely szamara, részben az igen
valtozatos és gyakran szokatlan anyagcseretermékeivel is. Egyes metabolitok iz- és szagrontd
hatasaikkal képesek komoly vizmindségi problémat eldidézni, mig mas metabolitok
igéretesek lehetnek a josolt energiavalsdg megoldasdban. Taldn a legfeltiindbb
kovetkezményekkel mégis azok a plankton eredetli erds biologiai aktivitassal biro
komponensek birnak, melyek az éldlények széles spektruma szamara megbetegedéseket,
elhullést, elhalalozast néha szokatlan mértékii mérgezéseket idéznek elo.

Az elmult néhany évtizedben széles korben elterjedt az a felismerés, hogy az
eutrofizacié kovetkezményeként megjelend algatoxinok, human-egészségiigyi problémaként
is jelentkezhetnek. A fotoszintetizalé planktonikus szervezetek nagy valasztékban termelnek
szokatlan metabolitokat, amelyeknek természetes funkcidja nem vilagos, jollehet tobb
koziilik hatassal van mas él6lényekre. E toxinok, mind kémiai, mind toxikologiai
szempontbol a természetes toxinok egy igen valtozatos csoportjat képviselik. Annak ellenére,
hogy vizi eredetiick, az els6 megismert algatoxinok sokkal veszélyesebbnek mutatkoztak a
szarazfoldi gerincesekre, mint a vizi él6lényekre. Néhany toxin erds idegméreg, masok
elsésorban a méjat karositjdk, megint masok gastroenteritis jellegli betegségeket idéznek elo.
A legijabb kutatasi eredmények azt bizonyitjak, hogy hatassal 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 vesz¢€lyt jelenthetnek.

Az evolucid kulcsfontossdgi eseménye volt a cianobaktériumok megjelenése és
elterjedése Foldiinkon. Mar 3,4 milliard évvel ezel6tt igen nagy mennyiségben voltak jelen
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bolygdénkon. Jelentdségiiket az adja, hogy a mai cianobaktériumok dsei tették lehetévé az
aerob élet magasabb szervezettségli formainak a kialakuldsat azaltal, hogy oxigéntermeld
fotoszintézisiik révén nagy mennyiségii oxigént juttattak a légkorbe. A foldtorténeti multban
¢és a bioszféra fejlodésében betdltott szerepiikkel ellentétesen, napjainkban a cianobakterialis
algaviragzasok eldretdrése a toxinjaik révén szamos, mar emlitett problémat vetnek fel egyes
¢lolénykozosségek kapcesan. Tomeges, egyre nagyobb mértékii megjelenésiik miatt
leggyakrabban mérgez6 metabolitjainak funkcidja, szerepe és kovetkezményei keriilnek
elétérbe a tudomanyos megkozelités és a hétkdznapi ember szamara egyarant. A
fotoszintetizal6 makroszkopikus szervezetek, a virdgos novények bioldgiailag aktiv
anyagcseretermékeinek kutatdsa, termelési koriilményeik, analitikdjuk, hatdasmechanizmusuk
részletes megismerése, alkalmazhatésaguk nagy hagyomanyokkal, tobb szdz éves multtal
rendelkezik. Az altaldban mikroszkopikus méreti cianobaktérium- ¢€s algaszervezetek
esetében elsdsorban a tomeges megjelenés és azok kovetkezményei voltak azok, amelyek
felhivtak a figyelmet e szervezetek biologiailag aktiv anyagcseretermékeire és a roluk sz6lo
ismeretek hidnyossagaira. Részben a tomeges megjelenés adott lehetdséget arra is, hogy a
kiilonboz6 biologiai és kémiai modszerekkel megkezdjék e kiilonleges metabolitok
azonositasat, funkciojanak, mérgezOképességének megismerését. Egyes toxintermeld fajok
elterjedésével, megjelenésével kapcsolatosan az utdbbi években egyre gyakrabban meriiltek
fel problémék a toxinok kimutatdsa, detektdldsa kapcsdn, ugyanakkor a kornyezet-
egészségiigyl problémak miatt egyre nagyobb az igény a biologiailag aktiv komponensek,
toxinok és azok kovetkezményeinek megismerésére a kiillonbozo régiok viztereiben.

Ertekezésiink f6 célja az algaviragzasok toxin-variabilitasanak tanulmanyozéasa, azon
beliil is elsdsorban a cianobakteridlis toxintermelés sajatossdgainak és kdvetkezményeinek
kutatasa mérsékeltdvi kontinentélis vizterek kapcsan.

Mig az édesvizi vizviragzasokban foként a cianobaktériumok domindnsak, addig az
eukariota algdk okozta mérgezések fokeént tengeri fajokhoz kothetdek, és elsdsorban a
dinoflagellatdk koziil keriilnek ki azok a szervezetek, amelyek tomeges elszaporodasa
kozegészségiigyi, gazdasagi és 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 elé tomeges
megjelenésével vizviragzdst ¢és a mérgez0 anyagcsere termékei 4ltal hatalmas
halpusztulasokat okozott a vilag tobb orszdgaban. Munkankban célul tliztik ki, hogy
attekintjiik a faj félszikes él6helyeken torténd megjelenését és az altala okozott mérgezéses
eseteket. Az altalunk leirt 0], a fajhoz kothetd proteolitikus hatdanyagesaladot jellemeztiik a
Prymnesium parvum tenyészetéb6l és az altala okozott algaviragzasokbdl egyarant. A
toxincsalad jellemzésén tal attekintjiik lehetséges funkcidit a mérgezésben ¢és taplalkozasban
egyarant.

Az algatoxinok termelésének, eloforduldsainak ¢és a kornyezetben betdltott
szerepiiknek a vizsgalatahoz elengedhetetlenek azok a kdrnyezetanalitikai technikak, amelyek
segitségével a toxinok jelenléte, mennyiségi viszonyai meghatarozhatoak. Az algatoxinok,
mint ahogyan azt részletezni fogjuk, egyik igen jellemzd sajatossaga az a kémiai és egyben
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hatastani sokszinliség, ami nagyban megneheziti a toxinok analitik4jat. Célunk olyan rutin
analitikai modszer kidolgozasa volt, aminek segitségével a leggyakoribb és legjelentésebb
cianobakterialis toxinok mérése megoldhatdo mind kdérnyezeti mintakbol, mind laboratériumi
tenyészetekbdl egyarant. A kidolgozott technikank célja, hogy minimalis minta-elokészitéssel
az algaviragzasokbdl szarmazo sejttomegbdl és a viztérbdl kozvetleniil a toxinok jelenlétét
igazolni tudjuk, rutin mérésiik megoldhato legyen. Célunk volt tovabba a mikrocisztinek, mint
a leggyakoribb cianobakteridlis toxinok esetében olyan moddszer fejlesztése, amivel a
kornyezetben eléforduld mikrocisztin szdrmazékok nyomon kdvethetdek.

A toxintermelés szabalyozasa és egyes kornyezeti hatdsok valos szerepe a mérgezd
metabolitok termelése kapcsdn mind a mai napig nem tisztdzott. A tdpanyagok hatasa a
cianobakterialis toxintermelésre Kritikus lehet, hiszen éppen ezek azok a f6 faktorok, amelyek
kovetkeztében a fotoszintetizalo sejtek tomegei kialakulnak. Egy nitrogénfixal6 toxintermeld
cianobaktérium, az Aphanizomenon ovalisporum, melynek toxintermelése jol jellemzett,
alkalmas modell ilyen jellegli kutatdsokhoz. Vizsgélataink soran arra a kérdésre kerestiik a
valaszt, hogy van-e Osszefliggés a kén-, foszfor-, illetve nitrogénellatottsag és a toxintermelés
kozott. A nitrogénéhezés koriilményei kozott a nitrogénkotés soran képzodd heterocisztak,
illetve a vegetativ sejtek termelnek-e cilindrospermopszint?

A leggyakoribb mérgezo algaviragzast okozo édesvizi cianobaktériumok a Microcystis
genusz képviseldi koziil keriilnek ki. Ugyanakkor a leggyakrabban el6forduld és a legtobb
problémat okozo cianobakterialis toxinok, a mikrocisztinek is részben ezekhez a fajokhoz
kothetéek. Munkankban célul tiztik ki a mikrocisztin termelé fajok toxintermeld
képességének, toxin-variabilitdsdnak tanulméanyozasat sekély tavainkban eléfordulod
algaviragzasokbol.

Egy jellemzden alpesi rétegzett mélytavakban eléforduld cianobaktérium, a
Planktothrix rubescens szokatlan sekélytavi megjelenése kapcsan vizsgaltuk meg a
toxintermeld képességen tul azokat a jellemzd genetikai faktorokat, melyek a természetes
tomegprodukciokban eléforduld toxinok variabilitasat és a szélsGségesen alacsony illetve
magas toxintartalmat okozhatjak egy adott faj tomeges el6fordulasa soran. Egy téli
idészakban regisztralt Microcystis viragzas soran célunk volt megvizsgalni a mikrocisztin
termelé képességén tul, a jégbefagyott toxintermeld sejtek életképességét, amely a faj

crer

lehet.

Nagyszamu eredményt talalunk az irodalomban arra vonatkozoan, hogy mikrocisztin-
tartalmu tapoldattal vald kezelés, vagy mikrocisztin tartalma vizzel valdé ontézés karos
hatassal van a novényi ndvekedésre, befolydsolja a ndvényi enzimek aktivitasat. Tobb
kutatocsoport szamolt be ilyen iranyl megfigyeléseirdl mind vizindvények, mind
haszonnovények esetében. Ugyanakkor valos koriilmények kozott megfigyelt toxin okozta
novényi karosodas Kkifejezetten ritka az irodalomban. Célunk volt a legismertebb
cianobakterialis toxinok novényekre gyakorolt hatdsainak attekintése egy valds ndvényi
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degradacio kapcsan, ahol mikrocisztin tartalmi Ontézdvizzel locsolt fiifélék pusztulasat
regisztraltuk.

Amiota a Cylindrospermopsis raciborskii tomeges megjelenései soran mérgezéseket
¢és toxinok jelenlétét tapasztaltdk a vilag egyes tdjain (Ausztralia, Dél-Amerika), kitiintetett
figyelemmel kisérik a faj terjedését minden régioban. Elterjedése és tomeges megjelenései
Eurdpa orszagaiban is gondot okozott. A toxintermelése kifejezetten valtozatos €s a tomeges
megjelenésre hajlamos cinaobaktériumokon beliil is unikalisnak tekinthetd. Az ausztraliai,
egyes dazsiai és egyes afrikai populaciok esetében cilindrospermopszin termelést
azonositottak, mig a dél-amerikai populaciok esetében szaxitoxint és annak analdgjait
detektaltdk egyes eldforduldsai kapcsan. A hazai megjelenések miatt és egy altala okozott
vizviragzas kovetkezményei mentén, megvizsgaljuk a faj eurdpai kemotipusanak jellemzoit és
az esetleges toxintermelésének sajatossagait.

Munkanknak ugyanakkor célja az is, hogy attekintsiik a cianobakteridlis toxinok
valtozatossagat, lehetséges hatasait és funkcidit. A novényvildgban tobbszaz éve kimutatott és
azonositott erds hatassal bir6 komponensek, toxinok sokasagit alkalmazza a tudomany
szamos részteriilete (agrarium, orvos- €s gyogyszertudomany) és taldlkozunk ezekkel a
komponensekkel a mindennapokban is. A cianobakterialis alkaloid tipusu toxinokon keresztiil
mutatjuk be azokat a lehetséges hatdsokat, melyek e toxinok sulyos mérgezéses eseteiken tul,
egyeb teriileteken is alkalmazast nyerhetnek.
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2. Irodalmi attekintés
2.1.Vizviragzas, algaviragzas

A vizviragzas kifejezés alatt részben a planktonszervezetek tomeges elszaporodasat értjiik
a felszini vizekben, amely a viz intenziv elszinezddéséhez (zold, kékeszold, sargaszold,
sarga, vOros, barna) és zavarosodasahoz vezet. A nemzetkozi irodalom jé néhany szinonim
kifejezést hasznal a jelenség leirasara pl." Water-bloom, Flos-aquae, Wasserbliithe, Tsvetenie
vody". Jellemzd lehet a ,,viragzd” vizekre a felszinen felgyiilemlo €16, vagy elhalt algatomeg,
amely felszini réteg, hab, hartya illetve darabos massza-format o6lthet (Reynolds és Walsby,
1975), de egyes leirasokban a vizvirdgzas kifejezést haszndljdk a viz felszinén hirtelen
felhalmozodd szokatlan (nem feltétleniil ndvényi) propagulumokra is. Latvanyos
,viragzasokat” képesek okozni példaul egyes novényi pollenek, szaporito-képletek
megjelenése a viz felszinén, de a vizvirdgzas kifejezést hasznaltdk mar arvaszinyogok
larvabdrének tomeges megjelenésekor, a kirajzas idészakaban is (Entz és Sebestyén, 1942;
Felfoldy, 1981; Carmichael és Skulberg, 1993; Chorus és Bartram, 1999). Osszességében a
vizviragzas (waterbloom) a tudomanyos irodalomban, napjainkban kevésbé hasznalatos,
sokkal inkabb elterjedtebb az algaviragzas (algal bloom) megnevezés.

Maga az alga kifejezés nem tekintheté taxonomiai kategérianak, rendszertani
szempontbol, morfoldgiai és fiziologiai értelemben is kiilonbozd élélénycsoportokat foglal
magaban, valtozatos anyagcsere-utakkal, kiilonb6z6 hatéanyag-mintdzattal. Az egyes
becslések szerint mintegy 40 000 (masok szerint ennél joval tobb) fajt magaba foglald alga
elnevezés éppugy takar 1-2 um-es egysejtli ¢16lényeket (Ostreococcus tauri), mint robusztus,
60 méter hosszsagot is elérd szervezeteket (Macrocystis pyrifera). Talan éppen a méretbeli
valtozatossagnak koszonhetden is terjedt el a makroalga illetve a mikroalga kifejezés,
amelyek ugyancsak nem tekinthetéek rendszertani egységeknek, tekintve hogy egyazon
taxonhoz tartozé fajok (pl. Chlorophyta) esetében is fennallhat jelentés méretbeli kiilonbség
(Kiss, 1998; Whiton, 2012).

Az alga kifejezés alatt elsGsorban eukariota taxonok képvisel6it (pl. Chlorophyta,
Phaeophyta, Bacillariophyta, Dynophyta) értjiik, de szamos tanulmany kapcsan, nem csupan
hagyomanyo6rzés céljabol, hanem fizioldgiai, morfologiai és 6kologiai megkozelités alapjan is
a cianobaktériumok (régebben kékalgak) képviseldit az eukaridta taxonokkal egyiitt tlintetik
fel (Hallmann, 2007; Courties et al., 1994). Ett6] fliggetleniil a cianobaktériumok prokariota
szervezetek. Nevezziik Oket akarhogyan is (Cyanophyta, Cyanoprokariota, Blue-Green
elnevezés mind a mai napig feltlinik a szakirodalomban) és targyalhatjuk 6ket barmilyen
¢lélénycsoportokkal is, specialis szervezddésiiket, evolucios jelentOségiiket nem lehet
figyelmen kiviil hagyni.

Az algaviragzasok témakdrbe a cianobaktériumok altal okozott virdgzasokat is beleérti
a tudomanyos szakirodalom, a mar emlitett indokon til egyes toxinok termelésének (pl.
szaxitoxin analdégokat a pancélosalgak és cianobaktériumok fajai is termelnek) atfedése miatt
is. Tovabbi indok az algaviragzasokon beliil az eukariota algak és a cianobaktériumok altal
okozott tomeges megjelenések egylitt-targyalasara, hogy tengerekben néhany kivételtol
eltekintve egyes eukaridta algataxonok, mig édesvizekben a cianobaktériumok idézik eld
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ugyanazt a jelenséget, amely sordn fotoszintetizalé planktonikus sejttomeg halmozodik fel
felszini vizeinkben (Reynolds és Walsby, 1975; Skulberg et al., 1993; Chorus és Bartram,
1999; Reynolds, 1987; Anderson, 2000; Chorus, 2001; Peperzak, 2003; Heisler et al., 2008;
Pearl és Huismann, 2008). Az artalmas vagy mérgez6 algavirdgzasok (Harmful Algal Bloom,
HAB) kifejezés alatt tehat a cianobakteridlis virdgzasokat is érti a szakirodalom, néhany
esetben cianobakterialis mérgezd algaviragzasként (Cyanobacterial Harmful Algal Bloom,
CyanoHAB) kiilonbozteti azt meg (Pearl és Ustach, 1982; Pearl, 1998; Pearl és Fulton, 2006).
Dolgozatunkban mi is hasonloképpen jarunk el. Az algavirdgzas kifejezés alatt értjiikk a
cianobakterialis (alga)virdgzasokat is, de ahol tehetjiik, foként az édesvizekben eléfordulod
jelenségek esetében, a jelenség eldidézdjének targyaldsa sordn a cianobaktérium elnevezést
hasznaljuk, vagy a szoban forgo eukariota algara hivatkozunk.

Az algaviragzéas alatt egyes algaszervezet(ek) elszaporodasat értjilkk, amikor adott
teriileten makro-, illetve mikroszkopikus algak tomegesen, lathatdé mennyiségben jelennek
meg (Peeters et al., 2007). A makroszkopikus algdk esetében ritkabban hasznalatos a
kifejezés, hiszen néhany esetben akér tobbszaz méteres egyedeik onmagukban is jelentds
biomasszat képviselnek. A kiilonbozd algafajok méreteinek, és morfologiai sajatossagainak
koszonhetéen a jelenséget nehéz csupan egyedszamhoz kotni, rdaddsul a kiilonb6zo
planktonikus alga-szervezetek esetében sajatos fotoszintetikus apparatussal, valtozatos
szinanyag-tartalommal szamolhatunk. fgy a kiilonboz6 karotinoid és szamos egyéb
komponenseknek koszonhetd véltozatos és latvanyos elszinezddéseket a kiilonbozé fajok
eltéré egyedszamai képesek eldidézni (Reynolds és Walsby, 1975; Skulberg et al., 1993;
Chorus, 2001; Peperzak, 2003; Heisler et al., 2008; Pearl és Huismann, 2008).

Az algavirdgzas jelenségének megértéséhez nem csupan az egyedszamot, hanem az
iddbeni lefutast is figyelembe szokds venni. Az algaviragzasok adott teriileten néhany 6rdn
beliil is kialakulhatnak ¢és eliminalodhatnak, de akar t6bb honapon keresztiil is
fennmaradhatnak (Reynolds és Walsby, 1975).

Az algaviragzas jelenségét értelemszeriien az adott viztér fizikai, kémiai sajatossagai
éppen ugy befolyasoljak, mint ahogyan az iddjarasi valamint geoldgiai viszonyok is, de a
legfontosabb, ami igazdn unikdlissa tesz egy ilyen latvanyos jelenséget (és egyben
lehetetlenné teszi, hogy altalanossagban definidljuk azt) a virdgzast el6idézd faj maga. Az
adott térben és idOben elszaporodd faj morfologiai, fiziologiai, genetikai sajatossagai
kelloképpen egyedivé teszik a jelenséget ahhoz, hogy a kiilonb6z6 taxondmiai csoportok
(cianobaktériumok, kovaalgak, pancélos algak, barna- illetve vorosmoszatok) altal eldidézett
algaviragzasokat, amennyiben tehetjiik, egyedileg vizsgaljuk és értelmezziik (Pearl et al.,
1985; Butterwick et al., 2005; 2008; Eliott, 2010; Esquenazi et al., 2011).

Az algavirdgzasok csoportositasat talan a legkézenfekvobb, ha a jelenséget eldidézo
fajok alapjan végezziik, de szamos mas megkdzelités is 1étezik (Reynolds €s Walsby, 1975).
A latvanyos algatomegnek, mint ahogyan részleteiben is targyalni fogjuk, szamos,
kellemetlen velejardja lehet (Chorus, 2001). Munkank kapcsan a legfontosabb kérdés, mikor
beszélhetiink artalmas, esetleg toxikus (mérgezd) algavirdgzasokrol.

A gyakran gigantikus mértéket Oltd, felszaporodd fotoszintetizaldo sejttomeg
onmagaban véve is komoly problémékat okozhat tobb vizben taldlhato életk6zosség szamara
¢s szamos anomaliat a viztér egészére nézve (1. bra).
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Esemény Valasz Hatéas

Csokkent atlatszosag \
Fényhiany (névények, epifiton,

bentikus algak, fitoplankton)

Emelkedett pH X
Szubletdlis vagy letalis

egyes halfajokra

Csokkent CO2 ——_________
Megvaltozott kompetitiv

Al iragzé
gaviragzas interakciok fitoplanktonban

Toxintermelés \ Allelopéatia, szub-letalis vagy letalis
toxikus hatasok halakra, zooplanktonra,

makro-gerinctelenekre,

gazlémadarakra és vizi gerincesekre

Megndvekedett algatomeg
\ Hatasok a zooplankton taplalkozasra

a taplalékhaldzat hatasfokara

Hypoxia/Anoxia

dsszeomlasa . e
Halpusztulas, egyéb élélényekre

/ szubletdlis és letdlis hatdsok

Virdgzas /

Amménia

1. abra. Algaviragzasok artalmas hatésai.

Az artalmas algavirdgzasokat okozo algafajokat Hallegraeff a kovetkezdképpen csoportositja
(Hallegraeff, 1993):

1. Alapvetden artalmatlannak mondhatd kisebb mértékii algavirdgzasokat okozd fajok,
mérgez6 metabolitok termelése nem jellemzd rajuk, azonban adott koriilmények kdzott olyan
mértékd, sejtsiiriiségli tomeget alkotnak, hogy az altaluk okozott oxigénhiany halakat és mas
vizi gerincteleneket pusztit el. Példaul Gonyaulax polygramma Stein, Noctiluca scintillans
(Macartney) Ehrenberg.

2. Erds toxinokat termeld fajok, amelyek kozvetleniil, vagy a taplalkozasi lancon kozvetve
hatnak az emberekre és kiillonb6z6 gyomor-bélrendszeri, idegrendszeri betegségeket okoznak.
Néhany példa:

- Bénulasos kagylomérgezés (PSP). Példaul Alexandrium acatenella Whedon et Kofoid
Balech.

- Hasmenéses kagylomérgezés (DSP). Példaul Dinophysis acuta Ehrenberg.

- Amnézias kagylomérgezés (ASP). Példaul Nitzschia pungens f. Multiseries Hasle.

- Ciguatera mérgezés. Példaul Gambierdiscus toxicus Adachi et Fukuyo.

- Neurotoxikus kagylomérgezés (NSP). Példaul Gymnodinium breve Davis.

- Cianobakterialis toxinmérgezés. Példaul Microcystis aeruginosa Kliitzing.

3. Emberre nem, de halakra és egyes vizi gerinctelenek csoportjaira mérgezo fajok, melyekre
specifikus metabolitok vagy karosité kiils6 morfologiai képletek jellemzdek lehetnek. Példaul
Prymnesium parvum Carter, Chaetoceros convolutus Castracane.
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Toxikus, mérgezd algavirdgzasrol abban az esetben beszéliink, amikor a
vizviragzasban eldforduld planktonszervezetek olyan anyagcseretermékeket termelnek,
amelyek egyes ¢€lolénycsoportra mérgezd hatast gyakorolnak, valamilyen bioldgiai tesztben
toxikusnak mindésiilnek (Carmichael et al., 1990; Carmichael és Falconer, 1993; Hallegraeff,
1993; Carmichael, 1994).

Toxikus, mérgezd algavirdgzasokat édesvizekben els@sorban az egyes cianobaktérium
fajok idéznek eld (Carmichael et al., 1990; Carmichael és Falconer, 1993). A mérsékelt
¢ghajlati 6vben az alga- és cianobaktérium-kozosségek Osszetétele jellegzetes mintazatot
mutat az évszakok valtakozasaval. A télen és kora tavasszal, els6sorban az iszapban nagy
mennyiségben jelenlévd, gyors novekedésii, kisméretli ostorosokat a zoldalgak kovetik a
tavasz masodik felében, és a nyar elején. Késé nyaron és dsszel olyan fajok jelennek meg,
amelyek nehezen fogyaszthatok a zooplankton szamara, mint a pancélos-0storosok
(Dinoflagellata) vagy a sargaszold algak. Az eutr6f és hipertrof vizekben a cianobaktériumok
domindlé eléfordulasa a nyari fitoplankton jellegzetessége. A tropusokon a szezonalis
véltozasok nem elég nagyok ahhoz, hogy Onmagukban indukaljadk a cianobaktériumok
tomeges elszaporodasat mas fajok felett (Whitton, 1992; Chorus és Bartam, 1999; Kanoshina
et al., 2003; Kardinaal et al., 2007).

A cianobakteridlis vizviragzasok kialakuldsaban kitlintetett szerepet jatszik a nitrogén
¢s a foszfor. Az eukariota algdk szdmara optimalis N:P aranyt (16-23:1/N:P) 6sszehasonlitva a
vizviragzast el6idézd cianobaktériumok szamdra optimalis ardnnyal (10-16:1/N:P), lathato,
hogy ez az arany a cianobaktériumoknal alacsonyabb (Reynolds és Walsby, 1975; Pearl,
1988; Chorus és Bartam, 1999; Pearl, 2008).

A vizvirdgzas nemcsak a modern civilizacio okozta foszfat és nitrat terhelt vizekre
jellemzd. Mar 1188-bol szarmaznak irasos emlékek arra vonatkozodan, hogy felfigyeltek a
jelenségre (Reynolds és Walsby, 1975). Hangstlyozand6 azonban, hogy az 1950-es évek elott
meglehetdsen ritka volt, a beszamolok kiilonleges és nem szokvanyos eseményként targyaltak
azt. A vizvirdgzasok torténetében fontos idOszak a miitragyak illetve a foszforalapu
mosodszerek hasznalatanak vilagméretii elterjedése. Altalanosan elfogadott az a nézet, hogy az
emlitett vegyiiletek bekeriilése a felszini vizterekbe idézte el¢ korunk egyik aktualis
problémajat, az egyre fokozottabb mértékli és gyakorisagi toxikus vizvirdgzasokat. A
vegyipar fellendiilésével, az ezerkilencszazotvenes, de kiilondsen a -hatvanas évektdl
kezdédden a vildg minden t4jardl egyre gyakoribbak a toxikus algaviragzdsokrol szolo
jelentések (Pearl és Huismann, 2008, 2009).

A mérgez6 algaviragzasokrol szo6lo jelentésekkel kapcsolatosan fontos megjegyezni, hogy
napjainkra a Fold minden tajardl, beleértve az arktikus terlileteket is, szamoltak be ilyen
jellegti jelenségrol (Landsberg, 2002).

Hazéankban az els6 vizviragzassal kapcsolatos kozlés 1934-ben jelent meg. Sebestyén
Olga a tihanyi Biologiai Kutatointézet eldtti Kis-0bdlben augusztus 11-én zoldessarga
Microcystis aeruginosa és Microcystis flos-aquae okozta vizviragzast figyelt meg (Entz és
Sebestyén, 1942). A masodik kozlés 1960. jalius 30-arol valo, vilagoszold, savos vizviragzast
¢szleltek Balatonboglaron a part kozvetlen kozelében egy védett bedblosodésben, melyet
Anabaena flos-aquae (Lyngb.) Bréb. f. jacutica (Kissel.) Elenk. idézett el6. A kovetkezd
vizviragzast Hortobagyi kozolte: 1960. augusztus 23-an a balatonboglari part menti részeken
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kisebb-nagyobb Microcystis flos-aquae csomodk usztak a vizben. A Microcystis flos-aquae
tovabbi szort megjelenésii virdgzasairol tettek jelentést, 1960. augusztus 19-én és 1961.
szeptember 17.-19. kozott (Hortobagyi, 1962). Az elsé fokozott mértékii és hosszan tartd
balatoni vizviragzasra 1966. szeptember 2-an figyeltek fel. A jelenség a Keszthelyi-6bdlben
mutatkozott, a Zala torkolatdhoz kozel. A vizvirdgzas 6 km széles és 11 km hosszl teriileten
alakult ki, melyet egyetlen cianobaktérium faj okozott: az Aphanizomenon flos-aquae (L.)
Ralfs (Hortobagyi, 1967). A hetvenes évek balatoni vizviragzasait szintén ez a faj idézte eld.
Rendszerteleniil a nyari honapokban vizviragzast idézett elé 1982-ben, 1992-ben és 1994-ben
a Cylindrospermopsis raciborskii (Padisak, 1997). A Velencei-tavon elsésorban a Microcystis
aeruginosa okozott jelentds viragzast (Kos et al., 1995). A hazai algaviragzasok kutatasa
kapcsan feltétleniil emlitést kell tenniink Kiss Istvdn munkassagarol, aki tobbek kozott a
Szeged kornyéki szikesek algaival foglalkozott (Kiss, 1985).

2.2. Mérgezo tengeri algak: toxinok és mérgezések

A tengeri és édesvizi algdk mind morfologiailag mind fizioldgiai szempontbodl
valtozatos ¢l6lények (Kiss, 1998). Az algdk specialis anyagcseretermékeinek sokszintisége,
valtozatos hatasa ismert tény, ugyanakkor toxinjainak szerkezetileg és funkcionalisan
kiilonboz6é jellege és gyakran egyediilalld bioldgiai aktivitdsa szintén hangstlyozandd
(Hallegraeff, 1993; Dolah, 2000, 2001, 2005; Hallegraeff, 2003; Sellner et al., 2003). Az
elmualt évtizedek tapasztalatai, tudoményos ismeretanyagai kapcsan kijelenthetjiik: a
planktonikus tengeri algdk esetében a pancélosalgdk illetve a kovaalgdk egyes képviseldit
tekinthetjiik leginkdbb mérgezdknek (Landsberg, 2002).

A leggyakrabban hivatkozott elsé algavirdgzas a Biblidban fellelhetd eset, ami arrdl
szamol be, hogy a Nilus vérré valtozott, benne a halak elpusztultak és a viz annyira
szennyezetté valt, hogy az egyiptomiak nem tudtak inni belSle. Az Oszovetségben (Mdzes
7:20-21) megtalalhaté feljegyzés kapcsan tobb teoria is sziiletett valojaban mi is okozhatta a
jelenséget. Ezek koziil az egyik feltételezés az, hogy az eset nem volt mas, mint az
Alexandrium minimum algafaj altal, a torkolatvidéken okozott mérgez6 algaviragzas. A masik
korai feljegyzés a Florida kornyéki szezonalis vords dagalyokrol Karenia brevis
(=Gymnodinium breve tomeges megjelenései) szolnak, miszerint a helyi &slakosok a
Mexiko6i-0bdl mentén pontosan regisztraltdk a vords elszinezddések soran bekovetkezd
tomeges halpusztulasokat (Hallegraeff, 1993; Landsberg, 2002).

Eszak-Amerikdban, az amerikai 8slakosok arrél voltak hiresek, hogy figyelték a
tenger elszinez6dését nappal és a lumineszcencia jelenségét éjjel, ha ezek a jelenségek
eldtiintek, a helyi kozosségek vezetdi megtiltottak a kagylok betakaritasat, fogyasztasat,
kereskedelmét. Mint lathatd, a helyi 6slakos indidnok tisztdban voltak az ilyen jellegli
veszélyekkel, az elsé eurdpai hoditok viszont nem. Az egyik els6 dokumentdlt eset a
paralitikus mérgezést okoz6 kagylomérgezés tiineteit idézik, amikor is Vancouver kapitany
legénysége 1793-ban (Brit Columbia, Kanada) kagylofogyasztas utan sulyosan megbetegedett
¢s néhanyuk meghalt (Hallegraeft, 2003).

Az Ot nagy tengeri algamérgezés okozta szindroéma a bénulasos kagylomérgezés
(PSP), a neurotoxikus kagylomérgezés (NSP), amnézias kagylomérgezés (ASP), hasmenéses
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kagylomérgezés (DSP) és ciguatera halmérgezés (CFP). Mindezek mellett szdmos uj
mérgezéses szindroma kertil leirdsra az tjonnan megjelend, illetve azonositott algatoxinoknak
koszonhetden. Példaul azaspirsavak, jesszotoxin, palytoxin okozta mérgezések az utdbbi
idében novelték a tudomanyos csoportok és altalaban a fogyasztéi tarsadalom érdeklodését,
aggodalmat a téma irant (Hallegraeff, 1993; Dolah 2000, 2001, 2005; Hallegraeff, 2003;
Sellner et al., 2003). A tengeri algak toxinjai kapcsan jelentds szamban talalunk neurotoxikus,
akut modon lezajlo mérgezéses eseteket, amelyek valtozatos kémiai szerkezetii és tObbé-

kevésbé ismert, tobbféle hatdismechanizmussal bird6 molekuldknak koszonhetdek (Landsberg,
2002).

2. abra. A leggyakoribb tengeri algatoxinok szerkezeti képlete (a: szaxitoxin; b: brévetoxin A; c: brévetoxin B;
d: azaspirsav; e: domoénsav; f: ciguatoxin 1; g: ciguatoxin 2; h: ciguatoxin 3; i: jesszotoxin; j: okadainsav; k:
maitotoxin; I: palytoxin).
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2.2.1. Bénulasos kagylomérgezés (PSP)

A PSP egy vilagméretli toxinmeérgezés neurologiai és gyomor-bélrendszeri tlinetekkel,
ami elssorban pancélosalgaval és/vagy annak toxinjaval szennyezett kagylok elfogyasztasa
kapcsan alakul ki. Az els¢ PSP eseményt 1927-ben jelentettek San Francisco kornyékérdl, és
egy pancélosalga, az Alexandrium catenella idézte el6. 102 ember megbetegedését és hat
halédlesetet jegyeztek fel az eset kapcsan. Azota harom pancélosalga genusz esetében
szamoltak be PSP toxinok termelésérdl: Alexandrium, Gymnodinium és Pyrodinium
(Hallegraeff, 1995). A bénulasos kagylo toxinok (PST) termelésére jellemzd, hogy adott fajok
kiilonbdz6 populacioi mas aranyban és mennyiségben termelik azokat. A toxinok vizoldékony
hostabil triciklikus 3,4 - propionperhidropurin szarmazékok (Wang, 2008). A PSP toxinokat
harom fobb csoportra lehet osztani: a karbamat vegyiiletek, amelyek magukban foglaljak a
szaxitoxint, neoszaxitoxint, gonyautoxint; az N-szulfokarbamoil vegyiiletek, amelyek
magukban foglaljak a C és B toxinokat; és végiil a dekarbamoil vegyiiletek. Az elmult
évtizedben szdmos PSP analogot azonositottak (Wiesse, 2010). A szaxitoxin a leginkabb
mérgezo és egyben a leginkabb tanulmanyozott PSP toxin (2. abra). Egerekben az LDs értéke
peritonealisan 3-10 ng/kg testtomeg, oralisan 263 ug/kg testtomeg. A letalis oralis dozis
emberben 1-4 mg nem ¢és fiziologiai allapottdl fiiggden. A toxin gyorsan szivodik fel a
gyomor-bél traktusban, vizelettel iiriil. A PSP mérgezéses tiinetei kozé tartozik a csiklandos
érzés az ajkakon, szdjon és a nyelven, végtagok zsibbadéasa, gyomor-bélrendszeri problémak,
nehézlégzés, majd a teljes bénulds. Stlyos mérgezéseknél 1égzésleallas, sziv-érrendszeri sokk
vagy halal is el6fordul (Dolah, 2005). A szaxitoxin és analdgjai hadaszati potenciallal is
rendelkeznek, mint mindsitett vegyifegyverek tartasa, felhasznaldsa szigortan szabalyozott.
Nagy affinitassal kotddnek a fesziiltségfiiggd natrium csatorna 1-es kotéhelyére (Kg ~ 2 nM),
megakadalyozva a natrium ionok bearamlasat a sejtekbe (Strichartz et al., 1986). A szaxitoxin
befolydsolja a vazizmok mikodését, befolyasolja a periférids idegek miikodését a
neuromuszkuléris csomdpontokon (Dolah, 2000).

2.2.2. Neurotoxikus kagylomérgezés (NSP)

Az NSP jelenséget a pancélosalga Kerenia brevis (korabban Gymnodinium breve) altal
termelt toxinok okozzak. Elsésorban egyes kagylofajokban akkumulalodnak, melyeket
elfogyasztva alakulnak ki a sulyos mérgezések (Pierce et al., 2005). A faj kétféle lipofil
karakteri toxint termel: egy hemolitikus és egy neurotoxikus hatasit, melyek hatalmas
halpusztulast, madarak és tengeri emldsok mortalitasat idézik el6 (Flewelling et al., 2005). A
neurotoxikus  toxinok  brévetoxinként ismertek, melyek policiklusos poliéterek.
Brévetoxinoknak két f6 tipusa van: brévetoxin B (1-es tipusu ; PbTx -2 ,3, 5,6, 8, 9) és
brévetoxin A (2-es tipus ; PbTx -1, 7,10) (2. abra). Az utdbbi években a Chatonella marina,
C. antiqua, Fibrocapsa japonica ¢és Heterosigma akashiwo is brévetoxin-termeldnek
bizonyult. A brévetoxinok iztelen, szagtalan, sav- és hdstabil (300 °C) molekulak. Az LDsg
170 pg/kg testtomeg intraperitonealisan, 94 ng/kg testtomeg intravénasan, és 520 pg/kg
testtomeg oralisan egérben (Sellner et al., 2005). A tiinetek az NSP esetében émelygeés,
bizsergés, zsibbadds, motoros funkciok elvesztése ¢és sulyos izomfajdalmak.
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Hatasmechanizmusa targyaldsanal kiemelendd, hogy szintén a fesziiltségfiiggé Na-
csatornakhoz kotédik szelektiven, azonban szemben a PSP toxinokkal, amelyek blokkoljak a
natrium csatornat és megakadalyozzak a natrium ionok bearamlasat, az NSP toxinok novelik a
Na* befelé dramlast a sejtekbe, megvaltoztatva azok ingerlékenységét (Wang, 2008).

2.2.3. Ciguatera halmérgezés (CFP)

A CFP a leggyakrabban eléfordulé tengeri mérgezés, amely elsésorban korallzatonyok
¢l61ény-kozosségeihez kothetd. Amint azt neve is mutatja, egyes halfajok (leginkabb
stigérfélék) bioakkumulacios képességiik miatt halmozzak fel az algak altal termelt mérgezo
metabolitokat és képesek mérgezéseket okozni (Halstead et al., 2003). A becslések szerint
évente koriilbelil 25.000 embert érint ciguatoxinok okozta mérgezés. A CFP mérgezéseket
vilagméretli egészségiigyi problémanak tekintik (Landsberg et al., 1998). A ciguatera toxinok
egy pancélosalga fajhoz (Gambierdiscus toxicus) kothetéek, amely termeli a maitotoxint
(MTX), a ciguatoxinok lipofil prekurzorait (Wang, 2008). Ezek a prekurzorok a trofikus
szintek fogyasztd, ragadozod, csucsragadozo szintjein halmozddnak o6l és biotranszformacio
révén alakulnak &t mérgez6 komponensekké. A ciguatoxinok hdstabil, lipidoldékony, a
brévetoxinra emlékeztetd ciklikus poliéter molekuldk, melyeknek tobb mint 20 toxinvaridnsa
ismert (2. abra). A ciguatoxinok biologiai aktivitasat részletesen tanulmanyoztak, az egyik
leghatasosabb aktivatorai a sejtek natrium és/vagy kalcium csatorndinak. Az altaluk eldidézett
tobb mint 175 ciguaterias tiinet, négy kategoriaba sorolhaté: gyomor-, neurolégiai, sziv-
érrendszeri és altalanos tiinetek (Yasumoto et al., 1985). Hangsulyozni kell, hogy a ciguatera
tiinetek valtozatosak lehetnek a kiilonb6zd oOcednokban: a Csendes-6cednon neuroldgiai
tiinetek domindlnak, mig a Karib-tengerre a gyomor-bélrendszeri tiinetek a jellemzoek a
toxinvariansok eltér6 Osszetétele miatt. A ciguatoxin (CTX) és a maitotoxin a két
leggyakoribb toxin, amely a CFP mérgezésekhez kothetd. Farmakologiai tanulmanyok
kimutattdk, hogy a CTX aktivalja a fesziiltségfiiggd natrium csatorndkat nM és pM
koncentracioban. Egerekben ip., a ciguatoxin 0,45 ng/kg dozisban letalis, a maitotoxin
esetében ez 0,15 pg/kg. Ordlis bevitel esetén minddssze 0,1 pg ciguatoxin felnétt ember
esetében betegséget okoz. A ciguatoxin hatdsmechanizmusa hasonlé a brévetoxinéhoz, a
neurondlis natrium-csatorndk 5. kotohelyének a-alegységéhez kotddnek szelektiven,
ugyanakkor az affinitasuk 30-szor nagyobb a brévetoxinokénal (Hallegraeff 1993, 2005). A
maitotoxin egy masik fontos neurotoxin, amely a CFP mérgezésekhez kothetd. A toxin egy
vizben o0ld6do, policiklikus molekula szamos hidroxil- és szulfat-csoportokkal (2. abra),
melyet a G. toxicus termel. Harom formaja, az MTX-1, MTX -2 és MTX -3 ismert. Az MTX
esetében bebizonyosodott, hogy az egyik leghatasosabb azonositott toxin. Az LDz egerekben
kisebb, mint 0,2 pg/kg (intraperitonealisan), és ez a legalabb 5-szor nagyobb érték, mint a
tetrodotoxin esetében. Farmakoldgiai tanulményok azt mutatjdk, hogy az MTX erds
aktivatora a fesziiltségfliggd kalcium csatornaknak. A Ca* bearamlas a sejtekben befolyasolja

cres

depolarizaciot (Landsberg, 2002).
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2.2.4. Azaspirsavakhoz kotheté mérgezés (AZP)

Az azaspirsavakhoz kothetd mérgezést (AZP), els6ként Hollandiaban regisztraltak, de
késobb egyre inkdbb probléma lett szerte Eurdpaban. Ez egy viszonylag ujonnan azonositott
tengeri toxin betegség, melyet a Protoperidinium crassipes okoz. A pancélosalgafaj magas
koncentracioban termel intracellularis azaspirsavakat (AZAl), melyek lipofil, poliéter
karakterti toxinok ¢€s els6sorban kagylofajokban halmozodnak fel kritikus mennyiségben. Ma
koriilbeliil 12 szarmazéka ismert a toxinnak (Hallegraeff, 1993, 2005). Szerkezetiik jelentésen
eltér a pancélosalgak egyéb toxinjaitdl, terminalis karboxil csoportjaiknak kdszonhetik savas
karakter(i (2. abra). A mérgezésesre a hanyinger, hanyas, sulyos hasmenés és hasi gorcsok
valamint neurotoxikus hatasok, mint tiinetek jellemzéek (Sellner, 2003). Részletes
hatadsmechanizmusa nem ismert, az eddigi eredmények azt mutatjdk, hogy a toxin a sejtek
Ca?* homeosztazisara hatnak. Egyes variansai a Ca®* bearamlasat serkentik, mig méasok éppen
azt gatoljak (Dolah, 2000).

2.2.5. Jesszotoxin mérgezések (YTX)

A YTX ¢s analogjai diszulfatdlt poliéter vegyliletek, melyet legeldsz6r Japanban a
Mutsu 6bolben talalt fésii-kagylofajbol (Patinopecten yessoensis) izolaltak (Aasen et al.,
2005). Azota szamos helyen irtak le Eurdpaban, Dél-Amerikéban és Uj-Zélandon YTX-t és az
ahhoz kotheté mérgezéseket (Ogino et al., 1997). Harom pancélosalgafajhoz (Protoceratium
reticulatum, Lingulodinium polyedrum és a Gonyaulax spinifera) kothet6 termelésiik, (Tubaro
et al.,, 2003). Az utobbi idében szamos 0j YTX analdgot azonositottak kiilonbozé alga és
kagylofajokban (karboxijesszotoxin, karboxihomojesszotoxin) (Murata et al., 1987).
Eredetileg a YTX-t kifejezetten a hasmenést okozé algatoxinok kdzé soroltak, de vizsgalatok
kimutattak, hogy f6 tamadaspontja nem az emésztotraktus, hanem kifejezetten a sziv (Draisci
et al., 1999). Sejtbiologiai szinten a pontos tdmadaspont nem ismert, de jelen ismereteink
szerint a Ca®* csatornak miikddését befolyasolja a toxin kotédése (Amzil et al., 2008).

2.2.6. Palytoxin mérgezések (PTX)

A PTX polihidroxilezett policiklikus vegytilet igen erds biologiai aktivitassal. A toxint
eloszor egy lagykorall fajbol izolaltak (Palythoa toxica), majd ezt kdvetden szdmos mas
szervezetbdl, mint példaul tengeri algakbol és kagylokbdl is azonositottak (Moore és Scheuer,
1971). Nemrégiben palytoxint talaltak egy tengerfenéken €16 pancélosalgaban is, az Ostrepsis
siamensis-ben, ami tomegesen képes elszaporodni szamos Eurdpaban talalhato tengeri
¢lohelyen. Virdgzasuk puhatestiick és tiiskésboriiek tomeges pusztulasahoz vezethet, és
gyakran okoz emberi megbetegedéseket (Franchini et al., 2008). Haldlos kimenetelli PTX
mérgezésekrdl szamoltak be toxinnal szennyezett rakok (Fiilop-szigeteken), tengeri siindk
(Brazilidban) és hal (Japan) fogyasztdsa sordn, de a PTX vilagszerte aggodalomra adhat okot
elterjedése és hatasmechanizmusa miatt (Wattenberg, 2007). A PTX egy nagy, komplex
molekula, ami lipofil és hidrofil régiéval egyarant rendelkezik (2. abra). A természetes
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hatéanyagok koziil a mai napig ismert legnagyobb monomer szerves molekula (Sosa et al.,
2009). A koézelmultban tobb analogot azonositottak O. siamensis-bol, az osztreocin-D-t és a
maskarenotoxint. Jelenleg a PTX-t tekintik, az egyik leghatasosabb ismert toxinnak. A 24
oras LDsy értékek intravénas injekcido soran 0,025 pg/kg és 0,45 pg/kg-nak adodtak
kiilonbozé allatkisérletes rendszerekben. A mérgezés tiinetei kozé tartozik a laz, tétlenség,
almossag és gyengeség a végtagokban majd halal (Malagoli et al., 2008). Farmakologiai és
elektrofiziologiai tanulmanyok azt mutatjak, hogy a PTX egyfajta hemolizin ¢és
megvaltoztathatja a sejtek mikodését, ingerlékenységét, a molekula szelektiven kotodik a
sejtek Na*, K-ATP-az pumpéjahoz (Taniyama et al., 2002; Louzao et al., 2008).

2.2.7. Domoénsav (DOM) és az amnézias kagylomérgezések (ASP)

A domoénsavat egy 1987-es mérgezéses esetnél azonositottak Kanada partjainal,
amikor kékkagyldé fogyasztasa utan tobben meghaltak vagy rosszul lettek. Kifejezetten
jellemzd volt, hogy tobb szervrendszerre hatott a mérgezés. A gyomor-bél traktust, a kozponti
idegrendszert (CNS) és a sziv-és érrendszert is érintették az elvaltozasok. A legjellemzdbb és
talan legfeltlindbb tiinet a memoriazavar volt, amirdl a mérgezes a nevét is kapta: amnézias
kagylomérgezés - ASP (Scholin et al. 2000). A DOM legf6bb és legjellemzobb termeldi a
kovaalgak koziil keriilnek ki. A Pseudonitzschia genusz képviseldi és egyes vorosalga fajok,
mint a Chondria armata nevezhetok a legfébb toxinforrasnak. A DOM tapasztalatok szerint
konnyen bekeriil a taplaléklancba egyes kagylokon és egyéb tengeri allatokon (rakfélék)
keresztiil, de a legjellemzObb kozos vektor a kék kagylo (Mytilus edulis; Dolah, 2000).
Gyakori jelenség, hogy az algak tomeges elszaporodasa mar lecsengett, de a betakaritott
tengeri kagylok és rakok sulyos allati és emberi mérgezésekhez vezetnek az akkumulalodott
toxinnak koszonhetéen. Ezért szamos orszdgban szigori intézkedéseket vezettek be az
akkumulalt toxinok mérésére. Bar ezen intézkedések sikeresek voltak és visszaszorultak az
emberi megbetegedések, szamos beszamolo szerint a DOM mérgezések a vadon €16 allatok
esetében komoly problémakat jelentenek, ideértve a tengeri oroszlanokat, balndkat, tengeri
vidrakat ¢és a tengeri madarakat (Hallegraeff, 1993, 2005). Mivel egyre tobb helyrdl jelentenek
ilyen tipusi mérgezéseket, a DOM kiemelkedd kornyezeti kockazatnak tekinthetd. E
neurotoxin jelentds, globalis problémat jelent az emberek egészségére, biztonsagara és az
¢lovilagra egyarant. A DOM egy vizben oldhato trikarbonsav (2. abra), ami viszonylag
rosszul szivodik fel a bélben, és megy at a vér-agy gaton, a felezési ideje révid. A DOM
szerkezetileg a kainsavhoz hasonld kémiai struktiraval és hatassal rendelkezik. Mindkét
excitatorikus aminOsav a glutamat analogja, ami az agyban jol ismert neurotranszmitter és
aktivalja a glutamat receptorokat [GluRs]. A mérgezés utdn a gasztrointesztinalis tlinetek 24
oran beliil, a neurologiai tiinetek 48 oran beliil jelentkeznek. A jellemzd tlinetek a hanyinger,
hanyas, hasi gorcsok, hasmenés, fejfajas, instabil vérnyomds, szivritmuszavarok ¢&s
neuroldgiai zavar, beleértve a komat, gorcsoket, kiilonb6zd rohamokat és a memoria
elvesztését is. Az elhaldlozasok a mérgezéseket kovetéen a 12-90. nap utan kovetkeztek be
(Landsberg, 2002).
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2.2.8. Okadainsav (OA)

Az okadainsav egy lipofil vegyiilet, melyet szamos tengeri pancélosalga nemzetséghez
(Dinophysis és Prorocentrum) tartozo faj termel (Kumagai et al., 1986). Az tigynevezett DSP
jellemzden sulyos gyomor-bélrendszeri tlineteket okoz6 toxin, szinte mindig kagyldkban
felhalmozott formaban fejti ki hatasat (Dounay et al., 2002). Az OA gatolja a szerin/treonin
protein-foszfatazokat (PP1 és PP2A), mely hiperfoszforilezett fehérjék megjelenéséhez vezet.
Figyelembe véve az intracellularis kindz-foszfatdz rendszer szerepét a sejtciklusban, a
szignaltranszdukcids folyamatokban, a toxin hatdsaként szamos sejt- ¢és szdovet-szintii
elvaltozassal szamolhatunk (Edebo et al., 1988). Az erds hasmenéssel és hanyasos
problémakkal jaré tiinet mellett a toxin tumorindukald hatasat is bizonyitottak (Bialojan et al.,
1998).

2.3. A tengeri toxikus algaviragzasok sajatossagai

Az elmult évtizedek altalanos jellemzdje, hogy az Eszaki- és a Déli- Féltekén egyarant
ujabb ¢€s ujabb teriileten jelennek meg addig még nem ismert mérgezd algaviragzasok és
velejard6 mérgezéses esetek (Hallegraeff, 1993, 2005). A 70-es évekhez képest az
ezredfordulora, szamos ez idaig nem ismert algamérgezés megjelenése volt jellemzd Gjabb
tertileteken. Az Ujabban dokumentalt mérgezések mogott értelemszeriien szamos esetben az
adott méreg-termeléssel rendelkezd algafajok terjedésérdl (és tomeges megjelenésérol)
beszélhetiink, ugyanakkor tobb esetben az ellenérzések, célzott kutatasok, felmérések
vezettek oda, hogy egyes algatoxinok leirasra keriiltek (Dolah et al., 2001). Jellemz6 példa
Uj-Zéland, ahonnan az 1970-es években még nem volt ilyen jellegii eseményre példa, de az
1992-ben bekovetkez6 algatoxin-mérgezéseknek koszonhetéen l1étrehozott atfogd monitorozo
program ujabb négy-6t mérgezéstipus €s toxincsalad eléfordulésat regisztralta. Masik nagyon
jellemzd példa az 1987-es Kanadaban kitort ASP mérgezés, amely tipus eldtte ismeretlen volt,
pedig a leirt szimptomak alapjan szamos tengeri emlés él6lénycsoport elhalalozasat okozta az
azt megeléz6 években, évtizedekben az Eszak-Ameriakai kontinens nyugati partvidékén, ahol
a toxin termeléséért felelés Pseudonitzschia fajok elterjedése ismert volt. Az ASP mérgezések
¢s azok hatterének vilagos felderitése utdn, mint 0j tipust €és megjelenésti esetekként
regisztraltak algaviragzasokat, holott az azel6tti id6szakban is utdlagos elemzések feltartak
ASP tipust mérgezéseket tengeri emldsok korében a nyugati partvidéken (Hallegraeff, 1993;
2005).

A nagyobb iddintervallumot atfogd fitoplankton adatok és elemzések hidnya tobb
helyen hatraltatjak, nehézkessé teszik annak feltarasat, hogy valdoban Gjabb megjelenésekrol
beszélhetlink-e. Emberi megbetegedések miatt ugyanakkor nyomonkdvethet6 €s kijelenthetd,
hogy egyes algatoxin mérgezések és mérgezé algaviragzasok ujabb és Ujabb teriileteket
hoditanak meg. Jellemzé példa a PSP Délkelet-Azsidban és Dél-Amerikaban torténd
terjedése. Kulcskérdés az, hogy milyen mértékben feleldsek ezért egyes emberi
tevékenységek.
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A legfontosabb emberi tevékenységekt6l sem mentes behatasok, amelyeken keresztiil a
tengeri mérgez6 algaviragzasok mértéke és elterjedésének hatarai Kiterjedhetnek a
kovetkezok: algafajok terjesztése allatok és emberi transzport tevékenységek révén, part menti
vizterek tapanyagterhelése, szokatlan iddjardsi események és a globalis éghajlatvaltozas
(Landsberg, 2002).

A teherhajok stabilizalasara hasznalt ballasztviz, az egyik legkritikusabb kozeg az
adott kemotipusos algafajok elterjesztésében. A szallitmannyal éppen nem rendelkezd
teherhajok stabilizalasara a partmenti vizekbdl toltik fel tartalyaikat és tesznek meg tobb ezer
kilométert az adott viztomeggel és az abban taldlhatd él6lénykozosséggel egyiitt. Ugy
becsiilik, évente mintegy 10 milliard tonna ballasztvizet szallitanak ezek a hajok a Fold
kiilonbo6z6 teriileteirdl, és engednek ki az érkezési teriileteken szinte minden kontroll nélkiil
(Hallegraeff, 1993). Tobb vizsgalat egyértelmiien kimutatta, hogy a ballasztviz
mikroszkopikus szervezetei szamara, beleértve eukaridta és prokaridta éldlénycsoportokat,
tokéletes lehetséget nyujt a terjedésre, mely soran ujabb él6helyeket fert6zhetnek meg és
idézhetnek el tomeges megjelenést. A PSP megjelenésére és elterjedésére az ausztral partok
mentén leginkdbb ezt a magyardzatot szoktak el6hozni. Tovabbi ilyen jellegli terjedés
megakadalyozdsara mar szdmos iranyelv Iétezik, amiben el6irjdk a ballasztvizek nyilt
6ceanon torténd cseréjét (Hallegraeff, 1993; 2005).

A zoochoria jelenség kapcsan az allatok, mint vektorok koziil egyértelmiien a
puhatestiiek, azokon beliil is néhany kagylofaj emelendd ki. Nem csupan az algatoxinok
képesek felhalmozddni a puhatestiiek szervezetében, hanem egyes algafajok motilis és nem
motilis (cisztak) formai is jelentds egyedszamban talalnak menedéket e fajok képleteiben. A
human fogyasztasra szant kagylok emberek altal torténd szallitdsa ilyen vonatkozasban is
karos lehet, hiszen a kiszabadul6 algaegyedek fontos inokulumai lehetnek Gjabb meghdditott
teriileteken bekovetkezd algaviragzasoknak (Landsberg, 2002; Sellner, 2003).

Az eutrofizacio jelensége a tengerekben, oceanokban legerételjesebben a partmenti
viztomegeket érinti, azon beliil is kifejezetten fokozott az édesvizek, brakkvizek torkolat-
vidékein. A kiilonbozd folyovizek altal szallitott és kozvetleniil a partmenti teriiletekrdl
szarmaz6 tapanyagtartalom eldsegitik az obligat és fakultativ fotoautotréf szervezetek
szaporodasat. Ahogyan azt az édesvizek esetében is targyaljuk, elsésorban a kiilonb6zo
nitrogén ¢és foszforformak azok a tapanyagok, amelyek terhelése leginkabb kritikus az
algaviragzasok kialakulasaban, de néhany mas tapelem, mint példaul a vas szerepe is szamos
esetben meghatarozd lehet. Erdsen vizsgalt problémakoér a  kiilonbozé mitragyak
hasznalatabol fakadd kovetkezmények, hiszen a szarazfoldi ndvényi kultirak kapcsan elvart
fokozott produktivitds miatt a felszini illetve felszin alatti vizekbe keriilt tapanyagtartalom,
egyre fokozottabban generalja egyes teriileteken az algak elszaporodasat (Hallegraeff, 1993).
Egy gyakran idézett példa, hogy Hong Kong partjainal az algavirdgzasok szdma 8-szorosara
emelkedett, mikdozben az 1976 ¢és 1986 kozotti idoszakban 2,5-szOrOsére noétt a
tapanyagterhelése a tengernek. Bar a fitoplankton hosszatavi adatsorainak hidnya ebben az
esetben is megemlitendd, szamos tengerparti nagyvaros esetében a  vizek
tapanyagterhelésének novekedése egyiitt jart az algavirdgzasok szdmaénak drasztikus
novekedésével. Ugyanakkor néhany faj esetében ez nem tlinik relevans magyarazatnak,
hiszen néhany PSP (Alexandrium tamarense) vagy NSP (Gymnodinium breve) okozo
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kifejezetten oligotrof vizekben €l és szaporodik. A Florida partjainal jellemz6 algaviragzasok
be. A toxintermeld algaviragzasok ugyanolyan gyakorisaggal €s mennyiségi viszonyokkal
jelentkeznek, annak ellenére, hogy a tapanyagterhelés jelentésen nétt. Ilyen esetekben és a
Fold mas teriiletein is a szokatlan, hirtelen bekovetkezd iddjarasi jelenségekkel talaltak
Osszefiiggést (Hallegraeff, 2005). Ilyen anomalidkat okoz az El Nifo, ami egy természetes
¢ghajlati jelenség, a tengerviz aramlasaval van Gsszefiiggésben és ciklikusan jelentkezik. A
Csendes-6cean vidékén 2-7 évente el6forduld anomalia, amely egyarant érinti a
tengeraramlasokat, az dcean folotti 1€gkorzest és az oridsi térségen beliili 1égnyomaseloszlast.
Kardcsony t4jékan kulminal és 9-12 hoénapig tart. Az El Nifio bekdszontét az uralkodd
légnyomasviszonyok radikélis megvaltozasa jelzi. Ekkor Indonézia, Ausztréalia és altalaban az
Indiai-6cean felett megnd a 1égnyomas, mig a Csendes-Ocean keleti medencéjében lecsokken.
Az uralkodd szélirany is megvaltozik: a keletrél nyugatra fijo passzatszelek gyengiilnek,
esetleg meg is fordul az iranyuk. Ezzel egy id6ben az Indiai-6cedn és a Csendes-Ocean
nyugati része feldl erds meleg aramlatok indulnak Dél-Amerika partjai felé. A Csendes-
oceani térség Egyenlitd kozeli  teriilete karacsony tdjan  erésen  felmelegszik. Hatdsara
aszalyos, szaraz id6szak 1ép fel Afrikaban, mig a Karib-tengeren oOriasi es6zéseket 0koz.
Ellentéte a normalisnal hidegebb tengerfelszint jelenté La Nifia, mely a Csendes-6cean tropusi
teriileteinek kozépso és keleti részén fordul eld. Az El Nifio jelenség a 70-es, de leginkabb a
80-as 90-es ¢vekben megfigyelhetd gyakorisaga volt az, ami felhivta a figyelmet a jelenséggel
egyiittjaré gazdasagot is érintd problémakra (halaszat, viharkarok) is (IPCC, 2007). Egyes
teriileteken a mérgezd algaviragzasok megjelenése éppen az emlitett jelenségekkel mutatott
Osszefliggést. Az El Nifio jelenségtél sem lehet fiiggetleniil targyalni a globalis
felmelegedésrol szold teodridkat, amelyekkel szintén Osszefiiggésbe hozzdk a mérgezo
algaviragzasok el6fordulasat. Globalis felmelegedésnek a Fold — atlaghdmérsékletének
emelkedését nevezzilkk, amelynek sordn emelkedik az 6ceanokés a  felszin
kozeli levegd hémérséklete (Hallegraeft, 1993; 2005).

Az  éghajlatvaltozasi  keretegyezmény  a globalis  éghajlatvaltozas kifejezést
az ember altal okozott klimavaltozasra hasznalja. A homérséklet novekedésére szamos
kozvetlen és kozvetett bizonyiték Ilétezik a levegd ¢és az Ocednok hdémérsékletének
melegedésétdl a gleccserek olvadasan at a tengerszint emelkedéséig. A Fold atlagos felszini
hémérsékletére illesztett linedris trend szerint 1906 és 2005 kozott 0,74 + 0,18 °C-kal
emelkedett (Houghton et al., 2001; IPCC, 2007). A vizsgalt idészak masodik felében a
melegedés liteme kétszeresére gyorsult a kezdetben megfigyelthez képest (0,13 + 0,03 °C a
0,07 £ 0,02 °C évtizedenkéntivel szemben). A varosok magasabb hdmérséklete csupan
elenyész6, mintegy 0,002 °C-kal jarult hozzéd évtizedenként ehhez a valtozashoz (Heisler et
al., 2008). A troposzféra also részének hémérséklete miitholdas mérések szerint 0,13 és 0,22
°C kozotti mértékben emelkedett évtizedenként 1979 6ta (Houghton et al., 2001; PCC, 2007).
A globalis hémérséklet rovidtava fluktuacioi konnyen feliilirhatjak és elfedhetik a hosszabb
trendeket, ez azonban konzisztens a 2002 és 2009 kozott megfigyelt relative stabil
homérseklettel. 1880 ota a 13 legmelegebb év koziil 11 2001 és 2011 kozott volt. A 20.
szazadban és kiilondsen az utobbi évtizedekben a klimavaltozas gyorsabb volt, mint a
megel6zd néhany évszazadban. A folyamat varhatdlag folytatodik. A kérdés, hogy a
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hémérséklet valtozasa milyen mértékben az emberi tevékenység kovetkezménye. A megel6z6
Ot interglacialis szakasz 50—400 ezer évig tartott, ami arra utal, hogy még melegedési
id6szakban vagyunk természetes modon is. Kérdés azonban, hogy az emberi tevékenység ezt
mennyivel gyorsitja és igy mennyivel neheziti a felmelegedéshez valo alkalmazkodast. A
témaval foglalkoz6 tudosok tobb mint 90%-a szerint a legutobbi évtizedekben zajlod
felmelegedés mértéke, leginkabb emberi tevékenység eredménye (IPCC, 2007).

A fent emlitett okok koziil nehezen lehetne kivalasztani azt az egyetlen okot, ami az
algaviragzasok gyakorisagdnak a novekedését idézi eld. Minden esetet érdemes egyedileg
megvizsgalni, a kivalté okokat feltdrni. De az vildgosan latszik, hogy a tomeges megjelenést
eldsegitd faktorok, a vizek tapanyagterhelése, toxintermeld fajok terjedése-terjesztése, a
globalis felmelegedéssel jard szélsdséges iddjarasi események kedveznek a mérgezd
algavirdgzasok kialakulasdnak nemcsak az édesvizekben, hanem a tengeri €l6helyeken is
(Dolah, 2005).

2.4. A cianobakterialis vizviragzasok eléretorése

Az algaviragzasok, azon beliil is a cianobakteridlis viragzasok egyre nagyobb mértékii
elterjedését egyértelmli adatok tdmasztjdk ald. Fontos hangstlyozni, hogy szamos
algaviragzasnak egyedi okai lehetnek, de altalanossagban néhany faktor kitiintetett szerepet
jatszik a jelenség kialakuldsdban (Pearl és Huisman, 2009; Wagner ¢és Adrian, 2009),
amelyeket a tovabbiakban roviden attekintiink.

2.4.1. A hémérséklet és a vizoszlop stabilitasa

A 20. szazadban a fosszilis tlizeldanyagok elégetése és a légkori széndioxid
mennyiségének novekedése a fold felszinének a homérsékletét megkozelitleg 1°C-kal
novelte. A 21. szazadban a globalis hémérséklet valdszintileg 1,5-5°C-al fog ndvekedni
(Houghton et al., 2001; IPCC, 2007). Mig az eukariota fitoplankton novekedési sebességének
optimuma 20 °C koriil vagy azon tal mar stabilizalodik vagy csokken, addig a
cianobaktériumok novekedése fokozodik, igy biztositva szamukra kompetitiv elényt (Paerl
and Huisman, 2009). A kozvetlen hatasokon til a novekvé hémérséklet megvaltoztatja a vizi
kornyezet fizikai karakterisztikajat, ami kedvez a cianobaktériumoknak. Példaul a ndvekvo
homérséklet lecsokkenti a felszini viz viszkozitasat és noveli a tapanyag eloszlasat. Ez fontos
folyamat, amikor versengés folyik a tapanyagért az eléfordulod fajok kozott (Peperzak, 2003).
Maisodszor, néhany cianobaktérium tudja szabadlyozni a felhajtéerd nagysagat gaz
vezikulumok kialakitasaval, igy ellenstulyozzdk a siillyedésiiket a csokkend viszkozitas
mellett, ami szamukra tovabbi el6nyt jelent mas, nem mozgékony fitoplanktonnal szemben
(Paerl and Huisman, 2009). Harmadszor, a felmelegedés a vizek rétegzOdésének a
gyakorisagat, erdsségét ¢s iddtartalmat megnoveli. Ez a folyamat altaldnosan lecsokkenti a
felszini vizekben fellelhetd tapanyagok elérhet6ségét a nem mozgékony fajok esetében. A
mélyebb vizekbdl feluszo cianobaktériumok képesek hozzdjutni a tdpanyagokhoz azaltal,
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hogy tudjak véltoztatni a felhajtoerdt vagy nitrogén megkotésére képesek (Wagner és Adrian,
2009). Osszegezve a megfigyeléseket, a cianobaktériumok hajlamosak a dominanciara a
fitoplankton egyéb alkotoival szemben az év legmelegebb periddusaiban, a mérsékelt
okoszisztémakban. A globdlis folmelegedés nagy hatdssal lehet a cianobakterialis
vizvirdgzasok elterjedésére (Peeters et al., 2007).

2.4.2. A tapanyagok

rrrrr

kell foglalkozni az emberi tevékenységek altal eldidézett tapanyagterheléssel. A kutatasi
eredmények rdmutatnak az eutrofizicids folyamatok és a megndvekedett népesség szoros
kapcsolatara, amelyek serkentéen hatnak a karos algaviragzasok el6fordulasara. (Heisler et
al., 2008). Az édesvizek megnovekedett tdpanyag tartalma koziil a foszfor az egyik, amely
valtozast eredményez a fitoplankton kozOsségben, mégpedig a cianobaktériumok
dominancidjahoz vezet. A nitrogén-fixalé cianobaktériumoknak a meleg édesvizekben torténd
szaporodasat gyakran a foszfor szabalyozza, mig a nem nitrogén-fixal6é cianobaktériumok
elterjedését a foszforon kiviil még a nitrogén is limitdlja. A vizvirdgzasok szamara a
szervetlen N és P készletek mellett fontos tapanyagforrasnak szamitanak az oldott vagy
részecske formaban hasznosithatdo szerves N és P vegyiiletek is (Davis et al., 2010). A
mikrotapelemek koziill a vasnak van meghatarozo szerepe, kiilondsen a nitrogén-fixald
fajoknal, mivel a nitrogendz enzim aktiv centrumdanak kialakitdsdhoz vasra van sziikség
(Kustka et al., 2003).

Mivel a cianobakteridlis vizvirdagzasok gyakran eutréf tavakban alakulnak ki,
eredetileg azt feltételezték, hogy ezeknek az €l61ényeknek nagy mennyiségli foszforra és a
nitrogénre van sziikségiik (Reynolds, 1987). Ezt a hipotézist még akkor is fenntartottdk,
amikor a legalacsonyabb oldott foszfatkoncentracional is gyakran bekdvetkeztek a
cianobakterialis vizviragzasok. A kisérleti adatok azt mutattak, hogy sok cianobaktériumnak
nagyobb az affinitdsa a nitrogénhez és a foszforhoz, mint mas fotoszintetikus élélénynek. Ez
azt jelenti, hogy eldnyhoz juthatnak mads fitoplankton fajokkal szemben akkor, amikor a
foszfor és a nitrogén mennyisége limitalt (Stanier, 1977; Rai, 1990; Whitton, 1992; Skulberg,
1996; Weber et al., 1996) .

A tapanyagokhoz valo erds affinitasukon kiviil a cianobaktériumok jelentds mértékben
képesek tarolni a foszfort (Bryant, 1994). Elegend6 foszfort tudnak felhalmozni ahhoz, hogy
2-4 sejtosztodas lejatszodjon, ami megfelel a biomasszaban bekovetkezd 4-32-szeres
novekedésnek. A nitrogén ¢és a foszfor koncentraciok kis hanyadosa eldsegitheti a
cianobakterialis vizviragzasok kialakulasat (Reynolds és Walsby, 1975). Ha az eukariotak
szamara optimalis N:P aranyt (16-23N:1P) 0Gsszehasonlitjuk a vizviragzast képzo
cianobaktériumok szadmara optimalis hanyadossal (10-16N : 1 P), azt kapjuk, hogy ez az arany
a cianobaktériumoknal alacsonyabb (Carmichael és Falconer, 1993).
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2.4.3. A széndioxid, pH és a vizek sotartalma

Az elmult két évszazadban a fosszilis tiizeldanyagok égése soran jelentésen megndtt a
1égkor széndioxid (CO,) koncentracidja, ez a trend a kovetkezd évtizedekben is folytatdodni
fog (IPCC, 2007). A vizek kémiai jellemzbiben erételjes valtozast eredményezhet a névekvo
CO, tartalom, ennek hatasra a pH csokkenhet (Cao és Caldeira, 2008). A vizek pH-ja
kozvetleniil befolyasolt a kiilonb6z6 oldott szervetlen szénvegyliletek altal. A legtobb vizi
rendszer pH-ja 7,5-8,1 kozott van, amit elsddlegesen a hidrogénkarbonat ion tart fenn. A pH
¢s a szervetlen szénvegyliletek mértéke a tavakban széles skalan képes mozogni napi €s
szezondlis szinten. Az eutrof tavakban a nagymértékii oldott szervetlen szénvegyiiletek napi
szintli cs6kkenése a vizvirdgzdsokkal hozhat6 0sszefliggésbe, amely a fitoplankton révid idejii
szén limitacidjat valthatja ki. A vizfelszin kozelében €16 cianobaktériumoknak elényiik van
mas fitoplanktonnal szemben, mivel a légkori CO, gyors diffuzioval bekeriil a felszini
vizrétegbe, igy ez eldsegiti a novekedésiiket, amikor a vizoszlop CO; koncentracioja
lecsokken a virdgzasok alatt (Paerl és Huisman, 2009). Csaknem az 0sszes eukariota alga ¢€s
az Osszes cianobaktérium rendelkezik szénmegko6té mechanizmussal. Ugyanakkor bizonyitott,
hogy a cianobaktériumok szénmegkotd mechanizmusa alacsony CO, koncentracional
hatékonyabb, mint mas algdk vagy magasabb rendii névények mechanizmusa ¢€s igy ez
elosegiti dominanciajukat a kdzdsségben (Price et al., 2008). A vilag tobb pontjan a nyari
szarazsagok, az emelkedd tengerszint és a megnovekedett mezdgazdasagi ontdzés vezettek a
tengeri torkolatok ¢és az édesvizi rendszerek sotartalmanak a novekedéséhez. A vizek
sotartalmanak valtozasa hatassal van a fitoplankton fajok Osszetételére (Bordalo és Vieira,
2005). Az eukaridta fitoplankton altaldban nehezen tolerdlja a viz sétartalmaban bekovetkezo
valtozasokat, ezzel szemben a cianobaktériumok csoportja tag hatarok kozott képes elviselni
az ilyen jellegii folyamatot. Az édesvizek és a brakkvizek megnovekedett sotartalma kedvez a
cianobaktériumoknak, ¢és igy hatassal van a koOzoOsség Osszetételére és egyes fajok
elszaporodasara (Tonk et al., 2007).

2.4.4. A fény

Az cukariota algakhoz hasonléan a cianobaktériumokban is a klorofill-a az a fontos
pigment, amely kulcsszerepet jatszik a fény megkotésében. Mas pigmenteket, példaul az
allofikocianint (kék), fikocianint (kék), és ritkan fikoeritrint (vords) magukban foglald
fikobiliproteineket is tartalmaznak (Cohen-Bazire és Bryant, 1982). Ezek a pigmentek a
fénynek a spektrum zold, sarga és narancs tartomanyaba esd részét (500-650 nm) gytjtik
Ossze, amelyet mas fitoplankton fajok alig tudnak hasznositani. A fikobiliproteinek a
klorofill-a-val egyiitt lehetévé teszik a cianobaktériumok szamara azt, hogy hatékonyan
Osszegyljtsék a fényenergiat, valamint azt, hogy olyan kornyezetben is tudjanak élni, ahol
csak zold fény van. Sok cianobaktérium érzékeny a hosszantartd, magas fényintenzitasra. A
Planktothrix (kordbban Oscillatoria) agardhii novekedését gatolja, ha tartosan 180, pE/m?s’
folotti fényintenzitas éri. 320 pE m?s’ erdsségli tartds fény sok faj szamara letalis (Van Liere
¢s Mur, 1980). Azonban, ha a cianobaktériumokat iddszakosan éri ilyen nagy intenzitasu
fény, majdnem maximalis litemben ndvekednek (Loogman, 1982). Ez a fényintenzitas a tavak
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felszinét éré 700-1000 pE ms’ erésségii fénynek kevesebb, mint a felével egyenértékii. Ugy
tinik, hogy a felszini vizviragzast okozo cianobaktériumok jobban elviselik a magas
fényintenzitast. Pearl és munkatarsai (1983) ezt a megndvekedett mértékii karotinoid
termeléssel hoztdk 0sszefliggésbe, amely megvédi a sejteket a fotoinhibiciotol. Ezen kiviil a
cianobaktériumok kedvezd energiaegyensullyal jellemezheték. A fenntartd anyagcsere-
konstansuk alacsony, ami azt jelenti, hogy kevés energiara van sziikségiik ahhoz, hogy sejtjeik
mukodését és szerkezetét fenntartsak (Gons, 1977; Van Liere et al.,, 1979). Ennek
eredményeképpen, alacsony fényintenzitasndl a cianobaktériumok novekedési rataja
viszonylag magasabb, mint mas fitoplankton szervezeteké. Ezért a cianobaktériumok
kompeticios elényben vannak azokban a tavakban, amelyek mas fitoplankton fajok siirii
elszaporoddsa miatt zavarosak. Ezt bizonyitottdk be egy kisérletben, amely soran kiilonbozo
fitoplankton fajok novekedését mérték meg egy norvégiai eutrof to kiilonféle mélységeiben
(Kallgvist, 1981). Az eredmények azt mutattdk, hogy egy méteres mélységben az
Asterionella, Diatoma és Synedra kovaalga fajok gyorsabban ndvekedtek, mint a Planktothrix
nevii cianobaktérium faj, mig két méteres mélységben e fajok koriilbeliil azonos iitemben
novekedtek. A harom méter alatti nagyon alacsony fényintenzitasnal csak a Planktothrix
novekedett. A cianobaktériumoknak az a képessége, hogy alacsony fényerdsségnél is tudnak
novekedni és a Klorofill-a elnyelési maximumatol eltéré hullamhosszusagu tartomanyt is
képesek hasznositani, lehetévé teszi szamukra azt, hogy mas fitoplankton fajok "arnyékaban"
is novekedjenek. Van Liere és Mur (1979) bebizonyitottdk a cianobaktériumok és mas
fitoplankton fajok kozotti versengést. Amig a zoldalga (Scenedesmus protuberans) magas
fényintenzitasnal nétt gyorsabban, a cianobaktérium (Planktothrix agardhii) novekedése
alacsony fényintenzitason volt gyorsabb. Abban az esetben, amikor mindkét él6lény
ugyanabban az allandé tenyészetben, alacsony fényintenzitason ndvekedett, a Planktothrix
elényhoz juthatott a Scenedesmussal szemben. Magas fényintenzitason a zdldalga tomege
gyorsan novekedett, emiatt nagyobb lett a zavarossag, ¢és csokkent a felhasznalhaté fény
mennyisége. Igy megnétt a cianobaktérium novekedési rataja, és emiatt 20 nap utan tlsilyba
kertilt. Bar a cianobaktériumok nem képesek olyan maximalis iitemben ndvekedni, mint a
zo6ldalgadk, nagyon alacsony fényintenzitasnal azonban az ¢ ndvekedési ratdjuk magasabb.
Ezért er6sen zavaros vizekben nagyobb esélylik van arra, hogy feliilkerekedjenek mas
fajokon. Ez megmagyarazhatja, hogy az erdsen tdpanyagszegény koriilmények kozott is
novekedni képes cianobaktériumok miért hoznak 1étre gyakran vizvirdgzasokat a tdpanyagban
dus, eutrof vizekben (Reynolds és Walsby, 1975).

2.4.5. A novekedés iiteme és a populaciok allandésaga

Egyes cianobaktériumok ndvekedési ratdja kisebb, mint sok algafajé (Hoogenhout és
Ames, 1965; Reynolds, 1984). 20 °C-on ¢és fénytelitési korilmények kozott a
legk6zonségesebb planktonikus cianobaktériumok novekedési rataja eléri azt az értéket, hogy
naponta 0,3-1,4-szer duplazédnak meg, mig a kovaalgdk naponta 0,8-1,9-szer, az egysejtii
zo6ldalgaknal megfigyeltek olyan gyorsasagi ndvekedést, amikor 1,3-2,3-szor duplazodtak
meg egy nap alatt (Van Liere és Walsby, 1982). Alacsony novekedési rata esetén hosszu
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tartozkodasi idejli vizre van sziikség ahhoz, hogy cianobakterialis vizviragzas alakuljon ki.
Ezért rovid retencios idejii vizekben nincs cianobakterialis virdgzas. Reynolds munkaiban
(1997) megtaladlhaté azon mechanizmusok minden részletre kiterjedd attekintése, amelyek
meghatdrozzak a kiilonbozd koriilmények kozott €16 planktonikus algak és cianobaktériumok
novekedésének iitemét.

Amig sok planktonikus algaval evezélabti rakok, vizibolhdk és protozoak
taplalkoznak, a cianobaktériumokat nem fogyasztjak ugyanolyan mértékben, és az egyes
differencidlodott csillos és gyokérlabu protozodk taplalkozasanak hatasa altalaban sem
jellemzd6. A cianobaktériumokat virusok, baktériumok és sugargombak tamadjak meg, de e
természetes ellenségek jelentdségét a populdciok Osszeomldsa miatt nem ismerik teljes
mértékben. Mivel kevés természetes ellenségiik van, és a lebegést szabalyozo képességiik
megakadalyozza {ilepedésiiket, a cianobakteridlis populdciok csokkenésének mértéke
altalaban alacsony. Ezért novekedésiik lassu iitemét kompenzalja, hogy a mar egyszer
1étrehozott populacioik jelentds tulstlyban vannak (Reynolds, 1997).

2.5. A cianobaktériumokradl

Az édesvizekben és néhany esetben a tengerekben is a cianobaktériumok idézik el6 a
mérgezd algaviragzasokat (Carmichael, 1992). A cianobaktériumok kozmopolita ¢lélényként
szamos igen sz¢lséséges ¢€lohelyen is megjelennek a Foldon. A legkiilonbzobb
sajatossagokkal bird vizes é€lohelyeken (hdéforrasok, mélytengerek, sostavak, rizsfoldek),
szarazfoldi teriileteken, a 1égkorben és egyes éldlényekkel (szivacsok, zsakallatok, ndvények)
szimbiozisban egyarant megtalalhatéak (Rai, 1990). Evolucios jelentdségiiket az adja, hogy a
mai cianobaktériumok Odsei tették lehetévé az élet magasabb szervezettségli formdainak a
kialakulasat azaltal, hogy oxigéntermeld fotoszintézisiik révén nagy mennyiségii oxigént
juttattak a légkorbe. A cianobaktériumok mar 3,4 millidrd évvel ezeldtt igen nagy
mennyiségben voltak jelen a F6ldon. Ennek bizonyitékat talaltdk meg Nyugat-Ausztralidban a
Capa-6bolben stromatolitok formajaban (Whitton, 1992).

A cianobaktériumok prokariota ¢él6lények, vagyis az eukaridta mikroalgakkal
ellentétben sejtjeik nem tartalmaznak valodi sejtmagot €s mas, membrannal hatérolt
sejtorganellumot. A fehérjeszintetizald apparatus felépitésében 70S riboszomak vesznek részt
(Fay, 1965; Bryant, 1994). A kozponti helyzetli, szintelen centroplazmat szines
kromatoplazma veszi koriil. A sejtmembran a tipikus, kettds foszfolipid réteg alkotta
egységmembran. A citoplazmat lizozim-érzékeny Gram-negativ sejtfal veszi koriil. A sejtek
meghatarozott alakjat peptidoglikan réteg biztositja, a sejtfalszintézis penicillinnel gatolhato
(Bryant, 1994).

A cianobaktériumok fotoszintetizald élélények, a fotoszintetikus pigmentek tilakoid
membranrendszerbe szervezddtek, amelyek a protoplazma periférialis részén helyezkednek el
(kromatoplazma). A sejtek szine a kékeszoldtdl az ibolyasvordsig valtozik, a klorofill-a z6ld
szine 4ltalaban elfedi a karotinoidok (pl. B-karotin) és a jarulékos pigmentek, mint a
fikocianin, allofikocianin és a fikoeritrin (fikobiliproteinek) szinét. A fikobiliproteinek
fikobiliszomakba szervezddnek, amelyek a tilakoidok kiils6 felszinén, sorokban helyezkednek
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el (Bryant, 1994). Klorofill-a molekulakat és fikocianinokat minden cianobaktérium
tartalmaz. A cianobaktériumok fotoszintetikus apparatusaban az oxigéntermeld szervezetekre
jellemzé mindkét reakciocentrum (PS I és PS II; Ormerod, 1992) megtalalhatd. A jarulékos
pigmentek megfeleld aranyban vald szintézisével rendkiviili mértékben képesek
alkalmazkodni kornyezetiik fényviszonyaihoz (kromatikus adaptacié a kdrnyezethez — Bryant,
1994).

A fényellatottsaghoz valo alkalmazkodasban fontos szerepet toltenek be a sok fajnal
megfigyelhetd gazvakudlumok. Ezek a gazzal telt holyagocskak a kiilsé felsziniikon hidrofil,
a belsé felsziniikon hidrofob kamrak, a sejtek fajsulyanak szabalyozasat végzik (Ormerod,
1992). A gazvakudlumok mérete kiillonbozd kornyezeti hatasokra valtozik, lehetdvé téve a
baktériumsejt (telep vagy fonal) szdmara a megfeleld ¢élettér megtalalasat.

A cianobaktériumok képesek az alapvetd tdpanyagok és anyagcseretermékek
raktarozasara. Elektronmikroszkoppal jol megfigyelhetdk a citoplazmatikus zarvanyok (pl.
glikogén szemcsék, zsircseppek, cianoficin szemcsék, polifoszfat testek, karboxiszomak; Fay
¢s Van Baalen, 1987). Kizardlag a cianobaktériumokra jellemzdek a nitrogén ,,depdként”
mukodo cianoficin szemcesék. A citoplazmaban a tilakoidmembranok kozott helyezkednek el.
A kromatoplazmaban tdpanyagraktarként glikogénszemcsék és polifoszfat testek fordulhatnak
eld. A protoplazma jellemz0 képletei még a karboxiszomak, melyek a széndioxid felvételében
jatszanak szerepet, a Calvin-ciklus karboxildlé enzimét, a ribuldz-1,5-biszfoszfat-karboxilazt
¢s a szénsavanhidrazt tartalmazzak (Bryant, 1994).

A 1égkori nitrogén megkotésének képessége egy alapvetd anyagcsere-folyamat a
cianobaktériumok egy részénél. A nitrogénmolekuldt a nitrogendz enzim milkddése révén
kozvetlenill ammoéniumma (NH,") alakitjak. A nitrogénfixalas képessége altalanosan
el6fordul a fonalas, heterocisztat képz6 nemzetségekben (Anabaena, Nostoc sp.). Sok,
adatokkal jol alatamasztott példa azonban azt igazolja, hogy a heterocisztit nem képzd
cianobaktériumok (pl. Trichodesmium sp.) is képesek megkotni a molekularis nitrogént (Fay,
1965; Fay és Van Baalen, 1987). A heterocisztas Nostocales rend képviseléinek masik
jellemzd tulajdonsaga az akinéta képzés. Az akinéta sporaanalog, kiszaradas-rezisztens képlet,
gazdag glikogénkészlettel és nitrogénraktarral. Az akinéta lehetdvé teszi a képzésére képes faj
légkorben vald terjedését is. A Stigonematales rend fajai ugyancsak rendelkeznek
heterocisztaval és akinétaval is (Fay és Van Baalen, 1987).

Az Oscillatoriales rendbe tartozé egyes fonalas fajok a fonalak végén 1n.
hormogéniumot fejlesztenek, mely vékony nyalkaburokkal koriilvett szaporitd képlet,
fiziologiai egységeket képezd sejteket tartalmaz. A hormogoéniumok jol elhatarolhatd
reproduktiv részei a fonalnak, melyek szabaduldsuk utan aktiv sikl6 mozgéasra képesek, a
sziil6i fonalrdl levalva a szétterjedést szolgaljak (Whitton, 1992).

A fenti képletek (heterociszta, akinéta, hormogoénium) a multicellularis, fonalas
Mind a heterociszta, mind pedig az akinéta és a hormogoénium a vegetativ sejtek
differencialodasaval jon 1étre (Chorus és Bartam, 1999).

Az unicellularis formak sejtjei gdbmb, henger vagy ovoid alakuak (pl. Croococcales
rend). A sejtek rendezetlen kolonidkba aggregildédhatnak, amelyekben a sejtfalat borito
poliszacharid nyalkaburok tartja Ossze 6ket. Tok vagy hiively szekretalasaval rendezettebb
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telepek alakulhatnak ki. A Pleurocapsales rend bizonyos fajainal pszeudoparenchimatikus
telepfelépités figyelheté meg (Chorus és Bartam, 1999).

A cianobaktériumok szaporodasa aszexudlis. Az unicellularisak sejtjei izopolarisak
vagy heteropolérisak lehetnek (ez utdbbi esetben a sejtek megnyultak, az utodsejtek az
anyasejt meghatarozott részérdl valnak le — pl. az un. exosporak a Chamaesiphonales rend
esetében). Egyes csoportoknidl megfigyelhetd az anyasejt sok aprod lednysejtté valod
feldarabolodéasa egymast kovetd kettéosztodasokkal (baeocitak vagy endosporak). A fonalas
hormogoniumok segitségével. A trichomas szervezddéstiek kitartd szaporitoképletei a mar
ismert akinétdk (Bryant, 1994).

2.6. Cianobakterialis 6kostratégistak

A cianobaktériumok fentebb attekintett élettani tulajdonsagai a kiillonb6z6 fajoknal
valtozatosan alakulnak. Ennek kovetkeztében a kiilonbozé "Okostratégistak" eltérd tipusu
algaviragzasokat hoznak Ilétre. Mivel bizonyos cianobaktériumok hasonld Okologiai ¢€s
okofiziologiai tulajdonsdgokat mutatnak, a planktonikus okoszisztémaban valo viselkedésiik
alapjan ,,0kostratégistakként” csoportosithatok, amelyek tipikusan a vizi O6koszisztémak
kiilonb6zo nicheiben élnek (Chorus és Bartram, 1999).

A felszini réteget képzo okostratégista cianobaktérium fajok a vegetacids periodus
alatt gomb alakt sejtek vagy fonalak nagy tomegeit hozza 1étre, amelyek nem oszlanak el
egyenletesén a vizoszlopban. A Microcystis, az Anabaena és az Aphanizomenon azon fontos
nemzetségek, amelyek ilyen fejlodést mutatnak. A viz felszinén a telepek fotoszintézisének
iiteme gyors, ¢és a sejtek nagy mennyiségli szénhidratot raktdroznak. Bar a sejtek
gazvezikulumokat tartalmaznak, a nagy stirliségli szénhidratok nehezéket jelentenek, és a
telepen beliil eldidézik a siillyedést. Stoke torvénye szerint a siillyedés liteme a viz és a sejtek
strtisége kozotti eltéréstdl és a telep nagysaganak négyzetétol (dz) fligg. A nagy telepek
gyorsabban siillyednek, mint a kicsik, az egyediilallé sejtek pedig alig végeznek fiiggdleges
mozgast. A siillyedés miatt a telepek az eufotikus z6nabol a mélyebb, sotét vizrétegekbe
keriilnek, ahol a 1égzés ¢és az Uj gazvezikulumok szintézise soran felhasznaljak
szénhidratjaikat (Utkilen et al., 1985). Azutan ujra konnyliek lesznek (stirliségiik Ujra
lecsokken), és visszakeriilnek az eufotikus zoéndba. Az uszoképesség szabalyozédsa lehetdve
teszi a kolonidk szamara azt, hogy a novekedésiikhoz legkedvezobb fényviszonyok kozott
helyezkedjenek el. Ennek egyik eléfeltétele az, hogy a viz ne legyen tul zavaros. Ejjel az
Osszes telep konnytivé véalhat, és a populacid bizonyos része Osszegytilhet a viz felszinén, ahol
a sz¢€l Osszefijhatja Oket, €s igy a topart széliranyba esé részén tartds felszini réteget hoznak
létre. A vertikdlis mozgas gyakorisaga a telep nagysagatol fiigg. Mivel a mérsékelt 6vi
terlileteken Osszel csokken a homérséklet, a fotoszintézis gyorsabb, mint a 1égzés, és a
szénhidrat "nehezeék" nem kertil felhasznaldsra. Ezért a telepek a vizfenékre siillyednek, ahol
atvészelhetik a telet ugy, hogy a l1égzés vagy az erjedés soran fokozatosan elfogyasztjak a
szénhidrat készleteket. A fenékrdl tavasszal Gjra feljovo sejtek egysejtiiek vagy nagyon kis
telepeket alkotnak. Ebben az iddszakban a planktonbdl vett mintaban nehéz felismerni a
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Microcystis sp.-t, amely csak akkor valik lathatova, ha nyar elején megné a telepek mérete
(Reynolds és Walsby, 1975).

Az 1UszOképesség szabalyozasa lényeges elonyt jelenthet a tobbi fitoplankton
szervezettel szembeni versenyben. Azonban ilyen szabalyozas csak olyan vizekben
lehetséges, amelyek sekély eufotikus zénaja kapcsolatban van a fliggbleges keveredés
mélységével (Ze<Zn,). Ezért a mérsékelt ovi éghajlaton a Microcystis sp. foleg a harom
méternél mélyebb vizterekben okoz vizviragzast, mivel itt az eufotikus zona valoszintlileg
lényegesen sekélyebb, mint a keveredési mélység. Azonban, mint ahogy azt Magyarorszagrol,
Ausztraliabol és foképpen a szubtrdpusi és a tropusi teriiletekrdl jelentették, a Microcystis sp.
olyan sekély tavakban is talsulyba keriilhet, és jelentds vizviragzast hozhat létre, ahol nincsen
a figgoleges mozgasbol szarmazd kompeticios eldnye. Reynolds (1997) a Microcystis sp.-t
olyan tavak kozismerten és mindent feliilmaloan dominans elemeként jellemzi, amelyekre az
évi kétszeri rétegzddés jellemzo6. Sok cianobaktérium nem képes életben maradni tartosan
magas fényintenzitds esetén. Ez limitdlhatja az elterjedésiiket, eutrof okoszisztémakban. A
Microcystis fajok azonban kevésbé érzékenyek a magas fényintenzitasra, mivel
uszoképességiik szabalyozasa révén képesek arra, hogy ndvekedésiikkhoz optimalis
fényviszonyokat talaljanak. Ez azt jelenti, hogy a Microcystis jelenléte nem hozhatd szigora
kapcsolatba az eutrofizalodas szintjével. Emiatt ez a nemzetség megtalalhatdo mezotrof, eutrof
¢s hipertrof vizekben. Azonban a faj altal elérhetd biomassza mennyisége fligg az
eutrofizalodas szintjétdl. A legtobb Microcystis viragzas olyan tavakban fordul eld,
amelyekben az atlagos klorofill-a koncentracié nyaron 20-50 pg/l és a Secchi atlatszosag 1-2
méter (Carmichael, 1992).

A homogén eloszlasi okostratégistak olyan fonalas fajok, mint példaul a
Planktothrix (Oscillatoria) agardhii és a Limnothrix (Oscillatoria) redekei. Ezek a fajok
kiilonosen érzékenyek a magas fényintenzitdsra, és nem hoznak létre telepeket (Reynolds,
1984; 1987). Mivel a fonalak eléggé kicsik, az Uszdképesség szabdlyozds utjan torténd
fliggbleges mozgas kevésbé jellemzd, mint a vizaramlassal vald passziv sodrodas. Ezért ezek
a fajok egyenletesen oszlanak el az epilimnionban. Az ilyen tipusu Okostratégistak eutrof €s
hipertrof sekély tavakban fordulnak eld. A vizvirdgzast mutatd, eltéré dkotipusu tavak nem
mélyebbek harom méternél, és benniik a klorofill koncentracié 50 pg/l, kivételes esetekben
nagyobb, mint 200 pg/l. A fonalas szervezetek alig fogyaszthatok, és nem tilepednek. Ennek a
tipusnak a viragzasa gyakran valddi monokultirdkat eredményez, amelyek sok éven at egész
évben tulsulyban vannak. Ilyen tavakban a populaciédinamika korldtozhato. Mérsékelt ovi
teriileteken az Oszi populacid a jég alatt akar télen is képes életben maradni. Ilyen
koriilmények kozott a tavaszi populdcid viszonylag magas egyedsiirtiségii, amikor novekedni
kezd, ¢és igy kompeticids elonyhoz juthat a tobbi fajjal szemben (Visser, 1990). Ezek a
cianobakterialis populécidok nagymértékli zavarossagot okoznak, €s igy hatékonyan elnyomjak
mas fitoplankton fajok ndvekedését. Ennélfogva a kovetkezd nyari populacido csaknem a
kiilonb6z6 fitoplankton fajok évszakonkénti valtakozasa nélkiil jon létre. A populéciod
nagyfoku allandosaga eleve megakadalyozza a foszfornak és a nitrogénnek az dkoszisztéma
mas komponenseihez viszonyitott ujboli megoszlasat, és ez eldmozdithatja a tavak
helyreallitdsara irdnyul6 terveket (Reynolds, 1987).
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A rétegzodést mutaté okostratégistak a képvisel6i stabil nyari populaciokat hoznak
létre a termikusan rétegzddd tavak és viztarozok metalimnionnak nevezett kozbiilsé
zondjaban. Az €l6lények vords szinll pigmentet, fikoeritrint tartalmaznak, hogy elnyeljék az
ebben a mélységben uralkodd zold fényt. Az ilyen fajok kozott a Planktothrix (Oscillatoria)
rubescens a leggyakoribb, de mas Planktothrix fajok vords tipusai is alkothatnak
metalimnikus populécidkat (Aune et al., 1997). Ezen fajok egyediilallé fonalai alig végeznek
fliggdleges mozgast. Azonban késd Osszel, a novekedési idoszak végén a sejtek konnylivé
valnak, és vOrds szinli réteget hoznak létre a felszinen (Walsby et al., 1983). Ennek a
Planktothrix fajnak a niche erdsen korlatozott. A metalimnikus zonaban megfeleld
mennyiségli fényre van sziiksége, de a til sok fény gatlast jelenthet szamara. A legtobb
metalimnikus vizviragzas a felszint érd sugarzas 1-5%-at kitevd fényintenzitasnal és 0,7 -1,2
ZoylZr tartomanyban fordul el6 (Walsby, 1978; 1981; 1987).

2.7. Cianobakterialis toxinok
2.7.1. Ciklikus peptidek: mikrocisztinek, nodularinok

A vizviragzasokbol leggyakrabban kimutatott cianotoxinok a ciklikus peptidek
korébdl, a mikrocisztin és nodularin csaladbol keriilnek ki (Carmichael, 1992). Egértesztben
ezek a vegyiiletek a maj-kapillarisok permeabilitasat karositva néhany oran beliil a kisérleti
allatok pusztuldsat valtjak ki (Carmichael és Skulberg, 1993). Mikrocisztineket termeld
szervezetek a planktonikus Anabaena, Microcystis, Oscillatoria (Planktothrix), Nostoc, és
Anabaenopsis fajok és a szarazfoldi Hapalosiphon genusz. Nodularin termelést eddig csak a
Nodularia spumigena fajnal mutattak ki (Chorus és Bartam, 1999).

A ciklikus peptidek a sejtben altalanosan eléforduld oligo- és polipeptideknél kisebb
méreti  vegyiiletek (molekulatdmeg: ~800-1100 Da). Ot (nodularinok) vagy hét
(mikrocisztinek) aminosavbdl épiilnek fel (Gorham és Carmichael, 1988). A linearis molekula
ciklikus szerkezet. Vizoldhatok és - néhany, sok hidrofob csoportot tartalmazé mikrocisztin
kivételével - nem képesek kozvetleniil athatolni az allati, ndvényi ¢és bakteridlis sejt
membranjan. A sejtbe vald bejutdsukban olyan transzporterek vesznek részt, amelyek
egyébként esszencialis vegyiiletek szallitasaért felelések. A kornyezetbe ezek a toxinok csak a
cianobakterialis sejtek pusztuldsa utan, azok lizise alkalméval keriilhetnek, kémiai stabilitasuk
¢s vizoldhatosaguk kovetkeztében kiszabadulasuk utdn hosszabb-rovidebb ideig jelen
lehetnek a felszini vizekben (Falconer, 1993). A cianobakterialis ciklikus peptidek kémiai
szerkezetének felderitése a nyolcvanas években kezdddott. A kilencvenes években nagyszamu
toxinvarians pontos struktarajat irtak le. Altalanossagban elmondhatd, hogy e vegyiiletek
felépitésében az L- és D-aminosavak mellett szokatlan, ritka aminosavszarmazékok vesznek
részt (Harada et al., 1990). A mikrocisztin tipust toxinokat elséként a Microcystis aeruginosa
cianobaktérium fajbol izolaltak, innen ered e toxincsalad elnevezése (Carmichael et al., 1988).
Tobb mint 100 strukturdlis varianst azonositottak a kiilonb6zd cianobaktérium toérzsekbdl. A
szerkezeti eltérések a cianotoxinban eldfordulé hét aminosav barmelyikét érinthetik,
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leggyakrabban a 2. és a 4. L-aminosav szubsztitualtsagaban, valamint a 3. és a 7. aminosav
demetilaciojaban jelentkeznek (Harada et al., 1988; 3. abra).

A brakkvizekben el6forduld cianobaktérium faj, a Nodularia spumigena, a
mikrocisztinekkel azonos hatdsu, egyszerti szerkezetii ciklikus pentapeptidet tartalmaz,
amelyet az organizmus nevérdl nodularinnak neveztek el. E vegyiiletnek is tobb szerkezeti
variansat izolaltak. A Theonella swinhoei tengeri szivacsban talaltak egy nodularin-analogot,
a motuporint, amely csak egyetlen aminosavban kiilonbdzik a nodularintél. Feltételezhetoen
cianobakterialis eredetli a toxin, mivel ismert, hogy a szivacsnak cianobakterialis szimbiontai
vannak (Annila et al., 1996). A mikrocisztinek és nodularinok toxicitasanak alapja, hogy
erosen képesek kotddni az eukariota sejtek kulcsenziméhez, a sSzerin-treonin protein-
foszfatazok specialis tipusaihoz (PP1, PP2A, PP4). A kotddésben az 5. és 6. aminosavaknak
van kitiintetett szerepe (Chorus és Bartam, 1999). E teriileten barmilyen szerkezeti valtozas a
toxicitas elvesztésével jar. Linearis formaban mindkét vegyiiletcsoport alacsonyabb toxicitast
mutat. Egértesztben, intraperitonedlisan a ciklikus forma 50-300 pg/kg testtomeg mennyisége
mutatkozott nagymértékben toxikusnak (Harada et al., 1990; Rinehart et al., 1994).

A gerincesek szervezetébe keriilt mikrocisztinek és a nodularinok a m4j sejtjeiben
felhalmozodnak aktiv membran transzportnak koszonhetéen, amit az organikus anion
transzporter polipetidek (OATPs) hajtanak végre (Runnegar et al., 1995; Fischer et al., 2005).
Az OATPs feleldsek az epesavak, a szteroidok és egyes fehérjék aktiv membran
transzportjaért (Hagenbuch és Meier, 2003). A hepatotoxinok a mdajon kiviil a vesében, a
szivben, az ivarmirigyekben, az emldsok és a halak izomzatdban, a vizi gerinctelenek 1ab
szoveteiben halmozdodnak fel (Chen és Xie, 2005; Kankaanpai et al., 2002). A mikrocisztinek
¢s nodularinok gatoljak a proteinfoszfataz 1 és 2A enzimeket, ezaltal a sejtekben a
foszforilacios/defoszforilacios reakcidinak egyensulya megbomlik és végiil a sejtszerkezet
visszafordithatatlanul karosodik (Gécsi et al., 2009). Az enzimek gatlasa akkor jon létre
irreverziblisen, amikor a MC Mdha egysége és az enzim kozott kialakul a kovalens kotés. A
hepatotoxinok oxidativ stresszt is kivaltanak azaltal, hogy novelik a kéaros reaktiv
oxigénformak mennyiségét és/vagy csokkentik a sejt antioxidans aktivitasat (detoxifikacios
(apoptozis és nekrozis). A mikrocisztinek novelik a karos szabad gyokok termelését, az
antioxidans enzim aktivitast, a lipid peroxidaciot, a DNS karosodést és a sejtek pusztulasat
okozhatjak (Ding et al., 2001; Pinho et al., 2003; 2005; Zegura et al., 2004; 2006; Komatsu et
al., 2007). A nodularinok csokkentik a glutation-peroxiddz, a szuperoxid-dizmutaz, ¢és a
kataldz enzimek aktivitdsat (Lankoff et al., 2002). Végezetiil elmondhatdé hogy, a
hepatotoxinok jelentds tumor promotereknek szdmitanak (Codd, 1994).

A hepatotoxinok hatranyosan hatnak a vizi gerincesekre ¢és gerinctelenekre
laboratériumi valamint terepi koriilmények kozott is. A nodularin a tengerben é16 pisztrang
(Salmo trutta) majanak szoveti karosodasat eredményezte. A néhany napig igen magas
hepatotoxin koncentracionak (2,5-300 pg/l) Kitett édesvizi és a tengeri kagylok talélése azt
mutatja, hogy ezek a fajok - legalabbis rovid ideig - toleransak a toxinnal szemben. A m4j és a
kozépbéli mirigy karosodasa visszafordithato, ha a vizi organizmusokat eltavolitjuk a toxikus
kornyezetbdl, azonban ha nem tavolitjuk el éket vagy nagymértékii dozisnak vannak kitéve,
akkor a toxinok jelenléte pusztulasukhoz vezethet. A gerincesekben a hepatotoxin LDs értéke
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50 pglkg és 300 uglkg kozott valtozik, ez az érték fajtol fiiggd (Pflugmacher, 2002). A
hepatotoxinok negativ hatassal lehetnek az akvakultarak termelékenységére, ahol a tenyésztett
fajok novekedése nagyban fligg az alacsonyabb trofikus szintek populacidinak (baktériumok,
mikroalgak, vizi novények) a gyarapodasatol. Okolégiailag lényeges a mikrocisztin-LR
varians 0,5 pg/l és 1,0 pg/l kozotti koncentracioja, mivel ezeknél az értékeknél négy vizi
novény és egy Cladophora sp. makroalga fotoszintézise és/vagy novekedése jelentGsen
lecsokkent. A nodularint tartalmaz6 kivonat egy masik makroalganal a Fucus vesiculosusndal
oxidativ stresszt valtott ki (Pflugmacher, 2002; Pflugmacher et al., 2007). A hepatotoxinok
felhalmozodhatnak a természetes vizekben és az akvakulturakban el6forduld pelagikus és
bentikus allatokban egyarant. A legfébb hepatotoxin tarolo szervek a maj/kdzépbéli mirigy és
az izom, amelyek emberi fogyasztasra is alkalmasak. Embert ért direkt mérgezési esetek
nagyon ritkak. A legtobb halalesetet a braziliai Caruaru varosabol egy hemodializis
kozpontbdl jelentették, ahol legaldbb 50 paciens halt meg neurotoxikus és hepatotoxikus
tiinetekben (Jochimsen et al., 1998). Ezenkiviil szdmos bélrendszeri és maj megbetegedést
tulajdonitottak a MC-knek, ilyen példaul az ausztraliai Armidaleben bekovetkezett betegségek
sorozata (Chorus és Bartram, 1999).

2.7.2. Cilindrospermopszin

A cilindrospermopszin az alkaloidok ko6z¢ tartozé cianotoxin. Ciklikus guanidin
alkaloid, melynek molakulatomege 415 Da (3. aba). A Cylindrospermopsis raciborskii,
(Hawkins et al., 1985, 1997), az Umezakia natans (Harada et al., 1994), az Aphanizomenon
ovalisporum (Banker et al., 1997; Torokné et al., 2004), a Raphidiopsis curvata (Li et al.,
2001), az Anabaena bergii és az Aphanizomenon flos-aquae (Preussel et al., 2006)
cianobaktérium fajok termelik. Tiszta formaban a cilindrospermopszin elsdsorban a majra hat,
de karos hatast gyakorol a vesére, 1épre, timuszra és a szivre is (Runnegar et al., 1994, 1995;
Runnegar és Lu, 1994; Falconer et al.,, 1999; Azevedo et al., 2002). Ujabban a toxin
genotoxikus volta is felmertiilt (Kiss et al., 2002; Shen et al., 2002). Az 1994-es Kinneret-tavi
(Izrael) vizviragzasbol szarmazo Aphanizomenon ovalisporum torzsbdl izolalt biologiailag
hatdsos vegyiilet optikai aktivitdst mutat, a lathatd fényt + 10,2° mértékben elforgatja. A
forgatds mértéke és iranya bazikus (pH=9,0 NHj oldattal beallitva), semleges (pH=7,0)
valamint savas (pH=5,0 CH3;COOH-al beallitva) kozegben sem valtozik. Az Umezakia
natans-bol izolalt vegyiilet ugyanilyen optikai tulajdonsagokkal jellemezhetd, mig a
Cylindrospermopsis raciborskii terméke ellentétes értéket mutat (Othani et al., 1992).

Burgoyne ¢és munkatarsai kozoltek el0szor adatokat a toxin bioszintézisérol.
Radioaktiv izotopokkal jeldlt feltételezett prekurzor molekuldk felhasznaldsaval tartak fel a
cilindrospermopszin képzodésének 1épéseit Cylindrospermosis raciborskii-ban. Kimutattak,
hogy a molekula alapja a guanidino-ecetsav, amely 6t acetat egységbdl épiil fel. Az acetat
egységek adjak a CYN 4. — 13. szénatomjait, a 14. és 15. szénatom, illetve a 16-0S Szamu
nitrogén glicinbdl szdrmazik. Az acetat egységek és a glicin dsszekapcsoldsat a poliketid-
szintdz enzim végzi, a ciklizacio feltételezhetéen autokatalitikus Giton megy végbe. A 16-0S
szamu nitrogén nem a glicin ismert aminacidjaval épiil be a molekulaba, ¢s a NH-CO-NH
szegment eredete is ismeretlen. Feltételezik, hogy a guanidino-ecetsav 1étrejottében egy
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amidino-transzferaz enzim is részt vesz (Burgoyne et al., 2000). Ezt a feltevést latszanak
alatdmasztani Shalev-Alon és munkatarsainak eredményei is. Kutatocsoportjuk egy amidino-
transzferazt kodold gént azonositott az Aphanizomenon ovalisporum-ban. A gén a
szekvenciaadatok alapjan a Streptomyces griseus-bol leirt prokaridta tipusu amidino-
transzferdz enzimet kodolja. A gén egy poliketid szintazt és egy peptid szintetazt kodold gén
kozott helyezkedik el, ,,szomszédjai” kulcsfontossdguak a cilindrospermopszin szintézisében.
A hasonl6 ¢lettani folyamatokban vagy biomolekuldk szintézisében résztvevd enzimeket
kodold gének a prokariotakban az esetek talnyomo tobbségében klaszterekbe, szabalyozasi
egységekbe tomoriilnek. Mindez azt sugallja, hogy az amidino-transzferaz enzimnek szerepe
van a toxin lérejottében (Shalev-Alon et al., 2002).

A cilindrospermopszin sotétben viszonylag stabil vegyiilet, magas hdmérsékleten
(50°C) lassi bomlasa figyelhet6 meg (Chiswell et al., 1999). Napfényben, pigmentek
(fikobiliproteinek) jelenlétében relative gyorsan bomlik, 2-3 nap alatt a kiindulasi mennyiség
90%-a degradalodik. A tiszta toxin napfényben is stabilnak mondhaté (Chiswell et al., 1999).

A toxin kililepedése, az iszapban vald felhalmozodasa nem jellemzé folyamat,
Eaglesham, 1999; Saker et al., 2004; Kankaanpaa et al., 2005). A cianotoxinok a zooplankon
képviseldire sokféle hatassal vannak, melyek még nem egyértelmiien tisztdzottak (Fabbro et
al., 2001; Nogueira et al., 2004). A cilindrospermopszin vizi gerincesekre valé hatasarol
lényegesen kevesebb adat talalhatd az irodalomban, a vizsgalatok azt mutatjadk, hogy a
mérgezési tiinetek hasonldak, mint az emldsok esetében a laboratoriumi kisérletekben. A
taplalkozas sordn a szervezetbe keriild, cilindrospermopszint termeld cianobaktériumok, vagy
maga a toxin a majsejtek nekrozisat okozza, amit a halak pusztuldsa kovet. Az
érzékenységben nagy eltérések mutatkoznak a kiilonb6zo fajok kozott. A cilindrospermopszin
karosithatja a majon kiviil a szivet, vesét, kopoltytit is (Chorus és Bartram, 1999).

2.7.3 Anatoxinok

Az anatoxin-a egy kis molekulatomegii (165 Da), szekunder amin alkaloid (3. abra). A
neurotoxinok csoportjaba tartozik. A tdmadaspontja a kolinerg szinapszis és fesziiltségfiiggd
Na'-csatornak. Az anatoxin-a altal indukalt neuromuszkularis blokkolds az izom membran
depolarizaciojat és deszenzibilizacidjat okozza. Az anatoxin-a és homoanatoxin-a a NAChR
(nikotinos acetilkolin-receptor) agonistai, a NAChR-hoz valé kotddése a csatorna nyitodasat
indukalja, ezaltal a pozitiv t6ltésii ionok athaladasat engedi, mely a membran depolarizacidjat
eredményezi. Ha a szervezet hosszabb ideig van kitéve anatoxin-a-nak, akkor az a nAChR
deszenzibilizaciojat okozza, amely végill a neuromuszkularis atvitel gatlasahoz vezet
(Henriksen et al., 1997).

Egerekben toxikus hatasokat figyeltek meg az anatoxin-a szubletalis és letalis dozis
beadésa sordn. Az anatoxin-a erésen csokkentette a vérnyomast, a pulzust, és a légcserét (pO;
¢s pCO,), ezzel hipoxiat ¢és 1égzés ledllast okozva, tovabba végtagrangatozast,
eszméletvesztést is megfigyeltek, valamint sulyos aciddzist, melyet az allat pusztuldsa
kovetett (Araoz et al., 2005, 2010). LDsg értéke a homoanatoxin-a-val megegyezd, 200-250
ug/kg testtomeg intraperitonealisan (Carmichael et al., 1992).
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Anatoxin-a termelését Anabaena flos-aquae, Anabaena planktonica, Aphanizomenon
spp., Cylindrospermum, Microcystis, Oscillatoria, valamint Raphidiopsis, Planktothrix
rubescens (Ballot et al., 2010), és bentikus zonaban ¢16 Oscillatoria fajok esetében irtak le. A
homoanatoxin-a egy anatoxin-a homoldg vegyiilet, melyet egy Norvégiabol szarmazo
Oscillatoria formosa-ban izolaltak eldszor. Szerkezetileg abban tér el az anatoxin-a-tol, hogy
a 2. szénen 1évo6 acetil-csoport helyett propionil-csoportot tartalmaz. Kevésbé toxikus hatasu,
Planktothrix és Raphidiopsis fajok altal is termelt metabolit, melynek természetbeni
eléfordulasa ritka. Anatoxin-a és homoanatoxin-a egyidejii termelését bebizonyitottdk a
Raphidiopsis mediterranea, és az axenikus Oscillatoria PCC 9029 (Araoz et al., 2005)
torzseknél. Az anatoxin-a és homoanatoxin-a jelenléte szamos axenikus — mikrobialis
szennyez6déstdl mentes — cianobakterialis fajnal, melyek az Anabaena és Oscillatoria
nemzetségbe tartoznak, megerdsitést nyert (Araoz et al., 2005; Cadel-Six et al., 2007).

Az anatoxin-a(S) egy foszforilalt ciklikus N-hidroxiguanin (3. abra), melyet egy
Anabaena flos-aquae torzsbdl azonositottak. Acetilkolin-észteraz inhibitor aktivitast
vegyiilet. A mérgezési tlinetek kozott szerepel az intenziv nyaladzds (innen a nevében
szerepl6 S—salivatio). LDs értéke 20 ng/kg testsuly (Carmichael, 1992). Szerkezeti variansai
nem ismertek. A természetben ritkdnak mondhat6 szekunder metabolit.

Az anatoxin-a és homoanatoxin-a bioszintéziséért felels génklaszter nyolc, egymassal
kapcsolatban 1€v6, kiilonb6z6 funkciot kodold gént tartalmaz (anad, B, C, D, E, F, G és H). A
bioszintézis elsd lépéseként prolin acil-karrier proteinnel kapcsolodik, majd 6t Iépésben
oxidacié zajlik a pirrolin oxidéaciojaig (Méjean et al., 2009). Ez az aktivalt gyliri azutan
sikeresen kapcsolddik harom poliketid-szintdz modulhoz elongacio, redukcio, ciklizacio és
metilacio révén. A végsd lépésben a tioészter hidrolizise zajlik ujabb dekarboxilacidval.
Specifikus PCR amplifikéacio alkalmazéasaval igazoltak, hogy az anaC, anakE, anaF, és anaG
gének mindig jelen vannak a cianobaktérium genomban, ha a szervezet anatoxin-a-t vagy
homoanatoxin-a-t termel, viszont hidnyoznak a nem-termeld torzsekben. Hisztidinnel jeldlt
AnaC hisztidinnel jelolt AnaD-hez torténd prolin kapcsolodasat katalizalta. Mindezen adatok
azt bizonyitjak, hogy sikeresen azonositottdk az anatoxin-a és homoanatoxin-a
bioszintéziséért felelds génklasztert az Oscillatoria PCC 6506 torzsben (Cadel-Six et al,
2009).

2.7.4. Szaxitoxinok

A szaxitoxint és homoldg vegyiileteit kozosen bénulasos kagylomérgeknek is nevezik
(PSP, az angol Paralytic Shellfish Poisons kifejezésbdl). A karbamat alkaloid neurotoxinok
kozé tartoznak a nem szulfatalt szaxitoxinok (STX; 3. abra), az egyszeresen szulfatalt
gonyautoxinok (GTX), valamint a kétszeresen szulfatalt C-toxinok. A szaxitoxinnak tobb
mint 30 analdgja van, melyek szerkezetileg 4 pozicidonal térhetnek el. A variabilis poziciok
lehetnek hidroxilaltak, szulfataltak vagy karboxilaltak (Wiese, 2010). A szarmazékok
toxicitasa igen eltérd, a karbamat toxinok 10-100-szor hatasosabbak, mint az N-szulfo-
karbamoil szarmazékok. Utobbiak azonban instabil vegyiiletek és konnyedén atalakulhatnak a
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sokkal toxikusabb karbamat szdrmazékokka. PSP tiinetek 4ltalaban 30 percen beliil
jelentkeznek. Az ajkak, nyelv és torok zsibbadasaval vagy égésével kezdddik, majd a teljes
arc elzsibbad (Castro et al., 2004). Tovabbi tiinetei lehetnek a verejtékezés, hanyas, hasmenés.
Stulyos mérgezés esetén a zsibbadtsdg tovabb terjedhet a nyakra és a végtagokra,
izomgyengeség, mozgasképtelenség és végil bénulas jelentkezik. A szaxitoxin halalos
dozisban rendszerint kardiovaszkuldris karosoddst okoz a 1€gzéizmok bénuldsa miatt. Erds
fesziiltségfiiggd Na'-csatorna blokkold vegyiilet, mely az idegsejtek membranjan hat. Ezen
feliil, a szaxitoxin Ca®*-csatornakat is blokkol, és meghosszabbitja a szivizom sejtekben a K*-
csatornak bezarddasat (Carmichael, 1992; Wiese, 2010).

Az elsé azonositott PSP toxint termeld faj az Aphanizomenon flos-aquae volt. A
szaxitoxinok bioszintézisét kodold génklaszter kb. 35 kb méretli, melyben 26 kiilonbozd
fehérje 30 katalitikus funkciot lat el. A génklaszterbe tartozik egy StxA gén, amely PKS-hez
hasonlo szerkezetli, és a Claisen-kondenzaciot katalizald enzimeket kodolja. Tobb, az
intermedier vegyiiletek hidroxilaciojat kodold gént (stxD, S, U, H, T), a transzportban fontos
géneket (Stx G, B), valamint ismeretlen funkcioji géneket (stxJ és K), és elektron transzportért
felelds géneket (stxV, W) tartalmaz a génklaszter (Kellman et al., 2008).

2.7.5 BMAA- B -metil-amino-alanin

A BMAA (B-metil-amino-alanin) mar az 1960-as évek ota ismert nem esszencialis
aminosav (3. abra). A vegyliletet az ALS-PDC (Amyothrophic Lateral Sclerosis —
Parkinsonism Dementia Complex) tiinet egyiittes kialakuldsaban tartjdk kulcsfontossagunak.
A betegség az agyi motoros funkciok romlasdban, Parkinson szerli tiinetekben ¢és az
Alzheimerhez hasonld dementidban, butuldsban nyilvanul meg (Banack et al., 2003). Elséként
a csendes-oceani Guam szigetén regisztraltdk a Chommorro 6slakosok kérében. Evek soran
egyes Japan szigeteken és kanadai, Alzheimer-kérban elhunyt betegek agyszovetében is
kimutattdk a vegyliletet, ami arra utal, hogy nem egyedi, elszigetelt esetrdl van sz6 (Cruz-
Aguado et al., 2006). A vegyiilet mindinkabb a figyelem kozpontjaba keriilt, miutan
bebizonyosodott, hogy a vilagon szinte mindenhol megtalalhatd cianobaktériumok termelik a
BMAA-t, amely képes felhalmozdédni az ¢él6 szervezetekben (Banack et al., 2006). A
probléma ezaltal gazdasagi és emberi egészségiigyi veszéllyé ndtte ki magat. Szamos
cianobaktérium genusz esetében igazoltak a toxin jelenlétét, pontos termelési koriilményekrol
egyelére nincs kell informacié. Onmagaban jelentéktelen (0,3pg/g) a cianobaktériumokban
termelt BMAA mennyisége, de szimbidzisban élve ez a biomagnifikacio kovetkeztében
nagysagrendekkel ndhet (2-37ug/g). A cikdsz novény maghéjaban ez a koncentracio elérheti
a 1000 pg/g-ot, mig az ezt fogyasztd denevérekben ennek tobb mint haromszorosa is
felhalmozodhat. A cianobaktériumok BMAA termelésének igazoldsara tobb kutatast is
végeztek eurdpai €és amerikai egyetemeken (Santiago et al., 2006). A kisérletek soran
szabadon ¢és zuzmodkkal, mohéakkal szimbidzisban €16 algakat vizsgaltak édes és sos vizekbodl
egyarant. Arra a megallapitasra jutottak, hogy a vizsgalt telepek 95%-a termel BMAA-t.
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Eltérden mas cianotoxinoktél a toxin termelése és raktarozasa a kornyezettél és az
¢letciklustdl fligg, (Cox et al., 2005).

2.7.6. Dermatotoxikus alkaloidok — az apliziatoxinok és a lingbiatoxinok

Tengeri, bentikus cianobaktériumok, mint pl. Lyngbya, Oscillatoria és Schizothrix
fajok termelhetnek olyan cianotoxinokat, amelyek komoly dermatitist okozhatnak. A Lyngbya
gyulladaskeltd hatasaért az apliziatoxinok és debromoapliziatoxinok feleldsek, amelyek
potencialis tumor promoterek és protein kinaz-C aktivatorok. A Lyngbya majuscula egy
masik torzse dermatitist és stlyos szaj és gyomor/bélgyulladast okoz. Ez a faj lingbiatoxin-a-t
tartalmaz (Chorus és Bartam, 1999).

2.7.7. Irritalo hatasia toxinok — a lipopoliszacharidok

Elészor Weise és munkatarsai izolaltak lipopoliszacharidokat az Anacystis nidulans
cianobaktérium fajbol (Weise et al., 1970). A lipopoliszacharidok altalaban a Gram-negativ
baktériumok sejtfaldhoz tartozd kiils6 membranban taldlhatok, ahol fehérjékkel ¢és
foszfolipidekkel alkotnak komplexet. A lipopoliszacharidok, ahogy a neviik is mutatja egy
cukorkomponensbdl, altalaban hex6zbol, és egy lipid alkotorészbol, leggyakrabban 14-18
szénatomszamu hidroxizsirsavbol allnak. A zsirsav komponens tehetd feleldssé az emberben
¢és emldsallatokban kivaltott allergias tlinetekért (Keleti és Sykora, 1982).
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3. abra. A leggyakoribb cianobakterialis toxinok (a: MC-LR, b: MC-RR, ¢: MC-YR, d: anatoxin-a, e: anatoxin-
a(s), f: cilindrospermopszin, g: szaxitoxin, h: BMAA).
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2.8. A mérgezo algaviragzasok kovetkezményei

Az elmult években a vildg szamos pontjdn mind gyakoribba valtak a mérgezé
algaviragzasok ¢és a velejaré mérgezéses tiinetekkel jaro karos jelenségek. Ez karos hatassal
van egyes ¢€letkozosségekre, komoly gazdasagi vonatkozdsai vannak, valamint kornyezet-
egészségiigyi szempontbdl negativan érinthet human populaciokat is (4. abra). Eves szinten
60 000 mérgezést regisztralnak, melyek algatoxinokkal hozhatéak Osszefiiggésbe és ezen
beliil 1.5%-0s az elhalalozasi rata (Dolah et al., 2001; Sellner, 2003). Az algatoxin-
mérgezések csak egy része szarmazik kozvetlen a toxintermeld algaval torténd kontaktusbol.
Az Egyesiilt Allamokban az élelmiszer-eredetii megbetegedésnek koriilbeliill 10%-a
algatoxinnal szennyezett tengeri ¢lelmiszereknek koszonhetd. Egyes algafajok 4ltal termelt
toxinok emberi megbetegedésekhez, haldlesetekhez vezethetnek, de halak, kagylok
koralzatonyok kozosségeit is komolyan veszélyeztethetik (Landsberg, 2002; Bacsi et al.,
2009). Az ismert algafajok kevesebb, mint 2%-a toxintermeld ismereteink szerint. Nagyon
gyakran az ilyen tulajdonsaggal bir6 algafajok viszonylag kis egyedszamban vannak jelen a
viztérben illetve mas €él6helyeken is csupan ritkan fordulnak eld, ilyen esetben nem meriil fel
€s nem is nagyon érdemes beszélni valosan bekovetkezd mérgezéses esetekrél. Azonban ha
mérgezd algafajok egyedszama, sejtslirlisége megnd, értelemszerlien az altaluk termelt
toxinok tényleges mennyisége is magasabb lesz, ilyen esetben a mérgez6 anyagcseretermékek
tényleges hatdsa gyakrabban keriil el6térbe, és nagyobb mértékii lehet a téplaléklanc
elemeiben, egyedeiben a toxinok felhalmozodasa is (Hallegraef, 1993; 2003). A tapasztalatok
szerint a toxinok kozvetlen elfogyasztasan til, mind gyakrabban kovetkeznek be olyan
mérgezéses esetek, amikor a mérgezd metabolit kellemetlen, gyakran végzetes hatasa
magasabb trofikus szinten érvényesiil. Szamos példat ismeriink arra, amikor az algatoxin
kovetkezik be egyes fogyaszto, ragadozo ¢161ény vagy akar az ember esetében is. A jelenleg
ismert adatok szerint az algatoxinok altal okozott mérgezéses balesetek szama évente mintegy
50 000-500 000 koz¢é tehetd, és globalis szinten az eseteken beliil a halalozasi arany 1,5 %-0s.
Mindamellett, hogy a karos és végzetes hatasokat emlitjiik az emberi egészség kapcsan,
fontos kiemelni, hogy szamos esetben algatoxinok lehetnek felel6sek halak, kagylok, tengeri
emlOsOk, madarak és mas allatok legyengiiléséért, elhullasaért a taplaléklancban betoltott
szerepiiktdl fiiggéen (Dolah, 2000; 2005). A felszini vizterekben el6forduld algaviragzasok
esetében kézenfekvonek tlinik, hogy a mérgez6 anyagcseretermékek, toxinok a vizekben €16
szervezetekkel kertilnek kapcsolatba és fejtik ki karos hatasaikat. Azonban az algatoxinok egy
nagyon fontos sajatossidga, hogy a taplaléklanc egyes elemein keresztiil szarazfoldi
¢lélénycsoportokra is képesek hatast gyakorolni. Az expozicid 1étrejottéhez értelemszeriin
fontos az a kontaktus, amelyet egyes €lélénycsoportok pl. a halak aktiv mozgéassal képesek
elkeriilni, mig mas él6lénycsoport toxinkitettsége allando lehet, pl. kagylofajoké. Nem
meglepé modon azon az él6lénycsoportokban, amelyek esetében ez a kontaktus folyamatos,
idovel ellenallod, kevéssé érzékeny szervezetek kialakuldsa lehet jellemzd. Megbetegedéssel,
elhaldlozassal nem reagalnak, ugyanakkor képesek a toxinokat jelentés mennyiségben
felhalmozni. Ugyanakkor, azok a vizi illetve szarazfoldi él6lénycsoportok, amelyek nem vagy
nem rendszeresen keriilnek szembe algatoxinokkal, igen érzékenyen reagalhatnak az adott
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toxindozisra (1. tablazat). Ez jellemzd lehet vizi madarakra, emlésokre és mas szarazfoldi

¢l6lénycsoportokra egyarant (Chorus és Bartam, 1999; Bacsi et al., 2009).

1. tablazat. Néhany cianobakteridlis vizvirdgzas okozta dokumentalt mérgezés* a 19. és 20. szazadbol
(Landsberg, 2002). *a mérgezett é16lénycsoportok identitasat/besorolasat az irodalmi adatok szerint kozoljiik

Faj Elpusztult, mérgezett Datum Helyszin
¢élolénycsoportok, fajok
Anabaena circinalis halak 1880 Zirke t6, Posen,
Lengyelorszag
+ M. aeruginosa 300 juh, 5 szarvasmarha, 16 1959 Bonney t6, Ausztralia
méhek 1971 Burrinjuck tarozo, New
South Wales, Ausztralia
20 barany 1975 Young, New South
Wales, Ausztralia
tehén 1985 Séaaskjérvi to, Finnorszag
kb. 1000 denevér, 24 vadkacsa és amerikai 1985 Steele to, Albera, Kanada
réce
1600 juh, halak 1991 Darling foly6, Ausztralia
14 juh 1994 Forbes, New South
Wales, Ausztralia
Anabaena flos-aquae 1 juh, 17 disznd, 50 csirke 1918 Oaks t6, Windoin,
Minnesota, USA
+ M. flos-aquae 45 pulyka, 4 kacsa, 2 lad, tehenek, disznok, 1933 Lac Qui Parle, Milan,
lovak Minnesota, USA
+M. flos-aquae 3 szarvasmarha 1933 Hall t6, Fairmont,
Minnesota, USA
pekingi kacsak, kigyok, szalamandrak, vizi 1939 Fort Collins, Colorado,
madarak, lovak, borjik, gémek USA
37 disznd, 4 juh, 2 szarvasmarha, 3 10, 1944- East Okoboji, Lower
kutyak, macskak, mokusok, csirke, pulyka, 1945 Gam, és Central tavak,
és énekesmadarak lowa, USA
kutyak, halak 1948 Storm t6, lowa, USA
7000 franklin siraly, 560 kacsa, 400 1952 Storm t6, Iowa, USA
szarcsa, 200 facan, 50 roka mokusok, 18
pézsmapatkany, 15 kutya, 4 macska, 2
sertés, 2 héja, 1 gorény, 1. nyérc
20 kutya, 3 szarvasmarha, vadkacsak 1961 Saskatchewan, Kanada
+ Aphanizomenon sp. 17 szarvasmarha 1965 Saskatchewan, Kanada
3 borju, 12-15 szarvasmarha 1972 Alberta, Kanada
11 kutya, 1 16, 1 tehén, lebetegedése, 2 1976 Long to, Washington,
kacsa és hod elpusztult USA
30 tehén, 8 kutya 1977 Hegben tarozo, Montana,
USA
+ M.aeruginosa 11 birka 1984 Montana, USA
9 kutya, kutyakolykdk és 2 borju 1985 Richmond t6, South
Dakota, USA
5 kacsa, 13 disznd 1986 Illinois, USA
6 borja 1988 Oklahoma, USA
2 kutya 1991 Indiana, USA
kb. 1000 lazac 1992 Fife, Skocia
Anabaena 40 birka 1928 Vesijarvi, Finnorszag
lemmerntartnii
9 diszno 2 16, kacsa, csirke, macska, 1948 Fox t6, Minnesota, USA

vadallatok
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Anabaena sp.

Anabaena spiroides

Aphanizomenon flos-
aquae

+M. aeruginosa

Cylindrospermopsis
raciborskii

Gloeotrichia echinulata

Microcystis aeruginosa

+ M.flos-aquae

+Anabaena spp.
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madarak

birka

szarvasmarha és néhany vadallat
halak, macska, vizi madarak

25 disznd

600 000 pisztrang

10 diszno
20 disznd
18 disznd
szarvasmarha

halak

halak, békak, gbték
halak

nagyszamu vadkacsa
1 16, 9 kutya (spaniel)
kutya (jfullandi)
halak

halak

2 borju és 1 kutya
ivadékok

13 tehén és borji

lovak, sertés, szarvasmarha

lovak, tehenek

tobb ezer juh, szarvasmarha, 16, 6szvér,
szamar, kutya, nyul, pulyka, kacsa, hal
nyul, vizimadarak, haziallatok

9 birka

516, 2 kutya, facan, gém ¢és a szalonka

szarvasmarha

39

1993-
1994

1914
1924
1940-
1942

1967
1989

1981
1987
1989
1900
1931-
1933
1942
1946
1949-
1951
1951
1959
1964
1966
1966
1980
1998

1882

1883

1913-
1943
1927
1930
1948

1948-
1949

Knud t6, Dania

Winnepeg t6, Albion,
Minnesota, USA
Fraser t6, Ontario,
Kanada

Ymsen t6, Mariestad,
Skaraborg, Svédorszag
Saskatchewan, Kanada
Eszak-nyugat
Spanyolorszag

Dél-nyugat Illinois, USA
Kentucky, USA
Oklahoma, USA

Fergus Falls, Minnesota,
USA

Okoboji és Storm to,
lowa, USA

Zuiderzee, Hollandia
Yahara folyo, Kegonsa
t6, Wisconsin, USA
Manitoba, Kanada

Dauphin td, Manitoba,
Kanada

Balgonie, Saskatchcwan,
Kanada

Winnisquam td, Laconia,
New Hampshire, USA
Kezar t6, New
Hampshire, USA
Saskatchewan, Kanada
Durham, New
Hampshire, USA

McKinley Shire,
Queensland, Ausztralia

Sakatah Tetonka to,
Minnesota, USA
Gorman, Cordova,
Sakatah, és Tetonka
tavak, Minnesota, USA

NE Otange Free State és
SE Transvaal, Dél-Afrika
Amersfoort District, Dél-
Afrika

Ann, Howard t6,
Minnesota, USA

Round t6, Minnesota,
USA

Sturgeon t6, Ontario,
Kanada
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lovak, kacsa, liba, macskak, kutyak, 1953 Semekhovichi.to,
vizimadarak Zhabchitskii District,
Pinsk Province,
Oroszorszag
halak 1956- Volga delta, Oroszorszag
1959
+ M. flos-aquae, A. flos-  kb. 30 kutya, 1 liba, 16 és szarvasmarha 1959 Saskatchcwan, Kanada
aquae, Aphanizomenon
sp.
20 barany és 66 juh lebetegedése 1965 - Pleasant Hills and
1966 Armatree, New South
Wales, Ausztralia
baranyok 19667 Waipukurau, Uj-Zéland
szarvasmarhak 1973- Hartbeespoort, Pretoria,
1974 Dél-Afrika
+ A. flos-aquae 34 szarvasmarha 1975 Saskatchewan, Kanada
pulyka 1977 New South Wales,
Awustralia
4 iisz6 1978 Rogaland, Norvégia
3 rinocérosz (Ceratotherium simum) 1979 Klipvor Dam,
Bophuthatswana, D¢l-
Afrika
szarvasmarha 1980 Vool tarozo, Dél-Afrika
25 birka 1981 New England, Ausztralia
halak 1982- Burtnieku, Dunu,
1987 Riebizers, Latvia
72 tehén 1984 Goyena, Argentina
halak 1984 Aculeo t6, Chile
11 tehén 1985 Green County,
Wisconsin, USA
5 marha lebetegedése 1987 Mississippi, USA
4 tehén 1988 Oklahoma, USA
halak 1988 Forez, Franciaorszag
7 vadkacsa 1989 Oklahoma, USA
20 juh és 15 kutya 1989 Rutland Water,
Leicestershire, Anglia
kutya 1991 Kalifornia, USA
birka 1992 Lake Mokoan, Victoria,
Ausztralia
3 Holstein iisz6 1992 Michigan, USA
33 birka lebetegedése 1994 Malmesbury District,
Dél-Afrika
20 kacsa 1995 Nishinomiya, Hyogo
Prefecture, Japan
30 gém és kacsak 1995 Jehay, Belgium
halak 1996 Patos 6bdl, Brazilia
3 barany 1997 Malmesbury District,
Dél-Afrika
szarvasmarha 1997 South Georgia, USA
szarvasmarha 1998 Colorado, USA
Microcystis flos-aquae 13 juh, 8 barany, és szamos csirke 1933 Hall t6, Fairmont,
Minnesota, USA
Nodularia spumigena juhok, lovak, disznok, kutyak, és 1878 Alexandrina t6, Murray
szarvasmarha River, Ausztralia
400 kacsa 1963 Jasmunder Bodden,
Németorszag
+ Anabaenopsis elenkinii  halak 1964 Fekete-tenger, 6bol,

Paliastomi, Grizia
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+ Rhizosolenia
fragilissima

Nostoc rivulare

Planktothrix agardhii

Planktothrix
(Oscillatoria sp.)

Planktothrix sp.
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34 juh, 52 barany

30 kutya lebetegedése, 20 elpusztult
halak

9 kutya

16 borja

1 kutya és 3 kutyakolyok

2 kutya
halak

szarvasmarha, juh
kutya

hal

24 szarvasmarha
2 kutya

halak, békak, csirke, kacsa, pulyka és
marha

3 tehén
halak

vizimadarak, halak, pézsmapockok
6 borju

2 borju

4 kutya

kutya

kutya

290 tehén

18 kecske

halak

1974-
1975
1975

1977
1982
1983
1984

1990
1992

1993-
1994
1994
1997
1997
1997

1956-
1958

1978
1982

1984
1994
1995

1990-
1991
1992
1992-
1994
1996
1996

1997

Broomhill District, SW
Ausztralia

Aarhus, Balti tenger,
Dénia

Fekete-tenger, 6bol,
Paliastomi, Grazia
Gotland, Svédorszag
Stelasund, Németorszag
Porvoo, Balti-tenger,
Finnorszag

Banter See, Németorszag
Fekete-tenger, 6bol,
Paliastomi, Grazia
Malmesbury, Dél-Afrika

Zeekoevlei, Cape Town
Dél-Afrika
Fekete-tenger, 6bol,
Paliastomi, Gruzia
Burlington, Colorado,
USA

Finn-6bol, Finnorszag

Waco, Texas, USA

Cheshire, Anglia
Vesijarvi Lahti,
Finnorszag

Aland, Finnorszag
Soulseat Loch, Skocia
Soulseat Loch, Skocia

Loch Insh, Skocia
Skécia

Caragh t6, County Kerry
frorszag

Kareedouw District, Dél-
Afrika

Alldays, Dél-Afrika

Varese, Olaszorszag
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Direkt expoziciorol akkor beszélhetiink, ha a mérgezd sejtek vagy azok toxinjai
kozvetleniil hatnak a szervezetre példaul taplalkozas vagy folyadék utanpoétlas soran. Ebben
az esetében érdemes kiilon foglalkozni az intakt és a lizalt sejtekkel, sejttomeggel. Az intakt
sejtek direkt expozicidja kapcsan egyes fajoknal az intracelluldris, elsdsorban a sejteken beliil
megjelend toxinok jatszanak kulcsfontossdgu szerepet (pl. cianobaktériumok), mig mads
fajoknal kifejezetten aktiv tevékenységgel a kornyezetbe kibocsdjtott mérgezd anyagok a
jelentések (pl. Prymnesium parvum). Egy masik esetben a direkt, els6sorban anatdémiai
jellegekhez kothetd mechanikai behatasnak kdszonhetd a bekdvetkezd hatas (pl. kovaalgék;
Landsberg, 2002). A lizalt algatomeg minden esetben egy mas tipusu terhelést is jelent a
kozvetlen kdrnyezet szamara, hiszen nem csupén a vizbe keriild toxinterheléssel, hanem egy
jelent6s szervesanyag terheléssel is szamolni kell, aminek gyakori velejaroi a megvaltozott
pH viszonyok, anoxia és valtozatos gyakran patogén mikrobialis tomeg (1. abra). Az ilyen,
gyakran additiv. modon fellépé jelenségek esetében sokkal gyakoribbak a sulyos
kovetkezmények, bar nehezen tisztdzhaté a toxinok pontos szerepe a mérgezésekben
(Hallegraef, 2003).

Kozvetett expoziciorol akkor beszéliink, ha az akkumulacio vagy biomagnifikacio
révén egyes €lélénycsoportok az algdk altal termelt mérgez6 anyagcseretermékekbdl elegendd
mennyiséget halmoznak fel ahhoz, hogy az dket elfogyasztott (€s ezaltal az algatoxinnal
kapcsolatba keriilt) €16 szervezetre karos hatéast legyen képes kifejteni. Ez els6sorban azokra a
perzisztens, kifejezetten ellenalld toxinmolekuldkra jellemz6é, amelyek gyakran hé és
savalloak, a fogyasztd szervezetben sem degradalodnak. Az algatoxinok jelentds része ilyen
stabilnak mondhato, beleértve szamos cianobakterialis, pancélosalga- és kovaalga toxint is. A
kozvetett expozicid talan a legérdekesebb esete, amikor az alga altal termelt toxinprekurzor
(eléanyag) egy fogyasztd szervezetébe kerlil és annak biologiai aktivitdsa, enzimatikus
tevékenysége révén valik valdjaban mérgezd anyagga és halmozodik fel ugy, hogy a ragadozo
vagy csucsragadozd szamara mérgezoveé valik. A kozvetett expozicio jelensége kapcsan
nagyon beszédes szdmos algatoxin mérgezési tipus (melyeket az eldézdekben mar
ismertettiink), hiszen ahogyan a nevilkkben is benne van kagylon (esetleg mas vizi
gerinctelenen) vagy halszervezeteken keresztiil fejtik ki hatasaikat (Hallegraef, 2003).

Az algatoxinok leglatvanyosabb esetei azok a viszonylag gyors iddbeli lefutassal
rendelkezé végzetes mérgezések, amelyek elhullott allati tetemek tomegét hagyjak maguk
utan, nagyon gyakran az algaviragzassal egyidejlleg. Az ilyen jelleglh mérgezésekhez olyan
feltételek kellenek, mint az algavirdgzasban kell6 szamban megjelend toxintermeld
kemotipusok, azok toxintermelésének kelld intenzitdsa és az algaviragzast okozo faj kritikus
sejttomege (Dolah et al., 2001). Ezen feltételek érvényesiilésén tal a mérgezés jellegében
dont6é lehet az, hogy pontosan milyen toxin(ok) termelésérél van sz6. Az akut hatdsok
elsésorban a neurotoxikus hatassal bir6 algatoxinokra jellemzok. Az ilyen toxinok gyakran
olyan elemi idegi jelenségeket befolydsolnak, aminek eredményeként az életfunkciok
megsziinése hamar bekovetkezik. Vagy olyan toxinok esetében, amelyek kifejezetten
¢l6lénycsoport-specifikusak, mint pl. az ichtiotoxikus primnezinek. Viszonylag gyors és
jelentés mortalitassal birhat mas egyéb toxin (pl. a mikrocisztinek) is, amikor a mérgezo
anyagcseretermék hatdsa mas terheld faktorok (pl. alacsony oxigénszint) mellett fejtik ki
hatasukat. Ilyenkor hosszabb id6beni lefutdssal hatd toxinok esetében is szdmolhatunk
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viszonylag rovid id6 alatt bekovetkezé mortalitassal (Francis, 1878; Carmichael, 1993;
Jonasson et al., 2010).

Alapvetd tévedés ¢€s helytelen megkozelités az, amikor egy algaviragzas kapcsan, a
jelenséggel parhuzamosan bekdvetkezo rosszullétek, elhullasok, elhaldlozasok elmaradasaval
kijelentjiik azt, hogy az adott algavirdgzdas nem mérgez6. Szamos esetben a toxin
koncentraciojatol, felszivodasatol fiigg, de leginkabb annak hatdsmechanizmuséra vezethetd
vissza annak kronikus hatasa. A hepatotoxikus hatdssal bird mikrocisztinek esetében a
mérgezés hatasa lassabban kdvetkezik be, mint ahogy a tengerekre jellemzd okadainsav
esetében is jellemz6 ugyanez. A mikrocisztinek, nodularinok, okadainsav, dinophysistoxin-1,
apliziatoxinok, lingbiatoxin tumor promotereknek tekinthetéek, daganatkeltdk. Tobb esetben
id6szakban, amikor jellemz6 toxinhatasokat azonositottak az elhullott ¢lélényekben (Dolah,
2000). Az algatoxinok kronikus hatasanak vizsgalata az elmult évek egyik fontos
fokuszteriilete, hiszen a mortalitds elmaraddsa mellett gyakran figyelnek meg napjainkban is
komoly sejt-, illetve szovettani szintli elvaltozasokat, viselkedési és élettani zavarokat,
megvaltozott immunrendszer miikodést, reprodukcios zavarokat, csokkent novekedést vagy
hozamot a taplaléklanc legkiilonb6zobb szintjein (Sellner, 2003). Az ilyen jellegii
elvaltozasok erdteljesen befolyasolhatjdk az adott vizi ¢€l6lénykozosséget, taplalkozasi
kapcsolataikat és valaszukat kiillonb6zd kornyezeti feltételekre.

Bar az ilyen kronikus hatdsok vizsgalata nehezen kivitelezhetd, terepi és a
laboratoriumi vizsgéalatok 0Osszehangoldsaval és megfeleld értelmezésével egyértelmiien
igazolhatoak (Hallegraef, 1993; 2003). A toxikus algaviragzas kapcsan kijelenthetjiik, hogy a
jelenség napjainkra ismerté valt minden 6ceanon és tengeren, valamint minden kontinensen
figyeltek mar meg (beleértve az arktikus tertileteket is) ilyen jellegli jelenséget szdmos s0s,
félsos és édesvizi Okoszisztémaban. Mivel obligat és fakultativ fotoutotrof éldlényekrol
beszéliink igy evidens, hogy a jelenség tobbé-kevésbé fénynek kitett felszini vizterekre
vonatkozik. A mérgezéses esetek kapcsan értelemszerlien az emberi elhaldlozas és
megbetegedések kapjak a legnagyobb tudomanyos és hétkdznapi visszhangot. Szamos ilyen
jellegli esetet ismeriink tengeri algatoxinok és édesvizi toxinok kapcsan egyarant (Dolah et al.,
2001; Sellner, 2003). A legtobb mérgezéses esetet az allatvilagbol a halak, madarak kapcsan
irtak le, de mindenképpen figyelembe kell venniink, hogy els6sorban az ember szamara
gazdasagilag jelentds él6lénycsoportok keriilnek jobban a figyelem kozéppontjaba, ahogyan
nagy publicitast kapott szamos haziéllat (kutya, macska) elhulldsa is. A puhatestiiek esetében
a legjelentésebb az algatoxinokkal szembeni rezisztencia, mégis sz€p szadmmal irtak le
elhullasokat ebbdl az él61énycsoportbol is (Landsberg, 2002).
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3. A Prymnesium parvum toxintermelése
3.1. Az ,aranyalga”, Prymnesium parvum

A Prymnesium parvum a Haptophyceae osztalyon beliil a Prymnesiales rendbe, ezen
beliil a Prymnesiaceae csaladba és a Prymnesium genuszba tartozik. Két ostorral rendelkezik,
melyek egyforma hosszusaguak és ezek segitségével mozog a vizben. Az ostorok 9 + 2
mikrotubulus szerkezetiick, a sejt csucsi részén helyezkednek el (Prescott, 1969). Ezen kiviil
rendelkezik még egy merev, szérszeri struktiraval, a haptonémaval is. A haptonéma
segitségével tud megtapadni kiilonbozd feliilleteken (pl. a halak kopoltylin is) és egyes
elképzelések szerint a taplalék megragadasat is szolgalja. A haptonéma a két ostor mellett
helyezkedik el és rovidebb az ostoroknal (Larsen et al, 1998). A haptonéma 6 vagy 7
mikrotubulusbo6l épiil fel. A mikrotubulusok és az ostor felszine kozott endoplazmatikus
retikulum talalhatd. Az alga két Kkloroplasztisszal rendelkezik, melyek C-alakban
helyezkednek el és nagyrészt kitoltik a sejtet. A plasztisz sarga vagy sargdsbarna szinii, mert
az akcesszorikus pigmentek (fikoxantin, diadinoxantin, diatoxantin, B-karotin) elfedik a
klorofill-a zold szinét. Szintestjeiket periplasztidialis endoplazmatikus retikulum vonja be,
tilakodjaik harmaséaval alkotnak granumokat. A sejtmag nem lathaté mikroszkopban, csak
festéssel tehetd lathatova. A sejt felszinét a Golgi-vezikulumokban képzddott pikkelyek vagy
csomoOk (kokkolitok) boritjak, melyek celluléz és mész tartalmiiak. A Golgi késziilék
ciszternai az ostor alapi részén és a sejtmag kozott vannak (Graneli, 2012).

A Prymnesium parvum pigmentjeinek analizisekor megallapitottak, hogy a ndvekedési
stadiumoknak megfeleléen a kiilonb6z6 pigmentek aranya valtozik. Tartalék tapanyagaik a
poliszacharid krizolaminarin, valamint olaj vagy paramilon. A tartalék tapanyagok a
szintesten kiviil, a vaku6lumokban taldlhatoak meg. Gyakran gomb alaku formakat lehet 14tni
a sejtben, ugyanis képes bekebelezni és megemészteni mas algadkat és baktériumokat a
mixotrof anyagcserét folytatd €l6lény. A szervezet erGsen euryterm és euryhalin, illetve
altalanossagban elmondhatd, hogy a magas vezetOképességli vizeket kedveli (Larsen et al.,
1997; Johansson et al., 1999; Holdway et al., 1978). Vizviragzasokat idéz el6, a fejlédéséhez
B12 és B; vitamint igényel. A Prymnesium parvum viragzasakor jellemz6 a viz aranybarna
elszinezddése, amit az alga jellegzetes 2-3 sarga plasztisza okoz. A szakirodalom ,,golden
alga”, magyarul aranyalga névvel illeti (Larsen et al., 1998).

Az egysejtli algak sokféle allat szamara szolgalnak taplalékul. A Prymnesium
populécionak lehet ragadozoja, példaul olyan egysejtli ostoros, mint az Oxyrrhis marina.
Amikor a Prymnesium parvum elkezd toxint termelni, ez a helyzet megfordul. A Prymnesium
parvum altal termelt méreg megtamadja mas egysejtiiek sejtmembranjat, ezaltal eldszor
mozgasképtelenné valik a sejt, majd teljesen felbomlik. A Prymnesium fajok mixotrof
¢l6lények, az életfeltételeikhez sziikséges megfeleld energiat a napfénybdl, és a taplalékukbol
nyerik, stratégiajuk dupla haszonnal jar (Tilmann, 1998). Amennyiben a kornyezeti feltételek
nem megfeleléek, akkor az alga elkezd toxint termelni (Tilmann, 2003). Kiilonb6z6
paramétereket, a viz hdmérsékletét, sotartalmat, a fényviszonyokat €s ezzel dsszefiiggésben a
Prymnesium parvum toxicitasat vizsgalva azt tapasztaltak, hogy a kiilonb6z6 helyrél
szarmazo szervezetek toxintermelése eltéré mértékli (Graneli, 2012).
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3.2. A Prymnesium parvum toxinjai

A Prymnesium parvum toxinja nem egyetlen molekula, hanem t6bb vegyiilet
keveréke, hemolizin és ichthyotoxin komponensekbdl allnak. Mérgezd anyagcseretermékei
altal széles spektrumu toxicitassal rendelkezik: ichthyotoxikus, citotoxikus, hemolitikus,
hepatotoxikus, neurotoxikus, antibakterialis, allelopatikus hatasait ismerjiilk. Nem mondthato,
hogy ,,csupan” endotoxin, hiszen ezeket az anyagokat az ¢l6 szervezet folyamatosan bocsajtja
ki a viztérbe (Yariv et al., 1961).

A toxin hemolizisért felelds része (hemolizin) egy lipopoliszacharid. Kutatasok soran
két glikozidot kiilonitettek el, amiket primnezin-l1-nek és primnezin-2-nek neveztek el
(Igarashi et al., 1999). Ennek a két vegyiiletnek a biologiai aktivitasa szinte teljesen
megegyezik, mind a ketté rendelkezik hemolitikus aktivitassal €s mérgezdek a halakra,
puhatestiiekre, izeltlabuakra, illetve a kopoltyaval 1élegzé gerinctelenekre (Paster, 1973).

prymnesin 1 prymnesin 2

HO HO
R K(O] oL O__o*
HO OH HO' TOH
0_.0
2
R™ o “OH H
OH
HO
3 3 O. o
HO OH

5. abra Primnezin-1 és primnezin-2 kémiai szerkezete

Bergamann és munkatarsai (1963) vizsgélataik sordn azt tapasztaltdk, hogy a halakat
sokkal gyorsabban 6li meg a toxin intraperitonedlis injekcié hatasara, mintha a vizbdl
abszorbealtak volna. A tiinetek megegyezdek voltak, tehat a kopoltyl valosziniileg csak egy
konnyl bejutasi pont a toxinnak. A kisérletek ramutattak arra is, hogy a halakhoz hasonléan
szamos gerinces faj (példaul: béka, macska, nyul) elpusztult, ha intravénasan vagy
intraperitonealisan kaptak toxint. Valoszinli, hogy a toxinnak a keringésre és a kozponti
idegrendszerre gyakorolt hatdsa van. A toxin eldszor a kopoltyt szdveteit roncsolja, igy
megvaltoztatja annak permeabilitisat, azaz tOnkreteszi a sejtek ionhaztartasat gy, hogy
blokkolja a szelektiv ionfelvételt. A primnezin a membranok lecitinben, koleszterinben
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gazdag régidinal kotddik, igy noveli a permeabilitast. A véraramba jutva ugyanezzel a
mechanizmussal a vorosvértestek lizisét idézi el6 (Tomas, 2002).

Dafni és munkatarsai (1972) leirtdk, hogy a toxicitdis nd a foszfortartalom
csokkenésével.  Paster (1973) szintén toxikusabbnak vélte a Prymnesium parvum-ot
foszfatszegény kornyezetben. Johansson és Garnéli hasonlé jelenséget tapasztalt a nitrogénnel
kapcsolatban is. A foszfatlimitalt kdrnyezetben a toxinmennyiség (ichthyotoxin, hemolisin és
citotoxin) tiz-, huszszorosara is novekedhet (Shilo és Sarig, 1989). Nygaard és Tobiesen
(1993) lejegyezték, hogy a Prymnesium parvum elfogyasztja a baktériumokat foszfatlimitalt
kornyezetben, ebbdl adodoan arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy sokféle baktériumot
hasznosit, amikor a tdpanyagok korlatozottak. Felvetették, hogy ezeknek a baktériumoknak a
jelenléte csokkentheti a toxicitast.

A kiilonbozé lipidjellegli vegyiiletek és a magas pH inaktivalhatjdk a hemolitikus
hatast. A lipidek (lecitin, koleszterin, kefalin) esetében feltételezhetd, hogy kompeticiot
folytatnak a membranon talalhat6 aktiv helyekért. Az ichthyotoxin bejuthat a halak testébe a
vizbdl a boron keresztiil vagy a kopoltyun at és az algat elfogyasztva felhalmozddhat a toxin a
halak testében. Minimum haromféle ichthyotoxint tartalmaz a Prymnesium parvum. Glass és
munkatarsai (1991) szerint a 6 alatti és a 9 feletti pH inaktivalja a toxint. Azt is
megallapitottak, hogy a NaCl koncentracio novelése, csokkenti a toxicitast, valosziniileg tigy,
hogy kicserél egy kofaktort (Ca®, Mg?) ami szilkséges a toxin aktivalasahoz. Azt is
megallapitottak, hogy laboratoriumi kisérletek sordn az UV vagy az erds lathatdo fény
elpusztitia a Prymnesium-ot. Reich és Parnas (1962) azt tapasztaltak, hogy allando
megvilagitasnal a tenyészet nem mutat ichthyiotxikus hatést, viszont amikor megvaltoztattak
a megvilagitasi periodust (8 orara sotétbe helyezték a tenyészetet), akkor nagy mennyiségii
toxint detektaltak. Shilo és Aschner (1953) rajott, hogy az oxigén és a levegd csokkenti a
toxicitast, amikor atbuborékoltatjdk a toxinos oldatot. Arra is rajottek, hogy a kalium-
permanganat és a natrium-hipoklorit szintén semlegesiti a mérgeket. Tovabba lejegyezték azt
is, hogy az abszorbensek, mint példaul a kaolin, aktiv szén, kalcium-szulfat, tavi tiledékek is
detoxifikaljak a Prymnesium parvum tenyészeteket.

Moshe Shilo és Miriam Shilo (1953) leirtak, hogy az ammonuim-szulfatnak litikus
hatasa van a Prymnesium parvum-ra. A litikus aktivitas 2-30 °C és pH 6,5-9,5 kozott
mukodik, a hdmérséklet €s a pH emelésével, egyre fokozottabb az aktivitas, viszont dramaian
lecsokken, ha a hémérséklet 10 °C ala siillyed. Ramutattak arra is, hogy a szabad ammonia és
nem az ammonium ionok feleldsek a lizisért. Oltatlan mész (CaO) hozzaadéasa csokkenti a
lizishez sziikséges ammonia vagy ammonium-szulfat mennyiségét.

3.3. Prymnesium parvum altal okozott algaviragzasok

Mig az édesvizi vizviragzasokban foként a cianobaktériumok dominansak - amelyek
sejtjeib6l a mérgez6 anyageseretermék vagy anyagcseretermékek (cianotoxin(ok) a
természetes felszini vizekbe keriilhetnek (Collins, 1978; Keating, 1977) - addig az eukaridta
algak okozta mérgezések foként sosvizi fajokhoz kothetdek, és elsdsorban a dinoflagellatak
kozil kertilnek ki azok a szervezetek, amelyek tomeges elszaporodasa kozegészségiigyi,
gazdasagi és természetvédelmi problémat okoz. Edesvizi fajokrdl is vannak ilyen jellegii
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ismereteink, bar joval kisebb szamban (Collins, 1978; Shilo, 1967; 1971). llyen szervezetek
koz¢é tartozik a Prymnesium parvum, amely foként édes- és brakkvizekben idézett elé tomeges
megjelenésével vizviragzast €s a mérgezd anyagcseretermékei altal hatalmas halpusztulasokat
okozott a vilag tobb orszagaban (Edvardsen et al., 1988; Holmquist et al., 1993;).

Prymnesium algaviragzas soran a viz arany-, vagy sargasbarna szinlivé valik, habzas
akkor fordul eld, amikor a viz hullamzik. Legfeltiinébb a vizvirdgzas soran a halak fajtol és
kortol (mérett6l) fliggetlen tomeges pusztulasa. Az elhullott halak nyalkaval boritottak, a
kopoltyukon, uszokon és pikkelyeken bevérzések lehetnek. A mérgezés soran a halak
megprobalnak kiugralni a vizbél, a ragadozokat nem kertilik, lassan és gorcsosen uszkalnak a
part kozelében. A Texasi Egészségiligyi Szolgalat megallapitotta, hogy a Prymnesium parvum
nem okoz emberi egészségligyi problémakat, de azért a mérgezéses tiineteket produkald halak
fogyasztasat nem ajanljak. Emldsoket, madarakat figyeltek meg, ahogy esznek az elhullott
halakbol és isznak a toxikuS Vizekbdl és semmiféle karos hatdst nem detektaltak, de
komplikaciok, masodlagos fertézések és mas hatasok el6fordultak. A Prymnesium parvum-ot
Eurépaban Otterstroem ¢és munkatarsai (1939) jelentették eldszor, tomeges halpusztuldst
okozott. E szervezetet az els6, Dania és Hollandia brakkvizeiben bekovetkezett sulyos
halpusztulasok okozojaként azonositottdk (McLaughlin, 1958; Shilo és Aschner, 1953). Az
elmult évtizedekben tobb, a Prymnesium parvum-mal kapcsolatba hozhaté nagymértékii
halpusztulds tortént, melyek pénziigyi €s kornyezeti veszteségeket okoztak Texas allam
szamara. Az aranyalgat az 1930-as évek ota vilagszerte ilyen események okozdjanak tekintik
(Reichenbach-Klinke, 1973). A feljegyzések szerint csukak, siigérek, bodorkak, angolnak,
keszegek és compok ezrei pusztultak el 1938-ban a Jiitland partjaihoz kozeli Ketting Nor
toban és 1939-ben a Sjalland-sziget egyik félszigetén talalhatd Selso-toban (Reichenbach-
Klinke, 1973). Az alga 1947-ben tiint fel eldszor izraeli pontyos tavakban €s nagyon gyorsan
terjedt szét az orszdg vizeiben. Azoéta hatalmas karokat okozott a haltenyésztoknek és
pillanatnyilag az egyik legkomolyabb probléma a haltenyésztés szempontjabol Izraelben
(Shilo ¢és Shilo, 1953). A Prymnesium parvum-ot tekintik Palesztindban és Skocia,
Németorszag, Spanyolorszag, Bulgaria valamint Dél-Afrika tavaiban bekdvetkezett
halpusztulasok egyik f6 okozojanak.

Bales ¢s munkatarsai (1993) megjegyzik, hogy tobbszords halpusztulas jol
dokumentalt eseteit jegyezték fel a Thurne folyo vizgyljtérendszerében (Norfolk Broads,
Anglia), amelyek 1969-ben kezddédtek és 1975-ig tartottak, kozben az esetek stlyossaga
csokkent. Beszamolojuk alapjan jelentds elhullas kovetkezett be 1969. augusztus kozepén a
Horsey Mere ¢és a Hickling Broad tavakban, szeptember elején a Heigham Sound és Candle
Dyke tavakban, valamint a Thurne folydban, majd egy kovetkezd stlyos halpusztulas tortént
1970 aprilisaban, két kisebb halpusztulas kiséretében 1973-ben és 1975-ben. A szerzok
véleménye szerint a P. parvum viragzast eldsegitette a kozelben hatalmas kolonidkban
fészkeld feketefejli siralyoktdl szarmazd guano. Megjegyezték, hogy a guanofelhalmozodas
vezethetett a P. parvum tomeges megjelenéséhez, mert ez asvanyianyag-forrast jelentett az
algak szamadra, és a siralyok szamanak csokkenését a P. parvum algak szdmanak csokkenése
kovette. Népi feljegyzések szerint barna szinii vizzel (melynek lehetséges okozdja a P.
parvum) kisért halpusztulasok torténtek 1894-ben, 1911-ben, 1914-ben, 1925-ben (ez az
1969-essel Osszehasonlithatd mértéki volt), 1934-ben, 1954-ben, 1966-ban és 1967-ben

48



dc_819 13

ugyanezen a terlileten. 1989 juliusaban és augusztusaban atlanti lazacok és szivarvanyos
pisztrangok pusztultak el a Sandsfjord-rendszer (Délnyugat-Norvégia) halneveldéiben, de
kisebb mértékben érintette a pusztulds a fjordrendszer brakkvizeiben szabadon ¢él6
halallomanyt is. 1989 és 1996 kozott kevert, P. parvum-ot is tartalmazo algaviragzasok
fordultak el6 minden nyaron a Sandsfjord-rendszerben. Hallegraeff (1992) megjegyzi, hogy
az 1970-es évek ota P. parvum virdgzassal kapcsolatba hozhatéd visszatérd halpusztuldsokat
jegyeztek fel az ausztraliai Vasse-Wonnerup torkolatban, leggyakrabban januar és marcius
honapok kozt. A szerzd felhivja a figyelmet arra, hogy ezen esetben is, hasonloan a
Sandsfjord-rendszerben torténtekhez, a természetben €16 halak kevésbé voltak kitéve a P.
parvum toxinjainak, mint a zart helyen nevelt halak, egyszerien azért, mert el tudtak Giszni a
mérgezésben érintett terliletekrdl. A marokkoi Oued Mellah viztarozoban 1998 novemberében
¢s decemberében, valamint 1999 szeptemberében ¢és oktoberében kovetkeztek be
halpusztulasok. Visszatérd, a P. parvum-mal kapcsolatba hozhatd halpusztulasokat jelentenek
1963 6ta Kinabol is.

1982 oktoberében a Brazos folyd medencéjében talalhaté Kalifornia Creekben
kortlbeliil 2 300 hal pusztult el, a halpusztulassal a P. parvumot gyanusitjadk. Az elsd, a P.
parvumhoz kapcsolédod megerdsitett halpusztulds 1985 oktoberében és novemberében tortént
a Pecos folyon, ahol 110 000 hal pusztult el a Pecos megyei Iraan és az Independence Creek
torkolata kozti szakaszon. Tovabbi halpusztuldsok torténtek 1986 novembere és decembere
kozt, amikor 500 000 hal pusztult el ugyanezen a szakaszon. 1988 novemberében ¢és
decemberében Gsszesen tobb mint masfél millié hal pusztult el a Pecos folyon az Uj
Mexikobeli Malagatol lefelé a Pecos megyei Imperial varosig nyald szakaszon €s az Iraan ¢€s
Sheffield kozti szakaszon. James ¢s De La Cruz (1989) megjegyzi, hogy az 1986-0s Pecos
folyobeli halpusztulas soran 150 millié/l algasejt koncentraciot is feljegyeztek. A halpusztulas
a teriileten jelenlévé minden halfajt érintett. Szintén hatranyosan érintette a halpusztulds az
Unionidae csaladba tartozo kagylokat és a Corbicula fluminea kagylofajt is. A szerzok leirtak,
hogy ez a faj a Pecos folydban kordbban nagyon gyakori volt, négyzetlabanként 100 is €It a
folyoban, viszont az 1985-0s halpusztulas 6ta egy €16 példanyt sem figyeltek meg.

A nagyszamu felsorolt aranyalga virdgzasok és azokkal jar6 kovetkezmények jol
szemléltetik, hogy vildgméretli jelenséggel van dolgunk és a toxikus algavirdgzasokat
el6idézo fajokon beliil is kifejezetten komoly karokat okozo a Prymnesium parvum tomeges
elszaporodasa.

Hazai vonatkozasait is emlithetjiik a fajnak, hiszen Kiss Istvan algologiai kutatasai
soran tobb alkalommal is beszamolt a faj megjelenésérdl és tomeges elszaporodasardl a
Szeged kornyéki szikesekrdl. A faj tovabbi megjelenéseirdl és azok kapcsan egyes halfajok
elhullasarol is vannak ismereteink az orszag tobb pontjarol is (Woynarovich Elek, Voros
Lajos szobeli kozléset).

3.4. Proteazok

A sejtekben folyd atalakuldsi folyamatok kiindulasi ¢és végtermékei rendkiviil
sokfélék, igy a katalizalo enzimeknek is igen sokféle feladatnak kell megfelelniiik,
kovetkezésképpen az enzimek igen véltozatos felépitésii fehérjék. A ndovényi protedzok altal
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katalizalt fehérje lebontasnak, proteolizisnek azon tul, hogy hozzaférhetdvé teszi az
aminosavakat 0j szintézisek szamara, még szamos fizioldgiai jelentdsége lehet. Ezek koziil a
hibas fehérjék lebontasa az egyik legfontosabb, mert igy segiti a sejt belsé egyensulyanak
fenntartasat és a megfeleld stresszvalaszok létrejottét. Protedazok katalizaljak a proenzimek és
a peptid-tipusi hormonok molekulainak megfeleld hasitasat és ezek érési folyamatait.
Feleldsek még az anyagcsere, a homeosztazis ¢€s a fejlédés kontrolljaért a kulcsenzimek és
szabalyozo fehérjék mennyiségének csokkentésével €s a specialis novényi szervek és sejtek
programozott halalaban (apoptézis) is szerepet jatszanak. Mindezeken tal a ndvényi proteazok
egyik alapvetd jelentOsége a fehérjeraktarak (magvak, raktdrozasra modosult szervek
tapszovetei) mobilizalasdban rejlik. Lehetséges biotechnologiai alkalmazasuk, példaul olyan
kisérletekben, amelyek a gabonandvények fehérjetartalmdnak modositdsaval azok
tokéletesitésére iranyulnak (Vierstra, 1996).

Mikddésiiket tekintve a protedzok két fo osztalyba sorolhatok: a polipeptid lanc
belsejében 1évo peptidkdtéseket specifikusan bontd endopeptidazokra (proteindzokra, EP) és a
polipeptidlanc  végeir6l egy-egy aminosavat lehasitd aspecifikus exopeptidazokra
(peptidazok). Az endopeptiddzok hasitds utdn megmarado oligopeptideket tovabb bonto
exopeptidazok aszerint, hogy N- vagy C-terminalison hasitanak, lehetnek aminopeptidazok
vagy karboxipeptidazok. Ezek nem ¢lesen elkiiloniilé csoportok, ezért mas enzimektdl
eltéréen az enzim szubsztratjan, illetve termékén alapuld csoportositds mellett, az enzimek
aktiv centruménak felépitésére, az enzim mitkddéséhez nélkiilozhetetlen komponensekre utald
csoportositas is jellemzd. Ezek alapjan a ndvényi protedzok korében beszélhetiink szerin-,
cisztein-, aszpartat- és metalloproteazokrol. A peptiddazoknak kozos jellemzbje, hogy csak
olyan peptidek és fehérjék hidrolizisét tudjak katalizalni, amelyek a természetben eléforduld
aminosavak peptidjeire a protedzok hatastalanok.

Mig a prokariotak, kiemelten az Escherichia coli, illetve az eukaridta tobbsejtiiek,
(gombak, emldsok, hajtdsos ndvények) protedz enzimeirdl sok adat all rendelkezésiinkre
(Gottesman és Maurizi, 1992; Vierstra, 1996; Lang, 1998), addig joval kevesebb ismeretiink
van az eukariota fotoautotrof algdk protedz enzimeirdl.

Az ¢éldvilagban, els6sorban a heterotrof anyageserét folytatok esetében a protedzok
fontos emésztofunkcidt is betdltenek a taplalék hasznositasa soran, de néhany esetben (kigyo,
pok és skorpid fajok) a préda elejtésében, mérgezésében is tolthetnek be fontos szerepet.

3.5. A Prymnesium parvum hazai el6fordulasai, mérgezések és proteolitikus hatasok

A hajdiszoboszléi Téglagyari Oregtavon kiilonbozé halfajok tomeges pusztuldsat
figyeltilk meg 2005. jalius 6.-an. Az elpusztult egyedek kopoltytufeddin és a végbélnyilasuk
kornyékén jellegzetes bevérzéseket észleltiink. Az €16 egyedek jelentOs része pipalt, illetve
partkdzeli koordindlatlan mozgés volt rajuk jellemzd. Helybéli horgaszok szerint 5-10 évente
hirtelen, nagymértékli halpusztulas kovetkezik be a tavon, komolyan karositva a viz
halfaungjat. Vizkémiai paraméterek alapjan a halpusztulas az oldott oxigén illetve az
ammoénia tartalom alapjan nem volt magyarazhatd, azonban feltlind volt a viz magas
vezetOképessége (2. Tablazat, Vasas et al., 2007; 2012).
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2. tablazat. P. parvum viragzassal érintett hazai vizterek vizsgalt valtozoi (Vasas et al., 2012).

;ﬁ. digo. P2 P3 Pa P5 P6
b Jen Kisujszallas ~ Szentes Sandorfalva  Makoé Battonya
0sz10
P. parvum egyedszim 40 000 38 000 700 1200 800 300
(egyed/ml)
Elpusztult halmennyiség (kg) 2 600 1500 500 700 300 600
Oldott oxigén-tartalom 77 82 113 6.6 112 85
(mg/I) 1 ’ 1 y 1 ’
pH 8,2 8,8 9,2 8,9 9,1 8,3
Fajlagos vezetoképesség 2242 2978 2420 3940 4050 5800
(uS cm™)
Ammo6nium koncentracio 0.05 0.04 005 0.08 0.06 0.01
(mg/I) 1 b 1 b 1 1
24

Hoémérséklet (°C) 23 28 22 23 22

Vizfeliilet (Ha) 12 4 15 1 4 2

6. abra. Halpusztulassal jaro Prymnesium parvum algavirdgzasok, magyarorszagi vizterekben (A) 1: Téglagyari
Oregté (Hajdszoboszlo, 2005), 2: Halasté (Kistjszallas, 2009), 3: Pankota t6 (Szentes), 4: Kovacs to
(Sandorfalva, 1996), 5: Téglagyari Dogos té6 (Mako, 1995, 2010), 6: Horgaszto (Battonya, 1997). P. parvum két
ostorral a rovidebb haptonémaval és a jellegzetes bab alaki sargaszold kloroplasztisszal (B) 40 millio per literes
egyedszammal bird P. parvum viragzas aranysarga szine az Oregtavon (Hajdtiszoboszl6, 2005) (C; Vasas et al.,
2012).
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Ezzel parhuzamosan a t6 vize jellegzetes aranysarga elszinez6dést mutatott (6. dbra)
egy, a viztérben tomegesen megjelend planktonikus eukaridta szervezetnek koszonhetden. A
szervezetet fénymikroszkoppal torténé hatarozas soran Prymnesium parvum Carter-ként
hataroztuk, amelynek egyedei 35-40 millio/l egyedszamban voltak jelen a meritett
vizmintdban. A meritett vizminta toményités nélkiil is extrém mértékli toxikologiai
eredményeket adott. Viztoxikologiai tesztek segitségével megallapithatd volt, hogy a vizbdl
szarmazd minta erésen mérgezd. A halteszt expozicid ideje ugyan 96 ora, de a viz eredeti
toménységében mar 10 perc elteltével 100%-os mortalitast okozott, és csupan 11 szeres
higitas esetén sikeriilt LDsp értéket kalkuladlnunk. A daphnia-teszt hasonld eredményeket
hozott. A csirandvénytesztben erételjes toxikus hatast nem sikeriilt kimutatni. A Prymnesium
parvum toxicitdsanak megerdsitésére beallitottunk egy specifikus tesztet, amely kifejezetten a
hemolitikus anyagokat tartalmaz6 kozegek tesztelésére alkalmas. A teszt 1ényege, hogy
higitott fibrinmentes borjuvért kezeltiink vizmintaval. Mig a kontroll rendszerben a
vorosvértestek a hemoglobin tartalmukkal {ilepednek, addig a hemolitikus anyag(ok) hatasara
a vorosvértestek degradalodnak, szétesnek és a hemoglobin a feliiluszoba keriilve nem
iilepszik, ezért voros szintire festi az oldat feliiliszojat. Az egyik legismertebb hemolitikus
komponenseket tartalmazo anyag a szappangyokér kivonata, amelynél a Prymnesium parvum
kivonata szarazanyag-tartalomra vonatkoztatva kb. 500-szor erdsebbnek mutatkozott. A
hemolitikus tesztet megismételtiik szilard taptalajon, amely borjuvért tartalmazott
(késGbbiekben véres agar). A véres agarra a Prymnesium parvum sejteket tartalmazo vizminta
egy-egy részletét, Prymnesium sejteket nem tartalmazo vizminta illetve desztillalt viz egy-egy
részletét cseppentettiik fel. A Prymnesium sejteket tartalmazo minta esetében a véres-agar
felszinén erételjes ,,lizis-foltot” figyelhettink meg, amit a szervezet kivonata a taptalaj
komponenseinek kiemésztésével idézett el6 (Vasas et al., 2007; 2012).

A Hajduszoboszlon bekovetkezd virdgzast kdvetden attekintettiik a régionkban, az
elmult években tortént hasonld eseteket. Az algavirdgzasok jellemzoit, hatdsait a 2.
tablazatban foglaltuk 0ssze. Az adatok alapjan jol lathato, hogy elsésorban lugos karaktert, a
szokasosnal magasabb vezetoképességgel rendelkezd vizekben jelent meg a faj viszonylag
nagy szamban.

Az elvégzett hemolitikus tesztek alapjan felmeriilt a protedaz hatasu anyagok
vizsgalata, melyeket a szervezete tomeges elszaporoddsa kapcsan még nem vizsgaltak. A
tomeges halpusztulasokat el6idézd P. parvum vizviragzasokbol gyiijtott terepi mintak (,,P1”
¢s ,,P5” jeliiek), valamint a laboratériumi referenciatdrzs-tenyészetiink (UTEX no. 2797)
mintait elemezve 14-20 zselatinbontd enzimaktivitdssal rendelkezd fehérjesavot detektaltunk
a geéleken, kozottik azonos molekulatomeggel rendelkezoket, 3. tablazat). Specifikus
aktivitasuk a kiilonb6z6é mintakban természetesen mutatott kiilonbségeket, hiszen aranyuk az
egységnyi fehérjetartalmi mintakban sok tényezo6tol fiigg (tenyészet kora, allapota, stb.). A
terepi mintdk legtobb protedzanak miikodéséhez 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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3. tablazat. Kiilonboz6 magyarorszagi tavakbol gyiijtott P. parvum mintak (P1: Hajduszoboszlo és P5: Makd) és
a laboratoriumi koriilmények kozott nevelt P. parvum (UTEX no. 2797 térzs) azonos relativ molekulatomeggel
jellemezhetd zselatinbontd proteaz 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 mintainak sejt- és feliiliszo frakcidja zimogramjait
Osszehasonlitva az izoenzim mintdzatokban kiilonbségeket detektaltunk; a 10. napon a
sejtfrakcid mintdjaban a 115, 108, 104, 80, 62 és 38 kDa relativ molekulatomegli proteazok
mutattak magas aktivitast, mig 11 nap mulva ezek a proteazok nem, vagy alig voltak
detektalhatok. Mig a 108, 80, 62, 46 és 38 kDa proteazok lecsokkentek a sejtek mintaiban,
megjelentek és magas aktivitast mutattak a feltiluszokban. Az 53+3 kDa molekulatomegii
proteazt csak a feliilluszobol detektaltuk (3. tablazat).

A “P5” jelti (Mako) terepi minta enzimmintdzatat részletesebben is megvizsgaltuk, a
zselatinaz géleket pH 5,0-9,0 pufferekben 5 mM 2-mercaptoethanol jelenlétében, vagy
anélkiil inkubélva, valamint a pufferekhez specifikus protedz inhibitorokat adagolva (PMSF,
E-64 ¢és EDTA) (4. tdblazat), ami bizonyos mértékli karakterizalasukat tette lehetévé. Savas
tartomanyban (pH 5,0) a mintakbol (12 pg fehérjetartalom/minta) az 5. napon 5 izoenzim volt
detektalhatd (=125, 120, 64, 50 és 18 kDa), sokkal kisebb aktivitassal, mint semleges (> pH
7,0) pH-n. Ha a géleket pH 7,0; 8,0 és 9,0 pufferben inkubaltuk, novekvé szamu proteaz valt
detektalhatdéva, emelkedd aktivitassal (4. tdblazat, 7. dbra). Ez a tendencia volt jellemz0, ha a
“P1” (hajduszoboszloi) terepi és az UTEX no. 2797 tenyészetek zimogramjainak savas (pH

53



dc_819 13

5,0) és bazikus (pH 8,0) protedz-mintazatat vetettiik 0ssze. A nagy molekuletomegii (> 120
kDa) protedzok kazein-bont6 aktivitassal is rendelkeztek. A protedzok inhibitorokkal
szembeni érzékenysége eltéronek bizonyult (4. tablazat; Vasas et al., 2012).

4. tablazat. A “P5” jelii terepi vizminta (Mako) zselatinbontd protedzainak jellemzdi (a zselatingéleket eltérd
pH-n, 2-merkaptoetanol (ME), specifikus protedz inhibitorok (PMSF, E-64 és EDTA) jelenlétében, vagy nélkiil
inkubaltuk, elemeztiik aktivitisukat a szubsztratként kazeint tartalmazd SDS-poliakrilamid géleken. (2-4)
fliggetlen zimogram eredményeinek elemzése alapjan kapott adatok (Vasas et al., 2012).

Relativ
molekulatomeg pH: pH: pH: pH: néhany poliakrilamid aktivitasgélen
(kDa) 50 7,0 8,0 9,0 megallapithato tulajdonsag
>125 + + +/++ ++ - kazeinbont6 aktivitas pH 7,0-9,0
120 115 + + -+ +4  Crtékeken
- PMSF gatolta az aktivitasat
r r 2+
110 -104 ++ ++ PMSF ¢és EDTA gajtorlte’l, de aZn
nem novelte az aktivitasat
95 + - E-64 gatolta
86 +
80 +
70 + + +
66 +
64 + +
+ ++ ++ ++ - ME jelenlétében a kettds sav
53-50 TR "
méginkabb jellemzd
46 + + + - PMSF, E-64, EDTA ¢s a ME
gatolta
+ + + - EDTA gatolta, a ME hidnya (nem
38 redukalé korlilmények) novelte
aktivitasat
35 +
33
18 +

* ++: dupla sav, +: alacsony és ¥: magas aktivitis
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7. abra. A ,P5” jeli terepi minta zselatin zimogramjainak denzitometriai értékelése. A denzitogramokon jol
lathato, hogy a 12-12 pg Gsszfehérje tartalmu mintakbol az inkubald puffer pH értékétdl fiiggden kiilonbdzo
szamu ¢és aktivitasu proteaz detektdlhat6. A savas protedzok szdma 5, mig semleges és bazikus tartomanyban
legalabb 17-18 proteaz mitkddése detektalhato, altaldban emelkedd aktivitassal (Vasas et al., 2012).

Eredményeink felhivtdk a figyelmet a tomeges halpusztulassal kisért P. parvum
vizviragzasok karpat-medencei eloforduldsara és az ezeket kisér6 magas proteaz-aktivitas
jelenségére.

Az 1930-as évektol ismertek P. parvum okozta, halpusztulasokat okoz6 vizvirdgzasok
szerte a vilagon (Reichenbach-Klinke, 1973), amelyeket a viz jellegzetes elszinez6dése kisér
az arany-sargatol a vilagos barnaig. Eurdpaban, Daniaban és Hollandidban az 1920-as és
1930-as években, Izraelben az 1900-as évek kozepétdl mostanaig észleltek és észlelnek P.
parvum vizvirdgzasokat, de vannak adatok skociai, németorszagi, spanyolorszagi, bulgariai,
dél-afrikai tomegprodukcidirol is, minden esetben tomeges halpusztulasokat okozva (Dietrich
¢és Hesse, 1990; Linam et al., 1991; Reichenbach-Klinke, 1973). Ez a Haptophyta szervezet
az 1980-as évektdl délnyugat-amerikai brakkvizekben is rendszeresen okoz vizviragzasokat és
halpusztulasokat (Manning és Claire, 2010). Munkank soran hat magyarorszagi, tomeges
halpusztulasokkal kisért P. parvum okozta vizvirdgzast kovettlink nyomon, ebbdl két
helyszinr6l gytjtott vizminta (P1 és P5) protedz enzimmintdzatit is elemeztik. A
vizvirdgzdsokkor mérhetd alacsony oldott oxigén koncentracio, és a magas ammonium
koncentraci6 a magas pH értékkel parosulva, dnmagéban is kedvezdtlen koriilményeket
teremt a halak szdmara. A vizmintankban (P1) azonban a P. parvum egyedszam elérte a 4
millio egyed/liter értéket €lénksargara szinezve a vizet. 2600 kilogrammnyi hal pusztult el,
olyan fajok, amelyek jol reprezentdltdk a magyarorszagi tavakra jellemzd halfauna
Osszetételét. A tetemek kopoltytja vérzett, és egyéb helyeken is vOrds, bevérzéses foltok
latszottak rajtuk. A t0lélokon meg lehetett figyelni a P. parvum vizviragzdsokkor leirt
tiinetegyiittest (stresszelt allapot, lassu, koordinalatlan mozgas, a halak a vizfelszinhez kozel
usznak ¢€s légzési problémdakra utaléan “pipalnak™, stb.). Mindezek arra utaltak, hogy a
toxikus vegyiiletek termelésére képes P. parvum tomegprodukcidja okozhatta a halak
pusztulasat. Ismert, hogy ezek a toxinok elsdsorban a kopoltyuval 1¢élegzéekre hatnak, {6

55



dc_819 13

tdmadasi helyiik a kopoltyuk epithél sejtjei, amelyek elveszitik szelektiv permeabilitasukat és
ezaltal a szervezet védtelenné valik a toxikus vegyiiletekkel (pl. citotoxikus, hemolitikus
hatdsuakkal) szemben, igy azok bejutva az egykords véraramba hamar kifejtik hatasukat
(Shilo 1967). Az ichtiotoxikus vegyiiletek példaul a hati aortan keresztiil kozvetleniil az
idegrendszerbe jutnak (Manning és Claire, 2010). Az elvégzett 6kotoxikoldgiai tesztek koziil
az allati tesztrendszerekben, mind a guppi (Poecillia reticulata), mind a Daphnia magna
tesztekben a P. parvum tartalmu higitatlan vizmintdk mérgezének bizonyultak, ami azért is
fontos adat, mert ezek a planktonszervezetek a halak f6 taplalékaiként a taplaléklanc fontos
tagjai. A legérzékenyebb guppik mortalitisa mar 20 perc utan 100%-0s volt. Ugyanakkor a
mustar csirandvények nem voltak érzékenyek a P. parvum toxinjaira. Feltételezhetd, hogy a
sejtfal valahogy meggatolja, hogy a toxinok eljussanak a sejtmembranig (Vasas et al., 2012).

A mérgez6 hatasért felelés konkrét vegyiilet meghatarozasa azért nehéz, mert a P.
parvum toxikus vegyiiletek elegyét (benne: proteolipidek, lipopoliszacharidok,
galaktoglicerolipidek /Gn. hemolizin/ és polién-poliéterek /un. primnezinek/) bocsatja ki a
kornyezetébe széles spektrumu toxicitast kivaltva. Igarashi és munkatarsai. (1999) tisztaztak a
P. parvum két glikozidokhoz tartozé toxinjanak a szerkezetét és elnevezték “primnezin-1” és
“primnezin-2” molekulaknak, melyek kozel azonos bioldgiai hatdssal birnak; mindkettd
hemolitikus aktivitdsa meghaladja a névényi szaponin (mint Merck egység) aktivitasat és
ichtiotoxikusak is. A moédositott poliakrilamid-gélelektroforézis modszerével tortént zselatin-
/kollagén-bontd képesség bizonyitasaval parhuzamosan a standard hemolitikus teszttel
(Simonsen and Moestrup, 1997) és a klasszikus véres-agar teszttel bizonyitottuk a mintak
magas hemolitikus aktivitasat (Vasas et al., 2012). Az eredmény 346+42.2 SnE/sejt (szaponin-
nano-ekvivalens per sejt). Ezzel egyértelmiien bizonyitast nyert, hogy a P. parvum
vizviragzasbol szarmazd toxikus vizmintak hemolitikus aktivitassal rendelkeznek, azaz
képesek a halak eritrocitdinak (vords vérsejtjeinek) lizisére. A hemolitikus aktivitas evolicids
eldnyeire vilagithat rd Johansson és Graneli (1999) vizsgalatainak azon eredménye, amely
szerint a N- és P-éheztetett P. parvum tenyészeteknek megndtt a hemolitikus aktivitasa
(287.7+14.0 és 21 256.8+38.1 SnE sejt’) szemben a kontroll, teljes tapoldatban nevelt
tenyészetekkel (42.4+£3.3 SnE sejt’). A vizmintaink hemolitikus aktivitasa egyértelmiien
bizonyitast nyert a véres-agar lemezeken. Ismert, hogy a P. parvum toxinja fehérjetartalmu,
savakkal szemben érzékeny, hével szemben stabil és nem dializalhatd (Prescott, 1968).
Granéli és munkatarsai. (2012) allelokemikaliakként nevezi a mas plankton szervezeteket is
bénitd, elpusztito P. parvum altal kibocsajtott anyagokat és kiemeli fénnyel szembeni
érzé¢kenységét. (A proteazok fényérzékenyek, Schlereth et al., 2000.) A toxinban 1évo
hemolizinek 6 komponensre kiilonithetok, melyek koziil a legfontosabb komponens, a
“hemolizin I”, maga is keveréke az 1’-O-oktadekatetraenoil-3’-O-(6-O-B-D-galaktopiranozil-
B-D galaktopiranozil)-glicerol ~ és az 1’-O-oktadekapentaenoil-3’-0O-(6-O-B-D-
galaktopiranozil-B-D-galaktopiranozil)-glicerol  vegyiileteknek (Kozakai et al., 1982).
Jelenlegi ismereteink szerint a P. parvum toxinjanak kémiai és hatasmechanizmus
szempontjabol is valtozatos aktiv vegyliletei proteolipidek (Ulitzer ¢és Shilo, 1966),
lipopoliszacharidok (Paster, 1973), galakto-glicerolipidek (Kozakai et al., 1982) és polién-
poliéterek (Igarashi et al., 1995).
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A kigyomérgek és a tropusi szazlabuak hasonléan hemorrhagias €s hemolitikus
aktivitassal rendelkez6 méreganyagai proteazokat tartalmaznak (97-15 kDa illetve 121, 44-15
kDa koriili molekula tomegekkel), amelyekre a nagymértékii zselatinbont6 €s a kismértékii
kazeinbont6 aktivitas jellemzé (Hasson et al., 2004; Malta et al., 2008). Ezekben a
szakirodalmakban a zselatin zimogrammok készitése (SDS-PAGE belepolimerizalt
zselatinnal, azaz denaturalt kollagénnel) Ggy szerepelt, mint hatékony és adekvat eljaras a
proteolitikus enzimek ¢és a zselatinbontd aktivitas kimutatasara, kovetkezésképpen alkalmas a
mérgek hemorragias aktivitisinak a mérésére (Bee et al., 2001; Hasson et al., 2004). A
mérgek altal kivaltott véralvadasi zavarral kisért vérzések a zselatinbontd aktivitassal
rendelkez6 protedzok miikddésének kovetkezményei voltak, amelyek metalloprotedzoknak és
kiilonb6zd szerin-protedzoknak bizonyultak (szdmos koziiliik 2-mercaptoethanol érzékeny
volt; Malta et al., 2008). Az altalunk azonositott P. parvum proteazok (125-18 kDa) szintén
nagymértékii zselatinbont6d aktivitassal rendelkeztek ¢s kozottik kimutattunk EDTA-ra
(metalloproteaz inhibitorra) és PMSF-re (Szerin-proteaz inhibitorra) érzékenyeket is.

Tillmann (1998, 2003) kisérletekkel bizonyitotta, hogy a Prymnesium toxinja fontos
lehet a taplalékszervezet elpusztitisaban annak bekebelezése eldtt. Eredményei alapjan
feltételezhetd, hogy a hemolitikus, citotoxikus anyagok nem a sériilt, elpusztult
szervezetekb6l a tapoldatba kiszivargd komponensek, hanem aktiv modon keriilnek
kivalasztasra, folyamatosan akkumulaloédnak a tapkdzegben és hozzakotddnek a potencidlis
prokariota és eukaridta aldozathoz. A Prymnesium ugyanis képes bekebelezni, fagocitalni a
kiilonb6z6 méretli partikulumokat, amelyek eléfordul, hogy nagyobbak, mint maga a
Prymnesium sejt. Ezek a partikulumok lehetnek heterotrof protozoak, amdbak vagy
dinoflagellatak (pl. Oxyrrhis marina), baktériumok is (Tillmann, 1998). Egyre tobb adat
bizonyitja, hogy szdmos fitoplankton taxon, - koztiik vizviragzast okoz6 fajok -, valdjdban
mixotrof taplalkozdsuak, igy képesek ragadozasra, nagyobb részecskék bekebelezésére
(Stoecker, 1999), vagy mar oldott szerves szén- és nitrogénvegyiiletek felvételére (Carlsson és
Granéli, 1998), azaz fagotrofiara és ozmotrofiara (Granéli et al., 2012). Lathato, hogy szamos
vizviragzast alkotd faj képes ozmotrofiaval a szerves anyagok hasznositasara. Fitoplankton
szervezetek sejtfelszinéhez kapcsolodva mutattak ki olyan aminosav-oxidazokat, amelyek
mikodése ammonium ionok felszabadulasat eredményezi, amelyet a sejtek, mint nitrogen
forrast felhasznaltak a novekedésiikh6z (Palenik és Morel, 1990; Mulholland et al., 1998). A
Haptofita P. parvum esetében is bizonyitast nyert a sejtfelszinen L-aminosav-oxidazok
miikddése, amelyek aminosavakat és primer aminokat oxidalnak, a keletkezd NH;" ionok
pedig mar felvehetok a sejtek szamara (Palenik és Morel, 1990). Jollehet az aminosavak és
egyszerlibb peptid természetli komponensek altaldban viszonylag alacsony koncentracidban
fordulnak el a természetes vizekben, kotott aminosavak az oldott polimerek, kolloidok, €s
kiilonbozd részecskék alkotoiként jelen vannak a vizekben, és feltételezhetd, hogy protedzok
milkodése révén szabad aminosavakka valhatnak. A fehérje-/polipeptid lebontd képesség
aminosavakkd, a makroméretli szerves anyagok (4ldozatok) kisebb méretli, bekebelezhetd
partikulumokka alakitasanak képessége oriasi kompeticids elonyt jelenthet a planktonikus
fagocitozisra képes szervezetek szamara. A P. parvum 4altal termelt protedzok szamara az
optimalis pH:8-9, ami megegyezik a szakirodalmi adatokkal, miszerint a P. parvum toxinja
sokkal hatékonyabb magasabb, bazikus pH-n (Granéli et al., 2012). Ezek alapjan lehetséges,
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hogy a hidnyz6 lancszem a felvehetd ammonium ionokké atalakuld szabad aminosavak és a
kotott formaban eléforduld aminosavak/aldozatokat alkotd fehérjék kozott az altalunk nagy
szamban kimutatott proteaz enzim(ek). Granéli és munkatarsai (2012) levezették, hogy a P.
parvum Kkedvezétlen N és P ellatottsag/arany esetén nagy mennyiségben bocsatott Ki
allokemikalidkat/toxinokat elpusztitva ezzel a veliik egyiitt él16 fitoplankton és baktérium
fajokat, majd hatékonyan aknazva ki a megmaradt szervetlen N és P forrdsokat. Képesek
voltak ugyanakkor az elpusztult szervezetek lizisével azok szerves anyagainak hasznositasara,
a termelt toxinmennyiség fiiggvényében fagotrofiaval vagy ozmotrédfiaval.

A szakirodalomra nézve Uj adatot jelentett a bizonyitottan toxikus, nagymértéki
halpusztulast okozé Prymnesium vizviragzasok mintaibol €s egy P. parvum laboratoriumi
referencia torzsbél (UTEX no. 2797) a magas proteaz enzimaktivitas bizonyitasa. Uj adat, az
hogy zselatin tartalmu proteaz géleken bizonyitast nyert a fehérjebonté enzimek nagy szama,
a modszer alkalmasnak bizonyult miikodéstik optimalis koriilményeinek meghatarozasara (pl.
optimalis pH, ionigény). A P. parvum sejtextraktumok mar alacsony koncentracioban magas
enzimaktivitasokkal birtak. A sejtekben miikddd protedzok alatdmaszthatjdk a szervezet
taplalkozasanak mixotrof jellegét. Ugyanakkor ezek az enzimek extracelluldrisan is
detektalhatok voltak, pH optimumuk egybeesett a vizviragzaskor mért terepi adatokkal, ami
felvetette, hogy hozzajarulhatnak a toxinok mérgezoképességéhez (hemorragias, hemolitikus
hatasokhoz) vagy/és az aldozatok fehérjéinek lebontasaban, bekebelezhetévé tételében
jatszanak fontos szerepet (Vasas et al., 2012). Ismereteink szerint P. parvum szervezetb6l
nagyszamu protedz enzim mikodését mi mutattuk ki eldszor. Claire munkéja sordn a P.
parvum teljes genom-szekvenciajat meghatarozta, és azonositott olyan géneket, amelyek
protedaz enzimaktivitassal rendelkezd fehérjéket kodolnak (Claire, 2006). Egy vizminta
sokféle szervezet protedz fehérjéit tartalmazhatja, ezért fontos a terepi mintak
enzimmintidzatainak jo egyezése a referencia szervezet enzimmintazatival. Heterotrof
baktériumoknal az exo- és ekto-protedzok miikddése altalanos, de a mi vizmintaink
mikroszkopos elemzése alacsony baktérium szdmot, és a P.parvum “egyeduralmat”, kisérd
algafajok hianyat bizonyitotta. A tenyészet ndvekedésével a tapoldatbol detektalhato
protedazok mennyisége is novekedett, de egy enzim kivételével a sejtekben is azonosithatd
enzimeket detektaltunk. Granéli (2012) is azt tapasztalta, hogy a kibocsajtott
toxin/allelokemikalidk koncentracidja sokkal magasabb volt a stacioner ¢és Oregedd
tenyészetekben, mint a novekedés exponencialis fazisaban.

A P. parvum mintaink jelentds szamu (15-20) és kiilonbozé molekulatomegii
zselatinbontd proteazt tartalmaztak, amelyek a szervezetben betoltott funkcidjuk szerint is
eltérdek lehetnek. A P. parvum ugyanis egy fotoszintézisre képes eukaridta szervezet. Igy
hasonléan egy novényi sejthez kiillonb6zd proteolitikus anyagcsere utvonalak mukodése
feltételezhetd a sejtorganellumokban. Példaul a kloroplasztiszok, mitokondriumok a
prokariotakéhoz hasonl6 protedz enzimrendszerekkel rendelkezhetnek, mig a citoplazma és a
sejtmag fehérjebontd Utvonalai mas eukaridta szervezetekkel (pl. élesztdk, allati és novényi
szervezetek) mutathatnak azonossagot (Vierstra, 1996). Ugyanakkor ezek a szervezetek nem
csak fotoszintézisre, hanem a fotoszintézis szempontjabol kedvezdtlen korilmények kozott
mixotrof taplalkozasra is képesek (Granéli, 2012). A taplalkozasuk kiegésziilhet szuszpendalt
részecskék elfogyasztasaval vagy oldott szerves anyagok felvételével (Carlsson et al., 1999;
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Stoecker, 1999). A proteazok segitségével a Haptophyta szervezetek a szerves partikulumokat
(elejtett aldozatokat) képesek kisebb, mar fagocitézissal felvehetdé méretli részecskékkeé
alakitani. Ezen tal a protedzok fontos szerepet tdltenek be kiilonb6zé taxonok (pl.
Dinoflagellatak, kigyok) méreganyagainak miikodésében. Tekintve, hogy a P. parvum
protedzok az extracelluldris frakciobol is kimutathatok, azaz a toxinokhoz hasonldan
kikertilnek a sejtekbdl és jelentds koncentraciot érhetnek el a viztérben, valamint miikodésiik
pH optimuma egybeesik a vizviragzasok mintainak pH értékeivel, valdsziniisithetd, hogy
mikodésiikkel hozzajarulnak a P. parvum okozta sokrétli mérgezési tiinetek Kialakitasahoz
(Vasas et al., 2012).
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4. Cianobakterialis toxinok kapillaris elektroforézise
4.1. Kihivasok az algatoxin analitikaban

Az algatoxinok kémiai valtozatossaga miatt, azok detektaldsa, meghatarozasa jelentds
kihivas a szakemberek szamara (Bell és Codd, 1994). A szerkezeti valtozatossagon tal
(amelyet részletesen ismertettiink) jellemzOé az algatoxinokkal kapcsolatos matrixok
sokfélesége, sz¢lsOséges fizikai, kémiai tulajdonsagokkal bird anyagok keveréke, melyekbdl a
toxinok mérése kritikus lehet (Codd et al., 2005). Az algatoxinok meghatarozasa, azok
biologiai kockazatanak felmérése elsdsorban a kovetkezd tipusii mintdkban meriilhet fel:
algaviragzasban létrejott sejttdmeg; laboratériumban nevelt algatdrzsek sejttomege;
természetes vizterek szlrt vize; ivoviz; novényi, allati szovetmintak, melyek potencidlisan
akkumulalhatjak a toxinokat; emberi szovetek, testnedvek (Merilouto és Codd, 2005).

El6z6ekben ramutattunk, hogy egyes toxinok termelése, kiilonbozé fajokban is
lehetséges, ezért az egymastol eltérd fajok elszaporoddsa mas-mas tipusu sejttomeget
jelenthet. Példaul a koloniaba szervez6dott fajok nyalkas kocsonyaburka (pl. Microcystis
fajok) egészen mas kihivast jelenthet az analizis szdméara, mint néhany egysejtli, vagy éppen
fonalas szervezddésii toxintermeld faj elemzése (Codd et al., 2001). Mint ahogyan pl. egy
apolaros jellegli zsiradékok felhalmozasara hajlamos faj sejttomegének elemzése egészen mas
megkozelitést igényel, mint mas fajoké €s a sort hosszan lehetne folytatni, ismerve egyes
algafajok sajatsagos felépitését (pl. kova-, cellulozvdzas vagy Gram negativ fajok), és
jellemzd specialis anyagcseretermék mintazatait (pl. hidrokolloidok, szinanyagok, fehérje és
szénhidrat tartaléktapanyagok; Watanabe et al., 1992). Ugyanez a valtozatossag jellemzo a
kiilonboz6 vizmintdkra, amelyek algatoxin tartalmanak ismerete ugyancsak fontos koriilmény
lehet. Ertelemszeriien mas elemzést igényel a tengerviz, egy valtozatos humin-tartalommal
bir6 édesviz, vagy a magas so- és lebegd-anyag tartalommal biré kontinentalis viz, és egészen
mas megkozelitést kovetel a human expoziciot biztosité kozeg, az ivoviz (Agrawal €s Gopal,
2013).

Talan felesleges hangsulyozni a ndvényi, allati mintdk kiilonbozdségét is, melyek az
alga toxinok akkumulacidja miatt keriilhetnek el6térbe és jol ismertek a human mintak nagy
valtozatossaga is (pl. vizelet, valtozatos kotd- €s izomszdéveti mintdk; Merilouto és Codd,
2005).

Megismerve az algatoxinok valtozatos képviseldit és az eltéré sajatsagu mintakat,
melyekben megjelenhetnek e mérgezé anyagok, megérthetjiik, hogy még az elmult évek
dinamikusan fejl6dd analitikai, kdrnyezet-analitikai mddszerei mellett is, az ilyen tipust
anyagok elemzésekor szamos nehézséggel allunk szemben (Bateman et al., 1995).

Régota vagyott cél kifejleszteni olyan moddszereket, amelyek képesek lehetnek
azonositani és meghatarozni egyszerre tobb algatoxint és azok lehetséges valtozatait (Pelander
et al., 1996; 2000). Jelenleg még nincs olyan hatékony modszer, mely segitségével képesek
lennénk detektalni az dsszes el6forduld algatoxint. Figyelembe véve, hogy mennyire kritikus
a megfeleld kimutatasi hatar és fontos a koltséghatékony emberi mértékli elemzési idd, egyes

toxinokra és minta tipusokra kiilonboz6é megkozelitést kell alkalmazni (Gathercole et al.,
1987).
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Az algatoxinok analizisére a modszerek széles valasztéka all rendelkezésre (8. 4bra).
Ezek a modszerek tartalmaznak szamos olyan technikat, amelyek bioldgiai, fizikai és kémiai
uton kozelitik meg a kérdést. Az alkalmazott moddszernek és a vart eredményeknek
megfelelden a mintdkat gyakran az analizis eldtt megfelelden el kell késziteni (Agrawal és
Gopal, 2013).
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4.2. Mintaelokészités

A mintavételt kovetden a mintdkat alacsony hdmeérsékleten kell tarolni (4°C), vagy
liofilezéssel vizteleniteni. Az analizist a lehetd leghamarabb el kell végezni azért, hogy a
toxinok lebomlasat, atalakulasat megakadalyozzuk. A mintak el6készitése annak megfeleléen
valtozik, hogy milyen tipusu toxint akarunk mérni és milyen tipusii mintabol (Edwards et
al.,1996).

A vizminta kozvetlen sziirése csak az extracellularis toxinok (kozvetleniil a vizben
oldott) detektalasat teszi lehetdvé, de egy tovabbi 1épés, az algasejtek lizise megteremti a
lehetéséget az intracellularis toxinok elkiilonitett detektalasara is. Amennyiben a sziirést (vagy
centrifugalast) a sejtek lizise utdn végezziik el, ugy az extra- és intracellularis toxinokat
egyszerre tudjuk detektdlni. A sejtek lizisét példaul a fagyasztds-olvasztas modszerével vagy
szerves oldodszer hozzdadasaval érhetjiik el. Ez a két modszer kdzvetleniil roncsolja a sejtek
membranjat és kiszabaditja az intracellularisan esetleg akkumulalt toxinokat (Harada et al.,
1990; 1998). A sziirletben 1év6 toxinokat dusitani illetve tisztitani lehet, fiiggden a
koncentraciotol illetve a matrix komplexitasatol, ez altalaban szilard fazisu extrakcidt jelent
(SPE). Ebben az esetben legalabb 500 ml sziirletet ontiink at a tolteten, (ez altalaban C18-as
oldatot részben beparoljuk. Ez a gyakorlat harom nagysagrenddel tudja koncentralni a
toxinokat, és igy javitja a tovabbi analitikai modszer detektalasi hatarat (Merilouto és Codd,
2005).

4.3. Biologiai médszerek
4.3.1. in vivo vizsgalatok

Az in vivo vizsgalatok koziil a legismertebb az tigynevezett egérteszt. Valojaban ez
volt az elsé olyan modszer, amelyet algatoxinok detektalasara alkalmaztak, ami leginkabb a
toxinok bioldgiai hatdsainak a vizsgalatara alkalmas (Chorus és Bartram, 1999). Az eljaras
soran a mintakat intraperitonedlisan injekci6zzak be egerekbe, amit 24 ora utan az elpusztult
egerek vizsgalata kovet (Falconer, 1993). Az akut idegrendszert érintd hatdsok valamint
elsésorban az emésztdtraktust érintd toxinok esetében eltérd tiineteket figyeltek meg az
egyedeken. A cianobakteridlis toxinok esetében a kezdeti kutatdsok soran igy kiilonitettek el
gyorsan Ol0 faktorokat (késdbbiekben azonositott neurotoxinok) valamint lassan 616
faktorokat (kés6bbiekben azonositott peptidek, proteinfoszfataz gatlok; Falconer, 1993). Az
egérteszt nem alkalmas a toxin pontos azonositasra (mikrocisztin, nodularin) a mintaban. Az
egérteszt szemi-kvantitativ. moddszernek tekinthetd, amikor a kiilonb6z6 standard
toxinkoncentracioknak kitett egerek segitségével Osszehasonlitjuk a karosodds mértéket. A
biotesztek alkalmazéasa soran ugy altalaban, de az algatoxinok kapcsan is kijelenthetjiik, hogy
az egérteszt hasznalata visszaszorult €s mas ¢€l0 szervezetek (Arterima, Daphnia és
Thamnocephalus) sejtkultarak (HELA, CHO) vették at a szerepét. (Kaushik ¢és
Balasubramanian, 2013).
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4.3.2. Immunologiai vizsgalatok

Az algatoxinok detektalhatéak specifikus ellenanyagok  segitségével. A
kereskedelemben kiilonb6zé ELISA kitek kaphatoak a toxinok detektaldsara (Hilbron et al.,
2005; Lindner et al., 2004). Az ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) egy
immunanalitikai modszer, egyik fajtaja, a szendvics immuno teszt azon alapul, hogy az
antigén (jelen esetben a fehérje) feliiletén tobb olyan régid van, amelyhez ellenanyag
készithetd. Az els6, antigénre specifikus ellenanyagot a mikrotiter lemez feliiletén el6zdleg
immobilizaljak, ehhez adjuk hozzd a vizsgalandé antigént (minta). Ez a mddszer nagyon
érzékeny, a detektalasi limit alsé hatara 4 ng/l, fels6 hatara pedig (kOszonhetéen a
telitettségnek) 2 pg/l a MC-LR-re nézve (Lindner et al., 2004). Mivel az ELISA moddszert
sikeresen alkalmaztak a mikrocisztinek detektalasara, ezért specifikus ellenanyagokat
terveztek a cilindrospermopszin és a szaxitoxin detektalasara is (Blahova et al., 2009;
Campbell et al., 2009). Azonban az ELISA-ra alapozott modszernek is van néhany limitalo
tényezdje. Példaul nem tudja az eltérd variansokat megkiilonboztetni, valamint a mintaban
jelenlévé mas OsszetevOkkel is reakcidba 1éphet és ez a toxinok koncentracidinak a
tulbecsiiléséhez vezethet (Chorus és Bartram, 1999).

4.3.3. Biokémiai vizsgalatok

Egyes algatoxinok hatdsmechanizmusa kelloképpen feltart, valamint unikalisnak
tekinthetd ahhoz, hogy aktivitdsukat felhaszndlva azonositsuk 6ket (Metcalf et al., 2003).
Mivel a mikrocisztinek és a nodularinok erds protein foszfatdz gatlok, ezért a toxinok
detektalasahoz hasznalhatjuk a protein foszfataz gatlo modszert (PPIA; Almeida et al. 2006;
Ortea et al., 2004; Rapala et al., 2002). Az inkubacio elétt a reakcidelegy protein foszfataz
enzimet, az enzimaktivitast gatld toxin(oka)t és az enzim-szubsztratot foglalja magaba. Ennek
a reakcioelegynek a specifikus hullimhosszakon mérhetd abszorbancidja teszi lehetévé a
szubsztrat detektalasat és az enzim aktivitasanak a megbecsiilését, amely forditottan aranyos a
toxin koncentracioval. Ez a modszer nagymennyiségli mintanal néhany ora alatt biztositja a
toxindetektalast, de nem tud kiilonbséget tenni a variansok kozott, valamint a mikrocisztin és
a nodularin kozott sem. Tovabba a viragzdsoknal jelenlévd ismeretlen Osszetevokkel is
kolesonhatasba 1éphet, igy ez a toxin koncentracio til vagy alulbecsléséhez vezethet. Mivel a
PPIA csak a specifikus hatast okozd metabolitok kimutatasara alkalmas, ezért tovabbi
analizisek sziikségesek, hogy a mintdban eléforduld tobbi toxint detektaljuk (Almeida et al.
2006; Ortea et al., 2004).

4.4. Fizikai és kémiai médszerek
Az algatoxinok analizalhatoak kémiai és fizikai modszerekkel, ami két [épésbdl all, az

egylk a mintdkban jelenlévd OsszetevOk szétvalasztasat jelenti, majd ezt koveti a
meghatdrozas, ami specialis detektorokkal torténik. Ezen az elven alapul szamos olyan
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miszeres analitikai technika, melyek hasznélata nélkiilozhetetlen a toxinok analizisében
(Gago-Martinez et al., 2003).

A legelterjedtebb és leginkabb hasznalt analitikai rendszer a HPLC (High Pressure
Liqgiud Chromatography) a cianotoxinok kimutatasara. UV detektorral kombinalva, a HPLC-t
kiterjedten lehet alkalmazni pl. mikrocisztinek kimutatasara, de ezzel a technikaval az
azonositas a retencids id6 alapjan torténik, sziikség van standardokra. Az UV fényabszorpcion
alapul6 detektalas sokkal specifikusabb lehet diddasoros UV detektor hasznélataval. Azonban
az eldbbi mddszer behatarolja a toxinok egyedi azonositasanak lehetdségét, mivel nagyszamu
algatoxinnak (pl. mikrocisztinek) hasonlé az UV spektruma (Kotak et al., 1995; Gago-
Martinez et al., 2003).

Ha pl. a mikrocisztinek tovabbi azonositdsa sziikséges, akkor fejlettebb modszert kell
alkalmazni. A folyadékkromatografia/tomegspektrométer (LC/MS) egy igen igéretes és széles
korben elfogadott technika, mivel lehetévé teszi, hogy a mikrocisztinek elvalasztasa és
azonositasa egyidejiileg torténjék (Agrawal és Gopal, 2013). Egy fejlett Frit-FAB (Fast Atom
Bombardment) LC/MS technika 0.3 mm belsé atmérdjii oszlopot hasznal, amely lehetové
teszi nanogrammnyi mennyiségili algatoxin azonositasat a vizi és a bioldgiai mintdkban. Az
érzékenységnek ezt a ndvelését ugy érik el, hogy a pumpa és az injektor kdzotti mozgd fazist
megosztjak, igy a teljes kifolyd mennyiséget be lehet vezetni a tomegspektrométerbe (Chorus
¢és Bartam, 1999). A HPLC-MS kapcsolat sikeres megvaldsitasa lehetévé tette a kdzepesen
hidrofil molekulak bioldgiai mintakbdl, nagyon kis koncentraciokban (a ng/l tartomanyban)
torténd mérését. Tovabbi nagy eldrelépés volt az algatoxinok detektaldsa és azonositasa soran
a HPLC-MS-MS technikak megjelenése (Bateman et al., 1995; Merilouto és Codd, 2005). A
kromatografids elvalasztas és a két, egymas utan kapcsolt tdmegspektrométer kiilonleges
szelektivitds elérését teszik lehetdvé. Az alkalmazasok sordn a kromatografidsan tobbé-
kevésbé elvalasztott komponenseket az elsd tomegspektrométer a molekulatomegiik szerint
tovabb  szelektadlja, majd a molekulaion fragmentalasit kovetden a masodik
tomegspektrométer Ujabb szelektalast hajt végre a fragmensek kozott. fgy a vizsgalando
anyag koncentraciojarol szinte tokéletes szelektivitas mellett kapunk informaciot (Merilouto
¢s Codd, 2005).

A FAB-MS és LSI-MS (Liquid Secondary Ion) protonalt molekulat [M+H]"
szolgaltatnak, igy nyajtva informéciét a molekula tomegérdl (Almeida et al., 2006; Ortea et
al., 2004). A mikrocisztinek nagyon kis anyagmennyiséggel (kevesebb, mint 1 pg liofilizalt
minta) torténd meghatarozasara fejlesztették ki a MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser
Desorption lonisation Time of Flight) technikat (Welker et al., 2002). Ez a modszer megadja a
mintdban eléforduld dsszes peptid molekulatomegét, s igy a cianotoxin-variansok jelenlétére
erds jeleket ad. Az eltér6 modszerek kiilonboz6 ¢és gyakran kiegészité informaciokat
nyUjtanak, igy ajanlatos a megfeleld technikdk kombindldsa a célnak megfeleléen. Ez azért is
elengedhetetlen, mert a jelenleg alkalmazott moddszerek egyike sem nyujtja az Osszes
sziikséges informaciot a szobanforgd molekular6l (Chorus és Bartam, 1999). A cianotoxinok
szerkezeti meghatarozasa gyakran NMR (Nuclear Magnetic Resonance) modszerrel torténik.
A kétdimenzios NMR technika bevezetése, a korszerl fejlesztések az ismert és ismeretlen
algatoxinok szerkezeti meghatarozasaban alapvetének bizonyultak (Harada et al., 1998). Az
NMR ¢és MS (kivéve az LC/MS-t) altaldban nagy anyagmennyiséget €s teljesen tiszta anyagot
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igényel, ennél fogva ezeket a rutin vizsgalatokban nem alkalmazzak (Merilouto és Codd,
2005).

4.5. Elektroforetikus technikak

Az elérhetd leghatékonyabb elvalasztasi technikék az elektroforézis elvén alapulnak,
mely szerint az oldat toltéssel rendelkezd részecskéi elektromos erdtér hatdsara elmozdulnak
(Landers, 1994). Ezen az elven miikodik a kapillaris elektroforézis (CE) berendezés, ahol a
két, puffer oldatokat tartalmazo edény kozott egy 25-100 um belsé atméréji, 20-100 cm
hosszi kvarckapillaris helyezkedik el. A pufferedényekre nagyfesziiltséget (10-30 kV)
kapcsolnak, a kis mennyiségli (néhany nl) mintét a kapillaris detektortol tdvolabb esd végénél
(altaldban a kapillaris anddos végénél) juttatjdk be. A minta komponenseinek vandorlasa a
pufferrel toltott kapillarisban akkor kezdddik, amikor a pufferedényekre fesziiltséget
kapcsolunk (Hjerten, 1990). A kapillaris elektroforézis moddszere kiilonb6zé elvalasztasi
technikdkat foglal magaba, melyek koz¢ tartozik a micellaris elektrokinetikus kromatografia
(MEKC), amely elvalasztas soran az elvalasztand6 komponensek kiilonbozoképpen oszlanak
meg egy micellaris fazis és a hatarelektrolit kozott (Gago-Martinez et al., 2003).

Anionos feliiletaktiv anyagokat (pl. SDS) a kritikus micella koncentracio folotti
mennyiségben adva az elektrolithoz, olyan micellak képzddnek, melyek feliilete negativ
toltésti, belso terlik pedig hidrofob jellegli. A detektort eldbb a hidrofilebb jellegli anyagok
érik el, majd az egyre inkdbb hidroféob molekuldk kovetkeznek. A MEKC-t kisméretii
molekuldk elvalasztasdhoz hasznaljak (Géspar, 2000). A cianotoxinok koziil a mikrocisztinek
¢és a szaxitoxinok CE-vel torténd elvalasztasara torténtek probalkozasok (Onyewuenyi et al.,
1997). A cianotoxinok koziil a mikrocisztinek azok, amelyeknek a detektalasat és azonositasat
a leginkdbb kidolgoztdk, de valtozatos mintdkban torténd megjelenésiik és eltérd
sajatsagokkal bird varidnsai miatt szdmos analitikai probléma megoldiasa még varat magara
(Li etal., 1990).

A cianotoxinok szerkezeti sokféleségének kodszonhetéen az analitikai technikak is
valtozatosak, az elvélasztastechnikai alapelveknek koszonhetden méas modszert kell hasznalni
példaul egy kis-molekulatomegili hidrofil karakterti molekula elvalasztasara (pl anatoxin-a,
cilindrospermopszin), mint egy 800-1100 Da molekulatomegii hidrofob toxin esetében (Sirén
et al. 1999). Az analizist tovabb bonyolitja a cianobakterialis toxintermelés azon sajatossaga,
hogy a toxintermelés nem fajhoz kotott tulajdonsag. A vizviragzast el6idézd szervezet(ek)
kiilsé morfologiai (mikroszkdpi vizsgalat) tanulmanyozésa nem ad informaciot arrél, hogy a
kérdéses szervezet toxintermeld-e, és ha igen milyen jellegli toxint termel (Carmichael.,
1992). Ezért egyes szervezetek toxintartalmanak tanulmanyozasa soran tobb analitikai
modszer alkalmazésa sziikséges annak megallapitasara, hogy a szervezet melyik toxint esetleg
toxinokat termeli.

Analitikai moddszerfejlesztéseink sordn a kapillaris elektroforézis technikajat
alkalmaztuk. Célunk volt olyan moddszerek kidolgozasa, amelyek a leggyakoribb
cianobakterialis toxinok nyomonkdvetését, termelésének tanulmanyozasat lehetdvé teszik
nem csupan laboratériumi modell oldatokbol, hanem valds bioldgiai matrixokbol is
(vizvirdgzas-mintakbol, laboratdriumi tenyészetek sejttartalmabol). Célunk volt tovabba olyan
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nagy hatékonysagii modszer fejlesztése, ami lehetévé teszi a toxin(ok) kozvetlen analizisét
minél kevesebb minta-elokészitéssel.

A legnagyobb kihivast jelentette annak a problémanak a megoldasa, hogy a
leggyakoribb cianobakterialis toxinok analizisére olyan modszer nem létezik, amivel
egyiddben (szimultan) lehetne a kiilonb6zd karakter(i toxinokat detektalni.

Publikéaciok sora jelent meg a CYN kimutatdsanak, analizisének nehézségeirdl, hiszen
az egértesztben csak hosszabb expozicios 1d6 utan jelentkezik érzékenyen toxikus hatasa. A
kémiai analizisek sordn a legéltalanosabban hasznalt forditott fazison torténé HPLC-s
elvalasztas soran néhany perces retenciot (visszatartast) tapasztaltunk még 1:99 MeOH/H,0
eluens Osszetétel esetében is. A rovid retencio, jelentds problémat jelenthet a célkomponens
(jelen esetben CYN) matrix komponenseitdl torténd elvalasztasdra. Az intracellularis,
valamint a természetes kornyezetbdl szdrmazod vizviragzds mintak metanolos extraktuma
esetében ez tobbszdz, zavard6 komponenst jelenthet. Analitikai fejlesztéseink sordn egy j
modszert dolgoztunk ki a CYN kimutatasara, amely a komponensek eltérd elektroforetikus
mobilitasan alapszik. A kapilléris elektroforézis segitségével elvalasztott komponenseket, a
HPLC-s mérések esetében leggyakrabban alkalmazott, diddasoros UV detektorral detektaltuk.
A méréshez minimalis mintael6készités, szlrés sziikséges, az intracellularis és extracellularis
CYN kozvetlen mérésére van lehetdség szerves extrakcid nélkiil. A nagy fehérjemolekulak
zavar0 hatasat a puffer SDS tartalmaval kiiszoboltiik ki. A moddszer segitségével kevesebb,
mint 5 perc alatt identikus, tiszta CYN csucsot detektaltunk, ami alkalmas a CYN mennyiségi
meghatdrozasara. A modszert a Kineret tobol szdrmazd és bizonyitottan CYN termeld
Aphanizomenon ovalisporum fonalas cianobaktérium cianotoxin tartalmanak meghatarozasara
dolgoztuk ki (Vasas et al., 2002).

Igazoltak, hogy a mikrocisztin csaladba tartozo cianotoxinok (heptapeptidek) a protein
foszfatazok specifikus inhibitorai (a PP1 és PP2A tipust enzimek) és alapvetden megzavarjak
a sejtek regulacids folyamatait (Chorus és Bartram, 1999). A MC-ek eléfordulasara jellemzo,
hogy az édesvizekben jelentkezd toxikus vizviragzas mérgezéses tiineteit kozel 90%-ban e
vegyiiletek idézik eld. A mikrocisztinek csalddjaba tartozo toxinok szdma megkozeliti a
szazat, koszonhetden a toxinmolekula varidbilis régidinak (Merilouto és Codd, 2005).

Az 1991-es velencei tavi vizviragzast a Microcystis aeruginosa cianobaktérium idézte
eld, a faj izolatuma a Debreceni Egyetem Novénytani Tanszékén BGSD-243-as torzs néven
szerepel, a toxicitasaért feleldssé tehetd mikrocisztin-LR, -YR jelenlétét Kos és munkatarsai
(1995) kozolték. Vizsgalataink soran a BGSD-243-as torzs kivonatabol a két legnagyobb
koncentracioban jelenlévé mikrocisztin mellett tovabbi mikrocisztinek jelenlétét mutattuk ki
és a szervezetbdl sikeriilt izolalnunk és leirnunk egy vj, ritka mikrocisztin varianst (MC-YA).
A leggyakoribb mikrocisztinek és az 0j altalunk leirt mikrocisztin varians elvalasztisara és
kimutatasaira modszert dolgoztunk ki kapillaris elektroforézis késziilék segitségével. A
modszer Gjdonsaga az, hogy eddig a meglévd ismert mikrocisztin variansok koziil leginkabb a
mikrocisztin-LR, -RR és —YR analizisére dolgoztak ki analitikai eljarasokat (Gago-Martinez
et al., 2003). Az altalunk kifejlesztett modszer a nyomokban jelenlévé mikrocisztin variansok
elvalasztasara és detektalasara is koncentral az ismert variansok mellett. A munkank soran
alkalmazott kapillaris elektroforézis két technikdja a “kapillaris zonaelektroforézis”, valamint
a “micellaris elektrokinetikus kromatografia” a pH, az ionerd ¢és az SDS tartalom optimalasa
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utan alkalmasnak mutatkozott a tobbi mikrocisztin varians elvalasztasara (9. abra; Vasas et
al., 2006).
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(perc) teritlet idd
CZE
MC-LR 2.953 2.13 141 0.43
MC-YR 3.18 2.48 221 0.34
MC-YA 3.759 282 1.47 0.53
MEKC
MC-LR 11.022 283 3.44 0.51
MC-YR 10.781 3.74 2.62 0.61
MC-YA 4917 281 2.13 043
*35(A=238 nm)

" o= 25 pg/mL. n=10

9. abra. Mikrocisztinek elvalasztasa kapillaris elektroforézissel. I: CZE modszerrel elvalasztott MC —LR, -YR, -
YA standardok, a. valés minta elemzése (BGSD-243 Microcystis aeruginosa kivonatdban), b. valos,
standardokkal kevert minta elemzése (BGSD-243 Microcystis aeruginosa kivonataban). II: MEKC modszerrel
elvalasztott MC —-LR, -YR, -YA standardok, a. valos minta elemzése (BGSD-243 Microcystis aeruginosa
kivonataban), b. valds, standardokkal kevert minta elemzése (BGSD-243 Microcystis aeruginosa kivonataban).
III: A fejlesztett CZE és MEKC modszer analitika jellemz6i. (Kondiciok CZE: kapillaris: 64,5 cm/50 pm puffer
elektrolit: 25 mM borat, pH=10, alkalmazott fesziiltség: +25 kV, detektalas: UV 238 nm; MEKC: kapillaris: 64,5
c/50 pum puffer elektrolit: 25 mM borat és 75 mM SDS, pH=9,3, alkalmazott fesziiltség: +25 kV, detektalas:
UV 238 nm (Vasas et al., 2006).

A mikrocisztinek és a cilindrospermopszin elvalasztasara és analizisére kidolgozott
technikak utan célul tiztiik ki, olyan médszer fejlesztését, amivel a leggyakrabban problémat
okoz6 cianotoxinok (mikrocisztin-LR, cilindrospermopszin, anatoxin-a) jelenlétét nagy
hatékonysaggal mérni lehet, viszonylag rovid iddintervallumban. A pH, az ionerd és az SDS
tartalom optimaladsa utan a munkank soran alkalmazott kapillaris elektroforézis két technikéja
megfeleld volt a cianotoxinok elvalasztdsara. A fejlesztett modszer soran hasznalt puffer-
rendszerben megvizsgaltuk a toxinok abszorpciés maximumdt €s olyan hulldmhosszat
kerestiink, amely pontokon mindhdrom toxin detektalhat6 (230 nm). Az éltalunk kidolgozott
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modszer alkalmas a hdrom leggyakoribb cianotoxin szimultdn médon torténd elvalasztasara
és detektalasara (10. abra; Vasas et al., 2004).
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(perc) (ug/mL) (ug/mL) teriilet ido
Anatoxin-a 1.650 0.0101 1.12 1.121 293 027
Microcisztin-LR 2583 -0.0069 3.77 2.812 1.48 0.67
Cilindrospermopszin 3.048 -0.0114 129 0.733 2.09 0.71

“3s

*e= 20 ug/mL. n=15

17=230 nm (optimilis hullimhossz: anatoxin-a)

23=240 nm (optimilis hullimhossz: microcisztin-LR}

3 3=278 nm (optimilis hullimhossz: cilindrospermopszin)

10. abra. Cianobakterialis toxinok elvalasztasa kapillaris elektroforézissel. I: a. CZE moédszerrel elvalasztott
anatoxin-a, mikrocisztin-LR, cilindrospermopszin standardok, b. valéos minta elemzése (BGSD-243 Microcystis
aeruginosa kivonataban), c. valds, standardokkal kevert minta elemzése (BGSD-243 Microcystis aeruginosa
kivonataban) II: MEKC moédszerrel elvalasztott anatoxin-a, mikrocisztin-LR, cilindrospermopszin standardok, b.
valds minta elemzése (BGSD-243 Microcystis aeruginosa kivonataban), c. valds, standardokkal kevert minta
elemzése (BGSD-243 Microcystis aeruginosa kivonataban). I11: A fejlesztett CZE és MEKC modszer analitika
jellemzi. (Kondiciok CZE: kapillaris: 64,5 cm/50 pum puffer elektrolit: 25 mM borat, pH=10, alkalmazott
fesziiltség: +25 kV, detektalas: UV 230 nm; MEKC: kapillaris: 64,5 cm/50 pm 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 moddszereket nem csupan az analitikai modszerfejlesztésekhez
elengedhetetlen laboratoriumi modelloldatokon (bemért standardokat tartalmaz6 torzsoldatok)
teszteltiik, hanem a toxinok természetes megjelenésére jellemzd bioldgiai matrixokban is (9.
¢és 10. abra), igy segitségével gyorsan és nagy hatékonysaggal lehet vizviragzasbol szarmazo
mintakat, valamint vizviragzasokbol szdrmazo szervezetek cianotoxin tartalmat meghatarozni
(Vasas et al., 2004; 2006).

A cianobakteriadlis toxinok meghatirozasdhoz a kidolgozott mddszereinket
alkalmaztuk a laboratoriumi korilmények kozott folytatott toxintermeléssel foglalkozd
kisérleteinkben, illetve a vizterekben bekovetkezd cianobakteridlis tomegprodukciok
toxinanalizise soran eredményesnek bizonyultak.
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5. A cianobakterialis toxintermelés sajatossagai
5.1. Terepi megfigyelések, tapasztalatok

Az azonos fajok altal eldidézett algavirdagzasok eltérd toxicitdsa, toxintartalmanak
valtozatossaga régota foglalkoztatja a szakembereket. Az els6sorban egyszerli
megfigyeléseken alapuld kezdeti leirasok arrol szamoltak be, hogy az algaviragzasok
toxintermelését kornyezeti faktorok befolyasoljak, melyek hatdsara a kevésbé optimalis
koriilmények kozé keriilt sejttomeg aktiv toxintermelésbe kezd és mérgezévé valik
(Carmichael, 1994). Ismerve a toxinok sokféleségét, a toxintermeld fajok valtozatos
kezelni, még akkor is, ha egyes fajok toxintermelésére igazak is lehetnek ezek az ismeretek.

Els6ésorban a mar részletesen targyalt tengeri mixotrof algafajok esetében irtak le
olyan jellegli mechanizmusokat, melyek soran a tdpanyaghianyos allapotba keriilt sejttomeg
erdsen mérgezOvé valt mikozben azok autotrofrél heterotrof anyagceserére valtottak
(Landsberg, 2002). Az er6sédo toxintermelés kovetkeztében elhullott €l6lények potencialis
tapanyag-forrassa valva biztosithatjak az elszaporodott algdk életmiikodéséhez sziikséges
taplalékot (Dolah, 2000). Hasonlo6 taplalkozési stratégia €s toxintermelés figyelheté meg az
édesvizekben is eléforduldo Prymnesium parvum esetében is (Granéli et al., 2012).

Az eukaridta mixotrof anyagcserét folytatd toxintermeldktdl jelentdsen kiilonboznek
mind anatomiai, mind fiziologiai értelemben a cianobaktériumok, amelyek elsésorban az
¢desvizekben felelések a mérgezd vizvirdgzasokért. E fajok toxintermelése ¢és azok
szabalyozéasa jelentOsen eltér az emlitett eukariota fajokétdl. A terepi koriilmények kozotti
megfigyelésekrdl leginkabb a ciklikus heptapeptid tipusi mikrocisztinekrél vannak
ismereteink (Carmichael, 1994).

A természetes fitoplankton kozosségekben a mikrocisztin koncentraciot a sejtes
toxintartalom, a toxintermel6k biomasszaja és az extracellularis toxintartalom hatarozza meg
(Alexova et al., 2011a,b). A terepi koriilmények kdzott mért adatok gyakran ellentétben allnak
a laboratériumi megfigyelésekkel, igy a kisérleti eredményekbdl kovetkeztetni a természetes
kornyezetre nem minden esetben reélis. Rdadasul a természetes fitoplankton kozdsségekben a
teljes mikrocisztin koncentraciot a fitoplankton fajok Osszetétele erdésen befolyasolja
(Dittmann et al., 2001). A terepi vizsgalatok sziikségesek, hogy megallapitsuk a kevert
fitoplankton kozosségekben a kornyezeti valtozok és a toxinkoncentraciok kapcsolatait. A
MC koncentracié rendkiviill dinamikusan tud valtozni térben és id6ben a természetes
fitoplankton kozdsségekben (Chorus és Bartram, 1999). A virdgzasokban egy vagy két faj
dominal, a toxicitds a f6 toxintermeldk biomasszajaval kapcsolhato Ossze. Példaul Kotak ¢€s
munkatarsai (1995) a kanadai Kozép Albertaban talalhaté harom hipereutrof toban
hasonlitottdk ossze térben ¢és idében a MC-LR el6forduldsat. A szezondlis és az éves MC-LR
koncentraciok minden toban erdsen valtozoak voltak és Osszefliggésben voltak a M.
aeruginosa mennyiségi viszonyaival. A koncentraciok emelkedésének és csokkenésének
mechanizmusa nem teljesen ismert, a szerzok felvetették, hogy a MC-LR koncentracio a
fotoperiodushoz kapcsolodik és a MC-LR lebomlik, vagy éjszaka tiinik el a sejtb6l (Chorus és
Bartram, 1999). Térben is eltéré variaciokat talaltak a tavaknal. Mindkét esetben a MC-LR

70



dc_819 13

koncentracio erés Osszefliggést mutatott a M. aeruginosa siriségével és biomasszajaval
(Kotak et al., 1995). Egy nagyobb felmérés keretén beliil négy éven keresztiil 12 albertai
toban vizsgaltdk a MC-LR koncentraciot. Ezekben a tavakban 0t cianobaktérium fajt
detektaltak és koziiliik csak ketté tudott MC-LR-t termelni és a M. aeruginosa volt a o
toxintermel6 faj. A MC-LR koncentracioja a M. aeruginosa biomasszajaval allt kapcsolatban
(Kotak et. al., 2000). Oh és munkatarsai (2001) vizsgalataik soran megallapitottdk, hogy a
Dél-Koreaban talalhatdé viztarozoban, a MC koncentracid, a fitoplankton mennyisége és a
Chl-a koncentraci6 kozott pozitiv kapesolat talalhatd. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy
a viragzasokban foleg egy vagy két faj dominal, és a toxin koncentracidnak a megbecsiilését a
dominans faj biomasszajara lehet alapozni (Oh et al., 2001).

Azonban amikor toxikus és nem toxikus fajok is el6fordulnak a fitoplankton
kozosségben akkor a fitoplankton biomasszabol nehéz elére jelezni a toxin koncentraciot.
Carmichael és Gorham (1981) beszamoltak arr6l, hogy a Hastings toban a toxin koncentracio
napi szinten valtozott a novekvo fazis alatt (jiliustol szeptemberig) és a valtozas évrol évre
kimutathat6. Ezt a fajosszetétel térbeli és idobeli valtozasaval és a toxikus és nem toxikus
egyedek aranyaval magyaraztidk. Masok a fitoplankton mintdk HPLC analizisével kimutattak,
hogy a mikrocisztin koncentraciok szezonalis és éves szinten hasonloan valtoznak (Park et al.,
1998). Vézie és munkatarsai (1998) megfigyelték, hogy ugyanazon to, kiilonb6zd helyeirdl
vett mintak MC koncentracioi széles hatarok kozott valtoztak (0-2300 pg/g szaraz tomeg). Ezt
a toxikus és nem toxikus fajok térbeli eltérésével magyaraztak.

A kornyezetei faktorok fontos szerepet jatszanak az édesvizi fajok toxintermelésének
szabalyozasaban. A mérsékelt Gvi eutrof tavakban €16 fitoplankton kozosségek toxintermelése
Osszekapcsolhato a N és P koncentraciok valtozasaval. Az albertai tavakban a teljes P
tartalom szoros kapcsolatban volt a M. aeruginosa biomasszajaval és a cellularis MC-LR
koncentracioval. Ezekben a tavakban a szervetlen N koncentraciok és a M. aeruginosa
biomasszaja és a cellularis MC-LR koncentracio kozott negativ  Osszefiiggés volt
megallapithat6. Nyilvanvalé volt, hogy a maximalis toxin koncentraciok akkor fordultak eld,
amikor a szervetlen N koncentraciok a legkisebbek voltak (Kotak et al., 2000). Nagymértékii
csOkkenés volt megfigyelheté a MC-LR koncentracidban, amikor a teljes N (TN) és teljes P
(TP) meghaladta az 5:1 aranyt (Kotak et al., 2000). A TN:TP egyvaltozos regresszios
modellje megmagyarazta a legtobb valtozast a MC-LR koncentracidoban a kevert fitoplankton
kozosségekben. A M. aeruginosa biomassza és MC-LR koncentracié negativan kapcsolodott
a TN:TP aranyhoz. A TN:TP ardnynak a hatdsa a toxin koncentraciora bizonyitott volt a M.
aeruginosa biomasszajara kifejtett hatdsan keresztiil. Ezeket a megallapitasokat
megerdsitették laboratoriumban elvégzett kisérletekkel is.

Osszességében elmondhatd, hogy az édesvizekben a cianotoxin-termelésre harom &
tényez6 hat: a fitoplankton dinamikdja (relativ mennyiség vagy a toxintermeld fajok
biomasszaja), a toxikus és nem toxikus cianobakterialis fajok valtozoé jelenléte és a kornyezeti
tényezok (Kotak et al., 1995; 2000; Chorus et al.,, 2001). A tovabbiakban részletesen
targyaljuk a cianobakterialis toxinok termelésének szabalyozasaval kapcsolatos ismereteket.
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5.2 A cianobakterialis toxintermelés laboratoriumi vizsgalata

5.2.1. Mikrocisztin - Kornyezeti tényezdék laboratoriumi vizsgalata

A hepatotoxinok termelését kiilonboz6 fizikai és kémia paraméterek befolyasolhatjak:
a nitrogén, a foszfor, a nyomelemek, a hdmérséklet, a fény és a pH. Azonban a legtobb
szabalyzassal kapcsolatos vizsgalat kisérleti koriilményei nem egységesek, szamos
ellentmondas fedezhetd fel az eredmények értékelésekor.

Tobb ,batch” tenyészettel elvégzett kisérlet azt mutatja, hogy a tapoldat magas
nitrogén ¢és foszfor koncentraciok osszefiiggésben vannak a nagyobb mértékli MC termeléssel
(Sivonen, 1990; Vezei et al., 2002). Viszont az alacsony fém koncentracidok szintén a
toxintermelés novekedését eredményezték (Lukac ¢és Aegerte, 1993). Amig ezek az
eredmények a tapanyagok €s a nyomelemek hatdsat mutatjdk a MC termelésre, a megfigyelt
toxiningadozasok valoszinilileg kdszonhetdek a nitrogén, a foszfor és a vas indirekt médon a
sejtnovekedésre kifejtett hatdsanak is. Long és munkatarsai megfigyelték, hogy nitrogén
limitalt kondiciok alatt a Microcystis aeruginosa sejtek gyorsan novekedtek, a sejtek kisebb
méretliek és tomegiick voltak és nagyobb mennyiségii intracellularis MC-t tartalmaztak, mint
a lassu novekedést sejtek. Ezek az eredmények mutatjdk a pozitiv kapcsolatot a tenyészet
specifikus novekedési rataja és a sejtek toxintartalma kozott.

5.2.2. A mikrocisztin bioszintézis és molekularis szabalyozasa

A Tillet és munkatarsai (2000) altal leirt mcy génklaszter elsdnek tette lehetové a MC
termelés szabalyozasanak vizsgalatat molekularis szinten. A M. aeruginosa fajban a mcy
gének transzkripcidja a mcyA és mcyD kozott elhelyezkedd kozponti, kétiranya promoteren
keresztiil zajlik. A mcy génklaszter kozponti szabalyzo régidja magaba foglal olyan
szekvencia részeket, amelyek kodoljak a Fur (vas felvételt szabalyzo) és NtcA (teljen nitrogén
szabalyz6) DNS kot6 fehérjéket. A harom NtcA kotéhelyet azonositottak a mcyA/D promoter
régioban és ezt megerdsitették in vitro kisérletekkel (Ginn et al., 2010). Ezek az eredmények
azt mutatjak, hogy a vas és a nitrogén fontos szerepet jatszik a mikrocisztin bioszintézis
kontrollalasaban.

Kaebernick és munkatarsai kimutattak, hogy a nagy fényintenzitas €s voros fény alatt
tenyésztett sejtekben a transzkripcid novekedett, mig a kék fény a transzkripcid csokkenését
eredményezte (Kaebernick et al., 2000; 2002). A szerzok két fénykiiszobot figyeltek meg, az
egyik a sOtétség €s a gyenge fényviszonyok kozott helyezkedett el, a masik a kdzepes ¢€s
magas fényviszonyok kozott volt megtalalhatd, ahol jelentds transzkripcidos ndvekedés volt
megfigyelhetd. Frdekes modon véltozo starthelyeket azonositottak mindkét operonban,
amikor a sejteket magas vagy alacsony fényintenzitds alatt tenyésztették. A magas
fényintenzitast koriilmények Osszefliggésben vannak a Planktothrix agardhii fajban észlelt
transzkripcios szint emelkedéssel, valamint a toxintermelés novekedéssel. Erdekes modon az
intracellularis MC tartalom allandé maradt az egész kisérlet alatt, azonban a MC izoformak
aranya megvaltozott (mikrocisztin-DeLR és-DeRR), valaszolva az eltéré fényintenzitasokra
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(Tonk et al., 2005). Sevilla és munkatarsai (2008) valds idejii PCR-t hasznalva vizsgaltak a
vas hatasat a M. aeruginosa fajban és azt talaltak, hogy a vaséhezés a mcy transzkripcidjaban
valamint a toxin szintekben novekedést okozott, ezt mutattdk ki korabban Kaebernick és
munkatarsai is (2002).

Alexova ¢és munkatarsai egy atfogd vizsgalatot végeztek el (2011), ahol a vaséhezés
alatt a toxin bioszintézis novekedését detektaltdk, de nem tapasztaltdk a toxingének
transzkripcidés novekedését. Sevilla és munkatéarsai (2010) a nitrogén elérhetdség hatasait is
vizsgaltdk a MC bioszintézisére nézve ¢és felfedezték, hogy amig a nitrogén tobblet
elémozditja a sejtndvekedést, nincs kozvetlen hatasa a MC transzkripcidjara vagy a
termelésre. Tovabba a mcyA és mcyD gének transzkripciods start helyei nem valtoznak eltérd
vas vagy nitrat szintnél.

A fajok, amelyek elveszitették toxintermeld képességiiket fenotipusos elvaltozasokat
mutatnak. A nem toxintermeld fajok sejtjei kisebbek lesznek, valamint megvaltozik
pigmentaciojuk és az aggregacios képességiik (Dittman et al., 1997; Hesse et al., 2001). Ezen
kiilonbségek motivaltdk tobb Osszehasonlitd vizsgalat elvégzését abbol a célbol, hogy
mélyebb bepillantast nyerjenek a MC termelés szabalyozéasaba.

A vad tipusok €és a AmcyB mutans tenyészetek proteomikai analizise MrpA protein
azonositasahoz vezetett, amely csak a vad tipusokban volt jelen (Dittmann et al., 2001). Ez a
protein hasonlésagot mutatott a Rhizobium leguminosarum RhiA proteinjével, ami szerepet
jatszik a nodulacioban és rhiABC opreon részeként kodolt. Ennek a munkanak az eredményei
vezettek ahhoz a kovetkeztetéshez, hogy a MC-k talan extracellularis jelz6 molekulaként
jatszanak szerepet a Microcytis fajokban. A mikrocisztin génklaszter kodolja az ABC
transzportert, igy a mcyH vélhetéen részt vesz a toxinok exportjaban (Tillet et al., 2000).
Kaebernick ¢és munkatarsai (2000) felvetették, hogy a MC alacsony és kozepes
fényintenzitason termelddik konstitutive és akkor exportalodik, amikor a fényintenzitas eléri a
magasabb fényintenzitasi kiiszobot. Ez a feltevés nem keriilt megerdsitésre, mivel a mutans
torzs az inaktivalt ABC transzporterrel elveszitette a toxintermeld képességét (Pearson et al.,
2004).

A toxin lehetséges extracellularis szerepét tovabbi kisérletekkel vizsgaltak exogén MC
hozz4dadasaval. Schatz és munkatarsai megfigyelték, hogy a toxin hozzdadds az MC
termelésen at egy ismeretlen autoindukcios folyamatot valt ki (Schatz et al., 2007). Legalabb
két tovabbi extracellularis komponenst talaltak, az egyik a glikoprotein MrpcC és a masik a
MVN oligomannan-koté fehérje volt, amelyek a vad tipusokban és mutansokban eltérd
mértékben fejezddtek ki (Kehr et al., 2006; Zilliges et al., 2008).

Két proteomikai vizsgalat a toxikus és nem toxikus fajokban nagyszamu eltéréen
kifejez6d6 proteint mutatott ki, ami arra utal, hogy a MC termelésnek komplex ¢és kiterjedt
hatasa van a Microcystis sejtek miikodésére (Zilliges et al., 2011; Alexova et al., 2011).
Zilliges ¢és munkatarsai kiilonbségeket mutattak ki a szénanyagcsere fehérjéinek
redoxi anyagcserében részvevO szamos fehérje esetében, mint példaul a NADPH fiiggd
reduktdzokndl. A vizsgalat azt is feltarta, hogy a proteinek eltéré akkumulacidja részben
annak koszonhetd, hogy a toxin féleg oxidativ stressz koriilmények alatt kovalens kotéssel
kotddik ciszteinhez.
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Alexova és munkatarsai (2011) hat toxikus és nem toxikus torzsnek a
fehérjemintazatat hasonlitotta Ossze és azt talaltak, hogy kilenc fehérje eltéré mértékben
fejez6dott ki a faj toxicitasanak fiiggvényében. A fehérjék a szén-nitrogén anyagcseréhez és a
redoxi folyamathoz rendelhetéek, hasonléan Zilliges vizsgalatahoz. A szerzok bizonyitottak,
talalhato NtcA és Fur szekvencidkkal, valamint a NtcA és a Fur egységek a II. fotorendszerrel
¢s nitrat transzporter fehérjékkel (NrtA) allnak kapcsolatban. Két tanulmany egyértelmiien azt
mutatja, hogy a MC-eknek szerepe van a szén-nitrogén anyagcserében és a redox folyamat
kontrollalasaban és/vagy redox valtozasok észlelésében.

Jahnichen és munkatéarsai (2007) feltartdk a mutdnsok limitalt képességét, hogy
felvegyék a szenet alacsony szén koncentracioknal. Hasonléan Van de Waal és munkatérsai
kimutattak, hogy a MC termelé vad tipusnak erds szelektiv eldnye van alacsony CO;
szinteken, de magas CO; szinteken nincs, feltartak a vizsgalatok a nem toxikus és toxikus
fajokra nézve a reciprok kompetitiv dominanciat alacsony és magas CO, szinteken. Ezek az
eredmények szemléltetik, hogy vagy a toxikus vagy a nem toxikus fajok rendelkeznek
altalaban nagyobb fitnesszel, és inkabb kiilonb6zd dkotipusokat alakitanak, amelyeknek eltérd
kondiciok alatt fitnesz elényiik lehet. A MC termel6 és nem termeld fajok szelektiv elényét
azzal lehet megmagyarazni, hogy ezek a fajok altalaban a viragzasok alatt egyiitt fordulnak
elo.

Osszességében elmondhatd, hogy korrelacié van a MC termelés és a specifikus
novekedés kozott. Genetikai szinten a fényintenzitds és a vas elérhetdség jatszik fontos
szerepet a MC transzkripcidjaban. Ezek a tényezok azonban nem vezetnek a toxintermelés on-
off szabdlyozasahoz, inkabb lehetvé teszik a finomhangolasokat. Egyre tobb bizonyiték van
arra, hogy a kiilonbozd fényintenzitas, a vas elérhetdsége és a COj-szint hatassal van a
cianobakterialis viragzasok kozOsségeire és hatasukat a genotipusok aranyanak a
megvaltoztatasaval érik el, mivel ezek kiilonboznek a relativ fitnesziikben. Lehetséges, hogy a
MC termelés csupan a fiziologiai jellemzék egyike, amely visszatiikrozi a kiilonbozo
okotipusok elkiiloniilését a cianobakterialis kozosségben. Az kétségtelen tény, hogy a
nitrogén ¢€s a foszfor altal eldidézett eutrofizacio eldsegiti a toxikus virdgzasok fejlodését,
kialakulasat, ez azonban jelenleg nem bizonyiték arra, hogy a ndovekvé makrotapanyag szintek
direkt fejtik ki hatasukat a MC termelésre vagy szelektiv hatdsuk lenne a toxikus €s nem
toxikus genotipusokra. Ezek a kornyezeti faktorok Osszességében serkentik a virdgzasban
résztvevo kozosség Osszetételét (Neilan et al, 2013).

5.2.3. Nodularin - Kornyezeti tényezok laboratoriumi vizsgalata

A Nodularia spumigena viragzasok talsulyban vannak magas foszfor koncentracional,
alacsony N:P aranynal és kozepes sotartalomndl (Mazur-Marzec et al., 2006). A legtobb
vizsgalat az ilyen koriilmények kdzott a nodularin koncentracidé emelkedésérdl és az optimalis
novekedésrol szamol be. Példaul batch tenyészet vizsgalata feltarta a nitrat hatasat a N.
spumigena GR8b novekedésére és toxintermelésére, a teljes nodularin koncentracio alacsony
nitrat tartalomnal érte el a legnagyobb szintet és a nodularin termelés kozvetleniil
Osszefiiggésben volt a sejtosztddas mértékével (Repka et al., 2001). A kiilonb6zd foszfat
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szintek hatasat vizsgalva a nodularin termelésre kimutatattak, hogy a N. spumigena BYA
batch tenyészetek magas foszfat koncentracioknal termelték a legnagyobb koncentracidkban a
nodularint (Lehtimaki et al., 1994; 1997). A N. spumigena GR8b torzzsel megismételték a
kisérletet és hasonld trendet taldltak, bar a kiilonbségek nem voltak statisztikailag
szignifikansak (Repka et al., 2001). Azonban a kemosztat tenyészeteknél megtigyelték, hogy
magas foszfat koncentracioknal szignifikdnsan tobb nodularin termelddik, mint amikor a
novekedés foszfat limitalt (Repka et al., 2001). Ezzel ellentétben Jonasson €s munkatarsai
arrél szamoltak be, hogy nem valtozik a nodularin tartalom a N. spumigena AV1 kemosztat
tenyészetekben a foszfatéhezést és ammonia kiegészitést kovetden (Jonasson et al., 2008).

5.2.4. A nodularin bioszintézise

A nodularin bioszintéziséért felelés génklasztert elsének a N. spumigena NSOR10
fajbol azonositottak. A nodularin bioszintézisét a kevert NRPS-PKS enzim komplex valamint
tailoring enzimek végzik hasonldéan a MC bioszintézis¢hez (Moffitt s Nealin, 2004). A 48 kb
nagysagi 16kusz 9 ORF régiobol all (ndaA-l), amelyek a kétiranyG szabalyzé promoter
régiobol irédnak at. Ketté NRPS modul, a mcyA masodik modulja és mcyB elsé modulja
eltlint és a maradék modulok Osszeolvadtak a bimodularis NRPS NdaA modulld, amely
helyettesiti a mcyA és mcyB modulokat. Ezzel valtozik a NdaA szubsztrat specifitasa, ami a L-
Tyr aktivitasat eredményezi a L-Ser helyett és ez a Mdhb jelenlétéhez vezet a nodularinokban.
A nodularin génklaszter, hasonléan a mikrocisztin génklaszterhez, kodolja az ABC
transzporter proteint, amely a membran doménbol €s citoplazmatikus ATP k6té doménbol all.
fehérjét azonositottak a génklaszter kisérdjeként, amely részt vesz a nda gének transzkripcios
szabalyozasaban a hdstresszre adott valasza alapjan (Moffitt és Nealin, 2004). Azonban ezt
még kisérletileg nem erdsitették meg. Beszamoltak a N. spumigena AV1 tenyészetben a nda
klaszter transzkripcids szabalyozdsardl ammonia és foszfatéhezés alatt (Jonasson et al., 2008).
A nda gének valos idejli PCR analizise kimutatta, hogy az Osszes nda génexpresszioja
kétszeresre nott, amikor a sejteket foszfatéhezésnek tették ki, valamint kétszeresére csokkent a
gének expresszidja az ammonia jelenlétében. A génexpresszioban mutatkozd valtozdsok
ellenére az intracellularis és az extracellularis nodularin koncentracio stabil maradt. Jonasson
¢s munkatarsai arra utalnak, hogy a kemosztat tenyészetekben az intracellularis nodularin egy
allando szinten fennmarad és a tobblet nodularin degradacidval vagy aktiv transzporttal
tavozik. Lehetdségként még felmeriil egy valdszinli poszt-transzlacids szabalyzoé rendszer
szerepe, ami az intracellularis toxin koncentraciot allando szinten tartja, ennek alatamasztasa
tovabbi molekularis vizsgalatot igényel (Jonasson et al., 2008).

A tenyészetekre alapozott vizsgalatok azt jelzik, hogy a nodularin termelés
Osszekapcsolodik a novekedéssel és az optimalis virdgzasi kondiciokkal. Kevesebb
transzkripcids vizsgalat all rendelkezésre a nodularin esetében, mint a mikrocisztinnél, de
feltételezhetd, hogy a két toxin szabalyozasa hasonlo. Azonban a nitrogén és foszfor hatasa a
nodularin és a MC transzkripcidjanal eltér, ezért tovabbi vizsgalatok sziikségesek (Neilan et
al, 2013).
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5.2.5. Cilindrospermopszin - Kérnyezeti tényez6k laboratériumi vizsgalata

Szamos kornyezeti feltételrél ismert, hogy befolyasolja a CYN termelést, példaul a
novekedéshez sziikséges nitrogénforras (NOj3, NH,", N2), a fényintenzitds, a szulfat és a
foszfor elérhet6ség. Saker és Neilan azt talaltak, hogy a Cylindrospermopsis raciborskii
sejtekben a legnagyobb cilindrospermopszin tartalom fix-nitrogén forras hianyaban fordultak
elé, a legkisebb koncentraciok pedig az NH, -al ellatott sejtekben jelentek meg. Ennek a
forditottja is megfigyelhetd volt, valamint a novekedés kisebb volt a fix-nitrogén forras
hianyaban és az NH," jelenlétében pedig nagyobb volt. A NO3'-tal ellatott tenyészetek toxin
koncentracidja és novekedése kozepes volt. A nitrogén-mentes kozegben ndvekedett
tenyészeteknél a fényintenzitads novekedésével 140 umol m?s? szintig a CYN koncentracid
novekedése volt kimutathatd, mig a sejtek novekedésének mértéke kisebb fényintenzitasnal
volt maximalis (Dyble at al., 2006).

5.2.6. A cilindrospermopszin bioszintézis és molekularis szabalyozasa

A CYN bioszintézis teljes génklaszterét (Cyr) szamos cianobaktériumban jellemezték,
mint példaul két C. raciborskii izolatumban (Mihali et al., 2008; Stucken et al., 2010),
Aphanizmoenon sp. 10E6 izolatumban (Stuken és Jakobsen, 2010) és az Oscillatoria PCC
6506 izolatumban (Mazmouz et al., 2010). Az 6sszes génklaszter erésen konzervalt az ortolog
gének nukleotid szekvencidira vonatkozdan (74-95 %), de a gén elrendezddések és a hatarold
régiok eltérnek a genuszok kozott. A cyr génklaszter a C. raciborskii AWT205 izolatumban
42 kb hossza és 15 ORF régiot kodol (cyrA-O). A cilindrospermopsin termeld és nem termeld
fajok vizsgalatai soran kideriilt, hogy egyes gének kizarélagosan csak a termeld fajokban
talalhatéak meg, mint példaul a szulfotranszferaz CyrJ (Mihali et al., 2008), NRPS/PKS
hibrid CyrB és a PKS CyrC. A bioszintézis kezdésekor CyrA altal kodolt amidinotranszferaz
(Muenchhoff et al., 2010) a glicinbdl és L-argininbdl guanidincetatot allit el6 és ezt a CyrB
adenilacios doménja aktivalja. Ezt koveti majd az 5 poliketid lanchosszabbitds, amely a
alkotjak. Ez a pirimidin bioszintézis egy alternativ utjat jelenti, amely tioészteraz domén
hianyaban biztositott minden cilindrospermopszin PKS egységnél, mivel ezek a domének
altalaban a termékek szabadon bocsatasaért felelosek a PKS modulrdl. A CYN szénvaz harom
gylrtijének spontan nem-enzimatikus formacidja a cyr génklaszter génjeinek hidnyabol eldre
sejthetd volt. Végiil a bioszintézist a két tailoring reakcid fejezi be a szulfatacio és a
hidroxilacid, az utdbbi kiilonb6zd sztereoizomereket eredményez (Mazmouz et al., 2011). A
legtobb cianobaktériumban a toxinok sejtbdl torténd kiszallitasaért egy transzporter felelds, a
CYN esetében a bioinformatikai analizisek azt mutatjak, hogy a toxin szallitasaért a CyrK
felelos. A CyrO gén terméke hasonlosdgot mutat a WD fehérjékkel, amelyeknek valtozatos
szabalyozd és szignaltranszdukcios szerepiik van, valamint az AAA csalad proteinjeivel,
amelyek gyakran helyreallité feladatokat hajtanak végre a protein komplexek Ossze- vagy
szétszerelésénél. Bar szdmos szervezetnél megszekvendltdk a CYN bioszintézisében
résztvevd génklasztert, ennek ellenére kevés vizsgalatot végeztek el a transzkripcids egységre
¢és a promoter szerkezetre nézve. A C. raciborskii CS-505 fajban két policisztronos operont, a
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cyrDFGI-t és cyrABE-t azonositottdk, amelyek a cyr génklaszter transzkripcidjdban vesznek
részt, mig a fennmaradd gének atirasa nem volt kimutathatd a klaszterben (Stucken at al.,
2010). A bioinformatikai analizisek azonositottadk azon egységek szekvenciait, amelyek a cyr
klaszterben a NtcA génhez (teljes nitrogén szabalyzo) kotddnek. A C. raciborskii AWT205
cyr génklaszterében promoter régiot nem azonositottak. Azonban a klaszter mindkét végén
hyp génekkel hatarolt, amelyeknek szerepiikk van a hidrogendz enzimek érésében. A hyp
génekrdl ismert, hogy mas cianobaktériumokban a NtcaA altal szabalyozottak. A hyp gének
altalaban megtalalhatoak a cianobaktériumokban és a cyr klaszterben transzpozazhoz hasonlo
helyezodtek és igy a hyp klasztert két részre osztottdk. Ez a folyamat talan NtcA
szabalyozéassal ment végbe (Mihali et al., 2008).

Az A. ovalisporumban 2 transzkripcios start helyet fedeztek fel, ahol az aoaA a cyrA-
nak, az aoaC pedig a cyrC-nek a megfeleldje volt. Ezt a két start helyet kiillonb6z6 ndvekedési
koriilmények kozott (nitrogén elérhetdség és fényintenzitds) talaltdk aktivnak. Ezt vették
figyelembe az aoa gének transzkripcidjanak a szabalyozasaban részvevé két promoter
létezésének a kimutatasanal. Az egyik konstitutiv promoéternek tekinthetd, a masik az
expresszionak a feliil- vagy alulszabalyozasat végzi specifikus koriilmények kozott (Shalev-
Malul et al., 2008). Azonositottak egy olyan fehérjét, amely hasonlé volt az AbrB
transzkripcids reguldtorhoz, ez a fehérje kifejezetten kotédik a 150 bp hosszasdga DNS
szakaszhoz, amely az aoaA és aoaC részek kozott helyezkedik el és talan részt vesz a CYN
szintézisének szabalyozasaban. AbrB-szerli proteinek szekvenciait megtalaltak az Oscillatoria
PCC 6505 és a C. raciborskii CS-505 izolatumok genomjaiban (Mazmouz et al., 2010). Az
aoaC/cyrC start kodonok nagy szekvencia azonossagot mutatnak a cianobaktériumokban.
Ezek a konzervalt régiok szabalyzo kotdhelyek lehetnek, amelyek feltehetéen a cyr gének
egylittes expressziojanak a transzkripcios szabalyozasat teszik lehetévé ebben a két tavoli
rokonsagban allé organizmusban.

A CYN termeld A. ovalisporumndl transzkripcios szinten megvizsgaltak, hogy milyen
hatdsa van a nitrogénforrasnak a toxintermelésre (Shalev-Malul et al., 2008). Harom napig
tarto nitrogénéhezést kdvetden, a bioszintézisben részvevo elsd gén transzkripcidja, az aoaA-
nak 2,5-szeresre nétt, mig az aoaC transzkripcidja 4-szeresre ndvekedett, az eltérés az aoa
klaszterben 1€évé gének eltérd szabalyozéasara utal. A tényleges CYN koncentracio allandé
maradt, annak ellenére, hogy az atirds novekedett. Ez feltételezi a bioszintetikus enzimek
aktivitasanak valtozasat kiilonboz6 korlilmények alatt, ami hatdssal van a CYN termelésre.
Egy atfogd vizsgalatban a C. raciborskii CS-505 izolatumra fokuszaltak, ahol 4
transzkripcidért felelés gént (cyrB, cyrl, cyr J, cyrK) 4 kiilonbozé nitrogénkezelés soran
vizsgaltak meg (Stucken et al., 2010). Meglepden a transzkripcios szintek jelentdsen valtoztak
a kisérlet soran, jelezve a konstitutiv expressziot ilyen koriilmények kozott. Azonban a cyr
gének egyenkénti vizsgalata kis ingadozdsokat mutatott, ami a klaszterben 1évd eltérd
szabalyozésra utal ismét. Ez egy standard beallitas hidnyanak koszonhetd, igy a vizsgalatok
soran nehéz Osszehasonlitani a nitrogén elérhetdség hatasat a cilindrospemopsin
bioszintézisére nézve.

Egyetlen tanulmany foglalkozik a fényintenzitds hatasaval a CYN bioszintézis
tekintetében. Az A. ovalisporum-ot nagy fényintenzitasnak tették ki (85 pmol m™ s foton).
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Az eredmények azt mutatjdk, hogy 8 ora alatt az aoaA ¢és aoaC transzkripcids szintje
lecsokkent, 24 ora elteltével a szintek helyreélltak és végiil 48 o6ra mulva a szintek
megduplazodtak (Neilan et al, 2013).

A CYN bioldgiai szerepe még nem tisztazott. A CYN szerepét a foszfat felvételben a
foszfatéhezés alatt egy tanulmany vetette fel (Bar-Yosef et al., 2010), de ez még tovabbi
megerdsitést igényel. Az elsé vizsgalatnal a foszfatéhezésnél figyelték meg az A. ovalisporum
fajban a novekvé CYN termelést transzkripcids €s toxin szinten. A masodik vizsgalatnal
algafajokkal egyiitt neveltek A. ovalisporum torzset, ahol az algak alkalikus foszfataz
hipotézisiiket, hogy a megemelkedett alkalikus foszfatdz szintnek koszonhetd felszabaditott
foszfatot az A. ovalisporum felveszi és képes hasznositani. Azonban az ilyen foszfatfelvétel
jelentésége kérdésesnek tiinik, mivel a kozegben az extracellularis alkalikus foszfataz
aktivitast nem csak az A. ovalisporumnak kitett fitoplankton okozhatja. A fitoplanktonban az
alkalikus foszfataz indukci6 igen erds, amikor egy kozegben vannak az A. ovalisporummal, de
ugyanez nem mutathat6 ki tisztitott CYN esetében.

Osszefoglalva, a kornyezeti faktorok koziil csak a fényintenzitisnak, a nitrogén és
foszfor elérhetdségnek vizsgaltdk a szabalyz6 hatdsat a CYN termelésre molekularis szinten.
Koszonhetéen a standardizacié hianyanak, a kapott eredményeket nehezen Ilehet
Osszehasonlitani. A cyr klaszterben 1év0 gének eltérd expresszidja, valamint a transzkripcios
szint és a toxin koncentracidé kozotti kapcsolat hianya szamos ellentmondast mutat e toxin
termelése kapcsan (Neilan et al, 2013).

5.2.7. Szaxitoxin és szarmazékai - Kérnyezeti tényezok laboratériumi vizsgalata

A C. raciborskii C10 izolatum Szaxitoxin termelésénél azt talaltak, hogy a novekedési
homérséklet alsd hatdranal (19 °C) a szaxitoxin termelés ndvekedett, mig a tenyészet
novekedése lecsokkent. Kiillonosen az extracellularis toxin koncentracido novekedett 19 °C-0s
hémérsékleten, a sejtek novekedése 25 °C-os hémérsékleten volt optimalis (Castro et al.,
2004). Ezzel ellentétben az Aphanizomenon sp. LMECYA 31 tenyészeteknél a szaxitoxin
termelés 28 °C-on novekedett és a sejt ndvekedésnek a 22°C hdmérséklet volt kedvezd (Dias
et al., 2002). Pomati és munkatarsai kiemelték, hogy a szaxitoxin termel6 fajok gyakran
izolatumban a toxin felhalmozodik a ndvekvd extracellularis NaCl szint hatasara. Ez a
vizsgalat vezetett a szaxitoxin toxicitasi mechanizmusanak a megértéséhez. A Szaxitoxin
hatassal van a prokaridta és eukariota sejtek homeosztdzisara, amit a natrium csatorndkra
gyakorolt hatdsaval ér el.

A fényintenzitas befolyasolta a szaxitoxin termelést a C. raciborskii T3 izolatumban.
A legnagyobb szaxitoxin koncentraciét 100 pmol m™? s™ fényintenzitas fénynél jegyezték fel
(Camerio et al., 2009). A szaxitoxin bioszintézise gy tiinik, hogy a s6tétben lecsokken a
12:12 o6ras fény:sotét ciklus alatt, ez azt sugallja, hogy néhany cirkadiant szabalyzo
mechanizmus részt vesz a szaxitoxin termelésében (Kellmann és Neilan, 2007; Camerio et al.,
2009). A Raphidiopsis brookii fajban a nagyobb nitrogén koncentracié jelenlétében a
szaxitoxin szintek csokkenését mutattak ki (Yunes et al., 2009).
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5.2.8. A szaxitoxin bioszintézis és molekularis szabalyozasa

A szaxitoxin génklaszterének a bioinformatikai jellemzése azt mutatta, hogy a
Szaxitoxin bioszintézisét egy szokatlan multifunkcionalis PKS-szerti modul, az SxtA kezdi,
amely végrehajtja az acetat metilaciojat és a Claisen kondenzéciot az arginin és a propionat
kozott, hogy 4-amino-3-0xo-guanidinoheptan jojjon létre. Majd a tovabbi transzamidinacio,
ciklizacio, epoxidacid, aldehid redukcid és végiil karbamilacidé és hidroxilacios reakcidok
vezetnek a szaxitoxin alap molekuldjanak kialakulasahoz. Az alap molekula szintézisét
kovetden eltérd tailoring enzimek dekarbamilalt, N-1-hidroxilalt, vagy szulfatalt szaxitoxin
analogokat hoznak Iétre (Kellmann et al., 2008). A szaxitoxin termeld fajok bioszintézisében
résztvevd tailoring gének eltérd utakon vesznek részt a bioszintézisben vagy hidnyoznak a
fajokbol. Ebbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a gének mas lokuszok kiegészitdéjeként vannak
jelen a termel6 fajok genomjaban, vagy nem jelentOsek a bioszintézisben (Mihali et al., 2009).
A bioszintetikus enzimek funkcionalis jellemzésérél eddig nem szamoltak be, hogy
megerdsitsék a bioinformatikai eldrejelzéseket €s a bioszintézisben résztvevd néhany enzim
szerepére vonatkozd sejtést (Soto-Liebe et al., 2010). A szaxitoxin bioszintetikus
génklaszterének a jelenlétét 5 cianobaktérium genusznal irtdk le (Kellmann et al., 2008;
Mihali et al., 2009; 2011). Ezen génklaszterek mérete elég valtozatos, a Raphidiopsis brookii
D9 izolatumban 25,7 kb, mig a Lyngbya wollei fajban 36 kb hosszusagi a klaszter. A
génklaszterek tartalmaznak akar 33 bioszintetikus enzimet kodolé gént, valamint
transzportereket és szabalyzd proteineket. A génklaszterekben a gének elhelyezkedése az
ismert szekvenciaji fajoknal kiilonbozik és a gén meglétét vagy hianyat minden fajnal a
specifikus toxin profil hatarozza meg. A sxtF és az sxtM géneknek a szaxitoxin exportjaban
van szerepe a C. raciborskiiban (Kellmann et al., 2008). Azonban ezek a gének az A.
circinalis és az Aphanizomenon sp. fajok sxt klaszterébdl hianyoznak, és itt a drog és
metabolit szallitok csaladjaba tartozo fehérjét kodold sxtPER gén van jelen, ami felelds lehet a
szaxitoxin exportjaért ezekben a fajokban (Mihali et al., 2009). A szabalyzo géneket, a SxtY-t,
sxtZ-t és az ompR-t azonositottak, amelyek a szaxitoxin génklaszterrel egyiittesen
helyezkedtek el a C. raciborskii T3-ban. A kodolt proteinek homoldgok a foszfat stressz-
aktivalt kétkomponensii szingaltranszdukcids rendszerrel. Tovabbi vizsgalat sziikséges, hogy
teszteljék a szabalyzo proteinek részvételét a szaxitoxin bioszintézisében a T3 izolatumban.
Eddig még nem szamoltak be transzkripcidés és proteomikai vizsgalatokrol a szaxitoxint
termel$ cianobaktériuomoknal, azonban a 2D-PAGE protokollokat a C. raciborskiira és a
Raphidiopsis sp.-re optimalizaltak (Plominsky et al., 2009).

Osszegezve, nagyon kevés vizsgalatot végeztek a szaxitoxin szabalyozasa kapcsan, a
tenyészetekre alapozott vizsgalatok jelzik, hogy a ndvekedési homérséklet, a fényintenzitas, a
sokoncentracid jatszhatnak szerepet a toxintermelésben.

5.2.9. Anatoxinok - Kornyezeti tényezok laboratériumi vizsgalata

A vizsgalatok, amelyek az anatoxin termelés szabalyozasarnak feltarasara iranyultak,
az 1960-as években kezdddtek, amikor Peary és Gorham (1966) kimutatta, hogy a fény, a
hémérséklet és a tenyészet fenntartasi ideje van hatassal az Anabaena flos-quae NRC-44-1
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izolatum novekedésére és toxicitdsara. Bar az optimalis kondiciok a ndvekedésre és a
toxintermelésre hasonloak voltak, a vizsgalatok nem jelezték a toxintermelés direkt szerepét a
sejt névekedésében.

Szamos késobbi ,batch” vizsgdlat megerdsitette a kapcsolatot a fizikai-kémiai
paraméterek (homérséklet, fényintenzitds, nitrogénforras) és a novekedési fazis anatoxin
szabalyozéasa kozott (Rapala et al., 1993; Gallon et al., 1994; Gupta et al., 2002). Példaul
Rapala €s munkatarsai azt talaltadk, hogy a magas homérséklet lecsokkentette az anatoxin-a
szinteket az Anabaena és az Aphanizomenon fajokban, fliggetleniil a névekedésiik mértékétol.
Tovabba nitrogén-mentes kozegben az anatoxin-a Szintek emelkedtek, de ebben a
vizsgalatban kapott eredmények fajspecifikusak voltak és valtoztak az alkalmazott novekedési
kondicioknak megfeleléen. Ezt kovetéen Rapala és Sivonen (1998) olyan vizsgalatot
alkalmaztak, ahol folyamatos keverés alatt tartottak az Anabaena tenyészeteket, és kiilonb6z6
hémérsékleteken, novekedést korlatozo fényintenzitas alatt vizsgaltdk az anatoxin termelését.
Erdekes modon a legmagasabb toxin szinteket az alacsonyabb hoémérsékleteknél és a
novekedésnek alig kedvezd fényintenzitdsoknal jegyezték fel. Tovabbad a gyenge
fényviszonyok alatt nagymennyiségii extracellularis anatoxin-a mennyiséget detektaltak.

Ugy tiinik, hogy a kedvezd anatoxin-a vagy a homoanatoxin-a expressziora a
homérseklet és a kozeg Osszetétele van hatassal (Araoz et al., 2005). Példaul, amikor az
Oscillatoria PCC 6505 izolatumot 22 °C-on, CO,-ban szegény BG11-es kozegben nevelték,
akkor elssorban anatoxin-a-t termelt. Ellentétben ezzel, amikor 25 °C-on, CO,-ban gazdag
BG11jp-es (kiegészitve 10mM NaHCO3) kdzegben nevelték, akkor a dominans izoforma a
homoanatoxin-a volt. Kearns és Hunter (2000) kimutattak, hogy a zoldalga Chlamydomonas
reinhardtiibol készitett kivonatok hozzaadva az A. flos-aquae batch tenyészetekhez
ndvekedést okoztak a toxin szintekben.

5.2.10. Az anatoxin bioszintézis és molekularis szabalyozasa

Az anatoxin-a és a homoanatoxin-a bioszintézisét NRPS/PKS enzimrendszer végzi,
ahol az NRPS AnaC adenilacios doménja felelds a prolin aktivalasaért, vagyis itt nem a
glutamat a kezdé molekula. Az aktivalt prekurzor rakotodik az AnaD acyl carrier proteinre és
modosul. A poliketid lanc Osszeszerelését a poliketid szintetdiz AnaE és AnaF folytatja. Az
ORF1 fehérje az ana klaszter kozvetlen kozelében kodolt, amirél tgy gondoljak, hogy
katalizalja a ciklizacids lépést, ami kialakitja az antoxinra jellemz0 biciklikus gytrtt, ez addig
tart, amig a novekvo lanc az AnaF acyl carrier protein doménhez kotddik. Végiil a biciklikus
thioészter a lancmeghosszabbitast az AnaG-re vald atvitelre kezdeményezi, amit az AnaA
thioészteraz altal katalizalt lancleszakitas kovet. Az igy létrejott 11-karboxilanatoxin-a-nak és
11 karboxilhomoanatoxin-a-nak keresztiil kell mennie egy spontan vagy enzimatikusan
katalizalt dekarboxilacios 1épésen, hogy végiil 1étrejdjjon az anatoxin-a és a homoanatoxin-a
(Mejean et al., 2009). Az anatoxin (ana) génklasztert az Oscillatoria PCC 6506 (Méjean et
al., 2009) és az Anabaena sp. 37 (Rantala-Ylinen et al., 2011) izolatumokban irtak le. Az
anatoxin bioszintézisében résztvevé 7 gén AnaA-G az ana génklaszterében kodoltak. A két
izolatum anatoxin génjei kozott nagyfoku szekvencia azonossagot allapitottak meg, de ezek
elrendezése kiilonbozé volt. Az Anabaena sp.-37 izolatumban az anatoxin gének két
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klaszterben helyezkednek el (egyiittesen 29 kb hosszasaguak), ezek ellentétes iranyban
irddnak at és a két klasztert egy 6 kb nagysagu intergenikus spacer régio kiiloniti el. A gének
4 vagy 5 operonba rendezddnek, és mindegyik operon jellegzetes upstream szekvencia
mintazattal rendelkezik, de hianyzik az RNS polimeraz felismer6 szekvencia (Rantala-ylinen
etal., 2011).

Osszegezve, kevés vizsgalatot végeztek el az anatoxin termelés szabalyozasara
vonatkozdan, ¢és igy jelenleg nehéz szilard kovetkeztetéseket leirni az anatoxin expresszidjat
illetdleg. Viszont Ggy tlinik, hogy ezen alkaloid toxinok termelése nem a sejtndvekedés direkt
velejargja (Long et al., 2001). A nitrogénéhezés vagy nitrogén eltavolitas a ndvekedési
kozegbdl az anatoxin-a termelés csokkenését okozta. Ez a jelenség megegyezik a CYN
termeléssel (Saker €s Neilan, 2001). A fényintenzitas hatdssal van az anatoxin expressziojara
valamint az exportjara.

5.3. A cianobakterialis toxinok funkcidja

Napjainkig a legtobb édesvizi cianotoxinrdl sz6l6 beszamolok a toxinok termelésével,
lebomlasaval, hatasmechanizmusaval, valamint a termelést kivalto kornyezeti feltételek
hatasaval foglalkoznak. Ugyanakkor viszonylag kevés leirds foglalkozik e toxinok valos
szerepének tisztazdsaval. Vajon miért is termelnek egyes algak toxinokat? A toxintermelés
lehetséges evolucios elényei két csoportba sorolhatdk: ,,versenyeldny” vagy ,,fizioldgiai
segédanyag”. Az elsd teoria szerint, a toxintermelés képessége a fogyasztok elleni védekezés
céljabol alakult ki az algakban. A masodik teoria szerint ezek a metabolitok novelik a sejtek
fiziologiai fitneszét, a homeosztazisban és a fotoszintetikus hatékonysagban nyujtott elényiik,
¢s a felgyorsult ndvekedés, szaporodas révén (Kinnear, 2010).

A cianobaktériumok fotoszintetizalo ¢é161ények, megtalalhatok széles korben a vizi és
szarazfoldi kornyezetben, mint antarktiszi tavakban, hoforrasokban, szaraz sivatagokban,
tropusi savanyu talajokon (Hitzfeld et al., 2000; Kinnear, 2010). Ezen fajok koziil a
toxintermel6k nagyobb érdeklddésre és aggodalomra adnak okot, kiilondsen, ha ezek olyan
tropusi, szubtropusi és mérsékelt 6vi vizekben jelennek meg, melyeket rekredcios célbdl vagy
ivoviz hasznositas miatt hasznalunk. A cianotoxinok mérgezdek kiilonbozo trofikus szintek
tagjaira nézve, koztilk baktériumokra, protozodkra, zooplanktonra, halakra, madarakra és
emlGsokre (Christoffersen, 1996; Krienitz et al., 2003; Moreira et al., 2013). Mint az a
fentiekben olvashatd, a toxinok kémiai szerkezete igen valtozatos, sok tényezd kivalthatja
termelésiiket. A toxicitds modja széles korben valtozik és a toxicitds mértéke a kiilonbozo
fajok kozott is valtozik. Azonban tobb szerzd is elismerte, hogy az dkofiziologiai és tagabb
értelemben vett szerepe a toxintermelésnek tovabbra is tisztazatlan, egyértelmli valaszt nem
adhatunk a kérdésre.

5.3.1. Versenyelony

A toxinok altalanossagban véve masodlagos anyagcsere termékekként elfogadottak
(Kurmayer és Christiansen, 2009). Definicid szerint ezek olyan vegyiiletek, melyeket nem
hasznalnak fel az elsddleges anyagcsere soran, (hormonok, antibiotikumok, allelokemikaliak).
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A masodlagos metabolitok termelése fizioldgiai kontroll altal szabalyozott, mely a kornyezeti
faktorokra ad valaszt. Novényekben pl. az alkaloidok anyagcsere ,hulladékoknak™ is
tekinthetdk, amelyek az egyes szovetekben halmozodnak fel a megfeleld kivalasztd rendszer
hianyaban. Ez a nézet altaldban nem elfogadott olyan anyagok esetében, melyek
késdbbiekben jotékony szerepet toltenek be, mint példaul a predacié szabalyozasa (Vining,
1990; 1992).

A masodlagos anyagcseretermékek  termeléséhez  kapcsolodd — szabalyozo
mechanizmusok megléte azt sugallja, hogy a vegyiiletek evolucidja a sejtnek nyujtott elénydn
alapszik (Vining, 1990; 1992), szemben azzal, hogy ezek véletlen vagy maradék vegyiiletek
lennének. Néhany szerz6 szerint ezek a vegyiiletek erdteljesebb kompetici6 idején alakultak
ki, mikor ezek bizonyos versenyelonyoket nyujtottak (Lillehoj, 1982), melyeknek vagy
megmaradt a jelentdsége a modern vizi kérnyezetben vagy nem. Példdul azok a vegyiiletek,
amelyek a gyors kdrnyezetvaltozas kovetkeztében alakultak ki, még ma is eldnyt biztositanak.
Az is lehetséges, hogy tobb funkciot is biztositanak, mint az méas mikrobialis fajoknal is
ismert (pl. antibiotikum termelés), igy egyidejlileg tudnak hozzajarulni az elsddleges és
masodlagos metabolizmushoz (B-Béres et al., 2012). Ennek fényében a cianotoxinok
szekunder metabolitként valé megnevezése némiképp zavaros, mert ugy tiinik, hogy
potencialis szerepiik van, vagy volt az els6dleges anyagcserében is.

5.3.1.1. Versenytars, ragadozé jelenléte

A versenytars vagy ragadozoé jelenléte egyértelmiien befolyasolja a toxintermelést, de
hogy ez milyen mértéki, abban nincs dsszhang a toxinok kozott, még azonos termeld esetén
sem (Leflaive és Ten-Hage, 2007). Példaul az Anabaena flos-aquae anatoxin-a termelése
novekszik Chlamydomonas reinhardtii jelenlétében, mig a MC termelés teljesen gatolt
(Kearns és Hunter, 2000). Microcystis fajok MC termelésében novekvéd kiilonbségeket
mutattak ki fogyasztokkal vald direkt €és indirekt kitettség esetén (Jang et al., 2003; 2004;
2007).

5.3.1.2. Fogyasztok elleni védelem

Sokan Ugy gondoljdk, hogy a cianotoxinok a termeld elfogyasztdsanak elkeriilésére
alakultak ki, igy a toxintermelés versenyeldnyt biztosit a nem toxikus fajokkal szemben.
Szdmos tanulmany kimutatta, hogy a cianotoxinok toxikusak a zooplanktonra nézve, sot
néhany zooplankton aktivan kertili 6ket (Demott et al., 1991; Gilbert, 1996; Nogueira et al.,
2004). Példaul Demott és munkatarsai (1991) megfigyelték, hogy alacsony MC koncentracio
csokkentette a Daphnia pulicaria taplalkozasi ratajat, mig toxin-mentes kornyezetben a rata
gyorsan visszaallt. A szerzok szerint a toxin kémiai védekezés céljabol alakult ki (Demott et
al., 1991). Az Anabaena flos-aquae-rol kimutattak, hogy csokkenti a Brachionus calycijlorus
¢és Synchaeta pectinata élettartamat, termékenységét és a populacié novekedésének ratajat
(Gilbert., 1996). Egyes Microcystis fajok MC termelésér6l kimutattak, hogy novekszik,
valaszul kozvetlen fogyasztasi nyomasra vagy indirekt kémiai jelzésekre (Jang et al., 2003,
2004; 2007). A CYN-rdl bebizonyosodott, hogy toxikus szamos vizi szervezetre nézve,
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tobbek kozt Artemia salina (Metcalf et al., 2002), Daphnia magna, ¢s Daphnia galeata
(Lindsay et al., 2006) élélényekre. Ezen példak mindegyike tamogatja azt az elképzelést,
hogy a toxinok védekezési mechanizmusként alakultak ki. Azonban Van Gremberghe és
munkatarsai (2009) szerint ez torzsspecifikus, és altalaban a Daphnia sp. jelatvivé molekulak
gyenge hatassal vannak a toxin produkciora. Wilken et al. (2010) arra a kovetkeztetésre jutott,
hogy a protozodknak valo direkt és indirekt kitettség nem okoz MC ndvekedést. Ez némi
nehézséget jelent annak megallapitasa sordn, hogy a toxintermelés kialakulasanak egyetlen
vagy meghatdrozd oka a termeld elfogyasztisanak gatlasa lenne. A legijabb molekularis
bioldgiai eredmények azt mutatjdk, hogy a toxintermelésért felelds gének megeldzik a
metazoa vonalat (Rantala et al., 2004; Rantala, 2007; Murray et al., 2011), ezért zavard az a
feltételezés, hogy a legelési nyomas valtotta ki a toxintermelést. A MC szintetdz molekularis
analizise soran kimutattdk, hogy ez a gén jelen volt a cianobaktériumok 6sében 1600-2000
millié évvel ezel6tt is (Rantala et al., 2004). A NOD esetében az nda génr6l is kimutattak,
hogy egy régi 0st6l szarmazik (Rantala., 2007). A STX genetikai alapjainak meghatarozasa
soran kimutattak, hogy stx génklaszter jelen volt a Nostocales korai elkiiloniilése idején,
legalabb 2100 millié évvel ezeldtt (Murray et al., 2011). A legrégebbi fonalas akinéta képzo
cianobaktérium leletek 1600-2000 millié évvel ezeldttre teheték (Sergeev et al., 2002).
Tekintettel arra, hogy a legtobb CYN termeld cianobaktérium képez akinétat, hasonléan a MC
¢s STX esetében, valoszinii, hogy a CYN termelésért felelds gének jelen voltak azok dseiben,
amelyek megeldzik a metazodk elvalasat, ami kb. 1576 milli6 évvel ezel6tt tortént.

Bér a molekuldris bizonyitékok azt mutatjdk, hogy a toxin gének evolucidja idében
megeldzi a metazodkat, ez nem zarja ki annak a lehetdségét, hogy a toxinok védekezési
mechanizmus miatt alakultak ki (protozoak is képesek lehettek megfelelé nyomast
gyakorolni, Wilken et al., 2010). Sokszor a protozoa biomassza meghaladja a metazoa
biomasszat, s6t gyakran 6k a legfontosabb fitoplankton fogyasztok (Buskey, 2008). Nem
meglepd, hogy szdmos tanulmanyban kimutattdk a toxinok protozoakra gyakorolt karos
hatasat: pl. a CYN toxikus a Naegleria lovaniensis amdbara nézve (Rasmussen et al., 2008),
valamint a Spirostomum ambiguum és Tetrahymena termophyla is érzékeny a MC-re
(Marsalek és Blaha, 2004). Ezzel szemben szamos protoza ismert, melyek aktivan
taplalkoznak és nonek toxikus cianobaktériumokon (Fabbro et al., 2001; Buskey, 2008).
Fabbro és munkatarsai (2001) kimutattak, hogy a Paramecium caudatum képes sikeresen
fogyasztani CYN termel6 Cylindrospermopsis raciborskii—t, ez lehet az oka annak, hogy ez a
csillés rendszeresen eléfordul a természetes vizvirdgzas soran az algaval. Egy ujabb
tanulmany kimutatta, hogy a Microcystis aeruginosa nem volt képes MC-t termelni kdzvetlen
¢és kozvetett protozoa kitettség hatasara (Wilken et al., 2010). Ez arra utal, hogy mig a
toxintermelés valdszinlileg egyes fajoknal/morfotipusoknal a védekezéshez kapcsolodik, ez
nem minden fajra igaz, ezért alternativ magyarazatokra van sziikség.

Az ellenérveket erdsiti az is, ha megnézziik a toxintermelés koltségét: a teljes
metabolikus mérleget figyelembe véve a védekezés szempontjdbdl a toxintermelés egy rossz
valasztas lenne. Jellemzden koltséghatékonyabb modszer a nyalkatermelés vagy a nagyobb
koloniak kialakitasa, mint a Microcystis sp. esetében, vagy a kevésbé tamadhatdé morfologiak
felvétele (a mar emlitett Cylindrospermopsis esetében).
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Tovabbi nehézséget jelen olyan fajok jelenléte, melyek toxinokat termelnek, de ezeket
visszatartjadk a sejtjeikben: ez részben igaz a legtobb MC termeld fajra, de nem a CYN
termeldkre. Gyakorlatilag a védekezési mechanizmus érv még gyengébb azokndl a fajoknal
amelyek intracellularis toxinokat termelnek, mivel itt a hatds csak akkor érvényesiil, ha
egyszer mar elfogyasztottadk a sejtet. Lehetséges ellenérv lehet az, hogy a toxin ,,izletesség
csOkkentdként” szolgal, ezzel ndvelve a koldnia ratermettségét. Kérdéseket vet fel a
védekezési mechanizmussal kapcsolatosan, tekintve a célpontok széles skaldjat: a
gerinctelenek (vizi csigak) sokkal kevésbé tiinnek érzékenynek CYN-re, mint a gerincesek
(ebihalak, halak), annak ellenére, hogy a csigdk hasonlé (ha nem nagyobb) fenyegetést
jelentenek a toxintermeld fajra nézve (Kinnear et al., 2007).

5.3.1.3. Allelopatia

Definici6 szerint az allelopatia egy szervezet ndvekedésének gatlasa egy masik
szervezet altal kibocsatott kémiai anyagok segitségével, ami eldnyt biztosit az eréforrasokért
zajlo versenyben. A toxintermeld algak, cianobaktériumok folyamatosan versenyeznek mas
cianobaktériumokkal, algakkal, makrofitakkal a fényért, a tapanyagokért és a teriiletért (B-
Béres et al., 2012). Szamos tanulmany bizonyitja a toxinok allelopatikus hatasat (Bacsi et al.,
2013). Singh et al. (2001) kimutatta, hogy a Microcystis aeruginosa-bol kivont és tisztitott
MC-LR negativan hat szamos alga ¢és cianobaktérium ndvekedésére. Kearns és Hunter (2001)
szintén kimutatta, hogy MC ¢és anatoxin-a egyarant gatolja a Chlamydomonas reinhardtii
mozgékonysagat. A Synechococcus elongatus novekedése szintén gatolt MC-RR jelenlétében,
valosziniileg annak fotoszintézis gatld hatasa kovetkeztében (Hu et al., 2004). A MC-LR-r6l
kimutattak, hogy gatlo hatassal van a vizingvényekre nézve, mint a Ceratophyllum demersum-
nal, ahol kornyezeti szempontbol relevans koncentracio (5 ug/l) gatolja a novekedést,
befolyasolja a morfologiat és a fotoszintézist (Pflugmacher et al., 1999; Pflugmacher, 2004).
A Spirodela oligorrhiza esetében szintén jelentették a MC-LR ndvekedésgatlo és morfologiat
befolyasold hatasat, de itt a koncentracié sokkal magasabb volt, mint ami természetes
koriilmények kozott eléfordul (Romanowska-Duda és Tarczynska, 2002). Anatoxin-a
esetében is kimutattak novényekre gyakorolt negativ hatasokat, de itt is a kornyezeti
szempontbodl relevans koncentracié folott (Mitrovic et al., 2004). A sejtes és sejt-mentes C.
raciborskii kivonatok allelopatikus hatassal voltak zoldalgakra (Coelastrum sphaericum és
Monoraphidium  contortum),  cianobaktériumokra  (Microcystis  wesenbergii)  és
kovamoszatokra (Navicula sp.) (Figueredo et al., 2007). Lactuca sativa, Phaseolus vulgaris,
Pisum sativum, és Solanum lycopersicum novekedését szintén befolyasolta két C. raciborskii
torzs kivonata, bar a csirdzast nem gatolta szignifikansan (Silva és Vasconcelos, 2010). A
toxinok mas szervezetek tdpanyag dinamikajara gyakorolt hatésa tekinthetd egyfajta indirekt
alleopatianak (Legrand et al., 2003; Bacsi et al., 2013).

A fentiekkel szemben Okologiai szempontbol relevans MC és CYN koncentraciok
nem mutattak allelopatikus hatast szamos fitoplankton faj esetében (Pinheiro et al., 2013). Ez
a tanulmany kimutatta, hogy a nyers kivonatok sokkal er6sebb hatassal voltak a novekedésre,
mint a tisztitott toxinok, stimulaldé hatasr6l szamoltak be 0,025-2,5 mg/l MC-LR és CYN
tartalmu kivonatok esetében. Hydrilla verticillata esetében szignifikans novekedés stimulald

84



dc_819 13

hatasr6l ¢és a forrasok ujraelosztasarol szamoltak be, amikor C. raciborskii teljes
sejtkivonatokkal kezelték 6ket, melyek 400 pg/l CYN-t is tartalmaztak (Kinnear et al., 2008).
A fentieket figyelembe véve az allelopatia, mint a toxinok dkologiai szerepe, tovabbra
is vita targyat képezi (Bacsi et al., 2013). Egyes szerzok szerint nem allelopatikus hatasuak,
de szinergikusan hatnak mas komponensekkel egyiitt. Ezt arra a megfigyelésre alapozzak,
hogy éltalaban csak nagyon magas tiszta toxinkoncentracid valt ki gatld hatast, és emiatt a
toxin tartalmu sejtkivonatok aktivabbak, mint a tisztitott toxinok (Legrand et al., 2003; Babica
et al., 2006; Leflaive és Ten-Hage., 2007). P¢ldaul Babica és munkatarsai (2006) szerint csak
kevés tanulmany szdmol be arrdl, hogy kornyezeti szempontbol relevans MC koncentraciod
allelopatikus hatdssal van fototréf szervezetekre, ezért a MC alleopatikus hatdsa nem tlinik
valészinlinek. Berry ¢és munkatarsai (2008) azt is megjegyezték, hogy a kornyezeti
szempontbdl relevans MC koncentracié 10 pg/l alatti, mig a tanulmanyokban, ahol gatlo
hatast figyeltek meg 100 pg/l folotti koncentraciokat is hasznaltak. Tovabba hianyoznak
vizviragzas elotti sejtdenzitashoz kapcsolodd allelopatikus hatasokrol szold eredmények
(Jonsson et al., 2009), és a kevés 1étezé tanulmanyban alacsony sejt koncentracio esetében
nem tudtak kimutatni semmilyen hatast; és gyakran hianyoznak elemzések, melyek egyesitik

a laboratoriumi és terepi megfigyelések eredményeit az allelopatikus hatasok tekintetében
(Ledo et al., 2009).

5.3.2 Toxinok, mint fiziolégiai segédanyagok

Mivel a toxinok hatissal vannak szdmos vizi €s szarazfoldi €l6lényre, csabitod arra
kovetkeztetni, hogy védekezési célbol és a forras kompeticio csokkentése miatt vannak jelen.
Azonban az is lehetséges, hogy elsddleges funkcidik nem a mérgezd tulajdonsagukhoz
kapcsolodnak (Oullette és Wilhelm., 2003). Tekintettel arra, hogy a cianobaktériumok a
toxintermelést hosszi evolucids iddszakon at fenntartottdk (annak magas anyagcsere koltsége
ellenére is), nagyon valoszinii, hogy ezek fontos bioldgiai funkciokkal birnak. A legutobbi
vizsgalatok szoros kapcsolatot taldltak ezen vegyiiletek és egyes élettani funkcidk kozott,
melyek a sejtek elsddleges anyagceseréjének a részeként tekintheték (Neilan et al., 2012).
Szamos egyéb fiziologiai szerepet feltételeznek, pl. jelatvitel, tapanyagfelvétel, ion-haztartas,
homeosztazis fenntartas, oxidativ stressz elleni védelem (Utkilen és Gjolme 1995; Pomati et
al., 2004; Raven., 2010; Gan et al., 2012; Neilan et al., 2012).

5.3.2.1. Tapanyag felvétel segitése

A tapanyagok elérhetdsége {6 limitald tényezd lehet a fitoplankton proliferacidja
szempontjabol. Ennek ellenére viszonylag kevés a tapanyagok toxinprodukciora gyakorolt
hatasarol sz0lo tanulmany és azzal is kevés kozlemény foglalkozik, hogy a toxinok milyen
szerepet jatszhatnak a tapanyagokhoz vald hozzaférés javitasaban (Bacsi et al., 2006). Kivétel
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CYN jelenléte AP-az szekrécidt okoz mas fitoplankton alkotoknal, igy novelve az elérhetd
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inorganikus foszfat mennyiségét a CYN termeld szamara (Bar-Yosef et al., 2013). Az
eredményeket terepi megfigyelések is alatamasztjak, melyek szoros Osszefiiggést mutatnak a
CYN termel6 A. ovalisporum nagy mennyisége és a magas AP-az aktivitas kozott (Bar-Yosef
et al., 2013). Ez a stratégia (mas szervezetek AP-4z termelését serkenti, ahelyett, hogy maga
gyartand az enzimet) eldnyos lehet, mivel a toxintermelés nitrogén egységben kifejezett
koltsége fele az AP-4z koltségének, és kevesebb energiat igényel, mint a riboszomalis
foszfataz szintézis (Raven., 2010; Bar-Yosef et al., 2013).

Egyes vizsgalatok kimutattak, hogy a toxintartalom megnd, ha tapanyag limitnek
vannak kitéve (fontos hangsulyozni azért, jonéhany tanulmany az ellenkezdjérdl szamol be).
Kurmayer (Kurmayer., 2011) megallapitotta, hogy Nostoc sp. magasabb MC koncentraciot
produkal sulyos novekedési korlatok kozott, amit a foszfat (P-PO4'3) limitacié okoz. Oh és
munkatarsai (2000) kimutattak, hogy Microcystis aeruginosa-ban névekedett a MC szint P
limitacio alatt. A dinoflagellata Alexandrium tamarense 3-4-szeresére novelte a STX
termelést P limitalt kdrnyezetben (Granéli és Flynn, 2006). A dinoflagellata Gymnodinium
catenatum ¢és Alexandrium excavatum, valamint a kovamoszat Pseudonitzschia multiseries
esetében is kimutattak, hogy a toxintermelés megné P stressz hatasara (Granéli és Flynn,
2006; Glibert és Burkholder, 2011). Wang és munkatarsai (2006) feltételezik, hogy az APase
kapcsolatban van a MC termeléssel, mivel toxikus M. aeruginosa fokozta az AP-az aktivitast
P limitaci6 alatt, mig a nem toxikusak nem idézték eld a jelenséget. Lehetséges, hogy ezek a
toxinok is hasonld szerepet toltenek be, mint a CYN, azaz segitik a kedvezd tdpanyag
dinamikat, de ezidedig ezt nem vizsgaltak: Raven (2010) tovabbi vizsgalatokat javasol ezen a
tertileten.

5.3.2.2. Hatas a vas-forgalomra

Szamos tanulméany utal arra, hogy MC ,vas elszivoként” funkcional (Utkilen és
Gjolme 1995; Lyck et al., 1996; Alexova et al., 2011). A cianobaktériumoknal a vas egy
esszencidlis elem a chl-a szintézis, a respiracio, a fotoszintézis és a N-fixacid szempontjabol.
Azonban semleges koriili pH értéken a vas altalanosan limitdlo tényezd. Ez hatassal van a
viztarozokra, melyekben a viz pH semleges koriili vagy gyengén bazikus ¢és toxikus
algavirdgzasok vesz€lyeztetik. Kimutattdk, hogy a MC termeld torzsek hatékonyabb Fe
felvevo rendszerrel rendelkeznek, mint a toxint nem termeldk (Demott et al., 1991; Utkilen és
Gjolme, 1995). Felmeriilt, hogy a MC egyfajta vas-kelatorként funkcional a sejtben és ez
felelds a szabad vas inaktivacigjaért. Azt is felvetették, hogy a MC termelést a sejt szabad Fe
mennyisége szabdlyozza (Utkilen és Gjolme, 1995). Ezt a kozelmultban bizonyitottak is, Fe-
hidnyos médium a MC termelésért felelés mcyD gén transzkripcidjanak emelkedését okozta
¢s a MC szintet megemelte (Sevilla et al., 2008). Azonban Alexova és munkatarsai (2011) azt
talaltak, hogy néhany gén transzkripcidja, mit a mcyA és mcyH, nem emelkedett a vas
mennyiségének csokkenésével, mig a MC koncentracié igen. Alexova és munkatarsai Ugy
gondoljak, hogy a toxintermelés eldnyt nyujt a vas-stressz korai szakaszaban, és esetleg védi a
sejtet a reaktiv oxigénformak okozta sériilésektol (Alexova et al., 2011).
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5.3.2.3 Oxidativ stressz és/vagy C-N metabolizmus

Felvet6dott, hogy a MC szerepet jatszik az oxidativ stressz talélésében (Zilliges et al.,
2011). Szamos tanulmany a mcy gének transzkripcidjanak ndvekedését mutatta ki olyan
koriilmények kozott, melyek eldsegitik az oxidativ stressz kialakulasat, mint magas fény és
vashianyos allapotok (Kaebernick et al., 2000; Borner és Dittman., 2005; Sevilla et al., 2008).
Azonban a transzkripcid6 novekedése nem kapcsolddott megndvekedett toxintermeléshez:
inkabb csokkend MC koncentraciot jegyeztek le (Kaebernick et al., 2000; Borner és Dittman.,
2005; Sevilla et al., 2008; Zilliges et al., 2011). A MC veszteség a toxin fehérjékhez vald
kotddésével magyardzhatd (Zilliges et al., 2011). Zilliges et al. (2011) nemrégiben kimutattk,
hogy a MC aktivan kotodik olyan fehérjékhez, melyek érzékenyek a redox valtozasokra, és ez
a kotddés erdsen novekszik magas fény €s oxidativ stressz koriilmények kozott. Zilliges et al.
(2011) kimutattdk, hogy MC-hidnyos mutansok fogékonyabbak a magas fény és oxidativ
stressz koriilményekre. Ez arra utal, hogy oxidativ stressz soran a MC fontos szerepet jatszik a
toxintermel6 torzsek akklimatizacidjaban. Zilliges és munkatarsai (2011) szintén kapcsolatot
mutattak ki a MC és a C metabolizmus kozott, kiilonos tekintettel a Calvin-ciklusra. Alexova
et al. (2007) kiilonbségekrdl szamolt be 6 toxikus és nem-toxikus Microcystis aeruginosa
fehérjekészletében, €s 9 fehérjét talalt, amelyek kiilonbozoképpen expresszalddnak a toxikus
¢s nem toxikus torzsek kozott, mely fehérjék a C-N metabolizmus és a redox allapot
fenntartashoz kapcsolddnak.

Szintén kimutattak, hogy a MC akkumulalodik, ha Microcystis aeruginosa PCC 7806
alkalmazkoddképességet mutattak ki ilyen koriilmények kozott a MC termeldkhdz képest
(Jahnichen et al., 2007). A MC termel¢ torzsek MC hianyos torzsek feletti dominancidjat Van
de Waal és munkatarsai (2011) is kimutattdk a kozelmultban. Jahnichen és munkatarsai
(2007) szerint szerepet jatszhat a fotoszintetikus apparatus hatékonysaganak novelésében,
azaltal hogy alkalmazkodni tud a szervetlen szénforras valtozasahoz (Jahnichen et al., 2007).

El-Shehawy és munkatarsai (2012) szerint a NOD, hasonléan a MC-hez
stresszhelyzetekben képes kotddni a fehérjékhez, és szerepe lehet a fehérjék védelmében,
mivel Jonasson és munkatarsai (2008) kimutattak, hogy a NOD termelésért felelés gén
klaszter expressziojanak novekedése nem okozta a termék szintjének emelkedését. Neilan és
munkatarsai (2012) szerint az intracellularis CYN szabalyozéas fehérje szinten is jelen van,
mivel nincs korrelacio6 a cyr klaszter transzkripcidja és a toxinkoncentracid kozott.

Osszefoglalva, az eddigi adatok szerint egyes fajokndl a toxinoknak szerepiik van a
taléloképesség fokozasaban az oxidativ stresszvalaszok és/vagy C-N metabolizmus
megvaltozasa soran, de ennek konkrét jellege nem ismert.

5.3.2.4. A homeosztazis fenntartasa

A STX-t a cianobaktériumokban a Na® homeosztazis fenntartisaval hoztak
Osszefiiggésbe. Pomati és munkatarsai (2003) kimutattak, hogy azok a cianobaktériumok (C.
raciborskii és A. circinalis) melyek képesek STX-t termelni, képesek voltak megel6zni a
natrium pumpa gatld veratridin (VTD) és a vanadatok (VAN) altal okozott sejtlizist, mig
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toxint nem termeldk esetében teljes sejtlizist figyeltek meg. Ugyanezekhez a toxint nem
termel0 torzsekhez a VID €s VAN kezelések elott torténd STX hozzadadas megakadalyozta a
sejtlizist. Az STX-r6l kimutattdk azt is, hogy enyhiti a VTD metabolizmusra gyakorolt
kedvezétlen hatasat. Egy masik tanulmanyban emelkedett Na* stressz valtozast okozott a STX
termelésben, STX akkumulaciot figyeltek meg magas intracellularis Na* esetében (Pomati et
mig amilorid jelenlétében (Na* blokkolo) STX akkumulaciét nem figyeltek meg (Pomati et
al., 2003; Pomati et al., 2003; Pomati et al., 2004). Ez szintén alatamasztja, hogy a STX
funkcionalis szerepet jatszhat a cianobaktériumokban a Na* csatornak blokkol4saban, hogy
csokkentse a Na® stresszt és fenntartsa Na® homeosztazist. Ismerve a STX eukariota Na*
csatorna blokkold hatasat, nem ésszerlitlen azt feltételezni, hogy a STX o6kologiai szerepe is
hasonl6 lehet. Ha a STX szerepe az, hogy limitalja a Na* felvételt magas pH vagy so stressz
esetén, akkor ez versenyeldnyt biztosit a STX termeld fajnak a nem termeldkkel szemben, ami
segit megmagyarazni a STX jelenlétét a legkiilonbozobb vizi kdrnyezetben a tengerektdl az
¢desvizekig.

Bar jelenleg nincs bizonyiték arra, hogy az anatoxin-a-nak szerepe van a Na’
homeosztazisban, ez tovabbra is lehetséges. Az anatoxin-a mérgezést okoz a gerincesekben
azaltal, hogy kotédik a Na* csatornak nikotin receptoraihoz és azok nyitodasat okozza, amin
keresztiil a Na* bearamlik és az ideg és izomsejtek tilstimulalasat okozza, ami bénuldshoz
vezet (Bownik, 2010). Az anatoxin-a ezért ellentétes szerepet jatszhat a Na® homeosztazis
esetében mint a STX. Alacsony Na® szint esetén az anatoxin-a szerepet jatszhat a Na®
felvételében a Na® csatorndk nyitasa révén. Mindkét toxin termelésének képességét
feljegyezték szamos nemzetség esetében (Anabaena, Aphanizomenon, Cylindrospermopsis,
Planktothrix) ¢és elképzelhet6, hogy ezeket a toxinokat azért termelik, hogy segitsék
fenntartani a Na* homeosztazist kiilonboz6 koriilmények kozott.

5.3.2.5. Jelatvivo molekulak

A cianobaktériumok altal termelt toxinok funkcionalhatnak jelatvivé molekuldkként.
Schatz és munkatarsai (2007) kimutattak, hogy MC kezelés hatasara Microcystis sejtekben
novekedett a nettd MC termelés. A szerzok szerint a Microcystis populacié egy toredékének
lizisét a tobbi sejt érzékeli e peptid tipust toxinok megjelenése révén, amely lehetévé teszi a
tobbi sejt szdmara, hogy valaszoljanak erre és toxikus vegyiiletek termelésével ndveljék
okologiai fitnesziiket (Schatz et al., 2007).

A koloniak kialakulasaban is szerepe van a MC-nek (Kehr et al., 2006; Zilligeset al.,
2008; Gan et al., 2012). Gan ¢s munkatarsai (2012) kimutattak, hogy MC-ek szignifikansan
novelték a koloniak méretét szamos Microcystis faj esetében. Mikrobialis degradacion
keresztiil torténd extracellularis MC csokkenés a koloniak méretének csokkenését okozta: ez
azt mutatja, hogy a MC sziikséges a koloniak méretének fenntartasiban. Kurmayer és
munkatarsai (2003) szintén azt talaltak, hogy egy berlini toban a nagyobb Microcystis
kolonidk magasabb aranyban tartalmaztak toxintermeldket, mint a kis koléniak. A MC az
extracellularis poliszacharidok (EPS) termelésének novekedését és 4 poliszacharid szintézis-
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hozhatok a sejt aggregatumokkal, megtalalhatok foként a nyalkakban vagy a tokban és
befolyasoljak a sejtfeliilet ragaddssagat, ami lehetové teszi a koloniaképzést szdmos
algafajnal. A sejtek poliszacharid rétegérdl szintén kimutattdk, hogy megvastagszik MC
hatasara (Gan et al., 2012). Az EPS termelés Osszefiiggésben all a stresszkoriilményekkel,
mint a predacio és a kedvezotlen kornyezeti feltételek. A MC-nek az a képessége, hogy noveli
az EPS-t és fokozza a kolonidk kialakulasat, a toxintermelé szamara elényt nyujthat a
fogyasztokkal és a stresszkoriilményekkel szemben (Gan et al., 2012).

5.3.3. A toxinok szerepének megértése

A mai napig a legtobb kutatas arra iranyult, hogy megértsiik azokat a fizikai — kémiai
feltételeket, amelyek kivaltjak a toxintermelést. Azonban ugy tlinik, hogy egy sokkal atfogobb
és holisztikus rendszer megkozelitésre van sziikség, hogy megértsiik azt, hogy a kornyezeti
feltételek, a forraskompeticid ¢és a sejtfiziologia egyiittesen hogyan hatnak kolcsondsen
egymasra ¢s hogyan 0sztonzik a toxicitast és stimuldljdk a toxintermelést. Két f0 irdnyzat
tlinik valoszinlinek, az egyik a kdzvetlen versenyeldny biztositasa a fogyasztas elleni védelem
illetve allelopatia révén; a masik egy belso fizioldgias szabalyozd szerep, amely szintén elOnyt
biztosit, de indirekt modon mas sejtfolyamatok kozvetitésével (Bacsi et al., 2013).

Figyelembe véve a toxinok lehetséges Okoldgiai szerepét, fontos kiemelni, hogy a
cianobaktériumok ¢€s toxinjaik hosszl ideje jelen vannak a Fold bioszférdjdban. A Fold
kornyezete jelentésen mas volt abban az idében, mikor a cianobaktériumok kialakultak. A
tény, hogy a toxintermelés fennmaradt ilyen hosszl idon at — a metabolikus koltségek ellenére
— azt sugallja, hogy a toxinok hosszitavon kompetitiv eldnyt biztositanak. Ha ez nem igy
lenne, akkor a toxintermelésért felel6s gének valosziniileg elvesztek volna az id6 soran az 0]
kornyezeti nyomas hidnyanak hatasra. Ennek kapcsan érdemes azért megjegyezni, hogy
szamos 1zolatumot ismeriink, amelyben a toxintermelésért felelds génklaszter hidnyosan vagy
mitkodésképtelen formaban van jelen (Farkas et al., 2014).

Azt is meg kell emliteni, hogy az eredeti funkcid valdszinlileg mutdlodott vagy
elveszett az evollcids idészak alatt, esetleg ) funkcidkkal helyettesitddtek. Szamos kérdés
maradt megvalaszolatlan a toxintermeléssel kapcsolatosan, példaul a Cylindrospermopsis
raciborskii képes szamos CYN analdog termelésére, tovabba STX ¢és anatoxinok termelésére
is; és a MC termel6k esetében is kb. 80 varians ismert (Vasas et al., 2010).

Leegyszertisitve a dolgot, ez tekinthetd tobbszords nyomds eredményének, de ennek
sajatossagarol nem tudunk eleget. Izgalmas kérdés miért 1éteznek toxikus és nem toxikus
torzsek, raadasul latszolag hasonld sikerességgel. Lehetséges, hogy a nem toxikus térzsek
eldnyre tesznek szert/kihasznaljak a toxintermelést, anélkiil, hogy hozzajarulnanak a szintézis
koltségeihez. Fontos kérdés, hogy valéban milyen szamban vannak jelen a nem toxikus
torzsek, melyek lehetséges, hogy megfeleld antibiotikus hatdssal birnak, csak a jelenlegi
ismereteink szegényesek a kérdésr6l €s szamos specidlis hatdsi metabolit var még
felfedezésre.

Ahhoz, hogy tisztabb képet kapjunk arr6l, hogy a toxikussag fennmarad-e a jovdben,
szilkség van a biotikus és abiotikus hatdsok kozotti szinergizmus toxintermelésre gyakorolt
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hatasnak vizsgalatara. Idealis esetben ez laboratoriumi vizsgalatokkal jarna, melyeket terepi
megfigyelésekkel és molekularis adatokkal, mint pl. a génklaszter atirddasanak mérésével
igazolnanak azonos koriilmények kozott.

Az algatoxinoknak valoészintileg sokféle szerepiik van: ezek valtoznak a kiilonbozd
toxinok és a toxintermeld fajok esetében. Barmely toxin birhat egy vagy tobb funkcioval, de
ezek biztos megéllapitdsa vitatott az egyes vegyiiletek és termeld fajok esetében.

A globalis klimavaltozas hatasara a toxintermelO cianobaktériumok egyre szélesebb
kore tor eldre és fog eléretdrni a szubtropusi és mérsékelt éghajlaton, a fajok egyre nagyobb
része lesz kitéve mérgezésnek és toxin-akkumuldcionak. Az eutrofizacid erdsodése és a
tarozok kialakitasa szintén olyan faktorok, amik eldsegithetik a toxintermel6k gyakorisagdnak
novekedését. A toxinok Okologiai szerepének és a termelést kivalto faktoroknak a
megismeréséhez, valamint annak megértéséhez, hogy milyen komplex koriilmények/feltételek
befolyasoljak a toxikus kapacitdst valamint a toxintermelés szintjét, tovabbi elméleti és
gyakorlati kutatasok sziikségesek (Kinnear, 2010).

5.4. Nitrogén, foszfor- ¢és kénéhezés hatasa az Aphanizomenon ovalisporum
cilindrospermopszin termelésre

Az Aphanizomenon ovalisporum az oxigéntermeld, fotoszintetizaldo baktériumok
(Cyanobacteria) diviziojan beliil a Nostocales rendbe, a Nostocaceae csaladba tartozik. Az
Aphanizomenon nemzetségre jellemz6, hogy a fonalak egyenesek, vagy kozel egyenesek,
tobbnyire magéanyosak, ritkdn nyalabokat alkothatnak. A fonal végén a sejtek elvékonyodnak
(sokaig ez volt az egyik legfontosabb bélyeg az Aphanizomenon és az Anabaena genuszok
megkiilonboztetésében). Az A. ovalisporum a 1égkori nitrogén megkotésére képes fonalas faj,
azaz kotott nitrogén hianyaban a kifejlett fonalakon heterocisztak is megtalalhatok (Hadas et
al., 1999). A fonalat alkot6 vegetativ sejtek hosszikasak, a sejthatarok jol kivehetdek
(kismértékti befiizOdések lathatok a fonalon). A heterocisztdk gombdlytiek, vagy kissé
elliptikusak, mindig egyesével, a vegetativ sejtek kozott talalhatok a fondlon, soha nem
képzbddnek a fondl végén, és nem fordulnak eld csoportosan. Az érett heterocisztak a vegetativ
sejtektol jol megkiilonboztethetok. A Nostocales rend tobbi nemzetségére jellemz6 modon az
A. ovalisporum esetében is megtalalhatok a specialis szaporito- és kitartd képletek, az
akinétak. Az akinétdk gomb vagy ovalis alaktiak, szintén a vegetativ sejtek kozott figyelhetok
meg a fonalon. Irodalmi adatok szerint legtobbszor egyesével fordulnak eld, ritkdn azonban
egymas mellett kettd, vagy tobb akinéta is kialakulhat (Berman, 1997).

Az A. ovalisporum elsésorban a tropusi, szubtropusi teriileteken tomeges, de a
mérsékelt Ovben, igy hazankban is el6fordul (Vasas et al., 2010). A faj a vizviragzast okozo
cianobaktériumok kozott tarthatdo szamon, legismertebb az 1994-ben, az izraeli Kinneret-
toban lezajlott tomeges elszaporodasa (Berman, 1997; Pollingher et al., 1998; Hadas et al.,
1999). Shaw és munkatarsai leirtak a faj viragzasat Ausztraliaban (Shaw et al., 1999), a
kozelmultban pedig két gordgorszagi toban valdo megjelenésérdl szamoltak be (Gkelis et al.,
2005).

Az A. ovalisporum toxikus cianobaktérium. A Kinneret-tobol izolalt torzs altal termelt
toxint Banker és munkatérsai (1997) jellemezték, a toxin a citotoxikus alkaloidok kozé tartozo
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cilindrospermopszinnek bizonyult. Késdbbi vizsgalatok azt mutatjak, hogy az izolalt toxikus
torzsek mindegyike cilindrospermopszint termel. (Shaw et al., 1999; Gleiks et al., 2005). A
toxin szintézisében résztvevd enzimek, €s az enzimeket kodold gének azonositasra keriiltek
(Shalev-Alon et al., 2002; Kellmann et al., 2006). A Kinneret-tobol szarmazo torzsbol egy
cilindrospermopszin-szarmazékot, a 7-epicilindrospermopszint is izolaltak (Banker et al.,
2000). A toxin szintéziséért felelés enzimeket kodold gének feltérképezése mellett, illetve
annak segitségével Kellmann ¢és munkatarsai a cilindrospermopszint termeld
cianobaktériumok filogenetikai kapcsolatait is megprobaltak feltarni.

A korabban, a 16S rDNS szekvenciak felhasznalasaval késziilt térzsfak szerint a
kiilonbozé Cylindrospermopsis raciborskii torzsek alkotnak egy csoportot, a masik csoportot
— a morfologiai kiilonbségek ellenére — az Umezakia natans, az Aphanizomenon ovalisporum
fajok ismert torzsei, illetve az Anabaenopsis és a Cyanospira genuszok alkotjak. Mas
Aphanizomenon fajok ¢és az Anabaena genusz tagjai 93%-os vagy kisebb homologiat mutattak
a 16S rDNS szekvenciaban, igy jol elkiilonithetdk a fenti csoportoktol (Neilan et al., 2003). A
cilindrospermopszin  szintézisében résztvevd enzimeket (poliketid-szintaz, amidino-
transzferaz ¢és protein-szintetaz) kodoldo gének (aoaA, aoaB ¢és aoaC) mindegyike
megtaldlhatd6  minden, genetikailag mar vizsgalt cilindrospermopszint  termeld
cianobaktériumban. A szekvencia adatok alapjan a Cylindrospermopsis raciborskii térzsek
egy csoportot alkotnak, mig a masik csoportba az Umezakia natans, és az Aphanizomenon
ovalisporum izolatumai tartoznak, alatdmasztva a 16S rDNS alapjan kapott eredményeket. Az
Aphanizomenon ovalisporum lIzraelben izolalt torzse (ILC-146) nagyobb homologiat mutat az
Umezakia natans-szal, mint az Ausztralidban (APH028A) izolalt toérzs (Kellmann et al.,
2006). Az A. ovalisporum cilindrospermopszin termelése és a kornyezeti faktorok kozotti
Osszefliggések vizsgalatara vonatkozéan elmondhatd, hogy e téren hianyosak az irodalomban
fellelhetd ismeretek.

5.4.1. Az Aphanizomenon ovalisporum tenyészetek novekedésének nyomon kovetése

Az Aphanizomenon ovalisporum tenyészetek novekedésének nyomon kovetésére
alkalmas modszer a klorofill-a-, a fehérje- és a szarazanyag-tartalom vizsgalata, illetve a
sejtszam meghatdrozasa. A vizsgalatok sordn a kiilonbozo tapeleméhezés (szulfat, foszfat,
nitrat) valamint az ¢hezésbdl az adott tapelem visszaadasa utdn regeneralddd tenyészetek
novekedését kovettilk nyomon (Bacsi et al., 2006; 2007).

54.1.1. Az Aphanizomenon ovalisporum tenyészetek novekedése a Kkénéhezés
koriilményei kozott

Az Aphanizomenon ovalisporum tenyészetek novekedésének eredményei a kénéhezés
koriilményei kozott a 11. abran lathatok. A szulfatéheztetett tenyészet ndovekedése rogton
megallt, fliggetleniil attol, hogy az ¢hezés a tenyésztés elején (-S-), vagy a 48. oraban
kezdoédott (+S-, 11. a, ¢ abra). A klorofill-tartalom drasztikus csokkenése kén hianyaban
altalanosan  megfigyelt jelenség a  cianobaktériumok  korében. A tilakoidok
dezorganizalédasanak oka, hogy a szervezet a fotoszintetikus elektrontranszport-lanc
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kéntartalmt elemeibdl probalja fedezni a fehérjeszintézis kénsziikségletét (Arifio et al., 1995).
A szaraz tomeg nem jelentds, de egyértelmli novekedést mutatott a kénéheztetett tenyészetben
(11. abra, fehér korok), szemben a klorofill-a tartalommal illetve a sejtszammal. Ennek oka az
az egyes cianobaktériumoknal mar megfigyelt jelenség, hogy kénéhezés soran a sejttérfogat
nagy részét glikogén és polihidroxivajsav granulumok (Schmidt et al., 1982; Wanner et al.,
1986), illetve polifoszfat testek (Lawry ¢és Jensen, 1979) toltik ki. A kénéhezés cianoficin
akkumulaciot is indukal tobb fonalas faj esetében (Allen et al., 1980; Lawry és Simon, 1980).
A sejtszam €s a szaraz tomeg Osszefiiggései, valamint mikroszkdpos megfigyeléseink alapjan
azt mondhatjuk, hogy ezek a jelenségek az altalunk vizsgalt torzs esetében is megfigyelhetok.
A sejtszam ¢és a szaraz tomeg Osszefliggését a kontroll, illetve a kénéheztetett tenyészetekben
a 11. abra mutatja.

A 48 oran at €heztetett tenyészetben a szulfat 48. draban vald visszaadasat kovetden a
96.-120. oratol (azaz 48-50 oOras lag periodus utan) jelentds novekedés indult meg.
Kisérleteink soran megallapitottuk, hogy a 48 o6randl hosszabb ideig kénéheztetett
tenyészetben a szulfat visszaaddsa mar nem eredményezi a tenyészet regeneralodasat (nem
abrazolt adatok). Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a cianobaktériumoknal &ltaldnosan
megfigyelheté modon az altalunk vizsgalt Aphanizomenon ovalisporum térzs sem rendelkezik
olyan kéntartalékokkal, amelyek a sejtek osztodasat — a tenyészet novekedését — hosszabb
1d6n keresztiil (néhany napon til) lehetdvé tennék.

A 48. ora elteltével szulfatmentes médiumba atoltott tenyészet ndvekedése leallt,
ahogyan azt a tenyésztés kezdetétdl kénéheztetett tenyészet esetében megfigyelhettiik. A
klorofill-a koncentracié értékeket pg kl-a ml™-ben, a szaraz tdmeget mg széraz tomeg ml™-
ben, a sejtszamot 10° sejt mI™ egységben adtuk meg (Bacsi et al., 2006; 2007).
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5.4.1.2. Az Aphanizomenon ovalisporum tenyészetek novekedése a foszforéhezés
koriilményei kozott

A foszfatéhezés soran kapott novekedési eredményeket a 12. dbra mutatja. A
foszfatéheztetett tenyészet (-P-) novekedése lelassult, azonban a tenyészet tobb mint hatszoros
novekedést ért el a kiindulasi allapothoz képest, ami — figyelembe véve a P; teljes hianyat a
médiumban — arra enged kovetkeztetni, hogy a torzs jelentds foszforraktarakkal rendelkezik,
amelyek lehetové teszik a sejtek osztodasat, a tenyészet jelentésebb ndvekedését.
Foszforéhezés soran a sejtszam és a szaraz tomeg valtozasa nem mutat olyan kiilonbséget,
mint az a kénéhezés soran megfigyelhetd volt (12. abra). A foszforéhezés koriilményei kdzott
a sejtekbdl eltlind polifoszfat testek miatt nem valtozik jelentdsen a sziraz tomeg,
megvaltozik viszont a sejtek ultrastrukturaja, amit a mikroszkopos képek is alatamasztanak.
Ez a fonalas cianobaktériumok korében is ismert jelenség (Jensen és Sicko, 1974) tehat az
altalunk vizsgalt torzs esetében is megfigyelhetd.

A foszfatot a 168. oraban visszakapott (-P+) tenyészetben a klorofill-a tartalom, a
szaraz tomeg ¢és a sejtszam tekintetében is szinte ,,azonnal” (mar a 8. naptol — 192 o6ra)
jelentés novekedés indult meg, amely elsésorban a sejtszamban, de a klorofill-a tartalomban
¢€s a szaraz tomegben is megmutatkozott. A novekedési vizsgalatok eredményei azt mutatjak,
hogy a torzs rovid idon beliil rendkiviil nagy mennyiségii foszfatot képes felvenni, és azt az
anyagcserében hasznositani. Kisérleteink szerint a 8, s6t 9 napos foszforéheztetett tenyészetek
is képesek a foszfat visszaadasat kovetden regeneralodni (nem 4&brazolt adatok). A +P-
tenyészet novekedése a 168. ordban foszfatmentes médiumba vald atoltast kovetden a
foszforéheztetett (-P-) tenyészetben tapasztalhatdé modon valtozott meg mind a klorofill-a
tartalom, mind a sejtszam, mind pedig a szaraz tomeg alapjan (Bacsi et al., 2006; 2007).
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5.4.1.3. Az Aphanizomenon ovalisporum tenyészetek niovekedése a nitrogénéhezés
koriilményei kozott

A nitrogénéhezés soran kapott novekedési eredményeket a 13. dbra mutatja be. A
nitrogénéhezés specialis esetet képvisel, mivel az Aphanizomenon ovalisporum
cianobaktérium képes a 1égkori nitrogén megkotésére. Ennek ellenére a teljesen nitratmentes
médiumba atoltott tenyészet 96-120 6ran beliil elpusztult (nem abrazolt adatok). Ahhoz, hogy
a heterocisztak kialakuljanak, meginduljon a légkori nitrogén megkdtése, biztositani kellett,
hogy a médium oldott nitrogéntartalma ,,fokozatosan”, €és ne ,,egyszerre” fogyjon el. Ezért a
nitrogénéhezéshez a teljes tapoldat nitrogéntartalmahoz képest 2% nitrogéntartalmii Allen
médiumot alkalmaztunk, melyben a nitrogén NH4NO; formajaban volt jelen. Ilyen
korilmények kozott a -N- tenyészet az els6 96 oraban lassan, majd a heterocisztak
kialakuldsat és miikodésbe 1épését kovetden egyre fokozottabban, de a kontroll tenyészetnél
mindig alacsonyabb ratdval ndvekedett mindharom ndvekedési paraméter alapjan. Az éhezés
hasonld6 modon jatszodik le a 168. oraban nitratmentes médiumba atoltott (+N-) tenyészet
esetében is. Azt mondhatjuk tehat, hogy a torzs 4-5 napra elegendé nitrogén pool-lal
rendelkezik, amely nem elegendd a heterocisztdk differencidlédasdhoz. Ehhez a taptalajban
minimalis mennyiségii oldott nitrogénre van sziikség, amelynek elfogyasa soran jonnek létre,
¢és 1épnek miikodésbe a heterocisztak, és teszik lehetévé a tenyészet tovabbi novekedését. A
szaraz tOmeg ¢és a sejtszam Osszefiiggését vizsgalva megallapithato, hogy a sejtek tomege és
szama kozel azonos mértékben valtozik a tenyésztés soran.

A 168. o6rdaban a nitratot visszakapott (-N+) tenyészetben a nodvekedés csak a
tenyésztés utols6 harom napjaban indult meg jelentésen. Azt mondhatjuk tehat, hogy nem
figyelhet6 meg a foszfat visszaadasahoz hasonléan gyors nitratfelvétel ¢és ennek
kovetkeztében gyors regeneralodas (Vasas et al., 2014).
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5.4.2. A toxintartalom vizsgalata

A tenyészetek tényleges toxintartalmat a kapillaris elektroforézis (CE) miiszeres
analitikai modszer alkalmazasaval hataroztuk meg (Vasas et al., 2002). A sejtek
toxintartalmat ug toxin/mg szarazanyag egységre illetve ug/toxin sejt egységre normalva, %-
ban adtuk meg. 100%-nak a kiindulaskor a kontrollban mért értéket (ug toxin mg
szarazanyag " illetve sejt pg toxin™ mennyiséget) tekintettiik.

54.2.1. A toxintartalom valtozasa a kénéheztetett Aphanizomenon ovalisporum
tenyészetekben

A kontroll tenyészetben a toxintartalom a tenyésztés teljes ideje alatt kozel allandod
értéket mutatott, a toxintartalom sem szaraz tomegre, sem sejtszamra vonatkoztatva nem
valtozott jelentdsen az A. ovalisporum sejtekben (14. a abra, fekete rombuszok).

A kénéhezés koriilményei kozott a tenyésztés eldrehaladtaval a tenyészet
cilindrospermopszin tartalma folyamatosan csokkent fliggetleniil attol, hogy az ¢hezés a
tenyésztés elején (-S-; 14. a-b abra, fehér korok), vagy 48 ora elteltével kezdodott (+S-; 28. a-
b abra, fehér haromszogek). A toxintartalom csOkkenésének mértéke kiilonbozik attol
fliggden, hogy a toxintartalmat szaraz tomegre vagy sejtszamra vonatkoztatva adjuk meg (14.
a-b abra). Szaraz tomegre vonatkoztatva a kiindulasi cilindrospermopszin tartalom korilbeliil
a 20 %-ara esik vissza 48 ora alatt, mig sejtszam alapjan szamitva a toxintartalmat, a 48 6ra
elteltével mérhetd mennyiség a kiinduladsi érték tobb, mint 40 %-a. Erre a jelenségre
magyarazatul szolgalnak a ndvekedés vizsgalata soran tapasztaltak. A kénéhezés soran
nagyon hamar megall a sejtszdm valtozasa, ezzel szemben a szdraz tdomeg hosszabb idon
keresztlil emelkedik, azaz, egy sejt szdraz tomege nagyobb lesz az éhezés eldrehaladtaval a
felhalmozodd granulumoknak koszonheten. Igy érthetévé valik, hogy miért tiinik szaraz
tomegre vonatkoztatva ugyanaz a cilindrospermopszin mennyiség ,,.kevesebbnek”. Mindez azt
sugallja, hogy az adott kisérlet céljatol fiiggden koriiltekintéen kell megvalasztani azt a
paramétert, amelyre a toxintartalmat vonatkoztatni kivanjuk.

A 48 oran at kénéheztetett, majd a szulfatot visszakapott tenyészetben (-S+; 14. a-b
abra, fehér négyzetek) a cilindrospermopszin tartalom egy 35-40 oras lag periddus utan
emelkedni kezdett, a tenyésztés utols6 harmadaban elérte a kontrollban mérhetd értéket.
Amennyiben tehat a szulfatot az ¢hezés olyan idépontjaban adjuk vissza, amikor a tenyészet
novekedése még regenerdlodni képes, akkor a toxintermelés is visszadll az eredeti szintre
(Bécsi et al., 2006; 2007).
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14. abra. (a) A cilindrospermopszin-tartalom valtozasa szaraz tOmegre és sejtszamra vonatkoztatva az
Aphanizomenon ovalisporum tenyészetekben a szulfatéhezés soran. Beoltaskor (nulla id6pontban) a
cilindrospermopszin mennyisége 5,21 pg mg’ széraz tomeg (a), illetve 2,17 pg per sejt (b). Ezeket a
mennyiségeket 100%-nak tekintettiik, a tovabbiakban ez alapjan szamitottuk a cilindrospermopszin tartalmat. A
nyil a szulfat visszaadasanak, illetve az addig teljes médiumban nevelt tenyészet szulfatmentes médiumba vald
atoltasanak idépontjat jeldli.

54.2.2. A toxintartalom valtozasa a foszforéheztetett Aphanizomenon ovalisporum
tenyészetekben

A foszforéhezés koriilményei kozott a tenyésztés eldrehaladtdval a tenyészet
cilindrospermopszin tartalma folyamatosan csokkent, fliggetleniil attol, hogy az éhezés a
tenyésztés elején (-P-), vagy 168 ora elteltével (+P-) kezdddott (15. a-b abra, fekete korok,
illetve fekete haromszogek), ahogyan azt a kénéhezés esetében is megfigyelhettiik. Az
eredmények azonban azt mutatjdk, hogy a foszforéhezés sordn nem tapasztalhatd 1ényeges
kiilonbség a toxintartalom csokkenésében a szdraz tomegre vonatkoztatott, illetve a sejtszamra
vonatkoztatott adatok kozott (mindkét esetben a kiinduldsi érték 40 %-ara csokken a
cilindrospermopszin tartalom 48 o6ra alatt; 15. a-b abra, fekete korok). Ennek magyarazata
szintén a novekedésvizsgalatok eredményeiben keresendd. A foszforéhezés sordn nem
tapasztaltunk szamottevd kiilonbséget a sejtszam, illetve a szaraz tomeg valtozasa kozott (12.
abra), vagyis a sejtek tomege kozel azonos mértékben valtozott, mint a szamuk, ezért nincs
jelentds kiilonbség a szaraz tomegre vonatkoztatott, illetve a sejtszamra vonatkoztatott adatok
kozott (Bacsi et al., 2006; 2007).

A 168 oran at tartd éhezés utan a foszfatot visszakapott tenyészetben (-P+) a
cilindrospermopszin tartalom rogton, 24 oranal rovidebb lag periddus utan novekedni kezdett
(15. a-b abra, fekete négyzetek). Ez is azt bizonyitja, hogy az A. ovalisporum sejtek rovid id6
alatt nagy mennyiségii foszfat felvételére, és annak az anyagcserében valdé gyors
hasznositasara képesek.
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15. abra. (a) A cilindrospermopszin-tartalom valtozasa szaraz tomegre és sejtszamra vonatkoztatva az
Aphanizomenon ovalisporum tenyészetekben a foszfatéhezés soran. Beoltaskor (nulla idépontban) a
cilindrospermopszin mennyisége 5,12 ug mg™' szaraz tomeg (a), illetve 2,12 pg per sejt (b). Ezeket a
mennyiségeket 100%-nak tekintettiik, a tovabbiakban ez alapjan szamitottuk a cilindrospermopszin tartalmat. A
nyil a foszfat visszaadasanak, illetve az addig teljes médiumban nevelt tenyészet foszfatmentes médiumba vald
atoltasanak idépontjat jeldli.

5.4.2.3. A toxintartalom valtozasa a nitrogénéheztetett Aphanizomenon ovalisporum
tenyészetekben

A nitrogénéhezés koriilményei kozott a tenyésztés elérehaladtaval a tenyészet
cilindrospermopszin tartalma sajatos dinamika szerint valtozik, fliggetleniil attél, hogy az
¢hezés a tenyésztés elején (-N-), vagy 168 ora elteltével (+N-) kezdddott. A tenyésztés elsd 6
napjan (144 ora) a toxintartalom csdkken, 48 6ra alatt a kiindulési érték 61 %-ara, a 6. napra
46,5 %-ra. A 7. naptdl kezdddden azonban emelkedni kezd a toxintartalom, a tenyésztés
utols6 harmadaban a kontrollban mérhetd értéknél 5-8%-kal alacsonyabb szinten
stabilizalodott. Ezen eredmények alapjan azt mondhatjuk, hogy a nitrogénéhezés
kovetkeztében csokken a sejtek cilindrospermopszin tartalma. Az érett heterocisztak
kialakuldsa (16. dbra), az aktiv nitrogénkotés meginduldsa utan azonban a toxintartalom ujra
novekedésnek indul, a tenyésztés végére a kontrollnal alacsonyabb szinten stabilizalodik. A
heterocisztdk toxintartalmanak vizsgalata soran kimutattuk, hogy azok cilindrospermopszint
nem tartalmaznak (16. | ¢ abra; Vasas et al., 2013).
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16. abra. . A heterocisztak cilindrospermopszin tartalmanak vizsgalata kapillaris elektroforézis (CE) modszerrel.
(a) A tiszta cilindrospermopszin (CYN) elektroferogramja. (b) A vegetativ sejtek elektroferogramja, a nyil a
cilindrospermopszin csucsot jeloli. (¢c) Az izolalt heterocisztak elektroferogramja. A bekeretezett részben a nyil a
cilindrospermopszin csucs helyét jeloli. A kinagyitott részben feketével jeloltiik a tisztitott heterocisztak
kivonatanak elektroferogrammjat, sziirkével a tiszta cilindrospermopszinnal kiegészitett heterociszta-kivonat
elektroferogramjat. 11. A heterociszta frekvencia valtozasa (a), illetve a nitrogenaz enzimkomplex mennyiségének
valtozasa az id6 figgvényében (b) a nitratéhezés soran (Vasas et al., 2013).

A nitrogénéhezés sordn tehat a vegetativ sejtek toxintartalma csokken, majd a
megfeleld nitrogénellatas kialakuldsa utdn a kontroll sejtekre jellemzd értékre all vissza. A
heterocisztdk cilindrospermopszint nem tartalmaznak, igy a stabil, miikodd heterocisztakat
tartalmazo nitratéheztetett tenyészetben az 0sszes toxintartalom a kontrollban mérhetd érték
alatt marad (17. abra; Vasas et al., 2013).
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17. abra. (a) A cilindrospermopszin-tartalom valtozasa szaraz tomegre és sejtszamra vonatkoztatva az
Aphanizomenon ovalisporum tenyészetekben a nitratéhezés soran. Beoltaskor (nulla idépontban) a
cilindrospermopszin mennyisége 4,84 ug mg' sziraz tomeg (a), illetve 1,89 pg per sejt (b). Ezeket a
mennyiségeket 100%-nak tekintettiik, a tovabbiakban ez alapjan szdmitottuk a cilindrospermopszin tartalmat. A
nyil a nitrat visszaadasanak, illetve az addig teljes médiumban nevelt tenyészet 2% oldott nitrogént tartalmazé
médiumba vald atoltasanak id6pontjat jeldli.

5.4.2.4. A toxintartalom valtozasanak dsszehasonlitisa a kiilonb6z6 éhezési koriilmények kozott

Az eldbbiek alapjan lathatd, a szulfat, a foszfit és a nitrdt 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 kiindulési érték 64-65%-kal csokkent 2
nap alatt; 18. a abra, fehér korok). A foszfat hianyaban mérsékeltebb csokkenést
tapasztalhattunk (a kiindulasi érték 47-48%-kal csokkent 2 nap alatt; 18. a abra, fekete korok),
mig nitrdt hianyaban volt a legkisebb mértékii a toxintartalom csékkenése (a kiindulési érték
39-40%-kal csokkent 2 nap alatt, 18. a abra, sziirke korok). Nitrogénéhezés soran a 6. naptdl a
cilindrospermopszin mennyisége Gjra megndvekedett, ami a torzs nitrogénkotd képességével
magyarazhat6 (Bacsi et al., 2006; 2007).

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 beliill (18. b abra, fehér, illetve
fekete korok). A nitratmentes taptalajban nevelt tenyészet esetében itt is specialis dinamikaval
talalkozunk (18. b 4bra, sziirke korok), a fentebb emlitett nitrogénkotd képességnek
koszonhetden.

A cianobakterialis toxintermelés vizsgalata soran kevés kornyezeti faktorrol sikeriilt
bizonyitani, hogy a toxintermelést jelentésen befolyasolja, kiilondsen igaz ez a
cilindrospermopszint termeld cianobaktériumokra. Az esetek nagy tobbségében a
toxintartalom szoros Osszefiiggést mutatott a ndvekedési rataval. Eredményeink alapjan
elmondhatjuk, hogy az A. ovalisporum fonalas cianobaktérium cilindrospermopszin tartalma
szulfat, foszfat és nitrat hianyaban is lecsokken. Ez a csokkenés nem csupdn a novekedési
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rataban bedllt valtozasok eredménye, hanem az egyes sejtek cilindrospermopszin tartalmaban
bekovetkezd konkrét csokkenés. A szaraz tomeg, illetve a sejtszdm alapjan mutatkozo
kiilonbség a toxintartalom csokkenésében a kénéhezés esetén az ¢€hezd sejtek
metabolizmusdnak atalakulasa adhat magyardzatot. Azt mondhatjuk tehat, hogy az A.
ovalisporum fonalas cianobaktérium esetén a szulfat, foszfat, illetve nitrat (nitrogén)
metabolizmus a ndvekedési rata és az elsddleges anyagcserefolyamatok szabalyozasan tul
szoros Osszefiiggésben van a torzs cilindrospermopszin termelésével is (Vasas et al., 2013).
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18. abra. (a) A cilindrospermopszin-tartalom valtozasa szaraz tomegre és (b) sejtszamra vonatkoztatva az
Aphanizomenon ovalisporum tenyészetekben a kiilonbz6 éhezések soran. Beoltaskor (nulla idépontban) a
cilindrospermopszin mennyisége a szulfatéhezés soran 5,21 pug mg™ széraz tomeg (a, -o-), illetve 2,17 pg per sejt
(b, -0-); a foszfatéhezés soran 5,12 pg mg™ szaraz tomeg (a, --), illetve 2,12 pg per sejt (b, -e-); a nitratéhezés
soran 4,84 ug mg™ szaraz tomeg (a, -o-), illetve 1,89 pg per sejt (b, -e-). Ezeket a mennyiségeket 100%-nak
tekintettiik, a tovabbiakban ez alapjan szamitottuk a cilindrospermopszin tartalmat. A szulfat- és foszfatéhezéses
kisérleteinket a nitratéhezéses kisérletektdl eltérd idoben végeztiik, ezért kiilonbozo a kisérletek kontrollja. Ezért
jeloltik a nitratéhezéshez tartozd kontroll tenyészet adatait sziirke rombuszokkal — a szulfat- illetve
foszfatéhezéshez tartozod kontroll adatoktol eltéréen. Az dsszehasonlitd abran a nitratéhezéshez tartozd kontroll
tenyészet adatai Kontroll 2 néven szerepelnek (Vasas et al., 2013).

Az eutrofizacid és kovetkezményei a 20. szdzad kozepe oOta széles korben elterjedt,
jelentds karokat okozott a vizi kornyezetben, komoly nehézségeket wvaltott ki a
vizhasznalatban. Az eutrofizaci6 alkalmaval sok esetben megfigyelhetd ,kisérd” jelenség a
vizvirdgzas, a planktonszervezetek (eukariota algdk ¢és cianobaktériumok) tomeges
elszaporoddsa. A vizviragzasok kialakuldsaban a felvehetd foszfor mennyisége az egyik
legfontosabb tényezd, emellett a kotott — a fitoplankton szempontjabdl elsésorban a szervetlen
kotésben 1évo — nitrogén mennyisége mutatkozik meghatarozonak. A koézelmultban széles
korben elfogadotta valt, hogy az eutrofizacid6 kovetkezményeként a vizekben megjelend
cianobakterialis toxinok humén-egészségiigyi problémat okozhatnak. Mind kdrnyezetvédelmi,
mind Okofizioldgiai szempontbdl fontos és érdekes kérdés a kiilonb6zd tapelemekkel vald
ellatottsdg és a cianobakteridlis toxintermelés kozotti 0sszefliggések vizsgalata, kiilondsen
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annak figyelembe vételével, hogy a cilindrospermopszint termeld szervezetekkel kapcsolatban
kevés ilyen iranyu ismeret és adat talalhato az irodalomban (Vasas et al., 2013).

Munkank soran a kén-, a foszfor-, illetve a nitrogénéhezés toxintermelésre gyakorolt
hatasat vizsgaltuk az ILC-164 Aphanizomenon ovalisporum toxikus cianobaktérium torzs
esetében. A kénéhezés vizsgalatat indokolja, hogy az ILC-164 Aphanizomenon ovalisporum
torzs altal termelt cilindrospermopszin kéntartalmu cianotoxin. A foszforlimitalt koriilmények
hatdsanak megfigyelése értékes informaciokkal szolgdl, mert mint azt mar emlitettiik is, a
foszfor kozponti szerepet jatszik a vizvirdgzasok kialakulédsaban, igy mindenképpen
tanulsagos lehet a cianobakteridlis foszforforgalom és a toxintermelés kapcsolatanak
vizsgalata. A nitrogén-, pontosabban a nitratéhezés specialis esetet képvisel, hiszen az
altalunk vizsgalt torzs a légkdri nitrogén megkdtésére képes. Ebben az esetben arra kerestiik a
valaszt, hogy a heterocisztak kialakulasaig fellépd nitrogénéhezés hogyan befolyasolja a
vegetativ sejtek cilindrospermopszin termelését, illetve, a specializalt morfologiai és
fiziologiai sajatsagokkal jellemezhetd heterocisztak részt vesznek-e a toxintermelésben
(Vasas et al., 2013).

Eredményeink alapjan a kovetkezOket mondhatjuk el: A kontroll, azaz szulfatot,
foszfatot illetve nitrdtot optimalis mennyiségben tartalmazo tenyészethez képest mind a
kénéheztetett, mind a foszforéheztetett, mind pedig a nitrogénéheztetett tenyészetben a
novekedés gatlast szenvedett. Azonban mindharom ndvekedési paraméter esetén kiillonb6zo
mértékill a gatlas a kiilonbozd €hezési koriilmények kozott. Legnagyobb mértékii a novekedés
gatlasa a kénéheztetett tenyészetben. A foszforéheztetett tenyészet ndvekedése ennél joval
jelentésebb, nem sokkal marad el a nitrogénéheztetett tenyészet novekedésétol. Az
Aphanizomenon ovalisporum sejtek — a cianobaktériumokra altalanosan jellemzé modon —
képesek nagy mennyiségli foszfor felhalmozéasira (foként polifoszfat formdjaban). Ilyen
raktarozasi formdk sem a kén, sem a nitrogén esetében nem figyelhetdk meg. A nitratéhezés
soran, a heterocisztak kialakuldsa utan a tenyészet teljesen nitratmentes tapoldatban
fenntarthato, névekedése a kontrollnal alacsonyabb rataval stabilizaldédik (Béacsi et al., 2006;
2007; Vasas et al., 2013).

A toxintartalomra vonatkoz6 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 kiindulasi érték 64-65%-
kal csokkent 2 nap alatt. A foszfat hianyaban mérsékeltebb csokkenést tapasztalhattunk (a
kiindulasi érték 47-48%-kal csokkent 2 nap alatt), mig nitrat hianyaban volt a legkisebb
mértékll a toxintartalom csokkenése (a kiindulasi érték 39-40%-kal csokkent 2 nap alatt).
Nitrogénéhezés soran a 6. naptol a cilindrospermopszin mennyisége ujra megnovekedett, ami
a torzs nitrogénkotd képességével magyarazhatdo. Amennyiben a toxintartalmat sejtszamra
vonatkoztatva szamitjuk, nincs szamottevo kiilonbség a kénéhezés és a foszforéhezés kozott;
a cilindrospermopszin mennyisége mindkét esetben a kiindulési érték 42-44%-ara csokken két
napon beliil. A nitratmentes taptalajban nevelt tenyészet esetében itt is specialis dinamikaval
talalkozunk, a fentebb emlitett nitrogénkotd képességnek kdszonhetden. Vizsgalataink azt is
bizonyitjdk, hogy a nitrat hianyaban differencialédd heterocisztdk nem tartalmaznak
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cilindrospermopszint, azaz anyagcseréjikk a masodlagos anyagcseretermékek termelése
tekintetében is atalakul (Vasas et al., 2013).

A cianobakterialis toxintermelés vizsgalata soran kevés kornyezeti faktorrol sikertilt
bizonyitani, hogy a toxintermelést jelentdsen befolyasolja, kiilondsen igaz ez a
cilindrospermopszint termeld cianobaktériumokra. Az esetek nagy tobbségében a
toxintartalom szoros Osszefliggést mutatott a novekedési ratdval. Eredményeink alapjan
elmondhatjuk, hogy az A. ovalisporum fonalas cianobaktérium cilindrospermopszin tartalma
szulfat, foszfat és nitrat hidnyaban is lecsokken. Ez a csokkenés nem csupan a novekedési
rataban  bedllt valtozdsok eredménye, hanem az egyes sejtekben csokken a
cilindrospermopszin mennyisége. A szaraz tomeg, illetve a sejtszam alapjan mutatkozo
kiilonbség a toxintartalom csokkenésében a kénéhezés esetén az ¢€hezd sejtek
metabolizmusanak 4talakuldsa adhat magyarazatot. Azt mondhatjuk tehat, hogy az A.
ovalisporum fonalas cianobaktérium esetén a szulfat, foszfat, illetve nitrat (nitrogén)
metabolizmus a novekedési rata és az elsddleges anyagcserefolyamatok, valamint a
sejtosztodds szabalyozdsdn tal mélyebb Osszefliggésben van a tdrzs cilindrospermopszin
termelésével is (Bacsi et al., 2006; 2007; Vasas et al., 2013).
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6. Mérgezo cianobakterialis vizviragzasok-esettanulmanyok
6.1. Mikrocisztinek, mikrocisztin-termelék el6fordulasai

A M. aeruginosa koloniakat alkotd cianobaktérium faj. A Gram-negativ sejtfal kiilsé
rétege elnyalkasodva egy kozds kocsonyaburokban tartja 6ssze a sejteket. A kolonia mérete
sz€lsdségesen valtozo lehet a kiilsé koriilményeknek koszonhetéen (Chorus és Bartram,
1999). A kozel méteres nagysagi koloniaktol kezdve egészen aprd megjelenésti, néhany
sejtbdl allo kolonia is jellemzd lehet a fajra, de maganyos sejteket is megfigyeltek mind
terepi, mind laboratoriumi koriilmények kozott. Szamos olyan tulajdonsaggal rendelkezik,
amely kompeticiés eldnyt biztosit szaméra, mint példdul a sejtekben felhalmozott
tartaléktapanyag granulumok, a lebegést eldsegitd gazvakudlumok, a kromatikus adaptacios
képesség és a sejtmembranban levé Na’/H" antiporter miikodésének koszonhetd pH pufferold
képesség (Dwiveldi et al. 1994; Kiss, 1998). A M. aeruginosa altal okozott vizviragzasok a
fiiggnek 6ssze (Branco és Sienna, 1994). Szomoru adat, hogy példaul az USA-ban, Wisconsin
allamban a nyari cianobakterialis vizvirdgzasok tobb, mint 40%-a toxikusnak bizonyult
(Repavich et al., 1990) és a skandinaviai (Sivonen et al., 1990), eurdpai adatok (Skulberg et
al., 1984; Pearson, 1990) is hasonldé aranyokat mutatnak. A cianobaktériumok tomeges
elszaporodasa és MC termelése a vildg szdmos pontjan okozta az emberek megbetegedését,
halalat, valamint a sziiletési rendellenességek gyakorisaganak novekedését (Collins et al.,
1981, Carmichael et al., 1985).

Tobb cianobaktérium fajnal szdmolhatunk be a toxintermelés jellemzd variabilitasarol,
azaz egy egy genusz képviseldje tobb toxint is termelhet. A Microcystis-ek esetében a
toxintermelés viszonylag stabilnak mondhat6, hiszen a leggyakoribb, legjellemzébb
toxincsalad a peptid tipusu mikrocisztinek. Raadasul a Microcystis-ek esetében beszélhetiink a
leggyakoribb toxintermelésrél is. Ahogyan mar emlitettiik, a mult szazad kezdetén hazankban
is az elsé vizvirdgzassal kapcsolatos jelentések ehhez a genuszhoz kothetoek és e faj
toxintermelése kapcsan rendelkeziink a legtobb hazai ismerettel.

Torokné és Mayer (1988) 1983 ¢és 1985 kozott hazank kiilonbozd felszini vizeibdl
gyljtott 35 "liofilizalt cianobaktérium biomasszabol" egér-teszttel 29 mintat talaltak tobbé-
kevésbé toxikusnak. A leggyakoribb domindns cianobaktérium fajnak a M. aeruginosa
bizonyult. Erdsen toxikus M. aeruginosa torzset izolaltak a Balatonbdl, a Komravolgyi
tarozobol, és a két legtoxikusabbat a Banki-tobol és a Didsjendi-tobol. Ezeknél az ALD érték
80-100 mg/kg egér testtomeg volt. 1988-ban a Kis-Balatonon tortént tomeges vizimadar
elhullas kapcsan, a vizb6l izolalt Microcystis, Aphanizomenon, Anabaenopsis-fajok
toxintermel6k voltak (Pomogyi, 1991).

A legnagyobb vihart kavart eset 1991-ben a velencei-tavi toxikus vizviragzas volt. Az
okok koziil az 1989-t6l jelentkezd csapadékhianyt lehet kiemelni, ami oda vezetett, hogy a
planktonikusan oligotr6f viz eutrofizalodni kezdett, a Cladophora sp. zoldalgak mellett egy
mikrocisztin termelé M. aeruginosa torzs szaporodott el (Kos et al. 1995; Reskoné et al.
2001). A fiird6zok borkititésekkel, valamint szédiiléssel, fejfajassal, lazzal kertiltek orvoshoz.
Napjainkban a t6 javuld vizminésége ellenére a M. aeruginosa nem tint el, a planktonbodl és

103



dc_819 13

az lledékbdl is kimutathaté (Reskoné, 1998). Torokné és munkatarsai (2000, 2001) adatai
szerint a Velencei-tavon 1997-2000 kozott is toxikus M. aeruginosa torzs(ek)
tomegprodukcidja jellemzé. Az izolatumokban a MC-RR ¢és MC-YR is elofordul, de a
legtoxikusabb izomer, a MC-LR a dominans.

A legmagasabb lokalis mikrocisztin koncentraciok is ehhez a genuszhoz kothetdek.
Szarazanyagra vonatkoztatva 15-20 mg/g koncentracié és a térfogatra vonatkoztatva 25-30
mg/l-es koncentraciot is mértek. Ezek a magasnak mondhaté adatok a Microcystis fajok altal
nagyon gyakran Uszik a viz felszinére és ott 0sszefiiggd réteget alkothat. Ez néhany esetben
olyan mértékiivé is valhat, hogy a partmenti teriileteken, részben az uralkod6 légaramlatoknak
is koszonhet6en, akar méteres vastagsagot is elérhet (Chorus és Bartram, 1999).

A magyarorszagi vizterekben el6forduld tomegprodukciok toxicitdsanak kapcsan
elmondhatod, hogy a toxikus vizviragzasok megjelenése elsdsorban mikrocisztintermeld
szervezeteknek koszonheté. Felting a Microcystis fajok dominancigja, azok koziil is a
Microcystis aeruginosa nagyszamu megjelenése. A Microcystis fajok eléfordulasa
vizviragzasokban, néhany kivételtdl eltekintve mikrocisztinek megjelenését is indikalta.

Tobb magyarorszagi viztér Microcystis fajai altal okozott algaviragzasat vizsgaltuk
meg. Legfobb kérdés az volt, mennyire jellemzd €s milyen mértékli a toxintermelésiik. Az 5.
tablazat foglalja 0ssze eredményeinket, ahol a viragzas lokalizacigjat, toxicitasat, a megjelend
toxinok variansait €s mennyiségeit tiintettiik fol (Farkas et al., 2014).

5. tablazat. Mikrocisztinek eldfordulasa hazai vizterekben (Farkas et al., 2014).

Mintak MC

szarmazasi cone. IC30

helyei Faj (mg/g) pg MC formak
Velencei-té Microcystis aeruginosa 3,342 1134 LE.YR.WR

Bérdos Microcystis aeruginosa 15,701 245 Dha7-RR.ER.WR
Nagyesées  Microcystis aeruginosa 0,801 1522 LL.LR.RR

Kis- [Asp3]Meyst-LR, LR,
Balaton(3T), Microecystis aeruginosa 3,911 1044 Dha7-RR.RR.YR
Onod Microcystis aeruginosa 0,050 >3000 Dha7-FR

Békés Microcystis aeruginosa 3,724 654 WR

Balaton Microcystis aeruginosa 2,843 034 LR.RR

Gyula Microcystis aeruginosa 2,111 1100 LR,Dha7-RR.RR. YR, WR
Doboz Microcystis aeruginosa 0,902 1454 LF.LR

Kis-

Balaton(2T). Microcystis aeruginosa 4,238 839 LR,Dha7-RE.RR. YR
[Asp3]Meyst-LR,

Viarpalota  Planktothrix agardhii 3,227 016 Asp3.Dha7-RR, Dha7-RR
Gyula Planktothrix agardhii 0,020 =3000 [Asp3]Mcyst-LR
Hajdthadhiz Planktothrix agardhii 0,012 =3000 [Asp3]Mcyst-LR
Kis-Balaton,

(4T) Planktothrix agardhii 0.010 =3000 -

Vizsgalataink alapjan a Microcystis fajok altal okozott viragzasok toxikusabbnak
bizonyultak, 6sszevetve mas cianobaktérium nemzetségekével. Az ICsg érték 245 pg/ml volt a
legtoxikusabb minta esetében, amit a Bardos-tobol gyijtottiink. Egyetlen M. aeruginosa
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esetében nem mértiink toxintartalmat, amely az Onod-tobol szarmazott. A kalkulalt ICsg
értékek jol korrelalnak a mért MC tartalommal. A legmagasabb értéket a Bardos-tobol
mértiink.12 kiilonb6z6 MC varianst azonositottunk a 14 minta esetében. A leggyakoribb
varidns a MC-LR volt, a mintdk 70%-ban azonositottuk. MC-LR 7, MC-RR 6, MC-YR 4,
MC-WR 4, Dha7-RR 4, and Asp3MC-LR 3 esetben keriilt azonositasra. A toxinvariansok
mellett, a kornyezeti mintdkban megvizsgaltuk a mcy génklaszter egyes elemeinek jelenlétét
is, az eredmények a toxintartalommal, toxicitassal is jol osszevethet6ek (Farkas et al., 2014).

A mikrocisztinek termelését, megjelenését intenziven tanulmanyoztdk az elmult
¢vekben, hiszen az egyik legerdsebb ¢s leggyakrabban eléforduld cianobakteridlis toxin az
édesvizekben. Szamos régioban folyamatosan megfigyelik a toxin megjelenését és hatdsait és
probaljak felmérni a valds veszélyeit. Vizsgalataink sordn a megvizsgalt 10 algaviragzas,
melyet az emlitett faj okozott, kiilonbozo vizterekbdl keriilt ki. A tablazatban lathato vizterek
egy részében szabad strandként lizemeld szakaszok vannak, jonéhany intenziven halasitott viz
¢s tobb kozottik mesterséges kavicsbanya té6 vagy kubik-godor. A kiilonb6zd vizi
¢élélénycsoportokon kiviil szamos esetben az emberre valo kozvetlen vagy kozvetett hatés is
felmertilhet. Turisztikai értelemben két kifejezetten fontos viztérben is megfigyeltiink M.
aeruginosa viragzast. A Velencei-td esetében tulajdonképpen szokvanyos jelenségrol
beszélhetiink, hiszen évrdl évre a to egyes teriiletein elszaporodik a faj, és ahogyan emlitettiik,
az 1990-es évek elején komoly problémat is okozott. A Balaton esetében viszonylag ritka, de
nem példanélkiili a jelenség, amelyet a tihanyi kis 6bolben figyeltiink és mintaztunk meg
2010-ben. A Balatonon elsdsorban a nitrogénkotd fonalas fajok jelenléte és manapsag egyre
ritkabban elforduld tomeges -elszaporodasa jellemz6, de a M. aeruginosa tomeges
megjelenéseit Entz, Sebestyén is leirta a huszadik szazad kozepén (Farkas et al., 2014).

A MC tartalom 0,010 és 15,701 mg/szdrazanyag MC-LR equivalens értékek kozott
mozgott. A mért legmagasabb hazai érték dsszhangban van egyes nemzetkézi tanulmanyok
értékeivel: 10 mg/g Bautzen Reservoir (Németorszag) 14.7 mg/g (Wisconsin) és 12.8 mg/g
Lake Baringo, Kenya (Ballot et al., 2003).

A MALDI-TOF analizis segitségével azonositott variansok nagy szdma sem szokatlan,
hiszen a jelenleg az ismert MC formak szama meghaladja a szazat és tobb olyan
algaviragzasrol is beszamoltak, amelyben egy adott pillanatban 50 feletti volt a MC variansok
szama (Fastner et al., 2001). Néhany alpesi orszagban (Ausztria, Németorszdg, Svijc)
elsésorban a Planktothrix fajok a legjellemzobb MC termeldk (Kosol et al., 2009), de szamos
eurdépai orszagban a hazai eredményeknek megfeleléen a M. aeruginosa a legfébb
toxintermeld (Chorus és Bartram, 1999; Belykh et al. 2011) .

6.2. Toxintermelé Microcystis koloniak azonositasa jégbdl, egy alternativ attelelési
stratégia.

A Microcystis fajok, mint mar részleteztiik, az egyik leggyakoribb algaviragzast okozo
fajok egyike. Az eutrof és hipertrof vizterekben e genusz képvisel6i gyakran uraljak a nyari
fitoplanktont. A Microcystis sejtek gomb alaktiak és a legtobb esetben nyalkaréteggel

cr ey

nagyban segitik (Walsby, 1994). A tényleges felhajtoeré a Microcystis kolonia esetében
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nagymértékben fligg az aktualis fény mennyiségétdl is. A fotoszintetikus energia glikogénben
tarolodik, ami noveli a sejtek stirliségét és a kolonia siillyedését segiti el6. Amikor a bioldgiai
oxidacié révén kelloképpen lecsokken a glikogén mennyisége, a kolonia stirlisége révén
konnyebben képes a felfelé iranyulé mozgasra (Kromkamp és Mur, 1984; Thomas és Walsby,
1985). Amikor a viztomeget erds aramlasok, hullimzasok nem zavarjak, a sejtek, koloniadk a
vizfelszinén tomegesen fordulhatnak elé. Microcystis fajok toxintermelése sokkal stabilabb és
sokkal jellemzObbnek irhaté le mas cianobaktérium genuszokkal szemben. A toxinok
veszélyesek mas prokariotakra vagy eukariota algakra, hajtasos novényekre, zooplankton
fajokra valamint vadon ¢él6 és haziasitott allatokra és az emberre is (Falconer 1999;
Carmichael et al., 2001; Huisman et al., 2005).

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

A mérsékelt régiokban a Microcystis fajok erdteljes szaporodasa tavasszal kezdédik,
amikor a felszini viz hémérséklete eléri a 15 °C-t (Reynolds et al., 1981; C'aceres és
Reynolds, 1984; Trimbee ¢s Prepas, 1987). A Microcystis tomege exponencialisan novekszik
a nyar elejétdl kezdve, és eléri a stacioner fazist a nyar végén. Nyar végén a Microcystis fajok
gyakran teljesen uraljak a fitoplanktont és felszini koloniai gyakran megjelennek, kiilonosen a
szélcsendes 1ddszakokban.

A Microcystis koloniak kitilepedése altalaban jalius kézepétél kezdédik (Fallon és
Brock, 1980; Reynolds és Wiseman, 1982; Trimbee és Harris, 1984). A kiilonb6zo
tanulmanyok azt mutatjdk, hogy a nettd siillyedés nyari iddszakban 4&ltalaban alacsony
(Reynolds et al., 1981). A szedimentaci6 gyakran az 6szi idészakban novekszik, ett6l kezdve
az aljzaton megfigyelhet6 kolonidk szama egyre nagyobb, mig a vizoszlopban szamuk
csokken (Reynolds et al., 1981; 1982; Oliver et al., 1985; Visser et al., 1995). A legtobb
Microcystis kolonia 6sszel lesiillyed az iiledékbe és a to aljan telel (Reynolds et al., 1981,
Bostrom et al., 1989; Tsujimura et al., 2000). Az életképesség vizsgalatok azt mutatjak, 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 koldniaszam lesz az oltbanyaga a
kovetkez6 év tavaszatol meginduld algaviragzasoknak (Preston et al., 1980). A sejtek
lecsokkend stirlisége, a turbulencia, a megvaltozott kornyezeti viszonyok mind eldsegitik a

2005 telén, egy Debrecen melletti sekély toban taldltunk nagy tomegben a jégbe
fagyva Microcystis telepeket, melyek jelenléte szokatlan volt. Ahogyan a leirasokbol is
kideriil amennyiben ezek a sejtek életképesek, ugy azok egy alternativ oltdanyagot
jelenthetnek a kovetkezo évi algaviragzasok szamara. Raadasul, amennyiben ezek a kolénidk
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 életképességiiket és toxintermelésiiket (Vasas et al., 2010).
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19. abra. A Harmashegyi toban (47°33'N, 21°50°E) 2005 telén megjelend Microcystis viridis algaviragzas (A).
A jégbobl izolalt M. viridis koloniai (B) és a jégbe fagyott toxintermeld sejtek életképes tomegei (C-D; Vasas et
al., 2010).

A 2005 decemberében késziilt felvételen jol lathatdak a jégbe fagyott Microcystis
koloniak (19. abra). A fénymikroszkoppal torténé azonositas soran a fajt Microcystis viridis-
nek hataroztuk. A feltort jégbdl és a jég alol mintat vettiink. Az életképesség vizsgalatok
soran a 7 napos inkubalas utan a legtobb €16 telepet a jégbol azonositottuk. Az €16 koloniak
40%-a az lledékbdl szarmazott, és csak 2 %-a szarmazott a vizoszlopbol (20. abra; 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 formakrdl ezidaig nem
volt informacionk. Ahogy az eredmények azt mutatjak, kozel 60%-a az ¢életképes kolonidknak
a to jégtakar6jabol volt izolalhat6 (Vasas et al., 2010).

A toxikologiai vizsgalatok eredményei szerint a jégbdl gylijtott sejttdmeg mérgezdnek
bizonyult. Az altalunk kidolgozott eljards szerint a mérgezd frakciot megtisztitottuk és
MALDI - TOF analizis segitségével azonositottuk a toxint. Az eredmények szerint a faj egy
viszonylag gyakori varianst tartalmazott, amit MC- RR (M + H = 1039,2)-ként azonositottunk
(Vasas et al., 2010).

A legtobb tanulmany szamol azzal a lehet6séggel, hogy Microcystis viragzasok még
¢lo sejtjel az Oszi idészakban nem pusztulnak el, hanem jelentdés szdmban a szamukra
kedvezobb feltételeket nyujto iiledékben attelelnek. A stratégia igen fontos lehet a szervezet

szamara, hiszen mig mas, fonalas cianobaktérium fajok tulélé képlettel rendelkeznek (akinéta,
107



dc_819 13

hormogénium), amelyek segitségével a kedvezdtlenebb koriilményeket atvészelik, addig a
Microcystis fajok esetében ilyenrél nem beszélhetiink. Eppen ezért a talélé egyedek, koloniak
esetlegesen azok tomege fontos szerepet jatszik a populacié tulélésében, valamint abban, hogy
a kovetkez6é év korai id6szakaban algaviragzast legyen képes eldidézni. A jelenség sokdig
megtévesztd volt, hiszen a tavaszi felmelegedés kezdetekor is gyakran figyeltek meg tomeges
Microcystis  viragzasokat, melyek esetében értelmezhetetleniil gyorsan szaporodd
populaciokat kellett feltételezni. Ertelemszeriien ezek az esetek az iiledékben attelelt sejtek
feliszo6 tomegei voltak, melyek napok esetleg néhany oran beliil idéztek eld a felszinen
jelentds biomasszat (Vasas et al., 2010).

Tanulmanyunkban jégbe fagyott ¢letképes toxintermeld Microcystis viridis sejtek
tomegeit azonositottunk. Kdztudott, hogy sok szervezet fejleszt egyedi mechanizmusokat,
amelyek minimalizaljak a fagyas okozta sériiléseket a fagypont alatti koriilmények kozott
(Kawahara, 2002). Heterotrof baktériumokban vizsgaltak olyan ozmotikusan aktiv anyagokat
valamint egyes fehérjéket, melyek megakadalyoztdk az intracelluléris jégkristaly kialakulasat
¢s annak roncsolo hatasat (Kawahara, 2002). A Microcystis telepeket mindig nyalkaréteg
veédi. Ez a nyalka fdleg poliszacharidokbdl 4ll (Martin et al., 1989), amely szintén nyujthat
fagyas elleni védelmet. Kifejezetten feltiind ezen nyalkaréteg markans megjelenése a M.
viridis fajok esetében (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 populacié kemotipusainak ardnya hatdrozza meg. Tehat az attelelt koloniak
toxintermeld-képessége, mennyiségi és mindségi viszonyai a kovetkezd évi vizviragzas
toxicitasat erdteljesen befolyasolhatjak (Vasas et al., 2010).
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20. abra. Az életképes koloniaszamok megoszlasa a téli vizviragzas mintaibol. (az életképes kolonidkat 7
inkubécié utan hataroztuk meg Allen tapoldatot tartalmazé 1,5% agaron, 28 °C-os hémérsékleten 45 pmol m? *
sec™ fényintenzitason. A legtobb életképes kolonia (58%) a jégbdl, 40% az iiledékbdl, és 2% a vizoszlopbdl
szarmaz6 mintabol nétt ki (Vasas et al., 2010).
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6.3. M. aeruginosa tomeges megjelenése egy kerti téban

Ahogyan az el6z6ekben arr6l mar volt sz6, a mikrocisztinek messze a legismertebbek
a felszini vizekbdl kimutathatd cianotoxinok kozott. A mikrocisztinek vizoldhato ciklikus
heptapeptidek, melyek allatok esetében kiillonb6zé megbetegedéseket, illetve az allatok
pusztulasat okozhatjak elsésorban a maj karositasaval (hepatotoxinok; Carmichael, 1992;
Codd és Beattie, 1991; Keevil, 1991; Sivonen et al., 1990). A toxincsaladot a Microcystis
aeruginosa cianobaktériumrol nevezték el, melyrdl elséként bizonyosodott be, hogy termeli a
toxint (Eriksson et al., 1988; Sivonen et al., 1992; Carmichael, 1989).

A mikrocisztinek mind allati, mind ndvényi sejtekben gatoljak a protein foszfatdzokat
(PP1 és PP2A - MacKintosh et al., 1990; Yoshizawa et al., 1990; Kurki-Helasmo és
Meriluoto, 1998). Rao és munkatarsai leirtak, hogy mind a Microcystis aeruginosa sejtmentes
kivonata, mind a tiszta mikrocisztin-LR jelentés DNS fragmentaciot okozott egér sejtekben,
valamint a protein foszfatdzokon kiviil mas enzimek (mint pl. LDH vagy ALP) aktivitasa is
szignifikansan valtozott a kezelést kdvetdéen (Rao és Bhattacharaya, 1996). A legfrissebb
kutatadsi eredmények azt sugalljak, hogy az oxidativ stressz jelentds szerepet jatszhat a
mikrocisztin mérgezés patogenezisében az allatokban és az emberben (Guzman és Solter,
1999; Ding et al., 2000; 2001; Zegura et al., 2003).

A cianotoxinok novényekre gyakorolt hatdsanak vizsgalati eredményei azt mutatjak,
hogy a legtobb novényfaj - mind kétszikii, mind egyszikli - érzékeny a mikrocisztinekre. A
tesztnovényként mustart alkalmazo vizsgalatok kimutattdk, hogy a toxikus cianobakterilis
anyagcseretermékek hatast gyakorolnak a magasabb rendli ndvények nukleaz aktivitasara,
tenyészetekben és szovettenyészetekben végzett vizsgalatok ugyancsak a cianotoxinok
novényekre gyakorolt gatlo hatasara vilagitanak ra (Borbély et al., 1997; Mathé et al., 2001;
2007). Weiss és munkatarsai (2000) a mikrocisztin-RR kiilonb6z6 koncentracioinak (3 és 5
mg/ 1) hatasat vizsgaltak a békalencse (Lemna minor) novekedésére. A kezelést kovetden 3
nappal csokkent levélképzodést figyeltek meg. 5 mg/l koncentracional torpe termetd,
deformalt levelek jelentek meg, melyek koziil néhdny hamarosan elsargult. A mikrocisztinnel
kezelt novényekben a klorofill-a, -b és a karotinoidok teljes mennyisége tobb mint 50 %-kal
csokkent (Cronberg és Annadotter, 2006).

Bebizonyosodott, hogy a mikrocisztinek a haszonnovények szdveteiben is
felhalmozddhatnak, amennyiben az ontdzévizben mikrocisztineket termeld cianobaktériumok
szaporodnak el. A cianotoxinok novekedésgatlo hatdsat, illetve jelenlétét a ndvényi
szovetekben mikrocisztineket tartalmazo vizzel vald 0Ontozést kdvetden igazoltdk salata
(Lactuca sativa, Codd et al., 1999), bab (Phaseolus vulgaris, McElhiney et al., 2001) repce
(Brassica napus) és rizs (Oryza sativa) (Chen et al., 2004), valamint brokkoli (Brassica
oleracea var. italica) és mustar (Sinapis alba) esetében (Jarvenpéa et al., 2007). A toxinnak
kitett novények szoveteiben felhalmozodott mikrocisztinek jelenléte ramutat az ehetd
novények szamara is felvehetd toxinok kiemelkedd jelentoségére az emberi egészség
megorzése szempontjabol.

Kisebb mesterséges tavak esetében a planktonikus, fotoszintetizald szervezetek
gyakran tomegesen elszaporodhatnak, amit a beiiltetett novények f6ldjébol kiszivargd nagy
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mennyiségll tdpanyag, a kdzvetlen napfény és a gyors felmelegedés eldsegithet (Bacsi et al.,
2013). A jelenség a tavak jO részénél minden tavasszal bekovetkezhet, hiszen a viz
felmelegedésével felgyorsul a vizben 1€vé anyagok bomlasa, ami kedvez a cianobaktériumok
tomeges elszaporodasanak (Chorus és Bartram, 1999; Bécsi et al., 2013).

2006 nyaran egy szegedi kerti t6 tulajdonosa zo6ld elszinezddést, a viz felszinén
Osszefiiggd zold tomeg megjelenését tapasztalta. Az algdktol ugy akart megszabadulni, hogy a
viz felszinén felgyililemlett masszat a kertben 1€évo flre locsolta. A t6 vizével rendszeresen
ontozve, korilbeliil két-harom hét eltelte utan a fi sarguldsa illetve pusztulasa volt
megfigyelheté. A kert flivesitett teriiletének masik részét csapvizzel locsoltak hasonlo
intenzitassal, ezen a teriileten a fii pusztulasat nem tapasztaltdk. Munkank célja a vizviragzast
okozd cianobaktérium faj(ok) toxicitdsdnak tanulményozasa, a szervezetek laboratdriumi
koriilmények kozott torténd tenyésztése, a toxin(ok) ndvényi ndvekedésre gyakorolt
hatasanak tanulmanyozasa, valamint a termelt toxinok pontos azonositasa volt (Bacsi et al.,
2011).

A fénymikroszkoppal torténd hatarozas utdn megallapitottuk, hogy a kerti toban
tortént vizviragzast Microcystis fajok tomeges elszaporodasa okozta. A vizmintdban a
Microcystis aeruginosa, Microcystis viridis, Microcystis ichthyoblabe, Microcystis
wesenbergii fajokat azonositottuk. A tomegprodukciot olyan szervezetek idézték eld, amelyek
potencialis toxicitasa indokolta a sejttdmeg toxicitdsanak vizsgalatat, részletes toxinanalizisét.
A fajok koziil a Microcystis aeruginosa-t tudtuk izolalni, nevelésbe vonni, a torzs fenntartasat
a Debreceni Egyetem Novénytani Tanszék algaszobdjaban végeztiik (Bécsi et al., 2011).

A kapillaris elektroforetikus mérések sordn 6t mikrocisztint azonositottunk a
mintaban. A vizviragzasbol szarmazo sejttomeg feldolgozasa soran HPLC segitségével 9
kiilonb6z6é mikrocisztint sikeriilt elkiilonitenlink (21. abra). A szerkezetanalizishez elegendd
mennyiségben nem tudtuk az 6sszes kimutatott varidnst izolalni. A 6. tdblazatban lathatok a
MALDI-TOF mérések sordn azonositott szerkezetli mikrocisztin varidnsok. A mért
molekulatomegek megegyeznek az irodalmi adatokkal (Bacsi et al., 2009; 2011).

MCY

mAu

MCY

) MT:‘ICY MEY l
#w:v MCY
f l lMiTncv

| W

" 1ds (perc)

21. abra. A szegedi kerti tobol szdrmazd cianobaktérium minta HPLC kromatogrammja. A mikrocisztin
csucsokat nyilakkal jeloltiik (Bacsi et al., 2011).
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6. tablazat. A MALDI-TOF mérések soran azonositott szerkezetii mikrocisztin variansok és molaris tomegiik
(Bécsi et al., 2009; 2011).

A szerkezetanalizis .
) ] Molekulatomeg
soran azonositott
) .. ., g/mol
mikrocisztin varians
MYC-LA 910,06
MYC-LR 995,17
MYC-RR 1038,2
MYC-YR 1045,2

A vizvirdgzas minta toxicitasat megvizsgaltuk a laboratériumunkban alkalmazott
mustar csirandvény-teszttel. A teszt altalanos modellrendszer a xenobiotikumok novényekre
gyakorolt toxikus hatdsanak kimutatdsara. Valamennyi alkalmazott koncentracid esetében
megfigyelhetd volt, hogy a novények gyokér- és/vagy hajtdshosszai rovidebbek voltak a
kontroll novények esetében mért gyokér- illetve hajtashosszaknal. A kezelt csiranovények
gyokerének illetve hajtasainak novekedése gatlast szenvedett. A gydkerek gatlasa erdteljesebb
volt, mar 0,01 mg/ml liofilizatumot tartalmaz6 kivonat t6bb mint 10%-kal csokkentette a
gyokerek novekedését. 1 mg/ ml koncentracional a gyokérhosszak 60%-kal, a hajtashosszak
30%-kal rovidebbek a kontrollban mérhetd értékekhez képest.

Az angol perje (Lolium perenne) laboratoriumi nevelésének optimalizalasa soran a
legjobb eredményeket akkor értiik el, amikor a Petri-csészékbe 3 réteg szilir6papirt helyeztiink,
¢s 5 ml folyadékkal itattuk at. A hasznalt oldatok tekintetében az 1/10 xAllen tapoldat
bizonyult a legkedvezdbbnek, ezért a tovabbiakban steril vizzel tizszeresre higitott Allen
médiumot  hasznaltunk. Osszevetve a kontroll ndvényekkel, bizonyos mértékii
novekedésgatlast valamennyi koncentracional tapasztaltunk, mar 1 mg/ml-nél is. Er6teljesebb
gatlo hatast 4 mg/ml koncentraciotol figyeltiink meg, ez a csokkent novekedés az 5. és 6.
napon még kifejezettebb (22. a. és b. abra). Osszehasonlitva a gydkerekre illetve a hajtasokra
kifejtett gatlo hatast az angol perje csirandvények esetében is megfigyelhetd, hogy a gyokerek
esetében a gatlo hatés erdteljesebb, mint a hajtasok esetében (22. a. és b. abra).
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—— 1/10%A —8— 1 mg/m| —&— 2 mg/m| ——3 mgim| ——4 mgim| —8—8 mg/m —o—1106A —O— 1 mgiml —A—2 mgiml —X—3 mgim| —X—4 mg/m| —O—8 mg/m|

120 120

100 100 4 b4

80 -

80 -

60 - 80 4

40 H 40 -

Gydkérhossz novekedés (%)
Hajtashossz novekedés (%)

20 4 20 4

e

gyokérhosszainak (a) és hajtashosszainak (b) novekedése az id6 fliggvényében. 100% a kontroll (1/10 x Allen
tapoldattal 6nt6zott) ndvények esetében a 6. napon mérhetd hajtas- illetve gyokérhossz (Bacsi et al., 2009; 2011).

Nagyszamu eredményt talalunk az irodalomban arra vonatkozoan, hogy cianotoxin-
tartalmu tapoldattal valo kezelés, vagy cianotoxin tartalmu vizzel vald 6nt6zés karos hatassal
van a novényi ndvekedésre, befolyasolja a névényi enzimek aktivitasat (7. tablazat). Attekint6
munkankban (Mathé et al.,, 2013) 0&sszefoglaltuk tobb kutatdcsoport ilyen jellegt
megfigyeléseit, vizsgalatait mind a vizindvények, mind a haszonnévények kapcsan (Codd et
al., 1998; McElhiney et al., 2001; Chen et al., 2004; Jarvenpaa et al., 2006). Ugyanakkor
valés koriilmények kozott megfigyelt toxin okozta ndvényi karosodas kifejezetten ritka az
irodalomban. 2006 nyaran hazankban elsé esetben jelentettiik cianobaktérium tartalma viz
szarazfoldi (kerti) ndvényekre (pazsitra) gyakorolt karositd hatasat (Bacsi et al., 2009; 2011).
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7. tablazat. A mikrocisztin (MC) és a cilindrospermopszin (CYN) altal indukalt stresszvalaszok hajtasos
novényekben (Mathé et al., 2013).

Alkalmazott
cianotoxinok

A cianotoxin(ok) altal indukalt valtozasok

teszt-novények
(taxonok)

hivatkozas

I. Novekedésbeni valtozasok:

MC-LR, -RR, | Csirazasgatlas, gatolt novekedés/megnytilasa | Brassica napus, Yamasaki, 1993;
-LF, -FR, - hajtas-, gyokér-, levél fejlodésében, Ceratophyllum Kos et al., 1995;
LW, ndvekedésgatlas a rametek szamanak, nedves- demersum, ) Kurl'<|-HeIasmo'and
-YR tisztitott, | /szaraz-tomegének gyarapodasaban. Lemna minor, L. gibba, | Meriluoto 1998;
MC-LR. -RR L. japonica, Cas_anova etal., 1999,
! ' Lens esculenta, Weiss et al., 2000;
-FR, -YR, Lepidium sativum, McElhiney et al.,
extraktumban Lolium perenne, 2001;
M. aeruginosa Malus pumila, Pflugmacher, 2002;
vizviragzas Medicago sativa, Romanowska-Duda
minta Myriophyllum and Tarczynska,
variifolium, 2002; Wiegand et al.,
Oryza sativa, 2002; Gehringer et
Phragmites australis, al., 2003; M-Hamvas
Pisum sativum, et al., 2003, 2010;
Sinapis alba, Chen et al., 2004,
Spirodela oligorrhiza, 2010;
Triticum durum, Mitrovic et al., 2005;
Vallisneria natans, Yin et al., 2005a;
Vicia faba, Vicia faba Pflugmacher et al.,
rhizobial torzsekkel 2006;
inokulalva, Jang et al. 2007;
Wolffia arrhiza, Mathé et al., 2007;
Zea mays Sagrane et al., 2007;
2008; 2009g;
Yietal., 2009;
Szigeti et al., 2010;
Bécsi et al., 2011;
El Khalloufi et al.,
2011;
Kovats et al., 2011;
Lahrouni et al., 2012,
2013
MC-RR A sejtek csokkent életképessége (viabilitasa). dohany BY-2 sejtek | Yinet al., 2005b
CYN tisztitott | Gatolt csirdzas, gatolt ndvekedés/megnyulas az | Brassicaoleraceavar. | Vasas et al., 2002;
és egész novényben, hajtasban, fogyokérben, a sabellica, Beyer etal., 2009;
extraktumban | levelek nedves tdmegének gyarapodésaban. Brassica juncea, Jambrik et al., 2010;
Lactuca sativa, M-Hamvas et al.,
Lemna minor, 2010;
kalluszbol nevelt mini Silva and
Phragmites australis, Vasconcelos, 2010;
Sinapis alba, Kittler et al., 2012
Wolffia arrhiza
CYN Az alkalmazott toxinkoncentraciotdl, az Hydrilla verticillata, Kinnear et al., 2007,
extraktumban | expozici6 idejétdl és a ndvényi szervtél Lactuca sativa, 2008;
fliggden serkentés és gitlas a novekedésben. Oryza sativa, Phaseolus | Beyer etal., 2009;
vulgaris, Silva and
Pisum sativum, Vasconcelos, 2010;
Solanum lycopersicum, Prieto et al., 2011
Spirodela oligorrhiza
CYN Gatolt pollencsirazas, pollentdmlé novekedés. Nicotiana tabacum Metcalf et al., 2004
I1. Morfoldgiai , fejlodésbeni eltérések
MC-LR, -RR | Gatolt gyokérmegnytilas, abnormalis f6- és Lens esculenta, Kurki-Helasmo and
tisztitott és oldalgydkér képzddés, hianyzo gyokérszérok, | Oryzasativa, Meriluoto, 1998;
extraktum mellékgyokerek, a gyokerek radialis Phaseolus vulgaris, McElhiney etal,

expanzidja/ megvastagodasa, gyokér-

Phragmites australis,

2001;
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Osszendvések.

Pisum sativum,
Sinapis alba,
Triticum durum,
Vallisneria natans,
Zea mays

M-Hamvas et al.,
2003, 2010;
Yinetal., 20053;
Mathé et al., 2007,
2009, 2013a,b;
Sagrane et al., 2008;
Chen et al., 2012

MC-LR, -RR, | A sziklevelek gatolt fotomorfogenezise: kis Brassica napus, Weiss et al., 2000;
-YR tisztitott | méretil, klorotikus sziklevelek, hianyzo Lemna minor, M-Hamvas et al.,
és fed6sz6érok a levélnyélen, malformacié és Sinapis alba , 20083, 2010;
extraktumban | klorozis a levelekben, rametekben, gatolt SplggCla oleracea Chen et al., 2004;
hajtasmegnyulas, a hajtasok vizszintesen varidnsok 53879 macher et al.,
elfekszenek/a felegyenesedés hianya, a virdgzas
indukalodasa.
MC-LR A szomatikus embrioképz6dés gatlasa, gatolt Phragmites australis, | McElhiney et al.,
hajtas és gyokérfejlodés. Solanum tuberosum 2001; Mathé et al.,
szovettenyészetek 2007
CYN Emelkedett gyokérszam, gatolt megnytlasa, Hydrilla verticillata, Kinnear et al., 2008;
radialis expanziéja a gyékereknek‘ kalluszboél nevelt Beyer etal. 2009,
Phragmites australis Mathé et al., 2013b
novénykek,
Sinapis alba
A sziklevelek gatolt fotomorfogenezise: kisebb, | Sinapis alba M-Hamvas et al.,
CYN klorotikus, de a magas antocianin tartalom 2010;
miatt voros levelek.
CYN Hosszatavua (9 napos) kezelés kovetkeztében: Oryza sativa Prieto et al. 2011
extraktumban | lecsokkent viztartalmu, klorotikus, megbarnult,
Osszezsugorodott levelek.
I11. Szovettani és citologiai valtozasok
MC-LR Ligninberakodas a sejtfalakba (kéreg- Phragmites australis Math¢ et al., 2007,
parenchima, endodermisz és periciklus sejtek), | névénykek, 2009; 2013a
megndvekedett autofluoreszcencia. Sinapis alba
csirandvények
MC-LR A kéregparenchima-sejtek dedifferencialodasa, | Phragmites australis Mithé et al., 2007,
megnagyobbodasa, kallusz-szer{i szdvet novenykek, 2009;
létrejotte (mustarban a fogyokér-hipokotil Slpap|.§ qlba Méthe: et al. 2013a%
atmenetnél, nadnal a rizomakban és a csirandvények Mathé et al. 2013b*
gydkerekben).
MC-LR Korai aerenchyma képzodés. Phragmites australis Mathé et al., 2007
névénykék
MC-LR Gatolt szallitoszovet; xilém differencialodas Phaseolus vulgaris, Sagrane et al., 2008;
(xilém teriilete, elemszama is csokkent). Sinapis alba Mathé et al. 2013a,b
csirandvények
MC-LR, -RR, | Nekrotikus foltok, sejthalél a sziklevelekben, Brassica napus, Abe et al., 1996;
-YR tisztitott | hajtasban és gydkérben. Lemna minor, Kurki-Helasmo and
és Phaseolus vulgaris Meriluoto, 1998;
csiranovények, McElhiney et al.,
extraktumban Solanum tuyberosum 2001; g
szovettenyészet, M-Hamvas et al.,
Sinapis alba 2003, 2010%;
csirandvények Chen et al., 2004;
Mitrovic et al., 2005;
Mathé et al., 2007,
2009, 2013a,b
MC-LR és - Oszt6do sejtekben valtozasok a sejtosztddasban | Tradescantia virginiana | Wolniak és Larsen,
RR és a kromatinszerkezetben: porzoszal szOrsejtek 1992,
-a metafizis idejének megndvekedése, P_hrag_mites autralis, Mathé et al., 2009,
késlekedd testvérkromatid elvalas. Z;%?{%'rsc;!zzok ZB(()ei/i?’et al. 2012
MC-LR -“duahst19 F?sponse”f alagsony MC . Allium cepa Laughingh(;use et,al.,
koncentracié serkenti a mitotikus aktivitast, gydkércstcs 2012

magas koncentracio gatolja, késleltetett

Phragmites autralis,

Mathé et al., 2009,
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metafizis/anafazis atmenet, hiba a
testvérkromatidok elvalasaban, mikronukleusz
képzddés.

-tranziens emelkedés a korai és kései mitotikus
aktivitasban, magas toxinkoncentracio (10 pg
ml™?) felporgeti a sejtciklust.

-a mitdzis megreked a profazis/prometafazis-
ban.

Vicia faba
gyokércsucsok
Ceratophyllum
demersum hajtascsucs
merisztéma

Beyer et al., 2012,
Szigeti et al., 2010

MC-LR, -RR Nem osztddo sejtekben: Nicotiana tabacum BY- | Huang et al., 2008,

MC-tartalma | -kromatin kondenz4cid. 2 sejtek, 2009,

extraktum -sejtmag fragmentacid/szétesés. ;?elzl(l)sfrillelzlr?l 22}?6”; j?;ﬁgrgt‘;t aé.éﬂ)l L
-DNS fragmentdlodasa (“smear”). Phragmites australis Huang et al., 2008,

gyokércsucs, Mathé et al., 2013Db,
Nicotiana tabacum BY- | Chenetal., 2011

2 sejtek,

Sinapis alba gyokér,

Oryza sativa

CYN Ligninberakddas a sejtfalakba: nagy CYN Sinapis alba Mithé et al., 2013
koncentracioknal detektalt az endodermisz és csirandvények
periciklus sejtjeiben.

CYN Kallusz-szerii szovet, nekrozis eléfordulasa a Phragmites australis Beyer et al., 2009;
gyokér elsédleges kérgében, meg- novenykek, Mathé et al., 2013
nagyobbodott/duzzadt sejtek a bélszovetben. S'?ap'..s glba

csirandvények

CYN A xilém gatolt differencialodasa. Sinapis alba Mathé et al. 2013

csirandvények

CYN Oszt6doé sejtekben valtozasok a sejtosztodasban | Phragmites australis Beyer et al., 2009,
és a kromatinszerkezetben: Phragmites australis és | Mathé et al. 2013
-a korai mitozisban: emelkedett Sina pjs a!ba
profazis/prometafazis, csokkent metafazis gydkércsticsok
index értékek.

-zavarok a testvérkromatidok szétvalasaban.
IV. Fiziolégiai valtozasok

MC-LR Gatolt/megvaltozott fotoszintézis, csokkent Ceratophyllum Abe et al., 1996;

tisztitott és klorofill és karotinoid tartalom, kl-a/kl.-b arany | demersum, _ Weiss et al., 2000;

MC-RR, -LR, | eltolodasa, a klorofill-fluoreszcencia para- Em?: mgge[lsgi,bba %%Ell_hmey eta.,

?I-(IE)\;R ) méterek megvaltozasai. Len.s esculenta, Pflugmacher, 2002;

L Lolium perenne, Romanowska-Duda
WR, és -FR Myriophyllum spicatum, | and Tarczynska,
extraktumban Phaseolus vulgaris, 2002; Pflugmacher et
Phragmites australis, al., 2007;
Pisum sativum, Saqgrane et al. 2007;
Potamogeton sps., 2009a,b;
Sinapis alba, Yi et al. 2009;
Solanum tuberosum Zhang et al., 2009;
szovettenyészet, M-Hamvas et al.,
Spinacia oleracea 2010;
variansok, Szigeti et al., 2010;
Spirodela oligorrhiza, Bacsi et al., 2011;
Triticum durum, Lahrouni et al., 2013
Vicia faba Rhizobium
baktériumokkal beoltva,
Zea mays,

MC-LR Nagyon kis koncentraciéban indukcid, novekvd | Sinapis alba M-Hamvas et al.,
koncentracioban gatlas mérhetd a sziklevelek csirandvenyek 2003, 2010
antocianin tartalmaban.

MC-LR, M. Gatolt tapanyag, nitrogén és foszfor felvétel, Lens esculenta, McElhiney et al.,

aeruginosa valamint nitrogén asszimilacio. Phaseolus vulgaris, 2001;

toxikus Megndvekedett nedves tdmegre vonatkoztatott | Pisum sativum, Zhang et al., 2006;
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vizvirag-zas
minta

asvanyi anyag tartalom (,,mineral nutrients
content”) a gyokerekben.

Potamogeton sp.,
Triticum durum,
Rhizobium-mal inokulalt
Vicia faba,

Sagrane et al. 2009;
Lahrouni et al., 2012,
2013

Zea mays
MYC-LR Csokkent viz és fehérjetartalom. Ceratophyllum Szigeti et al., 2010
demersum
CYN Csokkent klorofill tartalom, megvaltozott kl-a Hydrilla verticillata Kinnear et al., 2008;
extraktumban | /kI-b arany. Sinapis alba 2/(I)—1I-(|)amvas etal,
CYN tisztitott | A nedvestdmegre vonatkoztatott fehérje- Lemna minor, Beyer et al., 2009;
és tartalom enyhe emelkedése, kiiléndsen a W. Phragmites australis Jambrik etal., 2010
extraktumban | arrhiza névényekben. A nad gyokerekben a novénykek,
tubulin tartalom emelkedése. Wolffia arrhiza
V. Enzimszintii valtozasok
MC-LR Protein-foszfataz ( PP1 és PP2A) gatlas: Brassica napus MacKintosh et al.,
tisztitott, -in vitro gatlasa a PP1 és PP2A aktiv formainak | Magkivonat 1990
MYC-RR, - a higitott mag extraktumokban (mind a PP1 és . ) Kurki-Helasmo and
LW, -LR PP2A estében ICso: = 0.1 nM). Medlcaqo sativa, . Meriluoto, 1998;
extraktumban | -in vivo PP1 és PP2A gatlas. Phragmites australis, Peuthert et al., 2008;
Sinapis alba, Mathé et al., 2009;
2013
MC-LR Protein foszfataz gatlas ( PP1 és PP2) okozta Ipomoea batatas, Takeda et al., 1994
blokk a szacharéz-indukalt gén- expresszioban | transzgenikus Nicotiana
(0-amilaz-, sporamin mRNS-ek csdkkenése), a | t@bacum
AGP-az és GUS aktivitasokban).
MC-LR PP2A gatlas kovetkeztében: a szachardz- Spinacia oleracea Siegl et al., 1990
foszfataz szintetaz (SPS) foszfatazanak gatlasa,
amely az SPS fény-indukalt aktivalodasanak
elmaradasat, ¢és igy a szachar6z bioszintézis ¢és
a CO, fixacio folyamatanak gatlasat okozza.
MC-LR A jazminsav (JA) szignal-transzdukcios ut Nicotiana tabacum Kenton et al., 1999
zavara; a jazmonsavra adott valaszok
elmaradasa (JA hatasara a savas-foszfatazok
specifikus aktivitdsanak emelkedése és a
fehérjetartalom altalanos csokkenése volt
jellemzd, ezzel ellentétes valtozasokat mértek
MC-LR jelenlétében).
MC-LR A hidrolaz enzimek aktivitdsanak valtozasai: Spirodela oligorrhiza Romanowska-Duda
tisztitott és -véaltozas a konstitutiv savas foszfatazok és az | Sinapis alba . and Tarczynska, 2002
extraktumban | RN-4zok aktivitasaban. Phragnmites australis M-Hamvas et al.,
-az ssDN-azok aktivitasanak emelkedése. ?gr?lsl;rik ot al.. 2011
-PCD folyamatéval 6sszefliggd (egyfonalt) N
sSDN-az és (nativ) dsDN-az aktivitas
emelkedés.
MC-LR, -LF Lipid peroxidacio, Arabidopsis thaliana Yin et al., 2005c;
és -az o- és P- tokoferol (lipidperoxidacié gatlok) | sejtszuszpenziok, Peuthert et al., 2007;
-LR koncentraci6janak emelkedése. Medicago sativa, Peuthert and
extraktum-ban Triticum aestivum Pflugmacher, 2010
MC-LR, -RR, | Oxidativ stresszfolyamatokra utal (enzim) Arabidopsis thaliana Pflugmacher et al.,
-LF, -LW, valtozasok MC kezelt ndvényekben: sejtszuszpenzio, 1998, 1999, 2001,
-WR -in vitro : MC-LR + ndvénybdl nyert glutation- | Brassica napus, 2006, 2007,

mind tisztitott,
mind
extraktumban

S-transzferaz (GST) - glutation (GSH)-MC-
LR konjugatum létrejotte,

-in vivo kialakult GSH-MC-LR konjugatumok
kimutatasa,

-H,0, ¢és egyéb ROS kialakulasanak
kimutatasa, fenolos vegyiiletek képzodése,
fenil-alanin-ammonia-liaz (PAL), polifenol-
oxidaz (PPO) emelkedett aktivitasok.
-csOkkenés/valtozas a glutation pool-ban;

Ceratophyllum
demersum,

Elodea canadensis,
Lemna gibba, L. minor,
Lepidium sativum,
Medicago sativa,
Myriophyllum
spicatum,

Oryza sativa,
Phaseolus vulgaris,

Pietsch et al., 2001;
Gehringer et al.,
2003; Pflugmacher
2004; Chen et al.,
2004, 2012;
Mitrovic et al., 2005;
Yin et al., 2005b,c;
Peuthert et al., 2007;
Sagrane et al., 2007;
Ding et al., 2009;
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csokkent GSH arany. Phragmites australis, M-Hamvas etal.,
-indukcié/véltozas: a mikroszomalis és Sinapis alba, 2010;
citoszolikus GST (mGST és sGST) Spip’acia oleragea El Khalloufi et al.,
mennyiségében, glutation-peroxidazok (GPx), varidnsok, doh,any BY-2 | 2011,
glutation-reduktaz (GR), szuperoxid-dizmutaz .Srej.tS.Z“SZpenZ.lo‘ Pichardo et ,

R oy, , riticum aestivum, Pflugmacher, 2011;
(SOD), aszkorbinsav-peroxidaz (APX), és Rhizéobiummal Lahrouni et al., 2013
egyéb peroxidazok (POD), kataldzok (CAT) inokulalt Vicia faba,
aktivitdsaban. Vigna unguiculata faj

variansail

MC-LR Gatolt nitrogén-monoxid (NO) képzddés, Oryza sativa, Brassica | Chenetal., 2012,

extraktumban | csokkent auxin (IAA) koncentraci6 a napus 2013
gyokérben.

CYN A fehérjeszintézis zavarai: CYN gatolt buzacsira kivonat, Metcalf et al., 2004;
fehérjeszintézis allati és novényi Nicotiana tabacum Froscio et al., 2008
sejtextraktumokban; részleges fehérjeszintézis
gatlas novekvo pollentdmldben.

CYN Szignifikans csokkenés a PP1 és PP2A Sinapis alba Mathé et al., 2013a
aktivitasokban CYN-kezelt ndvények
kivonataiban (de: a CYN nem idézett el
szignifikans aktivitascsokkenést in vitro a PP1
aktivitasban)

CYN tisztitott | Proteaz aktivitas géleken, szignifikans Lemna minor, Jambrik et al., 2010

és valtozasok a proteaz enzimmintazatokban és Wolffia arrhiza

extraktumban | aktivitisokban; nyers CYN tartalma
sejtextraktumok hatasara emelkedett proteaz
Osszaktivitas a novényekben ( pH 5 és pH 8),
mig a tisztitott CYN a protedz aktivitast csak
kis koncentraciokban (0.01-1 ug ml™) emelte.

CYN Oxidativ stresszenzimek indukalodésa: Oryza sativa, Prieto et al., 2011,

extraktumban | -emelkedett GST, GPx aktivitasok Sinapis alba M-Hamvas et al.,
-emelkedett POD activitas (csak 0.05 pg mL™- 2010
nal) — tranziens hatés

Munkank soran egy szegedi Kkerti disztobol szarmazé vizmintaban azonositottuk a
jelenlévo cianobaktérium fajokat. Fénymikroszkdppal torténd hatdrozas utan megallapitottuk,
hogy a kerti toban tortént vizviragzast Microcystis fajok tomeges elszaporodasa okozta (Bacsi
et al., 2011). A vizviragzas-minta toxicitasat vizsgaltuk mustar csirandvény-teszttel (Kos et
al., 1995; Vasas et al.,, 2000), valamint flimagkeverékkel végzett tesztek segitségével. A
locsolas hatasat laboratoriumi koriilmények kozott modelleztiik az angol perje (Lolium
perenne) novekedésére gyakorolt hatdsok tanulmanyozéasaval. A sejttomeg liofilizatumabol
késziilt extraktum kiilonb6z6 koncentracioival végzett kisérleteink erdteljes gatld hatést
mutattak ki mind a mustar csirandvények, mind az angol perje (Lolium perenne) gyokér-
illetve hajtashosszainak novekedésében. A tiszta toxinnal végzett vizsgalatok mellett a
sejtmentes cianobaktérium kivonat alkalmazasa altalanosan elterjedt, hiszen a természetben a
novény a lizalt sejtek teljes beltartalmaval keriil kapcsolatba. Esetlinkben is azért valasztottuk
az extraktummal valo kezelést, mert ezzel jobban tudtuk modellezni a terepi megfigyeléseket.
Meg kell jegyezniink, hogy mind a mustar, mind az angol perje esetében a gyokerek gatlasa
eroteljesebb, ami érthetd, hiszen a gyokerek indulnak elészor fejlodésnek, és a késébbiekben
is kozvetlen kapcsolatban allnak a toxintartalmu oldattal (Bécsi et al., 2011).

A nodvénytesztek altal kimutatott toxicitast az analitikai vizsgalatok igazoltdk; a kerti
toban lezajlott vizvirdgzas mintdban 9 mikrocisztin varidnst mutattunk ki, kozilik négyet
szerkezetileg is azonositottunk (6. tablazat). Megallapithatd, hogy nagyszam(i mikrocisztin
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varians és magas Osszmikrocisztin koncentracid (0,1 g/l Gsszes - szabad és a sejtekben
egyiittesen mérheté - MC-LR ekvivalens mennyiség) all a szegedi kerti toban bekovetkezett
vizvirdgzas erdsen toxikus hatterében (Bacsi et al., 2011).

6.4. Planktothrix fajok toxintermelése

A Planktothrix taxonba tartozé cianobaktériumok olyan fonalas szervezddési,
morfologiailag és genetikailag jol koriilhatarolt szervezetek, amelyek az északi félteke
mérsékelt 6vi vizeiben terjedtek el (Fastner et al., 1999). Ma a Planktothrixek egy egyedi és
jol megkiilonboztethetd filogenetikai agat képviselnek az Oscillatoriales renden ¢és a
Phormidiaceae csaladon belil. A hozzajuk morfoldgiailag legkozelebb allo csoport a
Planktothricoides (Suda et al., 2002) genusz. A Planktothrix és Planktothricoides genuszok
tehat egy kiilonallo klaszter elemei, amelyek fenotipusos ¢€s citoldgiai karakterek alapjan
nagyon jol elkiilonithetok mas Oscillatoriales rendbe tartozd genuszoktol (Tychonema,
Limnothrix) (Anagnostidis, 1988; Castenholz et al., 2001; Komarek, 2003; Suda et al., 2002).
Annak ellenére, hogy mindkét genusz molekularisan is definialt, a Planktothrix genuszon
beliili osztalyozas meglehetdsen nehéz. Az alapjan, hogy az algaviragzas milyen sziniire festi
a vizet, besz¢élhetiink voros, illetve zold tipusokrol. Gazvezikulumokkal a Planktothrix és
Planktothricoides fajok is rendelkeznek (Suda et al., 2002). Ezek mérete nem meghatarozo
jellemvonas, am genotipusos megjelenésiik kiilonbozo a két genuszban, illetve a vords és zold
tipusok ko6zott. Planktothrix sejtekben a gazvezikulumok a sejt egészében megtalalhatok,
szemben a Planktothricoides fajokkal, ahol a gazvezikulumok periférialis helyzetiiek. A voros
szinil, stenotherm Planktothrix rubescens a gazvezikulumok segitségével képes szabalyozni
helyzetét a vizrétegek kozott, az adott fényintenzitdsnak megfeleléen. A mélyebb tavakban,
amelyek ezeknek a planktonikus szervezeteknek a tipikus lel6helyei, sajatos koncentracio és
horétegzodés figyelhetd meg. A vizfelszintdl a tofenékig haladva harom élShelytipust
kiilonithetiink el. A legfelsé vizréteg a feddréteg (epilimnion), amelyre a gyors kdrnyezeti
ingadozédsok jellemzok. A viz legmélyebb rétegei (hipolimnion) hidegek, homérsékletiik
altalaban az alapkdzet homérsékletétdl fligg. A két réteg kozott helyezkedik el az a vékony
atmeneti réteg (metalimnion), amelyet a Planktothrix fajok is preferalnak (Christiansen et al.,
2003). A legtobb mikroorganizmussal szemben, amelyek leginkabb a meleg vizeket kedvelik,
a Planktothrix fajok altalaban hideg vizii tavakbol keriilnek el6. Megfigyelések alapjan a
természetes kornyezetiikben alacsony homérséklet mellett novekednek legjobban, azonban
laboratoriumi kisérletek kimutattak, hogy példaul a Planktothrix rubescens szamara a 30 °C is
kivaloé a novekedéshez. Az ¢él6hely pH és oxigénkoncentracid valtozasai hatassal vannak a
Planktothrix szervezetekre. A til magas O, koncentracio gatolja a fotoszintetikus szénfixaciot,
ennek eredményeként fotorespiraciot indukal, a hidrogénkoncentraciot illetden pedig a pH 5
feletti értékek a megfeleldek. Tobb kutatas szerint a fényintenzitds és a tapanyagok
koncentracioja szerepet jatszanak a Planktothrix vizviragzasok szabalyozasaban (Klemer et
al., 1976). A Planktothrix agardhii esetében a fényintenzitds a fotoszintetikus szén
metabolizmuson keresztiil fejti ki hatasat (Konopka et al., 1980). Alacsony fényintenzitas
mellett, a fotoszintézis mértéke attol fiigg, hogy mennyi a fénnyel érintkezésbe 1€po sejtek
szama, ¢s fiiggetlen az adott homérséklettdl. Azonban a hdmérsékletnek a fotoszintézis sotét
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szakaszaban kifejtett hatdsa meghatdrozza a maximalis fotoszintetikus ratdt. Amint a
homérséklet nd, a megfeleld fényintenzitds ¢s a maximalis fotoszintetikus rata egyarant
sziikséges a maximalis fotoszintetikus hatékonysag eléréséhez.

A Planktothrix fajok toxintermelésével kapcsolatban egyre tobb tudomanyos
kozlemény jelenik meg. A Planktothrixek altal termelt legfontosabb vegyiiletcsoport a
mikrocisztin, amely a hepatotoxikus peptidek csoportjaba tartozik és specifikusan géatolja a
protein foszfatdzokat (PP1A és PP2A). A mikrocisztin termelés a cianobaktériumokon beliil
az egysejtl (Microcystis spp.) és a fonalas szervezddésti (Planktothrix spp.; Anabaena spp.)
fajokra egyarant jellemz6. Mig a Microcystisekre a mikrocisztineknek tobb analdgja (MC-LR,
MC-YR, MC-RR) is jellemzé (Chorus és Bartram, 1999), addig a Planktothrix genuszban
inkdbb csak egy MC-RR-varians dominal (Fastner, 1999). A mikrocisztin szintézist egy nem-
riboszémalis peptid-szintetdz (NRPS) valamint egy poliketid szintdzbol (PKS) 4llo
enzimkomplex, a mikrocisztin szintetaz (MCS) végzi (Meissner et al., 1996; Dittman et al.,
1997; Nishizawa et al., 1999, 2000; Tillet et al., 2000). Az NRPS-ek részt vesznek olyan
linearis és ciklikus peptid drogok szintézisében is, mint a penicillin, vankomicin, és
ciklosporin (Konz et al., 1999; Marahiel et al., 1997). Olyan elemeket tartalmaznak, amelyek
aktivalasi, tiolizacios, modifikacids ¢és kondenzacios feladatokat latnak el bizonyos szubsztrat
aminosavak jelenlétében. A legkisebb NRPS-modul kondenzaciés (C), adenilacios (A) €s
peptid szallito protein (PCP) doméneket tartalmaz. A nem-riboszdmalis peptidszintetazokhoz
hasonléan a PKS-modulok is tobbfunkcios elemek, amelyek ketoszintaz, aciltranszferaz és
acil szallito protein doméneket tartalmaznak. Feladatuk az acil-koenzim-A monomerek
Osszegyljtése redukcidos és dehidrataciés folyamatok soran (Cane et al., 1999). Az
egyiittmiikddve részt vesznek a mikrocisztinek termelésében. Haromféle mcy génklaszter
ismert, amelyek genusztol fiiggéen 9 vagy 10 génbdl allnak és nagyobbak, mint 55
kilobazispar. A Planktothrix agardhii esetében egy 55 kbp hosszisagi DNS-szakaszrol
beszélhetiink, amely 9 gént tartalmaz. A kilenc génbdl nyolc (mcyA, -B, -C, -D, -E, -G, -H és
—J) a Microcystis aeruginosa mcy szakaszaval mutat hasonldsagot, és a toxintermeléshez
sziikséges enzimeket kodolja. A kilencedik gén a mcyT, amely a Microcystis genomban nem
talalhato meg. Az mcy klaszter 5° végéhez egy szenzor kinazért felelds gén kapcsolodik,
amely feltehetOen az egész génklaszter szabalyozo eleme. A Planktothrix térzsekb6l szarmazo
mikrocisztinek bioszintéziséért felelds mcy gének szekvencidja teljes mértékben ismert
(Christiansen et al., 2003). A génklaszter olyan elemeket tartalmaz, mint a peptid szintetazért
felelos gének (mcyABC), a poliketid szintetazért felelés gének (PKSs; mcyD), az
enzimkomplexért felelds gének (MCYEG), tioészteraz gének (mcyT), ABC transzporter gének
(mcyH) és a peptid-modifikalo enzim kifejez6déséért felelds gének (mcyJ). A klaszter a gének
elhelyezkedésében ¢és az altaluk expresszalt termékekben is kiilonbozik az egysejtii

A f6 domének funkcioi (Welker et al., 2006): Adenilacios domén: Kiilonb6zo
karboxilsavak, aminosavak, iminosavak ¢és hidroxisavak karboxilcsoportjdnak az aktivalasat
végzi. Minden A-domén maésféle aminosavat ismer fel, és ATP segitségével, illetve egy
savanhidridkotés kialakitasaval aktivalja azt. Koriilbeliil 200 adenilaciés domént fedeztek fel
cianobakterialis szekvencidkban. Tiolizacios domén: Intermedier termékek szallitasdban vesz
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részt, mikdzben szoros kapcsolatot tart fenn az adenilacids és kondenzacidos doménekkel.
Ezeken tal kapcsolatban allhat epimerizacios, metiltranszferaz, oxidacios, redukcios,
tioészteraz doménekkel azaltal, hogy segiti az intermedierek korforgasat. Kondenzdacios
domén (C-domén): Vizsgalatok szerint a domén rendelkezik egy aminoacil €s egy peptidil
oldallal (A-oldal és P-oldal), amelyek az intermedierek fogadasaban vesznek részt. Egy masik
kutatds szerint a koriilbeliil 160 cianobakterialis C-domén szekvencidja alapjan nagyon
hasonlit a Bacillus fajokban talalhato doménekhez, amely azt a kovetkeztetést vonja maga
utan, hogy a doméneket funkcidjuk alapjan célszerli csoportositani €s nem taxonok szerint.
Heterociklizacios domén: A domén katalizalja a peptidkdtések térbeli elrendezddését, illetve a
cisztein, szerin, treonin oldalldncok heterociklusokba (pl. oxazolin, tiazolin) rendezését.
Ehhez a folyamathoz a doménnek N-acil-aminoacil-ra illetve megfeleld peptidil termékre van
sziiksége. Tioészteraz domén: A bioszintézis terminacios lépéseit katalizalja, peptid- és
észterkotések 1étrehozasaval illetve hidrolizacios bontasokkal. A terminacids reakcid a szallitd
protein és a fogado tioésztert tartalmazo peptid kozott 1évé kotésen zajlik. Tobbnyire az
Osszes PKS-rendszerrel rendelkezd cianobaktérium tartalmazza ezt a domént. Epimerizdcios
domén: Az epimerizaciés domének nagyon hasonldak a kondenzicidés doménekhez és ezért
nehezen elkiilonithetdéek azoktol. Feladatuk az aminoacil és peptidilcsoportok epimerizalasa a
reakciot altalaban egy kondenzacids reakcido koveti. N-metilacios domén: A metilcsoport
atvitelét végzi a tiol-csoporttal rendelkezé aminosavakra. Az N-metil-transzferaz domének az
adenilacios domének kozponti elemei (A8, A9) kozé vannak integralédva. A kb. 450
aminosavbol allo6 domén hasonld szekvencidkat mutat az S-adenozil-L-metionin (SAM)-
dependens metiltranszferazokkal (Velkov és Lawen, 2003). Oxidacios domének: Ezek a 200
aminosavbol all6, NAD-koté proteinekhez hasonld domének szintén az adenilacios
doménekbe vannak agyazva, az oxazolin ¢és tiazolin gylriikbdl példaul oxazol és tiazol
gytriiket hoznak 1étre. Redukcios domének: Szamos nem-riboszomals eredetii peptid
tartalmaz redukalt karboxilcsoportot vagy alkoholcsoportot a C-terminalison. Ezek mind egy
kétlépéses redukcios folyamat soran jonnek Ilétre egy NADPH/NADH fiiggé doménen
keresztiil.

Tovabbi enzimek: Foszfopantetein-protein  tramszferazok: Cianobaktériumok
bioszintetikus klaszterei gyakran tartalmazak a PPT-k génjeit. A 26 kDa molekulasulya
protein szdmos carrier proteint modifikal, koztiikk példaul az acil-szallito proteint €és az aril-
szallitd proteint. O-metil transzferdzok: Hidroxilcsoportok és metilén-csoportok metilaciojat
végzik. Dehidrogendzok: Cink-fiiggd cianobakterialis enzimekrél van szd, amelyek a
nostopeptolid és nostociklopeptid klaszterekben taldlhatok metil-prolin  formaban.
Halogenazok: Kevés informécié van réluk. A NAD-kot6 helyet tartalmazo enzim tirozin és
triptofan aminosavak aromas oldallancainak halogénezésében vesz részt. Tioészterdzok: A
nem integralt tioészterazok pantetein-tiolok deacildlasaban, NRPS rendszerek aktivalasaban,
szallitd domének ujraaktivalasaban vesznek részt. A Planktothrix fajokban 1évé NRPS
enzimek nem csak a mikrocisztin szintézisét katalizaljak, hanem részt vesznek olyan
metabolikus utvonalakban is, mint a cianopeptolin, az anabaenopeptin, a mikroviridin, az
aeruginosin és a mikroginin szintézise (Trine et al., 2009). A cianopeptolin klaszter 35 kbp
hossziisagi, harom nagyobb (0OCIA, ociB, ociC) és harom kisebb gént (ociD, ociG, ociH)
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tartalmaz. A kondenzéicidos (C), tiolizacidés (T), és adenilaciés (A) domének kozott
metiltranszferdz (M), tioészteraz (TE) és glicerinsav (G) domének is taldlhatok. Az
anabaenopeptin klaszter 25 kbp hosszisagt, 6t gént tartalmazé (anaA, anaB, anaC, anaD,
anak) szakasz, amelyben az alap doméneken (A,T,C ) kiviil epimerizaciés domén is
felbukkan. A mikroginin klaszter 4 génbdl all (micA, micC, micD, micE), amelynek
jellegzetessége a glutamat-szemialdehid-aminotranszferaz (GAAT), a ketoacil-szintaz (KS),
acil-transzferaz (AT), és az acil szallit protein (ACP). Az aeruginosin termeléséért egy tobb
mint tiz génbdl allo, 30 kbp hosszisagu génklaszter felelés. A mikroviridinek a Microcystis
fajokhoz hasonldan szintetizdlodnak, a klaszter legfontosabb elemei a MdnA mikroviridin
prekurzor, az MdnBC ligdzok ¢és az MdnD acetilacios domén. Mint lathatd, a
cianobaktériumok, és ezen beliil a Planktothrix fajok toxintermel$ rendszere meglehetdsen
Osszetett €s egyben valtozatos a kiilonb6z6 fajok kozott. Mas cianobaktériumokkal dsszevetve
a Microcystis fajok mellett a Planktothrix fajok a legfébb mikrocisztin termeldk (Fastner et
al., 1999). A mérsékelt 6vben a Planktothrix az egyik legfontosabb genusz a toxintermeld
mikroszervezetek koziil, amely a kozép-eurdpai mezotrofikus és oligotrofikus tavakban
ugyanugy megtalalhato, mint az észak-amerikai tavakban (Chorus és Bartram, 1999).

A magyarorszagi vizterekben Planktothrix fajok altal el6idézett monocianobakterialis
vizviragzasok toxintartalmat és toxintermeld képességét vizsgaltuk (Farkas et al., 2011;
2014). A kovetkezd mintavételi helyeken fénymikroszkopos vizsgalattal Planktothrix
agardhii altal okozott vizviragzast azonositottunk: Gyula, Hosok-tava; Gyula, Pali-to;
Hajduhadhaz, Sipos-td; Varpalota, Bivalyos-to; Kis-Balaton (Farkas et al., 2014). A
Szirmabeseny6, Kocka-to esetében pedig a vords szinii vizviragzast a Planktothrix rubescens
cianobaktérium okozta (23. ébra).

23. abra. (a) A Kocka-t6 lokalizacioja (b) A Planktothrix rubescens virdgzasa a kavicsbanya toban (c) A
Planktothrix rubescens trichomai mikroszkopi képen.

A Planktothrix rubescens és a Bivalyos-tobol vett Planktothrix agardhii toxikusnak
mutatkozott, ICs értéke (50 %-os novekedésgatlas) 0,35 mg/ml-nek (P. rubescens) és 1,2
mg/ml-nek (P. agardhii) adodott. A toxintesztbdl kideriilt, hogy a mustar csirandvény
érzékenyen reagalt a cianobaktérium sejttartalmara, hiszen a csirandvény hypocotil hossza a

121



dc_819 13

kezelés hatasara lecsokkent. A kiilonbozé Planktothrix-mintak ndvekedésgatlo hatasat a 5.
tablazatban foglaltuk Ossze. Jol lathatd, hogy a terepi mintak kozil az egyetlen helyen
el6forduld P. rubescens és a Bivalyos-tobol gytijtott P. agardhii okozta a legnagyobb
novekedésgatlast, ami toxinok jelenlétére utalt. A ndvényeken megjelend nekrotikus foltok és
anatomiai elvaltozasok mikrocisztinek jelenlétét valoszintisitik. A mikrocisztinek kimutatasat,
CE méréseinket a sejt kivonataval végeztiik el. A mikrocisztin tartalmu Planktothrix mintak
esetében jol definidlhatod csucsot kaptunk az anyag és modszer fejezetben leirt koriilmények
kozott, a bioteszt eredményeit alatamasztva a P. agardhii mintak esetében a Bivalyos
mintabol mértiik a legnagyobb MYC tartalmat (Farkas et al., 2014).

A Kkornyezeti planktonmintdk vizsgalata soran a cianotoxinok bioszintézisét
meghataroz6 gének detektildsa és a kifejezddést befolyasold tényezdk (belsd és kiilsd
kornyezeti  faktorok) kimutatdsa fontos a cianotoxin-termelés mechanizmusanak
megértésében, de a monitorozasban, a toxikus vizvirdgzas eldzetes kimutatisaban is. A
kiilonb6z6 vizes élohelyekrdl begylijtott kornyezeti mintdkban vizsgaltuk a mcy gének
jelenlétét. Kisérleteink olyan kivalasztott mcy gének detektdlasara iranyultak, amelyek
kulcsfontossagli szerepet toltenek be a mikrocisztin bioszintézisében. Ezek a gének a mcyA,
mcyB, mcyCJ, mcyE, mcyEG, mcyHA, mcyT és mcyTD, voltak. A PCR vizsgéalatokat a
kornyezeti mintak felhasznalasaval végeztilk, melyek gyljtési helyeit és fajneveit az 5.
tablazat szemlélteti. A mikrocisztintermeld szervezetek toxinszintézisének feltétele, hogy a
mcy klaszter dsszes eleme jelen legyen a genomban. Ha a klaszter egyes génjei mutalodnak
illetve inaktivva vélnak, a bioszintézis ledllhat vagy a toxintermelés mértéke lecsokken. Ez a
jelenség az altalunk vizsgalt tomegprodukciok esetén is megfigyelhetd. A Planktothrix
rubescens és a varpalotai Planktothrix agardhii térzsek toxintermelé szervezetek, a mcy
génklaszter hianytalan. A tobbi minta esetén nem figyelhettiink meg toxintermelést, ezzel
parhuzamosan pedig a klaszter egyes génjeinek hidnyat tapasztaltuk. A HOsok-tavabol
(Gyula) izolalt P. agardhii esetében mcyCJ hianyrol beszélhetiink, amely esetében
kondenzacios, adenilaciods, tiolizacids, tioészteraz és O-metiltranszferaz domének tiinnek el a
peptid-szintetaz rendszerb6l. A mcyJ gén modifikald és vagod funkciokat kodol a mikrocisztin
bioszintézisben. A gén hidnydban nem torténik meg a metilcsoportok atvitele az Adda
oldallancara, illetve a deléci6 ismeretlen mikrocisztinek képzddéséhez vezet. A hajdihadhéazi
mintdkban az eldbb ismertett mcyCJ génen kiviil a mcyE és a mcyHA gének is hidnyoznak.
McyE hiany ketoacil-szintdz, aciltranszferaz, acil-szallit6 fehérje, aminotranszferaz,
kondenzacios, adenilacios, tiolizacids funkciok elvesztésével jar. Az aminotranszferaz domén
nagyon hasonld a glutamat szemialdehid aminotranszferdz doménhez, amely a mikroginin
génklaszter eleme, és az aminocsoport Adda oldallancra vald atvitelben vesz részt. A mcyH
legfébb szerepe a mikrocisztin aktiv transzportja. A mCyA sajatossaga a klaszteren beliil az
epimerizacés funkcio, amit csak ez a gén kodol, jelenléte esszencidlisnak tekinthetd a
mikrocisztin szintézis szempontjabol. McyA delécidja soran ledll a D-aminosav szintézis. A
Kis-Balatonbol szarmaz6 torzsek mcy génklaszterébdl a mcyA, meyB, meyCJ, meyE, mcyEG,
mcyHA, mcyTD elemek hidnyat fedeztiik fel. A mcyB nagy GC tartalmt gén nem tartalmaz az
A, C, T doméneken kiviil mast, viszont nagy atfedést mutat a mcyA génnel. Feltételezhetd,
hogy a mcyB kiesése a mcyA miikodésében zavart okozhat. A mcyG tiolizacios és adenilacios
doméneken kiviil ketoacil-szintaz, acil-transzferaz, ketoreduktaz, és ACP doméneket
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tartalmaz, mutéacio esetén ezek sériilnek. A mcyD a klaszter legnagyobb génje. Csak PKS
doméneket kodol, ezért hidnya soran gatlodik a PKS szintézis és ebbdl kifolyolag a
toxintermelés is. Feltlind, hogy a nagy GC tartalmii mcyT minden gélen megjelent. Pontos
funkcidja még ismeretlen, viszont mivel ez a gén a mcy génklaszter kezd6 szekvencidja,
valoszinilileg az atirasban lehet szerepe. Az eredményeink alapjan a mcyT jo marker lehet
Planktothrix fajok jelenlétének igazolasara (Farkas et al., 2014).

A P. rubescens megjelenése és tomeges el6fordulasa nem nevezhetd szokvanyos
jelenségnek hazankban. Ahogyan bemutattuk, a faj elsdsorban valddi rétegzett tavakban
szokott tdmegesen elszaporodni, Eurdpaban leginkabb az alpesi orszagok viztereinek jellemz6
toxintermelé cianobaktérium faja. A szirmabesenydi Kocka-td6 néhany fizikokémiai
jellemzdjét a 8. tdblazatban foglaltuk dssze.

8. tablazat. Néhany jellemz6 fiziko-kémiai valtozo a Kocka-toban az algaviragzas idején (Vasas et al., 2013).

valtozo érték mértékegység
teriilet 5,2 (Ha)
atlagos mélység 3,2 (m)
maximalis mélység 7 (m)
viztérfogat 1,6x10° (m°)
Secchi atlatszosag 1,2 (m)

pH 8,34

fajlagos vezetOképesség 820 (1S cm)
CODmn) 15,8 (mg /)
TOC 22,0 (mg /1)
DOC 15,8 (mg /)
szervetlen nitrogén (IN) 1953 (ng/)
reaktiv oldott foszfor (SRP) 3 (ng)
total nitrogén (TN) 3125 (ng/)
total foszfor (TP) 370 (ug/

Bar hazankra nem jellemzd a tartdsan rétegzett alpesi jellegh tavak jelenléte, egyes
¢szak-magyarorszagi  kavicsbanyatavak hidrologiai  viszonyai kedvezd  feltételeket
teremthetnek az emlitett fajnak. A vizsgalt kavicsbanyatd legnagyobb mélysége csupan 7 m,
viszont a to vizszintjét 3-4 méteres meredek part veszi koriil, védve ezzel tobbek kozott a szél
zavarasatol, a felkavarodastol. Ez lehetové teszi a tartos rétegzodést és a stabil metalimnion
kialakulasat, ami kedvez a P. rubescens elszaporodasanak. A vizben mért alacsony foszfor- és
magas nitrogén forméak koncentracidja, ahogyan tobb alpesi viztérben is megfigyelték, szintén
kedvezo feltételeket teremt a faj megjelenésének (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 (24. abra).
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24. 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 jeldlve. (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 mddszerekkel pontosan azonositottuk a MC varianst, ami a genuszra
kifejezetten jellemz6é demetilalt MC-RR forma a [D-Asp®, Mdha']MC-RR volt (25. abra;
Vasas et al., 2009; 2013). A meghatarozott MC varians jellemzdje, hogy a leggyakoribb MC-
LR-hez viszonyitva kevésbé toxikus egérre, ugyanakkor, ahogy részletes vizsgalatok
kimutattak mas ¢él6lénycsoportokra, mint példaul az egyes Daphnia fajokra éppen az altalunk
azonositott varians mindsiil toxikusabbnak.

NH

25. abra. A P. rubescens-bé1 azonositott mikrocisztin [D-Asp®, Mdha’]MC—-RR (Vasas et al., 2013).

A P. rubescens viragzasbol izolaltunk egy laboratoriumban fenntarthatd torzset
(BGSD-500), aminek folyamatosnak mondhato toxintermelésének mértéke kiilonbozott a
vizviragzasban mért MC mennyiségi viszonyaitol. Erdekes moédon ugyanazt a [D-
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Asp®, Mdha'IMC-RR  varianst termelte, viszont analiziseink alapjan csupan 6todannyi
mennyiségben, mint a természetes tomegproduktum esetében volt mérheté (8,57 mg/g az
vizvirdgzasban ¢és 1,85 mg/g az izolalt torzsben). Ahogyan részletesen bemutattuk, a
kornyezeti feltételek egy adott torzs esetében valtoztathatjdk a toxintermelés mértékét, de egy
algaviragzas szempontjabol a legmeghatdrozobb az vizvirdgzast alkotd egyedek genetikai
hattere, variabilitasa. Azaz a toxintermel6é és nem toxintermeld, valamint a kilonbozo
mértékben termeld egyedek aranya a populacioban hatarozza meg az algaviragzas jellemzo
toxintartalmat. Jelen esetiinkben egy olyan termel6 szervezetet izolaltunk, amelynek kapcsan
joggal meriilt fel a kérdés, hogy a toxintermelésért felelés klaszter teljesen épen jelen van-e a
torzsben, inszercios vagy delécios szekvenciakat talalunk-e a klaszterben.

Az 55 kb hosszusagl klaszter 9 génjének analizisét végeztiik el Osszevetve a P.
agardhii CYA 126/8 referencia torzzsel. 500 bp-t atfogd primerek segitségével vizsgaltuk a
teljes klasztert és az elvart PCR termékektdl eltérd méretli szakaszokat szekvenaltuk. Egy
pozicioban (23 612-24 003 nt) talaltunk a vartnal kisebb terméket, ami a mcyE és mcyG gének
kozotti szpészer régioban lokalizalodott. A delécidé mellett egy inszercids szekvenciat
azonositottunk, amikor a mcy3-as primerpart hasznaltuk (945-1399 nt). Az inszercios
szekvencia a mcyT és mcyD gének kozotti szpészer régioban lokalizalddott és 1606 nt
hosszisaglinak hataroztuk meg. Az inszercids szekvencia a mcyT regido kozvetlen
szomszédsagaban talalhatd és hatassal lehet a mcyT MC szabalyozo funkcidjara, ami nagyban
befolyasolhatja a toxintermelést (Vasas et al., 2013).
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26. abra. A 1194 nt hosszasagh detektalt inszercids elem lokalizacidja a Planktothrix mcy génklaszter meyT és
mcyD kozotti régidjaban (Vasas et al., 2013).

Mivel a toxin termelésében résztvevd domének szoros kapcsolatban allnak egymassal,
egy funkcionalis fehérjerész inaktivitasa negativ hatassal lehet a tobbi miikodésére. Ez a
jelenség nem egyedi a Planktothrix genuszra nézve, a cianobaktériumokra altalanosan
jellemzd. Egy cianobaktériumfaj kiilonb6zd populaciol eltéré mértékben lehetnek
toxintermeldk, illetve az is eléfordulhat, hogy egy, ugyanazon fajba tartozd populacio
egyaltalan nem termel toxint. Egy nagyobb toxicitdsu szervezet, még ha a nagyszamu, toxint
nem termeld alfajok kozott kis szdmban is van jelen, okozhat jelentds mértékli toxikus
vizvirdgzast (Chorus és Bartram, 1999; Carmichael, 1993). Ez azt jelenti, hogy azok a mintak,
amelyek a toxintesztek sordn nem mindsiiltek toxintermeldnek, igenis tartalmazhatnak

125



dc_819 13

toxintermel6 egyedeket. A cianobakteridlis tdmegprodukcidk természetesen vegyes genetikai
allomanyu egyedekkel rendelkeznek, munkank soran az vet6dott fel, hogy egy ilyen
vizviragzas 0sszességében mennyire toxintermeld, mennyire toxikus. Szintén jellemzd az
alga-produkciokra és igy az altalunk vizsgalt populaciokra is, hogy a mikrocisztinek tobb mint
100 variansa eltér6 variabilitassal jelenik meg benniik, illetve a mikrocisztineken kiviil egyéb
toxinok is kimutathatok. Egyes cianobaktériumfajok hepatotoxikus mikrocisztineken kiviil
neurotoxikus alkaloidokat és szaxitoxinokat is termelnek. A Planktothrix szervezeteink
metanolos extraktumaval elvégzett MALDI-TOF analizis soran kideriilt, hogy a szervezetek a
jellemzé mikrocisztin varidnsokon kiviil szamos kiilonb6z6 linearis és ciklikus peptidet
termel, amelyek szintén befolyasolhatjak a toxikussagot. A biologiailag aktiv komponensek
koziil tobb toxintermeld cianobaktériumra jellemzd peptidet azonositottunk, amelyek
elsésorban proteazinhibitorok. Az azonositott kasumigamid- és mikroginin variansok linearis-
, az anabaenopeptin B és F ciklikus peptidek. Az emlitett peptid tipusu toxinok a szervezet
toxicitdsat nagyban novelik, valamint az utobbi évek hidrobiologiai és Okotoxikologiai
vizsgalatai kimutattak, hogy elsdsorban egyes zooplankton szervezetekre, foleg Daphnia
fajokra gyakorolnak erdsen toxikus hatdst (Baumann és Jiittner, 2008).

A vizsgalatunk targyat képezd Planktothrix fajok az Eszaki-félteke édesvizeiben
altaldnosan eléfordulé szervezeteknek tekintheték, Eurdpaban és Eszak-Amerikaban egyarant
idézhetnek el algaviragzast. Munkank soran, a hazai vizterekbdl két Planktothrix fajt, a P.
agardhii-t és a P. rubescens-t sikeriilt azonositani.

A Planktothrix agardhii a mérsékelt 6vi eutrofikus vizek kedveldje, Magyarorszagon
épp olyan altalanos a megjelenése, mint Eurdépa mas teriiletein. Hazankban biztositottak a
nyari-nyar eleji vizvirdgzashoz sziikséges kornyezeti faktorok, ugyanakkor toxintermelése
nem altalanosithato. A vizsgalt mintaink k6zott talaltunk erésen toxikus allomanyt (varpalotai
minta) de jellemz6bb a kevéssé toxikus megjelenési forma (Vasas et al., 2009).

A Planktothrix rubescens magyarorszagi megjelenése azonban figyelemremélto,
tekintve, hogy nem vagyunk alpesi orszag, valodi rétegzett mély tavaink szama csekély. A
vizvirdgzasok tilnyomo részét Magyarorszagon a prokariota cianobaktériumok idézik eld
elsdsorban a nyari idOszakban, intenziv zoldes, kékes, sargas szinnel (Carmichael, 1994;
Vasas, 2002; 2004). A 7 méteres mélységli Kocka-to felszinén megfigyelt novemberi
vizviragzas azonban szokatlan, voros szinii volt. Laboratoriumi vizsgalatok kimutattak, hogy
a jelenséget a P. rubescens okozta. A voOrés szinli cianobaktérium észak-magyarorszagi
megjelenése azért szokatlan, mert a fajt eredetileg hidegvizi sztenoterm szervezetként tartjak
szamon, amely Kozép-Eurdpa és Dél-Eurdpa szubalpin, alacsony hegyvidéki, mély tavaiban
terjedt el. Ezekben a tavakban a rétegzddést mutatd cianobaktériumok stabil nyari
populaciokat hoznak Ilétre a termikusan rétegz6d6 tavak és viztarozok metalimnionnak
nevezett kozbiilsd zonajaban. A Planktothrix rubescens altal eléidézett vizviragzas nem mas,
mint a populacidonak a metalimnionbol a vizfelszinre torténd vertikalis migracidja, amely a
sejtek gazvezikulumainak segitségével valosul meg. A vizkémiai paramétereket attekintve
els6sorban a pH, fajlagos vezet6képesség és a Osszes szerves szén adatait emeljik ki. A
felszinen talalhaté Planktothrix rubescens tomeg megjelenéséért feltételezhetéen a viz
homérséklete a felelés. A viz hémérséklete 4 °C fokos volt, feltehetéen az 06szi
felkeveredésnek koszonhetden jelent meg a szervezet nagyobb tomegben a viz felszinén. A 6
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célunk a szervezet toxintermelésének jellemzése volt, hiszen az elsésorban alpesi orszdgok
tavaiban el6forduld P. rubescenst az erésen toxikus szervezetek kozé soroljak. Természetesen
erre a szervezetre is altalanos érvényli, akarcsak az algatoxin-termelésnél altalaban, hogy a
toxintermelés nem fajhoz kothetd, egy adott faj populacidi toxikusak mig masok nem
(Welker, 2006; 2007). Az elvégzett vizsgalatok alapjan elmondhato hogy a szervezet kivonata
a Magyarorszagon legtoxikusabbnak szamitdé Microcystis populaciok toxicitasaval vetekszik,
tomeges megjelenésiikkor toxintermeléssel szamolhatunk (Vasas et al., 2009; 2013).
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7. A Cylindrospermopsis raciborskii toxintermelésének sajatossagai

A Cylindrospermopsis raciborskii (Wolosz.) Seenaya et Subba Raju fonalas
cianobaktérium jellegzetes morfologiai sajatsagokkal bir nitrogénkotés koriilményei kozott.
Fonalai terminalisan heterocisztakat hordozhatnak (28. abra). A trichoma maganyos, egyenes
vagy enyhén hajlott, nyalkas hiively nélkiili. A sejtek hossza meghaladja szélességiiket.
Hosszsaguk 7-10 pm, szélességiik 2-4 um. A sejtek jellegzetes tilakoid mintazatot
mutatnak, szortan gazvakuolumokat tartalmaznak. Apikalis sejtje kap alakd. Terminalisan
heterocisztat tartalmazhat, amely lang vagy ktp alakd. A heterociszta 3-5 um széles és 3-8 p
m hosszi (Anagnostidis és Komarek, 1988; Padisak ¢s Istvanovics, 1995; Padisak, 1997).

Elészor Anabaena raciborskii néven irta le Woloszynska a szobanforgd szervezetet 1912-
ben. A faj egy olyan anyagbol kertilt el6, amelyet Raciborskii professzor hozott 1899-1900-as
gyljtései soran, Java szigetér6l egy Rawa Damangan nevi tobol. A Cylindrospermopsis
raciborskii-t Skuja egy Java-szigetén talalhato tobdl irta le és az indo-malaysiai "alga flora"
meghataroz6 elemének tartja. Vinogradska altal kozolt informaciokbdl tudjuk, hogy e faj
"szertelen, talzo" terjeszkedésével jo néhany felszini viztérben megjelent, amely hdmérséklete
meghaladta a 25 °C-t (Singh, 1962; Padisak, 1997). Jelenlegi elterjedési teriiletét tekintve e
szervezetet megtalaltak szinte az egész vilagon K6zép-Azsiaban, Indidban, Eurdpaban, Eszak-
Amerikaban és Ausztraliaban (Kinnear, 2010). Hazankban a Cylindrospermopsis raciborskii-t
1977-ben figyelték meg eldszor a Szelidi-toban és a Tiszaban. A Balatonban 1978-ban
talaltak meg. Jelenleg hazankban mar j6 néhany felszini viztérben eléfordul (Hamar, 1977;
Hindak, 1988; Padisak, 1997).

A nemzetkdzi kozvélemény (a koznapi és a tudomanyos) egy ausztraliai vizviragzas soran
figyelt fel e fajra. 1979 novemberében Palm Island-en, Eszak-Queensland-ben 148 ember
kertilt stlyos majgyulladassal korhazba, mert a Cylindrospermopsis raciborskii belekertiilt a
vizvezeték-haldzatba. A faj egy Solomon Dam nevii ivoviztarozoban idézett eld vizviragzast,
¢s hogy a vizvirdgzast letorjék, a vizet rézszulfattal kezelték. A kezelés hatdsara keriiltek az
ivovizbe a sejtek anyagceseretermékei, igy a cilindrospermopszin nevii cianotoxin is (Hawkins
et al, 1985). A toxin altal eldidézett megbetegedés jol -elkiilonithetd az egyéb
gasztroenteriszektdl. Az ausztraliai, hasonl6 jellegli megbetegedések nem 1j keletliek, hiszen
a mult szdzadban leirasra keriilt Barcoo-laz tiinetei egyeznek a Palm-Islandi titokzatos
betegség tiineteivel. Az ausztrdl orvosi szakirodalom torténeti attekintése nyomdn Hayman
(1992) azonositja a Barcoo lazat a cilindrospermopszin mérgezéssel (Hayman, 1992).

Az Aphanizomenon ovalisporum egy masik potens cianobaktérium faj, melynek
cilindrospermopszin termelését szamos esetben leirtak (Kinnear, 2010). Az A. ovalisporum
els@sorban a tropusi, szubtrdpusi teriileteken tomeges, de a mérsékelt dvben, igy hazankban is
eléfordul. A faj a vizviragzast okozo cianobaktériumok kozott tarthatd szamon. Ahogyan arrol
korabban mar volt szo, legismertebb az 1994-ben, az izraeli Kinneret-toban lezajlott tomeges
elszaporodasa (Berman, 1997; Pollingher et al., 1998; Hadas et al., 1999). Shaw ¢s
munkatarsai leirtak a faj viragzasat Ausztralidban (Shaw et al., 1999), késébb pedig két
gorogorszagi toban vald megjelenésérdl szamoltak be (Gkelis et al., 2005).

Az A. ovalisporum toxikus cianobaktérium. A Kinneret-tobol izolalt térzs altal termelt
toxint Banker €s munkatarsai (1997) jellemezték, a toxin a citotoxikus alkaloidok k&z¢ tartozo
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cilindrospermopszinnek bizonyult (a toxinrol részletesebben a 2. fejezetben széltunk).
Késobbi vizsgalatok azt mutatjak, hogy az izolalt toxikus torzsek mindegyike
cilindrospermopszint termel. (Shaw et al., 1999; Gleiks et al., 2005).

Az elmult iddszakban feltind az egyes vizterekben megjelend nitrogénfixald
szervezetek nagy aranya és azon belill is a Cylindrospermopsis raciborskii jelenléte hazai és a
vilag szamos pontjan megtalalhato vizterekben (Sivonen et al., 1990; Skulberg, 1994; Harada
et al., 1994; Hawkins et al., 1997). A cilindrospermopszin-analizisek kapcsan megvizsgaltuk a
kiilonbozé vizterek planktonmintdit ¢és a potencialisan cilindrospermopszin-termeld
szervezeteket izolaltuk, megvizsgaltuk toxicitasukat (Vasas et al. 2010).

9. tablazat. Cianobaktérium torzsek/ algaviragzasmintak cilindrospermopszin analizise (Vasas et al. 2010).

faj torzs szarmazasi hely PS/PKS gén CYN tartalom
ma/g

Cylindrospermopsis  BGSD-266* Balaton -/- n.d.

raciborskii

Cylindrospermopsis  BGSD-2000 Balaton -/- n.d.

raciborskii

Cylindrospermopsis  BGSD-2001 Balaton -/- n.d.

raciborskii

Cylindrospermopsis  BGSD-410 Kis-Balaton -/- n.d.

raciborskii

Cylindrospermopsis  BGSD-280 Szelidi to -/- n.d.

raciborskii

Cylindrospermopsis ~ AQS** Ausztralia +/+ 3.94

raciborskii

Cylindrospermopsis  plankton minta  horgasz t6, Doboz -/- n.d.

raciborskii

Cylindrospermopsis  plankton minta ~ Endrédi-holtag, -/- n.d.

raciborskii Hungary

Cylindrospermopsis  plankton minta  Békas t6, Debre- -/- n.d.

raciborskii cen

Cylindrospermopsis  plankton minta  horgaszt6, Zamardi -/- n.d.

raciborskii

Cylindrospermopsis  plankton minta  Leveleki tarozo -/- n.d.

raciborskii

Aphanizomenon ILC-164*** Izrael (Kineret t6) ++ 4.78

ovalisporum

Aphanizomenon BGSD-300 botanikus kerti to, ++ 4.52

ovalisporum Blanes, Spain

Aphanizomenon BGSD-301 Szelidi to -/- n.d.

ovalisporum

11 C. raciborskii minta cilindrospermopszin tartalmat vizsgaltunk meg, ebbdl 10 hazai
¢s egy ausztraliai (AQS) minta volt (9. tablazat). Az Gsszes magyarorszagi minta a toxin

129



dc_819 13

termeléséért felelds génekre (PKS és PS gének) nézve negativnak mutatkozott (9. tablazat).
Az AQS volt az egyetlen torzs, amiben a gének jelenlétét igazolni tudtuk.

Az A. ovalisporum, esetében harom izolatumot, a CYN termel6 izraeli (IL C-164)
torzset és két altalunk izolaltat vizsgaltunk meg. Az izraeli és az altalunk a spanyolorszagi
Blanesbdl izolalt torzsben a toxin-termelést jelz6 géneket sikeriilt kimutatnunk. A
magyarorszagi Szelidi- tobol szarmazo minta esetében ezt nem tapasztaltuk (27. abra).

mAu
_ | .
10 _ |
|
B
5 _|
M\mﬂ C
] wmﬂm l i s A
| | | | | T
5 10 15 min

27. abra. A, ovalsiporum cilindrospermopszin analizise. A: lzrael (ILC-164) CYN jelenlétét a nyil mutatja; B:
Spanyolorszag, Blanes (BGSD-300) CYN jelenlétét a nyil mutatja; C: Magyarorszag, Szelidi-t6 (BGSD-301) a
CYN hianyat a nyil mutatja; (MEKC: 25 mM natrium-tetraborat, 100 mM SDS, pH 9,3; Vasas et al. 2010).

A kiilonboz6 vizterekbdl izolalt Cylindrospermopsis raciborskii térzsek toxicitasa
mustar csirandvénytesztben, vizterenként kiilonbozott, amely aldtdmasztja azt a
torvényszertiséget, hogy a cianobaktériumok toxicitasa, egy adott cianotoxin termelése nem
kothetd kizarolagosan egy fajhoz, hanem a fajok egyes izolatumainak jellemzdje. A
magyarorszagi, altalunk izolalt térzsekrdl altaldnosan elmondhato, hogy cilindrospermopszin
jelenlétére utald jeleket sem genetikai hattér sem a tesztekben megfigyelhetd toxinspecifikus
hatasok soran nem talaltunk.
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A toxin tényleges jelenlétét bizonyitd méréseink alapjan a magyarorszagi C.
raciborskii és A. ovalisporum viragzasmintak valamint izolatumok cilindrospermopszint nem
tartalmaztak. Az ismert CYN termeld torzseknél egyértelmiien bizonyitottuk a toxin jelenlétét
¢és egy spanyolorszagi A. ovalisporum kapcsan is bizonyitotta valt a termelése (Vasas et al.
2010).

A magyarorszagi  vizterek  Cylindrospermopsis  raciborskii  izolatumanak
cilindrospermopszin analizise természetesen nem altalanosithatd a magyarorszagi vizterekben
jelenlévé C. raciborskii torzsekre, nem zarhatd ki cilindrospermopszin termel$ torzsek
jelenléte Magyarorszagon, azonban a Balatonbdl szarmazo6 tobb év izolatumanak analizise
valosziniisiti, hogy a Balatonban el6forduld, szeptemberi idészakokban tomegprodukciot adod
Cylindrospermopsis raciborskii nem termel cilindrospermopszint (Vasas et al. 2010).

A cilindrospermopszin egy Cylindrospermopsis raciborskii térzsb6l keriilt leirasra,
azota tobb publikacido jelent meg cilindrospermopszint nem termelé C. raciborskii
izolatumokrol és sorra keriiltek leirasra egyéb fajok (Umezakia natans, Aphanizomenon
ovalisporum, stb.) melyek egyes izolatumai termelik az alkaloid tipust cilindrospermopszint
(Othani és Moore, 1992). Az Ausztraliabol szarmazo izolatumaink (BGSD AQS, LT) szintén
alatamasztottak, hogy a Cylindrospermopsis raciborskii CYN termelése eseti, hiszen az AQS
izolatumunk termeli, mig LT izolatumunk nem termeli az alkaloid tipust hepatotoxint (Vasas
et al. 2010).

Laboratoriumunk egyik modell-szervezetének, az Izraelbdl szarmazo Aphanizomenon
ovalisporum-nak (BGSD-423) a cilindrospermopszin analizisét az el6z6ekben részletesen
targyaltuk. A Spanyolorszagbol (Blanes, botanikus kerti t0) szarmazo Aphanizomenon
ovalisporum izolatumbol szintén CYN-t sikeriilt kimutatnunk, ami megmagyarazza a toban
megjelend vizviragzas mintajaban detektalt CYN tartalmat (Vasas et al. 2010).

A C. raciborskii valtozatos megjelenésére 2012 novemberében figyelhettiink meg egy
példat. Az emlitett idészakban a Debrecen melletti Fancsika tarozo €s horgasztoban tonnanyi
mennyiségll hal pusztult el. Az év végi iddszak, a 4-5 °C -os viz ugyan nem valoszinisitette,
de a viztérben tomegesen jelentkezett a faj helyenként 10%/ml-es fonalszammal. Nemcsak az
id6szak és kifejezetten magas egyedszamu és homogén megjelenés volt szokatlan, hanem a
tomeges megjelenésli biomassza a szokvanyos zoldes elszinezddés helyett élénk narancssarga
szinben jelentkezett. A feltehetden alacsony homérséklet hatasara a fonalakban talalhato
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).
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28. abra. Cylindrospermopsis raciborskii algaviragzas a Fancsika tarozoban (A) 2012. november elején. A
sejtekben felhalmozott karotinoidoknak kdszonhetden a viztér élénk narancssargara szinezodott (B). A C.
raciborskii fonala a jellegzetes terminalis heterocisztakkal (Vehovszky et al., 2014).

A tarozdban a nyari oxigénhidnyos allapotokban gyakran jelentkezik részleges,
n¢hany hal egyedet ¢érintd elhullds, pipalas, de jellemzden ilyenkor a viz oldott
oxigéntartalmara érzékeny fajokat érinti a jelenség. Jelen esetben jellemzd volt, hogy a viz
teljes halfaunaja (Sander lucioperca, Hypophthalmichtys nobilis R., Ctenopharingodon idella
(\Valenciennes, 1844) Cyprinus carpio L., Silurus glanis L., Ameiurus nebulosus (Lesueur),
Carassius carassius L.) kezdett tomegesen elpusztulni, rdadasul a neurotoxikus
algaviragzasok jellemzd ,tiinete”, elpusztult emldsallatok (jelen esetben elpusztult macskak)
is megfigyelhetd volt a viz partjan.

Az algaviragzasbo gylijtott mintdbol valamint annak fenntartott izolatumabol
megvizsgaltuk a lehetséges ismert toxinok jelenlétét. A faj mar emlitett mozaikos
toxintermelési képessége miatt mikrocisztin variansokra, cilindrospermopszinre, anatoxin-a-ra
végeztliink a mar részletesen ismertetett koriilmények kozott vizsgalatokat. Az ismert toXinok
jelenlétét nem tudtuk igazolni és a dél-amerikai torzsekre jellemzé szaxitoxin (Na* csatorna
blokkolo) analdgok jelenlétét is kizarhattuk specifikus elektrofizioldgiai tesztek segitségével
(akcios potencidlok amplitudojanak csokkenése, alakjanak torzuldsa az algakivonat
jelenlétében).

Ugyanakkor puhatestli (Helix pomatia, Lymnaea stagnalis) allatok azonositott

kozponti idegrendszeri neuronjain elektrofizioldgiai és farmakoldgiai eredmények igazoltak,
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hogy az algavirdgzasbol szarmazd mintdkban a neurotoxinok elsddleges célpontja (target) az
anatoxin-a tipust cianotoxinokhoz hasonldéan az idegsejtek nikotinerg acetilkolin-receptora
(nAChR). Az anatoxin-termel6 Oscillatoria phormosa PCC 6506 hasonloképpen eldallitott
kivonata ugyanezeken a sejteken ugyancsak nikotinerg blokkolonak bizonyult, mig a CYN
termeld AQS (20 mg/ml-ig tesztelve) nem valtott ki reprodukalhatd vagy dozisfiiggé nAChR
gatld hatast. Eredményeink alapjan a szervezet anatoxin hatdsu komponens(eke)t tartalmaz,
melyek a neurotoxikus terepi kovetkezményekért felelések lehetnek (Vehovszky et al., 2014).

Amiota a C. raciborskii tomeges megjelenései kapcsan mérgezéseket és toxinok
jelenlétét tapasztaltdk a vilag egyes tajain (Ausztralia, Dél-Amerika), kitiintetett figyelemmel
kisérik a faj terjedését minden régioban. Elterjedése és tomeges megjelenései Eurdpa
orszagaiban is gondot okozott (Runnegar et al., 1994; Terao et al., 1994; Bell és Codd, 1994;
Kinnear, 2010). Toxintermelése kifejezetten valtozatos és a tomeges megjelenésre hajlamos
cinaobaktériumokon beliil is unikalisnak tekinthetd. Az ausztraliai, egyes azsiai és egyes
afrikai torzsek esetében cilindrospermopszin termelést azonositottak, mig a dél-amerikai
populaciok esetében szaxitoxint és annak analdgjait detektaltak. Eurdpai elterjedésekor ugyan
cilindrospermopszin jelenlétét igazoltdk vizterekben, de utdlagos vizsgalatok egyértelmiivé
tették, hogy annak termeléséért mas, elsésorban Aphanizomenon fajok voltak felel6sok.
Eurdpai izolatumok esetében elmondhatd, hogy kiilonb6zd biotesztek (egérteszt, mustar
csirandvény teszt, izolalt neuronok) alkalmazéasa soran egyontetiien megfogalmazodott, hogy
mérgez0 metabolitokat termelnek egyes izolatumok, de azok nem tartoznak az ismert, mar
azonositott toxinok koz¢ (Kinnear, 2010; Vasas et al. 2010). Méréseink a cilindrospermopszin
termelést kizarjak a faj hazai megjelenései kapcsan és egy masik potencialisan CYN termeld
szervezet az A. ovalisporum esetében sem igazoltuk azt a hazai megjelenések soran.
Ugyanakkor a hazai jelentdségen talmutat a neurotoxikus C. raciborskii kemotipus
azonositasa, amely megjelenése a tagabb régiora is jellemzd lehet, felveti a neurotoxikus
forma eurdpai megjelenését €s egyértelmiien bizonyitja ujabb toxincsaladok jelenlétét a fajban
(Vasas et al. 2010; Vehovszky et al., 2014).
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8. Cianobakterialis toxinok jelentésége a mikroalgak hasznositasa soran

Az algdk és cianobaktériumok kapcsan felmeriild toxinok variabilitidsanak a
kornyezetben betoltott sajatsagos €s részben tisztdzatlan szerepe mellett néhany, az emberek
mindennapjait érintd Osszefliggése is van, melyek az algaszervezetek hasznositdsa mentén
keriilnek el6 (Becker, 2004).

Az egyik ilyen kifejezetten karos kovetkezmény: a taplalékként illetve taplalék-
kiegészitokként hasznositott alga és cianobaktérium fajokban megjelend toxinok kozvetleniil
a human szervezetre gyakorolt hatasa (Cardozo et al., 2007). A masik jelenség az algatoxinok
kétarcisagara hivja fel a figyelmet, hiszen az ismert toxinok és az algdkbol folyamatosan
azonositott erds hatasi komponensek veszélyesek, mérgezdek, de sokszor kiilonleges hatdssal
bird igéretes metabolitok (Gademann és Portmann, 2008; Araoz et al., 2009; Vasas et al.,
2010). Szamos példat ismeriink arra, hogy ezeket a komponenseket a farmakologia vagy a
biologiai ¢és a gyogyszertudomanyokat érintd gyakorlat hasznositja (Fattorusso ¢és
Taglialatela-Scafati, 2008; Bhakuni és Rawat, 2005). Jelen fejezetiinkben az algaviragzasokat
¢és azok toxinjait, mint fontos természetes hatdanyagforrasokat is targyaljuk és felhivjuk a
figyelmet a jelentdséglikre.

8.1. Taplalék kiegészit6k

Az algak tomeges megjelenései, mint ahogyan emlitettiik mar, elsdsorban az utdbbi
évtizedek civilizacios tevékenységeinek is kdszonhetdek (Chorus és Bartram, 1999), de a
multban is szamos példa volt algaviragzasokra, algak tomeges megjelenésére (Reynolds,
1975). Az ilyen jelenségek gyakran allati vagy emberi mérgezésekhez kotddtek, de mar az
Osidokben is felmeriilt az ilyen jelenségek mentén a felszaporodd mikroalgédk hasznositésa,
fogyasztasa (Becker, 2004).

Napjainkban tobb mint 107 tonna algat takaritanak be évente a vildg nagyvallalatai
kiilonb6zo céllal. A betakaritott algat példaul étkezésre szanva értékesitik, vagy mas esetben
kiilonb6z6 technologidkat alkalmazva csupan néhany anyagceseretermék hasznosul (Garson,
1989; Vasas, 2011). Jelentds volt a mult szazadban az algak altal termelt poliszacharidok ipari
alkalmazasa is. Az 1940-es évektol kezdve keriilt egyre inkdbb eldtérbe az alga, mint allati
takarmany kagyl6é vagy halfarmokon (Albertus, 2004). Az alkalmazott algologia 1948 utan
indult jelentés fejlodésnek és a vilag szamos orszagaban célul tiizte ki az algafehérje illetve
zsiradék taplalék formajaban torténd hasznositasat (Ale et al., 2011). Az algak altal termelt
biologiailag aktiv anyagcseretermékek vizsgalata soran az elsd célkitlizés antibiotikumok
izolalasa volt. Az 1960-as években a Chlorella mint Gj élelmiszer sikeresnek bizonyult t6bb
orszagban ¢és szamos cég kezdett el foglalkozni az algdk tomeges tenyésztésével. Az 1970-es
¢vekbeli energiavalsdg volt az, ami els6ként elinditotta azt az elgondoléast, hogy a
hozzaférhetd algatomegbdl megljuld energiaforrasként lehetne {izemanyagot, illetve
hasznosithato energiat eléallitani (Randall et al., 2001). Az 1980-as években egyre tobb, a
gyogyaszatban, farmakoldgiaban hasznosithatd biologiailag aktiv komponenst izolaltak és
azonositottak. Az 1980-as években mar tobb nagyiizem miikodott a vilagban amely Spirulina,
Chlorella, Dunaliella illetve Haematococcus fajok tomeges tenyésztésével foglalkoztak. A
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90-es ¢évektdl kezdve a megfogalmazott igények és lehetdségek kiszolgalasara transzgenikus
algatorzsek eldallitasat tlizték ki célul egyes laboratériumok, amelyek segitségével probaltak
optimalni a specialis anyagcseretermékek hozamat (Hallmann, 2007).

A planktonikus algdk fogyasztdsanak etnobotanikdja joval szegényesebb, ha
Osszevetjiik az edényes flordhoz tartozd tarsaikéval, hiszen méretiiknél fogva sokaig
lathatatlanok voltak a hétkoznapi ember szdmara. Ettdl fiiggetleniil ismeriink erre példat,
hiszen fennmaradt irasos dokumentumokbdl tudjuk, hogy Spirulina elszaporodott tomegeit
mar fogyasztottak tobb szaz évvel ezel6tt is. A Spirulina emberi fogyasztasarol az elsé adatok
az 1500-as évek elejérdl szdrmaznak egy Benavente nevill atyatol. Megfigyelései szerint a
mexikoi indidnok vizekben felszaporodd zdldes hartyat gyljtotték és az aztékok kedvelt
taplaléka volt, elmondasaik szerint az algdk fogyasztasa jo erdnlétet biztositott szdmukra.
Hasonl6 megfigyeléseket a Csad-t6 kornyéki bennsziilottek esetében is leirtak, 6k is szivesen
fogyasztottak a lugos vizili tavuk felszinét beszovo kékes szinli hartyaszerii algat (Cardozo et
al., 2007). Kindbdl is fennmaradtak olyan beszamolok, amelyek Nostoc fajok fogyasztasarol
szoltak. Egy ¢hinséges idoszakban egyéb taplalék hijan, a kornyéken talalhatd nedves, vizes
¢léhelyeken elszaporodd jelentds nyalkatartalommal biré Nostoc telepeket fogyasztottdk
(Karkos et al., 2011).

A jelenkor részben a divaton, részben a megismert bizonyitékon alapulo in vitro és in
vivo vizsgalatainak koszonhetéen egyes cianobaktériumfajok kozkedvelt taplalék-
kiegészitokként keriiltek forgalomba. A Spirulina felkeriilt az amerikai Food and Drug
Administration GRAS kategoéria listajara (altaldnosan biztonsagosnak elismert élelmiszerek).
2011-ben a DSI-EC (The Dietary Supplements Information Expert Committee) of the United
States Pharmacopeial Convention (USP) A osztalybeli biztonsagi kategoéridba sorolta a
Spirulina platensist a szakirodalomban fellelheté 34 mellékhatas tanulmanyozasa soran
(Marles et al., 2011).

Ugyanakkor a Spirulina el6retorésével szorult vissza egy masik cianobaktérium faj
alkalmazasa a Super-Blue-Green fantazianevet is viseld Aphanizomenon termék, amely
kapcsan szamos tanulmany ravildgitott a faj nem csupan potencialis, hanem valos
mérgezOképességére a benne talalhatd jol ismert mikrocisztinek miatt. Az Aphanizomenon
genusz tagjaibol kimutatott toxinok sokfélesége természetesen tovabbi indokot szolgaltatott a
termék hattérbe szorulasanak (Vasas, 2014). A cianobaktériumok esetében a mar targyalt
toxintermelés sajatossaga, hogy fajhoz egyértelmiien nem rendelhetd, hanem fajok egyes
populacidjadhoz vagy kemotipusdhoz kapcsolhatéak. Az 1jabban publikalt analizisek
megerdsitik, hogy egyes taplalék-kiegészitoként alkalmazott Spirulina készitményekben is
talaltak ismert algatoxinokat (Cardozo et al., 2007).

Tovabbi mikroalgak a Chlorella sp., Haematococcus sp., Dunaliella sp., melyek
szintén komoly human felhasznéléssal birnak és egyre népszeriibbek napjainkban. Az algik
tomeges eldallitasara egyes algafajok hasznositasdnak kapcsan meriilt fel az igény, hogy a
megjosolhatatlan természetes koriilmények kozott bekdvetkezd tomegprodukcidkon tdl,
tudatos emberi tevékenységként szabadtéri vagy zart rendszerekben elére tervezhetd
hozammal megoldhato legyen egyes fajok gazdasagos nevelése (Cardozo et al., 2007
Hallmann, 2007). Akar természetes vagy mesterséges nyilt neveldrendszerekrdl beszéliink, a
létrehozott algakultirak esetében gyakori fert6zo ,,vendég” fajok jelenhetnek meg, mint pl.
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Microcystis, Limnothrix vagy Synechococcus fajok, melyek kapcsan toxintermelést
(mikrocisztinek és anatoxin-a) irtak le (Marles et al., 2011).

A taplalék-kiegészitoként hasznalt algafajok esetében napjainkra mar aktualis igénnyé
valt az ismert toxinok analizise. A termékek ellendrzése egyre szigoribbnak mondhato, de az
algatoxinok ilyen irdnyll mérgezései és hatdsai aktualis problémat jelentenek.

A taplalék-kiegészit6 mikroalga fajok koziil a legnépszeriibb Spirulina termékek
indikéacidit mutatjuk be részletesen, melyek elsésorban a bizonyitékon alapulo
alkalmazasoknak megfeleléen tudomanyos hatasvizsgalatokon keresztiil nyertek bizonyitast
(Kay, 1991; Vasas, 2014).

Allergia, natha és immun modulacio

A spirulinardl ismert, hogy rendelkezik gyulladasgatlod tulajdonsaggal. Randomizalt,
kettés-vak placebo-kontrollos vizsgalatot végeztek allergias nathaval rendelkezé egyéneken
12 héten keresztiil. Periférias vér mononuklearis sejteket izolaltak a vizsgalat el6tt €s utan és
mérték a citokin szinteket, melyek fontosak az immunglobulin E (IgE) medidlta allergia
szabalyozasaban. A kisérletek kimutattdk, hogy a magas dozisi Spirulina csokkenti az
interleukin-4 citokin szintet. Ezen kiviil a tiineteket is csokkentette, mint az orrfolyast,
tiisszogést, orrdugulast és viszketést. Az alga immunmodulalo aktivitdsat az emberi nyalban
megemelkedett IgA szint mérésével tamasztottak ala (Karkos et al., 2011).

Antiviradlis aktivitas

In vivo vizsgalatok tapasztalatai nem erdsitik meg ezt a hatasat az alganak. Viszont in
vitro a szulfatalt poliszacharid, a kalcium-spirulan, mint aktiv dsszetevé gatolja a burokkal
rendelkez6 virusok replikéacigjat. Ilyen virus a HHV1, CMV, HIV 1, kanyar6, mumpsz és
influenza A. Mas vizsgalat is alatamasztja azt, hogy a Ca-spirulan gatolja a HIV 1
szaporodasat a T-sejtekben, periférids vér mononukledris sejtekben és a Langerhans sejtekben
(Marles et al., 2011).

Koleszterinszintre kifejtett hatas

15 onkéntes férfi 8 hétig kapott Spirulinat és a vizsgalat soran megfigyelhetd volt,
hogy az LDL koleszterinszint jelentdsen csokkent, mig a HDL szint névekedése nem volt
szignifikans. Az aterogén hatas is csokkent. Egy madsik tanulmdnyban ischaemids
szivbetegeknek adtak Spirulindt és az eredmények alapjan megallapitottak, hogy csokkent a
triglicerid-, koleszterin- és LDL szint. A HDL koleszterin mennyisége emelkedett a vérben.
15 cukorbeteg pacienst is vizsgaltak, akik szintén Spirulindt kaptak. Ezeknél a betegeknél az
LDL: HDL aréany jelentdsen csokkent, de ez még kevés bizonyiték ahhoz, hogy cukorbetegek
kezeléseként ajanljak (Karkos et al., 2011).

Daganat ellenes tulajdonsdg

A Spirulina antioxidans és immunmodulal6 tulajdonsagaibol kovetkeztetnek daganat
ellenes hatasara és arra, hogy szerepet jatszhat a daganatos megbetegedések megeldzésében.
Eddig human vizsgalatok nem sziilettek, viszont in vitro és in vivo eredmények ezt
alatamasztjak. 77 fos horcsog csoporton vizsgalva a Spirulina hatasat azt tapasztaltak, hogy 1
¢vvel az alga haszndlata utan az allatok 45%-anal csokkent a leukoplakia teljes regresszidja
(Marles et al., 2011).

Kronikus arzénmérgezésben kifejtett hatasa

136



dc_819 13

Egy placebo-kontroll, kettds vak vizsgalatot végeztek 41 kronikus arzén mérgezett
betegen. 17 beteg placebot kapott, 24 pedig Spirulina és cink elegyét naponta kétszer 16 hétig.
Osszehasonlitottdk a két csoport bértiineteit, a vizeletben és a hajszalban az arzén tartalmat.
Ezek alapjan arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a Spirulina hasznos a keratosisos ¢€s
melanosisos bortiinetek kezelésében (Karkos et al., 2011).

Antioxidans aktivitds

A C-phycocianin fontos fikobiliproteinje az alganak, mely rendelkezik gyokfogd és
antioxidans tulajdonsaggal. Szelektiv COX-2 gatlo ezért gyulladds csokkentd hatasa van
(Marles et al., 2011). Megallapitottak, hogy 6 honapon at térténé 10 g napi adag fogyasztasa
mellett mellékhatas biztosan nem tapasztalhatoé (Marles et al., 2011), azonban nem megfelel
min6ségl taplalékkiegészitd Spirulina készitmények fogyasztasakor tapasztalt mellékhatasok,
mérgezések esetében mikrocisztin kontaminaciot gyakran jelentették (Marles et al., 2011).

8.2 Metabolitok hasznositasa

A ndvényi hatdanyagtermelés sajatsagaira, valtozatossagaira szamos példat lehet hozni
a kiilonboz6 altalunk is vizsgalt novények alkalmazasai kapcsan: A safrany (Crocus sativus;
Gonda et al., 2012), fiiszerndvény illékony (szafranal), keseri (pikrokrocin) és szinanyag
(krocinok) komponenseinek viszonylag stabil, allandé termelése; az utifii (Plantago
lanceolata; Gonda et al., 2013) valtozatos gyulladas-csokkent6 iridoid (aukubin, katalpol) és
feniletanoid termelése; a torma (Armoracia rusticana) enzimatikusan keletkezé illékony
antimikrobialis, jellemzé organoleptikus sajatsagokkal (Nguyen et al., 2013) bird
izotiocianatjai (29. abra).
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29. abra A safrany (Crocus sativus; Gonda et al., 2012), az utifii (Plantago lanceolata; Gonda et al., 2013a, b)és
a torma (Armoracia rusticana; Nguyen et al., 2013) hatéanyag analizise kapillaris elektroforézissel (PC:
pikrokrocin, utC, umC, ucC, tCGG: krocinok, S: szafranal; CA: katalpol, AU: aukubin, ACTE: akteozid; SIN:
szinigrin, AITC: allil-izotiocianat).
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A fotoszintetizald cianobaktériumok, eukaridta algak esetében, mint részletesen
ismertettlik  szdmos mérgezd metabolit, toxin termelésében is megnyilvanul
anyagcseretermékeik valtozatossaga. Ugyanakkor valtozatos szénhidrat, peptid, terpenoid,
alkaloid és fenoloid komponensek bioszintézise révén alkalmazisok sora meriil fel ezen
¢lélénycsoportokkal kapcsolatosan (Bowles, 2007; Vasas, 2014).

A fotoszintetizald6 makroszkoépikus szervezetek, a virdgos novények biologiailag aktiv
anyagcseretermékeinek kutatdsa, termelési koriilményeik, analitikajuk, hatdsmechanizmusuk
részletes megismerése, alkalmazhatésaguk nagy hagyomanyokkal, tobb szdz éves multtal
rendelkezik (Evans, 2009). Nem véletlen, hogy az ismert ndvényi eredetli gyogyszerek,
mérgek tobb mint 90 %-a a magasabb rendi novényekbdl szarmazik (Bruneton, 1995). Az
altalaban mikroszkopikus méretli cianobaktérium- és algaszervezetek esetében elsOsorban a
tomeges megjelenés €s azok kovetkezményei voltak azok, amelyek felhivtdk a figyelmet e
szervezetek bioldgiailag aktiv anyagcseretermékeire €s a roluk szolo ismeretek hianyossagaira
(Carmichael, 1994). Részben a tomeges megjelenés adott lehetdséget arra is, hogy a
kiilonb6zé bioldgiai és kémiai modszerekkel megkezdjék e kiilonleges metabolitok
azonositasat, megismerését. Jelenleg szamos metabolitot azonositottak cianobaktériumokbol,
algakbol melyek hatasvizsgalatuk (preklinikai, klinikai) eredményei alapjan igéretes
hatéanyagként hasznosulhatnak (Vasas et al., 2010; Vasas, 2014).

Rakellenes és citotoxikus hatds

Lyngbya majuscula-bdl izolaltak a curacin A-t, mely antimitotikus szer. Gatolja a
mikrotubulusok dsszeszerelddését €s a kolchicin tubulinhoz val6 kétdédését (a kolchicin képes
megallitani az osztédast a metafazisban). Két linearis citotoxikus pentapeptidet a
majusculamid D-t és a deoximajusculamid D-t is izolaltak. A lingbiatoxin A felelés a faj altal
okozott dermatitis kialakulasaért €s citotoxicitdst mutat a P388 limfoid leukémidval szemben.
Ugy gondoljak, hogy szerepet jatszhat a gyomorrak kialakulasaban Hawaii-on, ahol az
emberek sok algat fogyasztanak. Az egy Nostoc fajbol szarmazo cryptophycin-l mikrotubulus
depolimerizal6 hatdsu, ami azt jelenti, hogy a mikrotubulusok tubulin dimerekké esnek szét a
metabolit hatdsara. A vegyiilet és analdgjai hatdsosak a tomor, szilard tumorok esetén
(Fattorusso és Taglialatela-Scafati, 2008; Gademann és Portmann, 2008; Araoz et al., 2009)

Tumor aktivitas elosegitése

A lingbiatoxin A és a debromoapliziatoxin az ornitin dekarboxilaz (ODC) aktivitasat
indukalja festett egér sejteken, hasonld hatasuak, mint a dihydroteleocidin B. A 13-cisz
retinsav gatolja az ODC indukalasat, ami a poliamin bioszintézis kulcsenzime. A poliaminok
képesek kotddni a proteinekhez és a nukleinsavakhoz, a sejtosztddds S-fazisdban
nélkiilozhetetlenek, hianyukban az osztoédas leall, a DNS szintézis csokken és a sejtek
mitozisba 1épése blokkolddik, mivel minimalis mennyiségli poliaminra sziikség van a G1
fazisbol az S fazisba valo atjutishoz. Igy ezekbdl kovetkezik, hogy ha megnd az ODC
aktivitasa, azaltal a poliamin mennyisége is €s gyorsabb lesz a sejtosztodas, ami eldsegiti a
tumor képzédését. A debromoapliziatoxin promicleocitas leukémia sejteket (HL-60)
eredményez és gatolja a sejtek differencialodasat. A lingbiatoxin A nagy biologiai
hatékonysaggal bir in vitro, de a debromoapliziatoxin sokkal gyengébb hatasu (Gademann és
Portmann, 2008; Araoz et al., 2009).
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Antibakteridlis hatds

A L. majuscula-bol diklérmetannal kivont y-lakton malyngolidnak antibiotikus hatasa
van a Mycobacterium smegmatis-szel és a Streptococcus pyogenes-szel szemben. A L.
majuscula f6 antimikrobialis Gsszetevdje az elemi kén és (-)-(4E, 7S)-7-metoxitetradec-4-
énsav (Bhakuni és Rawat, 2005; Fattorusso és Taglialatela-Scafati, 2008).

Gombaellenes hatds

Kiilonb6z6 mélytengeri L. majuscula-bol nyert majusculamid C egy ciklikus
depszipeptid, ami gatolja a novények gombaparazitait (Fattorusso és Taglialatela-Scafati,
2008).

Immunszuppressziv aktivitas

A venezuelai L. majuscula mintakbol nyerheté mikrocolin A és B immunszuppressziv
lipoproteinek. A mikrocolin az egér vegyes limfocita- és az egér P388 leukémiara hatasos in
vitro (Gademann és Portmann, 2008; Araoz et al., 2009).

A lipopeptidek jelentésége:

Antillatoxin: Az antillatoxin A-t egy tropusi cianobactérium, a Lyngbya majuscula
termeli. Az ichtyotoxikus vegyiiletek kozé tartozik. Gyors neuralis halalt valt ki kisagyi
szemcsés sejt tenyészetben. Citotoxikus hatasa megel6zhetd dextrorphannal és MK-801-gyel,
melyek N-metil-D-aszparaginsav (NMDA) antagonistak. A toxin molekularis célpontjai a
fesziiltség fliggd natrium csatornak, melyeken aktivaldo hatast fejt ki, ezért hatasa
felfiiggeszthetd tetradotoxinnal. Az antillatoxin gyors és koncentraciofiiggd intracellularis Na*
koncentracid ndvekedést okoz az agykérgi neuronokban. Az intracellularis Na* modositja az
NMDA receptor aktivitast.

Kalkitoxin: Tiazolin tartalmu vegyiilet, melyet L. majusculabdl nyernek ki.
Ichtyotoxikus az aranyhalra (Carassius auratus) és hatassal van a sos rakra is. A fesziiltség
fliiggd Na" csatornakat blokkolja.

Jamaicamide: Szintén a L. majuscula cianobaktériumban talalhato és az A, B és C
izomerei 1éteznek. Ezek az izomerek citotoxicitast mutatnak a H-460 (human tiid6) és a
neuro-2a egér neuroblasztoma sejtvonalak esetén. A Na® csatornakat blokkoljak (Bhakuni és
Rawat, 2005; Araoz et al., 2009).

8.3 Cianobakterialis alkaloidok

Az alkaloidok N-tartalmu, erds fiziologias hatast, gyakran erdsen toxikus, természetes
(ndvényi) eredetli vegyiiletek. Nitrogén atomjuk (atomjaik) kovetkeztében - ritka kivételtdl
eltekintve - bazikus tulajdonsagiak. Aminosavakbol, vagy legalabb részben aminosavakbol
¢épiilnek fel. Az alkaloid tartalmt drogok gyogyaszati felhasznélasa igen sokrétli, minden drog
esetén mas és mas. Elnevezésiik Meissner hallei gyogyszerésztol (1819) - alkalihoz hasonl6 -
szarmazik (Evans, 2003). Egy aminosavbol igen kiillonb6z6 vazu alkaloidok keletkezhetnek és
kozel rokon fajokban ugyanabbol az aminosavbol keletkezd, de kiilonb6zé alapvazzal bird
alkaloidok fordulhatnak eld. Ritkén az is megesik, hogy egy csaladban, st esetleg egy fajban
két kiilonbozé aminosavbol keletkezett alkaloid fordul el6. A 18.-19. szizadban izolalt
novényi alkaloidok valtozatos kémiai, farmakoldgiai tulajdonsagaikkal kétségteleniil nagyban
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befolyasoltak a biologiailag aktiv természetes anyagok kutatasat valamint az
orvostudomanyok fejlédését. Ahogyan bizonyos terpenoid eredetii vegyiiletek el6forduldsa
(képzddése) jellemzd lehet egy csaladra, ugy az alkaloidok eldfordulasa, mint kémiai
tulajdonsadg is jellemezhet egy-egy ndvénycsalddot vagy mds rendszertani egységet
(Bruneton, 1995; Vasas et al., 2010; Vasas, 2014).

Az algakbol az 1980-as évektdl izolaltak elséként alkaloidokat, kés6bb mind a mai
napig szamtalan alkaloid tipusi komponenst izoléaltak, igen valtozatos hatdasmechanizmussal.
A cianobaktériumokbdl izolalt legjelentésebb alkaloidok szerkezetét a 30. abran, hatasukat a
10. tablazatban foglaltuk 6ssze (Fattorusso ¢és Taglialatela-Scafati, 2008).

10. tablazat. Valtozatos hatasa cianobakterialis alkaloidok (Vasas et al., 2010; Vasas, 2014).

alkaloid Bioldgiai aktivitas

anatoxin-a nikotinerg acetilkolin receptor blokkold

anatoxin-a(s) acetilkolin-észteraz inhibitor

szaxitoxin fesziiltségfliggd natrium-csatorna blokkold
(VGSC)

B-methylamino-L-alanine Parkinson  ¢és Alzheimer  tilinet-egylittes
iniciator (ALS/PD)

cilindrospermopszin protein-szintézis gatlo

bauerinek antiviralis szer

norharmén antimikrobidlis szer

hapalindol antifungalis szer

tjipanazol antifungal szer

kalotrixin A és B antimalarias szer

nostokarbolin kolinészteraz inhibitor

szkitonemin UV fényvédo

Az anatoxin-a az acetilkolin receptorok antagonistdja és posztszinaptikus
neuromuszkularis blokkoloként miikddik. Normalis esetben az acetilkolin molekuldk az
izomsejtekben az acetilkolin-receptorokhoz kotddnek, és a sejtek 0sszehuzodasat valtjak ki,
majd az acetilkolin-észteraz nevii enzim elbontja az acetilkolint, és a sejt nyugalmi allapotba
keriil. Az anatoxin-a acetilkolinhoz hasonléan kotddik az acetilkolin-receptorokhoz,
kontrakciot valt ki, de az acetilkolin-észteraz nem tudja elbontani. Ily modon a sejt egy un.
Htalstimulalt allapotba” keriil. Az anatoxin-a(s) az acetilkolin-észteraz enzimet gatolja és igy
akadalyozza meg, hogy a receptorhoz kotddott acetilkolint elbontsa. A cianobaktériumokrol
feltételezik, hogy gazdag forrasat képezik az orvosilag fontos Osszetevoknek, s ezzel
kapcsolatban kutatasokat is folytatnak. Az anatoxin-a, mint acetilkolin-utanzo igen jo
,Kutatoeszkoz” lehet, mivel rezisztens az acetilkolin-észteraz lebontd hatasara. Ily médon a
toxin €és szarmazékai segitségével az acetilkolin receptorhoz vald kotdédésére és a kotod
receptorok aktivitisinak befolyasolasara kaphatnak valaszt a kutatok (Gademann és
Portmann, 2008; Vasas et al., 2010).

A maryland-i orvostudomanyi egyetemen az anatoxin-a-t mas aspektusbol is
vizsgaljak. A kutatok feltételezik, hogy egy moddositott valtozata hozzdjarulhat ahhoz, hogy
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késleltessék az Alzheimer-betegség okozta mentalis degradacidt. A szaxitoxin és a
neoszaxitoxin megakadalyozzak, hogy az idegsejtek az izomsejteken 6sszehuzodast valtsanak
ki. Ezt agy érik el, hogy blokkoljak a natrium ionoknak a membrancsatornakon keresztiili
bearamlasat a sejtekbe. Amikor az idegsejtek ily modon gatlédnak, akkor az izomsejtek
ingeriilet hidnydban megbénulnak. Jelenleg a szaxitoxinok fejlesztés alatt allo igéretes helyi
érzésteleniték alkotoiként is felhasznalhatoak (Fattorusso és Taglialatela-Scafati, 2008; Vasas

etal., 2010).

30. abra. Valtozatos hatast cianobakterialis alkaloidok (a: bauerin A: R1=Cl; R2=H, bauerine B: R1=R2=ClI, b:
bauerin C , c: norharmén, d:hapalindol A, e:hapalindol L, f. fiserindol L, g: tjapanazol, h:nostokarbolin,
i: kalotrixin A, j: kalotrixin B, k: szkitonemin, I: nostodion).

Az L-BMAA hidroklorid (B-methyl-amino-alanine) aminosav része a BMAA, egy
fehérjealkot6 aminosav, amelyet az ALS-PDC-ben vagy ehhez nagyon kozel allo
betegségekben elhunyt emberek agyszovetében nagy mennyiségben taldltak meg. Az
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érdeklddés kozéppontjaba egyrészt azért keriilt a dolog, mivel a rejtély megfejtése nagy
attorést jelenthet a Parkinson- és az Alzheimer-koér megértésében, masrészt mivel egyéb
tertileteken, példaul Kanadaban, Alzheimer-korban meghalt emberek agyszovetébdl is
izolaltak a BMAA-t, ami arra utal, hogy nem egyedi elszigetelt jelenségrél van sz6 (Araoz et
al., 2009; Vasas et al., 2010).

Az aminosavat szinte mindenhol megtalalhato cianobaktérium fajok termelik, a guami
esetében ez a Nostoc. Onmagaban jelentéktelen (0,3ng/g) a termelt BMAA mennyisége, de
szimbidzisban ¢lve ez nagysagrendekkel néhet (2-37ug/g). A cikasz névény maghéjaban ez a
koncentracio elérheti a 1000pg/g-ot, mig az ezt fogyasztd denevérekben ennek tobb mint
haromszorosa is felhalmozodhat (Vasas, 2011).

A szkitonemin egy mar régen megfigyelt, de csak néhany évtizede tisztazott
szerkezetli alkaloid, ami az UV-A tartomany elnyelésével komoly védelmet biztosit egyes
cianobaktériumok szamara az er0s sugarzastol. Részben ezen hatasa, illetve igazolt
gyulladascsokkentoként aktivitasa miatt tesztelés alatt alldé napvédokrémek alkotdjaként is
ismerhetd. A cianobakterialis indol alkaloidok kozott szdmos antimikrobidlis hatasu anyagot
talalunk (10. tablazat) (Fattorusso és Taglialatela-Scafati, 2008; Bhakuni és Rawat, 2005;
Gademann ¢és Portmann, 2008; Araoz et al., 2009; Vasas et al., 2010). A ciklikus peptid
szerkezetli szkitonemin A erés kalcium agonista hatassal rendelkezik. A huméan T sejtes
leukémias sejtekben gatolta a sejtproliferaciot. A szKitoneminre jellemzd, hogy gatolja a
sejtciklusban szerepet jatszo kinazok miikodését, antiproliferativ tulajdonsaga is van
(Fattorusso és Taglialatela-Scafati, 2008; Vasas et al., 2010).

A szaxitoxin az egyik legmérgezébb vegylilet, melyet a dinoflagellatak és egyes
cianobaktériumok termelnek. Amint a tengeri toxinok kapcsdn részletesen kifejtettiik,
kagylokra jellemzd, hogy felhalmozzék a szervezetiikben a szaxitoxint, mely emberbe keriilve
bénuldsos kagylomérgezést okoz. A szaxitoxin szelektiv natrium csatorna blokkoloként
mukodik, az idegsejtek fesziiltség fliggd natrium csatornain hat és ezaltal megakadalyozza a
normalis sejtfunkcidt, mert nem keletkezik megfeleld akcids potencial, ami neuromuszkularis
bénulashoz és 1égzés leallasos haldlhoz vezet. Tobb olyan helyi érzéstelenité gyogyszer
fejlesztés alatt all, amelynek Osszetevoi kozt szaxitoxin analdogot talalunk (Gademann é€s
Portmann, 2008; Araoz et al., 2009; Vasas et al., 2010; Vasas, 2014).
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9. Osszefoglalas

Toxikus, mérgezd algavirdgzasrol abban az esetben beszélink, amikor a
vizvirdgzasban el6forduld planktonszervezetek olyan anyagcseretermékeket termelnek,
amelyek egyes él6lénycsoportra mérgez0 hatast gyakorolnak, valamilyen biologiai tesztben
toxikusnak mindsiilnek.

Az édesvizi vizviragzasokat elsOsorban a cianobaktériumok idézik el6, mig az
eukariota algak okozta mérgezések foként tengeri fajokhoz kothetdek, amelyek tomeges
elszaporodasa kozegészségligyi, gazdasagi és természetvédelmi problémat okoz (Bacsi et al.,
2009). Kontinentalis vizterekbdl is vannak ilyen jellegi ismereteink, bar joval kisebb
szamban. Ilyen szervezetek kozé tartozik a Prymnesium parvum, amely foként édes- és
brakkvizekben idéz el6 tomeges megjelenésével vizviragzast és a mérgezO anyagcsere
termékei altal hatalmas halpusztuldsokat okozott a vildg tobb orszdgaban. Munkankban
attekintettiik a faj félszikes ¢él6helyeken torténd megjelenését €s az altala okozott mérgezéses
eseteket. A faj altal el6idézett tomegprodukciokbol és izolalt torzseibdl Uj, a fajhoz kothetd
proteolikus hatdanyagcsaladot irtunk le, amelyek karakterizalasat, jellemzését szintén
elvégeztiik. A toxincsalad jellemzésén tul attekintettiik lehetséges funkcidit a mérgezésben és
taplalkozasban egyarant (Vasas et al., 2007; 2012). Tekintve, hogy a P. parvum proteazok az
extracellularis frakciobol is kimutathatok, azaz a proteazok a toxinokhoz hasonldan
kikeriilnek a sejtekbdl, és jelentds koncentraciot érhetnek el a viztérben, valamint hogy
miikodésik pH optimuma egybeesik a vizvirdgzdsok mintdinak pH értékeivel,
valoszintsithetd, hogy miikddésiikkel hozzdjarulnak a P. parvum okozta sokrétii mérgezési
tiinetek kialakitasahoz. A proteolitikus hatast komponensek, feltételezhetéen fontos szerepet
jatszhatnak a faj mixotro6f anyagcseréjében is. A haptofita P. parvum esetében is bizonyitast
nyert a sejtfelszinen L-aminosav-oxidazok miikodése, amelyek aminosavakat és primer
aminokat oxidalnak, a keletkez6 NH,; ionok pedig mar felveheték szamukra. A
fehérje/polipeptid lebontd képesség aminosavakkd, a makroméretli szerves anyagok
(dldozatok) kisebb méretii, bekebelezhetd partikulumokkd alakitdsdnak képessége Oriasi
kompeticids elényt jelenthet a planktonikus fagocitézisra képes szervezetek szdmdra. Ezek
alapjan lehetséges, hogy a hianyz6 lancszem a felveheté ammonium ionokka atalakulé szabad
aminosavak ¢s a kotott formaban eléforduldo aminosavak/aldozatokat alkoto fehérjék kozott az
altalunk nagy szamban kimutatott proteaz enzim(ek) miikodése (Vasas et al., 2007; 2012).

Az algatoxinok termelésének, el6forduldsainak, valamint a kornyezetben betoltott
szereplik vizsgalatanak elengedhetetlen feltételei azok a kornyezetanalitikai technikak,
amelyek segitségével a toxinok jelenléte, mennyiségi viszonyai meghatarozhatdak. Az
algatoxinok egyik igen jellemz0 sajatossaga az a kémiai és egyben hatastani sokszintiség, ami
nagyban megneheziti a toxinok analitikjat. Munkankban rutin analitikai modszereket
fejlesztettiink, aminek segitségével a leggyakoribb és legjelentdsebb cianobakterialis toxinok
mérése megoldhaté kornyezeti valds mintdkbol és laboratoriumi tenyészetekbdl egyarant
(Vasas et al., 2002; 2004; 2006). A munkank soran alkalmazott kapillaris elektroforézis két
technikaja a “kapillaris zoénaelektroforézis”, valamint a “micellaris elektrokinetikus
kromatografia” pH, ionerd és SDS tartalom optimalds utan alkalmasnak mutatkozott tobb
mikrocisztin varians elvalasztidsara és a tovabbi fejlesztéseinknek koszonhetden a valtozatos
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karakterii anatoxin-a, Cilindrospermopszin és mikrocisztin-LR elvalasztasara, rutin analizisére
is (Vasas et al., 2004). Els6ként dolgoztunk ki olyan elektroforetikus kornyezetanalitikai
modszert, aminek segitségével komplex biologiai ¢€és kornyezeti matrixokbol,
vizviragzasmintakbol a cianobakterialis toxinok szimultan modon vizsgalhatok (Vasas et al.,
2004).

A toxintermelés szabdlyozadsa és egyes kornyezeti hatdsok valds szerepe a mérgezd
metabolitok termelése kapcsan mind a mai napig nem tisztazott (Bacsi et al., 2013). A
tapanyagok hatasa a cianobakterialis toxintermelésre kritikus lehet, hiszen éppen ezek azok a
f6 faktorok, amelyek kovetkeztében a fotoszintetizalo sejtek tomegei kialakulnak. Egy
nitrogénfixald toxintermeld cianobaktérium, az Aphanizomenon ovalisporum, melynek
toxintermelése jol jellemzett, alkalmas modell ilyen jellegi kutatasokhoz. A szulfatot,
foszfatot illetve nitratot optimalis mennyiségben tartalmazo tenyészethez képest mind a
kénéheztetett, mind a foszforéheztetett, mind pedig a nitrogénéheztetett tenyészetben a
novekedés gatlast szenvedett. Azonban mindharom ndvekedési paraméter esetén kiillonb6zo
mértékill a gatlas a kiilonbozo €hezési koriilmények kozott. Legnagyobb mértékii a novekedés
gatlasa a kénéheztetett tenyészetben. A foszforéheztetett tenyészet novekedése ennél joval
jelentésebb, nem sokkal marad el a nitrogénéheztetett tenyészet novekedésétol. A
toxintartalomra vonatkoz6 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). Ha a toxintartalmat szaraz tomegre
vonatkoztatva adtuk meg, legnagyobb mértékben a kénéheztetett tenyészetben csdkkent a
toxintartalom (a kiindulasi érték 64-65%-kal csokkent 2 nap alatt. A foszfat hidnyaban
mérsékeltebb csokkenést tapasztalhattunk (a kiinduldsi érték 47-48%-kal csokkent 2 nap
alatt), mig nitrat hidnyaban volt a legkisebb mértékii a toxintartalom csékkenése (a kiindulasi
érték  39-40%-kal csokkent 2 nap alatt). Nitrogénéhezés sordn a 6. naptdl a
cilindrospermopszin mennyisége Gjra megnovekedett, ami a tdrzs nitrogénkotd képességével
magyarazhat6. Amennyiben a toxintartalmat sejtszdmra vonatkoztatva szamitjuk, nincs
szamottevd kiilonbség a kénéhezés ¢és a foszforéhezés kozott; a cilindrospermopszin
mennyisége mindkét esetben a kiindulasi érték 42-44%-ara csokkent két napon beliil. A
nitratmentes taptalajban nevelt tenyészet esetében itt is specialis dinamikéval taldlkozunk, a
fentebb emlitett nitrogénkotd képességnek koszonhetden. Vizsgalataink azt is bizonyitjak,
hogy a nitrat hianyaban differencial6do heterocisztak nem tartalmaznak cilindrospermopszint,
azaz anyagcseréjiik a madasodlagos anyagcseretermékek termelése tekintetében is atalakul
(Bacsi et al., 2006; 2007; Vasas et al., 2013). A cianobakterialis toxintermelés vizsgalata
soran kevés kornyezeti faktorrol sikeriilt bizonyitani, hogy a toxintermelést jelentdsen
befolyasolja, kiilondsen igaz ez a cilindrospermopszint termeld cianobaktériumokra. Az
esetek nagy tobbségében a toxintartalom szoros Osszefiiggést mutatott a ndvekedési rataval.
Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy az A. ovalisporum fonalas cianobaktérium
cilindrospermopszin tartalma szulfat, foszfat és nitrat hidnyaban is lecsokken. Ez a csokkenés
nem csupan a novekedési ratdban beallt valtozasok eredménye, hanem az egyes sejtekben
csokken a cilindrospermopszin mennyisége. A szaraz tomeg, illetve a sejtszdm alapjan
mutatkozd kiilonbség a toxintartalom csokkenésében a kénéhezés esetén az ¢hezd sejtek
metabolizmusdnak atalakuldasa adhat magyarazatot. Azt mondhatjuk tehat, hogy az A.
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ovalisporum fonalas cianobaktérium esetén a szulfat, foszfat, illetve nitrat (nitrogén)
metabolizmus a novekedési rata és az elsddleges anyagcserefolyamatok, valamint a
sejtosztddas szabalyozasan til mélyebb Osszefiiggésben van a torzs cilindrospermopszin
termelésével is (Bacsi et al., 2006; 2007; Vasas et al., 2013).

A leggyakoribb mérgezo algaviragzast okozo édesvizi cianobaktériumok a Microcystis
genusz képviseldi koziil keriilnek ki. Ugyanakkor a leggyakrabban eléforduld és a legtobb
problémat okozo cianobakterialis toxinok, a mikrocisztinek is részben ezekhez a fajokhoz
kothet6ek (Farkas et al., 2011; 2014). Munkankban mikrocisztin termeld fajok toxintermeld
képességének, toxin-variabilitasdnak tanulmanyozasat végeztik el sekély tavainkban
eléforduld algaviragzasokbol. Régionk legjellemzobb toxintermeld faja a Microcystis
aeruginosa, melynek tomeges megjelenésekor a legjellemzObb variansa a MC-LR. A
mikrocisztinek koncentracioja vizeinkben a faj megjelenésekor szélsdséges értékeket vehet
fol, koszonhetden a valtozatos kemotipusok egyiittes eléfordulasanak (Farkas et al., 2011;
2014).

Egy téli id6szakban regisztralt Microcystis viragzas soran megvizsgaltuk a
mikrocisztin termeld képességen til, a jégbefagyott toxintermeld sejtek életképességét, amely
a faj lehetséges attelelési stratégiajanak ¢és a koratavaszi tomeges megjelenésének
magyarazata lehet (Vasas et al., 2010). Munkankban megallapitottuk, hogy az altalunk leirt
jégbefagyott vizvirdgzasban olyan toxintermeld életképes sejtek tomegével taldlkozunk,
melyek a koratavaszi viragzasok toxintermeld képességét nagyban meghatarozhatjak (Vasas
etal., 2010).

Nagyszdmu eredményt talalunk az irodalomban arra vonatkoz6an, hogy mikrocisztin-
tartalma tapoldattal vald kezelés, vagy mikrocisztin tartalmu vizzel vald Ontézés karos
hatassal van a novényi novekedésre, befolyasolja a ndovényi enzimek aktivitasat. Tobb
kutatocsoport szamolt be ilyen irdnyd megfigyeléseirdl mind vizindvények, mind
haszonnoévények esetében (Mathé et al., 2013). Ugyanakkor valos koriilmények kozott
megfigyelt toxin okozta ndvényi karosodas kifejezetten ritka az irodalomban. Munkénkban
attekintettiik a cianobakteridlis toxinok ndvényekre gyakorolt hatdsit egy valdés novényi
degradacio kapcsan, ahol mikrocisztin tartalmi Ontdzdvizzel locsolt fiifélék pusztuldsat
regisztraltuk (Bacsi et al., 2009; 2011). A megvizsgalt mesterséges toban megjelend
Microcystis fajok toxintermelése az altalunk elvégzett vizsgalatok alapjan a ndvények
(fufélék) degradacigjat eldidézhette, ilyen jellegi karos kovetkezményekkel egyes
algaviragzasos események kapcsan szamolhatunk (Bécsi et al., 2011).

Egy jellemzbéen alpesi rétegzett mélytavakban el6forduldé cianobaktérium, a
Planktothrix rubescens szokatlan sekélytavi megjelenésekor vizsgaltuk meg a toxintermeld
képességen tal azokat a jellemzd genetikai faktorokat, melyek a természetes
tomegprodukcidkban eléforduld toxinvariabilitast €s a sz€élsdségesen alacsony illetve magas
toxintartalmat okozhatjak egy adott faj tomeges el6fordulasa soran (Vasas et al., 2009; 2013).
A {6 célunk a szervezet toxintermelésének jellemzése volt, hiszen az els@sorban alpesi
orszagok tavaiban el6forduldo P. rubescenst az erésen toxikus szervezetek kozé soroljak.
Természetesen erre a szervezetre is altalanos érvényli, akdrcsak az algatoxin-termelésnél
altalaban, hogy a toxintermelés nem fajhoz kothetd, egy adott faj populécidi toxikusak mig
masok nem. Az elvégzett vizsgalatok eredménye alapjan elmondhaté hogy a szervezet
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kivonata a Magyarorszagon legtoxikusabbnak szamitd6 Microcystis populaciok toxicitasaval
vetekszik, tomeges megjelenésiikkor toxintermeléssel szamolhatunk. Bar hazdnkra nem
jellemzd a tartdsan rétegzett alpesi jellegli tavak jelenléte, egyes magyarorszagi
kavicsbanyatavak hidroldgiai viszonyai kedvezo feltételeket teremthetnek az emlitett fajnak.
A vizsgalt kavicsbanya té legnagyobb mélysége csupan 7 m, viszont a to vizszintjét 3-4
méteres meredek part veszi koriil, védve ezzel tobbek kozott a szél zavardsatol, a
felkavarodastol. Ez lehetové teszi a tartos rétegzOdést és a stabil metalimnion kialakulésat,
ami kedvez a P. rubescens elszaporodasanak (Vasas et al., 2013). A vizben mért alacsony
foszfor és magas nitrogéntartalom, ahogyan tobb alpesi viztérben is megfigyelték, szintén
kedvezd feltételeket teremt a faj megjelenésének. Az algavirdgzas mintabol meghatarozott
MC tartalom kifejezetten magasnak szamit nem csupan a Planktothrix genusz altal okozott
tomeges megjelenésre nézve, hanem mas fajokkal Gsszevetve is a legnagyobb MC tartalmat
mutattuk ki régionkban, amely érték nemzetk6zi viszonylatban is jelentds. Szerkezetvizsgalo
modszerekkel pontosan azonositottuk a MC varianst, ami a genuszra jellemz6 demetilalt MC-
RR forma a [D-Asp’, Mdha']MC-RR volt. A P. rubescens viragzasbol izolaltunk egy
laboratériumban fenntarthatdo torzset (BGSD-500), aminek folyamatosnak mondhato
toxintermelésének mértéke kiilonbozott az algaviragzasban mért MC mennyiségi viszonyaitol.
Erdekes modon ugyanazt a [D-Asp®, Mdha']MC-RR varianst termelte, viszont analiziseink
alapjan csupan 6tddannyi mennyiségben, mint a természetes cianobaktérium tomeg esetében
volt mérhetd (8.57 mg/g az algaviragzasban és 1.85 mg/g az izolalt térzsben; Vasas et al.,
2009; 2013).

Amiota 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. Elterjedése és tomeges megjelenései Eurdpa
orszagaiban is gondot okozott. Toxintermelése kifejezetten valtozatos és a tomeges
megjelenésre hajlamos cianobaktériumokon beliil is unikalisnak tekinthetd. Az ausztraliai,
egyes azsiai ¢€s egyes afrikai populdcidk esetében cilindrospermopszin termelést
azonositottak, mig a dél-amerikai populdciok esetében szaxitoxint és annak analdgjait
detektaltdk egyes el6fordulasai kapcsan. A hazai megjelenések miatt és egy altala okozott
algaviragzas kovetkezményei mentén megvizsgaltuk a faj eurdpai kemotipusanak jellemzoit
és az esctleges toxintermelésének sajatossagait. A toxin tényleges jelenlétét bizonyitd
méréseink alapjan a magyarorszagi C. raciborskii és A. ovalisporum viragzasmintak valamint
izolatumok cilindrospermopszint nem tartalmaztak (Vasas et al., 2010). Az ismert CYN
termeld torzsekrél egyértelmilien bizonyitottuk a toxin jelenlétét és egy spanyolorszagi A.
ovalisporum kapcsan is bizonyitotta valt a cilindrospermopszin termelése (Vasas et al., 2010).
A magyarorszagi vizterek Cylindrospermopsis raciborskii izolatumanak cilindrospermopszin
analizise természetesen nem altalanosithatdé a magyarorszagi vizterekben jelenlévd C.
raciborskii torzsekre, nem zarhaté ki cilindrospermopszin termeld torzsek jelenléte
Magyarorszagon, de a vizsgalatok eredményei azt valdsziniisitik, hogy a nalunk el6fordulo,
tomegprodukciot mutatdo Cylindrospermopsis raciborskii nem termel cilindrospermopszint
(Vasas et al., 2010).

A C. raciborskii valtozatos toxintermeld képességét egy 10°/ml-es fonalszammal
jelentkezd vizviragzas soran figyelhettilk meg (Vehovszky et al., 2014). Az algaviragzasbo

146



dc_819 13

gylijtott mintabol, valamint annak fenntartott izolatumabdl megvizsgaltuk a lehetséges ismert
toxinok jelenlétét. A faj mar emlitett mozaikos toxintermelési képessége miatt mikrocisztin
variansokra, cilindrospermopszinra, anatoxin-a végeztiink a mar részletesen ismertetett
koriilmények kozott vizsgalatokat. Az ismert toxinok jelenlétét nem tudtuk igazolni és a dél-
amerikai torzsekre jellemzé szaxitoxin (Na® csatorna-blokkold) analogok jelenlétét is
kizarhattuk  specifikus elektrofiziologiai tesztek segitségével (akciés potencialok
amplitudéjanak csokkenése, alakjanak torzulasa az algakivonat jelenlétében). Ugyanakkor
puhatestti (Helix pomatia, Lymnaea stagnalis) allatok azonositott kozponti idegrendszeri
neuronjain elektrofiziologiai és farmakoldgiai eredmények igazoltak, hogy az algavirdgzasbol
szarmazo mintakban a neurotoxinok elsddleges célpontja (target) az anatoxin-a tipusu
cianotoxinokhoz hasonléan az idegsejtek nikotinerg acetilkolinreceptora (nAChR) volt. Az
anatoxin-termelé Oscillatoria phormosa PCC 6506 hasonloképpen eldallitott kivonata
ugyanezeken a sejteken ugyancsak nikotinerg blokkolonak bizonyult, mig a CYN termeld
AQS (20 mg/ml-ig tesztelve) nem valtott ki reprodukalhatd vagy dozisfliggd nAChR gatlast
(Vehovszky et al., 2014). Eredményeink alapjan a szervezet anatoxin hatasti komponens(eke)t
tartalmaz, melyek neurotoxikus terepi kovetkezményekért felelések lehetnek. Méréseink a
cilindrospermopszin termelést kizarjdk a faj hazai megjelenései kapcsan €s egy masik
potencialisan CYN termeld szervezet, az A. ovalisporum esetében sem igazoltuk azt a hazai
megjelenései kapcsan. Ugyanakkor a hazai jelentéségen tGlmutat a neurotoxikus C.
raciborskii kemotipus azonositdsa, amely megjelenése a tagabb régiora is jellemzé lehet,
felveti a neurotoxikus forma eurdpai megjelenését és egyértelmiien bizonyitja Ujabb
toxincsaladok jelenlétét a fajban (Vasas et al., 2010; Vehovszky et al., 2014).

Munkankban attekintettiilk a cianobakterialis toxinok valtozatossagat, lehetséges
hatasait és funkcidit. A felszini vizekben jelentkez6 algaviragzasokon tul az egyik ilyen hatas,
kifejezetten karos kovetkezmény a taplalékként illetve taplalék-kiegészitokként hasznositott
alga és cianobaktérium fajokban megjelend toxinok kdzvetlen a human szervezetre gyakorolt
hatésa is. Az algatoxinok kétarcusagara is felhivtuk a figyelmet, hiszen az ismert toxinok és
az algakbol folyamatosan azonositott erds hatasti komponensek veszélyesek, mérgezdek, de
sokszor kiilonleges hatassal biro igéretes metabolitok (Vasas et al., 2010; Vasas, 2014).
Szdmos példat ismeriink arra, hogy ezeket a komponenseket a farmakologia vagy a bioldgiai
¢és a gyogyszertudomanyokat érinté gyakorlat hasznositja (Vasas, 2011; Gonda et al., 2013).
Pé¢lda lehet erre a szamos cianobaktérium ¢és eukariota algafajbol leirt erds hatast alkaloid, a
szaxitoxin, melyet érzéstelenitOk fejlesztése soran alkalmaznak (Vasas et al., 2010; Vasas,
2014).

Az elmult évtizedekben a vildg szdmos pontjdn mind gyakoribba valé mérgezd
algaviragzasok és a velejar6 mérgezéses tiinetek, karos kovetkezmények komoly Kihivast
jelentenek a tudomany képviseldi szamara. Ertekezésiinkben a kornyezetiinkben megjelend
mérgezd algaviragzasokkal, toxinokkal ¢és azok esetleges és valos kovetkezményeivel
foglalkoztunk. Tudomanyos eredményeink felhivjak a figyelmet e jelenségek valtozatossagara
¢s gyakran végzetes kovetkezményeire, melyek a vizes és szarazfoldi élohelyek
¢lélénykodzosségeit egyarant veszélyeztethetik.
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10. Anyag és Modszer
10.1. A cianobaktérium és alga torzsek

A munkank soran hasznalt cianobaktérium és alga izolatumok hazai illetve spanyol,
ausztral, izraeli és USA Texas allambeli vizterek algak6zdsségeibdl szarmaznak. A pontos
szarmazasi helyeket az eredmények ismertetése soran mutattuk be. Algaviragzasokbol
szarmazd kornyezeti mintaink minden esetben a lathatd sejttdomeg meritett mintaibol
szarmaznak, a gyljtott sejteket fagyasztassal (-20 °C) illetve liofilezett allapotban taroltuk.

10.2. A vizviragzast okozé planktonikus szervezetek azonositasa

A vizvirdgzasbol szarmazd planktonikus fotoszintetizadld szervezeteket tartdsitott
(Lugol) valamint €16 mintdkon vizsgaltuk Olympus BX-50 fénymikroszkopon. A szervezetek
hatdrozdsa Anagnostidis és Komarek ,Modern approach to the classification system of
cyanophytes. I-11.” alapjan végeztiik. 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 moddszerrel
specifikus anyagcsere gének alapjan (GMP1, SYNAPI, GST, és FUCO primerek)
molekularis azonositast is végeztiink (Vasas et al., 2012).

10.3. A cianobaktériumok izoldlasa és tenyésztése

A toxikus szervezetek vizsgalata soran bevalt 4ltalanos tapasztalat, hogy az adott
toxikus vizvirdgzast okozo cianobaktériumot izolaljak és laboratériumi tenyésztése soran
tesztelik toxicitdsat. A cianobaktériumok laboratériumi tenyésztéséhez, a plankton mintdzasa
soran vett vizmintakat tartdsitds nélkiil iires szcintillacids (Packard) kiivettaba gytjtottiik,
mig a viz felszinén felgyiilemlett sejttomegbdl a toxikoldgiai teszthez vettiink mintat. Az
algatomeget a toxin degradalodasanak megakadalyozasara hiitébe helyeztik. A
cianobaktériumok tenyésztése soran a BG-11 és Allen tapoldat hasznalatuk (Allen, 1968). A
sejtizolalast higitadsos modszerrel nitrogénmentes, nitrogéntartalma Allen valamint BG-11-es
tapoldatokat tartalmazé folyadék- és agarral (1,5%) szilarditott taptalajon végeztik a
monocianobakterilis kulturdk 1étrehozasaig.

A torzsek fenntartasat, tenyésztését fényen (max. 35-100 umol m?2s™), razatott illetve
levegdvel buborékoltatott tenyészetek segitségével végeztik 28 °C-on. A razatott
tenyészeteket 100-300 ml-es Erlenmayer lombikokban, a levegével buborékoltatottakat 1-10
literes lombikokban neveltiik, melyeket sterilre szlirt levegdvel buborékoltattunk, megoldva
igy a tenyészetek keverését is. A razatast Brunswick tipust razogépen (100-120 rpm)
folytattuk.

A sejtek novekedésének nyomon kovetésére a tenyészetekbdl szarazanyag, klorofill-a
valamint 0sszes fehérje tartalmat mértiink. A klorofill meghatarozasa soran a 663 nm-en 80%-
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os acetonban mért fényabszorpcid alapjan szamitottuk a pigmenttartalmat (Bendall et al
1988).

10.4. A heterocisztak izolalasa

A heterocisztak izoldlasahoz a Smith és munkatarsai altal kidolgozott modszert
alkalmaztuk, kis modositasokkal (Bryant,1993). A mddszer 1ényege, hogy a centrifugalassal
toményitett sejt (fonal) szuszpenziot lizozimos emésztésnek vetjiikk ala. A lizozim a sejtfalat
roncsolja, a heterocisztak specialis burka azonban hosszabb ideig ellendll a roncsolasnak, mint
a vegetativ sejtek ,,hagyomanyos” Gram-negativ sejtfala. A szétesd fonalak illetve vegetativ
sejtek koziil a mas iilepedési sajatsagokkal bird heterocisztak differencial-centrifugalassal
elvéalaszthatok.

Nagy mennyiségli heterociszta eldéallitdisahoz 8 1 nitratmentes Allen tapoldatot
oltottunk be 400 ml egy hetes nitratéheztetett (aktiv heterocisztakkal rendelkezo)
inokulummal. A tenyészetet az exponencialis ndvekedési fazis végéig (9-10 nap) neveltiik. A
10. napon a tenyészetet centrifugaltuk (8500 rpm, 10 perc Beckman Avanti J-25), majd a
sejteket 60 mM pH=7,5 Tris-HCl, 50 mM mannitol, ] mM EDTA és 1,0 mg ml™ lizozim
tartalmu szuszpenzids kozegben vettiik fel. A szuszpenziot 2 oran keresztiil 37 °C-0s
vizflirddn tartottuk, majd desztillalt vizzel a kiindulédsi térfogat tizszeresére higitottuk. A
lizozimmal valé emésztés, majd a higitds okozta ozmotikus sokk kovetkeztében a vegetativ
sejtek elroncsolodtak. A heterocisztakat differencial-centrifugalassal valasztottuk el a
sejttormeléktdl. A centrifugalast Janetzki K23 tipusu, kilengéfejes centrifugdval végeztiik
(3000-1500 rpm, minden fordulatszamon 5 perc). Minden centrifugalas utan eltavolitottuk a
feliiliszot, €s a heterocisztak allapotat mikroszkoppal (JENAVAL) ellendriztiik. A kovetkezd
centrifugdlds eldtt a csapadékot lizozim-mentes szuszpenzids kozegben vettik fel. A
centrifugalds utan a sejttomeget UG-160 tipust szonikatorral haromszor 15 s idétartamban
szonikaltuk. A szonikalt sejttomeget szuszpenzios kozegben mostuk, majd centrifugaltuk
(8500 rpm, 10 perc Beckman Avanti J-25). A csapadékot — ép heterocisztak tomegét — 5 mM
pH=7,5 Tris-HCI pufferben vettiikk fel (a heterocisztak épségét elsdsorban a polaris testek
megfeleld helyzete alapjan allapitottuk meg). A heterocisztak feltarasa tobbszori fagyasztas-
olvasztassal, illetve sziikség esetén szonikalassal tortént. A feltards, majd centrifugalds utan
nyert feliiliszot alkalmaztuk a tisztitott heterocisztak enzimologiai (Western-blot) és
toxikologiai (CE) vizsgalatahoz (Vasas et al., 2013).

10.5. A nitrogenaz enzimkomplex kimutatasa a nitrogénéhezés koriilményei kozott

A nitrogendz enzimkomplex kimutatdsahoz minden nap 2 ml mintat gyijt6ttiink a
nitrogénéhezéshez beallitott tenyészetekbol. Els6 1épésben a fehérjék szétvalasztasa tortént
meg gélelektroforézis segitségével (Laemli, 1970). A futtatas SDS tartalm (denaturalo), 7,5
%-o0s akrilamid gélen, 25 mA aramerdsség mellett, minigél rendszerben zajlott 1,5 oras
futtatasi idével.

A szétvalasztott fehérjék transzferalasdhoz blottolasi eljarast alkalmaztunk. Az
elektroblot soran a gélen szétvalasztott fehérjéket nitrocelluloz membranra (Schleicher &
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Schuell Protron BAS8S5 celluléz nitrat, 0,45 um) vittiik at. Az eljaras alatt a gél €s a membran is
190 mM glicint és 20% metanolt tartalmazo 25 mM-0s Tris-HCI pufferbe meriil, pH = 8,3
(tank blotting). A gélen szétvalasztott fehérjék membranra transzferalasa 3 6ran at, 300 mA
aramerdsséggel, Hoefer tipust blottolo késziilékben zajlott.

A nitrogendz enzimkomplex specifikus kimutatdsdhoz immunologiai modszert
alkalmaztunk. A blottolasi eljarast a nitrocellul6z membran aspecifikus kotohelyeinek telitése
kovette (blokkolas). A blokkold oldat 2% BSA ¢és 0,1 Tween 20 tartalmt egyszeres PBS, az
inkubalasi id6 1 6ra. A nem specifikus kotohelyek telitése utan az elsddleges ellenanyaggal
(AgriSera anti-nitrogenaz NifH) valo kezelés kovetkezett. Az ellenanyagot haromezerszeres
higitasban alkalmaztuk (a higitast a blokkoldoldattal végeztiik), a membrant 7 o6ran at
inkubaltuk. A masodlagos ellenanyaggal vald jeldléshez a Sigma altal gyartott alkalikus
foszfatazzal kapcsolt masodlagos ellenanyagot (anti-chicken IGG alkaline phosphatase
conjugate) hasznaltuk.

A nitrogenaz enzimfehérje (antigén) és az ellenanyagok kozott kialakitott komplex
kimutatasara (eléhivas) a Sigma szubsztrat oldatat hasznaltuk (BCIP-NBT; 5-bromo-4-kloro-
3-indolilfoszfat — nitro-blue-tetrazoliumklorid). A szubsztratoldatot 0,05 mM MgCl, tartalmt
0,1 M-os Tris-HCI pufferben (pH=9,5) vettiik fel. A szubsztrat oldattal valo reakcid
eredményeként szines (ibolyasvoros) folt jelent meg a nitrocellul6z membranon ott, ahol az
ellenanyagok az antigénhez kotédtek (Vasas et al., 2013).

10.6. A mintak elokészitése a toxinteszthez

A felnevelt tenyészeteket kés6i 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 sejtilledéket liofilezéssel
viztelenitettik és a toxintesztek soran az ICgy valamint az LDsy értékeket
szarazanyagtartalom/térfogat (mg/ml, pg/ml) értékben adtuk meg. A mintdk toxicitasanak
méréséhez, a mikrocisztin kimutatisara ¢és toxikologiai tesztelésére kidolgozott
csirandvénytesztet, valamint tovabbfejlesztett valtozatat hasznaltuk (Vasas et al., 2002).

10.7. A toxintesztek

Az algédk, cianobaktériumok toxicitdsdnak méréséhez a Kos és munkatdrsai altal,
mikrocisztin kimutatasdra ¢és toxikoldgiai tesztelésére kidolgozott csirandvénytesztet
hasznaltuk (Blue-Green Sinapis Test). A vizsgalati tesztndvény a fehér mustar (Sinapis alba
L.). A toxicitasi tesztekben H,0;-dal sterilizlt magvakat alkalmaztunk steril koriilmények
kozott. A mintak nagy szamara vald tekintettel modositott csirandvénytesztet dolgoztuk Ki,
amelyet mikrotiter-lemezen hajtottuk végre. Az egyes kamrakba 100 ul agarral (1%)
szilarditott tapoldat (0.5 x Allen) feliiletére, mely a friss mintat tartalmazza, helyeztiik a steril,
elécsiraztatott mustarmagokat. A ndvényeket 25°C-0s termosztatban sdtétben, hdrom-négy
napig neveltiik. A novények teljes hosszat, a gydkérzet és a hypocotyl hosszat mértilk mm-
ben (Vasas et al., 2002). A Prymnesium parvum mintak toxicitasat hal- és daphnia-tesztekkel
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vizsgaltuk, melyeket nemzetkdzi szabvanyok szerint végeztiink (Standard Methods for the
Examination of Water and Waste water, 1960).

10.8. A kromatografias eszkozok

A toxikus anyagcseretermékek elvalasztdsat Toyopearl HW-40-es molekulasziirén
méretkizarasos kromatografidval végeztiik, az elvalasztashoz 50%-os etilalkohol mozgofazist
alkalmaztunk. Az ioncserés kromatografiat DEAE 52 (Whatman) ioncseréld cellulézon
végeztik, mozgotazisként KCI linearis sdgradienst hasznaltunk. A nyomast perisztaltikus
pumpaval biztositottuk, az elvalasztott anyagokat 50-80 db 7-8 ml-es frakciokba gytijtottiik,
frakcioszedd (Frac-300, Pharmacia Fine Chemicals) segitségével. A HPLC-s analiziseket,
diédasoros 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. Az elvalasztast gradiens eltcioval (1% MeOH-rdl 5%-ra 10 perc alatt, majd 25 perc
alatt 30 %-ra) végeztikk. Az elvald csucsok toxicitasat a fent emlitett mustar csirandvényteszt
segitségével kovettiik nyomon, Ggy, hogy a frakciokbol vett ismert térfogati mennyiségeket
teszteltiik a mikrotiter lemez kamraiban (Vasas et al., 2006).

10.9. Kapillaris elektroforézis (CE)

A micellaris elektrokinetikus kromatografiat (MEKC) Hewlett-Packard 3DCE
(Hewlett-Packard, Waldbronn, Germany) valamint PrinCE-700-as késziilékkel, a detektalast
diédasoros detektorral folytattuk. Méréseink poliimiddel boritott szilika kapillarisban
torténtek (Supelco; 48.5 cm x 50 um, tényleges hossz: 40 cm). Az injektalas 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 végeztiikk. A CE electrolit 25 mM natrium tetraboratot (pH 9.1) és 100
mM SDS-t tartalmazott. Az elektrolit és az analizalt mintainkat, Millipore Ultrafree
Polysulfone membrannal (UFP1 THK24) szirtik és 10 percig ultrahangos kezeléssel
gazmentesitettiik (Vasas et al., 2004; 2006).

10.10. NMR analizis

Az 'H BC NMR-vizsglatokat Bruker DRX-500 berendezéssel 500.13/125.79 MHz-en
végeztik. 1D 'H-NMR spektrum felvétele deuterdlt vizben (D,0), 298K hdémérsékleten
tortént Shigemi kiivettaban (250 pl). A kétdimenziés HSQC (Heteronuclear Single-Quantum
Correlation) spektrum identikus *H/*C eredményét irodalmi adatokkal hasonlitottuk &ssze
(Vasas et al, 2013).

10.11. MALDI TOF analizisek

A MALDI-TOF MS analizist pozitiv-ion moddban Bruker Biflex MALDI-TOF
tomegspektrométerrel folytattuk. A minta deszorpcid/ionizacidja 337 nm-en nitrogén l1ézerrel
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tortént. A miiszer kalibralasat malto-oligoszacharid [M+Na]® csticsaival végeztiik (m/z:
527.15, 689.21, 851.26, 1013.31 and 1175.36). A spektrumot 2,5-dihydroxybenzoesav (DHB)
matrixban vettiik o6l (0,5 pul matrix oldatot 0,5 pl mintaval szobahémérsékleten szaritottuk
be). A DHB matrix 10 mg DHB-t tartalmazott 0,5 ml etanol:viz (1:1/v:v) elegyében. A
liofilezett analizalandd mintat vizben vettik fel, az identifikalt mintank baziscsicsa az
[M+H]" cstcs (Vasas et al., 2006; 2013; 2009; 2014)

10.12. Toxin-gének detektalasa - PCR analizisek

A DNS kivonas fenol-kloroform modszerrel tortént (Kurmayer et al., 2005), az adott toxinok
termeléséért felelos génklaszterek jelenlétét a kovetkezd primerparokkal kdvettiikk nyomon:

11. tablazat. A Microcystis sp. specifikus (mcyA, B, C, D1, D2, E, G), és a Planktothrix sp. specifikus (mcyA,
HA, CJ, B, EG, E, T, TD) mikrocisztin teremlésért felelés gének primerjei (Mbedi et al., 2005; Mikalsen et al.,
2003; Ouahid et al., 2005).

Szekvencia

Annealing hémérséklet

Gének Primerpar 5,3 ©0) Méret (bp)
MSF ATCCAGCAGTTGAGCAAGC
meyA MSR TGCAGATAACTCCGCAGTTG 47 1300
mcyB 2156-F 3111- ATCACTTCAATCTAACGACT 52 955
R AGTTGCTGCTGTAAGAAA
meyC PSCF1 GCAACATCCCAAGAGCAAAG 52 674
PSCR1 CCGACAACATCACAAAGGC
mcyD1 PKDF1 GACGCTCAAATGATGAAAC 52 647
PKDR1 GCAACCGATAAAAACTCCC
PKDF2 AGTTATTCTCCTCAAGCC
meyb2 PKDR2 CATTCGTTCCACTAAATCC 52 859
meyE PKEF1 CGCAAACCCGATTTACAG 52 755
PKER1 CCCCTACCATCTTCATCTTC
meyG PKGF1 ACTCTCAAGTTATCCTCCCTC 59 495
PKGR1 AATCGCTAAAACGCCACC
meyA mcyA.fw ATGTCACCTATTGGGCTTGC 57 839
mcyA.rev TCGATTCCCCTAAGTGATGC
meyHA mcyHA.fw TTAGATGAAGCCACCAGTGC 57 540
mcyHA.rev GATTAAAAATTGAATAGCTGCTAGG
mcyCJ mcyCJ.fw TTGGATACAAGCGACAAAAGG 57 594
mcyClJ.rev TCTCCAGCTTGAAGTTCTGC
meyB mcyB.fw ATTACAGCAGAGAAAATCCAAGCA 59 555
mcyB.rev TCGCAATAGCGGGATCA
meyEG mcyEG.fw GAATTCATTTTTGTTGAGGAAGG 59 775
mcyEG.rev AGAAAACAAGCCCAGAGTGC (642)
mcyE.fw TTACCTAATTATCCCTTTCAAAG
mcyE 48 589
mcyE.rev CAATGGGTAAGGTTTGCTT
meyT.fw CCCAATCTAACCCCAACTGC
meyT 55 747
mcyT.rev CAATAGCGATTTTCCCAAGC
meyTD mcyTD.fw ATCCGCCCATACTGTGACC 59 763
mcyTD.rev GATTTTGCCCGGTTTACTCC (1300)

A cilindrospermopszin termeléséért felelds gének (PKS/PS) detektdlasdhoz a PKS-M4 (5°-
GAAG CTCTGGAAT CCGGTAA -3°) és PKS-M5 (5-AAT CCTTA CGGGAT CCGGTGC-
3) valamint a PS MI13 (5’-GAAG CTCTGGAAT CCGGTAA -3°) és PS M14 (5-AAT
CCTTA CGGGAT CCGGTG C- 3) primer-parokat hasznaltuk (Valerio et al., 2005).
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A Planktothrix rubescens teljes génklaszterének tanulmanyozasahoz a mcy klasztert
teljes egészében atfedd, 2 kb méretii 28 primer part alkalmaztunk. A delécios €s inszercios
szekvencidk azonositdsdhoz, a hibas szakaszokat 500 bp méretli termékeket add primerek
segitségével is megvizsgaltuk (Christiansen et al. 2006). A szekvenalast a Biomi Kft.
(Godolld) végezte. Hungary), a szekvencidkat BLAST analizissel azonositottuk. Az agardz
gélelektroforézis soran 1%-os agardz gélt alkalmaztunk, festését etidium bromiddal végeztiik.
Az elvalasztashoz a reakcioelegybdl 10 pl-t vittiink fel, a DNS markerbdl (GeneRuler™ 100
bp DNA Ladder; Thermo Scientific) 1 ul-t. A detektalas Cleaver GelDoc Systemmel tortént
(Vasas et al, 2010; 2012; 2013).

10.13. A proteaz enzimaktivitasok kimutatasa poliakrilamid aktivitasgéleken

A proteaz enzimek kimutatdsanak jol bevalt, altalanos modszere a Laemmli-féle
gélrendszer modositott formainak alkalmazasa, melynek lényege, hogy az SDS tartalmu
poliakrilamid gélekbe megfeleld enzim szubsztratot polimerizalunk, majd a géleket a futtatas
¢s a megfeleld mosasi 1épések utdn, az enzimek mitkddéséhez optimalizalt koriilmények
kozott (puffer, pH, hémérséklet, id6tartam) inkubaljuk. A poliakrilamid aktivitasgéleken a
szubsztrathoz kotodo festékekkel, a negativ festés elve alapjan tehetjiik lathatéva a
szubsztratot hasito fehérjék savjait (Laemmli 1970; Schlereth et al., 2000). Ez a modszer
lehetdvé teszi a  kiillonbozd fajokra jellemzd enzimmintazatok (zimogramok)
Osszehasonlitasat.

A protedz enzimek aktivitdsanak vizsgadlata sordn szubsztratként (0,04%
tomeg/térfogat) zselatint tartalmazd 10%-os moddositott Laemmli-féle poliakrilamid-
gélrendszert (Laemmli, 1970) alkalmaztunk (Schlereth et al., 2000). A zselatin a
legaltalanosabban alkalmazott szubsztrat, mert a szerin-, cisztein-, metallo-, aszpartat
proteazok is képesek hasitani. A mintahelyekre egyenld fehérjetartalmti mintamennyiségeket
vittiink fel, a mintakat nem forraltuk. A proteaz géleket megfeleld mosasi Iépések utan a
bazikus proteazok kimutatasahoz pH 8,0-as 100 mM Tris-HCI pufferben (Sigma-Aldrich),
savas proteazok kimutatasahoz pH 5,0-6s natrium-foszfat pufferben (Reanal, Budapest) 5 mM
ME jelenlétében, sotétben, 37 °C-on, 6 6ran 4t inkubéltuk. A géleken az enzimaktivitassal
rendelkezd fehérjék sdvjait Gn. negativ festéssel tettilk lathatovda Coomassie Brilliant Blue
R250 oldatot (Schlereth et al., 2000) alkalmazva. A proteazok karakterizalasahoz kiilonb6z6
proteaz inhibitorokat, illetve fémionokat adagoltunk az inkubalé pufferekbe [EDTA, PMSF,
Zn?* (ZnCl, forméjaban) és Ca®* (CaCl, formajaban)] (Jambrik et al., 2011; Vasas et al.,
2012).

10.14. A poliakrilamid gélek értékelése

Az enzimsivok relativ molekulatomegének a meghatarozasa az UVI-TEC®
programmal, mig az egyes savok intenzitisanak értékelése CpAtlas® program segitségével
tortént. Legaldbb harom, egymastol fiiggetlen kisérlet géljeit elemeztilk. Az eredményeket a
Sigma Plot 11.0 program statisztikai és grafikai alkalmazasaval értékeltiik és abrazoltuk
(Vasas et al., 2012).
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