MAGYAR TUDOMANYOS RKADEMIA
SZEGEDI BIOLOGIAI KOZPONT
NOVENYBIOLOGIAI INTEZET

A Microcystis aeruginosa
toxintermelése

Kos Peter

A doktori értekezes tézisei

1996.

N

il



Korunk egyik jelentds kémyezeti probléeméja egyes alga- és cianobactérium fajok
tomeges elszaporodasa, az Gn. vizviragzas. A jelenség jobbara a kémyezetszennyezéshez
kapcsolédik, bar az ezt eldsegité tényezket még nem ismeriiik kielegitéen. A cianobactérium
populaciok névekedésére szamos faktornak jelentés hatasa van, ilyenek pl. a fény, a
hémerséklet, a t6 morfoldgidja, a viz cirkulaciéja, a zooplankton taplalkozasa stb. E tényezék
az egyes fajok mennyiségét és aranyat egyarant meghatarozhatjak. A kémyezeti paraméterek
valtakozasa a dominans fajok szukcessziojat eredményezi.

A cianobactérium fajokok egy része megfelelé kémyezeti hatasokra a viz felszinén
osszegyilik, olykor vastag tajtckot képezve. Ezen fajok legtébbje toxinokat is termel. A
leggyakrabban elSfordulé toxinok szerkezete ismert, azonban nem ismerjik az ezek
termelddéséhez vezetdé biokémiai folyamatokat. Az egereken végzett toxicitasi tesztek adatai
azt mutatjdk, hogy a cianobacterilis toxinok a legerdsebb biologiai eredeti mérgek kézé
tartoznak.

A probléma tanulméanyozasdnak elengedhetetlan feltétele, hogy megfeleléen
reprodukalhaté, standard minéségi és mennyiségi analitikai modszerek alljanak rendelkezésre a
toxinok meghatéarozasara kiilonbdzé mintakban.

A cianotoxinoknak a tavak és viztarozok florajara és faunajara gyakorolt hatasat eleddig
még nem vizsgaltak részletesen.

A jelen munkénkban a leggyakrabban eléfordulé toxintermels cianobaktérium, a
Microcystis aeruginosa éltal termelt toxin tanulmanyozasaval foglalkoztunk. A termelt toxin
ciklikus heptapeptid valtozatok elegye; ezeket microcisztineknek nevezzik. Ot allando és két
valtozé aminosavbél allnak, relativ molekolatémegiik 1 kDa koriili. A legtébb laboratoriumi
izolatum egyidejileg tébb microcisztin  valtozatot termel. Ezideig tdbb mint 50 valtozatot
azonositottak. Ezek toxicitasa kiilénbdzé lehet. A leggyakrabban eléforduldé mikrocisztin
valtaozat a mikrocisztin-LR.

Az 1991-ben a velencei-tavi vizvirdgzas soran gyjtétt Microcystis aeruginosat izolaltuk.
Elkiilonitettitk a toxikus frakciét, és a HPLC analizis alapjan tébb mikrocisztin valtozat valoszin(
jelenlétét tapasztaltuk. Ezek kozil a két legnagyobb mennyiségben elSforduld osszetevét
tisztitottuk. Aminosav-analizis és NMR vizsgélat segitségével megéllapitottuk, hogy ezek
mikrocisztin-LR (a valtozé aminosavak: leucin és arginin) illetve mikrocisztin-YR (a valtozé
aminosavak: tirozin és arginin).

Egyszerdisitettilk a toxin tisztitasi médszert. Egy olya eljarast irtunk le, ami egyszertien
kivitelezhetd, és amivel az egyes komponenseket 94-98 %-os tisztasagét lehet elérni. Tovabba



a modszer nem igényel jelentds mioszerezettséget, igy olyan laboratériumokban is
alkalmazhaté, ahol preparativ HPLC nem &ll rendelkezésre.

Kidolgoztunk egy 0j tesztet a tisztitott toxnkomponensek és nyers mintédk toxicitdsanak
meghatarozasara. A modszer a mustéar (Sinapis alba) magok csiraztatasan alapul. A mintat
tartalmazo, agarral szilarditott tapoldatra vetett magokbol kifejléds csirandvények hossza a
minta toxicitasanak fiiggvényében kiilénbézik (elmarad) a kontroll csiranévények hosszatél. Az
eljaras az elterjedt egér-teszt felvaltasat teszi lehetdvé és azzal kézel azonos érzékenységt. Itt a
csirandvények hossza az egerek t(léls képességének megfelelen jellemzé a minta toxicitaséra.
Az ¢él6 szervezetben lejatszodo folyamatok rendkiviili sokfélesége és sokoldalti kolesénhatéasa
miatt e teszt nem specifikus, vagyis a toxin kvalitativ azonositasara (mint pl. az ELISA, HPLC
és egyéb modszerek) nem alkalmazhaté. Ugyanakkor, minthogy a tapoldatban a lipidek nem
oldédnak, az egér-tesztnél specifikusabb. (A teljes sejteket tartalmazé vizmintak vizsgalata
esettn a baktériumok toxikus sejtfal-alkotéi gyakran megnehezitik az egér-tesztek
eredményeinek értelmezését.) A mobdszer olyan laboratériumokban is alkalmazhaté, ahol
kisérleti egerek nem élinak rendelkezésre.

Vizsgaluk a cianotoxin teremelés biologiai jelentéségét, megkiséreltikk meghatarozni
azokat a varhaté elénydket, amelyek ellenstlyozzak a sejt szarazanyaganak mintegy 0,2 %-at
kitevs toxin szintézisével jard anyag- és energia vesztséget.

A cianobactériumok természetes élhelyeiken szamos szervezettel keriilnek kapcsolatba.
Ezek egymaésra is hatnak az éaltaluk termelt anyagokkal, illetve az oxigén, a tdpanyag, vagy a
féeny mennyiségét csékkentve stb. Tovabba e szervezetek a cianotoxinok hatasanak is ki
vannak téve. A zooplankton taplalkozéasa ilyen szempontbél szintén meghatarozé jelentéséegti
lehet. A sokféle lehetséges kélcsénhatas jobb megértése érdekében megvizsgaltuk a
mikrocisztin ~ kivonatoknak illetve a teljes Microcystis aeruginosa sejteknek a
cianobactériumokkal azonos élShelyen eléforduld élslények f8bb  csoportjainak egyes
jellegzetes képvisel6ire gyakorolt hatasat.

Ugy talaltuk, hogy a toxin nem gatolja az egysejtiiek (baktériumok, cianobactériumok,
algak) ndvekedését. A magasabbrend( névények azonban lassabban csiraznak és névekednek
Microcystis aeruginosa sejtek ill. microcisztin jelenlétében, és ez a névekedésgatlé hatas az
alkalmazott toxin koncentraci6jatol filgg. Szamos névényfajt megvizsgéltunk e tekintetben, és
mindegyiknél hasonlé tendencia volt megfigyelhets. Ugy gondoljuk, hogy e hatést figyelembe
kell venni a toxikus vizviragzasokat okozd cianobactériumok 8kolégiai szerepének megitélése

soran.



Drosopyla melangaster larvdkon egyértelm@ toxikus hatast mutattunk ki. Ez
egybehangzik a szlinyoglarvakkal (Aedes egypti) kapcsolatban leirtakkal. Figyelembe véve,
hogy a sz(iré zooplankton eddig tanulmanyozott képviselsire (f6ként Daphnia fajok) toxikusnak
bizonyult a microcisztin, feltételezhetjilk, hogy a toxin termelése Altalanossagban a
cianobactériumokkal taplalkozdé rovarok és zooplankton elleni védekezé funkcio. A
papucsallatkdkra (Paramecium caudatum) gyakorolt toxikus hatas is ezt latszik tovabb
valoszinfsiteni.

A mikrocisztinek a 2A tipust protein foszfatazok inhibitorai. Megvizsgaltuk egy toxint
nem termeld clanobactérium protein foszforilaciéjat mikrocisztin jelenlétében. Azt tapasztaltuk,
hogy mind in vitro, mind pedig in vivo megvaltozik a foszforilaciés profil a mikrocisztin
hataséara. A toxin nem okozott jelentés névekedés gétlast, igyhogy az emlitett valtozasnak nem
lehet lényeges szerepe a sejtek altalanos anyagcseréjében. Feltételeztik azonban, hogy
valamely védekez6 mechanizmusban szerepe lehet. E hipotézis ellndrzésére a
cianobactériumok virusfertézését vizsgaltuk meg.

A cianobactériumok virusait, a cianofagokat szigor gazda-specifitas jellemzi. Minthogy
a Microcystis aeruginosdnak nincsen ismert fagja, a Synechococcus sp.-AS-1 fag rendszert
vélasztottuk modellként. Kimutattuk, hogy az AS-1 fagok szaporodasa mikrocisztin jelenlétében
gétolt. Nem tudtunk ilyen hatast kimutatni E. coli-A fag rendszerben. A cianofagok lényeges
szerepet jatszanak az egyes fajok elszaporodasdnak és egymas kozotti  aranyuk
szabalyozasaban. Ugy gondoljuk, hogy a mikrocisztin produkcié lényeges szerepet jatszik a
cianobactériumoknak a fagok elleni védekezésében. Minthogy eleddig egyetlen cianofagot sem
izolaltak, amelynek toxintermels cianobactérium volna a gazdaszervezete, valdszintinek tartjuk,
hogy a mikrocisztin termelése evoliicios elényhdz juttatia az erre képes cianobactérium fajokat.

Munénk soréan tehat

\/ izolaltuk, azonositottuk és karakterizaltuk a Microcystis aeruginosa egy 0j

izolatumanak 6 toxin komponenseit.

/ Leirtunk egy olcsd, egyszeri, gyors és megbizhatd toxin tisztitdsi modszert,

valamint egy hasonlé elényékkel rendelkezé Gj toxicitasi tesztet.

/ Megvizsgéltuk a cianotoxinnak a cianobactériumokkal kélcsénhatasba keriild
szervezetek jellegzetes képviselire gyakorolt hat4sat.

/ Kimutattuk a toxintermelésbdl szdrmazé legvalédszin(ibb dkologiai elénydket.





