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Roviditések jegyzéke

ACT 9502 balatoni Cylindrospermopsis raciborskii torzs

ACT9503 balatoni Cylindrospermopsis raciborskii torzs

ACT 9504 balatoni Cylindrospermopsis raciborskii torzs

ACT 9506 balatoni Cylindrospermopsis raciborskii torzs

AQS Ausztral CYN-t termel6 Cylindrospermopsis
raciborskii izolatum

ANTX anatoxin-a, 2—acetil-9-azabiciklo[4.2.1.]Jnon2-én

APC anaphase promoting complex, anafazist el6segitd
komplex

ATP adenozin trifoszfat

cdk ciklin dependens kinaz

Cdkl ciklin dependes kinaz gatlo

CHO-K1 Chines hamster ovary cell, kinai hércsog
petefészek sejtvonal

CYN cilindrospermopszin

DABCO 1,4- diazobiciklo-2,2,2-oktan

DAPI 4’,6” diamidino-2-phenylindol

DMSO dimetil-szulfoxid

ECso Median Effects Concentration, az a toxikus
mennyiség, melynél a kezelt alanyok 50%-a
elpusztul

FBS foetalis borjuszérum

FITC floureszcein-izotiocianat

HANTX homoanatoxin-a, 2-(propan-1-oxo-1-il)-9-
azobiciklo[4,2,1]non-2én

LDH laktat dehidrogendz, tejsav dehidrogenaz

LPS lipopoliszacharid

MAP mikrotubulus asszocidlt protein

MAPK mitogén aktivator protein kindz

MC-LR mikrocisztin-LR

MPF mit6zis promoting faktor

NAD nikotinamid adenin dinukleotid

PBS NaCl tartalmu foszfat puffer

PFA paraformaldehid

Pl propidium-jodid

PKA ciklikus AMP-dependens kinéz

PKC protein kindz C

PP1 protein foszfataz 1

PP2A protein foszfataz 2A

PP2C protein foszfatdz 2C

PSI, PSII egyes es kettes fotokémiai rendszer



PSP paralitikus shelfish poisoning, paralitikus kagylo
mérgezés
TrX-100 TritonX-100



1. BEVEZETES, CELKITUZESEK

Napjainkban egyre gyakoribb probléma a Fold felszini vizeinek
szennyez6dése és ennek karos kovetkezményei. Az eutrofizécid jelenségét
az ’50-es években kezdték el felismerni, mely azota is jelentds karokat okoz
a vizfelhasznalds legkiilonboz6bb teriiletein (turizmus, ivoviz Kinyerés,
mezOgazdasag, halaszat). Az algasodas okozta vizmindség romlas
felismerése és a védekezés modjanak meghatarozasa megkoveteli a
fitoplankton mennyiségi ¢s mindségi viszonyainak pontos megismerését és
szabatos leirasat.

Annak felmérésére, hogy egy-egy vizvirdgzas tartalmaz-e toxint
termeld cianobaktériumokat, valamint hogy ezen fajok metabolitjai milyen
mértékben toxikusak, kotoxikoldgiai teszteket alkalmaznak. Ujabb kutatési
eredmények azt bizonyitjak, hogy a cianotoxinok hatassal lehetnek
nemcsak a fito- és zooplankton képvisel6ire, hanem a magasabb rendi
novenyekre is (Mathé és mtsai.,, 2009; Beyer és mtsai., 2009). A
cianotoxinok az elpusztulo sejtekbdl a vizbe keriilve a vizet fogyaszté vad-
és haszonallatokra, de az ivoviz hal6zatba kerllve az emberre is potencialis
veszélyt jelenthetnek (Chorus és Bartam, 1999). Mindez a
cianobaktériumok toxicitasanak atfogo kutatasat tette indokolta.

A Balaton vonatkozasaban mar 1934-ben torténtek kozlések az els6
cianobakterialis tomegprodukcidval kapcsolatban (Sebestyén, 1934). Az
els6  fokozott mértékii  Aphanizomenon flos-aquae (L.) Ralfs
tomegprodukciot 1966 szeptemberében észlelték a Keszthelyi-6bdlben
(Hortobagyi és Karpati, 1967). A hetvenes évek kozepétdl a fonalas No-
koté cianobaktériumok (Aphanizomenon és Anabaena fajok) okozta nyari
vizvirdgzasok, vizszinezddések rendszeressé valtak a té nyugati, évekkel
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késobb a keleti felében is (Vords és mtsai, 1983; Gorzo és Kiss, 1985;
Padisak és mtsai, 1984). Ezt a folyamatot tetézte az 1979-ben megjelent
Cylindrospermopsis raciborskii cianobaktérium (Olah és mtsai., 1981),
amelynek invazidja soran 1994 nyardn a to vize szinte ennek a fajnak a
tiszta tenyészetévé valtozott (Présing és mtsai., 1996).

Az esetek mind gyakoribb eldéfordulasa, indokoltta tette tehat a
Balaton esetében is a tomegprodukciot okozd cianobaktérium fajok
toxicitasanak vizsgalatat (Hiripi és mtsai., 1998; Kiss €s mtsai., 2002).

A cianotoxinok tamadaspontjuk szerint alapvetéen majkarosito
hepatotoxinok (cilindrospermopszin, mikrocisztin), idegrendszeri szabalyozo
funkciokat befolyasol6 anyagok (anatoxinok és szaxitoxinok), illetve bor
irritaciét Kivalto vegyiletek lehetnek.

A toxintermeld torzsek azonositasat és hatasfelmérését megneheziti,
hogy ugyanazon algatorzs tobbféle toxint, hepatotoxin €s neurotoxin jellegii
vegylleteket is termelhet (Hawkins és mtsai., 1985; Pomati és mtsai., 2004).
Szamos fajban a termelddd toxinhatdsi vegylilet kémiai Osszetétele és
hatdsmechanizmusa viszont nem ismert, és ugyancsak nem tisztazottak azon
koriilmények, melyek egy a potencidlisan toxintermeld algafaj
toxintermelését indukaljak. Legyen szO akar in vivo vagy in vitro
kisérletekrol, a toxikoldgiai vizsgélatok jelentdsége napjainkban egyre nd.

Hiripi és munkatarsai (1998) halfajokon és vandorsaskan (Locusta
migratoria migratorioides R.F.) mutattak ki a Balatonban, ill. elsdsorban a
Kis-Balaton tarozoiban esetenként tdmegesen elszaporodd Aphanizomenon
flos-aquae, Anabaena aphanizomenoides, Cylindrospermopsis raciborskii
(Woloszynska), valamint Microcystis aeruginosa fajok tomegtenyészetébol
készitett kivonatok toxicitasat. Az egyes algatdrzsek altal termelt toxikus

hatdanyagok pontos kémiai azonositasa ugyanakkor mind a mai napig nem
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tortént meg. A nagy mocsari csiga, Lymnaea stagnalis izolalt kdzponti
idegrendszerén végzett elektrofiziologiai vizsgéalatok eredményei alapjan
felvet6dott (Kiss és mts., 2002), hogy a Cylindrospermopsis raciborskii
tenyészetébdl készitett, kiilonbozoképpen tisztitott algakivonat- frakciok
hatdésmechanizmusuk szerint eltérd komponenseket tartalmazhatnak. Ezek
némelyike neurotoxikus hatasu, membranmechanizmusa szerint az anatoxin-a
—val mutat rokonsagot (Swanson és mtsai., 1986).

Munkank célja az volt, hogy egy toxicitasi felmérést készitsink
kilonbozo cianotoxinok (cilindrospermopszin (CYN) ¢és mikrocisztin-LR
(MC-LR))  és  cianobakteridlis ~ kivonatok  (a  bizonyitottan
cilindrospermopszint termel6 C. raciborskii torzsbdl késziilt kivonat (AQS)
és balatoni C. raciborskii izolatumokbdl (ACT 9502, ACT 9503, ACT
9504, ACT 9505 keszilt kivonatok) CHO-K1 sejtkultdrara gyakorolt
hatasairdl. Ismeretes, hogy bizonyos C. raciborskii izolatumok toxikusnak
bizonyultak mind sejtkultiran, mind egereken végzett Kisérletek esetében
(Fastner és mtsai., 2003), annak ellenére hogy a faj, eddigi ismereteink
szerint ismert toxint nem termelt. Munké&nk soran arra is fényt kivantunk
deriteni mikeént jatszodik le a kromoszomék kialakuldsa, milyen
szerkezetbeli valtozasok figyelhetk meg a kromatinpreparatumokon,
milyen valtozast indukédlnak a cianotoxinok illetve cianobakterialis
kivonatok a kromatin kondenzal6das folyamatara. Tovabba ismeretes, hogy
a cianotoxinok jelentésen megvaltoztatjak a sejtvaz alkotoinak felépitését,
illetve a membrdn permeabilitasdt, munkankban ezen paramétereket is
monitoroztuk mind cianotoxinok, mind cianobakteridlis kivonatok

vizsgalata soran. A munkank célkitlizei az alabbi kérdések tisztadzasa volt:



A kromatindllomény  kondenzélédasanak  folyamata  sorén
megkiilonboztethetéek-e az egyes morfologiai allapotok, illetve ez
hogyan tiikr6zédik a sejtek, sejtmagok nagysagaban, illetve a DNS
mennyisegben?

A cilindrospermopszin, a mikrocisztin-LR, a bizonyitottan
cilindrospermopszint  termelé  cianobaktériumtorzsbdl — késziilt
kivonat (AQS) es a balatoni C. raciborskii izolatumokbdl (ACT
9502, ACT 9503, ACT 9504, ACT 9505) készilt kivonatok
okoznak-e valtozast a CHO-K1 sejtek kromatin kondenzal6dasanak
folyamataban?

Milyen hatassal vannak a cianotoxinok és kivonatok a CHO-K1
sejtek  mikrotubularis  és  mikrofilamentaris  rendszerének
szervezOdésére, €s ez hogyan nyilvanul meg?

Milyen mértékii sejtkarosodast indukalnak a cianotoxinok ¢és
kivonatok, milyen mértékli laktat dehidrogenaz felszabadulast
okoznak?

Van-e 0Osszefuggés, a cianotoxinok illetve cianobaktérium-
extraktumok altal indukalt valtozdsok egyes aspektusai -
kromatinkondenzacio, a citoszkeletdlis védz, és az LDH

enzimaktivitas - kozott?



2. IRODALMI ATTEKINTES
2.1. A cianobaktériumok altalanos jellemzése

A cianobaktériumok a prokariota él6lények csoportjaba tartoznak,
vagyis nem rendelkeznek valodi sejtmaggal. A legdsibb fotoszintetizald
szervezetek, mintegy harommilliard évvel ezel6tt jelenteck meg a
vilagocednban eés kezdték meg oxigéntermelésikkel az akkor még
oxigénmentes féldi kornyezet atalakitasat.

Sejtmembranjuk felépitésére az 4altalanos kettds foszfolipid réteg
alkotta egységmembran jellemz6. Citoplazmajukat a Gram-negativ
baktériumokra  jellemzé  sejtfal  hatarolja. A  cianobaktériumok
fotoszintetikus szinanyagai tilakoid membranrendszerbe szervezédve a
protoplazma széli részén helyezkednek el. A sejtek szine széles skalan
mozog: a kékeszoldtdl az ibolyasvordsig terjed. A klorofill-a mellett
jarulékos pigmentekkel is rendelkeznek (allofikocianin, fikocianin,
fikoeritrin). A fotoszintetizalo ¢l6lényekre jellemz6 PS 1 és PS 1I
fotoszintetikus komplexekkel rendelkeznek. A kornyezet fényviszonyaihoz
a pigmentjeik aranyainak valtoztatasaval képesek alkalmazkodni. (Bryant,
1994).

A megfelel fényellatottsag biztositasat szolgaljak a gazvakudlumok.
Ezek a gazzal telt vezikulumok a sejtek megfeleld fajstilyanak szabalyozasat
biztositjak. A vezikulumok térfogata kornyezeti hatasokra véaltozhat és
ezaltal biztositja az adott cianobaktérium megvaltozott kornyezeti
tényez6hoz valo alkalmazkodasat (Porat és mtsai., 2001).

A protoplazmaban elhelyezkedd karboxiszomdk a széndioxid

felvételeben jatszanak fontos szerepet, a ribul6z- 1,5 biszfoszfat karboxilazt
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tartalmazzak. Elektronmikroszkdpos képeken zéarvanyként jelennek meg a
tdpanyagok és anyagcsere termékek raktarozasara szolgalo képletek: a
zsircseppek, polifoszfat testek es a cianoficin szemcsek (Fay és Van Baalen,
1987).

Egyes  cianobaktérium  fajok  (Anabaena, = Nostoc  sp.,
Cylindrospermopsis sp.) képesek a légkori nitrogén megkdtésére. A
nitrogenmolekulat a nitrogendz enzimik segitségével alakitjak at
ammoéniumma. A cianobaktériumoknal megfigyelhetéek a mar fentebb
emlitett cianoficin szemcsék, melyek nitrogén raktarként funkcionalnak
(Chorus és Bartam, 1999). Bizonyos cianobaktérium csoportokra
(Nostocales sp., Cylindrospermopsis sp.) jellemz6 az akinéta képzés. Az
akinéta sporaanaldg képlet, jelentds tdpanyagraktarral rendelkezik. Egyes
fonalas cianobaktériumok kornyezeti stressz hatasara képesek Ugynevezett
hormogoniumot képezni. Ez egy masik tipusl aszexudlis szaporitd képlet
(Fay és Van Baalen., 1987). Az egysejtes felépitéssel rendelkezék
szaporodhatnak Ggy, hogy az utddsejtek levalnak az anyasejt meghatarozott
részér6l, vagy az anyasejt sok leanysejtté fragmentalodik. A
cianobaktériumok tengerekben és édesvizekben, igy a Balatonban is

elterjedtek, gyakoriak és néha tomegesen forulnak elé.

2.2. A Balaton cianobaktérium vilaga

A Balaton alapvetd vizmindségi problémajat az utdbbi évtizedekben
a vizben lebegd mikroszkopikus algak talzott mértékii elszaporodasa
jelentette. A Balaton vizmindsége szempontjabdl nemcsak az jelentette a

gondot, hogy az algasodas mértéke a nyari honapokban érte el maximumat,



hanem tovabb fokozta a bajt, hogy ekkor a cianobaktériumok voltak az
uralkoddak. A cianobaktérium toxinok nemcsak a vizi élévilagra hatnak,
hanem az emberi szervezetre is veszélyesek lehetnek (Codd és mtsai., 1999).

Az eutrofizacid soran a vizben 1évé foszfor és nitrogén tal nagy
mennyisége a viz algasodasahoz vezet. Ennek nyomon kovetése, okainak
feltarasa, az algasodas okozta vizmindség romlas felismerése és a védekezés
modjanak meghatarozasa megkoveteli a fitoplankton mennyiségi  és
mindségi viszonyainak pontos megismerését és szabatos leirdsat. A Balaton
nemcsak udilésre és fiird6zésre szolgal, hanem fontos ivovizbazis is,
partjain kilenc ivoviz-kivételi mi tizemel. A potencialis toxintermeld
cianobaktériumok témeges elszaporodasa a mult szazad nyolcvanas éveiben
sulyos veszélyt jelentett az ivoviztermelés biztonsagara. Emellett a balatoni
cianobaktériumok jelentés része, valamint a Balaton jellegzetes eukariota
algéi iz és szagrontd hatasu vegyuleteket is termeltek (Németh és Voros,
1986). A mérsékelt égovon, igy a Balaton esetében is a leggyakrabban
nagyobb tomegben eléfordulo algak: a cianobaktériumok (Cyanobacteria),
a kovamoszatok (Bacillariophyta) és a z6ldalgadk (Chlorophyta) torzseib6l
kerllnek ki. A Balaton uralkodd cianobaktérium fajai képesek a Iégkori
molekularis nitrogén megkotésére.  Altalanos  tapasztalat, hogy a
cianobaktérium  tomegprodukcidk  kialakulasa szorosan  Osszefiigg
elsésorban a tapanyagterheléssel, illetve az id6jarassal és ezen belill is a
vizhdmérseklet alakuldsaval. Az egyes évek meteoroldgiai kiilonbségei
dontd szerepet jatszanak abban, hogy azonos kiils6 tapanyagterhelés mellett
a t0 algasodottsaganak mértéke egyik évrél a masikra akar két-haromszoros
kilonbséget mutathat.

A Balatonban szamos cianobaktérium faj jelenlétét kimutattak.

Istvanffy 1897-ben 109 algafaj, koztik 6t cianobaktérium taxon jelenletét
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irta le a to nyilt vizébdl. Az uralkodé algak koziil az Aphanizomenon flos-
aquae fonalas heterocisztds cianobaktériumot emliti meg. Késobbi
tanulmanyokban mar 13 planktonikus heterocisztas N,-ko6té cianobaktérium
jelenlétét irtdk le, melyek az Anabaena és az Aphanizomenon nemzetségbe
tartoztak (Entz és mtsai., 1937; Kol, 1938; Tamas, 1954; 1959). A hatvanas
évek végén felgyorsult eutrofizalodassal parhuzamosan az eukariota algak
visszaszorulasa a cianobaktériumok eléretorése és tjabb fajok megjelenése
figyelhet6 meg, mint példaul a Rhaphidiopsis mediterranea, Anabaenopsis
elenkini (Tamés, 1974; Hegewald és mtsai.,, 1975). A hetvenes évek
kozepétdl a nyari vizviragzasok, vizelszinezddések rendszeressé valtak a to
nyugati felében (Vords, 1980; Voros és mtsai., 1983; G.-T6th és Padisak,
1986).

A Balaton algaflorajaban lényeges valtozas a 70-es évek méasodik
felében kovetkezett be. 1978-ban észlelték el6szor az Anabaenopsis
raciborskii (Wolosz.) Elenk. mostani nevén Cylindrospermopsis raciborskii
(Wolosz.) Seenayya et Subba Raju heterocisztas N2-kot6é cianobaktérium
(C. raciborskii) fonalait a Balaton vizében (Olah és mtsai., 1981). 1979
nyaréra e faj biomasszaja méar ketszeresen felllmulta az eddig uralkodo
Aphanizomemon flos-aquae-t a té Keszthelyi-medencéjében (Vords és
mtsai., 1983), majd  harom évvel késdbb mar az egész toban
egyeduralkodova valt (Voros és mtsai., 1983; Padisak és mtsai., 1984). Az
eddigi legsulyosabb algaprodukci6 idején 1994-ben, a Balaton viztdmege
gyakorlatilag ezen faj monokultdrajava valt, a fitoplankton tébb, mint 90%-
at tette ki (Présing és mtsai., 1996).

A C. raciborskii ma is tagja a t6 algaflorajanak, a nyari nitrogénkotd
cianobaktérium egyuttesekben rendszeresen megjelenik Egyeduralkodd

szerepe megsziindben latszik, mas fonalas cianobaktérium fajokkal, mint az
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Aphanizomenon gracile és Aphanizomenon isssatchenkoi egyutt alkotja a
nyari biomassza maximumokat.

A cianobaktériumok toxintermelése nem allando, fajra jellemz6
egy adott toban térben és idGben is erételjesen valtozik. Egyazon faj
kiilonb6z6 populacidi eltérd mértékli toxicitdst mutathatnak, és gyakran
eléfordulnak toxint egyaltalan nem termeld torzsek is (Fastner €s mitsai.,
2003).

A Balatonban, illetve els@sorban a Kis-Balaton teriiletén esetenként
tomegesen  elszaporoddé  Aphanizomenon  flos-aquae, Anabaena
aphanizomenoides, Cylindrospermopsis raciborskii, valamint Microcystis
aeruginosa fajok tomegtenyészetébdl készitett Kivonatok toxicitasat
kiilonb6z6 halfajokon, vandorsdskan, valamint egértesztben mutattak Ki
(Bernard és mtsai., 2003; Hiripi és mtsai., 1998). A kés6bbick soran
szerencsére bebizonyosodott, hogy a Balatonbdl izolalt C. raciborskii nem
termeli a cilindrospermopszint. Mivel ezek a cianobaktériumok, kénnyen
elszaporodnak ¢s esetlegesen toxikusak is lehetnek, célszerii folyamatos

monitorozasuk.

2.3. A cianotoxinokrol

Szamos cianobaktérium fajrél kimutattak, hogy toxintermelésre
képesek. Az els6 hivatalos publikaci6 a toxikus vizviragzasokrol 1878-ban
jelent meg (Francis, 1878), melyben egy Nostoc sp. cianobaktériumfajt
tesznek feleldss¢ haszonallatok elhulldsaért. Azdta is szdmos publikacio

jelent meg a cianobaktériumok altal kivaltott toxikus vizvirdgzasokrél a



Fold kiilonbozd részein, mint példaul Dél-Amerikaban, Izraelben, Azsiaban
(Li és mtsai., 2001; Azevedo és mtsai., 1994, Banker és mtsai., 1997).

Szamos tudomanyos kdzleményben szdmoltak be a cianobakterialis
(korabbi nevén kékalga) toxinok egészsegre gyakorolt hatdsairdl. A
kornyezetre veszelyes tulszaporodasukat szamos tényez6 eldsegitheti, igy a
tapanyag ellatottsdg, hoémérséklet ¢és a megvilagitds iddtartamanak
novekedése. A cianobaktériumok altal termelt toxinok nemcsak a vizi
¢lélényekre, hanem gazdasagilag fontos haszonallatokra, sot, akar az
emberre is veszélyt jelenthetnek. A természetes vizekben a
cianobaktériumok elszaporodéasa (Un. vizviragzéas) ember esetében gastro-
intestindlis megbetegedéseket, bdorgyulladast, vese megbetegedéseket és
allergias reakcidkat valthat ki. 1996-ban széles publicitast kapott 76 brazil
vesebetegnek a halala, amit a vese dializishez hasznalt cianotoxinnal
szennyezett viz okozott (Jochimsen és mtsai., 1998).

A cianotoxinok hatdsai meglehetésen valtozatosak. Vannak koztik
hepatotoxikus (mikrocisztinek, nodularin), citotoxikus
(cilindrospermopszin), idegmérgek (anatoxin-a, szaxitoxinok),
dermatotoxinok (lyngbyatoxin és aplysiatoxin) és masok gastrointestinalis
probléméakat okoznak (Chorus és Bartam, 1999). Kémiai szerkezetiik szerint
harom nagy csoportra oszthatjuk a cianotoxinokat: ciklikus peptidek,
alkaloidok és lipopoliszacharidok (LPS) (Chorus és Bartam., 1999). A
mikrocisztinekrél és a cilindrospermopszinrdl a 2.3.1. és 2.3.2. pontban
sz6lunk részletesebben.
kovetéen jutnak a kornyezetbe. Egészséges, a novekedés logaritmikus
fazisiban 1€vo tenyészetben az extracellularis toxintartalom alig 10-20 %-a

az ossztoxinmennyiségnek. A vizek toxintartalmanak mennyiségében tébb
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szazszoros, sOt, akar tobb ezerszeres kiilonbség is lehet a vizviragzas
kezdete és vege kozott. A cianotoxinok kimutatasara jelenleg bioldgiai,

kémiai és immunologiai modszereket hasznalnak.

2.3.1. Hepatotoxikus ciklikus peptid tipusu toxinok: mikrocisztinek es

nodularinok

A hepatotoxinokat termeld cianobaktériumok koziil legismertebbek
a Microcytis és Nodularia fajok. Napjainkig a mikrocisztinek tébb mint 60
variansat irtdk le (Gupta és mtsai., 2003). A kiilonb6z6 mikrocisztinek
toxicitdsa nagyon hasonlo. A legtoxikusabb mikrocisztineknek az LCs
értéke (eger intraperitonedlis kezelése esetén) 50-100 pg/testtomeg kg. A
mikrocisztinek altalanos felépitésére jellemz6, hogy ciklikus peptid tipusd
vegylletek (1. abra). Egy specialis aminosav, az Adda, esszencialis a
toxinok bioldgiai aktivitasahoz.

Az egyik legjobban ismert mikrocisztin, a mikrocisztin-LR (MC-
LR). A MC-LR kovalensen kotddik a protein foszfataz 1 (PP1) és a protein
foszfatdz 2A-hoz (PP2A) is, elébbinél a 273-as szamu ciszteinhez, utobbinal
a 266-0s cisztein aminosavhoz. Az MC-LR direkt modon gatolja a PP2A
metilalasat azaltal, hogy bekotddik a C alegység karboxil végéhez, igy a
metiltranszferdz nem tud hozzaférni a foszfatazhoz. A mikrocisztin kronikus
dozisa altalanos hepatocita degeneraciot, progressziv fibrézist, leukocita
besziirodést eredményez. Arrdl is beszamoltak, hogy mikrocisztin tartalmd
vizet fogyaszto embereknél megnétt a majdaganat megjelenésének
gyakorisaga (Yu., 1995; Codd és mtsai., 1999). MC-LR gatolja a PP1 és
PP2A-t mar 0.1 -1.0 nM koncentraciéban (MacKintosh és mtsai., 1990),

11



viszont nem gétolja a protein foszfatdz 2C-t (PP2C) és nincs hatassal a
protein kindz C-re (PKC) és a c-AMP-dependens kindzra (PKA) sem

(Honkanen és mtsai., 1990).

D-GIu® Mdha’
5 COOH CllH3 (o]
Adda HN NTHLNH ;
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=NTUR NH CH;, HN
H H
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3
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1. &bra A mikrocisztin —LR szerkezeti képlete (Fewer és mtsai., 2007) 1.
aminosav: D-alanin, 2 aminésav: variabilis aminosav, jelen esetben L-
leucin, 3. aminosav: D-Metil-aszpartat, 4. aminonsav: variabilis aminosav,
jelen esetben L-arginin, 5. aminosav: 3-amino- 9-metoxi-2-6-8-trimetil-10-
fenildeka-4-6-dienoiksav, 6. aminosav: D-glutaminsav, 7. aminosav: N-
metildehidroalanin

crer

(halak, puhatestiieck ¢és zooplankton) is leirtak, mely arra enged
kovetkeztetni, hogy ezen Aallatok elfogyasztasa is Kkivalthat human
megbetegedéseket (Amorim és Vasconcelos, 1999; Cazenave és mtsai.,
2005; Engstrom-Ost és mtsai.,, 2002; Mohamed és mtsai., 2003).
Laboratériumi  allatokon daganatindukalé hatasukat is kimutattak
(Nishiwaki- Matsushima és mtsai., 1992). A mikrocisztinek és a hozzajuk
hasonlo protein foszfataz inhibitorok hasznosak a fehérje foszforilacié és a

sejten beluli jelatvitel tanulméanyozéasaban.
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Az ebbe a csoportba sorolt masik hasonlo szerkezetii peptid a nodularin,
az 6t termel6 Nodularia spumigena cianobaktériumrdl nevezték el (2. bra).
E vegylletnek is izolaltak mar tobb szerkezeti variansat a Fold kiilonb6zo
teriletein pl.: Ausztrdlidban (Runnegar és mtsai., 1988), Uj Zélandon
(Carmichael és mtsai., 1988; Rinehart és mtsai., 1988) és a Balti-tengerben
(Eriksson és mtsai., 1988; Sivonen és mtsai., 1989; Sandstrdm és mtsai.,
1990).

2. abra A nodularin szerkezeti képlete, Forras:
http://ethesis.helsinki.fi/julkaisut/maa/skemi/vk/lehtimaki/ch1.htm)

A toxinok protein foszfatdzokhoz vald kotddésében az 5. és 6. szamu
aminosavaknak van szerepe. Ha a ciklikus szerkezet valamilyen modon
linearissa valik, akkor az a toxicitas elvesztéset vonja maga utan (Choi és
mtsai., 1993).
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2.3.2. Citotoxikus alkaloidok: cilindrospermopszin

A cilindrospermopsin egy szulfat csoportot tartalmazd ciklikus
guanidin alkaloid (molekulatomege: 415 Da), melyet eddigi ismereteink
szerint a Cylindrospermopsis raciborskii (Hawkins és mtsai., 1997), az
Aphanizomenon ovalisporum (Banker és mtsai., 1997), az Umezakia natans
(Harada és mtsai., 1994), a Raphidiopsis curvata (Li és mtsai., 2001), az
Anabaena bergii (Schembri és mtsai., 2001; Fergusson és Saint, 2003), az
Aphanizomenon flos-aquae (Preussel és mitsai.,, 2006), az Anabaena
lapponica (Spoof és mtsai., 2006) és a Lyngbya wollei (Seifert és mtsai.,
2007) cianobaktérium fajok termelnek (3. &bra).

3. abra A cilindrospermopszin szerkezeti képlete.
Forras:http://commons.wikimedia.org/wiki/lImage:Cylindrospermopsin.png

A cilindrospermopszin sotétben stabilabb, mint fényben. magas
hémérsekleten (50°C) viszont lassi bomléasa figyelheté meg (Chiswell és
mtsai., 1999). Napfényben, pigmentek (fikobiliproteinek) jelenlétében
relativ gyorsan bomlik, 2-3 nap alatt a kiinduldsi mennyiség 90%-a
degradalddik.

A tisztitott cilindrospermopszin gerinces allatokon végzett kisérletek

szerint els@sorban a mdjra hat, de koros elvaltozasokat idéz eld a vesében, a
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Iépben, a timuszban és a szivben is (Runnegar és mtsai., 1994, 1995;
Falconer és mtsai., 1999; Azevedo és mtsai., 2002). Valdsziniileg ez a toxin
volt felelds az ausztraliai Eszak Queensland-i Palm Islandon é16 embereknél
megfigyelt hepatoenteritises megbetegedések szamanak megnévekedéséért
1979-ben (Norris és mtsai., 2002). Kimutattdk a cianotoxin neuronokon
kifejtett hatdsat is (Kiss és mitsai., 2002), sét genotoxikus voltat is leirtak
van: elsésorban kagylok, rakok esetében irtak le. (Saker és Eaglesham,
1999; Saker és mtsai., 2004; Kankaanpaa és mtsai., 2005). A
cilindrospermopszin vizi gerincesekre kifejtett hatdsarol kevesebb adatot
talalunk az irodalomban, de az eredmények arra utalnak, hogy a mérgezési
tinetek hasonldak az emldsokon végzett laboratoriumi kisérletekben
tapasztalt mérgezeésekhez. A taplalkozas soran a szervezetbe keriil6
cilindrospermopszint termeld cianobaktériumok, vagy maga a toxin, a
maéjsejtek nekrdzisat okozza, amit az azt fogyaszté halak pusztulasa kdvet.
Az érzékenységben nagy eltérések mutatkoznak a kiillonbozd fajok kozott. A
cilindrospermopszin kérosithatja halak esetében a majon kivul a szivet, a
vesét és a kopoltyut is (Chorus és Bartam, 1999).

Az irodalomban talalunk arra vonatkoz6 adatokat, hogy gatolja a
fehérjeszintézist allati (Froscio és mtsai., 2003) és ndvényi sejtekben
egyarant (Metcalf és mtsai., 2004). A cilindrospermopszin ismert protein
szintézis gatlasanak lehetséges modjai: egy aktivalt metabolitja kotédik a
DNS-hez vagy RNS-hez és ezaltal megszakitja a transzkripciot vagy
transzlaciot. A cilindrospermopszin pontos molekularis hatdsmechanizmusa

mindezidaig még nem tisztazott, tovabbi kutatasok targyat kepezi.

15



2.4. Az eukariota sejtciklus és szabalyozasa

Egy éatlagos eml6s sejtciklus hossza - vagyis amig egy sejtbél két
utddsejt létrejon - 18-20 orara tehetd, de természetesen vannak extrém
esetek is, ahol a sejtek osztddasra képtelenek. Példaul az idegsejtek
természetes korilmeények kozott nem képesek osztodni. A sejtciklus
szakaszai szigoru sorrendben kovetik egymadst, természetesen ellendrzési
pontok kozbeiktatasaval (4.A &bra). Bonyolult rendszerek biztositjdk a
sejtosztodas helyes megtorténését. Molekularis bioldgiai vizsgalatok
ramutattak arra, hogy a sejtciklus szigortan kapcsolhat6 bizonyos anyagok
(ciklinek, mitozist eldsegité faktor, illetve ciklin dependens kinazok (cdk))
koncentracidjanak oszcillalasahoz (Norel és Agur, 1991). A cdk mennyisége
nagyjabol allandd a sejtciklus soran, a szabalyozast a kiilonboz6 ciklinek
mennyisége biztositja (10.B abra). A ciklinek és a cdk-ok kapcsolddasa
szabalyozza az egyes sejtciklusbeli lépéseket. A ciklin-cdk komplex teljes
aktivacidja csak egy foszforilacios lépés utan lesz teljes, melyet a cdk-
aktivald kindz vegez. Egy maésik ciklin-cdk komplexhez kapcsolddo kinaz, a
cdk gatlé fehérje (cdkl) csokkenti a komplex aktivitasat.

Az eukariota sejtciklus elsé fazisa a G1 (Gapl) fazis, a sejtek elso
nyugalmi fazisa. Ekkor a sejt ellendrzi bels6 és kiilsé kornyezetét, hogy az
allapota megfelelé-e és minden elékésziileti 1épés megtortént-e, hogy a
kovetkezo, S fazisba Iéphessen. A G1 szakasz hosszat a kiils6 kornyezet és
extracelluaris  szignalok jelentdsen befolyasoljak. A G1 ciklinek
(gerincesekben ciklin D fehérje) elésegitik a G1/S ciklinek aktivitasat, mely

a sejtek Start ponton vald athaladasat szabalyozza.
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4. abra A) A sejtciklus szakaszai, fontosabb tdrténések B) A ciklinek
megoszlasa a sejtciklus soran

A sejtek kés6i G1 szakaszabol az S fazisba Kkerlléséhez a
megndvekedett G1/S ciklinek (gerincesekben ez a ciklin E fehérje) cdk-hoz
valo kotodése sziikséges. Ezen ciklinek mennyisége az S fézisban
lecsokken, helyettiik az S ciklinek (gerincesekben ciklin A fehérje)
mennyisége fog megndvekedni (Alberts és mtsai, 2008).

Az S (szintézis) fazisban a sejt DNS-ének megkett6zodése zajlik. A
folyamata tobb helyen (origok) indul meg egyszerre, ide kotddnek az
iniciacidés fehérjék. A DNS megkett6zodését, vagyis a replikaciot egy
multienzim komplex Kkatalizalja, a szintézis szemikonzervativ, tehat a

keletkez6 DNS egy régi és egy 1j szalbol all. A DNS hélix ATP energiat
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igénylé szétcsavardsa az origokndl torténik a helikdz enzim segitségevel,
majd kialakul a replikéacios villa. A replikdcios multienzim komplex
legfontosabb tagjai a DNS polimerdzok, amelyek magat a szintézist
katalizaljak (az energiat a beépilé deoxiribonukleozid trifoszfat
szubsztratokrol lehasado B és y foszfatok makroerg savanhidrid kotése
biztositja), de csak egy mar meglévé nukleinsav lancot képesek elongélni 5’
— 3’ iranyban). A DNS szintézis inicialasa a primaz enzim segitségével
torténik. Létrejon egy RNS primer, amihez a DNS polimeraz mar hozza
tudja épiteni a deoxiribonukleozid monofoszfatokat. A vezetd szal szintézise
folyamatos, mivel a szintézis 5°-3” iranya megfelel a replikacios villa
haladéasi irdnyanak. A lemaradé szalon a replikacids villa haladasi iranyaval
ellentétesen halad a DNS polimerdz, ezért ezen a szalon a szintézis
szakaszosan, Un. Okazaki fragmentumok formajaban torténik. Az Okazaki
fragmensekrdl lehasad az RNS primer, a repair polimeraz bepoétolja a
hianyz6 nukleotidokat, az érett, egymassal érintkezd fragmenseket pedig a
DNS ligaz kapcsolja 6ssze. A lemaradod szalon az utols6 Okazaki fragmens
szintézise tobbnyire nem a templat szal legvégérdl indul, ezért a masolat
rovidebb lesz az eredetinél (Banfalvi, 2004). Ezzel magyarazhaté a telomer
végek ,.kopasa” és az egyik oregedési elmélet. Az S ciklinek mennyisége
rogton a sejt ,,start” ellendrzési ponton vald athaladasa utan mar stimulalja a
DNS megkett6z6dését és szintje a mitdzisig emelkedett marad, ahol még
néhany korai mitétikus esemény szabalyozéasaban is részt vesz.

A G2 szakaszban ismét nyugalmi allapotban van a sejt és ellendrzi
az intracellularis (DNS sértetlensége, megkett6z6dés hibatlansaga) illetve a
sejten kiviili térbdl érkezd szignalokat és felkésziil a mitdzisba valod
belépésre. Az S ciklinek mennyisége tovabbra is emelkedett. A sejt a

mitdzisba csak a G2/M ellendrzési ponton vald athaladas utdn léphet. Az
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ellen6rzési ponton vald athaladas utdn megemelkedik az M ciklinek
mennyisége (gerincesekben ciklin B fehérje) majd a metafazis-anafazis
elérve mennyisége ismet lecsokken. Ez a harom fazis (G1, S, G2) alkotja az
interfazist (Banfalvi, 2004).

A kovetkez6 rovid szakasz, amikor a tulajdonképpeni sejtosztddas
megtorténik, a mitdzis fazisa. A mitozis alatt a sejt DNS-e kromoszoma
forméajaban kettéosztodik. Ez a folyamat tobb részre tagolhatd. A mitozisba
valé atmenet soran kialakul a mitdzis promoting faktor (MPF) mely egy
Cdk és egy S ciklin komplexe. Az MPF aktivacioja egy foszfataz
segitségével torténik, mely lehasitja a korabban a gatlo kinaz altal felrakott
foszfat csoportot. Az aktiv MPF foszforilalja a lamina fibroza A, B és C
laminjait és ez a sejtmaghartya lebomlasat fogja kivéltania. A MPF
miukodése az anafazis eldsegité komplex (APC) hatasara kezd degradalddni,
majd megszlinni a mitozis anafazisanak végén. A profazisban a sejtmag
kromatin  allomanyabol  kialakulnak a  kromoszomdk a DNS
tekercselddésével és tovabbi hajtogatodasaval. A replikécié kovetkeztében
minden kromoszoma két kromatidabdl all. A citoplazméban a centroszoma
(sejtkozpont) megkettdz0dik ¢és a sejt két ellentétes poOlusara kezd
vandorolni, megkezdddik a mitotikus orsok kialakulasa. Kialakul két uj
mikrotubulus rendszer, az asztralis és a polaris mikrotubulusok. A kinetokor
kinetokor fehérjékhez kapcsoldédnak. A metafazisban a kromoszémék a
centroszoméak irdnydbol hozzajuk kapcsolodd kinetokor mikrotubulusok
segitségével a sejt egyenlitdi sikjaba rendez6dnek. A metafazis és anafézis
kozott  taldhatd a harmadik ellenérzési pont. Ennek szabdlyozo
kulcsmolekuldja az APC, mely egy ubiquitin ligaz. Az aktiv APC katalizalja

a szekurin nevii fehérje destrukcidjat, mely egy proteazt (szeparaz) fog
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aktivalni, mely a kohezin fehérjék hasitasa révén a testvér kromoszomak
elvalasat fogja eredményezni. APC maésik funkcidja az S és M ciklinek
lebontasa, ami a M-cdk komplex inaktivacidjat fogja okozni. A cdk target
fehérjéinek  defoszforildlasa nelkilozhetetlen az M  fazis teljes
végbemeneteléhez, beleértve a citokinézist is. Az APC egeszen a G1 fazisig
aktiv marad, mikodését a megnovekedd G1/S ciklinek aktivacioja fogja
kikapcsolni (Alberts és mtsai., 2008). Az APC kozponti szerepet jatszik a
kromatin kondenzaci6 folyamatanak , karbantartasaban”, kiilondsen a G1 és
GO szakaszokban, ahol a H3 hisztonok foszforilaciojaban vesz részt az
aurora A kinaz lebontasa révén (Alberts és mtasi., 2008). Az anafazisban a
kromoszoméak kettévalnak a kinetokor mikrotubulusok kdzremukodésével,
majd a polaris mikrotubulusok révén a sejtkézpontok felé vandorolnak. A
mitdzis utolsdé szakaszaban a telofizisban eltinnek a kinetokor
mikrotubulusok, a két polusra vandorolt kromatidak koril megjelenik a
sejtmaghartya. A kromoszémak dekondenzacidjaval UGjra kialakul a
kromatinallomany és kialakulnak a sejtmagvacskak.

A citokinéziskor a sejt kdzepén befiiz6dés képzoédik a kontraktilis
gylrli révén, ami egyre szlikiil. A poléaris mikrotubulusok maradvanyabdl
létrejon a kdzéptest majd végll a sejt citoplazmaja teljesen kettévalik és az
interfazisra jellemzé mikrotubulus rendszer alakul ki.

A sejtek osztodasahoz a novekedési faktorok nélkiilozhetetlenek -
melyek plazmamembrén receptorokon keresztil fejtik ki a hatasukat - de
ezen kivul szilkséges meg szabad felszin is a letapadasukhoz. Sejtkulturak
kialakitasa soran fontos a megfelelé kiindulasi sejtszam meghatérozasa is,
mivel magas sejtszdm esetén kontakt gatlas 1ép fel. A sejtek osztddasat
szabalyozzdk még a sejtosztddast serkentd (protoonkogének) és gatld

(tumor szuppresszor) genek is, melyeknek a normalis sejtciklus lezajlasahoz
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egyensulyban kell lenniik. Szintén fontos szerepe van még a Ras
fehérjéknek, melyek aktivalt allapotban egy szerin/treonin foszforilacios
kaszkadot inditanak be, melynek a mitogén aktivator protein kinazok (MAPK)
a szerepl6i. Ezek tovabbi transzkripcios faktorokat aktivalhatnak, melyek
¢lébb a korai majd a késbi gének atirasat serkentik. A protein foszfatazok

fontos szabalyz6i a MAPK-oknak.
2.5. A kromatinallomany szervez6dési fazisai

2.5.1. Az interfazisban 1év6 sejt kromatinallomanyanak strukturaja

A hosszi DNS-lancnak (ember esetében tobb mint 1 méter) ahhoz,
hogy elférjen egy 5-10 pum-es sejtmagba, nagyon pontosan és precizen kell
szervezddni, mindamellett biztositania kell a transzkripcid, replikacio, a
rekombinacié vagy éppen a repair szdméra az adott DNS szakaszhoz valo
hozzaférhetdséget. Ezt biztositja eukariota sejtekben a kromatin struktira
(Ehrenhofer-Murray, 2004).

A kromoszémakba valod rendezddés tobb szinten keresztiil valosul
meg, mindegyik egy-egy jellegzetes strukturaval jellemezhetd.

A kromatin legkisebb szervezddési egysége a nukleoszéma. Egy
nukleoszoma éatlagosan 200 bp hosszusagu DNS szakaszbol és 5 hiszton
fehérjébol: H1, H2A, H2B, H3, H4 &ll. A nukleoszdma magjat az
ugynevezett core adja, melyben 146 bp-nyi DNS tekeredik fel egy henger
alaku fehérjemagra, melyet a (H2A),, (H2B),, (H3), (H4), hiszton oktamer
képez (Luger, 2003). A hisztonok tandem elhelyezkedésli génekrdl irodnak
at. A H1 hiszton fehérje a hiszton oktamerek kozotti DNS-hez kotodik és
rogziti a DNS-t az oktetthez, valamint szerepet jatszik a magasabb rendi
kromatinszerkezet kialakitasaban (Wolfee, 1995). A hisztonok pozitiv
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toltésti lizin és arginin aminosavai és a DNS negativ foszfatcsoportjai
kozotti elektrosztatikus kolcsonhatés a nukleoszéma stabilitasanak 1ényeges
tényezdje. Az igy létrejott nukleoszoma 11 nm atmérdjli, magassaga 5,7 nm.
Ez a gyongyfuzér szerkezet mar 6-7 szeres tomorodést biztosit. A
nukleoszémék a DNS valamely pontjadhoz viszonyitva vagy rogzitett vagy
random elrendezddést mutatnak. A genom azon részén alakul ki a rogzitett
elrendezédés, ahol 10bp-onként révid AT gazdag szakaszok ismétlddnek
periodikusan, és ez nagyfokd hajlithatdsagot biztosit. E felfogas szerint a
nukleoszémak térbeli elrendez6dését végsé soron a bazisszekvencia
hatarozna meg.

A nukleoszomalis strukturara un. magasabbrendii
kromatinstruktardk épiilnek. Kovetkezd szint a kromatinrost allapot, mely
mar kozel 40-szeres témorodést jelent (Banfalvi, 2008).

A 30 nm atmér6ji fibrillum tovabbi csavarodasaval jon létre az
ugynevezett bolyhos fonal, mely mar 400-800 szoros kompaktsagot biztosit.
Ezt a tomorodést fehérjék segitik, mint példaul a kondenzald komplex tagjai
és a topoizomerdz Il (Swedlow és Hirano, 2003). Ezek a fibrillumok a
magmatrixhoz kotédnek, kb 40-100 kb-onként, igy ezzel egy hurkos
szerkezetet alakitanak Kki. Ezen enzimek segitségével kondenzélodik a
kromatinallomany a fénymikroszkoposan is megfigyelhetdé metafazisos
kromoszomakka.

A gének atirasat eldsegité DNS szakaszok (enhanszerek) felfedezése
utan az a nézet alakult ki, hogy egy-egy hurok nemcsak strukturalis, hanem
funcionalis egység is, mivel a kozos szabalyozas alatt allé gének egy hurkon
beltl helyezkednek el, vagyis a kromatinhurkok meghatarozott DNS
szekvenciaknal kotddnek a nuklearis matrixhoz. A nukleoszomak tomor

szerkezete akadalyozza a transzkripciot katalizalo RNS polimerazok
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miikodését. Enzimek és un. kromatin-remodeling fehérjék kromatin
szerkezetet modosito hatasaval valik a DNS atirhatova. A protimiozin o A
lazuldst a hisztonok acetilacioja inditja meg. Az acetilacié folyaman a
hisztonfehérjék végein elhelyezkedd, pozitiv toltési lizin aminosavakra egy-
egy ecetsavmolekula épul ra, igy azok elveszitik pozitiv toltéseiket, és a
DNS-rdl levalnak.

A DNS struktura, tovabbi tomorddése soran nem hiszton fehérjékhez
kotodik, a nuklearis maétrixra csavarodik és kialakitjadk a kromatidakat,
kromoszomékat. A kromoszomak tizezerszeres tomorodést biztositanak.
Egy masik kromoszoma szervezddési elmélet szerint plektonémdasan
dnmagara tekeredve 6 hurokbdl all6 rozettak jonnek létre és ezek alkotjak a
kromatidakat. A feltekeredés okozta kromatin kondenzélas a metafézisos
kromoszoméak formalddasaval éri el maximumat.

Az interfazisos kromoszoémak kiilonbozd régidiban eltérd a DNS
kompaktsaga. Az eukariota genomban két kiilonbozd  tipusu
kromatinszerkezet: az eukromatin és a heterokromatin figyelheté meg. A
proteineket kodold strukurdlis gének elsésorban az eukromatinban
talalhatoak. A heterokromatin dontd részben a centromer koriil helyezkedik
el, a sejtciklus egész iddtartama alatt kondenzalt allapotban van. A
heterokromatinnak ket fajtaja van: a konstitutiv — pl az egyik néi X
kromoszoma Barr testté alakulasa, illetve a fakultativ - a sejt funkcionalis
allapotanak megfeleléen valtozo, reverzibilis formaja. In situ hibridizacios
kisérletek szerint az egyes kromoszdmakat alkot6 egy-egy DNS molekula az
interfdzisos magban 6nallo terlletet foglal el. Az interfazisos kromoszomak
tobb ponton a laminahoz rogzulnek, ami relativ helyzetiiket a magmembran

és a lamina széteséséig meghatarozza.
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2.5.2. A metafazisos kromoszoma szerkezete

Két testvérkromatiddbol épil fel, melyet a repetitiv. DNS
szakaszokbdl &llo centromer kapcsol 6ssze. Ennek bizonyos szekvenciaihoz
specifikusan kapcsolodd proteinek kotédnek, kialakitva a kinetokort,
melyhez a mitotikus ors6 mikrotubulusai kapcsolodnak. Néhany
kromoszéman masodlagos beflizddés jelzi a riboszomalis gének helyét, ezek
az Un. nukleolusz organizator régiok. A kromoszémak kiilonbozd festési
eljarassal jellemz6 savozottsagot mutatnak, melyek altal egymastol
megkiilonboztethetéek. A Q savokat aquinacrin, a G sdvokat a gyenge
proteolitikus kezelés utani Giemsa festés, az R savozodast a forro alkalikus
kezelés utan kapott Giemsa festés utan lathatjuk. A kromatidak a szatellita
DNS-t tartalmaz6 centromér régidnal kapcsolddnak dssze, melyet a kohezin
nevll fehérje tart Ossze (S fazis). Ennek lehasaddsa utan valnak szét az
anafazisban a kromatidak. A centromér altal két karra osztott kromoszoma

végek a telomérak.
2.6. A sejtek citoszkeletalis komponensei

Az eukariota sejt belsd vaza egy haromdimenzids haldzat, amely
fehérje filamentumokbdl és tubulusokbdl 4ll. Ez a belso szerkezeti vaz tartja
helyukdn a sejtorganellumokat és hatarozza meg a sejt alakjat. Ez a rendszer
felelds a sejten beliili anyagtranszportért €s ez irdnyitja a sejt egészének
mozgasat is.

A citoszkeletont harom alrendszer alkotja: a mikrofilamentumok, az
intermedier filamentumok és a mikrotubulusok rendszere. Mindharom

struktara kifejezetten dinamikus, tehat allandéan keletkezik és elbomlik és
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allando kapcsolatot tartanak fenn més fehérjékkel. Részletesebben csak az

altalam vizsgalt alkotdkat ismertetném.

5. abra A citoszkeleton megjelenése a sejtekben: Zo6ld szinnel a
mikrotubuléris rendszer (FITC-cel konjugalt antitesttel torténd festés), piros
szinnel a mikrofilamentaris rendszer lathaté (falloidinhez kotétt TRITC-cel
torténd festés). A kék festés (DAPI festés) a sejtmagot mutatja.

2.6.1. A mikrofilamentumok

A mikrofilamentumok 43kD tomegii aktin fehérjébdl allo fonalak.
Az aktin a leggyakoribb fehérje a tipikus eukariota sejtben: akar az 0ssz
fehérjemennyiségnek 15 %-at is Kiteheti (5. abra). Az aktin a simaizmok
nem kollagén tipust fehérjéinek 30-50%-at adja. Két formaja ismeretes a
monomer ,,globularis” G-aktin és a polimerizalt filamentaris F-aktin.
Evolucios szempontbdl meglehetdsen konzervativ polipeptid lancrdl van szo
(Zafar és Sodja, 1983).

A G aktin négy alegységbdl (azaz négy elkilonithetd polipeptid
lancbdl) épil fel és tartalmaz egy adenozin nukleotid (ATP) kotéhelyet
(Estes és mtsai., 1992). Ha a G aktin ATP-t kot beindul a polimerizacio és

létrejon a filamentaris szerkezetii F aktin. Amennyiben az F aktinrol
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hidrolizal az ATP, a filamentum depolimerizécidja fog bekovetkezni. Az F
aktin polaritassal rendelkezik. Az aktin fehérjére jellemz6 folyamat a
taposomalom mechanizmus, melynek soran a filamentum (+) végen aktin
monomerek épulnek be, mig a (-) végen az aktin monomerek levalasa
figyelhetd meg, tehat maga a szal hossza a folyamat soran jelentésen nem
valtozik.

A sejtben az aktin szélakat kiilonbozé keresztk6td fehérjék (o-
aktinin, filamin) rendezik kotegekbe, illetve héalézatokba. Az aktin
filamentum 0Ossze- és szétszerelésében Kkiulonbozé aktink6té fehérjék
vesznek részt: a gelszolin a citoszdl gél és szdl allapotok kozti atmenetet
befolyéasolja, a kofilin a G aktin-ADP komplexhez kotédve gatolja az
ADP/ATP kicserélédést, az aktin repolimerizaciojanak inhibicidjat idézve
elé, mig a profilin az aktin polimerizacidjat serkenti. A kis GTP-koto
fehérjék egyik csaladja a Rho fehérjék csaladja,szintén hatassal van a sejtek
aktin szerkezetére: a Rac fehérjék aktivaljak a lamellipodium képz6dést, a
Cdc42 fehérjék aktivacioja segiti az aktin kotegekbe rendezO6dését és a
fillopodiumok Kiterjedését, mig a Rho proteinek a fokalis adhéziok és a
stressz rostok kialakulasast serkentik (Lewin és mtsai., 2007).

Az F-aktin specifikus jelzésére - a specialis antitesteken Kivil - a
fallotoxinok (falloidin és fallacidin) rendkivil alkalmasak. Ezen anyagok a
gyilkos galocabol (Amanita phalloides) nyerhetéek ki, biciklikus peptidek,
melyek a globularis aktinmonomerhez nem, hanem csak a polimerizalt,
fibrillaris aktinhoz kotodnek. A falloidin alkalmazasa mellett szol az is,
hogy nem gatoljak az F-aktin motilitassal kapcsolatos funkcioit (VanBuren
és mtsai., 1998).
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2.6.2. A mikrotubulusok

A mikrotubulusok spiralisan 0Osszekapcsoloddo o és [ tubulin-
dimerekbdl épiilnek fel (5. abra). Minden sejtben nagy mennyiségben
szintetizaldédnak a sejtosztodas folyamatakor, ilyenkor {6 szerepiikk a
kromatiddk illetve a homoldg kromoszomaparok széthlzésa az
anafazisaban. Feladatuk elsOsorban a sejtszervecskék mozgatasa. A
folyamat alapjat az képezi, hogy a mikrotubulusok polarizaltak, a (+) végen
a tubulin molekuldk folyamatos 6sszekapcsolodasa folyik, a masik, (-)
végen pedig depolimerizécio torténik. A (+) véghez fehérjékkel kapcsoldédd
vezikulum a tubulus felszinén spirdlis mozgassal fokozatosan a masik
véghez jut. A kromoszomak mozgatasanal ezt az elvet egyelére nem sikeriilt
bizonyitani, ezért feltételezik, hogy az egyik végiikkel a sejtkdzponthoz
kapcsolodo huzofonalak a szallitd (vagyis a kromoszomék befiizddésével
kapcsolddo) vegukon fokozatosan rovidulnek.
A mikrotubulusok szintézisét bizonyos gydgyszerek pl. a Kkikericsben
(Colchicum autumnalae) is el6forduld kolchicinek gatoljak, ezért ezeket a
vegyuleteket egyuttal a mitotikus osztodas gatld tényezdiként is szamon

tartjak.

2.7. A tejsav dehidrogenaz alkalmazasa citotoxicitasi

vizsgélatokban

A tejsavdehidrogenaz (LDH) valamennyi sejtben el6fordulo,
tetramer szerkezetli molekula. Az anaerob glikolizis folyamatdnak utols6
1épését katalizalja: a pirosz6l6savbol L-tejsav termelédik a laktat-

dehidrogenaz hatasara bioldgiai erjedés, metabolizmus vagy munkavégzés
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soran. Koncentracidja viszonylag alland6, mert képzddésével azonos
utemben kerll lebontasra monokarboxilat-transzporterek és a szdvetek
oxidativ keépessége miatt. Nyugalmi allapotban a vérben talalhaté tejsav
koncentracidja 1-2 mmol/L, de intenziv fizikai munkavégzés kdvetkeztében
akér a 20 mmol/L-t is elerheti. A tejsav felhalmozddésat az izmokban
érzékelhetjlik izomlazként.

Otféle human tejsav dehidrogenaz izoenzimet kiilonboztetiink meg:
LDH-1 (4H) — sziv, mely tisztan sziv (H=heart) tipust alegységekbdl all,
LDH-2 (3H1M) - retikuloendotelidlis, LD-3 (2H2M) - tiid6, LDH-4
(1H3M) — vese eés LDH-5 (4M) méj és harantcsikolt izoformékat. Utobbi
tiszttn M (muscle) tipust alegységekb6l all. Human szérumban ennek
széazalékos megoszlasa: LDH-1 : LDH-2 : LDH-3 : LDH-4 : LDH-5 = 20 :
34 : 23 : 12 : 11. Az izoenzimek aranyanak megvaltozasa kiilonbdzo
betegségek korjelzéje lehet. Emelkedést mériink kiilonb6zé méjbetegségek,
egyes anémia és szdveti karosodasok esetében.

A citotoxicitasi vizsgalatok széles kdrben hasznalatosak az in vitro
toxikologiai tanulméanyokban. A LDH enzim aktivitas vizsgalat, a
sejtproliferacios MTT-teszt és a neutralvoros-teszt eljaras a legismertebbek,
a sejt életképesség meghatarozasara, valamely toxikus anyaggal torténd
kezelés utan (Fotakis és Timbrell, 2006)

Az LDH assay az extracellularis médiumban [évé tejsav
dehidrogenaz enzim aktivitasanak mérésén alapul. Megbizhat6, gyors és
egyszeriien kivitelezhet6 (Decker és Lohmann-Matthes, 1988). Széles
kdrben hasznaljak, sokféle sejtvonalon pl.: HepG2 sejteknél (Dong és
mtsai., 1998), PC 12 sejtek esetében (Satpute és mtsai.,, 2008), RBE-4
endothel sejteknél (Price és mtsai., 2006), de primer patkany kortikalis

neuronokon torténé mérésre is van példa (Akasofu és mtsai., 2006).
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A mérés elve a kovetkezé: a tejsavdehidrogendz enzim (LDH)
pH=7,5 pufferben NaCl és NADH (koenzim) jelenlétében Katalizélja a
piruvat atalakulasat laktatta. A NADH éatalakulasat NAD™ formara 340 nm-
en abszorbancia csOkkenés Kkiséri. Az abszorbancia véaltozas aranyos a

szérum tejsav dehidrogenaz aktivitasasaval.
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3. ANYAG ES MODSZER
3.1. Anyagok

A Kiserletekhez az alabbi vegyszereket és anyagokat hasznaltuk:
anti-R-tubulin (Sigma-Aldrich, C4585), phalloidin—FITC (Sigma-Aldrich,
P5282), penicillin/streptomycin (Sigma), 1,4- diazobiciklo-2,2,2-oktan
(Sigma), NADH (Sigma), piruvat (Sigma), Trish-HCI (Sigma), Hepes
(Sigma), ditiotreitol (Sigma), Bradford reagens (Sigma, B6916), Triton X-
100 (Sigma), 2,6 diamidino-2-phenylindol (DAPI) (Braunschweig Chemie),
dextran T-150 (Pharmacia) F12/Ham médium, foetalis borjuszérum (FBS)
(Invitrogen), natrium azid (Reanal), magnézium-klorid (Spektrum 3D),
Annexin-V FITC apoptosis detection kit (Roche-Boehringer-Mannheim),
Mikrocisztin-LR,  Cilindrospermopszin  (Prof. Dr. Borbély Gydrgy
ajandéka).

3.2. A CHO-K1 sejtvonal jellemzése, a sejtkultira fenntartasa

Munkank soran a kinai horcsog ovarium sejteket (CHO-K1, ATCC
#CCL61) 37 fokon 5% CO; és 95% levegd vizgdzzel telitett keverékében
tenyésztettlik, kitapadd kultdra formajaban. A sejtek fenntartasa F-12/Ham
médiumban  tortént 5 %-os hokezelt FBS és 100 U/ml
penicillin/streptomycin (P4458) jelenlétében.

A sejteket a kisérletek elvégzése elétt 24 oraval frissen passzaltuk.
A kromatin allomany kondenzélodéaséval kapcsolatos kisérletekhez a CHO-
K1 sejteket T sejttenyesztd edényekbe tettik, mig a citoszkeleton

vizsgalatdhoz, 4 lyuku plate-be helyezett 12 mm &tmér6ji steril iiveg
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fedélemezkékre. Az LDH enzimaktivitas vizsgalatokhoz a sejteket 1 x 10°-
en koncentréacidban helyeztiik 96 lyuk( mikrotiter lemezre.

3.3. Cianobaktérium kivonatok készitése

A cianobaktériumok fél-folyamatos tenyésztését 16 literes (veg
hengerben vegeztiik. A tenyészetet BG-11-es médiumban tartottuk fent
(Rippka és mtsai., 1979). A C. raciborskii-hoz NaNO3; mentes médiumot
hasznaltunk. Az alga kulturainkat folyamatosan ellenérzott koriilmények
kozott szaporitottuk 22+1 °C-on, 14:10 oOrés fény: sotét ciklus mellett (a
sugarzas mértéke 80 umol m? st (US-SQS/L spherical microsenzor,
WALZ), melyet egy hidegfény fluoreszcens lampatest biztositott (Tungsram
F-33, 40 W). A kései exponencialis novekedési fazis elérése utan a sejtek
Osszegyljtése GF/C szlrépapiron (Watman) keresztlli centrifugaléssal
tortént. A médiummentes alga biomasszat rogton lefagyasztottuk -20 °C
fokon, majd liofilizaltuk. A kivonat készitéséig a szarazanyagot —20 °C-on
taroltuk. Az algak feltarasat desztillalt vizben ultrahangos homogenizatorral
(Cole-Palmer 4710 series) végeztiik. A balatoni torzsek esetében 3 ciklust (1
ciklus 5 méasodpercig tartott, melyet 5 méasodperc sziinet kdvetett), mig a C.
raciborskii AQS torzse estében 2 x 5 ciklust alkalmaztunk. Feltaras k6zben
a mintainkat jégen tartottuk. A feltaras hatékonysagat mikroszkopban

ellendriztik.
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3.4. A cianotoxinokkal és cianobaktérium kivonatokkal torténoé

kezelések

Kisérleteinkhez a tisztitott cianotoxinokat Prof. Borbely Gyorgy
kutatocsoportja  készitette el és bocsatotta rendelkezésiinkre. A
cilindrospermopszint (CYN) Aphanizomenon ovalisporum (Forti) 1LC-164-
es torzsebol, a mikrocisztin-LR-t (MC-LR) Microcystis aeruginosa BGSD
243-as torzsébdl izolaltak, majd tisztitottak. (Kos és mtsai., 1995; Vasas és
mtsai., 2002; Vasas és mtsai., 2004).

Tovabbi kisérleteinkben 5 cianobaktérium tOrzsb6l készitett
kivonatot teszteltiink, melyek a kovetkezdk voltak: 4 Balatonbol izolalt
torzs: Cylindrospermopsis raciborskii izolatumok (ACT 9502, ACT 9503,
ACT 9504, ACT 9505) valamint egy bizonyitottan cilindrospermopszint
termeld egzotikus torzs: a Cylindrospermopsis raciborskii (AQS) torzse
(\Valério és mtsai., 2005).

A kezelések sorén a tisztitott toxinok és a cianobaktérium kivonatok
koncentracié és idofliggd hatasait viszonyitottuk a kontroll sejtekhez. A
toxinok és kivonatok szérummentes F-12/Ham médiumban keriltek
higitasra a megfeleld végkoncentracio eléréseig, mivel a szérumot
tartalmazé6 médium lecsdkkentheti a toxicitdst. A kontroll sejteken a
kezelések  kezdetekor az FBS-t tartalmaz6 médiumot szintén
szérummentesre cseréltik Ki.

A vizsgalt koncentraci6 tartomany MC-LR estében 5 uM - 100 uM,
mig cilindrospermopszin esetében 0,5 pM - 5 pM volt. A kivonatok
esetében a végkoncentraciok 0,02 - 5 mg/ ml voltak. Kezelési idok:

kromatin allomany 24 6éra, a citoszkeletalis vizsgalatoknal 24 o6ra;
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esetenként 48 és 72 6ra, mig az LDH enzimaktivitas vizsgalatoknal 3 és 24

oras expozicios iddt alkalmaztunk.
3.5. Szinkronizalt sejtek eléallitasa és ellendrzése

A kontroll sejtek kromatin szerkezet vizsgalatdhoz szinkronizalt

sejtpopulaciot allitottunk el elutrialassal. A tenyésztett sejtek sziretelését
600 g centrifugalis erével végeztiik 5 percig, majd Ujra szuszpendaltuk 1%-
0s FBS- tartalmaz6 médiumban.
Az elutridlas egy olyan centrifuga rotor segitségével torténik, melyben a
sejtek egy, a centrifugalis erdvel ellentétes iranyu folyadékaramlas hatdsara
méret szerint szeparalédnak, igy az azonos sejtciklus fazisba tartoz6 sejtek
kiilon frakciokba gytjtheték (6. &bra). A rendszer egy Sanderson elutridlo
kamraval (Beckman Instruments) és egy MasterFlex (Cole-Palmer
Instruments) perisztaltikus pumpaval volt felszerelve. A rendszert hasznélat
elétt 70%-0s etanollal mostuk &t ezzel sterilizaltuk, a hémérsékletet 20 °C-ra
allitottuk be, majd 108 sejtet toltsttink a JE-5.0 centrifugaban 1évé elutrialo
rotor kamrajaba (Beckman Intruments, Palo Alto, CA, USA).

Az elutrialas soran allando centrifugalis er6 alkalmazasa mellett az
ellenaram sebességét folyamatosan noveltik: a kezdeti érték 13 ml/perc
volt, majd minden soron kovetkez6 frakcional mindig 6 ml/perccel ndveltik
az aramlasi sebességet az el6z6 frakciohoz képest. Egy-egy frakcioba 100-
100 ml-t gyijtottink. Az elutrialas soran 8 sejtfrakciot nyertiink, mely
frakciok sejtjeinek azonos sejtciklusba tartozésat, aramlasi citométerrel

(Beckton Dickinson) ellendriztiink.
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Centrifugilis eré Folyadék dramlis

6. 4bra Az elutrialds médjanak sematikus abrazolasa (Banfalvi, 2008)

A sejtek sejtciklusbeli allapotat, annak jellemzdéit propidium jodidos
(PI) festéssel hataroztuk meg (Gacsi és mtsai.,, 2005). Az igy jelolt
sejtmagok DNS tartalma aranyos annak fluoreszcencigjaval. A GO és G1
fazisokban 1évé magok DNS tartalma (2C) pontosan fele a G2 és M
fazisban 1év6 magokénak (4C). Az 1C érték a haploid genom DNS
tartalmanak felel meg. Az S fazisban 1évé magok DNS tartalma 2C és 4C
érték kozé esik. A szinkronizalt sejteket szobahdmérsékleten fixaltuk 70%-
festettik. A festett sejtek tulajdonsagait (sejttérfogat, sejtmag térfogat,
sejtmagatmérd, DNS tartalom - C értékben kifejezve) FACS scan flow
citométerrel hataroztuk meg. A mérésekhez a Cell Quest szoftvert (Beckton

Dickinson) alkalmaztuk.
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3.6. A sejtmag preparatumok izolalasa és a kromatin allomany

fluoreszcens mikroszkopos vizsgalata

A kontroll és kezelt sejteket reverzibilis permeabilizacionak vetettiik
ala (Banfalvi és mtsai., 1984), majd ugynevezett magnovelé pufferben (50
mM KCI, 10 mM MgSO,, 3 mM ditiotreitol, 5 mM NaPO, puffer, pH 8.0)
tartottuk 10 percig 37 °C-on. Ezt kovetéen a sejteket fixald elegyben
(metanol:jegecet, 3:1) vettiik fel. Tobbszori fixalo elegyben torténé mosas
és centrifugalds (600g, 5 perc) utan a fixalt sejtmagokat kb. 30 cm-es
magassagbol cseppentettiik a targylemezre, a sejtmaghartya felszakadasanak
érdekében. Egy éjszakan keresztiil szdradni hagytuk szobahdmérsékleten,
majd masnap 1x mostuk foszfat puffer oldattal (PBS), majd hagyomanyos
maodon felszallé alkohol sorban (70%, 90%, 95% és 100%) dehidrataltuk.
Ezutan 25 ng/ml DAPI-t tartalmazé ANTIFADE-médiummal (90% glicerol,
2% DABCO, 20 mM Tris-HCI, pH 8.0, 0,02% néatrium-azid) fedtik.
Mintainkat Nikon Optiphot II. epifluoreszcens mikroszkopban vizsgaltuk,

Spot software-rel digitalizaltuk.

3.7. A sejtvaz szerkezetben bekovetkezett valtozasok detektaldsa

immuncitokémiai médszerrel

A festéseket a gyartd altal megadott modszerek alapjan végeztik el
mindkét esetben (Sigma).

A mikrofilamentumok lathatéva tételéhez a sejteket a kezelési 1do
lejartakor egyszer mostuk PBS-sel, majd rogzit6 folyadékra (4%
paraformaldehidet ~ (PFA)  tartalmazé PBS-re) csereltik  és

szobahdmérsékleten fixaltuk 5 percen keresztiil. Ezutan kétszer mostuk
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PBS-sel, majd 1:5000-szeresre higitott falloidinhez konjugélt fluoreszcein-
izotiocianattal (FITC) festettik az aktin filamentumokat 3 dran keresztill
sOtétben, szobahomérsékleten. Az inkubacios i1d6 letelte utan kétszer 5
percig oblitettiik PBS-sel, majd egyszer desztillalt vizzel. A sejtmagok
lathatova tételéhez itt is DAPI-ANTIFADE oldatot alkalmaztunk.

A tubulin filamentumokat Cy3-mal konjugalt monoklondlis anti-f3-
tubulin antitesttel tettiik lathatova. Ehhez a sejteket a kezelési 1d6 lejarta
utan egyszer mostuk PBS-sel, majd -20 °C-os metanollal 10 percig és azt
kdvetéen 10 masodperig -20 °C-o0s acetonnal fixaltuk. Ezutdn a sejteket
kétszer mostuk PBS-sel, majd PBS-ben hagytuk 30 percig rehidratalédni.
Az anti-B-tubulint 1:200 higitasban alkalmazva festettiik a sejteket 3 6ran
keresztiil sotétben, szobahdmérsékleten. Az inkubacids id6 letelte utan
kétszer 5 percig Oblitettik PBS-sel, majd egyszer desztillalt vizzel.
Targylemezre DAPI-ANTIFADE oldatot pipettaztunk, - mely a sejtek DNS-
¢hez kot6dik -, majd a cseppekre tettiik ra a kerek fedélemezkéket, sejtekkel
lefelé.

Mintainkat Nikon Optiphot 1l. epifluoreszcens mikroszkop
segitségével elemeztiik, Spot software-rel digitalizaltuk. A tipikus
sejtszerkezetekr6l minden minta esetén 30-30 fotdt készitettlink, mind a
DAPI-val, mind a falloidin-FITC-el illetve a Cy3-mal konjugélt anti-p-
tubulinnal torténd festés esetében. Az igy kapott képeket Adobe Photoshop
szofter segitségével egymasra helyeztiik, hogy ugyanazon sejtek esetén egy
képen legyenek lathatdak az aktinvaz (z6ld) és a sejtmag (kék), valamint a

tubulin filamentek (voros) es a sejtmag (kék).
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3.8. LDH enzimaktivitas vizsgalatok

A tejsav-dehidrogendz enzimaktivitas meghatarozasa a klinikai
orvos diagnosztikaban is jol bevalt modszer, és széles kdrben hasznaljék a
membran permeabilitds valtozassal egydttjaré betegségek jellemzésére,
ugyanugy ahogyan toxikologiai vizsgalatokban a sejt életképesség
meghatarozasara. Barmilyen sejtsértléssel jaro folyamat az LDH enzim
aktivitdsanak novekedését fogja Kivaltani. Az aktivitds meghatarozasanak
alapja, hogy az enzim a piruvatot NADH jelenlétében laktatta alakitja (7.
abra). A reakcio a NADH fogyasaval kovetheté nyomon, a plate-olvason

mért abszorbancia-valtozas alapjan.

o OH
| LDH
CHB—C—CUDH ——r C'.HB— CH—CO0OH
NADH NAD+
piroszdlésav tejsav

7. 4bra Az LDH katalizalta reakci6. A laktat dehidrogenaz a piroszélésavat
tejsavva alakitja

A kezelések utan a sejtek membran permeabilitasanak valtozasat
LDH aktivitasméréssel vizsgaltuk. Annak érdekében, hogy a feltart
cianobaktérium-szuszpenziobdl minél kevesebb sejttormelék keriljon a
sejtekre, a higitast megel6zden az algamintikat sterilszlirOn atsziirtiik. A
tisztitott toxinokat és a cianobaktérium-kivonatokat FBS nélkili F-12/Ham
médiumban higitottuk ki adott koncentraciora 250 pl-es végtérfogatra (8.

abra). Minden vizsgalt koncentracio és idépont esetén harom parhuzamban
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torténtek a mérések. A kontroll sejtek egy része pozitiv kontrollként
szolgalt: ezekre mérés elott egy oraval 5 pl TritonX-100-at (TrX-100)
pipettdztunk. A TrX-100, mint erds detergens szétroncsolja a sejteket, az
osszes LDH-t felszabaditja. Igy megkapjuk azt a maximélis LDH

koncentraciot, amit a sejtek tartalmaztak.

8. dbra LDH (laktat dehidrogenaz) méréshez el6készitett mikrotiter lemez
ACT 9502, ACT 9503, ACT 9504 és ACT 9505 kodu Balatonbdl izolalt
Cylindrospermopsis raciborskii cianobaktérium térzsekkel

A méréshez, a mikrotiterlemezbe a kezelési id6 lejarta utan
mindegyik mintabol 40 ul felilliszot, 250 pl NADH oldatot (0,2 mM
NADH 0,1 M Tris- NaCl- pufferben pH 7,2 oldva) és 40 pl piruvatot (10
mM piruvat 0,1 M Tris-NaCl-ban pH, 7,2 oldva) pipettaztunk (Menezes és
mtsai., 2006), majd Viktor® plate olvasé késziilékkel (Perkin-Elmer) mértiik
az abszorbanciavaltozast. A spektrofotometrias mérés alapja, hogy a NADH
molekula abszorpcids spektrumanak maximuma 340 nm-en talalhat6. Ezen
a hullimhosszon mérjilkk az abszorbancia valtozdst az inkubdcids ido
fliggvényében, mely az enzimaktivitassal aranyos. A készilék minden minta

esetén megmérte az abszorbanciat és ezt azonos id6kozonként, 15-szOr
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megismételte. Két mérés kozott, amig a mérdfej ujra ugyanahhoz a lyukhoz
ért, 44,25 s telt el. Az extinkcio - reakcioidé gorbe linearis szakaszanak
meredekségébdl szamoltuk az enzimaktivitast. A kapott eredményekbol

minden egyes lyukra LDH aktivitast szdmoltunk a kovetkez6 képlettel:

LDH = (AA/ min x10°xTV)/ (6,3 x10°xLxV),

ahol:
AA/min — abszorbancivaltozas egy perc alatt;
TV- ateljes reakcidelegy térfogata ml-ben;
6,3 x10°— a NADH molaris abszorpcidja 340 nm-en;
L- a fény Gtja mm-ben (ez a mi esetlinkben 0,7) ;

V- a minta térfogata ml-ben.

Mivel a mddszer fotometriai mérésen alapul és a mintaknak is van
egy hattér abszorbancidja, ezért minden higitdsnal a neki megfeleld hattér
abszorbanciat is lemértik és az erre kapott LDH aktivitasi értékeket
kivontuk a kezelt sejtek esetén kapott LDH aktivitasi értékekb6l (vak
mintak). Az igy kapott eredményeket, hogy pontosan tudjunk vonatkoztatni
a sejtszdmra, a mintékban jelen levé fehérje mennyiségre korrigaltuk.

A mintak fehérje mennyiségét a M. Bradford altal kidolgozott
modszer segitségével fotometridsan hataroztuk meg (Bradford, 1976). A
kezelési 1d6 leteltével a feliiluszd eltavolitisa utan a sejteket egyszer
Oblitettiik Tris-NaCl pufferrel (pH 7,2), majd 200 pl feltaropufferben (Tris-
NaCl 1% Triton X-100, pH: 7,2) egy éjszakan at -20 °C-on taroltuk. Masnap
a mintak felengedése utdn azokat 10000 rpm fordulaton, 4 °C-on 8 percig

centrifugdltuk  (Biofuge  fresco, Heraeus). A  fehérjetartalom
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megallapitasdhoz, 10 pl feliilaszot, 70 pl Tris-NaCl puffert és 60 pl
Bradford reagenst hasznaltunk fel. A Bradford reagens hozzdadasa utan a
mintakat 10 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk, majd mértiik a mintak
abszorbanciajat 595 nm-es hullamhosszon Victor® mikrotiter lemez-olvasé

készilékkel.

3.9. Statisztika

Eredményeinket Origin7-es programban &brdzoltuk. Azt, hogy az
LDH aktivitdis a koncentracié fliggvényében a kontrollhoz képest
szignifik&nsan valtozott-e vagy sem, linearis regresszidval vizsgaltuk.
A cianobaktériumok toxicitasat a J.J. Hubert-féle probitszam analizissal
hasonlitottuk éssze (Hubert, 1980). Mindegyik esetben kiszdmoltuk, hogy a
kapott LDH értékek hany szazalékat jelentik a pozitiv kontrollnak, majd ezt
a megadott tablazat alapjan probitanalizissel kiszamoltuk azt az értéket,
amely esetén az anyag az &ltala maximalisan kifejthet6 hatas 50%-at kivaltja
(ECs0). Ez alapjan 0Ossze tudtuk hasonlitani a toxinok és a
cianobaktériumkivonatok toxicitasat. A kisérletek mindegyikét legalabb

haromszor megismételtik.
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4. EREDMENYEK ES MEGBESZELESUK

41. A CHO-K1 sejtek kromatindllomanyanak szerkezetbeli

valtozasai

A cianotoxinok ¢€s cianobaktérium kivonatok altal kivaltott sejtszintii
hatdsok megbizhatd leirasdhoz sziikségesnek tartottuk a kontroll

korilmények kozott tartott sejtpopulaciok jellemzését is.

4.1.1. A szinkronizalt CHO-K1 sejtek aramlasi citometriés jellemzése

A sejtek szinkronizalasa a sejtek mérete és DNS tartalma kozotti
Osszefliggésen alapul. A DNS tartalmat, a sejtek 6rokitd anyagahoz, a DNS-
hez kot6dott propidium jodid (PI) altal kibocsajtott fluoreszcencia alapjan
hataroztunk meg. A szinkronizalast centrifugalasos elutrialassal végeztik
(Banfalvi, 2008). Az elutrialas soran 8 frakciot gytjtottiink, ebbdl az elsd
nem Kerilt felhasznalasra, mert ebben a frakcidban van jelen a sejttormelék
és az elpusztult sejtek. A tovabbi frakcidkban meghataroztuk a
sejttérfogatot, a sejtmagtérfogatot, a sejtmagok atmérdjét és a DNS
tartalmat. Eredményeinket a 9. &bra és 1. tablazat 6sszegzi.

A sejtmagokat Pl-dal festettilk, ennek fluoreszcencia intenzitasat
hataroztuk meg. A 9.A abra mutatja az egyes frakciokhoz (E1-E8), illetve a
kontroll populécidékhoz tartoz6 sejtmagok C érték eloszlasat. (Az 1C-érték
egy sejt haploid genom tartalmanak felel meg.) A 9.B abra a sejtmagatmérd
eloszlasat szemlélteti a szinkronizalatlan kontroll és a frakcionalt

mintakban.
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9. abra  Centrifugaldsos elutridlassal szinkronizalt sejtek aramlasi
citometrias analizise. A) Elutridlt sejtfrakciok aramlasi citometrias profilja, B)
Elutrialt sejtek sejtmagatmérdje

Jol lathatd, hogy mind a sejt, mind a sejtmag méretének ndvekedése
alapjan hatékonynak bizonyult a sejtek frakcionalasa, az egyes frakcidkba a
sejtciklus azonos alfazisaba tartozo sejtek kertltek. A haranggorbe csicsa a
frakcioszam novelésével egyre jobban eltolodik a 2C értéktdl a 4C értek
felé.
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Frakci6  Ellenaramlas  Atlagos sejt ~ Atlagos Atlagos Atlagos

szam mértéke térfogat sejtmag sejtmag C- érték
(ml/perc) (f) térfogat (fl) atméro
(Hm)
1 13 770 Nem volt Nem volt 2,02
mérhetd mérhetd
2 19 836 190 Nem volt 2,20
mérhetd
3 24 988 230 7,2 2,55
4 30 1119 250 7,6 2,76
5 36 1268 280 8,0 2,98
6 41 1498 335 8,5 3,28
7 47 2004 470 9,9 3,72
8 52 2618 530 10,3 3,99

1. Tablazat Az elutrialt frakcidkban lévé sejtek paraméterei (Az adatok 3
méréssorozat atlagat mutatjak) fl= femtoliter (10™ liter)

A 2. frakcidban a normal G1 allapota diploid sejtekre jellemzd 2C
értéket kaptuk 2.02 + 0,05. A frakcidé szam novekedésével megfigyelhetd a
C-érték novekedése illetve a tobbi sejtparaméter értékének a ndvekedése is.
A 3. frakcidban a korai S fazisu sejtek dominaltak 2,55-0s C értékkel, mig a
4-5. frakcidban a korai és kozépso S fazisu sejteket talaljuk, melyekben mar
2,76-2,98 az atlagos C—érték. A 6-7. frakcid a kés6é S fazisu sejteket
tartalmazza. Itt mar 3,28-3,72-es C-érték atlagokat mértiink. VVégezetil a 8.
frakcioban a kés61 S, G2, M fazisu sejteket figyelhettiik meg 4C kozeli
értekekkel. A sejtek sejtciklusbeli allapota a sejtmagatmérd mértékének

valtozasaval is jol nyomon kovethetd volt.
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4.1.2. A frakcionalt sejtek kromatinallomanyanak morfologiai

valtozasai

A 2. frakcidban a korai S fazisu sejteket figyelhetjik meg. A sejtek
kromatinalloméanyara jellemzd, hogy erdsen dekondenzalt dllapotban van.
Kromatin szerkezetiikre elsdsorban a fatyol-, felhdszerti, bolyhos képletek a
jellemzéek (10. abra, 2. frakcio). A kovetkezo frakcioban, mely a 2.55 C
értékkel rendelkez6 sejteket tartalmazta, mar megfigyelhetd a magallomany
polarizacidja: a kromatindlloméany periférias részén kompaktabb foltok
jelennek meg, melyek a kés6bb kialakulé kromoszoémak elételepei. A felho-
, fatyolszeri strukturdk jelenléte mellett mar megfigyelhetjilk a
szupertekercselddésre utald figurak megjelenését is (10. abra, 3. frakcio).

A 4. frakcié a Korai-k6zépsé S fazist sejteket tartalmazza. A
frakcidban tovabbi kondenzalddas figyelheté meg; a kromatin atmenet
fatyol forméabol tovabbi szupertekercselddéssel szalag alakba. A
tekercselédés tovabb folytatodik, a fatyolszeri kromatin vastagabb
szupertekercselt hurkokat alkot, szalagszerli képleteket hoz 1étre. Néha
vékonyabb szalakat is tartalmaz, melyek korulbelil a 300 nm vastag
atmérdjiik eukromatin fibrillumokhoz hasonlitanak (10. &bra, 4. frakcio).
Az 5. frakcioban a fibrillaris struktirdk tovabbi kondenzécidja figyelhetd
meg (10. &bra, 5. frakcid).

A 6. frakcioban eldsorban linearis elrendezddeésii
kromatinstruktdrakat taldltunk. Vastagabb és vékonyabb kromatin
sturukturakat egyarant megfigyeltink kondenzalédott kromatin képletek
jelentek meg (10. &bra, 6. frakcid). A kromatin struktirdk végei még
szupertekercselddést mutatnak, ez is jelzi a vékonyabb 300 nm atmérdju
fonalak vastagabb, 700 nm vastagsagu fonalakka torténd kondenzalddasat.
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A 10. abra 6. frakci6 B abrajan 1évo kromatinstruktira gerincét a C abran
fekete vonallal, mig végeit korrel jeloltuk. A kromatinszal folytonossaga az

elongélt prekromoszomalis stadiumig fent maradt.

2. frakcio

fa
p

10. &bra Az egyes frakciokra jellemzd tipikus kromatinalakzatok. Lépték
5um

A kés6i S fazisban (10. abra, 7. frakcio) megfigyelhetéek az ivesen,
félkorivben elhelyezkedd prekromoszémak. Néhany esetben az egyes
kromoszomak mar tisztan kivehetéek (10. abra, 7. frakcio E-H). Az utolso

frakciéban mar a kompakt kromoszomak jelennek meg, de a kondenzéacid
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csak a metafazisban éri el a kondenzaltsdg legmagasabb fokat. A lineéris
elrendezddés még itt is megfigyelhetd (10. dbra, 8. frakcid, E kép).

A kromatin kondenzalddas fluoreszcens mikroszkdppal torténd
vizsgalatat mas sejtvonalakon: K-562-human leukocita, IM indian muntjac
fibroblaszt sejteken is elvégeztik, ahol hasonl6 struktirékat figyeltiink meg
az egyazon sejtciklusu populéciéba tartozé sejteknél (Banfalvi és mtsai.,
2006). Elmondhatjuk, hogy a kromatin allomany kromoszémakka térténd
kondenzaléddsa a magasabb kiilonb6zé eukaridta sejtekben azonos
mechanizmus szerint torténik. A G1 és a korai S féazisu sejtek 2-2,5 C
fatyolszerii képletek a jellemzdek. Az egyre novekvd frakcid szamhoz egyre
szupertekercseltebb kromatinszerkezetek tartoznak, vagyis az utolso, 8.
frakcioban méar a legtomdrebb, metafazisos kromoszéma sturuktirakat
kaptuk. Mivel a DNS kromatin szerkezete és a nukleoszomalis csomagolas
kozeli kapcsolatban vannak a génszabalyozassal, ezért napjainkban a
kromatin struktdrak szerkezete, energetikdja és dinamikaja intenziven

kutatott tertilet (Grigoryev és mtsai., 2009).
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4.1.3. A tisztitott cianotoxinok hatasa a CHO-K1 sejtek kromatin

allomanyéanak kondenzalddasara

A cilindrospermopszin kromatindllomany  kondenzalddast
befolyasold hatasat 24 oras expozicios id6 mellett 0,5 és 5 uM kozotti
koncentracié tartomanyban vizsgéltuk, mig mikrocisztin-LR esetében a
vizsgalt koncentracid tartomany 2-50 uM volt. A kromatin preparatumokat
az anyag és modszer fejezetben ismertetett modon keszitettik el.

Cilindrospermopszin  jelenlétében a legkisebb alkalmazott
koncentracio esetében a normal folyamatra jellemzd figurdkat figyelhettiik
meg, azonban mar 1 pM-os toxin koncentracié esetén a kromatin
kondenzalddas folyamata zavart szenvedett. Az S fazist allapotban 1év6
sejteknél ,,lyukakat” figyelhettiink meg a kromatinalloményban (11. &bra).
Hasonld jelenséget tapasztaltunk korébbi kisérleteinkben is, ahol
kadmiummal kezeltink CHO-K1 sejteket (Banfalvi és mtsai., 2005).
Metafazisos kromoszomékat nem tudtunk megfigyelni, ami arra enged
utalni, hogy a sejtciklus masodik ellendrzé pontja valosziniileg hibat talalt a
DNS megkettdzddésében €s nem hagyta a sejteket a mitozis fazisaba atlépni
(11.B-C  é&bra). Fibrézus, torz,  fragmentalédott  kondenzalt
prekromoszomékat figyelhetink meg. 2 pM-os koncentracional még
kifejezettebb ez a hatds (11.D-F &bra). A kromatin allomany kromatin
rogokké osszecsomdsodott formaban jelent meg.

47



A !
! —

11. abra Cilindrospermopszin hatdsa a CHO-K1 sejtek kromatin
allomanyara. A-C: 1 uM, D-F: 2 uM Lépték: 2 um

A —C —
E_F —

12. abra A-C: 20 uM-os, D-F: 50uM MC-LR kezelés hatasa a CHO-K1
sejtek kromatin kondenzacidjara. Lépték: 2um

= z= 7

kezeltuk (2-10 uM), az nem indukalt szignifikans valtozast a maganyag
kondenzalddasaban, a tipikus alakzatok, mint a fatyol, a fonal, a
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szupertekercselt kromatin, a prekromoszomak és a kromoszémak, mind
megfigyelhetéek voltak. A 20 pM-o0s koncentraciondl azonban mar
valtozasokat detektalhattunk (12.A-C abra). A MC-LR kezelés koncentracio
¢s 1d6 fiiggd moddon befolyasolta a kromatinallomany kondenzalodasanak
normal folyamatat, a sejtek a kés6i S-fazis és a mitozis korai stddiumaban
megélltak, mely gyakran nyilvanult meg abnormalisan hiperkondenzalédott,
torott elongalodott prekromoszomak, illetve apoptotikus testek formajaban
(Gécsi és mtsai., 2009). 50 uM-os kezelésnel mar csak apoptotikus rogoket
tudtunk megfigyelni (12.D-F abra).

Humpage és mtsai. (2000) szintén kimutattdk a CYN genotoxikus
hatasat egy human limfoid sejtvonalon (WIL2-NS). Ebben a rendszerben
egész kromoszémavesztéseket figyeltek meg méar 1 pugml™ (2,41 pM)
koncentraciotdl, mig szaltéréseket 6 pugml™ (14,46 uM)-t6l. Az altalunk
alkalmazott CYN koncentracié ezen értékeknél alacsonyabb volt, tehéat
feltételezhetjik, hogy a sejtvonalunk érzékenyebb, mint a limfoid sejtvonal.
Feltételezések szerint az egész kromoszoémavesztések a kinetokor fehérjék
lebomlaséanak a kdévetkezményei, mig a széltorések a toxin metabolikus
aktivalddasanak kozvetlen kévetkezményei (Terao és mtsai, 1994).

A cilindrospermopszin uracil komponense mellett tartalmaz egy
reaktiv guanidin és egy szulfat csoportot melyeken keresztill szintén toxikus
hatast fejthet ki a DNS-re és az RNS-re. Shaw és munkatarsai (2000)
egereken mutattak ki a cilindrospermposzinnak illetve metabolitjainak
kovalens kotédését a DNS-hez.

Shen és mtsai., (2002) DNS fragmentalddast mutattak ki azon allatok

majsejtjeinél, ahol az egyedeket LCsy mennyiségli cilindrospermopszinnal
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kezelték, habar ilyen mértékii kezelés mellett a DNS integritdsara kifejtett
hatas a toxin direkt hatdsadnak kovetkezménye is lehet.

Ezzel ellentétben COMET assay-jel (egy sejtes gélelektroforézis)
nem mutattak ki genotoxikus hatast CYN-nel kezelt anyagcsere deficiens
CHO-K1 sejteknel (Fessard és Bernard, 2003). A cilindrospermopszin
alacsony koncentracioban elsddlegesen a fehérjeszintézisre hat, mig
magasabb koncentracioban egy gyorsabb toxikus hatas dominal, ami a toxin
metabolizacioja soran keletkezett termékeknek tudhaté be (Froscio és
mtsai., 2003).

Lankoff és munkatarsai (2007) szintén arrél szamoltak be, hogy
rovidebb idejli cilindrospermopszin expozicid (< 21 6ra) a mitotikus index
értekét szignifikdnsan csokkenti koncentracio és 1dofliggd modon, annak
ellenére, hogy esetiikben a cianotoxin még 2 pgmlt-es koncentracié
jelenlétében sem indukal szignifikdns kromoszdéma abberéciét a kontroll
csoporthoz képest. Beyer és munkatarsai (2009) kimutattdk nad
szbvettenyészetben, hogy a 0.5-5 ugml™® CYN hatasara a korai mitézis
szakaszaban 1évd sejtek ardnya megndtt, mig a metafaziban 1évo sejtek
aranya csokkent. A legmagasabb korai mitdzis szakaszban 1év0 sejt aranyt
¢és a legkisebb metafazisban 16v6 sejtaranyt 2,5 upgml' CYN
koncentracional mutattak ki.

A genotoxikus hatas talan annak megnyilvanulasa, hogy a
kdztudottan protein szintézis inhibitor cilindrospermopszin gatolhatja azon
fehérjék képzddését is, melyek a sejteknek a mitdzisba vald belépéséhez
szilkségesek, illetve a mitdzisba belépve az egyes alszakaszokba valo
atlépést szabalyozzak. A cilindrospermopszin genotoxikus hatdsa nagy

valdszinliség szerint a citokrom-P450 altal atalakitott metabolitoknak is
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koszonhetd. A cilindrospermopszin géatolja a glutation szintézist is,
stimuldlja a reaktiv oxigengyokok keletkezését, ami szintén citotoxikus
hatast valt ki (Runnegar és mtsai., 1994). Korabban mar kiilonb6z6 in vitro
modelleken leirtdk a toxin sejtkarositd hatasat, mint a protein szintézis
gatlds, a citokrdm-p-450 metabolizmus fiiggd citotoxicitds, és a
genotoxicitds (Froscio és mtsai., 2001; 2003; Humpage és mtsai., 2000;
Runnegar és mtsai., 1994). A fehérjeszintézist az elongacios fazisban gatolja
(Froscio és mtsai., 2001; 2003; Terao és mtsai., 1994). Primer hepatocita
tenyeszeteken azt is megfigyelték, hogy a fehérjeszintézis gatlas
irreverzibilis és fuggetlen bizonyos citokrdm-P450 gatlok jelenlétében
(Froscio és mtsai., 2003). Egereken végzett kisérletek szintén arra engednek
kovetkeztetni, hogy a cilindrospermopszin karcinogén hatassal is bir
(Falconer és Humpage, 2001).

Batista és mtsai. (2003) primer human hepatocitdkon a kromatin
kondenzal6das soran abnormalis anafazisi szabalytalan kromoszomaékat
figyeltek meg mikrocisztin hatasara. Lakshmana Rao és mtsai. (1998) BHK-
21 és MEF sejteket kezeltek mikrocisztin tartalmd cianobaktérium
Kivonattal és tisztitott mikrocisztinnel, mely szintén DNS fragmentalddast
valtott ki: kivonat esetében viszonylag nagy koncentracié alkalmazésakor
(100 pgml™), mig mikrocisztin esetében 1-2 pgml™ koncentracié mellett.
McDermott és munkatarsai (1998) kilonboz6 sejtvonalakon (hepatocitan,
endothelialis sejteken, promielocitakon és epithelidlis sejteken) szintén
kKimutattdk a MC-LR kromatin kondenzéciét befolyasolé hatasat.
Limfocitakon nem tudtak Kimutatni szignifikans valtozast kromoszéma
abberaciok tekintetében, viszont a mitotikus indexben mar 18 Orés
expoziciés idejli 1 pgml™ koncentraci6ji MC-LR kezelés szignifikans

valtozast okozott (Zegura és mtsai., 2008). Comet assay-vel vizsgalva is
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Kimutattdk a mikrocisztin DNS-t karosito hatasat, mely 18 6ras inkubéacios
1d6 utan elérte a maximum értéket (Lankoff és mtsai., 2004).

Ding és munkatarsai (1999) Ames teszt-tel illetve Comet assay
eljarassal kimutattak, hogy a mikrocisztin tartalmu cianobaktérium kivonat
DNS karosodast, és erés mutagén hatast valt ki, mig Zegura és munkatarsai
(2003) ugyanezt tapasztaltdk id6 és koncentracio fliggd modon human
hepatoma sejtvonal esetében.

In vivo, egereken is kimutattak a mikrocisztin DNS fragmentald
hatasat, mely korrel&l a kapott LDH aktivitasi, alkalikus foszfatdz és y-
glutamil transzferaz mérésekkel (Rao és Bhattacharya, 1996).

Mathé és mtsai. (2009) szerint a MC-LR nem allitja meg a sejteket a
telofazis illetve a citokinézis soran, hanem csak ezen mitotikus szakaszok
id6tartamat nyujtja meg.

A mikrocisztin-LR  sejtosztodasra Kifejtett hatdsa a protein
foszfatazoknak (PPl és PP2A) a sejtciklus soran jatszott kulcsszerepével
magyarazhat6 (Ayaydin és mtsai., 2000; Brautigan, 1994; Smith és Walker,
1996). A PP2A-nak reguldld funkcidja van a testvér kromoszomak
kialakitasaban, valamint a mitdzisbol val6 kilépés folyamataban (Trinkle-
Mulcahy és Lamond, 2006), és mitogén aktivalo protein kinazokat (MAPK)
szabalyoz6 képességgel is rendelkezik (Tamura és mtsai., 2002). Ezek a
szabalyozzdk (Toivola és Eriksson, 1999). MC-LR hatdsara a sejtek
foszforilaciés rendszerének egyenstlya felbomlik és ez sejtciklusbeli
zavarokat valt ki.

Mas kisérleteinkben immuncitokémiai modszerrel igazoltuk, hogy a
mikrocisztin-LR a CHO-K1 sejteken apoptozist indukal koncentracio és

1dofiiggd modon (Gacsi €és mitsai.,, 2009). A mikrocisztin mar 1 pM
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koncentracid esetén apoptozist indukalt patkany és lazac hepatocitakban is
(Fladmark és mtsai., 1998).

Az apoptozis korai stddiumaban a magi partikulumok szemtdl
szembe csomagolodnak a 11 nm-es szalakban, majd fokozatosan csavarodva
egy szorosan szOtt haldzatot hoznak 1étre. Ez a halozat végiil 0sszeesik és
denz apoptotikus testeket képez. A nukleoszomak szoros szemtdl szembeni
csomagolasa az egyik sajatsaga az apoptotikus kromatinnak, mely dsszefiigg
az acetilalatlan H3 és H4 hisztonok mennyiségének novekedésével (Allera
és mtsai., 1997).

A mikrocisztin-LR a p53-as fehérje fokozott foszforilacidjat okozza
(Guzman és mtsai., 2003), mely fokozza a p21les fehérje génjének atirasat,
majd maga a p2l-es fehérje kotddik a ciklin - ciklin-dependens- kinaz
komplexhez, annak gatlasat fogja kivaltani és ez a sejtciklus G1/ S
atmenetnél torténd leallasahoz vezet.

Eredmeényeink igazoljak azon feltételezést, miszerint mind a
cilindrospermopszin, mind a mikrocisztin-LR hatassal van az él6 sejtek

orokitbanyaganak, a DNS-nek a kondenzélodasara.

4.1.4. A Cylindrospermopsis raciborskii torzsek kivonatainak hatasa

a kromatin kondenzéalas folyamatara

Laboratoriumi  koriilmények kozott jol nevelheté bizonyitottan
cilindrospermopszint termeld AQS torzzsel és a Balatonbdl izolalt C.
raciborskii  torzsekkel végeztiink kromatin vizsgalatokat. Eldzetes
tajekozodo jellegli kisérleteink eredményei alapjdn mindegyik izolatum

felhasznalasaval olyan tenyészmédiumokat készitettink, melyben a
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cianobaktérium kivonatok koncentracitja 2 mgml™ volt. A sejteket 24 6ran
at inkubaltuk. Eredményeinket az aldbbiakban ismertetem.

Az AQS torzsjelt Cylindrospermopsis raciborskii tenyészetekbol
késziilt kivonatok er6teljes apoptotikus hatast mutattak a DAPI-val torténé
DNS festés utdn. A sejtmag tobb kisebb partikulumra vald szétesesét
észleltiik. A sejtciklus kezdeti fazisara jellemz6 felhdszert képletek is csak
nagyon kis szamban fordultak ¢lé. A legtobb sejt az S és G2 fazisban volt a
kromatinallomany kompaktsagat tekintve. Szupertekercselt
kromatinfibrillumok és apoptotikus rogok voltak a dominans struktdrak.
Kromoszémakat egyetlenegy preparatumban sem detektaltunk. Mindez
megerdsiti a cilindrospermopszin jelenlétét a kivonatunkban.

ACT 9502-as térzsszamu balatoni C. raciborskii izolatum a korai S
sejtciklus &llapotoknal nem okozott véltozast, megfigyelhettik a kezdeti
felhd jellegli szerkezeteket, illetve a korai S fazisra jellemzo
szupertekercselédést (14.A abra). A kés6i S fazisban eltérést tapasztaltunk,
erételjesebb széli kondenzaldodas volt megfigyelhetd (14.C-D abra). A
kontroll  populacidhoz képest nagyobb aranyban fordultak eld
prekromoszomak, azonban a metafazisos kromoszémék  kisebb

gyakorisaggal voltak jelen.
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13. 4bra Az AQS torzs kivonatdnak hatasa a CHO-K1 sejtek kromatin

allomanyara 24 6ras 2 mgml™-es koncentracioju kezelés esetén, A) korai S
fazis B-D) kés6i S és G2 fazis, Lépték: 2 um

14. 4bra ACT 9502-es torzs kivonatanak hatasa a CHO-K1 sejtek kromatin
allomanyara 24 6ras 2 mgml™*-es koncentracioju kezelés utan A-B) korai S
fazis C-D) kdzépsd-kései S fazis E) G2 fazis Lépték:5 um
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A vizsgalt koncentracional az ACT 9503-as torzs kivonata nem
befolyasolta a CHO-K1 sejtek kromatindllomanyanak kondenzalddasi
folyamatat. Minden egyes sejtciklusbeli allapotnak megfeleld struktirat
tudtunk azonositani. Megfigyelhettiik a dekondenzalt kromatinallomanyt,
majd a széli terilileteken elkezd6dd fokozottabb kondenzacidt, a fatyol,
szalagszer(i kromatinrostokat (15.C abra), mig végil a prekromoszomakat
és a kromoszomakat (15.A-E abra).

A négy Balatonbdl izolalt C. raciborsii izolatum koézul az ACT
9504 torzs kivonata esetében tapasztaltuk a legnagyobb toxikus hatast. Mar
a sejtciklus korai stadiumaiban: G1, korai S fazisban is megfigyelhettiink
eltérést a kontroll populéciotol. G1 és korai S allapotd kromatinallomany
mintegy holyagszerii lefliz6désének kezdeményeit lathatjuk (16.A abra). A
kozépso S fazisban mar teljesen szétszakadt kromatinallomanyt észleltiink,
megszint a kromatinallomany folytonossaga (16.B abra). A kés6i S fazisu
sejteknél nem tapasztaltuk azt a szupertekercselédést, tomorodést, amit a
kontroll sejtek kromatinallomanyanal (16.C abra). Kromoszomaékat csak
elvétve figyeltiink meg, nagyon alacsony volt az eléfordulési ratajuk.

Az ACT 9505-6s torzsbol késziilt kivonat szintén nem valtott ki
szdmottevd hatast a kromatin szerkezetben a sejtciklus korai fazisaban,
hasonléan az ACT 9503-t6rzsb6l késziilthoz. A fatyolszerii, fonalas
képleteket itt is  megfigyelhettiik, egyetemben a kezdetleges
szupertekercselodést mutatd alakzatokkal (17.A-B é&bra). A koézépsé S
fazisban valamivel erdsebb széli kondenzéalodast tapasztaltunk (17.C-D
abra).

Eredményeink alapjan  elmondhatjuk, hogy a kromatin
kondenzaciora gyakorolt hatas tekintetében a Balatonbdl illetve a Kis-

Balatonhol izolalt torzsek kozil az ACT 9502 és az ACT 9504 mutatott
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pozitivitast. A mésik két C. raciborskii izolatumbdl készilt kivonat (ACT
9503, ACT 9505) lenyegében nem befolyasolta a DNS allomany
kompaktalddasanak folyamatat. A pozitiv kontrollként hasznalt AQS torzs,
cilindrospermopszin tartalmanal fogva hasonlo, sét, toxikusabb eredményt
mutatott, mint a CYN-nal kezelt sejtek. A hazai C. raciborskii kivonatokkal
végzett kisérletek jelentOs eltérést mutattak a bizonyitottan CYN tartalmu
kivonat hatasaihoz képest. Mai napig kisérletek folynak mind in vivo és in

vitro teriileten ezen torzsek toxikus hatasaért felelés anyag(ok)

c.
!

15. abra ACT 9503 térzs hatasa a CHO-K1 sejtek kromatin allomanyara 24

.z

azonositaséért.

fazis C) kozépsb-késd S fazis D) G2 fazis E) M fazis Lépték: 5 um



!!

16. abra ACT 9504-es torzs hatdsa a CHO-K1 sejtek kromatin allomanyara

24 6ras 2 mg'mlt-es koncentrécioju kezelés esetén, A) G1-korai S fazis B)
k6zépso S fazis C) kés6i S fazis D) G2-M fazis Lépték: 5 um

.

17. abra ACT 9505 térzs hatasa a CHO-K1 sejtek kromatin allomanyara 24

6ras 2 mgmlt-es koncentracioju kezelés esetén, A) G1 fazis B) korai S
fazis C-D) kdzésb S fazis E-F) késéi S, G2 fazis Lépték: 5 um

4.2. A CHO-K1 sejtek mikrofilamentéris rendszerének valtozasai

A cianobaktériumok  toxicitisanak  monitorozésara  gyakran
hasznaljak a citoszkeletalis rendszert is (Herfindal és mtsai., 2005). Ebben
az alfejezetben a tisztitott toxinok és a nyers cianobaktérium kivonatok

emlds sejtek mikrofilamentaris elemeire kifejtett hatasait mutatjuk be.
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4.2.1. A tisztitott cianotoxinok hatasa az CHO-K1 sejtek aktin

szerkezetére

A mintakat az eldzetes kezelések utdn az Anyag ¢és moddszerek
fejezetben leirtaknak megfeleléen készitettiik el. A 18.A &bran lathato a
kontroll sejtek aktin szerkezete. Itt a normal, ép sejtre jellemzd aktin
szerkezetet figyelhetjik meg a kérgi aktinnal és a stresszrostokkal, 24 éras
expozicios 1d6 utan. Amennyiben alacsonyabb cilindrospermopszin
koncentracioval (0,5 pM és 1uM) kezeltlik a sejteket, a stresszrostok
eltlinését figyelhettiik meg (18.B abra), helyettilk szivacsos szerkezetet
lathattunk. Tovabbi CYN koncentracio emeléskor (2 uM és 5 uM) az aktin
filamentumok teljes depolimerizacidja kdvetkezett be (18.C és D abra).
Néhany helyen még foltokban felfedezheték a depolimerizalddott
mikrofilamentumok nyomai. CYN jelenlétében a sejtek zsugorodasa
apoptotikus elvaltozasokra utal.

Hosszabb expoziciés 1d0t vizsgdlva azt tapasztaltuk, hogy a
cilindrospermopszin toxicitdsa adott koncentracid esetében (1 pM)
1dofliggést mutat. 48 oras 1 pM CYN-nel torténd kezelés utan a sejtek
lekerekedtek, az aktin filamentumok erdteljesen depolimerizalodtak, a
sejtmag koré koncentralddtak (19.B abra). 72 6ras expozicio esetén az aktin
filamentumok teljes lebomlasat tapasztaltuk (19.C abra). Figyelmet érdemel
a sejtek meretének csokkenése is, mely tipikus apoptotikus jelenség.
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utédn A) kontrol B) 1uM C) 2 uM D) 5 uM Lépték: 10 um

-

19. abra 1 uM cilindrospermopszin hatasanak idéfliggése A) 24 h B) 48 h
C) 72 h, Lépték: 10 um

Attérve a masik vizsgalt cianotoxinra, a mikrocisztin-LR-re, 24 oras
inkubaciés id6 utan 20 uM alatti koncentraci6 tartomanyban nem tudtunk
megfigyelni jelentds szerkezetbeli valtozasokat. Erételjes fillopodium
képzddést észleltiink 20 uM-nal (20.B &bra), mig 50 uM MC-LR esetében a
sejtek 85%-a lekerekedett allapotban volt, a stresszrostok eltiinését
figyelhettiik meg (20.C abra).
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20. &bra A mikrocisztin-LR hatasa a CHO-K1 sejtek aktin rendszerére 24
Oras expozicié utan A) kontroll B) 20 uM, C) 50 uM, Lépték: 10 um

-

21. abra 5 uM MC-LR hatasanak idéfliggése: A) 24 h B) 48 h C) 72 h
kezelési id6 Lépték: 10 um

48 oOras expozicids id6 utan mar 5 uM MC-LR koncentracional is
eltérest figyeltink meg a kontrollhoz képest: az aktin filamentumok a
sejtmembran ala koncentralodnak, a sejtmag koruli aktin halézat elkezd
depolimerizdlodni (21.B abra), mig 72 oras kezelési id6 utan a
mikrofilamentek tovabbi redukcidja illetve sejtmag korili koncentralédasa
figyelhetd meg. (21.C abra). A kromatin a kondenzalodas kovetkeztében
er6sebben festddik DAPI-val, mint a kontroll sejtek sejtmagjaban.

Cilindrospermopszin esetében csak kevés irodalmat talalunk a sejtek
mikrofilamentaris elemeire gyakorolt hatasairdl. Fessard és Bernard (2003)
szintén CHO-K1 sejteket kezelt 0.5 és 1 ugml™ CYN-nal és ez a sejtek

lekerekedését, a kérgi aktin szetszerel6dését és ,,blebinget” eredményezett.
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A mikrocisztinek  ragcsalok  majsejtjeinek  citoszkeletalis
morfologiajara és ultrastrukturgjara Kkifejtett hatasait méar szdmos
publikacioban leirtak (Billam és mtsai., 2008; Eriksson és mtsai., 1990; Ito
és mtsai., 1997; Khan és mtsai., 1995; 1996; Toivola és Eriksson, 1999),
valamint hasonlé hatést detektéltak halak esetében (Li és mtsai., 2001;
Pichardo és mtsai., 2005) is. Primer human hepatocitdkon szintén
kimutattak, hogy a mikrocisztin-LR indukalja az aktin hal6zat 6sszeomlasat
mar nanomolaros mennyiségben is (Batista és mtsai., 2003). Hepatocitakon
Kivil egyéb sejttipusokon is kimutattak toxikus hatast: patkany vese
epithelialis sejteken, valamint bor fibroblaszt sejteken, illetve majom
vesesejteken is (Alverca és mtsai., 2009; Khan és mtsai., 1995). Wickstrom
¢s munkatarsai (1995) kiilonbozd sejttipusokon tesztelte a MC-LR
citoszkeletalis elemekre gyakorolt hatasat és azt tapasztalta, hogy kezdetben
az aktin filamentumok a sejtek plazmamembranjaba koncentralodnak, majd
tovabbi folyamatos aggregacioja illetve kollapszusa figyelhetd meg és végiil
egy denz perinuklearis aktin kdteg formajaban jelenik meg. Feltételezésik
szerint az intermedier filamentumokon bekdvetkezett véltozasoknak a
kdvetkezménye az aktin rendszeren megfigyelt hatds. A mikrofilamentaris
rendszer lebomldsa feltehetéen a protein foszfatazok gatlasanak
(MacKinthosh és mtsai., 1990; Runnegar és mtsai., 1999), illetve az oxidativ

stressznek a kévetkezménye (Ding és mtsai., 2000).
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4.2.2. A Cylindrospermopsis raciborskii torzsek kivonatainak hatasa a
CHO-K1 sejtek aktin szerkezetére

A kontroll mintaban itt is a normalis, €ép sejtre jellemz0d szerkezetet
figyelhetjik meg (22.A &bra).

24 oras expozicios 1d6 esetén, 0,2 mg'ml'1 illetve efeletti
koncentracié indukalt valtozast a bizonyitottan cilindrospermopszint
termel6 Cylindrospermopsis raciborskii AQS torzsbol késziilt kivonat. 0,2
mgml? koncentracional mar megfigyelhetd volt a kérgi aktin rész
erdteljesebb jelolédése (22.C abra), ami arra utal, hogy az aktin
filamentumok  Gjraszervezédnek a  kérgi részben. 1 mgmlt-es
koncentraciondl ez még kifejezettebben volt megfigyelhetd (22.E 4bra). A
legtdményebb vizsgalt koncentracional (2 mgml™) az aktin filamentumok
teljes depolimerizécidja volt megfigyelhetd. Az aktinfilamentumok
kdzvetlenil a kondenzalodott kromatinallomany koril helyezkedtek el (22.F
dbra). Ez a 2 mgml’—es extraktum koncentracié 25.4 pg (61.2 nM)
cilindrospermopszint tartalmaz (Farkas és mtsai., 2009 publikalas alatt). Ha
osszevetjik a CYN-nel kapott eredményeinkkel, akkor jol lathato, hogy az
extraktum esetében kapott festési eredmény CYN esetében az 5 puM-o0s
koncentracional kapottakkal mutat egyezést. Ez is alatdmasztja eddigi
eredményeinket, miszerint az extraktum valosziniileg az egyéb jelenlévd

karos komponensek miatt toxikusabb a tisztitott hatéanyagnal.
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22. 4bra AQS C. raciborskii izolatum hatasa a CHO-K1 sejtek aktin
szerkezetére 24 6ras expozicios idé mellett. A) kontroll B) 0,1 mgml™ C)

0,2 mgml* D) 0,5 mgml* E) 1 mgml* F) 2 mgml* koncentracioju
cianobaktérium kivonat, Lépték: 10 um

A balatoni izolatumok koziil az ACT 9502 és az ACT 9505 torzsek
hatasara fillopodium képzdédést lathattunk a sejtprepardtumainkon. Az ACT
9502 esetében ez a hatds mar 1 mgml™-es koncentracié alkalmazasakor
kifejezddott és a sejtmag koriil is erdteljesebb festddés mutatkozott (23.B
&bra), mig 2 mgml™-es koncentraci6 esetében a sejtek lekerekedése volt
megfigyelhets. 2 mgml™ koncentraciéji cianobaktérium kivonat esetén a
sejtek a citokinezist megel6z0 fazisban dusultak fel. Kialakult a két
utddsejtre jellemzd DNS allomany, de a sejt nem tudott kettéosztddni.

Nem figyeltink meg valtozast sem 1 mgml™, sem 2 mgml™-es
koncentraciéju ACT 9503 kivonat esetében (24. abra). Mintaink mind a két
esetben a kontroll populéciora jellemzd mikrofilamentéaris szerkezetet
mutattdk: magasan szervezett kortikalis aktinhaldzat, erdsen fest6dod

stresszrostokkal €s stiriibb aktin kotegekkel a sejtperiferian (24. abra).
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A Balatonbdl izolalt négy cianobaktériumbol készilt kivonat kozil a
mikrofilamentaris rendszerben bekdvetkezett valtozasok tekintetében a
legnagyobb valtozast az ACT 9504-es torzsszamu C. raciborskii okozta.
Mar 1 mgml? kivonat koncentracié indukéalta az aktin filamentek
szétszerelddésének folyamatat, a stressz rostok depolimerizaciojat, mely a
sejtek lekerekedésében nyilvanult meg, (25.B &bra). Ahogy azt a 25.C &bra
is mutatja, 2 mgmlt kivonat alkalmazdsa mar egészen rovid
filamentumokat eredményezett.

ACT 9505 kivonattal tortént kezelés utan megfigyelhettik az aktin
filamentumok sejtmag koriili terliletekre torténd koncentraloédasat és

6sszeomlésat 2 mgml™-es koncentraciénal (26.B-C 4bra).

23. abra Az ACT 9502 C. raciborskii izolatum hatasa a CHO-K1 sejtek
aktin szerkezetére 24 6ras expozicios idd mellett. A) kontroll B) 1 mgml™

A €

24. abra ACT 9503 C. raciborskii izolatum hatdsa a CHO-K1 sejtek aktin

szerkezetére, A) kontroll B) 1 mgml* C) 2 mgml* koncentréciéjd
cianobaktérium kivonat, Lépték: 10 um
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A

szerkezetére.
cianobaktérium kivonat, Lépték: 10 um

26. abra Az ACT 9505 C. raciborskii izolatum hatdsa a CHO—K1 sejtek
aktin szerkezetére, A) kontroll B) 1 mgml™ C) 2 mg'ml™* koncentraciéju
cianobaktérium kivonat, Lépték: 10 um

Eredményeink hiien tiikrézik a C. raciborskii valtozékonysagat,
sokféleségét. Ismeretes, hogy ezen cianobaktérium fajnak vannak olyan
izolatumai melyek képesek cilindrospermopszint illetve fehérjeszintézist
gatlé anyagokat (Griffiths és Saker, 2003), vagy éppen PSP toxinokat
termelni (Lagos és mtsai., 1999), mig mas torzsei egyaltalan nem
bizonyulnak toxikusnak, vagy még nem sikerilt azonositani a hatéanyagot.
Stucken és mtsai. (2009) - az altalunk is vizsgalt ACT 9502-es torzs mellett
- Ausztal elterjedésti C. raciborskii torzsek genetikai variabilitdsat és
genomstrukturdjat vizsgaltadk és eredményeik szerint nem figyelheté meg
osszefliggés a toxicitds fenotipikus megnyilvanulasa és a filogenetikai

rokonsag kozott.

66



Vehovszky és munkatarsai (2009) Lymnaea stagnalison kimutatték,
hogy az ACT 9502-es és ACT 9505-6s izolatumok kolinerg agonista
hatassal birnak, ezért anatoxin-a szerii hatéanyag jelentét feltételezik ezen
torzsekben. Az ACT 9502-es torzsr6l Kiss és munkatarsai (2002) mar
korabban leirtdk, hogy anatoxin-a szeri hatast valt ki a mocsari csiga
(Lymnaea stagnalis) kdzponti idegrendszerén. Farkas és munkatarsai (2007)
sorak (Artemia salina) akut toxicitasi teszttel igazoltak, mindegyik - altalam
is vizsgalt - Balatonbdl izolalt C. raciborskii torzs toxikus voltat es
esetlikben is az ACT 9504-es C. raciborskii térzs kivonata bizonyult a
legtoxikusabbnak.

A kivonataink a sejt és az extracellularis matrix kozti kapcsolat
felborulasat is  Kkivalthattdk. A  kivonataink olyan anyago(ka)t
tartalmazhatnak, mely géatolhatja a sejtek kitapadasat a fellilethez. Terveink
kozott szerepel a kivonatok kiillonbozd extracellularis matrix alkotdkra
kifejtett hatdsdnak tanulmanyozdsa. Tovabba felmeriilt, hogy az aktinko6td
fehérjékre kifejtett hatast is érdemes lenne monitorozni, mivel ezen fehérjek

jelentésen befolyasoljak a mikrofilamentumok sejten beliili szervezddését.
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4.3. A CHO-K1 sejtek mikrotubularis rendszerének valtozasai

4.3.1. A tisztitott cianotoxinok hatasa a sejtek mikrotubulus rendszerének

szervezOdésére

A cianotoxinok okozta mikrofilamentaris valtozasok felvetették a
citoszkeleton masik jellegzetes komponensének, a mikrotubularis
rendszernek az érintettséget is.

Cilindrospermopszinnal kezelve a CHO-K1 sejtjkultirainkat az
alabbi eredmenyeket kaptuk a mikrotubularis rendszer immuncitokémiai
vizsgélata soran. Jelentds szerkezetbeli valtozast 24 6ras expozicios id6 utan
2 UM-ndl (27.C abra) és ennél nagyobb cilindrospermopszin koncentraciotdl
tudtunk kimutatni. A cilindrospermopszin koncentracié emelése a tubulin
polimerek egységeire torténd szétszerelodését jelentésen novelte, 10 um-0s
tartomanyban mar csak a nukleusz korul figyelhettink meg némi tubulin
jelenlétére utald jelet (27.E &bra).

24 oras expozicids id6 mellett alacsony, nanomolos koncentracio-
tartomanyban a MC-LR hatastalan volt, nem detektaltunk valtozast.
Legalacsonyabb hatast kivaltd koncentracionak a 10 uM bizonyult, ezen
esetben figyelhettiink meg els6ként a mikrotubularis szerkezet valtozasait: a
tubulusok hossza csokkent, a sejtek kevéshé tertiltek szét (28.C abra), mint a
kontroll populécidbeliek. 20 puM-nal a tubulin dimerek a sejtmag koré
tomoriltek, maszkirozva a dezintegralédé sejtmag allomanyanak DAPI
festését (28.D é&bra), mig 50 uM-os koncentracional mar a sejtmag allomany

teljes szétesését tapasztaltuk (28.E &bra).
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27. abra A cilindrospermopszin hatasa a CHO-K1 sejtek tubulin

szerkezetére A) kontroll B) 1 yM C) 2 yM D) 5 uM E)10 uM CYN
koncentracio, Lépték: 10 um

28. ébra A CHO Kl sejtek tubulin szerkezetében bekbvetkezett véltozésok

A) kontroII B) 1 uM, C) 10 uM D) 20 uM E) 50 uM Leptek 10 um

A mitozis szakaszdban 1évo sejteknél CYN hatdsara Beyer ¢és
munkatarsai (2009) gyakran figyeltek meg tripolaris mitotikus orsokat,
melyek az anafazisban hibas testvérkromoszoma szétvalast eredményeztek.
A CYN okozta protein szintézis gatlas Kkivalthatja a mikrotubulusok

ujraszervezddését, melynek soran a tubulusok eloszldsa a sejt szamara egy
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kevésbé energiafogyasztd format vesz fel (Baluska és mtsai., 1995). Beyer
és munkatarsai (2009) western blott eljarassal kimutattdk, hogy CYN
kezelés hataséra a B tubulin mennyisége nd, vagyis a cilindrospermopszin a
tubulin szintézisét nem befolyasolja, hanem csak annak Osszeszerel6dését
és/vagy stabilitasat.

A mikrocisztin-LR a mikrotubulusok kollapszusat valtja Ki.
Wickstrom és munkatarsai (1995) kiilonboz6 sejttipusokon kimutatta, hogy
MC-LR hatasara a mikrotubulusok aggregalédnak és a sejtmag és/vagy a
mikrotubulus organizalé centrum koré asszocialodnak. A sejtvaz
szervezOdésének szabalyozasa alapvetden foszforildcios/defoszforilacios
lépések segitségével torténik. A mikrocisztin-LR-rél tudjuk, hogy a protein
foszfatdz 1 és 2A erds inhibitora és mind a citoszkeletalis mind egyéb
citoszolikus fehérjék hiperfoszforilalddasat okozza (Eriksson és mitsai.,
1989). A mikrotubulus asszocialt fehérjék (MAP-ok) foszforilalédasa
szintén befolyasolja a mikrotubulusok polimerizéaci¢jat (Brugg és Matus,
1991).

Eredmeényeink szerint mindkét toxin hatassal volt a CHO-K1 sejtek

mikrotubularis allomanyanak szerkezetére.

4.3.2. A Cylindrospermopsis raciborskii torzsek kivonatainak hatasa a

sejtek mikrotubulus rendszerének szervezddésére

A C. raciborskii CYN termelé AQS torzse is valtozast indukalt a
tubulin  szerkezetben. Hasonléan a mikrofilamentumokon kapott
eredményeinkhez, itt is mar 0,2 mgml™-es kivonattal kezelt sejteken
¢szleltlink  jelentds  szerkezetbeli  valtozast: a  tubulin  dimerek

depolimerizacitjat (29.C abra). Ez a jelenség 1 illetve 2 mgml™—es
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cianobaktérium Kivonat koncentracional még kifejezettebb (29. E-F &bra).
Megfigyelhetd, a sejtmagok méretének drasztikus csokkenése, a fokozott
kromatin kondenzalddas, melynek méréke aranyos a cianobaktérium kivonat
koncentracidjaval. A 29.F abran lathato fokozott meértéka kromatin
kondenzalddas arra utal, hogy a C. raciborskii AQS torzs valosziniileg
egyéb, eddig nem azonositott apoptotikus hatdsi komponens(eke)t

tartalmaz.

-
.

29. abra Az AQS cianobaktérium kivonat (24 h) jelenlétének hatasa a
sejtek mikrotubuléaris szerkezetére A) kontroll sejt B) 0,1 mgml* C) 0,2
mgml* D) 0,5 mgml* E) 1 mgml* F) 2 mgml* koncentraciéjua AQS
kivonat Lépték: 10 um
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30. abra Cylindrospermopsis raciborskii ACT 9502-es kivonat hatéasa a
CHO-K1 sejtek mikrotubularis rendszerére A) kontroll B) 1 mgml* C) 2
mgml™ kivonat koncentrécié, Lépték: 10 um

Az ACT 9502-es torzset vizsgalva azt talaltuk, hogy a sejtek a
citokinézis kezdeti fazisdban megallnak. A sejtek, normal koriilmények
kozott rovid idészakot toltenck ebben a fazisban. 2 mgml™- kivonatot
tartalmazé minta esetén a kontroll populacidhoz képest szignifikdnsan
megnétt az olyan sejtek szama, melyeknél ,bab” illetve ,,sulyz6” alaka
sejtmagokat figyelhettink meg. 2 mgml'-es koncentraciénal mar
kifejezettebben nyilvanul meg a tubulin szalak depolimerizacidja is (30.C
abra).

Amennyiben a sejtkultirdnkat az ACT 9503-as torzsszdmu C.
raciborskii izolatumbol késziilt kivonattal kezeltiik, 24 6ras expozicios id6
alatt még a magasabb vizsgalt koncentracio esetében sem tapasztaltunk
szignifikans véaltozast a mikrotubuléris rendszerben. Ez az izolatum
bizonyult a legkevésbé toxikusnak a tubulin rendszeren kifejtett hatast
tekintve (31. 4bra). A mikrotubulusok dinamikus 4trendezddése
valtozatlanul folyt.

A CHO-K1 sejtek az ACT 9504-es torzzsel kezelve a korabban a
mikrofilamentaris rendszernél tapasztaltakhoz hasonléan itt is koncentracio

¢s 1dofliggd modon a mikrotubulusok szétszerelodését illetve a sejtek
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aggragaciojat valtotta ki. Csokkent a mikrotubulusok denzitdsa, a még

megléviek a sejtmag koré lokalizalodtan figyelhetdek meg (32. dbra).

-

31. abra Cylindrospermopsis raciborskii ACT 9503 kivonat hatdsa a CHO-
K1 sejtek mikrotubularis rendszerére A) kontroll B) 1 mgml™ C) 2 mgml™*
kivonat koncentracio, Lépték: 10 um

-

32. abra Cylindrospermopsis raciborskii ACT 9504 kivonat hatasa a CHO-
K1 sejtek mikrotubuléaris rendszerére A) kontroll B) 1 mg'ml* C) 2 mgml™
kivonat koncentracid, Lépték: 10 um

-

33.abra Cylindrospermopsis raciborskii ACT 9505-0s kivonat hatasa a
CHO-K1 sejtek mikrotubularis rendszerére A) kontroll B) 1 mgml* C) 2
mg'ml™ kivonat koncentracié, Lépték: 10 um
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Jelent6s szerkezetbeli valtozast indukalt az ACT 9505-6s torzsszamu
Cylindrospermopsis raciborskii izolatum is (33. abra). A tubulin szélak
depolimerizaciéja mar 1 mgml™—es koncentraciénal bekovetkezett a 24
oran at tarto expozicio soran. Ennél nagyobb koncentracional is ezt a hatast
tapasztaltuk.

Toxikus hatas esetén valosziniileg stresszfehérjék asszocialodnak a
tubulin szalakhoz, melyek befolyasoljak annak szervez6dését. Ezen
stresszfehérjék expresszidjanak kvantifikalasa olyan esetben, mikor a
toxinok vagy kivonatok tubularis kdrosodasokat okoznak, tovabbi kutatasok

targyat képezhetik.

44. A CHO-K1 sejtek tejsav-dehidrogendz (LDH) enzim

aktivitasanak valtozasai

Cianobaktérium toxinok és Kivonataik hatdsat citotoxicitasi
vizsgalatokban eldszeretettel hatdrozzak meg a sejtek tejsav dehidrogenaz
enzimének aktivitasara kifejtett hatasaval (Carbonell és mtsai., 2004; Battle
és mtsai., 1997). Jelen munkankban mi is ezt a modszert alkalmaztuk a
vizsgélt toxinjaink és cianobakterium torzseink esetében esetlegesen
kifejtett membran permeabilitas valtozas kimutatésara.

4.4.1. A tisztitott cianotoxinok hatasa a sejtek LDH enzimaktivitasara

és ECs értéke

A cilindrospermopszin LDH aktivitasra gyakorolt hatdsa 3 0Orés

kezelési id6  esetében koncentracidfiiggének  bizonyult. Erdemes
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megfigyelni, hogy a 3 6ras kezelés esetében szignifikansan (p = 0,01) ndtt
az enzimaktivitas, mig 24 6ras expozicios id6 mellett csokkent (34. abra). 3
Orads kezelés utan a cilindrospermopszin az 1 uM-o0s koncentraciéban a
maximalisan felszabadithatd LDH 50%-at felszabaditotta. 24 Orés kezelés
utdni  enzimaktivitds csokkenést azzal ~magyarazhatjuk, hogy a
cilindrospermopszin a vizsgalt koncentracio tartomanyokban, mar hamarabb
felszabaditotta az 6sszes LDH-t, az LDH valoszintileg az inkubatorban 1év6
hémérsékleten elbomlott. Mivel a cilindrospermopszin mar 3 oOra alatt elérte
a maximalisan felszabadithatd6 LDH mennyiséget, igy esetében 3 Orara
vonatkoztatva adjuk meg a probit analizis alapjan kapott ECs értéket, ez
0.00108893 mgml™.
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34. abra A CYN hatasa a CHO-K1 sejtek enzimaktivitasara 3 é-s 24 éras
expoziciés idé utan. 3 o6ras kezelési id6 mellett a felszabadulé LDH
mennyisége koncentracio fuggvényében szignifikansan nétt p=0,01.
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A mikrocisztin-LR hatdasa a cilindrospermopszinhoz  képest
késleltetett. Harom ora utan a sejtek LDH aktivitasa végig a kontroll értek
koral maradt, nem valtozott a koncentracié fiiggvényében (35. abra).
Huszonnégy ora utdn, MC-LR hatasara az LDH aktivitas a koncentracioval
aranyosan szignifikansan nétt (p < 0,005) (35. abra). A 20 uM-o0s
mikrocisztin-LR oldat feleltethetd meg azon toxinmennyiségnek, ami CHO-
K1 sejtkulturadbdl a maximalisan felszabadithatd LDH-nak kordlbelil 50%-
at  juttatia az  extracellularis  kornyezetbe a  sejtmembran
ateresztOképességének kovetkeztében. Mivel a MC-LR csak 24 0Orés
expozicids id6 utdn mutatott hatast, ezért 24 drara vonatkoztatva adtuk meg

az ECsy értékét, mely 0.013803843 mgml™.
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35. abra MC-LR hatasa a CHO-K1 sejtek LDH aktivitasara 3 és 24 6ras
expoziciés id6 esetén
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Hepatocitaknal 18 oras 1 uM CYN-nal és e feletti koncentraciokkal
torténd kezelések 75%-0s LDH felszabadulast véltottak ki (Humpage és
mtsai., 2005). Cilindrospermopszint intraperitonealisan adagolva 24 oras
inkubécios id6 mellett 2 mgkg™ LCso értéket allapitottak meg egereknél
(Shaw és mtsai., 2000).

A CHO-K1 sejteken kapott eredményeinkhez hasonldan,
hepatocitaknal sem figyeltek meg 10 uM MC-LR hatdsara harom 6ra utan
szignifikdns LDH koncentracio novekedest pedig ekkor a sejtek egy része
mar elpusztult, ami arra utalhat, hogy a sejtek a membran sérilése nélkil is
az apoptotikus dtra léptek. A membran karosodéasénak egyedili jele a
buborékok megjelenése volt (Battle és mtsai., 1997).

Botha és mtsai. (2004) hasonl6 hatasokat figyeltek meg CaCo2 és
MCF-7 sejteken 50 pM MC-LR hatasara: 6k mar 30 perc utan megfigyelték
az LDH aktivitdis novekedését, mely a  MC-LR-rel val6 kezelés
kovetkeztében  felszabadulé  reaktiv  oxigén  gyokok hatasanak
eredményeként tudhato be. 24, 48 és 72 oras kezelések esetén 6k is az LDH
aktivitds szignifikans novekedését figyelttk meg, ami a membrén
permeabilitds novekedéseének a kdvetkezménye. A membranok védelme
kiilonosen fontos, mert mérsékelt stresszben ,,csak™ az ateresztoképessegiik
né (példaul LDH kerul ki az extracellularis térbe), de nagyobb stressz esetén

ez a kettdsrétegli membran teljesen felbomlik €s a sejt halalahoz vezet.
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4.4.2. A cianobaktérium kivonatok hatasa a CHO-K1 sejtek LDH

enzim aktivitasara és ECs, ertékik

A bizonyitottan cilindrospermopszint termelé AQS torzs mar 3 6ra
utdn szignifikdns LDH aktivitdsnOvekedést valtott ki a kivonat
esetében is szignifikans eltérést muttott (p=0.004). 24 oOras kezelest
kovetden a kapott LDH mérés eredményei ugyanazt az elosztast mutatjak,
amit kordbban a cilindrospermopszin esetében lathattunk (36. &bra). Ennek
magyarazata az enzim pH-t6l, hdmérséklettdl fiiggd inaktivalodasi idejének
valtozasaban lehet. Mivel az LDH méréseink alapjan az AQS torzs toxikus
hatdsa hasonlé a CYN-hez, ez esetben is 3 0ras kezelésre szamolva adjuk
meg az ECs, értéket, mely 0,472716 mgml™® a CHO-K1 sejtkultdrankra

vonatkoztatva (2. tablazat).
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36. abra A C. raciborskii AQS extraktum hatasa az LDH enzimaktivitasra 3
és 24 6ras expozicios id6 esetén.
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Az ACT 9502-es torzs szignifikans LDH enzim aktivitas ndvekedést
valtott ki a 24 6ras kezelésnél (37.A abra). Az ACT 9503 szintén csak 24
oras expozicios id6 utan okozott szignifikins LDH enzimaktivitas
novekedeést (37.B abra). Az ACT 9504 bizonyult a balatoni cianobaktérium
torzseink koziil a legtoxikusabbnak, mindkét vizsgalt inkubacids id6 esetén
szignifikans LDH enzimaktivitas ndvekedest okozott (37.C abra). Az ACT
9505 szintén csak 24 oras kezelési id6 utan valtott ki a kontrollhoz képest

szignifikans enzimaktivitas valtozast (37.D abra).
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37. dbra A C. raciborskii extraktumok hatdsa az LDH enzimaktivitasra 3 és
24 6ras expozicids id6 esetén.
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Mind a két kezelési idére kiszamoltuk a balatoni kivonatok ECs
értékeit, melyet a 2. tablazat tartalmaz. A tablazatban feltuntettik a ket
vizsgalt toxin és az AQS torzs ECs értékeit is.

A balatoni C. raciborskii torzsek kozul az ACT 9504 és az ACT
9502 ECs értéke volt a legkisebb 24 6rés expozicios id6 utan. Az ACT
9504 ECs, értéke 24 0Oras kezelés esetén kozelitette azt az értéket, amit az
AQS esetében kaptunk 3 oras kezelés utdn. Az ACT 9503 és ACT 9505
megkozelitben azonos ECsy értéket mutattak. Mindegyik cianobaktérium

kivonat ECs értéke nagysagrendekkel nagyobb, mint a tisztitott toxinoké.

Vizsgalt ECso értékek (mgml™)
toxin/izolatum neve 3 Oras kezelés 24 0rés kezelés
CYN 0,0010889 (2,6pM) :
MC-LR - 0.013803843 (uM)
AQS 0,472716 -
ACT 9502 0,9067706 0,7076288
ACT 9503 1,9953529 1,6544805
ACT 9504 2,1934997 0,4546839
ACT 9505 2,202327 1,5406595

2. tdblazat A CYN, MC-LR, és a C. raciborskii AQS, ACT 9502, ACT 9503,
ACT 9504, ACT 9505 torzsek ECs, értéke CHO-K1 sejtkultaran

A toxinokra kapott masok méréséhez képest kapott magasabb ECsy
érték azzal magyardzhatd, hogy ezen toxinok elsdsorban a majsejtekre
hatnak, mig mi CHO-K1 sejteken vizsgaltuk hatasukat, illetve hataroztuk

meg ECs, értékiiket. Bouaicha és Maatouk (2004) a MC-LR LCsy értékét
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48 ngml™-nek éllapitotta meg primer patkany hepatocita tenyészeten. A
balatoni izolatumokbol késziilt extraktumok koéziil a legtoxikusabb mintanak
ez esetben is az ACT 9504-es torzs bizonyult, majd az ACT 9505, ACT
9502 és vegil az ACT 9503 kovetkezett.

A késébbiekben ezen térzsek mellett tovabbi cianobaktériumtorzsek
toxicitasat is vizsgalni kivanjuk a CHO-K1 sejtkultdran, valamint ezen
cianobaktérium torzsek tovabbi modelleken in vivo korilmények kdzotti
monitorozasat: nagy mocsari csigan (Lymnaea stagnalis), sorakon (Artemia

salina) valamint zebradani6 (Danio reiro) embrion.
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5. OSSZEFOGLALAS

Munkankban a Fold édes €s sés vizeiben egyarant eléfordulod két
cianobakterialis toxin (cilindrospermopszin és mikrocisztin-LR), valamint
egy ausztrdl és 4 hazai Cylindrospermopsis raciborskii cianobaktérium
torzsbdl késziilt kivonat citotoxikussaganak eredményeit ismertetjiik. Jelen
disszertacioban leirt eredmények 0sszefoglaldsat az elsd fejezetben felsorolt
célkitlizésekkel 6sszhangban mutatjuk be.

a) A cianotoxinoknak és cianobaktérium kivonatoknak a kromatin
strukturara kifejtett hatdsanak bemutatasa elétt a kezeletlen
kontroll sejtek kromatin szerkezetét vizsgaltuk. Az elutrialassal
szinkronizalt, frakcionalt kontroll sejtpopulaciokat - fluoreszcens
mikroszkop és aramlasi citométer segitségével - elemezve
megallapitottuk, hogy a sejtciklus egyes féazisainak milyen
kromatin szerkezetek felelnek meg. Ennek az elképzelésnek
megfeleléen a kromatin-allomény kondenzalodasanak folyamata
soran megkiilonboztethetdek voltak kiillonbozé morfologiai
allapotok, melyek jol tikr6z6dnek a sejtek, sejtmagok
nagysagaban, illetve a DNS mennyiségben is.

A Gl és korai S fazis tipikus formai a dekondenzalt
homalyos bolyhos, fatyolszerli képletek, illetve kezdetleges
szupertekercselt alakzatok 1s el6fordulnak mar a kozépso S fazis
felé¢ haladva. A kozépsé S fazis tipikus képletei a szalagszerii
eukromatin rostok. Tovabbi szupertekercselddések révén mar
vastagabb prekromoszomakat figyeltiink meg, a késéi S és G2
fazisokban, majd legvégiil a mitozisra jellemzd metafazisos

kromoszomakat detektaltunk.
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Megéllapitottuk, hogy a vizsgélt cianotoxinok kozil a
cilindrospermopszin 0,5 koncentracioban meg nem, viszont mar
I uM koncentraciotol kezdddden jelentésen befolyasolta a
kromatin  allomany  kondenzalddasat. A logaritmikus
novekedésben lévé sejtkultirankban a sejtek tobbsége az S
fazisban  (60-65%) volt. Ezeknek a sejteknek a
kromatindllomanyban 1 pM cilindrospermopszin hatasara
lyukszerti képzoddményeket figyelhettink meg. Hasonlo
jelenséget tapasztaltunk kordbbi kisérleteinkben is, ahol
kadmiummal kezeltink CHO-K1 sejteket (Banfalvi és mtsai.
2005). 2 uM-os koncentracional fibrézus, torz, fragmentalddott
kondenzalt prekromoszémakat figyelhetiink meg. A kromatin
szerkezetében tapasztalt genotoxikus hatdas még igy s
megkiilonboztetheté volt. Mig a kadmium Aaltal keletkezett
lyukak mélyek és szabalytalan alakuak voltak, éles torésvonallal
rendelkeztek, addig a cilindrospermopszin altal okozott
kromatin  (regek felszinesebbek, széleik lekerekitettebb
forméaval rendelkeztek.

Amennyiben a sejteket kisebb koncentracioju MC-LR-rel
kezeltuk (2-10 uM), az nem indukalt szignifikans valtozast a
maganyag kondenzal6dasaban, a tipikus alakzatok, mint a fatyol,
a fonal, a szupertekercselt kromatin, a prekromoszémék és a
kromoszoémak, mind megfigyelhetéek voltak. 20 pM-o0s
koncentraciotol felfelé azonban mar valtozéasokat
detektalhettunk: a MC-LR jelentésen befolyasolta a kromatin
kondenzalodas folyamatat, a sejtek a késoi interfazis €s a mitozis

korai stadiumaban rekedtek, mely gyakran nyilvanult meg
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abnormalisan  hiperkondenzalédott  kromoszomak,  torott
elongalodott  prekromoszémak  formdjaban. 50  pM-0s
koncentraciéo esetén mar csak apoptotikus rogoket tudtunk
megfigyelni.

A bizonyitottan CYN tartalmd AQS torzs toxikus volta jol
tikr6z6dott a  kromatinallomanyon — végzett — meréseink
eredményeiben. Megallapitottuk, hogy a sejtciklus kezdeti
fazisara jellemz6 felhdszerti képletek csak nagyon alacsony
szdmban fordultak eld. A legtobb sejt a kozépsd S és G2 fazis
allapotaban volt a kromatindllomany kompaktsaganak tekintve.
Erre a stddiumra jellemz6 domindns strukturdk a szupertekercselt
kromatinrostok és az apoptotikus régok. Hasonldan a tisztitott
cilindrospermopszinnal kapott eredményekhez, kromoszomakat
itt sem detektaltunk a mintainkban.

Attérve a balatoni cianobaktérium izolatumokbdl késziilt
kivonatokra, az ACT 9502-es torzsszamd C. raciborskii a G1,
korai S sejtciklus &llapotoknal nem valtott ki véltozast,
megfigyelhettiik a kezdeti felhd jellegli szerkezeteket majd a
szupertekercselddést. A késoi S fazisban eltérést tapasztaltunk:
erdteljesebb széli kondenzalodas volt jelen. A mitdzis fazisara
jellemzd  prekromoszomdkat ¢és  kromoszomakat szintén
lathattunk.

Az ACT 9503-as torzs nem okozott valtozést a kromatin
kondenzalodas  folyamatdban, minden egyes sejtciklus
szakaszban a neki megfeleld kromatin alakzatot sikeriilt

megfigyelnink.
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b)

A balatoni torzseink kozul az ACT 9504-es C. raciborskii
izolatum indukélta a legnagyobb véltozast a kromoszoémak
kialakulasanak folyamataban. A G1 és korai S fazisokra jellemz6
képletek mddosultak: a kromatinallomany  hoélyagszerii
lefizodésének kezdeményeit lathattuk. A szintézis fazisban mar
teljesen szétszakadt kromatinalloméanyt figyelhettink meg,
megsziint a kromatinadllomany folytonossaga és nem tapasztaltuk
azt a szupertekercselddést, tomorodést sem, amit a kontroll sejtek
kromatinallomanyanal mar megszokhattunk. Kromoszomakat
csak ritkan lehetett megfigyelni.

A C. raciborskii ACT 9505-0s izolatuma szintén nem valtott

ki eltérést a kromatin kondenzalddas folyamataban az altalunk
hasznélt vizsgalati mddszer szerint.
b/1. A tisztitott cilindrospermopszin id6 és koncentraciofiiggd
modon a sejtkultdraink  mikrofilamentaris  rendszerének
depolimerizalddasat okozta. 24 6ras expozicié soran mar 1 puM-
nal nagyobb toxin koncentracio indukalta az aktinfilamentumok
lebomlésat.

A mikrocisztin—LR 24 6ras expozicios idé esetén 20 uM
alatti koncentracié tartomanyban nem okozott szerkezetbeli
valtozasokat. 20 pM-nal erételjes fillopddium képzodést
észleltiink, mig 50 uM esetében a sejtek nagy része lekerekedett
meg. Itt is megfigyelhetd volt az id6 és koncentraciofiiggés. 48
illetve 72 6ras kezelési utan mar 5 pM-os mikrocisztin-LR

tartalmu médium elegséges volt a toxikus hatas kimutatasahoz.
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Toxicitas  tekintetében  szamottevéen  hatdsosabbnak
bizonyult az AQS kivonat, mint a tiszta toxin. 24 6réas kezelési
id6 utan mar 0,1 mgml™ kivonat koncentracié beinditotta az
aktin szélak depolimerizaciojat és a sejtek kezdték elvesziteni
jellegzetes megnydlt alakjukat. Ez 0,5 és 1 mgml™* kivonat
koncentracionadl még kifejezettebb, a sejtek lekerekedtek, a
kortikalis ~ aktin ~ filamentumok a sejtmag  kozelébe
koncentralédtak. 2 mgml™—es koncentracional a teljes mértékii
depolimerizdcido bekOvetkezett, csupan a sejtmag kordl
lokalizalodott par filamentum.

A hazai torzsek kozil az ACT 9502 1 mgmlt-es
koncentracioban akadalyozta a sejtek felulethez valé kitapadasat,
ami er6teljes fillopodiumképzésben, valamint a sejtek
lekerekedésében nyilvanult meg. 2 mgml™-es koncentracional a
sejtek nagy hanyada lekerekedve, a citokinezist megel6zd
allapotban volt megfigyelhetd, az aktin filamentumok a sejtmag
kore lokalizalodtak.

Az ACT 9503-as jeli C. raciborskii izolatum nem okozott
jelentds valtozast a normalis mikrofilamentumok eloszlasaban, a
stresszrostok a kérgi aktinrésszel mindvégig megfigyelhetéek
voltak. Minimalis lekerekedést tapasztaltunk 2 mgml —es
koncentréacional.

A C. raciborskii ACT 9504 tOrzse bizonyult az
aktinszerkezeten  kivaltott  valtozdsok  tekintetében a
leghatasosabbnak. Mar 1 mgml™ kivonat koncentréci6 kivaltotta
az aktin filamentek depolimerizalodasat, a stressz rostok

lebontésat, mely a sejtek lekerekedésében nyilvanult meg.
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Végezetil az ACT 9505 C. raciborskii-bdl készilt kivonat

szintén az aktin filamentek depolimerizaciojat indukalta 2 mgml’
Les koncentraciénal, ami meglepetésnek bizonyult, hiszen a
kromatin allomany kondenzalodasat nem befolyasolta ez a
kivonat.
b/2. A cilindrospermopszin hatasanak vizsgalata soran a horcsog
sejtek mikrotubularis szerkezete jelentésen megvaltozott 24 oras
expoziciés id6 és 2 uM-0s koncentrdcid esetén. A
cilindrospermopszin koncentracié emelése a tubulincsévecskék
depolimerizacidjat jelentésen novelte, 10 uM-0s tartomanyban
mar csak a nukleusz korul figyelhettink meg némi tubulin
jelenlétére utalo jelet. A masik vizsgalt cianotoxin, a
mikrocisztin-LR esetén 10 pM-os koncentracional figyelhettiink
meg elséként szerkezetbeli valtozasokat a 24 6ras expozicids id6
alatt: a tubulusok hossza csokkent, a sejtek kevésbe kiteriltek,
mint a kontroll populacidbeliek. 20 pM-os MC-LR
koncentraciondl a tubulin filamentumok a sejtmag koré
lokalizalodtak, mig 50 pM-os koncentracional mar a sejtmag
allomany serlilését is észlelhettiik.

A bizonyitottan CYN-t termeld AQS térzs mar 0,2 mgml™-es
kivonat  koncentraciondl  beinditotta a  mikrotubulusok
depolimerizalddasat, magasabb koncentracional pedig mar
egészen a centriolumok kozelébe lokalizalddtak a tubulusok,
illetve a tubulusokat felépitd dimerek.

Az ACT 9502-es torzset vizsgallva 1 mgml’—es
koncentracional a tubulusok rovidulését figyelhettik meg, mig a

2 mgml? kivonatot tartalmazé minta esetén szignifikansan
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megndtt a ,,bab” illetve ,,sulyzd” alaki sejtmaggal rendelkezd
sejtek szdma, illetve tovabbi depolimerizacié volt megfigyelhetd.

Ebben az esetben sem bizonyult az ACT 9503-6s balatoni
izolatum toxikusnak. A magasabb vizsgalt koncentracional is
csak minimalis depolimerizaciéra utald, enyhén rovidebb
tubulusok mutatkoztak.

A CHO-K1 sejteket az ACT 9504-e¢s torzsbdl késziilt
kivonattal kezelve itt is koncentracio és id6 fiiggd modon a
valtotta ki. Csokkent a sejtenkénti mikrotubulusok denzitésa,
illetve a még meglévok a sejtmag koré lokalizalodtak.

JelentGs szerkezetbeli valtozast indukalt az ACT 9505-0s
torzsszdmu Cylindrospermopsis raciborskii izolatum extraktuma
is. A tubulusok depolimerizaciéja méar 1 mgml'—es
koncentraciondl megfigyelhetd volt a 24 6ras kezelési id6 utan.

A cilindrospermopszin LDH enzimaktivitasra gyakorolt
hatisa mind 3 mind 24 oOras kezelési id6 esetében
koncentraciofiiggének bizonyult. A 3 Oras expozicido esetén
szignifikansan (p < 0,01) nétt az enzimaktivitas, mig 24 oOras
kezelés eredményes az LDH lebomlasa miatt értékelhetetlen volt.
Probit analizissel meghataroztuk a cilindrospermopszin CHO-K1
sejteken mutatott ECsp értékét, ami 0.00108893 mgml™-nek
bizonyult.

Mikrocisztin—LR-rel kezelve a sejteket 3 Oras expozicid
esetén a sejtek LDH aktivitdsa végig a kontroll érték korl
maradt, nem valtozott a koncentracid fiiggvényében. 24 éra utan,

MC-LR hatasara az LDH aktivitas a koncentracio fuggvényében
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szignifikansan nétt (p<0,005). A 20 puM-os mikrocisztin-LR
oldat a maximalisan felszabadithatd LDH-nak kortlbelll 60%-at
szabaditja fel. A CHO-K1 sejtkulturank esetében a LDH
enzimaktivitasi adatokbol Probit analizissel szamolt ECsy érték
0.013803843 mgml™.

A bizonyitottan toxikus AQS cianobaktérium torzs
extraktuma szintén mar 3 ora alatt jelentés LDH enzimaktivitds
valtozast indukalt. 24 oras expozicios id6t vizsgalva hasonlo
LDH aktivitas csokkenést eszleltiink, mint a CYN esetén .

A balatoni izolatumokbodl kesziilt extraktumok esetében az
LDH aktivitas valtozas 24 6ras expozicios id6 utan kifejezettebb.
A hazai izolatumok kdézdl a legtoxikusabb mintanak ez esetben is
az ACT 9504-es torzs bizonyult, majd az ACT 9505, ACT 9502
és legkisebb mértékben az ACT 9503. Probit analizissel
meghatarozva az ECs értéket a kovetkezd értékeket kaptuk:
ACT 9502: 0.71 mgml™, ACT 9503: 1.65 mgml™, ACT 9504:
0.45 mgml™, ACT 9505: 1,54 mgml™-

Konkllzié

Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy a cianotoxinok
koncentracié-dependens modon megvaltoztatjadk a CHO-K1 sejtek kromatin
kondenzaciojanak folyamatat, a citoszkeleton (mikrofilamentaris és
mikrotubularis) strukturajat, valamint a sejtmembran permeabilitasat. Ezen
eredmények CYN esetében a toxin protein szintézist gatl6 hatasaval
magyarazhatok, mig MC-LR esetében annak protein foszfataz gatlo

képességével.
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A C. raciborskii-bdl késziilt kivonatok az altalunk végzett kiilonbozo
tesztekben eltérd toxicitdsuaknak bizonyultak. A vizsgalt 4 paraméter
alapjan  (kromatinkondenzécio, mikorfilamentaris és  mikrotubularis
rendszeren Kifejtett hatds, illetve a sejtmembran integritdsanak vizsgalata
LDH enzimaktivitdas valtozdsdnak mérésével) az egyes torzsek eltérd
hatasokat mutattak. Mindegyik tesztben toxikusnak bizonyult a
bizonyitottan CYN-t termelé AQS torzs, a balatoni izolatumok koziil pedig
az ACT 9502-es és az ACT 9504-es. A toxicitas mértéke az AQS torzsnél
volt a legnagyobb, mely ismert toxin (CYN) tartalmaval magyarazhato.
AQS kivonat esetében toxikusabb hatést kaptunk, mint annak toxintartalma
szerint elvartuk. Ennek hétterében az allhat, hogy a kivonatokban 1évd
kiilonb6z6 anyagok kozott szinergesztikus hatds Iéphet fel. Ezért célszerii
nem csak a tisztitott toxinok, hanem a kivonatok toxicitaséat is jellemezni. A
két hazai torzs kozil az ACT 9504 toxicitasa kifejezettebb volt, mint az
ACT 9502, mind a kromatin kondenzalodas, mind a mikrofilamentaris
rendszer tekintetében. Kozepesen toxikusnak bizonyult az ACT 9505-6s
torzs és legkevéshé toxikusnak pedig az ACT 9503-as. A kivonatokban 1évé
hatéanyag(ok) még nem ismertek, igy pontos hatds mechanizmusukat sem
tudjuk leirni. A mai napig kisérletek folynak a kivonatokban 1évé toxikus
anyagok azonositasa céljabdl.

Az  altalunk  hasznalt  kiilonb6z  tesztek  valamennyien
alkalmazhatéak voltak a tisztitott cianotoxinok és a cianobaktérium
kivonatok toxicitasanak monitorozasara. Valamennyi alkalmazott mddszert
kalon-kulén és kombinacidban is javasoljuk a cianotoxinok és

cianobakterialis kivonatok gyors toxikoldgiai elemzésére.
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6. SUMMARY: COMPARATIVE STUDY ON THE EFFECTS
OF CYANOTOXINS AND CYANOBACTERIAL EXTRACTS
IN CHO-K1 CELLS

The contamination (pesticides, heavy metals, biotoxins) of the
Earth’s surface waters and its consequences are common problems
nowadays. The eutrophication has become more widespread in ’50 years, it
has caused deteriorations in aquatic environment and serious problem for
water use. It pays attention to the monitoring the phytoplankton and
cyanobacterial occurence, abundance and distribution. Cyanotoxins may
have an impact not only on phyto- and zooplanktons, but also on higher
plants, animals and human also. They can cause diseases such as
gastroenteritis, hepatomegaly, kidney and spleen diseases, liver cancer, skin
irritation or allergic reactions. There are a lots of reports about appearance
of cyanobacteria in Lake Balaton and caused cyanobacterial-blooming. The
appearance of cyanobacterial-blooming makes worth to study and to
monitor the toxicity of cyanobacterium strains responsible for mass
production in Lake Balaton.

The aim of our study was to monitor the toxic effects of different
cianotoxins (cylindrospermopsin (CYN) and microcystin-LR (MC-LR)) and
extracts of an Australian and four Hungarian C. raciborskii strains on CHO-
K1 cells. It is known there are several C. raciborskii isolates, which have
been proven to be toxic both to cell cultures and in mouse bioassay as well,
however none of them contained known toxins (Fastner et al., 2003). The

experimental results presented in this thesis are summarised below:
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a) We prepared first synchronised cell populations of CHO-K1 cells by
counter flow centrifugal elutriation. These populations were
examined with fluorescent microscopy and were analysed by FACS.
We observed different morphological stages during the chromatin
condensation which is reflected both in the size of the cells, cell
nuclei and their DNA content. In the early stages of S phase the
DNA was highly decondensed and appeared as a fuzzy, veil like
chromatin structure. Later in the early S phase the chromatin began
to turn into supercoiled structures. In the mid-S phase the
supercoiled, ribboned chromatin turned into chromatin fibers. These
fibers folded into elongated prechromosomes in the later S and G2
phases and during the mitosis into metaphase chromosomes. These
different condensation forms could be clearly distinguished and
visualized in control CHO-K1 cells.

We have observed that at concentrations  of
cylindrospermopsin equal to and higher than 1 uM had a significant
effect on the chromatin condensation. Chromatin of middle S phase
cells generated a hole-like structure upon CYN treatment. We have
observed earlier similar structures when CHO-K1 cells were treated
with cadmium (Banfalvi et al., 2005). Fibrous, distorted forms,
fragmented condensed perchromosomes were the most abundant
when the cells were treated with 2 uM CYN.

When CHO-K1 cells were treated with lower (2-10 uM)
concentration of microcystin-LR no significant changes were
observed in chromatin condensation. All typical structures were
seen: veil, string, ribbon, chromatin bodies, prechromosomes and

metaphase chromosomes. MC-LR caused remarkable changes at 20
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uM or higher concentration: the cell-cycle was blocked in late
interphase and early phase of the mitosis. This was manifested as
abnormal forms: broken elonged prechromosomes, hypercondensed
chromosomes and apoptotic bodies.

The visualization of chromatin structures in nuclei of CHO-
K1 cells was also used to reflect the toxicity of CYN in AQS strain.
We have observed only a few cloud or veil-like chromatin structures
which are typical features of early S phase. Most of the chromatin
structures resembled those characteristic to late S and G2 phases
with supercoiled chromatin ropes and apoptotic bodies. We did not
observed chromosomes like the case of CYN.

Extract of the ACT 9502 did not cause noticable difference
regarding the typical chromatin forms such as veil-like structures,
elongated prechromosomes and metaphase chromosomes. However
strong margination of condensed chromatin reflected the
accumulation of roped chromatin structures characteristic to mid and
late S phase.

The ACT 9503 strain didn’t induce any changes during the
chromatin condensation. We could see all typical structures in every
phase in our samples.

The ACT 9504 C. raciborskii strain induced the most
significant changes among the isolates of Balaton during chromatin
condensation. In the G1 and early S phases typical structutres were
changed: we observed polarized chromatin vesicles detached from
the main chromatin. In the synthesis phase we could only seen

entirely disrupted chromatin, the chromatin’s continuity was broken
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b)

and we did not see folding, supercoiling. Only a few metaphase
chromosomes were seen.

Neither the ACT 9505 isolate nor the ACT 9503 caused

changes during chromatin condensing.
b/1. The CYN caused time- and concentration- dependent
depolymerisation of microfilaments in CHO-K1 cells. 24 hours
exposure to 1 M or higher toxin concentration induced the actin
depolymerisation.

MC-LR treatments for 24 hours at lower than 20 uM
concentration did not induce changes in the microfilament system.
At 20 UM concentration we noticed strong filopodium formation and
at 50 uM MC-LR concentration the cells were rounded in shape and
all the stessfibers were depolymerised. We found that the toxins
effects were dependent on time and concentration. Longer exposure
for 48 and 72 hours evoked the toxic effects at as low as 5 uM MC-
LR concentration.

After 24 hours treatment with 0,1 mgml™® the CYN
producing AQS extract initiated the detachment from the surface and
the loss of their elongated shape. These characteristics were more
pronounced in cells exposed to 0,5 and 1 mgml™ AQS extracts: cells
rounded up, cortical actin fibers were concentrated around the
nucleus. Disintegration of actin filaments was even more evident
when cells were subjected to treatment with 2 mgml™® extract
causing the microfilaments collapse near the nucleus.

Treatment for 24 hours with 1 mgml™ extract of ACT 9502
strain inhibited the attachment of the cells to the surface, caused

round cell shape. After treatment with 2 mg'ml™ actin was present
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only around the nuclei loosing its filamentous organization and
many nuclei were about to reach the stage of cytokinesis.

ACT 9503 treatment did not cause significant changes in the
microfilaments, the stress fibers with the cortical actin were also
clearly visible. Minimal rounding up of cells was observed at 2
mgml™ extract concentration.

Among the C. raciborskii strains isolated form Lake Balaton

tested the ACT 9504 strain was the most toxic for the microfilament
system of our cell cultures. 1 mgml® extract caused actin
depolymerisation, stress fibers depolymerisation and cell rounding.
The ACT 9505 extract caused the actin depolymerisation with 2
mgml™? too. This came as a surprise as this strain did not induce
changes in the chromatin condensation.
b/2. The CYN had a strong effect also on the hamster cell’s
microtubular system. Its depolymerisation was observed at 2 UM and
24 hours treatment: 10 uM caused fast depolymerisation in the
cytoplasm and somewhat weaker effect near the nucleus.

In the case of MC-LR we found changes in the microtubular
system originally with 10 uM treatment and 24 hour exposure: such
as decreased in the length of the tubuli and detachment cells from
the surface. 20 uM caused the tubulin to depolymerisation and its
dimer localisation near the nucleus. Treatment with 50 pM MC-LR
caused not only the depolymerisation of tubulin but also the
chromatin damage.

CYN producing AQS strain started depolymerisation of

tubulin after 0,2 mgml™® treatment and a higher concentrations
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destroyed completely the microtubular structure with the notable
exception of centrioles.

ACT 9502 also stopped the cells cycle in the early stages of
the citokinesis. We observed the shortening of tubuli when the cells
were exposed to 1 mgml™ extract and further shortening could be
seen upon treatment with 2 mg'ml™ and increased the number cells
with dumbbell like nucleus.

The ACT 9503 strain proved to be non-toxic. Higher
concentrations of the extracts resulted only in somewhat shorter
tubuli.

The toxic effects of ACT 9504 were dependent on the time
and concentration. It caused the disassembling of microtubules and
the aggregation of cells. The number of tubuli in a cell decreased and
their remnants were polarized around the nucleus.

Significant morphological changes were induced by ACT 9505
strain’s extracts. Depolymerisation of the tubuli had been shown
after 24 hour exposure with 1 mg'ml™extract.

The effect of CYN on the leakage of LDH was dose dependent on
both 3 and 24 hours exposure. 3 hours exposure increased the
enzyme activity significantly (p < 0,01) but subsided after 24 hours.
Probit analysis allowed to determine the ECsy value of CYN on
CHO-K1 cells which was 0.00108893 mg'ml™.

CHO-K1 cells treated with MC-LR for 3 hours did not show
changes in the LDH activity and corresponded to the control value.
After 24 h exposure induced significant increases in LDH activity.
We calculated the ECs, value using Probit analysis which turned out

to be 0.013803843 mgml™,
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The AQS strain extract caused a significant increase of LDH
activity, after 3 hours exposure. After 24 hours the LDH activity was
decreasing.

All strains isolated from Lake Balaton caused significant
LDH leakage after 24 hours. The most toxic strain was the ACT
9504, followed by ACT 9505, ACT 9502 and the least toxic was
ACT 9503. Their ECsy values were the following: ACT 9502: 0.71
mgml™®, ACT 9503: 1.65 mgml®, ACT 9504: 0.45 mgml™*, ACT
9505: 1,54 mgml™-

Conclusion:

Our results clearly show that the cyanotoxins have effects on chromatin
condensation, on cytoskeleton structure (both microfilamentary and
microtubular system) and on membrane permeability in a concentration and
time dependent manner. These results can be explained in the case of CYN
by its ability to inhibit protein sythesis and the effects of MC-LR can be
traced back to its protein phosphatase inhibitory effects.

The toxic effects of the extracts from C. raciborskii strains were
various at the different tests. The strains showed different effects on the four
investigated parameters mentioned above. The CYN producing AQS strain,
the ACT 9502, ACT 9504 strains isolated from Lake Balaton proved to be
toxic in all tests. The level of the toxicity was the highest in AQS and was
due to its CYN content. However, the toxicity of the extract obtained from
AQS was much higher than expected taking into consideration its CYN
content. This extract could contained several other metabolites beside not
excluding the possibility of their synergestic impact on CYN’s toxicity.
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Based on our results we suggest a monitoring system consisting of several
test which proved to be useful not only for purified cyanotoxins and
recommend their application in a more economic and time saving manner
for extracts of algae isolated from lakes such as the Balaton. The ACT 9504
was the most toxic among the strains isolated from Lake Balaton, followed
by ACT 9502 and even less toxic ACT 9505 and the least toxic was ACT
9503. As the chemical analysis of the composition and distribution of toxic
metabolite(s) in the extracts have not been done yet so far we are not able to
explain the individual mechanism of toxicity. Experiments are in progress to
identify these toxic compounds.

Finally all our methods were proved to be useful monitoring the
toxicity of purified cyanotoxins and cyanobacterial extracts. We suggest all
methods (separately or together) for their rapid toxicity analysis to estimate
the toxicity of cyanotoxins and cyanobacterial extracts of lakes and

waterways.
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