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Roviditések jegyzéke

ADDA 3-amino-9-metoxi-2,6,8-trimetil-10-fenildeka-4,6-diénsav
AE Abszorbancia egység
BGSD cianobaktérium gyljtemény
(Blue-Green collection of Szeged and Debrecen)
Dha dehidro alanin
G6PDH gliik6z-6-foszfat-dehidrogenaz
HPLC nagynyomasu folyadék kromatogréafia
(High Performance Liquid Chromatography)
IC5 Az 50 %-os (nbvekedés) gatlast kivalté koncentracié
(50 % Inhibitory Concenctration)
LDsg Az 50 %-os halélozéast kivalté dozis
(50 % Lethal Dose)
MC-LR Mikrocisztin-LR
Mdha, MeAAla | N-metil-dehidro-alanin
MeAAbu a-(metilamino)-dehidro-butirilsav
rpm percenkeénti fordulatszam
(Revolutions per minute)
DTT Dithiothreitol, threo-1,4-dimerkapto-2,3-butandiol
TRIS tris(hidroximetil)Jaminometan,
2-amino-2-(hidroximetil)-1,3-propandiol
SDS Natrium laurilszulfat
TMS tetra-metil-szilan

IFA

trifluér ecetsav




1. A bevezetés és a célkitiizés

Vorés tajtek a tengerpartokon, az élénkzold tavak és folydk: romlé
kérnyezetiink mind gyakoribb kiséréi. Az élévizeinkben elszaporodé algak és baktériu-
mok olykor az emberek és a parti élévilag mérgezésével jarnak egyiitt, sokszor beteg-
ségeket és gazdasagi karokat is maguk utan vonva. A cianobaktériumok kézétt is talal-
haték emberre veszélyes, toxikus fajok. Ezek, és kozéttiik elsé helyen a Microcystis
aeruginosa, vilagszerte mind gyakrabban stlyos mérgezéseket okoznak. Ez sziikségessé

teszi a probléma tudoméanyos vizsgalatéat.

A toxintermelés onmagéaban is érdekes jelenség, és bar a toxinok kémiai
szerkezetét, biolbgiai és biokémiai hatdsmechanizmuséat vilagszerte tanulméanyozzak, a
termelésiiket szabalyzé kiilsé és belsé tényezékrél még szinte semmit sem tudunk.
Ugyanigy nem ismerjiik a toxintermelés “céljat”, vagyis azokat az esetleges elényéket,

amelyekhez ennek soran juthat az adott szervezet ill. faj.

Célul tiztik ki, hogy a Magyarorszagon izolalt, cianotoxint termelé Microcystis
aeruginosa nevii cianobaktérium fajbol kivonjuk, tisztitsuk és azonositsuk a toxint, majd
vizsgéljuk meg, hogy milyen hatassal van (lehet) a toxin a vizi életkdzésség tagjaira,
okologiai szempontbél, vagyis méas szervezetekkel valé egymasra hatas soran ennek

termelése elényt jelent-e a cianobaktérium faj szamaéra.

Altalanosan elfogadott, hogy a mérgezéses esetek megelézését célzé, valamint a
kutatds soran alkalmazand6 toxikolégiai vizsgéalatokhoz leggyakrabban egereket
hasznélnak, ami a kisérleti allatok szenvedésével, majd végiil az eredménytdl fiiggetle-
niil azok pusztulasaval jarnak egyiitt. Ugyanakkor e tesztektél nem lehet eltekinteni,
hiszen ezek a mikrobak elszaporodasukkal komoly veszélyt jelentenek a veliik kapcso-
latba keriild6 emberekre és éllatokra egyarant. Célul tlztiik ki egy, az egértesztnél
huménusabb, de nem kevésbé megbizhato, széles kérben alkalmazhaté cianotoxin vizs-

gélati médszer kidolgozéasét is.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Avizvirdgzdsokat okRozo cianobaktériumok é€s toxinjaik

2.1.1. A toxikus vizviragzasok

Kornyezetiink egyre romlé mindsége szdzadunk végének egyik eégetd
probléméja. Az utébbi években, évtizedekben egyre gyakrabban keriilnek a figyelem
kézéppontjadba olyan esetek, amikor az egyes természetes, vagy mesterséges felszini
vizek fogyasztasra alkalmatlanna vélnak, higiénés gondokat okoznak a lakossagnak,
vagy meég sllyosabb esetben életveszélyt jelentenek az ember, a vizi, illetve vizparti alla-
tok, a vadon él6 és a haziéllatok szdméra. Az emlitett esetek kozott, a folydkba, ten-
gerekbe jutott kéolajszarmazékok, vagy gyéari hulladékok altal okozott szennyezések
mellett, egyre tébb gondot okoznak azok, amelyeket valamely planktonalkoté szervezet
elszaporodasa eredményez. Leggyakrabban nem (j fajok megjelenésérdl van szo,
hanem arrél, hogy egyes kérnyezeti feltételek megvaltozasa miatt bizonyos organizmu-

sok a szokéasosnal jobban elszaporodhatnak.

Ez kiillondsen a sekély tavakban, vizekben gyakori, ahol a viz hémérséklete a
tengerekeénél sokkal inkabb kéveti az évszakok valtakozasat. A valtozé hémérséklet, a
rendelkezésre &ll6 oxigén-, tapanyag- és nyomelem koncentracié, pH és fénymennyi-
seg nem egyidében kedvez a kiilonbdz6 mikroorganizmusok névekedésének, igy
idében véltozik a plankton mennyisége és a planktonalkoték megoszlasa is (1. &bra).
Ezek azutdn egymasra is hatnak az altaluk termelt anyagokkal, illetve az oxigén, a
tapanyag, vagy a fény mennyiségét csékkentve stb. Hasonlé jelenség a tengerekben is
megfigyelhetd, legnagyobb meértékben a parti szakaszokon, az 6blékben és a folydk

torkolatanal (1).



1. abra A fitoplankton megoszlasa a Balatonban 1976-ban (1)

A mikroorganizmusok mennyiségének és megoszlasanak ez a valtakozasa ter-
meészetes jelenség, és csupan egyes fajok nagy témegti elszaporodéasa okoz problémat,
kiildonésen olyan esetben, ha ezek magasabb rendi élélenyekre, igy elsésorban az em-
berre veszélyes anyagokat termelnek. llyen anyagokat, toxinokat, igen véltozatos,
egymastdl evollciésan akar nagyon tavoli szervezetek is termelhetnek. A kiilénbdz8
rendszertani térzsekbe tartozo, de még az egy adott térzsén beliili kiilonbdzé fajok altal
termelt toxikus anyagok kémiai szerkezetiik és biologiai hatasmechanizmusuk tekin-
tetében jelentésen kiilénbézhetnek egymastél. Ezen valtozatossag szemléltetésére alljon

itt nehany kiragadott példa (2):



A zdldalgék (Chlorophyta) némelyike eheté. Ilyenek pl. a Fiilop-szigeteken
kedvelt egyes Caulerpa fajok, azonban ezek az esds évszakban meérgezévé val-
nak. A mérgezés tiinetei néhany o6réan &t tartd6 zsibbadas és hideg érzet a
végtagokban, gyors és nehézkes légzés, depresszié és egyensily vesztés. E tiine-
tek okozo6i hossza telitett szénlanct hidroxil-amidok (kaulerpicin), és egy pirazin-

szarmazék (kaulerpin).

A Prymnesium parvum nev(i sargasmoszat (Chrysophyta) Eszak-
Eurépétdl a Kozel-Keletig stlyos halpusztulasokat okozott. Csak a kopoltytval lé-
legzé éllatokra (halakra és a kétéltliek még kopoltytval lélegezé larvéira) jelent
veszélyt. Hatféle toxint mutattak ki benne, ezek glikolipidek és lipoprotein-
szénhidrat molekulék.

A barazdasmoszat (Pyrrophyta) Nocticula miliaris Japan partjainal gyak-
ran olyan témegben jelenik meg, hogy tébb négyzetkilométeres teriileten pirosra
festi a vizet, és jelentds pusztulast okoz a halak, valamint gerinctelenek kozott.
Kimutattdk, hogy a mérgezé anyag az ammonia, ami az alga témegének akar 7
%-4t is kiteheti.

Voérésmoszatokbdl (Rhodophyta) anionos poliszacharidokat izolaltak, ame-
lyek galaktoz és szarmazékainak valtakozo polimerei. Ezek rendkiviil sokféle fizio-
l6gias hatést fejthetnek ki emlésékre, igy gyulladasokat, makrofagokra gyakorolt

szelektiv toxicitast, erés immunszupressziét és tumor képzédést okozhatnak.

A sekély, édesvizii tavakban az eutrofizalédas kdvetkeztében évrél évre mind
gyakrabban koévetkezik be az algék tlilszaporodasa. Ilyenkor a té vize zavaros lesz,
kékes-zold, zold, voréses vagy sététbarna szintive valik (3,4). Ezt a jelenséget nevezziik
vizviragzasnak. A jelenség altalanos velejaréja, hogy a viz felszinén a mikroorganiz-
musok akér tébb centiméter vastag témér réteget alkotva felhalmozédnak, majd

esetenként az dramlasok és a szél hatasara a parton nagy mennyiségben 6sszegytilnek.



A vizvirdgzésokat kivalté tényezék kozstt minden bizonnyal elsé helyen szerepel
a kornyezetszennyezés, az élévizekbe juttatott nagy mennyiségli miitragya és egyéb, a
trofitast névelé anyag. Azonban a kérdés ennél sszetettebb, hiszen a vilag szinte min-
den tajan eléfordulnak vizvirdgzésok, nem Kkizarélag a mezdgazdasagilag miivelt
tertiletekkel &vezett, vagy s(r(in lakott, és igy a civilizicids szennyezésnek Kkitett
vidékeken. Réadasul a jelenség nem is Gjkelet(i, ugyanis vizviragzasokra vonatkozé ada-
tok, utalasok a mai tipust és mértékii kérnyezetszennyezést messze megel6z6 id6kbél
is ismeretesek. Ilyen pl. egy utazé beszadmoléja 1188-bél, ami a walesi Llangorse té
kiilonés viselkedését irja le. Ez mai szemmel egy jellegzetes vizvirdgzasnak tiinik (5).
Maga a vizviragzas (flos-aquae) sem (ij megnevezés, mar Linné alkalmazta ezt a kifeje-

zést egyes kékalgak (cianobaktériumok) nevének megalkotasakor.

Magyarorszagon is szamos esetben eléfordultak toxikus vizvirdgzasok (6,7). Ezek
kozil a Velencei-tavon 1991 augusztusaban bekévetkezett eset az egyik legismertebb.
A sajtéban tébb cikk jelent meg ezzel kapcsolatban, és 6vintézkedéseket kellett életbe

léptetni a mérgezések megelézése érdekében.

A vizviragzasok tilnyomo tébbségét cianobaktériumok okozzak. A cianobaktéri-
umok (kékalgék, Cyanophyta, Cyanoprokariobionta) prokariéta, oxigénfejleszté foto-
szintetikus rendszerrel rendelkezs, jobbara obligat fotoautotréf mikroorganizmusok.
Rendszertani helyiiket, néhany morfolégiai és biokémiai sajatsagukat az 2.2. fejezetben

targyaljuk kissé részletesebben.

2.1.2. A toxikus cianobaktériumok

A toxikus cianobaktérium fajokat tartalmazé vizviragzasokban a mérgezéseket
elésegiti, hogy a toxint termelé sejtek nem egyenletesen oszlanak meg a viz teljes
térfogatdban, hanem gyakran a felszinen gyflilnek &ssze nagy témegben. A széban
forgd cianobaktériumok tébbsége ugyanis gazvakuolumokkal rendelkezik, amivel faj-
stlyuk szabalyozasara képesek. Az eddig tanulméanyozott ésszes kézepes héigényli gaz-
vakuolumos cianobaktériumnak van toxikus izolatuma. A két tulajdonsag kézétt azon-

ban nincs szoros &sszefiiggés, minthogy vannak gazvakuolummal rendelkez8, de nem



toxikus izolatumok, és ismert néhany gazvakuolummal nem rendelkezd, de toxikus faj
is (8).

A legtobb eurdpai orszagban jeleztek mar toxikus vizvirdgzasokat, és vannak
adatok Eszak- és Dél-Amerikabol, Ausztraliabol, Azsiabol és Afrikabél is. A nyolcvanas
években meguizsgalt 381 eurdpai eset alapjan az egyes orszagokban a cianobakterialis
vizviragzasok a 45-70 %-a (6sszesen tébb mint fele) volt toxikus (9), Minnesota allam-
ban egy haroméves periédusban 60 koziil 49 (82 %) (10). Magyarorszagon is szamos

esetben regisztraltak toxikus vizviragzast (6,7).

A cianobaktériumok mintegy 40 fajardl feltételezik, hogy toxint termel. Tébb
esetben azonban nem allt rendelkezésre tiszta tenyészet igy nem sikeriilt minden kétsé-
get kizaréan bizonyitani, hogy nem a vizvirdgzas valamely mésik résztvevéije, esetleg
egy heterotrof baktérium volt felelés a toxintermelésért. Az méar bizonyitott, hogy a
kovetkezd nemzetségekbe toxintermels fajok is tartoznak: Anabaena, Aphanizome-
non, Cylindrospermopsys, Cylindrospermum, Microcystis, Nodularia és Nostoc.
Tovabbi mintegy kilenc nemzetséggel kapcsolatban feliegyeztek toxikus vizviragzast, és
tobb toxint tisztitottak is, de a fentiek értelmében még nem bizonyitottak hitelt érdem-
16en ezek cianobakteriélis eredetét. Tovabbi problémat okoz, hogy nem mindig sikeriil
egyszer(i &sszefliggést talalni az egyes vizvirdgzasok soran egyazon téban, de kiilénbdzé
idében, helyen, vagy mélységben vett mintak cianobaktérium- és toxintartalma kozott

sem (3,11,12).
2.1.3. A cianotoxinok tipusai

A cianobaktériumok szamos toxikus anyagot termelhetnek. Ezek kozétt cito-
toxinokat is, amelyek egysejtlieckre, algakra, baktériumokra ill. gerincesek
sejttenyészeteire hatnak, mig a tobbsejtlickre artalmatlanok. A magasabbrend(
szervezetekre hat6 cianotoxinokat kémiai szerkezetiik és a toxicitas elsédleges hatohe-

lye szerint az alabbi harom csoportba sorolhatjuk:

« lipopoliszacharidok



. alkaloid analégok; az idegsejtek miikédését, az idegingeriilet vezetését gatol-

jak (neurotoxinok)

. peptidek; leggyorsabban a méjsejtekre, majszdvetekre fejtik ki hatasukat

(hepatotoxinok)

2.1.3.1. A lipopoliszacharidok

A vizviragzéasok tébb mint feleben a Microcystis aeruginosa a dominéns ciano-
baktérium faj. E faj toxicitasanak tanulméanyozasa soran két kiilénbszé tipusa toxint
talaltak (13). A kevésbé toxikus, lassabban (4-48 éra alatt) haté anyagot “lassan 616 fak-
tornak” (Slow Death Faktor, SDF), az erésebben mérgezét, amelyik egyben gyorsabban
(1-3 ora alatt) is hatott, “gyorsan 616 faktornak” (Fast Death Faktor, FDF) nevezték el.
Az SDF a késébbi vizsgalatok alapjan lipopoliszacharidok (LPS) elegyének bizonyult.

A lipopoliszacharidok a Gram-negativ baktériumok jellegzetes anyagai, ezek a
baktériumok sejtfalanak alapvetd &sszetevéi (14). Magasabbrend(i szervezetekre altala-
ban meérgezd, erdsen gyulladaskeltd anyagok, szamos hormonélis-, immun- és
sejtfolyamatot aktivalhatnak. Meg kell jegyezni, hogy a vizviragzasok soran a cianobak-
tériumok mellett szdmos maéas baktérium is elszaporodhat és termelhet LPS-okat. A
Microcystisbél izolalt LPS toxicitdsa nem til jelentés méas baktériumok hasonlé kom-

ponenseihez és a FDF-hoz viszonyitva (15).

2.1.3.2. A neurotoxinok

Az Anabaena flos-aquae tobb esetben igen komoly mérgezést okozott. Vizvi-
réagzasokban leggyakrabban a vizi madarakra és a kérédzé allatokra jelent veszélyt.
Vannak toxikus és nem toxikus izolatumai is, sét ugy talaltak, hogy egy adott izolatum

toxicitasa is valtozhat a kdrnyezeti tényez8k valtoztatasaval (16).

Az e fajbdl izolalt toxin laboratériumi kisérletekben még a Microcystis aerugi-
nosa FDF komponensénél is gyorsabban, néhany percen beliil a kisérleti allatok halalat
okozza, ezért eredetileg “nagyon gyorsan 616 faktornak” (Very Fast Death Factor,
VEDF) nevezték el. A mérgezés tiinetei: bénuléas, remegés, hanyas; a halél legzésbe-

nulads kovetkeztében all be. Fiziolégiai szempontbdl e toxin posztszinaptikus neuro-
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(16). Kis molekulatomege miatt a tapcsatornan keresztiil is gyorsan felszivodik. Az
Ujabban anatoxin-a-nak nevezett anyag kokain analég; szerkezeti képletét a 2. abra

mutatja (17,18).

Egy maésik jelents cianobakteriélis neurotoxint Aphanizomenon flos-aque-bél
izolaltak. Régen ismert volt, hogy e faj a halakra és a szérazfsldi allatokra egyarant
veszélyes vizvirdgzast okozhat. Csak 1967-ben kezdték részletesen tanulményozni, mi-
utdn egy New Hampshire-i téban tébb mint 6 tonna hal pusztulasat okozta (19). Ugy
talaltdk, hogy e faj toxicitasa is fiigghet a kérnyezeti paraméterektél (20). A mérgezés
tiinetei az Anabaena flos-aquae-nél leirtakhoz hasonlék. A gyors hatdsa miatt eredeti-
leg szintén a VFDF-csoportba sorolték. E toxin membran szinten haté neuromuszkulé-
ris inhibitor, az idegingeriilet vezetését akadalyozza meg (19). Kémiai szerkezetének
meghatarozasaval Kkideriilt, hogy azonos a Gonyaulax catenella nevii tengeri

barazdasmoszat 4ltal termelt saxitoxinnal ( 3. abra).

2.1.3.3. A hepatotoxinok

A hepatotoxikus vizvirdgzasokkal kapcsolatos kéarjelentések leggyakrabban tehe-
nek, juhok és kutyak elhullasarol szélnak. Emberek mérgezésére is volt példa, de a be-

tegek a legstilyosabb esetben is felgyégyultak néhany napos kérhéazi kezelés utan.



2.1.3.3. A hepatotoxinok

A hepatotoxikus vizviragzasokkal kapcsolatos karjelentések leggyakrabban tehe-
nek, juhok és kutyak elhullasarél szélnak. Emberek mérgezésére is volt példa, de a be-

tegek a legstilyosabb esetben is felgyégyultak néhany napos kérhéazi kezelés utan.

Hepatotoxinokat, vagy majtoxinokat szamos cianobaktérium faj termel. E toxi-
nok okozz&k az édesvizi vizvirdgzasokkal kapcsolatos kérnyezeti problemak tilnyomé
részét, igy a mérgezéses esetek statisztikai alapjan e toxinok a legjelentésebbek a vizvi-
ragzasokban. Leggyakrabban Microcystis, Oscillatoria, Anabaena és Nodularia
nemzetségek okoznak hepatotoxikus vizviragzasokat. A mérgezés tiinetei valtozatosak,
ezek kozott bérkiiitéseket, szem- és bérgyulladast, stlyosabb esetben fejfajast, gyenge-
séget, hanyéast, a véegtagok kihtilését, hasmenést, nehéz légzést és néhany éran beliil

halalt okozhatnak (21).

A hepatotoxinok, a kisebb jelentéségli és mérgezéseket csak ritkdn okozé,
Cylindrospermopsis raciborskii-bol izolalt alkaloid tipusti cylindrospermopsin (22)
kivételével ciklikus peptidek: a Nodularia spumigena &ltal termelt pentapeptid, a
nodularin (4. &bra) és a Microcystis aeruginosabdl izolalhaté heptapeptid, a mikrocisz-
tin (5. &bra). Mindkét peptid tartalmaz rendhagydé aminosavakat, ezek kéziil a legkiils-
nésebb a 3-amino-9-metoxi-2,6,8-trimetil-10-fenil-deka-4,6-diénsav (ADDA). Ezt az
aminosavat eddig kizarélag ezekben a toxinokban mutattdk ki, de ezeknek &llandé
komponense, jelenléte a toxikus hatas egyik sziikséges feltétele. A nodularinnak nem
ismeretesek véltozatai, szerkezetének tovabbi érdekessége az N-metilalt dehidrobutirin
(MeAAbu). A mikrocisztint alkoté hét aminosav kéziil ketté L-konfiguraciéjii az egyes
izolatumokbdl tisztitott toxinokban kiilénbdzhet. Tovabbi kiilénbség az egyes mikrocisz-
tin valtozatok kozétt a metilcsoport megléte vagy hidnya a D-eritro--metil-aszparagin-
savon (MeAsp), ill. az N-metil-dehidroalaninon (MeAAla). Az &allandé aminosavaknak is
eléfordulhatnak moédositott szarmazékai (23). Az 5. abran lathaté mikrocisztin-LR a
maér eddig ismert mintegy 40 véltozat kdziil a leggyakoribb. A valtozatok kéziil egyazon

sejtben akér tébb is termelédhet, kiilonbsdzé koncentracidban. Az allandé aminosav
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4. abra A nodularin szerkezeti képlete

komponensek kéziil harom (alanin, izo-aszparaginsav és izo-glutaminsav) a fehérjéket
felépité aminosavaktél eltéréen D-konfiguraciéja (24).

A mikrocisztin és nodularin az 1, ill. 2A tipusi protein-foszfatazokat géatoljak
(25-28). A hidroféb oldallancuk (ADDA) a savas kézponti magtél minél tavolabb igyek-
szik elhelyezkedni, és a protein-foszfataz enzimek hidroféb iiregébe illeszkedik, ahol az
olefin szerkezetnek lényeges szerepe van a receptor fehérjével valé kapcsolat
kialakitéasdban (29). Ugyancsak a mikrocisztin—enzim kapcsolat kialakulasaval fiigg
ossze, hogy a mikrocisztin géatolja az emlitett tipusti protein-foszfatazok metilaciéjat is
(30). A glutaminsav savas COOH csoportja és a hidrogén hid kialakitasara alkalmas
CO csoportok az ADDA és Glu aminosavakban szintén sziikségesek a biolégiai hatés
kivaltasdban. A cianobakteridlis hepatotoxinok élettani hatasa azonos, csupan toxicita-
suk mértéke kildnbézik. Az egyes mikrocisztin valtozatok toxicitasdban mutatkozé
kiilonbségeknek az az oka, hogy a kiilénbszé oldallancok egymastél tébbe-kevésbé
eltéré térszerkezetet tesznek energetikailag kedvezményezetté, és igy a kapcsolat

kialakitasahoz sziikséges molekula részletek kiilénbozé mértékben hozzaférhetéek (31).
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5. abra A mikrocisztin-LR szerkezeti képlete

Szamos sejtfolyamat szabalyzasaban a fehérjék foszforilaltsagi szintjéenek lénye-
ges szerepe van. Emiatt egy protein-foszfataz enzim-inhibitor kiilénféle rendszertani
egységekbe tartozé szervezetekre véltozatos hatast fejthet ki, igy toxikus lehet egyes
alacsonyabb rend( allatokra is. Mégis, tekintettel arra, hogy e toxinok a magasabb-
rend(i allatokra fokozottan veszélyesek, élettani hatasukat leggyakrabban egereken,
tengerimalacokon, nyulakon és haziszarnyasokon stb. tanulményozzak (7,32). Mas pro-
tein-foszfatazok inhibitorokkal &sszehasonlitva szembeszéké a hepatotoxinok erés
szdvet- és szerv-specifitasa. (33). A kisérleti allatok veséjében példaul, amely szerv nem
akkumulélja a mikrocisztint, semmilyen elvaltozas nem tapasztalhat6 (26). A gerincesek
méja akkumulédlia a mikrocisztint. Halalos dézissal intraperitonidlisan kezelt egerek
méjaban a foszfataz aktivitas 15 perc alatt 44 %-ra, egy 6ra alatt 22 %-ra csékken (26).
Szédmos folyamat sebessége megvéltozik a hepatotoxinok hataséara, pl. a hepatocita
DNS-replikacio6 (34) és a lipidek peroxidaciéija; a sejtvaz -SH tartalma lecsékken, a szé-
rum enzimtartalma jelentésen névekszik (35). Valoészinlleg e véltozasok eredménye-

képpen a méjsejtek mikroszémaiban megvaltozik a membran-fluiditas (36), a szévetek
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elveszitik eredeti felépitésiiket (35,37). A méj az eredeti méretének masfélszeresére
duzzadhat, majd a szédiilést, a vérnyomas csdkkenését, a végtagok kihtilését és pilo-

erekciét kovetéen a keringés dsszeomlasa miatt all be a halal (38,39).

Kimutattak, hogy kisebb dézisokban, de hosszt idén keresztiil adagolva tumor-
promoter hatasuk van, azaz a rédkos daganatok névekedését gyorsitjak (40). Kina egyes
részein kiilénésen gyakoriak a toxikus vizviragzasok, és eléfordulhat, hogy az ivoviz he-
patotoxinokat tartalmaz az akut megbetegedéshez sziikséges dézisnél kisebb mennyi-
ségben. Az utébbi idében ezt &sszefiiggésbe hozzak azzal a ténnyel, hogy az ottani
lakossag korében az atlagosnal magasabb a majrakos megbetegedések gyakorisaga

(41).

2.2. A cianobakRtériumok

2.2.1. A cianobaktériumok megjelenése a F6ldon, az 6kologiai jelentoségiik

A cianobaktériumok &si  prokariéta szervezetek. A fosszilis leletek
(sztromatolitok) tantisaga szerint kb. 3 milliard évvel ezel6tt valtak gyakoriva. Oxigénfej-
leszté fotoszintetikus tevékenységiik révén megjelenésiiknek alapvetd jelentésége volt a
Fold atmoszférajanak kialakitasdban. Valészin(i, hogy evollciéjuk a ma ismert, viszony-
lag gyors, féként szexuélis reprodukciéon alapulé mindinkabb specializalédé eukariota
torzsfejlédéssel ellentétes szabalyok szerint halad, az egész Féldén elterjedt igen hossza
élettartamii, nagy egyedszamu, stabil és szazmilli6 éveken keresztiil valtozatlan
populacidkat eredményezve (42). Ma az egész vilagon eléfordulnak. Elshelyeik a sarki
jeges tengerektSl a héforrasok akar 60 fokosnal is melegebb vizéig terjednek, az
Arktisz és az Antarktisz {6 nitrogénkétsi, de az 6ceani régiokban, édesvizekben, sivata-
gokban, homokdiinéken stb. is megtalalhaték. A cianobaktériumoknak, mint 6néallé
biolégiai csoportnak a felismerése ennek ellenére csak a XIX. szazad elejéen tértént
meg. A cianobaktériumok evollciés helye sajatos ( 6. abra). A kézéttiik és a baktériu-
mok kozott meglévé lényeges hasonlésagokat alapul véeve nevezziik éket cianobaktéri-

umoknak a korébban alkalmazott, de prokariéta sejtszervezédésiikre nem utalé kékalga
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elnevezés helyett (43,44). Am ez utébbi elnevezésiik tovabbra is hasznalatos, egyrészt
megszokasbol, masrészt azért, mert a hasonlé 6kolédgiai szerepiik, életteriik, megjele-
nésiik és néhany mas tulajdonsaguk miatt olykor az algakkal egyiitt emlitik &ket. Jelleg-
zetes fotoszintézisiik és biokémiai tulajdonsagaik alapjan kénnyen elkiilénitheték a zsld-

és a biborbaktériumoktol (44,45) (Id. az 1. tablazatot).

A cianobaktériumok sok hasonlésagot mutatnak a magasabbrendii algék (féleg
voroésmoszatok) és a névények kloroplasztiszaival (46-48). A citolégiai és biokémiai ha-
sonlésag a cianobaktériumok és a kloroplasztisz, mint eukariéta sejtorganellum
szervezbdeése kozott (Kloroplasztisz DNS, prokariéta tipust riboszémak, a klorofill-a
jelenléte a fotoszintetizalé apparatusban) alatamasztia a hipotézist, mely szerint a mai

kloroplasztisz az endoszimbiota cianobaktériumokbél fejlédstt ki az evollcié soran

(49,50).

Nagy hatéasfoki fotoszintézisiik a viz, széndioxid, nitrogén, foszfor és néhany

egyéb asvanyi anyag jelenlétén tal mast nem igényel (51,52).
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Anaerob prokariétak

6. abra A cianobaktériumok helye az evolucios torzsfan
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2.2.2. A cianobaktériumok sejtszervezodése

A cianobaktériumok prokariétak, vagyis sejttartalmuk nem kiiléniil el citoplaz-
mara és sejtmagra. A szines kromatoplazma veszi koriil a szintelen, kézponti helyzet(i
centroplazméat. A prokariéta tipusii cianobaktérium sejtfalat kiviilrél poliszacharid
nyalkaburok fedheti; citoplazma membranjat lizozim-szenzitiv, Gram-negativ sejtfal
veszi koriil. Sejtfaluk strukturalis merevségét a peptidoglikdn réteg biztositja, igy a
sejtfal-szintézis penicillin-érzékeny. Sejthartyajuk tipikus egységmembran.

A cianobakteridlis protoplazma jelentés részét a fotoszintetikus apparatus foglal-
ja el, amely tilakoid membranrendszerbe szervez&dstt. A sejtekre jellemzéek az extra-
tilakoidéalis elhelyezkedésti fénygyijté pigmentek, a fikobiliproteinek (kovalens kétéssel
fehérjehez kotétt nyitott tetrapirrol-lanc vegyiiletek) jelenléte, amelyek a fikobili-
szbmékba szervezédnek. A fikobiliszémak sorokba rendezédve helyezkednek el a tilako-
id membranok feliiletén (53). (Id. a 7. abrat.) A legismertebb fikobiliproteinek a fikoe-
ritrinek, a fikocianinok és az allofikocianinok. Ezek stabil oligomerekké kapcsolédnak
dssze a fikobiliszoméakban. A fikocianin és a fikoeritrin oligomerek hat pénztekercsszer(i
oszlopba éllnak &ssze, és ezek az oszlopok a harom allofikocianinbél all6 kézponti

egységhez kapcsolédnak.

A citoplazmamembran és a tilakoidmembran Kkozétt taldljuk a cianoficin
szemcséket, amelyek nitrogén depoként miikédnek és kizardlag a cianobaktériumokra
jellemzéek. A tilakoid membranok koézétti glikogén szemcsék, valamint a polifoszfat
testek is tapanyag raktarak, mig az Gn. karboxiszémak a széndioxid felvételben jatsza-
nak szerepet, mivel a Calvin-ciklus karboxilalé enzimét, a ribuléz 1,5-difoszfat-karboxi-
lazt tartalmazzak. Jellemzé képletek a fajstily szabalyozasat végzé gazvakuolumok is. (7.

abra)
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7. abra Egy cianobaktérum sejt sematikus képe

Citoplazmamembran: CM, tilakoidmembran: TH, cianoficin szemcsék: CY,
glikogén szemcsék: QQ, polifoszfat testek: PB, karboxiszémak: C, gazvaku-
olumok: Q.

A cianobaktériumok nukleoplazmaéjat nem boritja maghartya. Genomjuk a pro-
kariotak kozil a legnagyobb, feltehetéen cirkularis a kromoszémajuk. Ennek mérete
atlagosan 2-5 - 10° Dalton. A cianobaktérium sejtekben szamos extrakromoszémalis
elem, plazmid mutathaté ki. A mutagénekkel és a sugarzasi karosodasokkal szembeni
extrém rezisztencidjuk elsésorban annak tudhat6 be, hogy a genom egynél tébb méaso-
lata van meg egy sejtben. Az ultraviola sugarzas karosité hatésa ellen a névényi flavo-
noidokkal ill. allati melaninnal hasonlé funkciéja szkitonemin (54) vagy biopterin glii-

kozid (55) termelésével is védekeznek.
70 S-es riboszéméjuk 50 S-es és 30 S-es alegységekbdl épiil fel.

Egyes fonalas cianobaktériumok (IV-V. szekcié, Id. késébb) kététt nitrogén
hidnyaban képesek attérni a legksri nitrogén kétésére. Ehhez egyes vegetativ sejtek

specializélt sejtté, az Gn. heterocisztava alakulnak at. A heterocisztdkat vastag fal
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boritjia, pigmenttartalmuk alacsonyabb, méretiik nagyobb a vegetativ sejtekénél.
Jellemzé réjuk a szubcellularis zarvanyok hianya és az, hogy a vegetativ sejtekhez kozel
esd résziikén un. polaris testeket tartalmaznak. Itt bonyolodik a sejtek kozétti széen- ill.

nitrogénforgalom.

Az akinétéak (spéra-analégok) csak a heterociszta-képzé fajokban fordulnak eld.
Tulajdonképpen kiszaradassal szemben rezisztens sejtek. Létrejottiik koriilményei ma
még pontosan nem ismertek. Nagyobbak, mint a vegetativ sejtek és gazdagok tarta-

leknitrogén és glikogén elemekben. A légtéren keresztiil valé elterjedést teszik lehetévé.

Egyes fonalak cstcsan (pl. az Oscillatoreaceaek) hormogéniumok fejlédnek,
ezek vékony sejtfallal kériilvett képletek, amelyek fiziologiai egységet képezé sejteket

rejtenek. Lef(iz6dve a sziil6i fonalrél a vizi milikben valé elterjedést szolgélja.
2.2.3. A cianobaktériumok rendszertani és biokémiai helye, C- és N-anyag-
cseréjiik

2.2.3.1. A cianobaktériumok rendszerének rovid attekintése

Jellegzetes fotoszintézisiik és biokémiai tulajdonsagaik alapjan a cianobaktériumok

kénnyen elkiilonitheték a zsld- és a biborbaktériumoktol (44) (lasd az 1. tablazatot).
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Z0LD FOTOSZINTETIZALO BAKTERIUMOK

Z06ld kénbaktériumok

Zold fonalas baktériumok

BIiBOR BAKTERIUMOK

Bibor kénbaktériumok Bibor nem

CIANOBAKTERIUMOK

(Chlorobiaceae) (Chloroflexaceae) (Chromatiaceae) kénbaktériumok
(Rhodospirillaceae)

Egy fotocentrum Egy fotocentrum Egy fotocentrum Egy fotocentrum Két fotocentrum

Elektronforras: Elektronforras: Elektronforras: Elektronforras: Elektronforras:
hidrogén,kén, tioszulfat kénhidrogén, szerves hidrogén, kén, tioszulfat, kén- kénhidrogén, szerves viz

molekul&k hidrogén és bizonyos esetek- molekulék, de sohasem kén
ben szerves molekulak
Leadott anyagcsere termék: Leadott anyagcsere termék: Leadott anyagcsere termék:
szulfat szulfat oxigén

Szigordan anaerobok Aerobok, Anaerobok Mikroaerofilek Aerobok,

fakultativ anaerobok
Oxigénnel lélegeznek

Légzésre képtelenek

Légzésre képtelenek

fakultativ anaerobok
Oxigénnel lélegeznek

1. tablazat A cianobaktériumok elkiilonitése biokémiai sajatsagaik alapjan




A cianobaktériumok morfologiailag igen valtozatosak, kézéttikk egyseijti,
tobbsejti, fonalas, spéraképzs, telepes stb. fajok is eléfordulnak (44,56,57). Alta-
lanosan elfogadott rendszeritk még nem alakult ki. Jelenleg az egyik legelfogadottabb, a
szervezetek biokémiai tulajdonsagait is figyelembe vevs felosztast Rippka és
munkatarsai keészitettek 1979-ben. Az azéta elvégzett enzimolédgiai és nukleinsav

vizsgélatok is alatamasztjak ezt. A felosztas 5 szekciét kiilonit el:

[. szekcio:
Egyseijtli, hengeres vagy ovoid alaki szervezetek tartoznak ide.

Chamaesiphon
Synechococcus
Microcystis
Gloeothece
Gloeobacter
Gloeocapsa
Synechocystis genusok

II. szekcio6:
Olyan egyseijtii cianobaktériumok, amelyek tébbszords hasadassal:

Dermocarpa
Xenococcus genusok,

vagy mind kettés, mind tobbszérés hasadassal szaporodnak:

Dermocarpella
Mixosarcina
Chroococcidiopsis
Pleurocapsa genusok.

[II. szekci6:

Az ide tartozé cianobaktériumok egysejtsoros fonalakbdl allo szervezetek, melyek
csak vegetativ sejtekbél allnak, heterocisztat nem tartalmaznak. Reprodukciéjuk
sejtosztddas, amely mindig a trichéma hosszanti tengelyére merélegesen térténik. Ide
tartoznak a

Spirulina

Oscillatoria

Pseudoanabaena genusok

IV. szekcio:

Egysejtsoros, heterocisztat is tartalmazé fonalas cianobaktériumok. Reprodukciéjuk a

trichéma hosszanti tengelyére meréleges sejtosztédassal térténik.
Anabaena
Nodularia

Clyndrospermum genusok.
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Hormogoéniumokkal szaporodnak a
Nostoc

Scytonema

Calothrix genusok.

V. szekcio:

Olyan fonalas cianobaktériumok, melyek részlegesen tébbsorosak is lehetnek.
Szaporodéasuk nemcsak a trichéma hosszanti tengelyére merélegesen toérténik,
hanem hormogéniumokkal és akinétak riigyezésével is. Az hormogéniumok Kis,
hengeres sejtekbdl allnak, amelyek megnéve gombolyiivé valnak. A heterociszta
fejlédése lehet termindlis és interkalaris.

Pl. Fisherella genusok tartoznak ide.

2.2.3.2. A cianobaktériumok energianyerése és szénanyagcseréje

A cianobaktériumok fototréf organizmusok, a magasabbrend(i névényekhez
hasonléan aerob fotoszintetizalok. Novekedésiik a fényenergiatél fiigg, szénforrasként
specifikusan a CO,-t hasznositjadk, mig az oxigén és az elektronok forrasa a viz. A
cianobaktériumok fotoszintetikus elektrontranszportja és fotofoszforilaciéja, amely nagy
vonasokban azonos a névények Kkloroplasztiszaiban folyé fotoszintézissel, ATP-t és
NADPH-t termel (58). A magasabbrend(i névényekhez hasonléan a cianobaktériumok
fotoszintetizal6 apparatusaban két fotoszisztéma talalhaté. A féenygytjté komplexek
specifikus polipeptideken kiviil Kklorofillt és fikobillproteineket tartalmaznak (53). A
termel6dé ATP és a NADPH a fénytsl kodzvetetten fiiggd folyamatban, a reduktiv
pentéz-fosztat-tton (Calvin-ciklus) a szénforras, a széndioxid redukciéjara hasznalédik el

(59-62).

A vizbontéas (PSII) soran O, szabadul fel (a heterocisztakban fotoszintetikus titon
nem képzédik O,), a “redukaléers” pedig NADPH forméjaban stabilizalédik. Bizonyos
korilmények kozott glikogén halmozédik fel a sejtekben, amely késébb mobilizalédhat
és szén- valamint energiaforrasként szolgalhat (44,63). A fény és a sétét periodikus
véltozésa miatt a cianobaktériumok is naponként valtoztatjak a fénytél fiiggd
metabolikus aktivitasukat. A talélés alapja a belsé ATP-szint fenntartasa, a "fenntartd

anyagcsere", amely kiilsé energiaforras hianyaban a belsé tartalékoktél (glikogén) fiigg.
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A cianobaktériumok vagy a glikogén rovéaséara tartjak fenn az ATP-szintet a sététben,
vagy egy bizonyos mertékig csékkentik azt ("adenylate energy charge") (59,64-66) .

Az energianyerés f6 Utja a fény hianyaban az oxidativ pentéz-foszfat ut. A
fotoszintetikus reduktiv pentéz-foszfat-ciklus (Calvin-ciklus) és az oxidativ pentéz-foszfat-
Ut reakcidlépései nagyrészt koézoések, a szén (tja azonban teliesen méas fényen mint
sotétben. Fényben a GO6PDH gétolt, igy az oxidativ ciklus "zarva" van, mig sététben a
géatlas megsziinésével "nyitva", ekkor a glitk6z-6-foszfat-dehidrogenaz miikédik és a 6-
foszfoglitkonat-dehidrogenéazzal egyiitt termel NADPH-t. Ennek oxidativ lebontasa
soran pedig ATP keletkezik.

2.2.3.3. A nitrogén anyagcsere

A cianobaktériumok képesek egyrészt szervetlen nitrogén tartalmii vegyiiletek
felvételére (nitrat-, nitrit-, amménium-sok), masrészt néhany faj képes az elemi nitrogén
(Ny) felvételére és beépitésére is. Ez a tulajdonsaguk kiemeli 6kolégiai jelentéségiiket,
hiszen ez lehetévé teszi, hogy olyankor is elszaporodjanak, amikor a fotoautotrof
szervezetek novekedésének f6 limitald tényezéije a kétstt nitrogén hidnya, ami foszfattal
szennyezett vizekben A&ltalanos. A legtébb faj fel tudja hasznalni a szerves

nitrogénvegyiileteket, bar sejtjeikbe ezek csak nehezen jutnak be.

A cianobaktériumok éatlagos N-tartalma a kdrnyezeti tényezéktél, a névekedési
fazistol stb. fiiggéen a szérazstly 3-9 %-a. Ez gazdasagi jelentéséget is kdlesonsz nekik.
A rizsfoldek nitrogén utanpétlasat sok helyen cianobaktériumok elszaporitasaval oldjak
meg (67), és hasonlé modszert alkalmaznak méas gabonak (68) és konyhakerti

novények termesztésénél (69) is.

A Kkizérdlag prokariétdknal eléfordulé biolégiai  nitrogénkétés, vagyis a
molekuléris nitrogénnek amméniava alakitasa a bioszféra egyik igen fontos biokémiai
térténése. Ismeretes, hogy az Azotobacterek a fogyasztott szénhidrat grammijaira
szamitva csupan 5-50mg ammoénia fixalasara képesek. Az ilyen fixalék
nagymennyiségli hasznosithaté szerves anyagot igényelnek, amely a legtébb talajban

nem koénnyen elérhets. A gydkérgiimé szimbiota Rhizobium szdméra a fixalt szén
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rendelkezésre &ll ugyan, de a molekularis nitrogén redukciéjahoz a fotoszintézissel
eléallitott anyagokat a névényi produkciébdl kell elvonni. A cianobaktériumok azonban
nem csak nitrogént kétnek, hanem a fényenergia felhasznélasaval fixalt szénigényiiket
is sajat maguk fedezik szén-dioxidbol.

Minden nitrogénkoté cianobaktérium (és az ©sszes tobbi nitrogénfixald
prokariéta) nitrogendz enzimet tartalmaz. A nitrogenaz rendkiviill oxigénérzékeny
enzim. Sejtmentes kivonatokban az enzimfehérjet mar 0,5 % oxigén percek alatt
teljesen és irreverzibilisen inaktivalia. Ez a tulajdonsaga valészintileg az 8si reduktiv
legkor idejebdl szarmazik, és az enzim a ma él6 fajokban is csak O,-t8l védve
funkcionélhat. Ezt a “célt” a cianobaktériumoknal a kévetkezé strukturélis és biokémiai
megoldasok szolgaljak:

1. A nitrogenazt specialis sejtek (a heterocisztak) védhetik, melyeknek belsé
milije szabad oxigéntél mentes, minthogy a fotoszintézis oxigéntermelé rendszere (PS
II) benniik nem funkcional.

2. A heterociszték vastag sejtfalat kiviilr6l még nyalkas burok is évezi, ennek
funkcionélis szerepe lehet a nitrogénkotés szabalyozasaban.

3. A heterociszték legzési enzimeket is tartalmaznak, melyek minden szabad
oxigént azonnal eliminéalnak.

4. A nitrogént koté, de heterocisztakat nem fejleszté (nem fonalas)
cianobaktériumokban az oxigénfejleszté fotoszintézis és az oxigénérzékeny nitrogenéaz-
aktivitas idében elkiiloniil egymastol.

2.2.3.4. A makromolekulak anyagcseréjének altalanos jellemzése és
fényfiiggosége
A cianobaktériumokban a makromolekuldk anyagcseréje is prokariéta jellegti (a
replikacio, a transzkripcié és a transzlacié "szerkezeti" elemei, valamint miikédése), a
heterotrof baktériumokbél ismert genetikai és biokémiai sajatsagokkal bir, de a lenyegi
kilénbség a cianobakteridlis makromolekula-anyagcsere  fényfiiggésége. A
cianobaktériumok fényrél sététbe keriilve nemcsak az intermedier anyagcseréjiiket, de

a makromolekuléris szintetikus folyamataikat is gyorsan megvaltoztatjak (49,70).

A cianobaktériumok fehérjeszintézisének jellegzetessége, hogy az RNS-

szintézishez hasonlbéan az &sszprotein-szintézis is fénytél fiigg (56,71,72). A sotétben

23



szintetizalt fehérjék funkcidja ismeretlen, de feltételezik, hogy az Gn. "fenntarté

anyagcserében" kaphatnak szerepet.

A cianobakteridlis fehérjeszintézis specidlis része a fényintenzitas és/vagy fény
mindségi kontroll alatt all6 fikobiliprotein szintézis. Az elsé esetben a fény intenzitasa
(energiafluxus) befolyasolja a sejtek fikobiliprotein tartalméat. A méasodik lehetéség - a
fény min&ségi kontroll - azt jelenti, hogy bizonyos cianobaktérium fajok a rendelkezésre
all6 fény hullamhosszatél fiiggden kiilonbdzé  fikobiliproteineket — szintetizalnak
(kromatikus adaptacio) (73). Ezek a fajok eredményesen véltoztatijak pl. a fény hul-
lamhosszatél fiiggéen a fikocianin/fikoeritrin aranyt a sejtekben, és ilyen médon a
féenyhasznositasi képességet maximaliak, amelynek 6kologiai jelentésége nyilvanvald
(63,74,75).

A cianobakterialis DNS-, RNS- és proteinszintézis intenzitasa tehat a sététben
cs6kken, de 4llandé marad hossz( idén at (kb. 24 o6ra), és azonnal megnd, ha
tenyészeteket megvilagitjuk (71,76,77). A soététben beksvetkezé redukcié legegysze-
riibb magyarazata az lenne, hogy a szintetikus folyamatok energiat igényelnek, amely
nem all rendelkezésre a sététben. Ez azonban nem lehet a probléema megoldéasa, hiszen
az ATP-szint nem csdkken a sététben (lasd a 2.2.3.2. fejezetet "fenntarté anyagcsere").
Altalanos az a nézet, hogy a cianobaktériumokban az makromolekuldk szintézise

fenytél fiiggd, fény altal szabalyozott folyamat (78).

2.2.3.5. Az obligat fotoautotrofia biokémiai alapjai a
cianobaktériumokban

Az obligat fotoautotroéfia a fotoautotréfia egy speciélis esete, és mint ilyen, csak
bizonyos cianobaktérium fajokra jellemzé. Toébb fajrol deriilt ki, hogy bizonyos
koriilmények kdzott képesek heterotrof ndvekedésre is. Az ilyen fajok tébbsége Gn.
fotoheterotréf, ami azt jelenti, hogy jelentésebb mértékii névekedéshez fény altal
termelt ATP-re van sziikségilk (79-81). Mas fajok esetében az energia- és
szénsziikséglet cukrokbdl is szarmazhat (pl. glukéz, szaharéz stb.) és igy ezek sététben

is jol novekedhetnek, bar ez a kemoheterotréf névekedés nem meérhetd 6ssze a
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fotoheterotré6f névekedéssel, annal sokkal lassiibb. Ezek a szubsztratok az oxidativ

pentbz-fosztat iton hasznosulnak a sététben (59-61,82).

2.3. A Microcystis aeruginosa

A Microcystis aeruginosa Foldon igen széles kérben elterjedt faj. A toxikus
vizvirdgzasokban betodltétt szerepe, valamint a beléle izolalhatéd kiilénés metabolitok

miatt vilagszerte egyre inkabb az érdeklédés kézéppontjaba keriilt.

Amint az 2.1. fejezetben emlitettiik, a Microcystis aeruginosa egyseijt(i, édesvizi
faj. A fenti rendszerezés szerinti 1. szekciéba tartozik. Gazvakuolumos sejtjeit vastag,
poliszacharid tartalmi nyéalkaréteg boritja (83), emiatt a sejtek egyméssal és rendszerint
heterotrof baktériumsejtekkel is &sszetapadnak. A fentebb a cianobaktériumoknal
altalanossagban leirtaknak megfeleléen az életfolyamataihoz sziikséges energiat nappal
a napfénybdl, éjjel pedig aerob légzéssel, a glikogén elégetésével szerzi. Eléfordul
azonban, kiilénésen vizviragzasok idején, hogy olyan nagy témeg(i sejt tapad &ssze, és
képez vastag tajtékot a viz felszinén, hogy ennek alsébb rétegei még nappal is sététben
vannak, sét, az oxigén korlatozott difftizidja miatt itt anoxia alakul ki (84). Ilyen sotét
anaerob koriilmények kézott a Microcystis aeruginosa a glikogént etanolla, acetéatta,
széndioxidda és hidrogénné fermentélja (85).

A mikrocisztin mellett t&bb kiilénbsz8, szokatlan ésszetételi peptidet (86,87),
valamint protedz inhibitor hatast ciklikus peptid laktonokat (88,89) izolaltak

Microcystis aeruginosdbél. Jungmann és munkatarsai olyan anyagot mutattak ki

benne, amely a Daphnidra a tiszta mikrocisztinnél is toxikusabbnak bizonyult (90).
2.4. A cianobaktériumok kapcsolata életkozosségiik tagjaival

Az emlitett cianotoxinok biolégiai szerepe a természetes életkdzésségiikben
egyelére nem ismert. Fontos azonban hangstlyozni, hogy a vizviragzasokban csupan a
természetes folyamatok (toxintermelés, tarsulasok aszpektusa) markans megjelenésérdl

van sz6. Az élévilagban szdmos mas esetben is eléfordul, hogy egyes szervezetek
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mérgeket termelnek védekezésbdl, vagy hogy aldozataikat megbénitsék stb. A 2.
tablazat (29.oldal) egyes toxinoknak a gerincesekre gyakorolt hatasat hasonlitja &ssze.
Mint azt a tablazat mutatja, a cianobakteriélis toxinok (cianotoxinok) az igen veszélyes
mérgek Kkozé tartoznak. A veszélyességiiket noveli, hogy nem ismerjik a
vizviragzasokat kivalté koézvetlen tényezéket, valamint a sejten beliil a toxintermelés
szabalyozasat. Nem rendelkeziink hatékony ellenszerekkel, gyégyméddokkal a
meérgezések kezelésére. Nem megoldott a felszini vizeink min&ségének, a toxicitasnak
rendszeres, szakszerti ellenérzése sem, bar a megbizhaté6 moédszerek mér rendelkezésre
allnak. Ezért az eddigi esetekkel kapcsolatos karok és balesetek és kiilonésen a toxinok-
nak rdkos megbetegedésekkel valé kapcsolata mindenképpen évatossagra intenek, és
felhiviadk a figyelmet arra, hogy e jelenséggel a tudoményos kutatds szintjén is

foglalkozni kell.

Munkénk egyik lényeges eleme az, hogy megvizsgaljuk, vajon a mikrocisztin a
cianobaktériummal azonos élettérben eléforduld szervezetekre hatéssal van-e, illetve
hogy a Microcystis aeruginosa szamara 6kologiai szempontbol hasznos-e a cianotoxin

termelése.

2.4.1. A virusok szerepe a cianobaktérium populaciok méretének

szabalyozasaban

Azokat a virusokat, amelyeknek cianobaktérium a gazdaszervezete, ciano-
fagoknak nevezziik (91). Minden eddig tanulmanyozott cianofag megegyezik abban,
hogy genomja egy darab kettés szali DNS és felépitése a jellegzetes fej-farok alaku.
Ezek alapjan a bakteriofagokra alkalmazott rendszerbe, és azon beliil harom csaladba

sorolhatéak (92). Ezek:
[.  Myoviridae: hossz(, 6sszetett farkuk van, az ezt &sszetarté hiwvelyt nyak
vélasztja el a fejtdl,
II. Styloviridae: hosszii farok, dsszetarté hiively nélkiil, valamint

I[[I. Podoviridae: ezeknek farka révid.

A cianofagok fejének atmérsje egy kivétellel 50 és 67 nm kézé esik.
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A fagrészecskék szama egy adott éléhelyen idében valtozik és vizviragzasokat
koévetéen maximumot ér el (93-95). Ez az azt megeléz8 virus koncentraciénak akéar
tobb ezerszerese is lehet (93). Ennek alapjan feltételezhet6, hogy a virusok
kozrejatszanak a vizviragzasok lezajlasaban. A kérdés megitélése azonban nem teljesen

egyeértelmdi.

Egyes szerz8k tgy vélik, hogy a természetes élévizekben, és kiiléndsen az
édesvizekben, a fagok koncentracidja nem elegendd ahhoz, hogy azok szaporodni
tudjanak és jelentés hatést fejtsenek ki a baktériumok, cianobaktériumok populaciéjara
(96). Tovébba a cianofagok erésen gazdaspecifikusak, és az ezekkel egyiitt él6
cianobaktériumokban az erds szelekciés nyoméas hataséara fagrezisztencia alakulhat ki
(94). Ezek miatt a cianobaktériumok mortalitasdban a protozoak mellett

elhanyagolhaténak vélték a virusok hatasat.

Bergh és munkatarsai szerint a virusok koncentracidja helyes meghatarozasi
modszer alkalmazésa esetén, amikor a 60 nm alatti méreteket is figyelembe veszik,
akér 3-7 nagysagrenddel tébb az addig kozolteknél, és éppen egy édesvizi téban
(Plussee, Németorszag) talaltak a legnagyobb fagkoncentréciot (97). Igy elképzelhets,
hogy a cianofagok fontos szerepet télthetnek be a mikrobialis plankton &kolégiai
kontrolljdban. Ezt latszik megerésiteni az is, hogy virusfertézés kovetkeztében a

fitoplankton primer produkciéja akar 78 %-kal csokkenhet (98).

A fentiek eértelmében ugy véliik, hogy a fagok a gazdaszervezetek okodi-
namikajaban fontos meghatéarozé szerepet télthetnek be. Valészin(i, hogy egy adott
éléhelyen megjelené virus nem az 8ssz-baktérium ill. &ssz-cianobaktérium populécié
méretét, hanem azon belill a fajok megoszlasat hatarozza meg dontéen (99). A
vilagszerte leginkabb elterjedt “LPP-tipust” cianofagok gazdaszervezetei, a Lyngbia,
Phormidium és Plectonema fajok sohasem szerepelnek vizvirdgzasokban, és ezt a

cianobaktérium—cianofag egyensuly kialakulasaval magyarazzak (100).

Elmeéleti szamitasokkal is prébalkoztak annak megitélésére, hogy a bakteri-

sz sz
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dinamik4jat (99,101). Ehhez azonban ismerni kell szdmos paramétert, amelyek egy

része nehezen meghatarozhat6, esetleg idében valtozik, sét egymasra is hat:

a fagszenzitiv gazda névekedési sebessége,

a fagrezisztens gazda névekedési rataja,

a fagrezisztenciat okozé mutéaciok gyakorisaga,

a rendelkezésre 4ll6 tapanyagok mennyisége (koncentracidja),

az irreverzibilis fagadszorpcié sebességi allandéja,

az adszorpciétél a lizisig eltels latens szakasz, vagyis a fagciklus hossza,
a lizal6 sejtbdl kiszabadul6 fagok szama,

két osztédas kozott egy sejt altal felhasznalt tapanyag mennyisége.

Az ilyen tipusi modellezés jelentés elhanyagolasokkal is rendkiviil komplex
rendszert feltételez, és csak kvalitativ eredményeket szolgéltathat. Egy maéasik meg-

koézelités szerint (102), ha ismerijiik

e A fagciklus hosszét,

e czen belil azon idészak aranyat, amikor a még nem lizalt sejtben
fagrészecskék mutathatok ki elektronmikroszképosan,

e a fagcikus és a generaciés idé aranyat,

akkor hozzavetélegesen meghatéarozhaté, hogy a gazdaszervezet mortalitasanak

mekkora részét okozza a faginfekcié.

Mindkét médszer alapjan az a kévetkeztetés vonhaté le, hogy a virusok szerepe
nem elhanyagolhaté a gazda szervezetek populacidjanak dinamikajaban, ezek
befolyasolhatjak az élévizek primer produkciéjat és féként a fitoplanktonon belill a

fajok megoszlasat.

A tengerekben a cianofagok jelentds hatéassal vannak a taplaléklancra, ill. az
anyagforgalomra. A fitoplankton az oldott szervetlen sékat épiti be a szervezetébe. A
protozooplankton a “kismeéret(i” szervezeteket fogyasztja. Ezek kdzé a heterotrof
baktériumok, cianobaktériumok és eukariéta egysejtiek tartoznak. A cianofagok ezen
egyirany folyamatnak oldalsé elagazasat illetve visszacsatolasat eredményezik (95),
tobbek kozott tApanyagot szolgéltatva a  heterotrof baktériumoknak, amik azutan

szintén a zooplankton &ldozatai lehetnek.
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‘ -ng(_'_n_ g_r'_e_gv_e_t’ Gyiijtonev LD 5_0*
Botulinum toxin-a  Clostridium botulinum baktérium 0.00003
Tetanus toxin Clostridium tetani baktérium 0.0001
Ricin Ricinus communis noévény 0.02
Diftéria toxin Corynebacterium diphteriae baktérium 0.3
Kokoi toxin Phyllobates bicolor nyilméreg béka 2.7
Tetrodotoxin Sphaeroides rubripes gémbhal 8
Saxitoxin Aphanizomenon flos-aquae cianobaktérium 9
Kobratoxin Naja naja kobra 20
Nodularin Nodularia spumigena cianobaktérium 30-50
Microcystin-LR Microcystis aeruginosa cianobaktérium 50-150
Anatoxin-a Anabaena flos-aquae cianobaktérium 200
Microcystin-RR Microcystis aeruginosa cianobaktérium 300-600
Kurare Chrondodendron tomentosum  nyilméreg névény 500
Sztrichnin Strychnos nux-vomica névény 500
Amatoxin Amanita phalloides gomba 600
Muscarin Amanita muscaria gomba 1100
Phallotoxin Amanita phalloides gomba 1800
Glenodin toxin Peridinium polonicum barazdasmoszat 2500

NaCN 10000

Az LDsgq erték pg/kg testsulyegységben, intraperitonialisan injektalva egérbe.

2. tablazat Néhany biologiai eredetii toxin toxicitasa
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3. Anyagok és modszerek
3.1. Vegyszerek

A szilard fazisi extrakciéhoz hasznélt C-18 Sep-Pak cartridge-eket a Waters
(Division of Millipore) cégtél vasaroltuk.

A HPLC-hez ioncserélt, majd héaromszor desztillalt és 0,45 um poédrust
membranfilteren atsz(irt vizet, valamint Carlo Erba-tél (Milané) szarmazé “HPLC
grade” oldészereket hasznaltunk. A DE-52 oszlop toltetet a Whatman-tél (Maidstone,
Anglia) szereztiik be.

A tobbi reagens a Reanaltél (Budapest) szarmazott kivéve az extrakcibhoz
hasznélt 20 %-os ételecetet.
Radioaktiv jelslések céljara a K;**POg-ot, y->*P-ATP-t és °°S-metionint az

Izintatol (Budapest) szereztiink be.

3.2. Organizmusok

3.2.1. Microcystis aeruginosa

Az altalunk tanulményozott Microcystis aeruginosat Gorzé Gyoérgy a Kozép-
Dunéantuli Viziigy Igazgatésag munkatarsa gytijtétte az 1991-es Velencei-tavi toxikus
vizviragzés soran. Gyljteményiinkben (BGSD) a 243. sorszamot kapta. Osszehasonlito
vizsgélatokra Kenneth A. Beattie a Dundee egyetemrdl rendelkezésiinkre bocsatott egy
azonos nevii, PCC7820 torzsszam( izolatumot, amelyet a parizsi Pasteur Culture

Collection-ben tartanak nyilvan. A PCC 7820-bél izolalt toxinok szerkezete ismert.

Szintén osszehasonlité vizsgalatok céljat szolgalta egy toxint nem termels
Microcystis aeruginosa toérzs, amelyet Borbély Gyorgy 1991-ben izolalt a Kis-

Balatonbél.
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3.2.2. Egyéb szervezetek

E. coli DH5-a baktériumtérzset (103) hasznaltunk a toxicitasi kisérletben.

Diploid Nicotiana plumbaginifolia magokat Dr. Medgyesi Pétertsl, Arabi-
dopsis thaliana C24 vad tipusi magokat Horvath Evatél kaptunk.

Kereskedelmi lucerna (Medicago sativa) és buza (Triticum aestivum) faijt
hasznaltunk.

Mustéar (Sinapis alba var. Budakalaszi sarga) magokat a Hermestdl (Budapest)
szereztiink be. Ez a kereskedelemben kaphaté fajta igen j6 mindségti, gyakorlatilag
100 %-ban csiraképes, és a kezeletlen csiranévénykék hossza csak kis szérast mutat

néhany napos névesztés utan.

Muslica (Drosophila melanogaster), papucséllatka (Paramecium caudatum) és
a vizi névények, a békalencse (Lemna minor), gyékény (Typha sp.), vizi pestis (Pistia
stratiotes L.), técsagaz (Ceratophyllum demersum L.), siilléhinar (Potamogeton
perfoliatus), rucaérédm (Salvinia natans L.) valamint Chlamydomonas reinhardii

fajokbol vad tipusokat hasznaltunk.

Az egérteszteket (Mus musculus) BALB/c himekkel végeztiik.

3.3. A cianobaktérium tenyésztés kRoriilményei

3.3.1. A cianobaktérium kultira fenntartasa

A torzseket 1 % agarral szilarditott Allen-féle (104) tapoldatbél készitett ferde
cséveken és leszirt tenyészetekben tartottuk fenn 20-24 °C-on, &llandé 40-60 uE

megvilagitas mellett.
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NaNO, 1,5g/1
K,HPO, 0,039 g/1
MgSO, 0,075 g/1
Na,CO4 0,02 g/1
CaCl, x 2 H,0 0,034 g/1
Na,SiO5 x 9 H,0 0,058 g/1
EDTA 0,001 g/1
citromsav 0,012 g/1
Fe(SO,); x 7 H,O 0,006 g/1
Mikroelemek 1 ml/l
Mikroelemek (torzsoldat)

H3BO3 2,86 g/l
MnCl, x 4 H,0O 1,81 g/l
ZnSO, x 4 H,0 0,222 g/I
MoO4 0,018 g/1
Na,MoO, x 2 H,0 0,39 g/1
CuSO, x 5H,0 0,079 g/1

3. tablazat Az Allen-féle médium oOsszetétele

3.3.2. A novekedés nyomon kdvetése

A tenyészeteket Allen-féle tapoldatba oltottuk és megfelelé meéreti tiveg-

edényben 100 uE &llandé meguilagitas mellett 4 % CO,-tartalmii sterilre sz(irt levegét

buborékoltattunk &t rajta. A nevelést 30 °C-on végeztiik. A tenyészetek névekedését a

800 nm-en mért relativ fényintenzitas-csékkenés (turbiditas) alapjan kévettitk nyomon.

Mivel a sejtek igen gyakran kolénidkba tapadnak &ssze, az ilyen mérés szoérasa elég

jelentSs (5-10 %). A klorofill tartalom meérésevel' kiséreltiik meg a hibat csékkenteni,

azonban ebben az esetben az extrakcio kisérleti hibajaval is szamolni kell, igyhogy

1
A Klorofill meghatéarozas:

A mintavételt kévetSen a 1,5 ml-es mintadkat szobahémérsékleten Hettich asztali centrifugan 15.000 rpm-en
5 percig centrifugaltuk. A feliiliszé leéntése utdn a csapadékhoz 200 ul

desztillalt vizet adtunk. Az igy

elékészitett mintakat 4x 15 masodpercig szonikaltuk a sejtek feltarasa végett. A mintakhoz 800 ul 80 %-os

vizes aceton oldatot adtunk, és 30-40 percig jégen &llni hagytuk. Ezutan szobahémérsékleten asztali
centrifugén 5 percen &t 15.000 rpm-en lecentrifugaltuk a mintékat. A feliilisz6 fényelnyelését 663nm-en 80
%-os aceton oldattal szemben meértiik kvarc kiivettaban.

Extinkciés koefficiens: £ = 82,04 cm?// mg

(1 pg Klorofill-a = 0,08204 Aggs)
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dsszességében nem kaptunk lényegesen jobb eredményt. Ezért tovabbra is a turbiditas

mérését alkalmaztuk.

3.4. A toxin tisztitdsdra €s vizsgdlatdra baszndlt modszerek

3.4.1. Az extrakcio

A sejteket a tapoldatbol centrifugélassal gytjtéttikk 6ssze (30 perc 10000 g),
majd haromszoros térfogatra toltéttitk fel a kivant végkoncentracékhoz szamitott
mennyiségii elegyalkotéokkal. Eqy éran keresztiil 4 °C-on homogenizatorral kevertettiik
(Homogenizer 302, Mechanika Precyzyjna, Lengyelorszag). A modszertdl fiiggéen a
sejteket elézsleg kétszer lefagyasztottuk -20 °C-on, illetve Tesla ultrahangos firrd6ben

vegeztiik a kevertetést.

3.4.2. A szilard fazisa extrakcio, €s a cartridge hasznalata

A nyers toxinkivonatot (5 % ecetsavas oldatban) forditott fazisti toltetet tar-
talmazé kis oszlopon (C-18 cartridge) tisztitottuk tovabb. Az elvalasztas elve a

kovetkezd:

Az oszlop toltete szilikagél, aminek felszinéhez kovalensen kotstt oktadekan lanc
kapcsolodik. A tdltet emiatt Gigy tekintheté, mint egy nagy feliiletre szétoszlatott
immobilizalt apoléros szénhidrogén folyadék film. Az oszlopra felvitt minta minden
komponense a polaros (vizes) és apolaros (oktadekan) folyadék fazis kozott oszlik meg.
Ez a megoszlas a megoszlasi allandoéval jellemezhets, ami az adott komponensnek az
egyes fazisokban kialakul6é kémiai aktivitasainak, vagy jo kézelitéssel koncentraciéjanak

hanyadosa.

ahol d* az A anyag megoszlasi allandéja az 1-es és 2-es fazisok kdzétt, ¢ és c) az

egyes fazisokban kialakul6 koncentracidk. A szennyez8ktsl valé elvalasztas azon
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alapszik, hogy az egyes komponensek megoszlasi éallandéja kiilénbozik egymastdl,
vagyis a

ke =2
elvélasztasi tényezé 1-t6l tobbé-kevésbé eltéré érték.

Egymaéssal elegyed6 polarosabb és apolarosabb oldészerek (pl. MetOH-H,0)
kiillénbdz8 aranyban keverve olyan elegyeket eredményeznek, amelyeknek atlagos
poléarossaga a két tiszta komponens ilyen értéke kozé esik és a komponensek aranyatol
fligg. Amennyiben az extrakcié soran az egyik fazis az allandé C-18 téltet, a mozgéd
fazis polarossaganak valtoztatasdval a megoszlasi allandék véltoztathaték. Mivel az
egyes komponensek megoszlasi allandéi a mozgd fazis polarossagaval nem azonos
meértékben véltoznak, az egyes komponensek Kkozotti elvélasztasi tényezd s
valtoztathaté pl. a vizes féazis metanol tartalmanak valtoztatasdval. A oszlopok
geometridja és a toltet minésége nem teszi lehetévé, hogy 1-hez kozeli megoszlési
allandékkal dolgozzunk. Azonban az ionos és polaros anyagok jél elvalaszthaték az
apolarosaktél az 1-t8l tavoli tartoméanyokban. Ezen tartoméanyokban az extrakcié az
adszorpcid-deszorpcié jelenséghez valik hasonlova. Vizes (5 % ecetsavas, <10 %
MetOH) oldatbél a toxin gyakorlatilag teljes mértékben a C-18-as fazisba megy at, mig

tiszta metanollal, acetonitrillel, vagy egyéb apolaros oldészerrel elualhaté.

A oszlopokat a gyarté, valészintileg a jobb eltarthatésag érdekében, tgy széllitja,
hogy a toltetre valamilyen védé anyagot vittek fel. Ezt az utasitas szerint mintegy 1,5
ml 100 % metanollal lehet -eltavolitani. Az atfolyé metanol UV-spektruménak
kovetésével megallapitottuk, hogy ez nem elegendd, igy a cartidge-okat, attél fiiggéen,
hogy a toxin tisztitasanak mely szakaszaban kivantuk felhasznalni, 10-30 ml metanollal

kezeltiik, majd 50 ml vizzel atoblitettiik.

A minték felvitele utan 10 ml vizzel ismét dblitettiik az oszlopot, majd 30 ml 10
%-o0s metanollal tavolitottuk el a toxinnal polarosabb komponensek jelentés részét. A

toxinfrakci6t 30 ml 60 %-os metanollal elualtuk. Amikor a mar (pl.
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oszlopkromatogréafidsan) tisztitott toxin koncentréalasa volt a cél, a 10 %-os metanolos

oblitést kihagytuk, és a toxint 100 %-os metanollal eluéltuk.

A hasznélt oszlopok ismét felhasznalhatéak voltak, 100 %-os metanolos
reaktivalas utdn sem lényeges kapacitas-csékkenést, sem kereszt-szennyezést nem
tapasztaltunk. Ennek ellenére ezeket csak preparativ célra hasznaltuk a kromatografias

lepéseket megelézéen.

Meg kell jegyezni, hogy a C-18 oszlopok hasznélata azért is szerencsés, mert a
segitségiikkel biztonsagosan meg tudtuk szabaditani a mintankat a C-18-as fazishoz
nagyon erdsen, esetleg irreverzibilisen k&tédé erésen polaros komponensektdl (lipidek

stb.), amelyek a késébbiek soran a HPLC oszlopokat karositanak.

3.4.3. A HPLC

A magasnyomasi folyadékkromatografiat is C-18-as tdlteti oszlopokon
végeztitk. Az elvalasztas alapja a fenti elmélettel azonos. A kiilénbség minddssze annyi,
hogy a rendszer megengedi az egységnyihez kézeli megoszlasi allandék alkalmazasét.
fgy a mozgo- es allo fazis kézott a komponensek valédi megoszlasa jon létre, és a
modszer a megoszlasos kromatogréfia tipikus esetévé valik. A gyakorlatilag nem
megoszlé polaros és ionos szennyezédések az attérési cstcsban jelentkeznek, a
polarosabb komponensek pedig a megoszlasi allandéjuk fiigguényében ehhez képest
késnek. E késés szamszer(ien a retenciés faktorral jellemezhetd, ami az injektalastol az
adott komponenshez tartozé kromatografias csiics megjelenéséig eltelt idé és az

attorési cslics megjelenéséhez sziikséges idé hanyadosa:

Az egyes komponenseknek az egymastol vald elvélaszthatéséga a retencids
faktoruk aranyatol fiigg. Ez egyrészt a fenti elvekkel azonos médon a mozgé fazis viz-
metanol arényéaval véltoztathaté. Finomabb és specifikusabb hatas érheté el, ha az
elvalasztand6 anyagok poléaros illetve ionos jellegét valtoztatiuk meg. Ilyenkor ugyanis

az egyes konkrét molekularészleteknek megfelelé hatas érheté el, és igy a nagyon
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hasonlé molekulék is elvélaszthatok egymaéstol. Az ionos oldallancok ionos jellege

csokkentheté ionpéar képzékkel; mi e célra natriumszulfatot alkalmaztunk. A savas

.....

korroziv és egyben UV-semleges trifluor-ecetsavat (TFA) hasznéaltunk.
A HPLC vizsgélatokhoz Jasco 790 UV-VIS Intelligent Spectrophotometerrel és
Spectraphysics DP700 integratorral felszerelt Gilson HPLC rendszert hasznaltunk. A

csticsokat 240 nm-en detektaltuk.

3.4.3.1. Az analitikai HPLC

A rutin analiziseket 0,46x15 cm Zorbax C-18 (10 um) oszloppal végeztiik, a
mozgé fazis MetOH : 0,05M NaySO, : TFA = 55 : 45 : 0,1 volt 1 ml/perc aramlési

sebesség mellett.

3.4.3.2. A preparativ HPLC

Preparativ célra VYDAC 218TP oszlopot (250 x 22,5 mm-es oszlop 10 um
méret(i C-18 toltettel) hasznéltunk. 60 % MetOH + 0,1 % TFA elegyet 7 ml/perc, a

fenti mozg6 fazist 5 ml/perc aramlési sebességgel hasznaltuk.

3.4.4. A DE-52 oszlopkromatografia

A toxinok azon szennyezdit, amelyek a polérossag szempontjabdl ezekhez
nagyon hasonlitanak, és igy forditott fazison nem valaszthatok el, egy az el6z6tél
fuggetlen elven alapulé kromatografias médszerrel vélaszthatjuk el. llyen az ioncserélé
kromatogréfia. A moédszer nagy elénye a méret szerint elvalaszté kromatografiakkal
(gélszlirés) szemben, hogy alkalmasan valasztott koriilmények kozott a C-18 CRTG
hasznélatanél leirtakhoz hasonléan a mintanak az oszlopra val6 felvitelet kovetSen a
tisztitandé komponens (egy ideig) gyakorlatilag mozdulatlan. Ennek két hasznos

kovetkezménye van:

a) A minta gyakorlatilag tetszéleges térfogatban vihetd &l az oszlopra, és annak
tetején koncentralédik. Ez az elvalasztas hatékonysagat nagyban néveli.
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b) A minta félvitelet kdvetéen az oszlop az eredeti tiszta oldészerrel &blithetd,
amivel a szennyezé komponenseknek olykor jelentés részétél meg lehet
szabadulni a finomabb elvalasztas elétt.

A cianotoxin mintat 5mM Tris-HCl pH 7,5 pufferben oldottuk 2 mg/ml
névleges koncentraciéban. A fel nem oldédott maradékot centrifugalassal tavolitottuk el
(2 perc 10000g). Az oldatot ezutan a fenti pufferrel egyenstilyba hozott (2x 10 cm-es)
DE-52 oszlopra vittiik, és az oszlopot legaldbb két oszlop-térfogat pufferrel sblitettiik.
Az eliciét ugyanezen pufferben 0-100 mM NaCl lineéris gradienssel végeztiik 40 ml/h
terfogati aramlasi sebességgel. A frakciok toxintartalmat Shimadzu 160A
Spektrofotométerrel 240 nm-en meért fényelnyelés alapjan, NaCl koncentraciéjat
RADELKIS Conductivty Meter type OK-102/1 segitségével meért vezetéképesség
alapjan kovettikk. A megfelel frakcidk toxintartalmat CRTG-on sémentesitettiik, és

Rotavaporral koncentraltuk. A liofilizalt mintakat -20 °C-on taroltuk.
3.5. A toxicitdsi tesztek

A toxicitési teszteket cianobaktérium sejtszuszpenziéval illetve részlegesen
tisztitott toxinnal végeztiik. A szilard fazist extrakcié liofilizalt termékébsl 1mg/ml-es

vizes torzsoldatot készitettiink, és ezt hasznéaltuk a tapoldatok elkészitéséhez.

3.5.1. A baktérium-, a cianobaktérium- és a zdldalgatesztek

A kilonbozé egysejtiieket a nekik megfeleld kériilmények koézétt toxinnal ill.

toxin nélkiil neveltiikk. Novekedésiiket fényszéras alapjan kovettiik.

Eshericia coli baktérium tenyészeteket YTB tapoldatban razatva neveltiik, ill.

1,5 % agarral szilarditott (YTB) taptalajon Petri-csészékben tartottuk fenn.

37



Bacto-Trypton 10 g
Yeast-extract lg
NaCl 1lg
(Bacto Agar szilard taptalajhoz 15 g)
Desztillalt vizzel feltslteni 1000 ml

4 .tablazat Az YTB médium Osszetétele

A cianobaktériumokat Allen-féle tapoldatban a duplazédasi idejikk legalabb
haromszorosan &t noévesztettilk a Microcystis aeruginosdval kapcsolatban leirtak
szerint az adott organizmus szédmara az idedlishoz kdzeli hémérsékleten. Anabaena sp.
PCC 7120 nitrogén fixalasra képes cianobaktériumot Kkotétt nitrogén mentes
tapoldatban is neveltilk. A Chlamydomonas reinhardii zéldalgat 24 °C-on 10 ml-es
razatott tenyészetben neveltilk négy napon keresztiil. Ahol méas koncentraciét nem

tiintetiink fel, ezeket a tajéekozddé jellegi kisérleteket 150 ug/ml toxinkoncentraciéval
végeztiik.

A nevelési hémérsékleteket az alabbi tablazat mutatja.

Eshericia coli 37 °C-on
Chlamydomonas reinhardii 24 °C-on
Anabaena sp. PCC 7120 20 °C-on
Synechocystis sp.-ek 24 °C-on
Microcystis aeruginosa 30 °C-on
Synechococcus sp. 39 °C-on

Egyes kiserleteket az Eshericia colival 32 °C-on végeztiink. llyenkor a generéciés idé

120 perc koriil volt.

3.5.2. Protozoa teszt

Papucséllatka (Paramecium caudatum) tenyészet 1 ml-es alikvotjaiban
killonb6z8 mikrocisztin - koncentracidkat allitottunk be. A tenyészeteket szoba-
hémeérsékleten tartva adott idépontokban Biirker-kamra segitségével mikroszképosan

szamoltuk a tulélé egyedeket.
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3.5.3. A magasabbrendii n6vények nevelése

A magok csirazésa és a csirandvénykék fejlédésének kezdeti szakaszan az
altalunk Kkiprébalt, magasabbrend(i névényeknél alkalmazott MS-, RM-, Gibson- és
Hoagland-, valamint a cianobaktériumok névekedése szamara optimalis Allen-féle
taptalajok észrevehetéen nem Kkiilonbéztek egymastédl, vagyis egy adott noévényfaj
magvai ezen tapoldatok barmelyikébdl készitett taptalajon azonos médon csiraztak, és
a magoncok fejlédésében sem lehetett kiilsnbségeket kimutatni. Igy az egyszertiség
kedvéért és a jobb 6sszehasonlithatosdg érdekében e teszteket Allen-féle
(cianobaktérium) taptalajon végeztiik. (Meg kell jegyezni, hogy az éaltalunk leginkabb
vizsgalt mustér csirandvénykék az elsé 8 napon meég tapanyagok nélkiil, desztillalt vizzel

keészitett taptalajon is kielegitéen - bar a kontroll magoncoknal lassabban - fejlédtek.)

3.5.3.1. A mustar és a lucerna

A sterilizdlt (4 % H,O, 3-30 perc) magokat steril desztillalt vizzel tobbszér
mostuk. Ezutan 1 ml, 0,6 % agarral szilarditott, a cianotoxint megfeleld koncent-
racidban tartalmazé tapoldatra vetettink 3 szem magot 12 ml-es “félkémcsébe”. A
magokat 25 °C-on tartottuk négy-nyolc napon keresztiil, napi 16 éras megvilagitassal.
Legalabb héarom péarhuzamos kisérletet végeztiink, és a kilenc csirandévény hosszabél

szamitottunk varhaté értéket és szérést.

3.5.3.2. A buaza
A Kiseérleteket a fentiekhez hasonléan végeztiik. Mivel a magok nagyobbak, igy
kémcsovenként csak két szemet vetettiink.
3.5.3.3. Az Arabidopsis sp., a gyékény és a dohany

A sterilizalt magvakat egy éjszakan keresztiil 0,5 mg/ml giberellinsav oldatban
aztattuk, majd 20-20 magot a megfeleld mennyiségi cianotoxint tartalmazé Allen-féle
tapoldatbol és steril SiO,-bél készitett talajra, vagy 0,6 % agarral szilarditott tapoldatra

vetettiik.
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3.5.3.4. A békalencse

5 db harom leveles névényt 2 ml, a megfelelé mennyiség(i toxint, valamint 40
ug/ml mikosztatint és 50 ug/ml penicillint tartalmazé Allen-féle tapoldatra helyeztiik,
majd 24 °C-on tartottuk napi 16 éras 600 umol-m?-s' meguilagitas mellett. 4
parhuzamos kisérletet végeztiink. A névények ndvekedését témegméréssel és klorofill

tartalom meghatarozasa Gtjan kovettiik.

3.5.4. A Drosophyla melanogaster teszt

Canton-S vad tipustt Drosophyla melanogastert petéztettiink, majd a 0-2 6rés
petékbsl 100-100 darabot kukoricadaras taptalajra helyeztiink. A kémcsdveket 25 °C-

on tartottuk és a kikelt imagékat szamoltuk.

3.5.5. Az egértesztek

A toxikussadg mérésére a gyakorlatban leginkabb az tin. egérteszt terjedt el. Ez a
toxinmintanak a kisérleti egerek (Mus musculus) intraperitoniélis (hasiiregébe térténd)
injektalasét jelenti. A kapott tlélési adatok statisztikajabol nyerheté az 50 %-os letélis
dézis (LDsg), ami a Kkisérleti Aallatok felenek elpusztulasdhoz szitkséges toxin

mennyiséget jeloli.

Az egerteszteket Codd és Carmichael szerint (105) végeztiik. A szilard mintakat
fiziologias sooldatban (PBS) vettiik fel, majd a 18-22 g-os egereket intraperitonialisan
oltottuk be a vizsgélandé oldat 0,5 ml-ével. A halalos dézisokkal kezelt példanyok mar
altalaban 2 o6ran beliil elhullottak, de a tulélesi értékeket csak 24 o6ra multan
regisztraltuk. Egy-egy koncentracié értéknél két egeret hasznaltunk. Az adatokbél Reed
és Muench (106) szerint hataroztuk meg az LDgy-értékeket.

E modszert toébben adaptéltak és atdolgoztak, de mivel lényegileg nem valtozott
az évek sorén, az eredeti mithéz nytltunk vissza. Az 50 %-os halalos dézis (LDs5), mint

statisztikai érték meghatérozasara idealis esetben statisztikailag reprezentativ (értsd:

'8 g NaCl-ot, 0,2 gKCl-ot, 1,44 g Na,HPO,-ot és 0,24 g KH,PO,4-ot oldunk 800 ml vizben, a pH-t 7,2-re allitjuk,
majd 1 l-re téltjiik fel
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elsésorban nagy szamu) mintabdl kellene kiindulnunk. Ez az egérteszteknél anyagi és
moralis megfontolasbél altaldban nem teljesiil. Az altalunk alkalmazott médszer még

akkor is viszonylag pontos eredményeket szolgéltat, ha az egyes koncentraciékhoz

rrrrr

A szamités elve és menete réviden a kovetkezd. Elsé feltételezésiink, hogy az az
egér, amely tulélt egy bizonyos toxinkoncentraciot, tulélt volna egy kisebb (és barmely
kisebb) koncentraciét is. Ezért minden koncentracié értékhez &sszeadjuk az adott
értéknél plusz a kisebb koncentracioknél életben maradt egyedek szamat. Masodik
feltételezés, hogy az az egér, amely nem élt til egy bizonyos toxinkoncentraciot,
elpusztult volna egy nagyobb (és barmely nagyobb) koncentraciétél is. Ezért minden
koncentréacié értékhez dsszeadjuk az adott értéknél plusz a nagyobb koncentraciéknal
elpusztult egyedek szamat is. Az igy kapott két adatsort a koncentracié fiiggvényében
abrazolva egymaést metszé gérbéket kapunk. A metszésponthoz tartozé koncentracié
az LDgy kozelité értéke. A modszer természetesen tovabb pontosithaté. Azonban az
irodalomban &ltalaban egy (ritkan két) jegy pontossagra adjak meg az LDy, értékeket,
és ezt a pontossagot igy is elértiik, tovabba, véleményiink szerint, a kisérleti allatok

viszonylag kis szama miatt a latszélag pontosabb eredmény nem lenne megbizhatébb.

3.6. Amyagvizsgdlati modszerek

3.6.1. A diédasoros analitikai HPLC

A toxinmintédkat C-18 forditott fazisi magasnyomast kromatogréafiaval (RP-
HPLC) vizsgéltuk. Waters 990 HPLC rendszeren a rutin analitikai HPLC-nél leirt
oszloppal és oldoszer eleggyel 0,5 ml/perc térfogati aramlasi sebesség mellett

kromatografaltuk a CRTG-r6l elualt toxint.

3.6.2. Aminosav analizis

A peptidek aminosav tartalmanak meghatéarozasa kévetkez&k szerint tortént.
A peptideket 6 M HCl oldatban 110 °C-on egy 18 o6ra alatt aminosavakra

hidrolizéltuk. Az elvalasztas elétt a primer aminosavakat o-ftalaldehiddel (OPA), a
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szekunder aminosavakat 9-fluorenil-metoxi-karbonil-kloriddal (FMOC-CI) derivatizaltuk,
majd HP Series M kromatografon 200 - 4,6 mm Hypersil-ODS oszlopon (5 um-es
toltettel) 46 ©C-on valasztottuk el. A mozgdé fazis 0,03 M NaAc + 0,25 % THF + 0,1
mM NaNj; (A) valamint acetonitril és 0,1 M NaAc 4:1 aranyl elegyének (B) lineéris
gradiense volt, ahol a B oldat 3 %-r6l 40 %-ra nétt 20 perc alatt, 1 ml/perc aramlési
sebességgel. A kromatogramot HP 1046 A programozhaté fluoreszcencias detektorral
mértik, gerjesztés 230 nm hullamhosszisagti fénnyel tértént, az emissziét 455 nm-en
mertiikk (OPA) ill. 16 perc utdn gerjesztés 266 nm-en, emisszié mérés 313 nm-en

tortént (FMOC).
3.6.3. NMR

Szédmos izotop magjanak mechanikai spinje van és mivel ezek elektromos
toltéssel is pérosulnak, ez a mozgas magneses momentumot hoz létre. A mag
magneses momentuma magneses térben csak diszkrét értékeket vehet fel, és a
rendezetlen éallapotnak megfelelé energiaérték diszkrét energiaszintekre hasad fel. Az
ezen felhasadt szintek k&zétti atmenetek a kiildnbségnek megfelelé energiaji sugarzasi
energia elnyelésével jarnak. A jelenség analitikai alkalmazhatésaga azon alapszik, hogy
alland6 frekvencia mellett a rezonanciahoz tartozé térerére illetve allandé térerd mellett
az abszorpciés frekvencidra a mag kézvetlen kérnyezetének is van hatasa. Mivel
azonban e hatas nagyon csekely (10° - 107 arany() abszolit médon nem mérhets.
Azonban a Kkiilbnbdzé kémiai kérnyezetekben levd protonok (*H-NMR esetén)
abszorpciéjaban megnyilvanulé kiilénbségeket meghatéarozhatjuk, ha &sszehasonlité
méréseket végziink. Az eltéré kémiai kérnyezetben levé vizsgalt hidrogénatomnak az
alkalmazott standard anyag (leggyakrabban TMS) kivalasztott protonjainak

abszorpcidjatol kiilénbdzé rezonanciafrekvencidja lesz. Ezt az eltéerést, a keéemiai
eltolodast a kiilénbszs késziilekeken mért adatok dsszehasonlithatésaganak érdekében
relativ értékként szokas megadni:

. Ar-10°

o=

v,
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ahol Av frekvenciaegységekben Kkifejezett kiilonbség a minta és a referens abszorpciés
értéke kozott, vy a kesziilék oszcillator frekvenciaja, ¢ dimenzié nélkiili szam, a 10%-os
faktorra utalva ppm-ként is emlegetik. A 36. és 37. abran (83. oldal) ilyen egységeket

tiintettiink fel.

A kiilldnbdz8 kérnyezetekben levd 'H atomok kémiai eltolédasa tehat
kiillonbozik, és ennek alapjan a molekula egyes szerkezeti elemei azonosithatbak.
Nagyobb molekuldknal, ahol sok kiilénbszé H-tartalmt csoport (-NH-, -NH,, -OH, -
CHj;, -CH,-, -CH=, C¢Hs- stb.) taldlhaté, a szomszédos csoportok is hatéssal
vannak a kémiai eltolédasra, a molekula szerkezetének teljes felderitése csupan
NMR spektrum alapjan nagyon nehéz. Egyes szerkezeti elemek meglétére vagy

hianyara nézve azonban bizonyité érvényi lehet az NMR vizsgélat.

A vizsgélatot Bruker 400 NMR Kkésziiléken végeztiikk. Az olddszer és belsd
standard CD3OD volt (6 3,30 ppm).

3.7. Radioaktiv izotopos jelblések

3.7.1. A fehérje szintézis vizsgalata >°S-jeldléssel

A kontroll és a toxinnal kezelt Synechococcus sp. tenyészetekbél 1 ml-es
mintékat vettiink (steril koriilmények kozott), ezeket 2,4 MBq ml? **S-metioninnal
(Izinta, Budapest) jeloltik. A polipeptid-szintézis valtozasokat 0,5 o6ras pulzus-

jelolésekkel mutattuk Ki.

A radioaktivan jelélt mintakat jégre helyeztiik, majd a sejteket Eppendorf
centrifugaval (3-5 perc) &sszegyijtéttilk. Az egydimenziés linearis gradiens (10-18 %)
SDS-poliakrilamid gélelektroforézis elétt a mintdkat Laemmli (107) SDS-tartalma dupla
témeénységli mintapufferében’, 3 perces fézéssel tartuk fel. A gélekre egyenld
téerfogat, de kiilénbsz8 médon kezelt mintakboél szarmazé, radioaktivan jelslt feheérje

preparatumot vittiink fel.

1150 mM TRIS-HCI pH6,8, 4% SDS, 20% glicerin, 0,002% Bromfenolkék
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3.7.2. Az in vivo foszforilacio

Exponencidlis noévekedési fazisban levé Synechococcus sp. tenyészethez
100 ug/ml toxint adtunk, majd adott idépontokban (kontrollként a toxin hozziadasa
elétt) 1-1 mlt 1 MBq K3**POg-ot tartalmazé kémcsdben 15 percen keresztiil jelsltiink.
A sejteket centrifugélassal (asztali centrifugaban 12000 g, 4 perc) &sszegyiijtottiik,
Laemmli-féle mintapufferben felszuszpendaltuk, és tovabbi felhasznalasig ~70 °C-on
taroltuk. Az 6sszegy(ijtétt mintdkat 10-18 %-os poliakrilamid gélelektroforézisnek

vetettiik al4, és a géleket autoradiogréafidsan vizsgaltuk.

3.7.3. Az in vitro foszforilacio

A cianobaktérium tenyészeteket 5-ig 3000 g-vel centrifugéltuk, a kétszer
desztillalt vizzel mosott sejteket 100-szoros téménységben HEPES pufferben® fel-
szuszpendaltuk, majd 8-15 masodperces ciklusban jégen szonikélassal feltartuk. A
sejttérmeléket 10000 g-s 15 perces centrifugalassal eltavolitottuk. A 25 ul-es
reakcidelegy a feliilisz6 20 ul-ét tartalmazta, a reakciét jéegen ATP hozzdadaséaval
inditottuk. Ez a végkoncentraciéra szamolva 10 uM inaktiv és 2-10° Bq y->?P-jelslt
ATP volt. 30 perc utan a foszforilaciét dupla témeény mintapuffer’ hozzaadasaval
allitottuk le, majd a proteineket gélelektroforézissel valasztottuk el. A széritott gelt

autoradiogréafidsan vizsgaltuk.

3.7.4. A poliakrilamid gélelektroforézis €s a szaritott gélek autoradiografias

vizsgalata

A minték radioaktivitasat 10 % triklérecetsavas Kicsapéassal hataroztuk meg; a
proteineket poliakrilamid gélelektroforetikus modszerrel vélasztottuk el. 10-18 %
poliakrilamid gradiens gélt alkalmaztunk. A maédszer részletes leirasat lasd Borbély és

Suréanyi munkajaban (108). Az elektroforézis utdn a géleket Coomassie kékkel

' 50 mM Hepes, 0,5 mM MgCl,, 10 uM DTT
%150 mM TRIS-HCI pH6,8, 4% SDS, 20% glicerin, 0,002% Brémfenolkék

Ad



festettiik" , sblitettikk® , majd fluorografiara elékészitettik gy, hogy azokat 30 percig
Enlighting R-ben (DuPont, USA) aztattuk. Az igy kezelt géleket BioRad (Richmond,

USA) gélszarité berendezéssel vakuumban megszéaritottuk és réontgenfilmre helyeztiik. A

rontgenfilmeket (Medifort RP, Forte) -70 ©C-on exponaltuk néhany napig, majd azokat

a Forte éaltal megadott médon el8hivtuk.

3.8 A virusinfekcios Risérletek

3.8.1. A Synechococcus sp. - AS-1 rendszer

Synechococcus sp. PCC 6301 AS-1 cianofagok éltal kivaltott liziset folyadék

fazisban és agarral szilarditott lemezeken vizsgéaltuk.

A cianofagok hataséara folyadék fazisban az ép sejtek szamanak csékkenése
figyelhet6 meg. Az exponencidlis novekedési fazisban levé cianobaktérium
tenyészethez kb. tizszeres multiplicitassal (10’ ml? sejttenyészethez 10 ml™? virus
véegkoncentracidban) adtuk a fagot, majd meghatéarozott idékézénkéent mintat véve a

sejtek szaméanak valtozasat 800 nm-en mért fényszoéras valtozas alapjan kovettiik.

Az egylépéses cianofag névesztés soran, agar tartalmii lemezen a lizalt sejtekbél
kiszabadulé fagrészecskék, illetve az aktiv centrumok szama hatarozhaté meg. A
cianobaktérium tenyészetet 30 percen keresztiil 39 °C-on egyiitt neveltikk a 0,1 szeres
multiplicitassal adagolt faggal. Ezutan a sejteket szobahdmérsékleten 5 perc alatt 3000
g-vel lecentrifugéltuk, és Allen tapoldatban félvettiik. Megfelelé id6kézénként 100 ul
mintat vettiink, és higitasi sorokban meghataroztuk a plakk-képzé egységek szamat
(PFU). Ehhez a kiilén nevelt, centrifugalassal 6sszegyjtdtt Synechococcus sp. sejtekbél
kb. 10° ml? sejtszuszpenziét készitettiink, majd ezt 42 °C-on tartott, 1 % alacsony
olvadéaspont( agart tartalmazé Allen tapoldattal 1:1 aranyban elegyitettiik, hozzaadtuk
a cianofagokat tartalmazé mintat, és petri csészében 1,5 % agarral szilarditott

tapoldatra éntéttiik (“top agar”). Hét-tiz nap milva a plakkok szamolhaték voltak.

10,1% Coomassie Brilliant Blue R250, 4,5% etanol, 10% ecetsav vizes oldataban 1 éran keresztiil

220% etanol, 7% ecetsav tsbbszért cserélve a gélen

45



3.8.2. Az E. coli - A rendszer

E rendszerben a fagciklust csak a plakkszamlalas utjan koévettiik. Ehhez a
fentihez hasonléan jartunk el. A kb. 10 szeres multiplicitassal alkalmazott fagot
tartalmazé baktérium tenyészethez adtuk a 2-szeres téoménységli agart, és igy

készitettiik a felsé agar réteget. A plakkokat 6-12 6ra mulva szamoltuk.
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4. A kisérleti eredmények
4.1. A cianotoxin megoszldsa a sejtek €és a tapfolyadék kOzott

1979-ben Ausztralidban egy (Cylindrospermopsys sp.) vizviragzas karos
hatasait meg akartdk elézni, ezért rézszulfattal kezelték az adott viztarozét (109). Az
egyszerre elpusztulé algdkbédl kiszabadulé toxin hatdsara a kornyéken 148 ember
(féképp gyermekek) betegedett meg (110,111). A mérgezést nyilvan az okozta, hogy a
toxin, amelynek nagy része eredetileg a sejtekben volt, a lizis hatasara egyszerre iiriilt a
tarozé vizébe.

Hasonl6 esetek megelézésére, valamint a toxin tisztitasi eljaras és a toxicitas
vizsgélat optimalizalasa érdekében, valamint 6koldgiai szempontbdl is fontos tudni,
hogy endotoxinnal, vagy exotoxinnal van-e dolgunk. Ezért nyomon kévettiik a toxin
megoszlasat a Microcystis aeruginosa sejtek és a tapfolyadék kézott a sejtek kis
koncentraciéjatél az eléregedett tenyészet pusztulasdig, ahogyan az a természetes

éléhelyen a vizvirdgzasok soran térténhet.

91 ODgy,=0,05-0s (meglehetésen hig) tenyészetet inditottunk. Két-harom
naponta mintat vettiink, és meghatéaroztuk az elkiilonitett sejtek, valamint a feliiliiszé

toxintartalmat.

A sejtek Gsszes toxintartalma a sejtek mennyiségével nétt, majd egy maximumot
eléerve lecsokkent (8. abra). A toxin a médiumban lényegében nem jelent meg, amig a
sejtek az exponencidlis névekedés szakaszaban voltak. A tenyészet eléregedésével a
toxin mennyisége megnétt a tapoldatban, majd a sejtek elhalasakor ért el magas

koncentraciot.
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8. abra A cianotoxin megoszlasa a Microcystis aeruginosa sejtek és

a tapoldat kozott

Kék szinnel a klorofill tartalmat (K), zolddel a sejtek (S), narancs-
sargaval a tapkozeg (T) mikrocisztin tartalmat tuntettiik fel,
mindegyiket a tapkozeg térfogatara vonatkoztatott kon-
centraciéban.

4.2. A toxin batdsa mds szervezetek novekedéesére

4.2.1. Az egysejtiiek

Megvizsgéltuk az izolalt cianotoxin hatasat egyes olyan egysejtiekre, amelyek az
édesvizi ©koszisztémékban lényeges szerepet jatszé rendszertani csoportokat
reprezentalnak. A Chlamydomonas reinhardii zdldalga, az E. coli, mint heterotréf

baktérium, egy toxint nem termelé Microcystis aeruginosa, két Synechococcus sp.
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izolatum, valamint az Anabaena PCC 7120 cianobaktériumok névekedését és
Paramecium caudatum (papucséllatka, protozoa) tulélését vizsgaltuk a toxin
jelenlétében. Az Anabaena PCC 7120 nitrogén fixalasara képes fonalas faj. Ezzel
kotott nitrogént tartalmazé és nitrogén mentes (légkéri nitrogén fixalasra késztetd)
tapoldatban is elvégeztiik a vizsgélatot. A nitrogén fixalasara specializalédott sejtekben
ugyanis a vegetativ sejtektdl jelentésen eltéré biokémiai folyamatok zajlanak le. A
kotott nitrogént nem tartalmazéd kdzegben elvégzett vizsgélat a toxinnak e folyamatokra

gyakorolt esetleges hatasat is jelzi.

A harom Kkett6zédési idén &t nevelt tenyészeteknél a 800 nm-en mérhetd
turbiditds alapjan meghatéroztuk az atlagos noévekedési ratat. A kontroll

tenyészetekhez, mint 100 %-hoz viszonyitott értékeket a 9. abran lathatjuk.

Morocysts oo R

d £
- AR Mf(ontroll
Anabaena 7120 -N E
e snnnastewen A 150 ug\ml
Anabaena 7120
Synechocysis 6803 -

- 50 100 150 200 250

9. abra A cianotoxinok hatasa néhany egysejtii novekedésére
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4.2.1.1. Az E. coli baktérium névekedése cianotoxin jelenlétében

Eshericia coli tenyészetet kiilonbdzé toxinkoncentraciékkal kezeltiink. A
tenyészet novekedését 600 nm-en meért fényszoéras alapjan kévetve a . &bran lathatéd
novekedési gorbéket kaptuk. A Kisérlet szerint a mikrocisztin legalabb 100 ug/ml

koncentréaciéig semmiféle névekedés gatlast nem eredményez E. coli tenyészetben.

10. abra Az E. coli baktérium novekedése kiillonbozd mikrocisztin
koncentraciok mellett

Az abran a kovetkezd mikrocisztin koncentraciékhoz tartozé ndévekedési
gorbéket tlntettlk fel: kontroll (kék koérdk), 1 ug/ml (piros haromszégek),
10 ug/mil (z6ld) és 100 ug/ml (sztrke téglalapok).

4.2.1.2. A mikrocisztin hatasa a P. caudatum életképességére

A tenyészetet kiilonbozé toxinkoncentracidkkal kezeltilk. A taléls egyedek

szama mar egy oraval a mikrocisztin térzsoldat hozzdadasa utan jelentésen csékkent a
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vizsgélt koncentracié tartoméanyban. A 11. &bran a 26 6ra utan regisztralt adatokat
mutatjuk be.

11. abra A Paramecium caudatum életképessége mikrocisztin

jelenlétében

A tuléls egyedek szama a kontroll tenyészethez viszonyitva
egynapos kezelés utan.

4.2.1.3. A Synechococcus sp. protein szintézisére és protein
foszforilaciojara gyakorolt hatas

Az irodalmi adatok alapjan ismert, hogy az allati sejtek tenyészeteinek
cianotoxinokkal torténé kezelése azok noévekedésének géatlasat eredmeényezi. A
novekedés gétlasa rendszerint egyiitt jar a makromolekulak szintézisének gétlasaval is.
Az elébbiek alapjan felvetédik, hogy a cianotoxinok hogyan befolyasolhatjak maguknak

a cianobaktériumoknak a protein szintézisét. 100 ug/ml toxinkivonattal kezelt
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Synechococcus sp. PCC 6301 tenyészetek 30 perces, >>S-metioninnal térténd pulzus
jelolése alapjan azt tapasztaltuk, hogy a de novo protein szintézis eltér a kontroll
tenyészetek fehérje mintazatatoél (12. abra). A nyilak az eltiné (), illetve Gjonnan

keletkezd (+) polipeptideket mutatjak.

94 —
67 — |
43 — |
30 — 4

20,1 —

144 — 4

K 0 1 2 3 4
A jeldlés kezdetéig eltelt id6 (6ra)

12. abra A Synechococcus sp. protein szintézise

A bevezetében emlitettiik, hogy a mikrocisztin egyes eukariéta proteinfoszfataz

enzimeket géatol. Folmeril a kérdés, hogy a cianotoxin Synechococcus sp. protein
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szintézisére gyakorolt hatédsa péarosul-e az egyes proteinek foszforilaltsagi szintjiének
megvaltozasaval. Ez estben ugyanis valésziniisitheté, hogy a mikrocisztin egyes
prokairéta proteinfoszfataz enzimek aktivitasat is modositja, és igy részt vesz a

Microcystis aeruginosa sejt egyes folyamatainak szabalyozasaban is.

Megvizsgaltuk a toxin hatasét a Synechococcus sp. proteinfoszforilaciéjara in
vivo. 100 ug/ml nyers toxinkivonattal kezelt cianobaktériumokat a toxin hozzaadasa
utén kiildnbsdzé idépontokban 15 perces pulzusjelélésnek vetettiik ala **P-jelslt kalium-

ortofoszfattal (13. 4bra).

Megfigyelhets, hogy az altalanos foszforilaciés aktivitas a kontroll tenyészethez
viszonyitva igen alacsony szintrél mintegy maésfél éra utan elért maximumig névekszik,
majd csokken. Ezen kiviil egyes proteinek foszforilaciéja kiilén is valtozik. Ezek koziil a
legszembet(inébbeket nyillal jelsltiik. A fenti in vivo kisérletben a proteinfoszforilacion
kivil szadmos folyamat eredményeképpen keletkezd foszfortartalmi vegyiiletek
(polifoszfatok, intermedierek stb.) elvélasztasat és kimutatasat vegeztikk. Az eredmény
valészin(siti proteinfoszforilacié valtozasat. A specifikusabb hatas kimutatasa érdekében
megvizsgaltuk a  Synechococcus sp. foszforilacidjat in  vitro  kiilénbszé
toxinkoncentraciék mellett, y->?P-jelslt ATP segitségével. Az tapasztaltuk, hogy 6
ug/ml toxinkoncentracié hatasara egy 20 kDa kériili protein foszforilaltsagi szintje
jelentésen megnévekedett (14. abra). Nagyobb mikrocisztin koncentraciék hatasara egy
59 kDa-hoz kézeli molekulatémegli  protein foszforilaciéja is megnovekszik.
Ugyanakkor az elébbi polipeptid foszforilaltsagdban vagy mennyiségében (a kinaz
aktivitisdnak csokkenése, a fehérje harmadlagos szerkezetének megvéltozasa stb.
miatt) csokkenés latszik. Ezeket a folyamatokat nem vizsgaltuk, azt azonban
megéllapithatjuk, hogy a Synechococcus sp. protein foszforilaciéjat a mikrocisztin a

koncentraciétél fliggé modon befolyasolja.
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A jeldlés kezdetéig eltelt idd (perc)

13. abra A Synechococcus sp. protein foszforilaciéja in vivo
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kDa

94,0 —

67,0 —

43,0 —

30,0 —

20,1 —

14,4 —

0 6 10 20 40 80 ug/ml

Mikrocisztin koncentracid

14. abra A mikrocisztin hatasa a Synechococcus sp. protein

foszforilacijara in vitro

55



4.2.2. A cianotoxinok hatasa a magasabbrendii névényekre

A cianotoxinoknak a magasabb rend(i névényekre gyakorolt hatasat elészér
Arabidopsis sp. csirandvényeken vizsgéltuk meg. Megallapitottuk, hogy a toxin
koncentracié-fiiggéd modon gétolia az Arabidopsis sp. névekedését; az 50 %-os
névekedésgatlast 50 és 100 ug/ml koézotti koncentraciénal kapjuk. A csirandvények
novekedése lasst volt, és a névényhosszak viszonylag nagy szérast mutattak. Emiatt

mas Kisérleti objektumot valasztottunk.

0 ug/mi 50 pug/ml 100 pg/ml

15. abra A kilonbozd toxinkoncentraciokkal kezelt A. thaliana

magoncok

4.2.2.1. A Medicago sativa csirizasa és novekedése a cianotoxinok
Jelenlétében

A lucerna (Medicago sativa) jelentés, termesztett kultirnévény és gyakran
tanulméanyozott, kedvelt kisérleti objektum. Az ezzel jaré technikai jellegli elényok

reményében a tovabbi vizsgalatokat ezzel a fajjal végeztilk. A lucerna magja sokkal
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nagyobb méret(i, mint az A. thaliana magok, igy jobban kezelhetéek, és min&ségiik

egyenletesebb.

A mikrocisztin a Medicago sativa névekedését is gatolia. 100 ug/ml kon-
centraciondl a csiranévények elhalnak, 50 ug/ml-nél fejlédésiik lasstt és morfoldgiailag
rendellenes.

0 ug/mi 50 ug/ml 100 pg/ml

16. abra A toxin hatasa a lucerna novekedésére

4.2.2.2. A Sinapis alba csirazasa és névekedése a cianotoxinok
Jelenlétében

A késébb (4.4.1. fejezetben) részletezendd okokbdl a cianotoxinok hatéasat
leginkdbb a mustar (Sinapis alba) csiranévényein vizsgéltuk. Az altalunk megvizsgalt
fajok koziil ez bizonyult a legérzékenyebbnek, ugyanakkor a kontroll névények hossza
csak 1-2 % szérast mutatott. Az 50 %-os novekedés gatlast eléidézé koncentracié
(ICs50) 3 ug/ml kérill van (17. &bra). Tébbszords ismétléssel, sziikebb koncentracié
tartomanyok vizsgélata alapjan az ICso 2,7 ug/ml-nek adédott. A két {6 komponens (o
és B) toxicithsa azonosnak mutatkozott. Ezt kévetéen a mintak toxicitasat a mustar

magokra ill. a csiranévények névekedésére gyakorolt hatéas alapjan értékeltiik.
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17. abra A toxin B komponensének hatasa a mustar csiranovények

novekedésére

A cianotoxinoknak a csiransvénykék novekedésére gyakorolt gatlé hatasa a
fentiek alapjan nem keétséges. Felmeriilt azonban a kérdés, hogy a mikrocisztin az
egyszikli ndvények noévekedését is gatolja-e, és az, hogy a fénynek van-e szerepe a
gétlé hatas kialakuldsdban. Ezen kérdések megvélaszolasara bliza csiranévényeket
neveltiink cianotoxinok jelenlétében fényen és sététben.

4.2.2.3. A Triticum aestivum csirazasa és novekedése a cianotoxinok
Jelenlétében

A buza (Triticum aestivum) szemtermése nagyobb a lucerna- és mustar magnal,
ezert 1 ml tépoldatra csak 2 szemet vetettiink. Amint azt a 18. &bra mutatja, a
mikrocisztin névekedés géatlé hatdsa mind fényben, mind pedig sététben nevelt

csirandvényeken jelentkezik, kdzel azonos mértékben.
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18. abra A mikrocisztin hatasa fényben

(a) ill. sotétben (b) nevelt buza

magoncok novekedésére



Az egyes novényfajok mikrocisztin érzékenysége jelentésen kiilénbozik. Az
Osszehasonlitas érdekében a 19. abra az ICs, meghatarozasat mutatja buzaval.
Erdemes megfigyelni, hogy

® a blza csiranévények mikrocisztin érzékenysége hozzavetdleg egy
nagysagrenddel kisebb (IC5,=30 ug/ml), mint a mustaré (IC5,=2,7 ug/ml), és

e a buza koncentracié-érzékenysége is kisebb a mustarénal. Mig a mustarnal
a novekedés gétlas mintegy 90 %-a a toxin koncentraciéjanak egy nagysagrendnyi
véltozaséra esik, addig a blizanal ilyen koncentracié aranyra (az ICs, kérnyezetében) a
valtozasnak csak mintegy fele esik.

19. abra Az ICs, meghatarozasa buiza csiranovényekkel

4.2.2.4. A Lemna minor névekedése cianotoxinok jelenlétében

Az eddig emlitett névényfajok mint modellek szerepelhetnek a Microcystis
aeruginosa és a novéenyek kolcsonhatasanak tanulméanyozaséhoz. A probléma

okologiai megkozelitése érdekében a mikrocisztin hatasat a vizi életkdzésségekben
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eléforduld novenyekkel is megvizsgaltuk. Ezittal is mind egyszik(i, mind pedig kétszikii
noévényt valasztottunk modellként. A kisérleti objektumok kivalasztasa soran tébb fajjal
probalkoztunk (mint pl. stillhinar, vizi pestis, nad stb.), de az el8kisérletek soran
komoly technikai nehézségekkel talalkoztunk. A magok gytijtésével, sterilezésével és
csiraztatasaval kapcsolatban is nehézségek mutatkoztak, a névények ill. a magok
meérete is problémét okozott. Végiil a békalencsét (Lemna minor) valasztottuk kétszik(i
modellnévénynek. A névényeket olyan tapoldatokban tartva, amelyek a mikrocisztint
killbnbszé koncentraciéban tartalmazzdk megfigyelhetjilk a toxinnak a békalencse
novekedésére gyakorolt gatldé hatéasat (20. abra). Az 50 %-os gatlas 20 ug/ml koriili
értéknél jelentkezik (21. abra).

20. abra A mikrocisztin hatasa a békalencse novekedésére

Az alkalmazott toxinkoncenrtraciot ug/ml egységekben tlintettiik fel.
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21. abra Az IC5; meghatarozasa békalencsével

4.2.2.5. A Typha sp. csirazasa és novekedése a cianotoxinok ]elenlétében

A vizi Okoszisztémékban eléforduld egyszikii modellnévényiink a gyékény
(Typha sp.) volt. A cianotoxinok névekedés gatlé hatésa itt is kifejezett és egyértelmii
(22. abra).
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22. abra A mikrocisztin hatasa a gyékény csiranovények

novekedésére

A csirandvények alatt az alkalmazott mikrocisztin
koncentracidkat tintettiik fel

4.2.3. A mikrocisztin hatisa a Drosophyla melanogaster larvakra

Egyes rovarok (legyek, sziinyogok, szitaksték stb.) életciklusuk egy részét (vagy
egészét) vizben, a tavak sekély, parti részeiben, pl. a nadasokban tdltik. Vizviragzasok
soran az ilyen helyeken halmozédik fel nagy mennyiségben a Microcystis aeruginosa,
igy ezek a rovarok (rovarlarvak), amelyek egy része a planktonnal tépléalkozok, a
mikrocisztin viszonylag nagy koncentraciéjanak van kitéve. Felvetédik a kérdés, hogy
milyen hatast gyakorolnak a cianotoxinok ezen szervezetek névekedésére. Modellként
a muslica (Drosophyla melanogaster) larvait vélasztottuk, megvizsgaltuk a toxin
muslica petéket, a larvak kikelését kéveté harmadik napon a kévetkezé eredményeket
kaptuk: névekvé toxinkoncentraciok mellett a larvak életképessége csékken (23. abra),

és 200 ug/ml felett egyetlen larva sem maradt életben. Az &brardl leolvashaté, hogy az

50 %-os letélis koncentracié (LCsq) 22 ug/ml kéril van.
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23. abra A toxin hatasa a Drosophyla melanogaster larvak

életképességére
4.3. A toxin batdsa a virusok szaporoddsdra

4.3.1. A toxin hatasa a cianobaktérium — cianofag rendszerre

Az AS-1 fagok hataséra a Synechococcus sp. sejtek lizalnak, ami a tenyészet
turbiditasdnak mérésével konnyen kovethetd. Toxin hozzdadasa a cianobaktérium
kultirdhoz a kontroll sejtek névekedését nem befolyasolja jelentésen. Toxin tartalma

tenyészetben a cianofagok nem lizéljdk a sejteket, ezek néhany éras stagnéalas utan

ismét névekedni kezdenek (24. abra).
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24. abra A Synechococcus sp. lizisének gatlasa

A jeldlések: K: kontroll tenyészet, M: 250 ug/ml mikrocisztin, AS-1:
cianofag

Ha a jelenséget plakkszamlalas utjan kovetjiik, az eredmény a kovetkezd: a
kontroll sejtek fertézése utan kb. &t oraval a cianofagok elsé generacidjanak kisza-
badulasaval a tapoldatban névekszik a plakképzé egységek szama, majd tobb fagciklus
lezajlasa utan ez nagysagrendekkel meghaladja a kiindulési értéket. Ezzel szemben a

mikrocisztint tartalmazoé tapoldatban a plakkszam nem véltozik jelentésen (25. &bra).

Mindkét médszerrel szembetling és egyértelm( a mikrocisztin gatlé hatasa az

AS-1 fagok szaporodasara.
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25. abra A mikrocisztin hatasa az AS-1 fagok fejlédésére

A kontroll (K) és 250 ug/ml toxint tartalmazéd tapoldatban (T) fert6zott
Synechococcus sp. tenyészetek plakképzé egységeinek szamat hataroztuk
meg.

4.3.2. A toxin hatasa az E. coli baktérium — A fag rendszerre

A fentiek alapjan egyértelm(i, hogy a mikrocisztin az AS-1 cianofagok ciklusat
gatolja. Okolégiai szempontbol igen lényeges keérdés, hogy ez a hatds mennyire
specifikus, csak a cianobaktériumok virusaira korlatozédik-e, vagy més baktériumokat is
megvéd a bakteriofagok tamadasatol. E kérdés megvalaszolasara a fentihez hasonlo
kisérletet végeztiink E. coli — A fag rendszerben. Kiilénbézé mikrocisztin koncentraciok

mellett A faggal fertéztilk a baktériumtenyészeteket, majd lemezre szélesztve
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meghataroztuk a képzédétt plakkok szamat. Amennyiben a cianotoxin a A fagok
szaporodasét is gatolja, az ehhez minimélisan sziikséges koncentracié f6lstt a plakkok
szama jelentésen, legalabb egy nagysagrenddel elmarad a kontrolltenyészethez képest.
Ez azonban még 1 mg/ml Kkoncentraciénal sem volt megfigyelheté. Eszerint a

mikrocisztinnek a cianofagok szaporodéasara kifejtett gatld hatasa specifikus.

100}
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26. abra A mikrocisztin hatasa a A fagok fejlédésére
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4.4. A mustdrteszt Ridolgozdsa

4.4.1. A mustar kivalasztasa

A toxikus hatéas vizsgélatara tébb névényfaj kiprobalasa utdn a mustar bizonyult

a legmegfelelbbnek. Itt a kévetkezd szempontokat tartottuk szem elétt:

e Allandé mindségd, jol csirazé magokat egyszer( legyen beszerezni. Emiatt
szinte kizarélag a kultirnévények johetnek szamitasba.

e A magoncok a vetéstél szamitott legrévidebb idén beliil érjék el a mag
meéretének kb. 50-szeresét, amikor a csiranévény hossza mar jél mérhetd.

e A magok mérete megfelels legyen, mert a til nagy magvak viszonylag nagy
térfogata taptalajt igényelnek, és emiatt az érzékenység nem idealis. A tul
kicsiny magvak pedig nagyon érzékenyek az egyéb kérnyezeti tényezékre is,
emiatt a nagy széras kdvetkeztében a kisérleti eredmények nem értékelheték
ki eléeg pontosan, raadasul a kis magvak nehezen kezelhetéek.

e A magok felszine lehetéleg sima legyen, mert a riicskds, vagy széros
magokat nehezebb sterilezni.

4.4.2. A toxin hostabilitasa

A magokat a teszt soran a toxinmintéat tartalmazé, agarral szilarditott tapoldatra
vetjilk. Ennek el&allitdsa csak melegen lehetséges, ezért a toxinmintat mindenképpen
egy (az alkalmazott modszertsl fiiggd) héhatas éri a teszt el8készitése soran.
Amennyiben ez a héhatas a toxint ill. a toxikus hatast befolyasolja, a moédszer nem
hasznélhaté. Meg kell jegyezni, hogy az a tény, hogy a tisztitott toxin termikusan stabil,
meég onmagaban nem elegend, ha a minta telies sejteket, tenyészetet, esetleg
vizmintét stb. tartalmaz, ahol a toxin szamos maés agenssel fizikai ill. kémiai kapcsolatba

keriilhet a hé hataséara.

Meguizsgéltuk ezért a hé hatasat a tisztitott mikrocisztin és Microcystis
aeruginosa sejtek toxicitasara. Ehhez a mintakat 70 és 100 °C-on tartottuk 5 ill. 60

percig. A toxicitas vizsgalatara a mustartesztet (Id. 4.3. fejezet) alkalmaztuk.
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A 10 ug/ml tisztitott toxint tartalmazé taptalajra vetett magokbél nem fejlédétt
novény, fliggetlentil attél hogy a toxin kapott-e el6zéleg hékezelést (27. abra A). Vagyis
a kezelt mintéak toxicitasa nem tér el jelentésen a kezeletlenétdl, és ez még az egy éran
keresztil 100 °C-on tartott mintara is vonatkozik. A telies sejtek toxikus hatasa
dtperces hékezelés hataséara jelentésen megnévekedett, 100 °C-on kissé nagyobb

meértékben, mint 70 °C-on. A tovabbi hékezelés a toxicitast csdkkentette (27. abra B).

27. abra A mikrocisztin termostabilitasa

Az egyes oszlopok jelolése a kovetkezd: A: mikrocisztin nélkiil nevelt
kontroll; B: hokezeles nélkul toxinnal (a) 1lletve Mlcrocysbs aerugmosa
tenyeszettel (b); C 70 °Con 5 perc1g, D: 70 °C-on 60 percig, E: 100 °C-on
5 percig, F: 100 °C-on 60 percig kezelt mintakkal kiegészitett taptalajon
csiraztatott Sinapis alba
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4.4.3. A fagyasztas és a szonikalas 6sszehasonlitasa a cianotoxinok kivonasa

soran

Meriluoto és munkatéarsai ugy talaltak (112), hogy az ultrahangos kezelés nem
karositia a mikrocisztin molekuldkat, és felvetették, hogy toxinnak a sejtbsl valod
kijuttatasa elésegitheté ultrahangos kezeléssel. Ezt a moédszert alkalmaztuk a

kutatasaink elsé szakaszaban

A teszt soran a téaptalajbdl felszivott toxinnak a csiranévény névekedésére
gyakorolt hatéasat vizsgaljuk. Amikor a vizsgdlandé mintank telies és ép sejteket
tartalmaz, mint pl. vizmintdk és laboratériumi sejttenyészetek vizsgélatakor, gon-
doskodnunk kell réla, hogy a toxin a sejtekbdl a kiszabadulva a kdzegbe jusson. A
sejtek feltarasat eredetileg ultrahangos kezeléssel végeztiik. A kezelés idétartaméanak
valtoztatasa a toxicitadsban nehezen reprodukalhaté véltozasokat eredményezett. Emiatt
a sejtek feltarasdra més moédszert kerestiink, megvizsgaltuk a fagyasztas hatasat az
extrakcié hatékonysagéara, minthogy ezt a médszert a sejtek feltéréséra‘ mas estekben jo
eredménnyel hasznaltuk. A fagyasztds sordn ugyanis a noévekedd jégkristalyok
megrongaljak a sejt falat és membréanjait.

A szonikalas és a fagyasztas, mint alternativ megoldas 6sszehasonlitasara azonos
mennyiségi (250 ul) sejtszuszpenziét e két moédszerrel kezeltiink, majd a sejtek
eltavolitasa (centrifugélas) utan vizsgaltuk a feliilisz6 toxicitasat mustarra. Amint azt a
28. dbra mutatja, az ultrahangos kezelés nem novelte jelentésen a toxicitast, vagyis az
oldatban a gyokerek szamara hozzaférheté toxinmennyiséget, sét, egy hosszabb
ultrahangos kezelés utan csokkent az effektiv toxintartalom. A sejtek lefagyasztasanak
hatasara azonban jelentésen megnévekedett a feliiliszé toxintartalma. A cianotoxinok
mennyiségének az ultrahangos kezelés soran bekovetkezé csokkenését valdszintileg a
toxin tapadéasa okozhatja az Eppendorf-csé faldhoz, esetleg valamilyen fizikai-kémiai
folyamat, ami a nyers kivonatban a kezelés soran az egyéb sejtalkotokkal lejatszodik,

tisztitott toxinnal nem koévetkezhet be (112).
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28. abra Az ultrahangos kezelés és a fagyasztas hatasanak
Osszehasonlitasa

Az egyes oszlopok jeldlése a kovetkezd: a: kezeletlen kontroll sejteket; b: 1
perc szonikalassal, c: 5 perc szonikalassal, d: 60 perc szonikalassal, e: -70

Cra lefagyasztott, f: -70 °C-ra 2x lefagyasztott, majd 1 perc szonikalassal
eldkezelt sejteket tartalmazd taptalajon nevelt novények novekedésének
relativ gatlasa

A lassu fagyasztés (hiitészekrényben, -20 °C-on), ahol viszonylag nagyobb
kristalyok képzédnek, elvileg elényssebb lehet a sok apré, és nem névekvé kristalygoc
kialakulasaval jaré gyors fagyasztasnal (folyekony nitrogénben), de mivel méas esetben

ez utébbi is kielegité eredmeényt adott, ezt a kiilénbséget nem vizsgaltuk.
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Vizminték vizsgélata soran, amikor a minta baktériumokat, gombéakat és ezek
szaporité keépleteit is tartalmazhatja, a lefagyasztas ezeket nem pusztitia el teljes
egészében. A mustar magoncok fejlédését az ilyen fertézés nagyban befolyasolhatja.
Amennyiben a fagyasztast kévetéen a mintakat 5 percen a4 100 °C-on tartjuk, a
fert6z86 agensek szerepe csdkken. Raadasul a fagyasztast kévetd forralas a mar seériilt
sejtfal szerkezet tovabbi denaturalédasdhoz vezet, igy a toxinok kénnyebben (adott id6

alatt nagyobb aranyban) kiszabadulhatnak a sejtekbdl.

A fentiek miatt a mustar-tesztben a sejtek feltarasat ugy végeztiik, hogy a mintéat
ketszer lefagyasztottuk, 5 percre 100 °C-os vizfirdébe helyeztilk, majd ezutan
elegyitettiik az agaréz tartalmu, felmelegitett tapoldattal, és annak megszilardulasa utan

vetettiik el a sterilizalt magokat.

A cianotoxin preparalasnal a fentiekhez képest mintegy 3 nagysagrenddel
nagyobb térfogatii mintat, ill. 4,5 nagysagrenddel tébb sejtet szonikalunk azonos
berendezésben (jellemzéen 1-1,5 1 sejtszuszpenziot a 250-500 wul-es mintakkal
szemben). Hogy megbizonyosodjunk arrél, hogy a fagyasztas ilyen méretekben is
megfelel6 médszer az extrakcié hatékonysaganak névelésére, 400 g vizes sejtiilledéket
kettéosztottunk, és az egyik felét ketszer lefagyasztottuk, majd 4 °C-on 3-1 éran
keresztiil extrahdltuk a 3.4.1. fejezetben leirtak szerint. A sejtek masik felét lefagyasztas
nélkil szonikalé fiird6ben kevertettilk a késes homogenizatorral. Az extraktumokat
harom-harom, sorba kététt C-18 CRTG-on tisztitottuk, majd HPLC-n analizaltuk. A
kromatogramokat integréalva azt tapasztaltuk, hogy a kisérleti hiban tal a két médszerrel
kapott anyagmennyiségek nem kiilénbéztek egymaéstél. Eszerint a fagyasztas itt sem

adott rosszabb eredményt, mint a szonikéalas.

A sejtek lefagyasztéasa térfogattdl és a laboratériumok felszereltségétsl fiig-
getleniil egyszer(i, viszonylag j6l reprodukélhat6, igy ez a moédszer sokkal kényel-
mesebbnek, megbizhatébbnak tekintheté, és éppen olyan hatékony, mint az ult-

rahangos kezelés. Az el8bbiek miatt a tisztitasi eljarasban ezt a lepést alkalmaztuk.
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4.4.4. A taptalaj térfogata

A teszt érzékenységét a legalacsonyabb még kimutathaté koncentracié szerint és
a legkisebb meég kimutathaté toxinmennyiség alapjan is értékelhetjik. A téaptalaj
terfogata adott koncentracié mellett az utébbi értéket befolyasolja. Az ideélis térfogatot
1,4 cm belsé atmérsjti kémesdben 1 ml-nek taléaltuk. Ennél kisebb térfogatt taptalajnal
eléfordul, hogy a csirandvények gydkere a taptalajt megemeli. Ez 0,5 ml alatt a

ndvényhosszak szérasanak megnovekedését eredmeényezi.

Harom csiranévényre szamolva tehat minimum 0,5 ml taptalajt kellett al-
kalmazni a pontos meghatarozas érdekében, ez 2,7 ug/ml koncentraciénal egye-

denként 0,45 ug toxin.
4.5. A toxin tisztitdsa

Az irodalomban szamos médszer talalhaté a mikrocisztinek izolélasara és
tisztitasara. Ezek kulcsléepéseinek — &sszehasonlitasaval illetve  optimalizélasaval

megkiséreltiik a lehetd legegyszer(ibb és leghatékonyabb eljarast kidolgozni.

4.5.1. Az extrahaloszerek 6sszehasonlitasa

A szakirodalomban taladlhaté mikrocisztin tisztitasi eljarasok elsé léepése
tébbnyire egy extrakcié, amelyben a toxint egy tobbé-kevésbé szelektiv oldészerbe
viszik at, és igy megszabadulnak a sejtalkoték igen jelentés részétdl, amit az adott
oldészer nem old (ha liofilizalt sejtekbdl indulnak ki), illetve kicsap (folyadék fazisbél
kiindulva). Exratahalészerként leggyakrabban 20 % MetOH - 5 % ButOH (113) és 5 %
ecetsav (114) hasznélatos, de alkalmaznak még acetonitrilt, tiszta vizet (115,116) és

Na,CO5 oldatot (38), 2M ecetsavat és hig sésavat (117) is.

A vizes extraktum a fehérjék és nukleinsavak jelent8s részét is tartalmazza.
Olyan meértékii tisztulast, amit szerves oldészerekkel kapunk, egy tovabbi léepés (pl.
ammoéniumszulfatos precipitacié) beiktatasa nélkill nem tudunk elérni. Ezért ezt a

mobdszert elvetettiik.
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Az extrakci6 a kivonaési eljaras elsé lépése. Az eljaras ezen fazisaban viszonylag
nagy anyagmennyiségekkel kell dolgozni. Ez tébb liter extrahaloszer felhasznalasat
jelentheti. Tekintettel arra, hogy az alkoholos és ecetsavas oldészer eleggyel kielégits
eredményeket értiink el, a draga acetonitriles extrakciét nem alkalmaztuk e célra; ezt

inkadbb a minték gyors analizisekor hasznaltuk.

A fentiek miatt az alkoholos és az ecetsavas extrakciét hasonlitottuk ossze.
Mindketté igen szelektivnek bizonyult a cianotoxinoknak a makromolekulaktél valé
elvalasztasdban. A metanolos-butanolos extrahalé elegy viszonylag nagy mennyiségii
pigmentet is kivon a sejtekbdl, de ettdl a kovetkezé lépésben sikeriilt megszabadulni.
Azonban az elegybdl nehéz volt a sejteket eltavolitani, mivel nagyon rosszul iilepedett
még 10 000 g centrifugélas soran is. Szlrés pedig a ragacsos nyalkaburok miatt nem
johet szdba. Ezzel szemben az ecetsavas extrakcional a fenti probléma nem
jelentkezett, koénnyl kezelhetéség mellett j6 szelektivitast tapasztaltunk igen olcsé

extrahél6 szerrel, igy a késébbiek soran ezt a médszert alkalmaztuk.

Az ecetsavas extraktumbél a cianotoxinokat C-18 szilardfazisi extrakciéval
nyertiik ki. Az irodalomban koézélt (114) modszer lényeges valtoztatdsara nem volt
szitkség. E lépés utan a preparatum 90-92 %-ban tartalmazott toxikus komponenseket.
Ezen komponenseket DE-52 oszlopkromatografiaval valasztottuk el egymaéstél és a

szennyezd komponensektdl.
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4.5.2. A DE-52 oszlopkromatografia

A gyenge anioncserélé DE-52 oszlop egy kiméletes soégradienssel igen jol
(alapvonalon) elvalasztotta a két toxint egymaéstél és a szennyezd anyagoktél. A két
komponens tisztasagat HPLC-vel ellenériztikk. A kromatogramok integralasa alapjan
becsiilt tisztasag 93-95 % (a) és 95-98 % (B) volt. A frakcidk toxicitasat mustarteszttel
vizsgaltuk. Ehhez minden frakciobél azonos térfogat(i alikvotot a mustarmagok
taptalajaba kevertiink az agarral val6 szilarditas elétt. A frakcié taptalajba keverendd
részének teérfogatat gy hataroztuk meg, hogy 240 nm-en a legnagyobb

abszorbancidju frakciébol (ez a f komponens csiicsa) a taptalaj 1 ml-ébe kb. 0,5

29. abra A toxinpreparatum DE-52 kromatogramja

A jeloletlen vonal a kromatogram frakcidinak abszorbanciaja, négy-
szogekkel az adott frakcié részletét tartalmazd taptalajon nevelt
csirandvények hosszat jeloltiik. A betiivel jelolt csicsok HPLC kroma-
togramja a kovetkez6 abran lathatd
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fényelnyelés 240 nm-en

| L

012345678910 01 2 3 456 7 8 9 10
1d6 (perc) 1d6 (perc)

30. abra A DE-52 oszloppal elvalasztott toxinkponensek HPLC

Kromatogramja

abszorbancia egység jusson. Ez kériilbelil 73 ug/ml-nek felel meg (Id. a 4.5.2.1.
fejezetet), igy varhatéan a nagy cstcs felszallé oldalan mér a félérték elérése elétt ill. a
leszall6 4gban az utan is teljes ndvekedésgatlast kapunk. A Kkisebb cstcsoknél is jol
lathaté, kifejezett toxikus hatést figyelhetiink meg.

A 29. abran egy jellemzé DE-52 kromatogram lathaté. Feltiintettitk a frakciok
sétartalmét és a mustartesztek eredményét is. Szembedtld a novekedésgatlasi- és
abszorbancia csiicsok egybeesése. A megjeldlt csiicsokbol prepardlt toxinok HPLC
kromatogramjat a 30. abran tiintettiik fel.

Az egyes komponensek eltciéjahoz sziikséges sékoncentraciék pontosabban

olvashaték le, ha a DE-52 kromatogramot a sékoncentrécié fiiggvényében abrazoljuk.
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31. abra A két toxinpreparatum osszehasonlitasa

Az A abran a BDSD 243, a Bn a PCC 7820 jelli izolatumbol
tisztitott mikrocisztin DE-52 kromatogramjat tiintettiik fel.

[lyen abrazolasmoédban jol kitiinik a BGSD 243 (az altalunk vizsgélt Microcystis
aeruginosa izolatum) f komponensének és a PCC 7820 6 toxinjanak (MC-LR, Id.
(117)) azonos viselkedése (31. abra).

4.5.2.1. A preparativ HPLC

A DE-52 kromatografiaval tisztitott mintdk toxintartalma a HPLC kroma-
togramok szerint 93-95 % (a) és 95-98 % (B) volt. Igy altaldban nem volt szikseg
tovébbi tisztitasra. Az anyagszerkezeti vizsgalatok és néhany Kkisérlet szdméra

igyekeztiink lehetleg még tisztdbb preparatumot elééllitani. Preparativ HPLC fel-
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hasznalasaval mintegy 40 %-os kitermelés mellett 98,9 %-ig (o) ill. 99,75 %-ig (B)

sikeriilt eljutnunk.

c sz ez

fenyelnyelésiik alapjan ellenérizhetjiik, illetve szamithatjuk. Az ehhez sziikséges
extinkciés koefficienset (¢) mindkét f6komponensre tisztitott és liofilizalt preparatumbél

kiindulva hatéroztuk meg. Mindkét komponensre:

£=13,75 cm®/mg =1 %  adodott.
4.6. A toxin azonositdsa

A toxin azonositasanak alapvetd része a toxicitas meghatérozéasa. E tulajdonsag
ugyanis a tisztitott komponensnek mind minéségi, mind mennyiségi szempontbdl
fontos jellemzéje. Az egérteszt eredményének bemutatdsa utdn a kovetkezékben
attekintjitk azokat az analitikai és anyagvizsgélati modszereket, amelyeket a
cianotoxinok szerkezetének meghatarozasara és részben a tisztitds soréan a
toxinkomponensek nyomon kovetésére hasznaltunk. Felhivjuk a figyelmet ezen
mobdszerek teliesitéképességének, felhasznéalhatésdganak hatéraira is, ezek miatt
szitkkséges ugyanis, hogy tébb, egymastél alapvetéen kiillonbozé modszer egylittes

alkalmazéaséaval hatarozzuk meg a kérdéses cianotoxinok szerkezetét.

4.6.1. Az egérteszt

A toxiciths meghatarozasara hagyoményosan az egérteszt a legelterjedtebb.
Meghataroztuk a toxinpreparatumunk két {6 dsszetevéjének toxicitasat egértesztben
(32. abra). A két t6 komponens toxicitasa (egérre) nagyon hasonlé, mintegy 160
ug/kg. 20 g-os egérrel szamolva ez kb. 3 ug/egér. A mintat 0,5 ml-es térfogatban
injektaltuk az egerekbe, igy az LDs, értékhez tartozé toxinkoncentracié (LCsp) 6

pug/ml.
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32. abra A mikrocisztin toxicitasa az egértesztben
Kék szinnel az elpusztult, pirossal a tilélé egyedeket jeloltiik

4.6.2. HPLC

Az egyes anyagok abszorpcids cstcsai az UV tartoméanyban viszonylag laposak,
atfedéek, igy a molekuldk szerkezetére vonatkozéan mas spektroszképiai
mobdszerekhez viszonyitva kevés informéciét hordoznak. Azonban a spektrum alakja
elfogadhaté indikacié lehet bizonyos molekulaszerkezeti jellegzetességek meglétére
illetve hianyara. Kiilénésen hatékony lehet a moédszer, ha egy kromatografias
elvalasztas soran a komponenseket csoportokba kivanjuk sorolni UV spektrumuk
vizsgélata alapjan. llyen lehet8séget kinal a diédasoros detektorral felszerelt HPLC

rendszer.

A 33. &bra a toxinpreparatum HPLC kromatogramja. A jelslt csucsok UV
spektrumét 200-t61 300 nm-ig tintettiik fel. Ezek koziill csak a két legnagyobb
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mennyiségben megjelend komponenst tanulményoztuk. Ezeket a HPLC kroma-

togramban elfoglalt sorrendjiik nyoméan a-val és B-val jelsltiik.
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33. abra A toxinpreparatum HPLC kromatogramja

A jeldlt csticsok UV spektruma a 34. abran lathaté
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34. abra A toxinpreparatum dsszetevéinek UV spektruma
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4.6.3. Az aminosav analizis

A Kkilonb6zé mikrocisztin  valtozatok a szokasostél eltéré aminosavakat is
tartalmaznak, igy egy rutin aminosav analizis segitségével a pontos aminosav
bsszetetelt nem tudhatjuk meg. E vizsgélat soran ugyanis a peptidkstések elhidrolizalasa
utan a hidrolizatum kromatografias szétvalasztasat kovetéen a retencids eértékekbél
kovetkeztetiink a molekulat eredetileg felépité aminosavakra, és a kalibralt gorbe alatti
teriiletekbdl az aminosavak mennyiségi aranyara. A moédszer feltételezi, hogy az adott
peptid (polipeptid) minden aminosav-6sszetevéje ismert, és rendelkezni kell a megfelelé
retencios idékkel és teriilet-kalibraciokkal. Ha e feltétel nem teljesiil, mert a széban
forgé peptid “nem szokvanyos” aminosavakat (pl. Dha, Mdha, MeAsp, ADDA)
tartalmaz, akkor nem kizart, hogy egy cslicsot nem azzal az aminosavval azonositunk,
amelyiktél az valéjaban szarmazik. Az is el6fordulhat, hogy egy “kiilénleges” aminosav
nem a vizsgalt retenciés tartomanyban elualédik az oszloprél. Emiatt a az aminosavak
aranya sem feltétleniil kaphaté meg a kromatogram integréalasaval. Igy pl. a mai
korszer(i moédszerek hianyaban Bishop és mtsai. a hidrolizatum molaranyai alapjan
dekapeptidnek vélték a mikrocisztint (17).

A mikrocisztinek vizsgalatanal az aminosav analizis mégis alkalmas arra, hogy
egy aminosav Osszetételt valbsziniisitsen, elsésorban a valtoz6 aminosavak
azonositasaval, hiszen ezek altaldban szokvanyos, nem modositott aminosavak. A 35.
abran a toxinpreparatum f6 komponenseinek analizise szerint az a (kék szinnel) és g
(vords szinnel) komponens aminosav tartalmat tiintettiik fel. Mindkét komponens
tartalmaz arginint (R), a f komponens leucint (L) és az «a tirozint (Y) is. Ezek egyiitt a

mikrocisztin-LR és -YR szerkezetet val6szin(isitik.
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35. abra A f6 toxinkomponensek aminosav analizise

4.6.4. Az NMR vizsgalatok

Mint azt a 3.6.3. fejezetben emlitettiik, nagyobb molekulaknal, ahol sok
kiilonbsz6 H-tartalmt csoport talalhatéd, a molekula szerkezetének teljes felderitése
csupan NMR spektrum alapjan nagyon nehéz. Egyes szerkezeti elemek meglétére vagy
hidnyéra nézve azonban bizonyit6é érvényii lehet az NMR vizsgélat. A 36. és 37. abran
az a és B komponensek NMR spektrumat tiintettitk fel. Az abrakon nyillal jelslt
cstcsok, kiilonds tekintettel az egyiittes megjelenésiikre, az irodalmi analégiadk (118)
alapjan az ADDA komponens olyan hidrogénatomjaival azonosithatéak, amelyek az
aminosav analizis szerinti aminosavakban nem taldlhaték meg. Ezek a névekvé kémiai

eltolédasok sorrendjében a kévetkezék:

kettds kotéstél B helyzetben levé metil,

a konjugélt dién szerkezeten beliili, kettés kétéstdl a helyzetben levé metil,
metoxi,

a konjugélt dién szerkezet belsd hidrogénje, és

a fenil csoport (az aminosavak kézétt nincs fenil-alanin).

Ezek egyiittesen a ADDA jelenlétét valoszin(isitik a molekuldkban.
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5. Az eredmények megvitatasa
5.1. A toxin Romponensek azonositdsa

A Microcystis aeruginosabdl izolalt toxikus komponensek azonositasat tobb,
egymastdl kiillénbodz8, egymaést kiegészité moédszerrel végeztikk. Az irodalmi adatok
ismeretében maga az izolalas moédija is bizonyos foka indikacié a toxicitasért felelés
anyag kémiai sajatsadgaira vonatkozbdlag. Az extrakciét 5 %-os ecetsavban végeztiik.
Ebben nem oldédnak a lipidek és egyéb hidrofob molekulék, valamint a proteinek nagy
része sem. Emiatt azon Kkiviil, hogy a médszer a cianotoxin tisztitdsa szempontjabdl
megfeleléen hatékony, a toxint a kismolekulj(i hidrofil anyagok kézé sorolhattuk. A
toxikus frakcié forditott (C-18) fazisti oszlophoz kétédik és metanolban, acetonitrilben
jol oldédik. Ez a tény arra utal, hogy a molekulak hidroféb oldallancot is tartalmaznak.
Az irodalmi analégidk szerint egy a Microcystis aeruginosdbdl ilyen médon izolalt,
egértesztben toxikus kismolekulajii amfipatikus anyag valészintileg a mikrocisztin nev(

cianotoxin, illetve a mikrocisztin véltozatok elegye.

A fehérjék UV spektrumanak a 280 nm-en maximuma van. Ezt a hig fehérje- és
peptid oldatok koncentraciéjanak meghatarozasanal, valamint a nukleinsav
preparatumok tisztasdganak becslésénél is felhasznaljak. Ez az abszorpcibs cstcs az
aromas gylr(it tartalmazé aminosavak kémiai szerkezetének kovetkezménye, és a
moléris extinkcios koefficiens (¢) értéke az adott fehérje aminosav ésszetételétél fiigg. A

mikrocisztin-LR nem tartalmaz ilyen aminosavat, ezért nincs is elnyelési maximuma

280 nm-en.

A mikrocisztin molekulak (5. abra, 12. oldal) allandé alkotérésze az ADDA, az
ebben szereplé konjugélt dién szerkezetnek erés elnyelése van 238-240 nm-en. Ennek
megfeleléen a mikrocisztinek UV spektrumuk alapjan jél elkiiloniilnek a peptidek és
fehérjék tobbségeétdl.

A toxinpreparatum diédasoros UV-detektélassal nyert HPLC kromatogramja,

illetve a kromatogréfias csicsok UV spektruma valészinGsitette, hogy a vizsgélt
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Microcystis aeruginosa izolatum tdbbféle, a mikrocisztinhez hasonlé szerkezetli
komponenst termel, kiilénb6z6 mennyiségben. A két {6 komponenstél
nagysagrendekkel elmaradé koncentracidban kapott analégokat (esetleg prekurzorok

vagy bomlasi termékek is lehetnek) nem vizsgaltuk.

A kromatografias elvalasztas két {6 komponense egértesztben toxikusnak
bizonyult. Ezzel igazoltuk, hogy ezek csakugyan cianotoxinok. Minthogy szamos
mikrocisztin valtozat ismert, e komponensek szerkezetének feltarasara mas labora-
tériumokkal egyiittmiikddésben analitikai és szerkezetvizsgélati moédszereket al-

kalmaztunk.

A Kkivalasztott komponensek rutin aminosav analizise szerint a négy egymashoz
legkézelebbi koncentraciéban jelentkezé aminosav az alanin (A), a glutaminsav (E), az
arginin (R) és az a jelli komponensben a tirozin (Y) illetve B jelliben a leucin (L). Az
idaig vizsgalt mikrocisztinek leggyakoribb szerkezete a kévetkezé:

ciklo(-D-Ala-X-D-MeAsp-Z-ADDA-D-Glu-MdhA-),

ahol X és Z véltozé L-aminosavak, a MdhA N-metildehidroalanin, a MeAsp
pedig D-eritro-faszparaginsav. Tekintettel arra, hogy a 82. oldalon targyaltak
értelmében a MeAsp, ADDA és MdhA komponensekre nem varunk Kkorrekt jelet, a
fenti analizis eredménye a mikrocisztin-YR (o) és mikrocisztin-LR ( B ) szerkezetet
valoszindsiti.

A feltételezett toxinok aminosav analizise szerint az oo komponens tirozinjanak
hidroxifenil és a B komponens argininjenek amin csoportjait leszamitva az egyes
aminosavak meglehetésen hasonléak az NMR spektroszképia szempontjabél (hasonlé -

CH,-, -CH3 csoportok t&bb aminosavban stb.).

Amint a 4.6.4. fejezetben megmutattuk, az NMR vizsgalat ADDA jelenlétét
valbszin(siti a molekuldkban, ami, tekintettel arra, hogy ezt az aminosavat eddig sehol
maésutt nem figyelték meg, a toxinpreparatumainkat egyértelmiien a cianobakteriélis

hepatotoxinok kézé sorolja.
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A fentiek egybevetésével igazoltuk, hogy az A&ltalunk vizsgalt Microcystis

aeruginosa altal termelt toxinok a mikrocisztin-LR és a mikrocisztin-YR.
5.2. A toxin tisztitds optimalizdldsa

A cianotoxin tisztitas hatékonysagat a kitermelési adatok tiikrében lehet
kénnyen megitélni. Ehhez a tisztitas egyes fazisaiban a minta toxintartalménak ismerete
szilkkséges. Az elsé lépések soran azonban nem kénnyli meghatéarozni ezen értékeket.
A toxin kimutatasanak ugyanis alapvetéen két médja lehetséges:

1) biolégiai (toxicitasi teszt)

2) kémiai (analitikai, pl. HPLC).

Az elsé esetben szamolnunk kell azzal, hogy egyrészt a toxin nem teljes
egészében “hasznosul”, mert nem szabadul ki 100 %-ban a sejtekbdl, amint arra a 28.
adbra A-B-E oszlopainak &sszevetésébdl kovetkeztethetiink. Itt a kezeletlen sejtek csak
viszonylag csekély noévekedésgéatlast okoztak (B oszlop). Nem biztos ugyanakkor az
sem, hogy az altalunk optimalisnak tartott fagyasztas hatasara (E oszlop) a cianotoxinok
100 %-ban kiszabadulnak a sejtbél. El6fordulhat tovabba az is, hogy a kézegbe kijutott
toxin detoxikalédik; a minta biologiailag aktiv (agonista, vagy antagonista hatas)
komponenseket is tartalmazhat kontrollalatlan, valtozé mennyiségben és minéségben.
Emiatt az irodalomban az egyetlen olyan esetben, amikor egyidejlileg vizsgéltdk meg
cianobaktériumok és kivonataik toxicitasat, az eredmények &sszevetése csak kvalitativ

szinten sikertilt (119).

Az analitikai meghatarozas esetén a fentieckhez hasonlé gondokkal szintén
szamolnunk kell, és technikai jellegi probléemak is fellepnek, mint pl. az, hogy a
tisztitasnak a C-18 CRTG-os lépést megeldzé részén a minta alakos elemeket és
nagyon apolaros, a C-18-as toltethez irreverzibilisen koétédé komponenseket tar-

talmazhat, és emiatt HPLC-vel nem vizsgélhat6.

A fentiek értelmében a nyers mintak toxintartalma pontosan nem hatarozhat6
meg minden Kkétséget kizdré6 modon. Ezen fenntartasokkal a tisztiths menetét a

biolégiai aktivitas, jelen esetben a mustarra (ICsg), illetve az egérre (LDsp) vonatkozd
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toxicitas alapjan kévethetjilk nyomon (. tablézat). A toxintartalom meghatérozaséhoz
foltételeztitk, hogy az egyéb sejtalkotoknak a mikrocisztin toxictasara gyakorolt,
valamint a kisérleti objektumokon kifejtett élettani hatésa elhanyagolhaté. Ebben az
esetben a ftiszta toxin toxicitdsdnak ismeretében becsiilheté, hogy az adott
preparatumban a toxin milyen mértékben “higult fel” a nem toxikus &sszetev&ktdl.
Ennek alapjan pedig a preparatum témegébdl szamolhaté annak toxintartalma. A friss

sejtek mikrocisztin tartalméat 100 %-nak véve adédnak a kitermelési adatok.

MUSTARTESZT | Tomeg, ICs5 Toxin Kitermeles becsiilt

a ug/ml mg % tisztasag, %
Friss sejtek 148 3000 133,20 100,00 0,1
C-18 0,0581 3 52,29 39,26 90-92
DE-52 0,0081 2.0 8,10 6,08 91-94 (a), 95-98 (B)

EGERTESZT Tomeg, LD5, Toxin Kitermelés becsiilt
g ua/ka mg % tisztasag, %
Friss sejtek 148 240000 92,50 100,00 0,1
C-18 0,0581 160 54.47 58,89 90-92
DE-52 0,0081 150 8,10 8,76 91-94 (o), 95-98 (B)

5. tablazat A toxin tisztitasa

A szakirodalomban tébb moédszer taldlhaté a mikrocisztinek kivonéaséara.
Egyetlen cikk sem kozdl adatot az egyes lépések, vagy akar az egész tisztitas utan a
preparatumok Kkitermelésére, vagy tisztasdgara vonatkozéan, igy e mobdszerek
Osszehasonlitasa és értékelése pusztan az irodalmi adatok alapjan nem lehetséges. A
cianotoxin kivonasi médszerek dsszehasonlitasaval kivalasztottuk a legmegfelelébbet, és
meghatéaroztuk az optimalis paramétereket. A C-18 oszlopon tisztitott minta Sephadex
G-25 kromatografidja (113) nem eredményezett lényeges tisztulast (az eredményt nem
mutattuk be), a helyette alkalmazott ioncserélé kromatografia azonban olyan tiszta

toxinpreparatumot adott, hogy a tovabbi tisztitas foloslegesnek bizonyult. fgy a
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mikrocisztin kivonasi és -tisztitasi modszert harom egyszeri, olcsé és jelentés

miiszerezettséget nem igénylé (“low tech”) lepésre egyszer(sitettiik.
5.3. A mustdrteszt Ridolgozdsa

Az Arabidopsis sp. a molekularis biolégiai vizsgalatok kedvelt kisérleti névénye.
Ennek egyik oka az, hogy gyorsan né abban az értelemben, hogy a generéciés ideje, a
magvetéstél a magok Gjabb generéacidjanak betakaritaséig eltelt id6 a tébbi magasabb
rendli novényekéhez képest viszonylag révid. E kodzkedveltség kovetkeztében a
novekedeési koriilmények, modszerek jol ismertek. A Kkisérleteink szdméra egységes
genetikai hatter(i vetémagot is kénnyen be lehet szerezni. A magok kis mérete miatt
igen szerény toxin felhasznélassal kellett szamolnunk, ami egyrészt gazdaséagos,
masrészt az esetleges toxicitasi tesztnél kis mennyiségli cianotoxin kimutatéséat
(nagyobb érzékenységet) tesz lehetévé. Raadasul a Kkisebb magvak éltaldban
érzékenyebbek a kiilsé kéaros behatasokkal szemben, mint a nagyobbak. Mindezek

miatt a toxinnak a magasabb rend(i névényekre gyakorolt hatasat elészér Arabidopsis

sp. csiranévényeken probaltuk ki.

Bar magok kicsiny mérete elvileg elényés lenne, azonban ez a gyakorlatban
nem mutatkozott meg. A legfébb probléméat az okozta, hogy a kis méret miatt nem
kénnyii egységes minéségi, csirazéképességii magvakat valasztani a kisérletekhez, és a
nyilvanvaléan hibasakat ill. csiraképteleneket eldobni. Emiatt a kontroll tenyészetnél
nagy volt az egyedek kozétt a killonbség, és a kisérletek a nagy széras miatt nehezen
értékelhetéek. Egy masik jelentés hatranya az Arabidopsis sp.-nek, hogy magvetést
kovetéen még hetekkel késébb sem kapunk értékelheté hossziisagii magoncokat. A
ndvények noévekedése e tekintetben a varakozassal ellentétben viszonylag lasstinak

bizonyult.

A toxinnak tébb maéas novényfajra gyakorolt hatasat is megvizsgéaltuk. Ezek

eredményét a 6. tdblazatban foglaltuk &ssze.
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A Kisérleti objektum LDg, ill. ICso Fay Mt | imutatési hatér
téerfogata
Mus musculus 160 ug/kg 0,5ml 3 ug
Drosophyla melanogaster 20 ug/ml 5ml 100 ug
Typha sp. 10 ug/ml 1 ml 10 ug
Arabidopsis thaliana 50 ug/ml 1 ml 50 ug
Triticum aestivum 30 ug/ml 1 ml 30 ug
Lemna minor 20 ug/ml 1 ml 20 ug
Sinapis alba 3 ug/ml 1 ml 3 ug

6. tablazat A mikrocisztin toxicitasa egyes szervezetekre

A mustarral (Sinapis alba) az egérteszt érzékenységét el tudtuk érni. Az
egérteszthez 0,5 ml-ben feloldott 3 ug cianotoxin 6 ug/ml koncentraciét eredményez a
mustartesztnél alkalmazott 3 ug/ml-rel szemben. Az érzékenységek dsszehasonlitasanal
azt is figyelembe vehetjiik, hogy mig az egértesztben 3 ug toxin egy egyed 50 %-os
letalis dézisdhoz szilkséges, addig a mustarteszt esetén azonos anyagmennyiség 3
egyed 50 %-os ndvekedésgatlasahoz elegendd. 1-1 mustarmag csiraztataséhoz 0,5 ml
tapoldat elegendd, és a legkisebb kimutathaté toxinkoncentracié ez esetben 1,5 ug/ml.
Mindkét médon szdmolva a mustarteszt mintegy kétszer érzékenyebbnek bizonyul az

egértesztnél.

A két moédszer dsszehasonlitasakor figyelembe kell venni azok idéigéenyet is. Az
egerek injektalasat kdvetéen néhany éra milva a teszt eredménye mar értékelhetd, mig
a mustartesztnél a magvetés utan csak néhany nappal késébb. Azonban az egérteszt jol
kontrollalt koriilmények kozétt  beltenyésztett  kisérleti  egerek  “elGéllitasat”  és
fenntartasat igényli, ami sziikségessé teszi, hogy a teszt elvégzésére hetekkel-
hénapokkal korabban elékészillienek. Ezzel szemben a fémzarolt mustarmagvakkal a
mustarteszt barmikor elkezdheté, és szobahdmérsékleten szinte tetszéleges

(természetesen egyenletes) fényviszonyok kozétt 4-8 nap alatt elvegezhetd.

A fentiek figyelembevételevel a mustarteszt az egértesztnél gyorsabb és

egyszer(ibb azokban a laboratériumokban, ahol nem folyik rutinszerfien egérteszt és
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nem all rendelkezésre mindig korlatlan szamu kisérleti egér; a két teszt érzékenysége

kézel azonos.

5.4. A toxin batdsa vizi éloléenyeRre, feltetelezett szerepe a vizi

Okoszisztemdkban

Ismeriink a Microcystis aeruginosa fajbédl olyan izolatumokat, amelyek nem
termelnek toxint. Mind a mai napig nem tisztazott, hogy mi a toxin szerepe a sejt
életében, mi a célja a toxintermelésnek. A jelenség egyik lehetséges magyarazata az,
hogy a toxintermelés egy “véletleniil” kialakult, “fslésleges” tulajdonsag. Ugyanis azok
a fajok, — ill. ezen adott fajbdl azok az izolatumok, — amelyek nem termelnek
toxinokat, masként kompeticiés hatranyban lennének a toxintermelékkel szemben, igy

ez utébbiak idével kiszoritottdk volna &ket.

Azonban azt is figyelembe kell venni, hogy a tanulméanyozott faj viszonylag
jelent6s mennyiség(i toxint termel (ez az . tablazat adatai szerint a friss sejttémeg
durvan 0,08 %-a, ami a szarazanyag kb. 2,5 %-anak felel meg). Ehhez természetesen
megfelel6 mennyiségli tdpanyagot és energiat hasznal fol. Ez &nmagaban olyan
hatranyt jelenthet a sejtnek, hogy valészintileg a toxintermeléknek kellett volna
hatranyba Kkeriilnitik, amennyiben e hatranyt nem ellenstilyozza egy a toxin
termelésével kapcsolatos elény. Mi abboél a munkahipotézisbél indultunk ki, hogy a
toxin termelésének szerepe lehet a Microcystis aeruginosa életében; a bels biokémiai
folyamatokban, a kérnyezetében élé szervezetekkel valé kapcsolatdban, esetleg

mindkettében.
A koérnyezetében él6 szervezetekkel valé kapcsolatban alapvetéen haromféle
“elény” képzelhets el:
1. A cianotoxinok taplalékért (tapanyagokért) versengd ellenfelei (a kom-
petitorok, taplalekkonkurensek) szaméara mérgezé (azok életfolyamatait

lassitja), igy azokat kiszoritjia. Minden fotoszintetizal6é szervezet versenyez az

taplalékért, nevezetesen az asvanyi sokért, esetleg fényért, oxigenért. Igy a
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cianobaktériumok a tébbi fotoszintetizalé baktériumnak, valamint a vizi

novényeknek taplalékkonkurensei.

2. A mikrocisztin mérgezd vagy kellemetlen azon organizmusok szdméra,
amelyeknek a taplalkozasa kisebb vagy nagyobb mértékben cianobak-
tériumokra épiill (a predatorok). Itt elsésorban a szlréssel téaplalkozéd
planktonalkoték fontosak, de ide tartoznak pl. a kagylék, szivacsok stb. és a
protozodk is. Kiilén csoportként emlitéest érdemelnek a heterotrof
mikroorganizmusok, baktériumok, gombak. Ezek cianobaktericid hatasa
nem ismert, de az autotréfok A&ltal eléallitott szerves anyagot hasznaljak

testiik felépitésére és energiaforraskeént.

3. A mikrocisztin az esetlegesen a cianobaktériumokat fert6zé virusokkal (a

cianofagokkal) szemben “rezisztenciat” eredményez.
5.4.1. A taplalékkonkurensek

Mint fentebb lattuk, a cianobaktériumoknak névekedésiikh6z levegén kiviil csak
fenyre és néhany asvanyi séra van szitksegiik. Igy minden fotoszintetizalé élélénynek
(egyméasnak, a novényeknek, és a tobbi fotoszintetizalé baktériumoknak)

taplalékkonkurensei.

A fenti elsg foltevés helyességét ellenérzendd, egymastdl rendszertanilag igen
tavoli egysejtiick ndvekedeését vizsgaltuk mikrocisztin jelenlétében. Megéllapithat6, hogy
ezek novekedését a cianotoxin nem gatolja. Az obligat fotoautotréf szervezetek
féltehetéen nem tudjak félvenni az oldatbél a peptidet. A zéldalga a toxin jelenlétében
még a kontrollnal is jobban fejlédik. Ennek egyik magyarazata az lehet, hogy e
szervezet képes félvenni a mikrocisztint, sét, valosziniileg lebontani is, és mixotréf
korilmények kozott novekedése gyorsabb az  autotrof  kérilmények — kozott

megfigyelheténél.

A cianobaktériumok tovabbi konkurensének tekinthetjilk a vizi- ill. vizparti
névényeket, mint az adott élettérben élé fotoautotrof (esetleg mixotrof) szervezeteket.

Koziilik a sas és a békalencse ndvekedésének, (valamint a szarazfsldi névények azonos
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viselkedésének) alapjan elmondhatjuk, hogy a toxin ezek noévekedését gatoljia. A

novekedés gatlasdhoz szitkséges koncentrécié értéke fajonkeént kiilénbszé.

Mint a bevezetében emlitettiik, vizvirdgzasok soran, a nyari meleg, kanikulai
napokban a Microcystis aeruginosa a viz felszinén gyiilik 6ssze, és a felgyiilemlett
sejttdbmeget a szél a nadasba behordhatja. Az ott elhalé nagy mennyiségl sejtbdl
egyszerre kiszabadulé toxin koncentracidja helyenként meghaladhatja a 10 ug/ml-es
nagysagrendet. Ez a koncentracié ugyan nem elegendé a névényzet azonnali
kipusztitasahoz, de elh(iz6dé hatasa jelentés lehet. A partra sodort sejtek toxintartalma
pedig talajba keriil, é&s a magok kikelését gatolhatja. E két hatas egyiitt kozrejatszhat a
tavak flérajanak pusztulasaban, ezért ezt a jelenséget célszeri figyelembe venni a

toxikus cianobaktériumok 6kolégiai szerepének megitélése soran.

5.4.2. A predatorok

Kimutattuk a mikrocisztin toxikus hatasat D. melanogaster larvakra és
meghatéaroztuk, hogy a tisztitott toxinra vonatkozé 50 %-os letdlis dozis (LCsp) 20
ug/ml. Szinyoglarvakkal hasonlé eredményeket kaptak (119), azonban a kisérleti
koriilmények egészen mésok voltak, ezért az adatokat szamszer(ien nem lehet

dsszehasonlitani.

A papucsallatkakkal végzett kisérleteinkben egynapos kezelés utan 10 ug/ml
alatti LCs, eértékek adédtak. Amennyiben ennek alapjan a hasonlé szervezetek
viselkedésére kovetkeztethetiink, a mikrocisztin protozoékra gyakorolt toxicitasa igen
erételjes. llyen koncentraciok ugyanis kialakulhatnak a vizvirdgzasok soran, jelentésen
befolyasolva a protozoak populaciéjanak méretét, és kiilonbozé érzékenységili fajok
esetén a populacié diverzitasat is.

A sz(iré6 zooplankton egyik fé tapléalékat jelentik a cianobaktériumok. Ennek
megfeleléen ez utébbiak mennyisége és faji megoszlasa igen bonyolult kapcsolatban
van az elébbiek mennyiségével ill. minéségével. E kapcsolatot részben a
kerekesférgekkel (120), de elsésorban a Daphnia fajokkal kapcsolatban (121-124)

tanulméanyoztdk. A zooplankton résztvevSinek taplalkozasi, tartézkodasi és egyéb
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szokasai kiilonbdznek, és a cianotoxinokkal szemben eltéré lehet ezek fiziologiai
érzékenysége is (125). A cianobaktériumok a zooplanktonon belill a fajok kdzotti
kompeticiét is befolyasolhatjak. Természetes vizekben a vizvirdgzasokkal olykor a
Daphnia populacié csdkkenése pérosul (126-128). Emiatt tobben vizsgéltak a
cianobaktériumok és kiilénésen a Microcystis aeruginosa ill. a mikrocisztin (129)
éléhelyeken, mind laboratériumi kériilmények kozott (130-132). Ezek az egyméssal
részben ellentmondé eredmények azt mutatjigk, hogy a Microcystis aeruginosa
Daphnidkra gyakorolt hatasat tobb tényezé befolyasolhatja, ilyenek pl.:

e a Daphnia faj,

e a Daphnia fajok szajszerveinek felépitése, mérete,

e az egyes Daphnia fajokon beliil az egyedek kora,

e a Microcystis aeruginosa mennyisége,

e a Microcystis aeruginosa sejtek éallapota, kora,

e az egyéb (nem toxikus) taplalek mennyisége,
e a vizh6mérséklet.

A Balaton sz(iré zooplanktonjanak az Eudiaptomus gracilis mellett a Daphnia
fajok a legfontosabb tagjai. Koziiliik legjelentésebb a Daphnia cucullata Sars, mivel e
faj tagjai gyakran a nyari rakplankton 40-60 %-at alkotjak. A Balatonon a rakplankton
sziirési aktivitasat napi 8-10 %-ra becsiiltek vizviragzasoktél mentes években (121). Ez
az érték az erésen eutréf tavakban ennek akar 8-szorosara is névekedhet (133). Emiatt
nem becsiilhetjiik le a sz(iré6 rdkoknak a cianobaktériumok populaciéjara gyakorolt
hatasat. Ez a keétoldal kapcsolat a Daphnidra (122,123) és kerekesféregre (120)
kimutatott toxicitassal, valamint a protozoakkal kapcsolatos eredményeinkkel
dsszhangban valdszin(isiti azt a feltevést, hogy a mikrocisztin termelésének egyik,
esetleg 16 “célia" a részben cianobaktériumokkal taplalkozo szervezetek (predatorok)

elleni védekezés.

Meg kell jegyezni, hogy a rendelkezésre all6 adatok szerint a mikrocisztin a
kagylokra nem gyakorol toxikus hatast. Ezek a mikrocisztint nem metabolizaljak,

hanem nagy mennyiségben képesek felhalmozni a szervezetiikben, elsésorban a
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hepatopankreasz szévetekben (134). A mikrocisztin halakra gyakorolt hatésa kétséges

(21).
5.4.3. A heterotrof baktériumok

A mikroorganizmusoknak az elemek korforgasaban oriési szerepe van. Mind a
heterotréfok, mind az autotréfok versenyben vannak egyméssal egy adott éléhely
elemkészletéért. A heterotréfok a szenet csak szerves vegyiiletek forméjaban képesek
felvenni, amelyeket az autotréfok épitenek fel. Felmeriil a kérdés, hogy milyen
kélcsonhatasok vannak e két csoport kézott. A szerves szénhez a heterotréf szervezet

agy juthat, hogy

e clpusztitia az autotréfot,
e a mas okbdl elpusztult autotréf bomlastermékeit hasznositja,
e vagy az autotrdf altal kibocsajtott felvehetd szerves anyagokat hasznositja.

A Microcystis aeruginosa a nyalkaburkéaba tapadt baktériumokkal él egyiitt, igy
nem foltételezhetd, hogy a mikrocisztin altalanos bakteriosztatikus, vagy baktericid
hatasi anyag lenne. Egyes speciélis baktériumokra vonatkozé toxicitasa természetesen

nem Kkizart. Az irodalomban ezzel kapcsolatban nem talélhat6 informécié.

A cianobaktériumok populaciéjanak méretére, mint lattuk, sok tényezének van
hatasa, ezt a fizikai, kémiai paramétereken Kkiviil a vizi életézésség tobbi résztvevéi is
jelentésen befolyasoljak. Ezek koézé sorolhatéak és tovéabbi alapveté tényezét

jelenthetnek a cianobaktériumok parazitai, az azokat tamadé virusok.

5.4.4. A cianofagok

Orosz kutaték megemlékeznek egy olyan esetrél amikor Microcystis sp. okozta
vizviragzas lezajlasdban cianofagok jatszottak szerepet (135,136). A cianobaktériumok
nomenklattrgjaban jelentés bizonytalansdg mutatkozik, emiatt kivanatos, hogy az
izolatumok térzsgylijteményekbe Keriilienek, ahol akar évekkel késébb is ellenérizhetd,
hogy csakugyan az adott rendszertani egységbe tartoznak-e. (Pl. a Microcystis

aeruginosdt Anacystis cyaneaként (38), a Synechococcus PCC 6301-et Anacystis
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nidulansként, a Nostoc sp. PCC 7413-at Cylindrospermum licheniforme-ként
tartottdk szamon stb. (57).) Mivel az idézett kutatécsoport sem a cianobaktériumot, sem
pedig a cianofagot nem izoldlta, valamint tekintettel arra, hogy az idézett munkékon
kiviil nem fordul elé irodalmi adat, amely szerint a Microcystis aeruginosa fajt tamadoé
cianofagot taléltak volna, az erre vonatkozé fenti megfigyelést fenntartasokkal kell

kezelni.

Kutatécsoportunknak nem all rendelkezésére — és a nemzetkédzi szakirodalom
tan(ishga szerint egyetlen més laboratériumnak sem — olyan cianofag izolatum,
amelynek a Microcystis aeruginosa (akér egy toxint nem termelé toérzs) a
gazdaszervezete lenne. Tekintettel arra, hogy a fagprobléma a felszini vizekben nagy
jelentéséggel bir, Gigy hataroztunk, hogy a rendelkezésiinkre all6 Synechococcus sp.
PCC 6301 — AS-1 cianofag rendszert modellnek tekintve megvizsgélijuk a
mikrocisztin és a cianofag szaporodas esetleges kolcsonhatasat. A kisérletek szerint a
mikrocisztin az AS-1 cianofag szaporodasat gatolja, azonban az E. coli baktérium A-
fagjanak szaporodéasara nincsen hatéssal, tehat e gatlas bizonyos mértékig specifikus.
Az alkalmazott cianobaktérium faj nem toxintermeld, és a hazai vizviragzasokban nem
fordul el8 jelentés mennyiségben. A 2.4.1. fejezetben emlitettiik, hogy a leggyakoribb
cianofagok gazdaszervezetei é&ltaldban nem vesznek részt vizvirdgzésokban. Ezek a
megfigyelések &sszevetve azzal, hogy a vizvirdgzasokban leggyakrabban dominéald
Microcystis aeruginosa fajnak nincs ismert fagja, a cianofagok 6kolégiai jelentéségére

vonatkozé irodalmi attekintést szem el6tt tartva a kovetkezé elképzelést tamasztjak ala:

A cianofagok szerepe a cianobaktérium populacidk méretének szabalyozasaban
nem elhanyagolhaté. Eutréf tavakban a cianobaktériumok névekedését tapanyag-hiany
nem limitdlja. Meleg nyari napokon a félmelegedett vizben generéacids idejitk
nagymeértékben lecsokken. A zooplankton e névekedési iitemet idében nem koéveti,
rédadasul taplalkozasdban bizonyos szelekciéra képes, és lehetéség szerint elényben
részesiti a cianotoxint nem termeld fajokat (128,132). Ilyenkor a cianofagok valhatnak
a cianobaktériumok ndévekedésének {6 szabalyozé, limitaléd tényezéjévé. Azok a fajok

azonban, amelyek rendelkeznek a toxintermelés képességével, ki tudjak védeni a
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cianofagok tamadasét is. Ekkor e fajok névekedése “korlatlannd” vélik ameddig Gjabb
limital6 tényezé nem lép fel. Ez maganak a nagymérvii szaporodéasnak eredményeként
kévetkezik be, hiszen a nagy sejttémeg felélheti a t6 valamelyik tapanyag forrasat,
illetve az elszaporod6 planktonikus, de még inkabb a felszinen 6sszetémériilé sejtek
féeny-, O,-, CO,-hidnyt okozhatnak. llyenkor, mivel a cianobaktériumokkal taplalkozé
szervezetek nincsenek jelen megfelel6 mennyiségben, a sejtek eléregednek, elhalnak,
lizdlnak, és tartalmuk, a szarazanyag mintegy 2-3 szazalékat kitevé toxinnal egyiitt a

vizbe tiriil.

A mikrocisztin kiilonbézé szervezetekre Kkifejtett hatasdnak mechanizmusét
egyelére nem vizsgéltuk. Az irodalombél ismert, hogy a magasabbrendi szervezeteknél
cianotoxin fiziolégias hatasanak kivaltasdban kulcsszerepe van az 1- és 2A tipust
proteinfoszfatazok gatlasanak. Kimutattuk, hogy a mikrocisztin a cianobakterialis
proteinfoszforilaciét is befolyasolja. Ennek szerepe Ilehet a sejtek biokémiai
folyamatainak szabalyozasaban, sét, a cianofag-rezisztencia kialakulaséban is, mivel a
fagfert6zstt cianobaktérium sejtek foszforilacidja toxin jelenlétében kiilénbézik az
azonos moédon fertézétt kontrollsejtekétél (a kisérletet nem mutattuk be). Valdszin(
tehat, hogy a mikrocisztinnek a kiilénbszé, egymastél igen nagy evolcios tavolsagra
levé szervezetekre gyakorolt hatasukat azonos médon, egyes proteinek foszforilacios
szintignek (és ennek kovetkeztében  biokémiai folyamatok  sebességének)
megvaltoztatasa tjan fejtik ki.

Itt kell megjegyezniink, hogy a kiilonbdzé szervezetek egyes életfolyamatainak
biokémiai szint(i tanulméanyozasdhoz elengedhetetlen a proteinfoszforilacié vizsgélata.
A mikrocisztin altalunk kidolgozott el8éllitasi és tisztitasi modszere lehetéséget ad az
igen draga proteinfoszfataz inhibitorok mellett, vagy azok helyett egy Gjabb, egyszer(ien

és olcson elééllitott ilyen funkciéji reagens alkalmazaséra.

Osszefoglaléan elmondhatjuk, hogy egy magyarorszagi toxikus vizviragzasbol
szarmazd Microcystis aeruginosa izolatumbdl elséként kivontuk, tisztitottuk és

azonositottuk a toxint. A toxintisztitas modszerét egyszerdsitettiik; kidolgoztunk egy (j,
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hatékony, olcsé és huméanus toxicitasi tesztet az éltalanosan elfogadott egérteszt
kivaltasara. Megvizsgéltuk a cianotoxin hatasat mas szervezetekre, és meghataroztuk,
hogy ©kolégiai szempontbél milyen elénycket nytjthat a Microcystis aeruginosa

szaméara a toxin termelése.
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