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Bevezetés

Az  édesvizekben  megjelend  cianobakteridlis
vizviragzasok szama az utobbi évtizedekben vilagszerte
megnovekedett, amelyhez a felszini vizek eutrofizacigja
nagymértékben hozzajarult. A toxikus vizviragzasok
gyakori alkotoja a Microcystis genusz.  Oriasi
valtozatossag jellemzi a Microcystis fajok altal termelt
biologiailag aktiv szekunder metabolitokat, amelyek
koziil a mikrocisztinek (MC) a legelterjedtebb cianotoxin
csoport. Egy masik csoport, a mikrogininek (MG) szintén
megjelennek vizvirdgzasokban az MC-ekkel egyiitt,
amelyek toxicitasa altalanossagban sokkal
alacsonyabbnak vélt (Janssen, 2019).

A mikrocisztinek  ciklikus  heptapeptidek, és
jellegzetes Adda (3-amino-9-metoxi-2,6,8-trimetil-10-
fenildeka-4,6-dienoiksav) aminosavat tartalmaznak. Az
eukariota protein foszfataz 1 ¢és 2A inhibitorai.
Indukéljak az intracellularis reaktiv oxigéngyokok (ROS)
képzddését, amely lipid, protein és DNS peroxidaciot
okoz (Pham és Utsumi, 2018; Stern és mtsai., 2019). A
viztérben perzisztens metabolitok. Az MC-k jelen vannak
a vizi taplaléklancban, azonban a magasabb trofikus
szinteken (pl. puhatestliek, kétéltiiek, halak, madarak) is
artalmasnak bizonyultak. Megfigyelték, hogy képesek
akkumulaloédni a fito- és zooplanktonban, valamint a
novényi ¢€s allati szovetekben egyarant (Pham és Utsumi,
2018).

A mikrogininek (MG) lineéris peptidek, melyekre
jellemz6 az Ahda (3-amino-2-hidroxi-dekansav) csoport,
¢s a C-terminalison 3-5 tovabbi aminosav allhat (Ishida
¢s mtsai.,, 1998), azonban 3-4 aminosavbol allo



variansokat is leirtak mar (Sano és Kaya, 1997; Stewart
¢s mtsai.,, 2018). A mikroginin termelést vilagszerte
leirtdk cianobaktérium izolatumokbol, de a természetben
detektalt koncentracidjarél (< 2,21 pg L7 eddig
minddssze egy tanulmdny szamolt be (Beversdorf és
mtsai., 2017). Toxicitasukrol kevés ismeret all
rendelkezésre. Akut toxicitasukrol gerinctelen ¢és hal
larva modell szervezeteken szamoltak be (Bober és
Bialczyk, 2017; Lenz ¢és mtsai., 2019; Fernandes és
mtsai., 2019) Jellemzben cink-metalloproteaz
inhibitorok, féleg angiotenzin-konvertalé enzim (ACE)
¢s aminopeptidaz (APM, LAP) gatlo aktivitasuk ismert
(Ishida és mtsai., 2000; Sano és mtsai., 2005; Lodin-
Friedman és Carmeli, 2018).

A dolgozat két részbdl all, amely a Microcystis fajok
altal termelt metabolit csoportokat tanulmanyozza. Az
els6 rész az MC-k toxicitasat vizsgalja terepi
koriilmények kozott, mig a masodik rész, az MG-k kéros
hatasait kutatja in vitro tesztrendszerekben. A munka
attekinti a mikrocisztinek és a mikrogininek toxicitasat
molekularis és  sejtszinten, valamint a ndvényi
szovetekben.

Célkitiuzeések:

1. Terepi koriilmények kozott egy hazai eutrdf viztérben
megjelend mikrocisztin termeld fajok megfigyelése, €s a
toxintermelés dinamikajanak, a toxin variablitasanak a
vizsgalata 3 éven keresztiil.

2. A extracellularis  (viztér) ¢és intracelluléris
(fitoplankton) mikrocisztin tartalom meghatarozasa a



vizviragzasok soran. A  fitoplankton  biomassza
toxicitasanak vizsgalata in vitro novényi rendszerben.

3. A vizvirdgzasnak kitett kornyezetbdl gytjtott
Ceratophyllum submersum vizi makrofita in situ
bioakkumulécids potencialjanak vizsgalata.

4, Laboratoriumi koriilmények kozott fenntartott
Microcystis  izolatumok  oligopeptid = mintazatanak
vizsgalata és oligopeptid monokomponensek tisztitasa
kromatografias és tomegspektrometrias modszerekkel.

5. Microcystis izolatum kivonatok novényi novekedésre
kifejtett hatasanak in vitro vizsgalata és Osszevetése egy
mikrocisztin termeld torzzsel.

6. Microcystis izolatumok kivonatanak ¢&s tisztitott
mikroginin tipusi monokomponensek citotoxikoldgiai és
genotoxikologiai hatdsainak vizsgélata, elemzése ¢és
Osszevetése mikrocisztin-LR és cilindrospermopszin
cianotoxinok hatasaival a metabolikusan aktiv, human
HepG2 sejtvonalon.

Anyag és modszer

A Bardos-tobdl (Gyula) 2011-2013 kozott gylijtottiink
fitoplankton és vizmintat a vizviragzasos teriiletr6l és
egy attol tavol esd, sejtmentes kontroll teriiletrdl. A
Ceratophyullum  submersum  mintakat  2012-ben
gyljtottiik. A cianobaktérium fajokat Komarek ¢és
Anagnostidis (1998) alapjan azonositottuk
fénymikroszkop segitségével.

A Microcystis B-14-01 torzs és F-14/9-S12-4-A-01
torzs izolatumokat nitrat tartalma Allen (Allen, 1968)
tapoldatban (5% CO: tartalmi siritett levego,



buborékoltatds, 26+1°C, 100 lu m? st) neveltik. A
sejteket aratas utan liofilizaltuk.

A liofilizalt Bardos-fitoplankton mintak extrakcidja
bidesztillalt vizzel tortént, mig a liofilizalt Béardos-viz
mintakat bidesztillalt vizben oldottuk. A Ceratophyllum
submersum ndévénymintak extrakcidja 99,8% metanollal
tortént, melyet oldoszermentesités utan bidesztillalt
vizben oldottunk a mérésekhez. Kivonatainkat ELISA és
mustar csirandvényteszt mérésekhez hasznaltuk.

A B-14-01 és F-14/9-S12-4-A-01 liofilizalt sejtekbol
metanolos (99,8%) kivonatot készittink. Az LC-MS
mérésekhez, és human sejtkulturan végzett kisérletekhez
a  kivonatokat etanolban  (50%), a mustar
csirandvészteszthez steril ultratiszta vizben oldottuk.

A liofilizalt sejtekb6él metanolos (99,8%) kivonatot
készitettink Vasas és mtsai. (2006) alapjan kisebb
modositasokkal. Az MC tartalmi Bardos-minta tisztitasa
DEAE-celluloz (DEAE-52) oszlop kromatografiaval
tortént. Az MG tartalma B-14-01 ¢és F-14/9-S12-4-A-01
izolatumokbodl torténd MG tisztitdst tobb 1épésben,
DEAE-celluloz, Toyopearl HW-40, C18 flash
kromatografias és C18 HPLC oszloptoltetek segitségével
végeztiikk Vasas és mtsai. (2002, 2013) és Bober és mtsai.
(2011) alapjan kisebb modositasokkal.

Az MC variansok azonositdsa a tisztitott Bardos-
mintabél MALDI-TOF modszerrel tortént (Vasas és
mtsai.,, 2013). Az MG tartalmi kivonatok metabolit
mintdzatat és az MG variansok aminosav szekvenciajat
LC-ESI-MS tomegspektrometridas modszerrel (Riba és
mtsai., 2019) hataroztuk meg.

A fitoplankton (intracellularis MC), sejtmentes
vizmintak (extracellularis MC) ¢és Ceratophyllum



submersumban akkumulalt MC tartalmat ELISA teszttel
hataroztuk meg a gyartd utasitasai szerint (Enzo Life
Sciences; ALX-850-319-KI101).

A DNS izolalasa fenolos-kloroformos modszerrel
tortént, mig a Microcystis és Planktothrix specifikus mcy
gének vizsgalatat PCR-ral és agardz gélelektroforézissel
végeztik (Farkas és mtsai., 2014).

A Bardos-fitoplankton kivonatok, valamint a B-14-01
¢s F-14/9-S12-4-A-01 torzs kivonatok fehér mustar
(Sinapis alba var. budakalaszi sarga) csirandvényekre
gyakorolt novekedésgatld aktivitasat a Kos és mtsai.
(1995) és Vasas és mtsai. (2002) alapjan kidolgozott
modszerrel (BGST) végeztiik kisebb modositasokkal.

A human hepatocellularis karcindma (HepG2) sejteket
37°C-on, 5% CO; tartalmt termosztatban tenyésztettiik,
Williams’ E médium, 15% FBS (foetalis borji szérum), 2
MM L-glutamin és 100 U mL? penicillin/sztreptomicin
tartalmt  sejtmédiumban. Pozitiv kontrollként a pro-
karcinogén benzo(a)pirént, a DNS szintézis inhibitor
etopozidot, ¢és a mikrocisztin-LR (MC-LR) ¢és
cilindrospermopszin (CYN) cianotoxinokat
alkalmaztunk.

A B-14-01 és F-14/9-S12-4-A-01 torzs kivonatok és a
tiszta mikrogininek hatdsat a citotoxicitdsra és
sejtproliferaciora az MTT teszttel a Mosmann (1983)
altal leirt modszer alapjan, Zegura és mtsai. (2008)
modositasaival mértik 24 és 72 Ords expozicidt
kovetden. A sejtek viabilitdsat az olddszer kontrollhoz
(0,1% etanol tartalma médium) viszonyitva hataroztuk
meg.

A cianobakterialis kivonatok és mikrogininek hatasat
a DNS szaltorések indukcidjara 4 és 24 oras expoziciot



kovetden a comet assay-vel vizsgaltuk (Singh és mtsai.,
1988; Zegura és mtsai., 2004).

A cianobakterialis kivonatok és MG-k hatasat a DNS
duplaszali torések indukcidjara a yH2AX assay-vel
mértiik 24 és 72 Oras expoziciot kovetden anti-H2AX
pS139-FITC antitest segitségével aramlasi citométerrel
(Hercog és mtsai., 2019).

A cianobakteridlis kivonatok ¢és MG-k hatasat a
genomi valtozasok indukcidjara a citokinézis-blokkolt
mikronukleusz teszttel (CBMN) vizsgaltuk 24 o6rés
expozicio utan, a sejtek fixalasat Straser és mtsai. (2011)
alapjan végeztik ¢és a kiértékelés Fenech (2000)
kritériumai szerint tortént.

Eredmények
I. Terepi tanulmany — Bardos-té

A Bardos-toban a 2011 és 2013-as évek soran a
Planktothrix —agardhii volt nagyobb aranyban a
vizviragzasban,  azonban a  2012.  augusztusi
vizviragzasban Microcystis sp. dominalt.

Az MC génklaszterek vizsgalatakor a Microcystis sp.
specifikus vizsgalt 6sszes gént (mcyA-E, G) detektaltuk a
2011.08.03., a 2012.08.22., ¢s 2013.08.26. mintakbol. A
Planktothrix sp. specifikus génklaszter elemei kozil
csupan az mcyT gént detektaltuk az Osszes minta
esetében. Eredményeink azt mutattdk, hogy az
mcy+/mcy- genotipusu Microcystis populaciok relativ
aranya eltért a harom év sordn, és az mcy+ genotipus a
2012-es évben szaporodott el a legnagyobb mértékben a
kdrnyezetben.



A 2012-es Microcystis  vizviragzasbol — négy
mikrocisztin varianst azonositottunk: MC-LR, MC-YR,
[Dha7] MC-RR ¢és MC-LY, mely varidansok a
kornyezetben gyakran jelennek meg.

Az extracellularis mikrocisztin tartalom vizsgalatakor,
a kontroll teriileten nem mutattunk ki mikrocisztint 2012
augusztusaban, azonban a vizvirdgzas teriiletérdl
szarmazd sejtmentes vizmintabol 7,31 £ 0,17 ug L MC
koncentraciot mértiink. A vizviragzas  teriiletérol
szarmaz6 fitoplankton mintdk 2012 augusztuséban 4,959
png mgl és 2013 augusztusiban 0,449 pg mg?
koncentracidban tartalmaztak intracellularis MC-t. A
tobbi mintavételi idépont esetében nem tartalmazott
detektalhaté mennyiségiit MC-t a fitoplankton kivonat.

Az extracellularis MC in situ bioakkumulacidjat
Ceratophyllum submersumban vizsgaltuk. A 2012-es
évben a viztér egy tavol es6 kontroll és egy vizviragzasos
teriiletr6l gytijtottiink az ott jellegzetes C. submersum
vizi makrofitdbol mintékat. A teljes MC koncentraciot a
vizviragzas teriiletér6l szarmazo C. submersum mintaban
1,01 £0,21 pg szt. gl-nak hataroztuk meg, mig a kontroll
teriiletrdl gy(ijtott mintdban 0,05 + 0,03 pg szt. gt MC
koncentraciot mértiink.

A vizviragzasok novényi novekedésre gyakorolt
hatasat in vitro rendszerben is tanulmanyoztuk. A 2012.
augusztusi vizviragzas kivonat volt a legtoxikusabb, 3,2
mg mL? koncentracidban jelentésen gitolta a
novekedést, (ICso 2,145 mg mL™Y). A 2013. augusztusi
minta kevésbé bizonyult toxikusnak, azonban 6,4 mg mL"
! koncentracioban jelentés novekedésgatlast (ICso 5,678
mg mL?) eredményezett. A két kivonat altali gitlas a
koncentraci6 fiiggvényében valtozott, a tobbi vizsgalt



kivonat azonban nem volt jelentds hatdssal a
csirandvények novekedésére.

I1. tanulmany — In vitro oligopeptid vizsgalatok

Két Microcystis izolatummal (B-14-01 és F-14/9-S12-
4-A-01 torzs) dolgoztunk. Ezen torzsek teljes kivonatabol
kideriilt, hogy tobb mikroginin (MG) varianst termelnek,
amelyek kivonatban meghatarozott aranyat MG
standardok hianyaban a kromatogramon kapott teljes
csucs alatti teriilet szazalékos aranyaban hataroztuk meg
LC-MS-sel. A B-14-01 cianobakterialis kivonatban az
LC-ESI-MS/MS fragmentacios mintazat alapjan MG 565
(8,98%; Ahda-Thr-Pro-Tyr), MG FR3 (21,08%; Ahda-
Thr-Pro-Tyr-Tyr), cyanostatin B (51,51%; Ahda-Tyr-
Melle-Pro-Tyr), MG GH787 (17,35%; CIlAhda-Tyr-
Melle-Pro-Tyr) variansokat azonositottunk, és egy MG-
szerli metabolitot, az MGL 402 varianst (1,02%; Ahda-
Thr-Pro) elséként irtuk le. Az F-14/9-S12-4-A-01 torzs
hasonld metabolit 0Osszetétellel rendelkezett, ennek
kivonatab6l 3 varianst azonositottunk: cyanostatin B
(68,11%), MG GH787 (29,32%) és MG FR3 (2,57%). A
kromatografids tisztitds igy kozel egyforma moddszerrel
zajlott, kisebb modositasokkal, €s a tisztitasi hatékonysag
végiil a tisztitott komponensekre 17,51 mg O0ssztomeget
adott 70 g liofilizalt sejtbol.

A B-14-01 és F-14/9-S12-4-A-01 torzs kivonatok
novekedésgatlo  aktivitdsanak vizsgalatdhoz pozitiv
kontrollként az ismert, gatlo hatasi MC termeld,
Microcystis aeruginosa BGSD 243 torzset (Debreceni
Egyetem Novénytani Tanszék, torzsgylijtemény; Vasas
és mtsai.,, 2006) hasznaltuk. A B-14-01 torzs kivonat



jelentdsebb, bioldgiailag relevans novekedésgatlast
okozott > 3,2 mg mL™ koncentracioban (ICso 16,217 mg
mL?), mig az F-14/9-S12-4-A-01 kivonatnak erésebb
gatld hatasa volt (ICso 5,5 mg mL7), statisztikailag
szignifikans aktivitist > 3,2 mg mL? mértiink.
Megfigyeltiik az MG tartalma kivonatok esetében a 0,8-
1,6 mg mL? koncentraciok enyhe novekedésserkentd
hatasat. A BGSD 243 torzs gatlo hatdsa koncentracio-
fliggden valtozott (ICso 0,076 mg mL™). Eredményeink
elséként igazoltak az MG tartalmi cianobakterialis
kivonatok novekedésgatlo aktivitasat.

A cianobakterialis kivonatok és tiszta MG-k hatasat a
ords expoziciot kovetden hataroztuk meg. A B-14-01
kivonat jelentésen csokkentette a viabilitast 24 ora utan,
Kb. 14% és 33%-kal 625 és 10 pg szt. mL™
koncentraciokban (ICso 214,8 + 1,19 ug szt. mL™?). Az F-
14/9-S12-4-A-01 kivonat toxikusabbnak bizonyult 24
oras expoziciot kovetden (ICso 58 = 2,07 pg szt. mL™?),
30%-kal csokkentette a HepG2 sejtek viabilitasat 6,25 pg
szt. mL? koncentracioban. A tiszta MG-k nem voltak
hatéassal a sejtéletképességre a vizsgalt koncentracidkban
az oldoszer kontrollhoz képest. A 72 oras expozicid utan
a B-14-01 kivonat koncentracio fliggd moddon
1,05 pg szt. mL?). Azonban az F-14/9-S12-4-A-01
kivonat kevésbé bizonyult toxikusnak (ICso 279,08 +
3,92ug szt. mL1). A legerésebb MG varians az MGL 402
volt, kb. 22 és 42%-0s viabilitas csokkenéssel 50 és 100
nug mL™? koncentracioban 72 oras expoziciot kovetden.
Az MG FR3 kevésbé volt citotoxikus, 23 és 20%-0S
csokkenést figyeltink meg 50 és 100 pg mL?



koncentraciokban. Az MG GH787 és cyanostatin B
variansok jelentésen csokkentették a sejtproliferaciot
25%-kal 25 pg mL! koncentricioban, azonban a
legmagasabb vizsgalt koncentracioban (100 pg mL™Y) az
MGL 402 varianshoz képest alacsonyabb aktivitast, 32%
¢s 30%-os csokkenést meértink az MG GH787 és
Cyanostatin B variansoknal. Az MG 565+cyanostatin B
komponensek egyiittes hatasara egyediil 6,25 pg mL*
koncentracioban figyeltink meg szignifikans, 32%-0S
csOkkenést, azonban a magasabb koncentraciokban nem
volt jelentds eltérés a kontrollhoz képest. Az MC-LR (1
ug mL™?) és CYN (0,5 pg mL™?) toxinok esetében 24 6rat
kovetden nem figyeltiink meg szignifikans eltérést a
HepG2 sejtek viabilitasaban, ellenben 72 6ra elteltével a
CYN jelentOsen, kb. 55%-kal csokkentette a proliferaciot
a kontrollhoz képest, mig az MC-LR nem volt hatdssal a
proliferaciora.

A comet assay-ben 4 és 24 oras expoziciot kovetden a
B-14-01 kivonat koncentracio és id6 fiiggd modon > 0,01
ng szt. mL? koncentracioban ndvelte a DNS kérosodas
mértékét, és az F-14/9-S12-4-A-01 kivonat alacsonyabb
aktivitassal, > 0,1 ug szt. mL™ koncentracioban indukalta
a DNS szaltorések képzodését. 4 oras kezelés utan a
cyanostatin B, MG 565+Cyanostatin B, MG GH787 és
MG FR3 statisztikailag szignifikansan novelte a DNS
szaltorések képzédését > 0,1 ug mL?, mig az MGL 402
varians > 1 pg mL? koncentricioban. A 24 oras
expoziciot kovetden a kontrollhoz képest az MGL 402
szignifikinsan (> 0,01 pg mL?) indukalta a DNS
szaltoréseket, igy a legerdsebb genotoxikus potencialt
figyeltiik meg ennél a variansnal. Mig a cyanostatin B és
MG GH787 variansok > 0,1 pg mL™ koncentraciéban, az
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MG FR3 indukalta a legkisebb mértékben (1 pg mL?) a
DNS szaltorések képzodését. Az MG 565+cyanostatin B-
vel kezelt sejtek 4 6ra utan > 0,1 ug mL™, 24 6ra utan > 1
nug mL™? koncentracioban indukaltak DNS szaltoréseket
statisztikailag szignifikdnsan, tehat a 24 o6rés expoziciot
kovetden alacsonyabb genotoxikus aktivitast figyeltiink
meg, mint a cyanostatin B varians esetében Onalloan.
Vizsgalataink soran a CYN (0,5 pg mL™) hatasara (4 és
24 ora) statisztikailag szignifikans mértékli DNS
karosodast figyeltiink meg.

A 24 és 72 oras expozicid utan a B-14-01 és F-14/9-
S12-4-A-01 cianobakterialis kivonatok (1 pg szt. mL™?)
és tiszta MG-k (1 pg mL?') nem indukaltdk a yH2AX
fokuszok szamanak emelkedését a kontrollhoz képest,
azaz nem indukaltak DNS kett0s szaltoréseket.

A B-14-01 és F-14/9-S12-4-A-01 cianobakterialis
kKivonatok (1 pg szt. mL?) és MGL 402, MG FR3,
cyanostatin B, MG 565+cyanostatin B, MG GH787
variansok (1 pg mL?) hatdsat a HepG2 sejtek genomi
instabilitdsdra 24 oOrds expozicidt kovetden hataroztuk
meg. A B-14-01 kivonat nem volt hatidssal az MNed
sejtek (mikronukleuszt tartalmazo binuklearis sejtek),
MNi (mikronukleuszok) és NBUD (nuklearis riigyek)
gyakorisagara, azonban az NPB (nukleoplazmahidak)
gyakorisaga > 2-szeres volt a kontrollhoz képest. Az F-
14/9-S12-4-A-01  kivonat  hatasara  statisztikailag
szignifikansan ndtt az MNed sejtek és MNi gyakorisaga,
habar a valasz kisebb, mint 2-szeres volt, és az NPB és
NBUD gyakorisagara nem volt hatdssal kivonat. A tiszta
MG-k koziil csak az MG GH787 varidns indukalt
szignifikans pozitiv, > 2-szeres MNed sejt, MNi és NPB
gyakorisagot a kontrollhoz képest. A cyanostatin B,

11



MGL 402 ¢és MG FR3 hatasara szignifikansan nétt az
MNed sejtek és az MNi gyakorisdga, azonban ez az
emelkedés kisebb, mint 2-szeres volt. Tovabba a
cyanostatin B varians, amely szerkezetileg nagyon
hasonlo az MG GH787-hez (klorozott cyanostatin B),
jelentésen, 1,7-szeresen novelte az MNi gyakorisagat,
tehat hatassal volt a genomi instabilitds indukciojara a
HepG2 sejtekben. Az MG 565+cyanostatin @ B
metabolitok egyediil az NPB gyakorisagat novelték, tehat
egylittes hatasuk eltért a cyanostatin B hatdsatol. Ez a
megfigyelés szintén dsszhangban van a DNS szaltorések
indukcidja soran, a két MG varidns egylittes hatasara
tapasztalt kisebb mértékli DNS kérosodassal. A
citokinézis-blokkolt proliferacios index (NDI) értéke nem
csokkent a cianobakterialis kivonatok és mikrogininek
hatasara. A cianotoxin kontroll CYN hatasara az NBUD
gyakorisag szignifikans, bioldgialiag pozitiv emelkedését
detektaltuk, amellett novelte az MNed sejtek és az MNi
gyakorisagat > 2-szeresen, és az NDI értékét a HepG2
sejtekben statisztikailag szignifikansan csokkentette.

Osszegzés

A terepi tanulmdny a kutatdcsoportunk elézetes
megfigyelésein alapult, amely szerint a Microcystis
alkotta vizvirdagzas a 2000-es évek elején Oriasi
mennyiségi.  MC-t  termelt. Komplex kornyezeti
tanulmanyunkban 3 éven keresztil (2011-2013)
vizsgaltuk a viztérben el6forduld és valds é€lettérben
lejatszodd  jelenségeket. A Bardos-toban 2012
augusztusaban Microcystis sp. dominans vizviragzast
figyeltiink meg, mig a 2011-es és 2013-as években a
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Plankothrix agardhii volt a f6 vizviragzast alkoto faj. A
bioszintézis génklaszter analizissel bizonyitottuk a mcy+
genotipusu populaciok jelenlétét, és hogy a Microcystis
sp. volt felelés az MC termelésért 2012 augusztusaban. A
2012. augusztusi toxikus vizviragzas soran gyakori MC
variansokat azonositottunk. A cianotoxin koncentraciok
erdsen korrelaltak a mustdr csirandvénytesztben
megfigyelt toxicitassal, melyben a 2012. augusztusi
kivonat gatolta a novekedést a legerésebben. A
Ceratophyllum submersum alameriilé vizi makrofita
magas koncentracidban akkumulalt MC-t a toxikus
viztérben. A ndvényi szovetekben valdo  toxin
felhalmozddas és a viztérben mért toxin koncentraciok
ismeretében  pontosabb  képet kapunk a MC
bioakkumulacios folyamatairol. Ez fontos, ugyanis a
legtobb MC bioakkumulécids tanulmany laboratoriumi
koriilmények kozott zajlik, ahol a kisérletek soran a kiilso
kornyezeti tényezOk alig vagy egyaltalin nem
érvényesiilnek. A valos kornyezetben megfigyelt MC
toxin akkumulaci6 a viztérben ¢él6 Ceratophyllum
submersumban igazolta, hogy az MC hosszi id6n at a
viztérben marad, és a toxin akkumulacidja révén a
sejtszintll  folyamatokra is karos hatassal lehet.
Eredményeink ramutattak annak jelentéségére, hogy tobb
olyan tanulméanyra van sziikség, ahol a toxikus
vizviragzasokhoz kapcsolodéan a valds kornyezetben
lezajlo folyamatokat atfogdan vizsgaljak.

A masodik tanulmany hatterében olyan Microcystis
laboratoriumi  izoldtumokkal dolgoztunk, amelyek
mikroginin termelék. Munkank sordn pontosabb képet
kaptunk az MG-k toxicitasar6l, human sejtkultiras és
ndvényi tesztrendszerekben. Munkank soran két hasonlo
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oligopeptid  mintazattal  rendelkez6  Microcystis
izolatumbol azonositottunk és tisztitottunk MG FR3,
MGL 402, MG 565, MG GH787 és cyanostatin B
variansokat, amelyek koziill az MGL 402 varidnst
elséként irtuk le. A Sinapis alba csirandvény
tesztrendszerben  végzett  vizsgalatunkkal — eldszor
igazoltuk az MG tartalmt cianobakterialis kivonatok
novényi novekedésgatld aktivitasat, amelyek az MC
tartalmu kivonathoz képest kisebb gatlast indukaltak. A
HepG2 sejtvonalon végzett vizsgalataink soran az MG
tartalmu cianobakterialis kivonatok ¢&s tiszta MG-K
kisebb ~ mértékli  citotoxicitasat  figyeltik  meg.
Vizsgalatainkkal kimutattuk, hogy a HepG2 sejtekben a
cianobakterialis kivonatok ¢és mindegyik vizsgalt MG
varians DNS karosodast indukal. Igazoltuk, hogy a
cianobakterialis kivonatok és tiszta mikrogininek 4 és 24
oras expoziciot kovetden DNS szaltoréseket indukaltak,
azonban 24 ¢és 72 Oras expoziciot kovetden sem
indukalnak DNS kettés szaltorést. Bizonyitottuk, hogy
egyes MG variansok a genomi instabilitdsra is hatassal
vannak, illetve a cianobakterialis kivonatok hasonld
aktivitdst mutattak a kivonatban dominians MG
variansokkal. Eredményeink ravilagitanak arra, hogy a
mikrogininek veszélyt jelenthetnek a vizi 6koszisztémara
€s az emberre egyarant. Az emberi szervezetben a
genotoxikus  metabolitok olyan sulyos  kronikus
betegségek kialakulasaval hozhatok sszefiiggésbe, mint
a karcindma, mig a vizi kdrnyezetben a vizi szervezetek
reprodukcios képességére vannak karos hatassal. Jelen
tanulmany tanulsaga, hogy az MG-k potencidlis kéros
hatdsainak vizsgalata iddszerli és sziikséges, mivel még
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nem all rendelkezésre elég informacid, hogy a kornyezeti
¢és kozegészségiigyi kockazatot felmérjiik.

Uj tudoményos eredmények

- Komplex kornyezeti tanulményban igazoltuk, hogy az
eutrof viztérben (Bardos-td) a kornyezeti mintdkban
mcy+  genotipusu  populdciok  elofordulnak, és
alatdmasztottuk, hogy a  viztérben megjelend
vizvirdgzasokban a  mikrocisztin  termelésért a
Microcystis sp. a felelds.

A kornyezeti tanulmanyban az eutr6f viztérben jelentds

mennyiségi intracelluléris és extracelluldris
mikrocisztint mutattunk ki. Bizonyitottuk, hogy a
toxikus viztérben egyértelmilen megvalosult a MC
bioakkumulacidja az ott é16 Ceratophyllum submersum
alameriild  vizi  makrofitdban, = mely  magas
koncentracioban akkumulalta a toxint.

Els6ként irtuk le az MGL 402 mikroginin varianst.
Igazoltuk, hogy mikroginin tartalmi cianobakterialis
kivonatok, valamint tiszta mikrogininek hatassal vannak

crer

Els6ként irtuk le a B-14-01 és F-14/9-S12-4-A-01
mikroginin tartalma cianobakterialis kivonatok és az
MGL 402, MG FR3, cyanostatin B, MG GH787, MG
565+cyanostatin B tiszta mikrogininek genotoxikus
aktivitasat HepG2 sejteken. Bizonyitottuk, hogy
indukaljak a DNS szaltorések képzodését, azonban a
DNS kettds szaltorések képzodését nem.
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- Kimutattuk, hogy a MG GH787 ¢és cyanostatin B
variansok, és a B-14-01 kivonat hatassal vannak a
genomi valtozasok indukcidjara HepG2 sejtekben.

- Igazoltuk a mikroginin tartalmu cianobakteridlis
kivonatok novekedésgatld hatasat Sinapis alba
csirandvénytesztben.
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Introduction

The occurrence of cyanobacterial water blooms in
fresh waters has been raised in the past few decades due
to eutrophication. Toxic cyanobacterial blooms
(cyanoHABs) are commonly formed by Microcystis in
freshwater ecosystems. They produce a wide range of
bioactive secondary metabolites from which the most
ubiquitously present group is the microcystins (MC).
Another group, the microginins (MG) is also present in
co-occurrence with microcystins (MCs) and it is
generally believed that toxicity of MGs is much lower
than that of MCs (Janssen, 2019).

MCs are cyclic heptapeptides containing Adda (3-
amino-9-metoxy-2,6,8-trimethyl-10-phenyldeca-4,6-
dienoic acid) moiety. MCs are known to inhibit protein
phosphatase 1 and 2A. They induce the formation of
intracellular reactive oxygen species (ROS) which can
lead to lipid, protein and DNA peroxidations (Pham and
Utsumi, 2018; Stern et al., 2019). MCs are persistent
metabolites in fresh waters. They are present through the
food chain, however at higher trophic levels (e.g.
molluscs, bivalves, fish, birds) they have been shown to
be harmful as well. Bioaccumulation of MCs in
phytoplankton, zooplankton as well as in plant and
animal tissues was observed (Pham and Utsumi, 2018).

Microginins (MGs) are linear peptides consisting of a
decanoic acid derivate, 3-amino-2-hydroxy-decanoic acid
(Ahda) and three to five additional amino acids at the C-
terminal end (Ishida et al., 1998), though variants with
three or four amino acids were also reported (Sano and
Kaya, 1997; Stewart et al., 2018). The production of



MGs has been observed worldwide from isolated strains;
however, their environmental concentrations in eutrophic
lakes up to 2.21 pg L were reported in one study only
(Beversdorf et al., 2017). The data on toxic activity of
microginins are scarce. To the best of our knowledge,
there are only three studies addressing acute toxicity of
microginins on animal model organisms (Bober and
Bialczyk, 2017; Lenz et al., 2019; Fernandes et al.,
2019). MGs are zinc metalloprotease inhibitors and were
reported to inhibit angiotensin-converting enzyme
(ACE), aminopeptidase ™M (APM) and leucin
aminopeptidase (LAP) (Ishida et al., 2000; Sano et al.,
2005; Lodin-Friedman and Carmeli, 2018).

The present work includes two sections studying two
oligopeptide groups produced by Microcystis sp. The
first is studying the toxicity of MCs under field
conditions and the second is studying in vitro the adverse
effects of the MGs at molecular and cellular level as well
as in the vascular plant.

Aims of the study

1. Our purpose was to observe the water bloom events
during 3 years while we aimed to identify the bloom-
forming and MC producer species, as well as to study the
dynamics of toxin production and variability of toxins
under field conditions.

2. We aimed to determine the extracellular and
intracellular MC content in the eutrophic Lake Béardos,
and to evaluate the toxicity of the phytoplankton samples
in in vitro plant test.



3. Study the MC bioaccumulation potential of the
aquatic macrophyte Ceratophyllum submersum affected
by water blooms in the real environment.

4. Our goal was to describe the oligopeptide patterns of
laboratory cultured Microcystis isolates and to purify the
compounds  with  column  chromatography-mass
spectrometry methods.

5. We aimed to study the influence of the cyanobacterial
extracts containing MGs in in vitro plant system, in
comparison with an extract of a well-characterized MC
producer strain.

6. We aimed to determine the in vitro cytotoxicity and
genotoxicity of the cyanobacterial extracts of Microcystis
isolated strains as well as pure microginin congeners in
the experimental model with human hepatocellular
carcinoma cell line HepG2.

Materials and methods

All samples were collected from the Hungarian Lake
Bérdos from cyanoHAB site and a distant, control site
between 2011 and 2013. Ceratophyllum submersum
samples were collected in 2012. Morphological
characteristics of cyanobacterial species were identified
and classified according to Komarek and Anagnostidis
(1998).

Microcystis sp. B-14-01 and F-14/9-S12-4-A-01
strains were isolated and further cultured in nitrate-
containing Allen medium (26+1°C, continuous
illumination (100 lu m? s%), bubbling with sterile air



containing 5% CO2) (Allen, 1968). Subsequently, cells
were harvested and lyophilized.

The lyophilized phytoplankton (cyanobacterial)
samples from the water blooms of Lake Bardos were
extracted using deionized ultrapure water. The
lyophilized water samples from the HAB and control
sites were dissolved in deionized ultrapure water.
Ceratophyllum plant samples were extracted using 99.8%
methanol, the extracts were concentrated in a rotary
evaporator and were dissolved in deionized ultrapure
water for ELISA and Blue-green Sinapis (BGST) tests.

Lyophilized cyanobacterial cells from B-14-01 and F-
14/9-S12-4-A-01 strains were extracted using 99.8%
methanol, evaporated and dissolved in 50% ethanol for
analytical measurements and toxicity bioassays. Samples
were dissolved in sterile ultrapure water for BGST tests.

For the purification of MCs and MGs, lyophilized
cyanobacterial cells were extracted using 99.8%
methanol according to Vasas et al. (2006) with minor
modifications. The MC containing sample was loaded
onto a DEAE-cellulose (DEAE-52) column. For the
purification of MGs from B-14-01 and F-14/9-S12-4-A-
01 isolates, we used DEAE-cellulose, Toyopearl HW-40
cartridges (Vasas et al., 2002, 2013) and C18 flash and
C18 HPLC columns according to Bober et al. (2011)
with minor modifications.

The identification of MC congeners was performed
with  MALDI-TOF mass spectrometer as described
previously (Vasas és mtsai., 2013). The peak fractions
collected in each chromatography step as well as
cyanobacterial extract composition were analysed with a
liquid chromatography-electrospray  ionization-mass



spectrometry (LC-ESI-MS/MS) method according to
Riba et al. (2019).

Quantitative measurement of total microcystin content
in water bloom (intracellular MC), water (extracellular
MC) as well as Ceratophyllum submersum plant samples
was carried out by ELISA kit (Enzo Life Sciences; ALX-
850-319-K101) according to the manufacturer's
instructions.

DNA extraction was carried out using phenol-
chloroform method, while the Microcystis and
Planktothrix specific mcy gene clusters were analysed
using PCR and agarose gel electrophoresis (Farkas et al.,
2014).

The Blue Green Sinapis Test (BGST, Sinapis alba var.
budakaldszi sarga) (Kos et al., 1995; Vasas et al., 2002)
was performed with minor modifications to measure the
inhibition of plant growth caused by cyanobacterial
extracts from phytoplankton samples of Lake Bardos as
well as B-14-01 and F-14/9-S12-4-A-01 strains.

HepG2 cells were grown at 37°C and 5% CO:2 in
Williams” medium E supplemented with 15% foetal
bovine serum, 2 mM L-glutamine and 100 U mL™*
penicillin/streptomycin. ~ As  positive controls in
genotoxicity assays, BaP (benzo[a]pyrene) and etoposide
were used as well-established pro-carcinogen and DNA
synthesis inhibitor, respectively. In addition, microcystin-
LR (MC-LR) and cylindrospermopsin (CYN) were
included as cyanotoxin controls.

The cytotoxicity of cyanobacterial B-14-01 and F-
14/9-S12-4-A-01 extracts and purified compounds was
determined after 24 and 72 h exposure by MTT assay
according to Mosmann (1983) with minor modifications



(Zegura et al., 2008). The viability of treated cells was
determined by comparison with vehicle control (medium
containing 0.1% ethanol).

The induction of DNA breaks by the cyanobacterial
extracts and MGs was determined after 4 and 24 h
exposure with the alkaline comet assay described by
Singh et al. (1988) with minor modifications (Zegura et
al., 2004).

The induction of DNA double-strand breaks by the
cyanobaterial extracts and MGs was determined after 24
and 72 h exposure with the yH2AX assay on flow-
cytometer using anti-H2AX pS139-FITC antibody
(Hercog et al., 2019).

The influence of cyanobacterial extracts and MGs
after 24 h exposure on genomic instability of HepG2
cells was evaluated with the CBMN assay (Fenech, 2000)
with minor modifications. HepG2 cells in the assay were
processed as described by Straser et al. (2011).

Results
I. Field study — Lake Bardos

During the water bloom events of 2011 and 2013, the
dominant bloom-forming species was Planktothrix
agardhii. However, we observed difference with the
massive presence of Microcystis sp. in August 2012.

All of the Microcystis specific MC biosynthesis genes
(mcyA-E, G) were detected in the samples collected at 3
Aug 2011, 22 Aug 2012 and 28 Aug 2013. However,
from Planktothrix specific MC biosythesis genes all



samples were only mcyT+. The results showed the
presence of mcy+/mcy- Microcystis genotype populations
during each year, and that the mcy+ genotype was spread
during 2012.

Four different variants of microcystins were detected
in the purified cyanobacterial sample in 2012: MC-LR,
MCYR, [Dha7] MC-RR and MC-LY, which are
commonly present in fresh water cyanobacterial blooms.

In August 2012, microcystins were not detected in the
water samples of the control area, while from the area of
the water bloom (HAB site) their concentration was 7.31
+ 0.17 pg L. The cyanobacterial extract from August
2012 contained 4.959 pug mg dw™ microcystins, and from
August 2013 contained 0.449 pg mg dw? MC. On other
sampling dates microcystins content were not detected.

Bioaccumulation of the extracellular MC in the water
body was measured in Ceratophyllum submersum plant
tissues. In 2012, samples of C. submersum macrophyte
were collected from a distant control site and from the
blooming (HAB) site. Concentration of microcystins in
plant sample from the area of the water bloom was 1.01 +
0.21 ug g dw *, while from the control area it was 0.05 +
0.03 pg g dwl. Further, the effect of the cyanobacterial
phytoplankton samples on plant growth was studied in
vitro with the BGST test. Cyanobacterial extracts from
August 2012 and August 2013 significantly inhibited the
growth at 3.2 and 6.4 mg mL?' concentrations,
respectively. The sample from August 2012 resulted to
be more toxic, where the ICso was calculated as 2.145 mg
mLt. The growth of seedlings treated with the
phytoplankton extract from August 2013 was less
inhibited, which resulted a 5.678 mg mL™ of 1Cso. While



the extracts from the other sampling dates did not inhibit
the seedling growth.

I1. study — In vitro study of oligopeptides

Two Microcystis isolates (B-14-01 and F-14/9-S12-4-
A-01 strains) were used in this study. These strains
produced various microginin (MG) congeners. The peak
areas of the detected MG congeners within their
cyanobacterial extracts were calculated as percentages of
the detected compounds. LC-ESI-MS/MS analysis of the
cyanobacterial extracts showed that the Microcystis sp.
B-14-01 strain produced MG 565 (8.98%; Ahda-Thr-Pro-
Tyr), MG FR3 (21.08%; Ahda-Thr-Pro-Tyr-Tyr),
cyanostatin B (51.51%; Ahda-Tyr-Melle-Pro-Tyr), MG
GH787 (17.35%; CIAhda-Tyr-Melle-Pro-Tyr) congeners,
and a MG-like metabolite, MGL 402 (1.02%; Ahda-Thr-
Pro), which we described here for the first time. The
extract of the cyanobacterial strain F-14/9-S12-4-A-01
contained a set of identical congeners, namely
cyanostatin B (68.11%), MG GH787 (29.32%) ¢s MG
FR3 (2.57%). Therefore, the purification of MGs was
performed only with minor modifications from the two
extracts, and 17.51 mg of total MG was yielded from 70
g lyophilized cells.

The effect of B-14-01 and F-14/9-S12-4-A-01
cyanobacterial extracts containing MGs on plant growth
was studied with the BGST test. As a positive control we
applied the MC producer, BGSD 243 strain originated
from the culture collection of Department of Botany,
University of Debrecen (Vasas et al., 2006). The
cyanobacterial extracts with MGs significantly reduced



the growth at > 3.2 mg mL™. Both of the cyanobacterial
extracts containing MGs showed lower activity on
growth inhibition compared to BGSD 234 extract (ICso
0.076 mg mL™). On the other hand, the ICso of the F-
14/9-S12-4-A-01 extract was 3 times lower (ICso 5.5 mg
mL) than that of B-14-01 extract (ICso 16.217 mg mL
1. We also observed that both extracts at 0.8-1.6 mg mL"
! concentration range stimulated the seedling growth.
This is the first report of cyanobacterial extracts
containing MGs inhibiting plant seedling growth.

The viability and proliferation of HepG2 cells were
determined after 24 and 72 h exposure, respectively. The
B-14-01 cyanobacterial extract significantly reduced the
cell viability by approximately 14% and 33% at 6.25 and
10 upg dry weight of cyanobacterial extract mL™,
respectively, (ICso 214.8+1.19 ug dry weight mL™?). The
F-14/9-S12-4-A-01 cyanobacterial extract was more
cytotoxic after 24 h exposure (ICso 58+2,07 pg dw mL™Y),
reducing the viability of HepG2 cells by approximately
30% at 6.25 pug dw mL™. Pure microginins did not affect
cell viability at tested concentrations compared to vehicle
control. After 72 h exposure the B-14-01 cyanobacterial
extract concentration dependently reduced cell
proliferation (ICso 211.5+1.05 pg dry weight mL™?).
However, F-14/9-S12-4-A-01 extract showed lower
cytotoxic effect (ICsp 279.08+3.92 pug dw mL™). The
most potent MG congener was MGL 402 with
approximately 22 and 42% decrease of cell viability at 50
and 100 pg mL™?, respectively. MG FR3 showed lower
cytotoxic activity with approximate reduction for 23 and
20% at 50 and 100 pg mL™, respectively. MG GH787
and cyanostatin B showed similar cytotoxic activity with



significant decrease of cell viability at 25 ug mL? for
approximately 25%; however, at the highest tested
concentration (100 pg mL™) these two congeners showed
lower activity (32% and 30%, respectively) compared to
MGL 402. The congeners MG 565+cyanostatin B
significantly, by approximately 32% reduced the cell
viability only at 6.25 ug mL* concentration, however, at
higher concentrations no significant effect was observed
compared to control. For MC-LR (1 pg mL™) and CYN
(0.5 ng mL1) after 24 h exposure, no significant effect on
cell viability was observed. After 72 h, CYN decreased
cell proliferation for approximately 55% compared to
control, while MC-LR had no significant effect.

The cyanobacterial extracts induced concentration and
time dependent increase of DNA damage after 4 and 24 h
of exposure. The extract B-14-01 and F-14/9-S12-4-A-01
increased DNA damage statistically significantly at
concentrations > 0.01 pg dw mL™* and > 0.1 pg dw mL™,
respectively at both exposure times. Cyanostatin B, MG
565+cyanostatin B, MG GH787 and MG FR3 induced
statistically significant increase of DNA strand breaks
after 4 h exposure at concentrations > 0.1 ug mL?, while
MGL 402 increased DNA damage at concentrations > 1
ug mLt After 24 h, MGL 402 was the most potent
variant inducing DNA damage at concentrations > 0.01
ng mL:. Cyanostatin B and MG GH787 significantly
increased DNA damage at concentrations > 0.1 pg mL™.
MG FR3 was the least potent variant inducing only slight
though statistically significant increase of DNA damage
at 1 ug mL* compared to control. MG 565+cyanostatin
B increased DNA damage at > 1 pg mL™? after 24 h
exposure which showed less genotoxic potential as it was
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observed for cyanostatin B alone. CYN (0.5 pug mL™)
increased DNA damage statistically significantly at both
exposure times.

After 24 and 72 h exposure to cyanobacterial extracts
B-14-01 and F-14/9-S12-4-A-01 (1 pg dw mL™) and
MGs (1 pg mL™?) the induction of DSBs was analysed by
flow cytometry. None of the studied MGs statistically
significantly increased the formation of YH2AX foci.

The influence of cyanobacterial extracts B-14-01 and
F-14/9-S12-4-A-01 (1 pg dw mL™?) and MGL 402, MG
FR3, cyanostatin B, MG 565+cyanostatin B, MG GH787
(1 ng mLY) on genomic instability of HepG2 cells after
24 h of exposure was evaluated with the CBMN assay.
B-14-01 extract did not affect the frequencies of MNed
cells, MNi and NBUDs, while the number of NPBs was
increased for more then 2-fold compared to control
group. F-14/9-S12-4-A-01 extract increased the
frequencies of MNed cells and MNi which was less then
2-fold compared to control. Only MG GH787 statistically
significantly increased the frequencies of the MNed cells,
MNi and NPBs that were more then 2-fold higher
compared to control group. Cyanostatin B, MGL 402,
MG FR3 statistically significantly increased the
frequencies of MNed cells and MNi; however, the
increase was less than 2-fold compared to control.
Nevertheless, we can notice that cyanostatin B, the
structurally formula of which is very similar to the one of
MG GH787 (chlorinated cyanostatin B), significantly
increased the frequency of MNi for 1.7-fold compared to
control indicating some influence on genomic instability
of HepG2 cells. MG 565+cyanostatin B increased the
frequency of NPBs only which was different from the
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effects of cyanostatin B congener alone. This observation
resembles the effects observed in comet assay, where the
MG 565+cyanostatin B induced less DNA damage as
cyanostatin B alone. The NDI (nuclear division index)
was not reduced by the cyanobacterial extracts and MGs
compared to control group. CYN significantly increased
the frequencies of the MNed cells, MNi and NBUDS for
2-fold compared to control and statistically significantly
reduced the NDI.

Summary

The first part, a field study, was based on the
observations of a toxic, MC producing Microcystis
aeruginosa waterbloom event detected in the early
2000s. In our work, we studied the toxicity of MCs under
field conditions during 3 years (2011-2013) in Lake
Bérdos (Gyula, Hungary). During the waterbloom of
August 2012 Microcystis sp. was the dominant species in
Lake Bardos, while in 2011 and 2013 Planktothrix
agardhii was the main bloom-forming species. The
analyses of the biosynthesis genes proved mcy+
population overgrowth in the phytoplankton sample of
August 2012 which corroborated that Microcystis sp. was
responsible for producing MCs. Oligopeptide pattern
analyses showed that the phytoplankton sample from
August 2012 contained fairly common MC congeners.

The waterbloom of August 2012 contained higher
concentrations of MC. There was a strong correlation
between these results and the toxicity observed from
mustard seedling growth test, as the sample from August
2012 exerted the highest activity on growth inhibition.
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We demonstrated that Ceratophyllum submersum, a
submerged aquatic macrophyte, is capable of
accumulating MC in their tissues in higher concentrations
in the toxic aquatic environment. In view of the
accumulation potential of MCs in vascular plants in
relation to the toxin concentrations detected in their
natural aquatic environments, we can understand better
the MC bioaccumulation processes. This is relevant, as
most of the studies focusing on the bioaccumulation of
MC are under laboratory conditions where the plants are
rarely or not at all influenced by the external
environmental factors.

The second part of our work was focusing on
microginin  (MG) producer Microcystis isolated
laboratory strains. This work investigates the toxicity of
MGs and cyanobacterial extracts in human cellular and
plant test systems.

We demonstrated that the oligopeptide patterns of two
Microcystis isolates showed similarity and MGL 402,
MG 565, MG FR3, cyanostatin B and MG GH787
microginins were identified and purified. Here, we
reported the congener MGL 402 for the first time.

Our work is the first to describe the effects of MG
containing cyanobacterial extracts on plants. We used the
well established MC-sensitive Sinapis alba seedling
growth test. Both of the cyanobacterial extracts
containing MGs showed lower activity on growth
inhibition compared to the cyanobacterial extract
containing MC.

Cyanobacterial extracts and pure MGs showed
relatively low cytotoxicity on HepG2 cells. Here, we
provided evidence for the first time that MGs exert
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genotoxic activity in HepG2 cells. The cyanobacterial
extracts and pure MGs induced DNA strand breaks after
4 and 24 h exposure in the comet assay. However,
cyanobacterial extracts and MGs after 24 and 72 h
exposure did not induce the formation of DNA double-
strand breaks.

Our observations suggest that MGs are capable of
inducing genomic alterations, and the cyanobacterial
extracts showed similar activity as it was observed for the
dominant congeners in the extracts. Our results indicate
that MGs may represent hazards for aquatic
environments and humans, however further studies are
required for the assessment of the potential risk.
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Novel scientific results

-In a comprehensive environmental study we
demonstrated the presence of Microcystis-related mcy+
genotypes in environmental samples from an eutrophic
lake (Lake Bardos), and proved that Microcystis sp. was
responsible for the MC toxin production in the water
bloom event.

- High concentrations of MC were detected in the water
and phytoplankton at HAB site. The MC containing
water body affected Ceratophyllum submersum plants
living at this site. We demonstrated the MC
bioaccumulation processes in the real environment, in
which high level of MC content was observed in
Ceratophyllum submersum submerged macrophyte.

- Here we described MGL 402 for the first time.

-We demonstrated that the cyanobacterial extracts
containing MGs and pure MGs affect the viability and
proliferation of HepG2 cells.

- We reported for the first time the genotoxic activity of
the cyanobacterial extracts B-14-01 and F-14/9-S12-4-
A-01, and MGL 402, MG FR3, cyanostatin B, MG
GH787, MG 565+cyanostatin B congeners. We
demonstrated that they induce the formation of DNA
strand breaks, but not the formation of DNA double-
strand breaks.
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- MG GH787 and cyanostatin B congeners, and the
cyanobacterial extract B-14-01 influenced the genomic
instability of HepG2 cells.

- Cyanobacterial extracts containing MGs showed growth
inhibitory activity on Sinapis alba seedlings.
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