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1. BEVEZETES

Napjainkban egyre gyakoribb problémat jelent a Fold felszini vizeinek
szennyezddése (peszticidek, nehézfémek, biotoxinok) és ennek ké&ros kovetkezményei. Az
eutrofizacid jelenségét az ’50-es években kezdték el felismerni, mely azota is jelent6s
kérokat okoz a vizfelhasznalas legkiilonb6zObb teriiletein (turizmus, ivoviz Kinyerés,
mezOgazdasag, halaszat). Az algasodas okozta vizminéség romlas felismerése és a
védekezés maodjanak meghatarozdsa megkoveteli a fitoplankton mennyiségi és mindségi
viszonyainak pontos megismerését és szabatos leirasat. A Balaton nemcsak Udlésre és
fiird6zésre szolgal, hanem fontos ivovizbazis is. A mult szdzad nyolcvanas éveiben stlyos
veszélyt jelentett az ivoviztermelés biztonsagara a Balatonban a potencialis toxintermeld
cianobaktériumok témeges elszaporodasa (Olah és mtsai., 1981, V6rds €s mtsai., 1983).

Annak felmérésére, hogy egy vizvirdgzas tartalmaz-e toxint termeld
cianobaktériumokat, illetve hogy az &ltaluk esetlegesen termelt anyagok milyen mértékben
toxikusak, ©6kotoxikologiai teszteket alkalmaznak. Ujabb Kkutatasi eredmények azt
bizonyitjdk, hogy a cianotoxinok hatassal lehetnek nemcsak a fito- és zooplankton
képvisel6ire, hanem a magasabb rendii névényekre is (Beyer és mtsai., 2009; Mathé és
mtsai., 2009). A cianotoxinok az elpusztulo sejtekbél a vizbe keriilve a vizet fogyasztd vad-
és haszonallatokra, de az ivoviz halézatba kerilve az emberre is potencialis veszélyt
jelenthetnek (Chorus és Bartam, 1999). Mindez a cianobaktériumok toxicitdsanak &tfogo
kutatésat tette indokolta.

A Balaton vonatkozasaban mar 1934-ben torténtek kozlések az els6 cianobakterialis
tomegprodukcioval kapcsolatban (Sebestyén, 1934). A hetvenes évek kozepétdl a fonalas
N2-kot6 cianobaktériumok (Aphanizomenon és Anabaena fajok) okozta nyéri vizviragzasok,
vizszinezddések rendszeressé valtak a t6 nyugati, évekkel késobb a keleti felében is (Gorzd
és Kiss, 1985; Padisak és mtsai., 1984; Voros és mtsai., 1983). Ezt a folyamatot tetézte az
1979-ben megjelent Cylindrospermopsis raciborskii cianobaktérium (Olah és mtsai., 1981),
amelynek invazidja sordn 1994 nyarén a té vize szinte ennek a fajnak a monokultirajava
valtozott (Présing és mtsai., 1996).

Az esetek mind gyakoribb el6fordulasa, indokoltta tette tehat a Balaton esetében is a
tomegprodukciot okoz6 cianobaktérium fajok toxicitdsanak vizsgalatat (Hiripi és mtsai.,
1998; Kiss es mtsai., 2002).

A cianotoxinok tamadaspontjuk szerint alapvetéen majkarositd hepatotoxinok
(cilindrospermopszin, mikrocisztin), idegrendszeri szabalyoz6 funkciokat befolyasol6 anyagok
(anatoxinok és szaxitoxinok), illetve bor irritaciot kivalto vegyletek lehetnek

Hiripi és munkatarsai (1998) halfajokon és vandorsaskan (Locusta migratoria
migratorioides R.F.) mutattdk ki a Balatonban esetenként tdmegesen elszaporodd
Aphanizomenon flos-aquae, Anabaena aphanizomenoides, Cylindrospermopsis raciborskii
(Woloszynska), valamint Microcystis aeruginosa fajok tomegtenyészetébol készitett kivonatok
toxicitasat. Az egyes cianobaktériumtorzsek altal termelt toxikus hatéanyagok pontos kémiai
azonositasa ugyanakkor mind a mai napig nem toértént meg. A nagy mocsari csiga, Lymnaea
stagnalis izolalt kdzponti idegrendszeren végzett elektrofiziologiai vizsgalatok eredményei
alapjan felvet6dott (Kiss és mtsai., 2002), hogy a Cylindrospermopsis raciborskii tenyészetébol
készitett, kiilonbozoképpen tisztitott cianobaktérium Kivonat-frakciok hatasmechanizmusuk
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szerint eltér6 komponenseket tartalmazhatnak. Ezek némelyike neurotoxikus hatasi, membran
szintjén kifejtett hatasa szerint az anatoxin-a —val mutat rokonsagot (Swanson és mtsai., 1986).

Munkéank célja az volt, hogy egy toxicitasi felmérést készitsink kiilonboz6
cianotoxinok (cilindrospermopszin (CYN) és mikrocisztin-LR (MC-LR)) valamint
cianobakterialis kivonatok (a bizonyitottan cilindrospermopszint termelé C. raciborskii
torzsbol késziilt kivonat (AQS) és a balatoni C. raciborskii izolatumokbol (ACT 9502, ACT
9503, ACT 9504, ACT 9505) CHO-K1 sejtkulturara gyakorolt hatasairdl. Ismeretes, hogy
bizonyos C. raciborskii izolatumok toxikusnak bizonyultak mind sejtkultdran, mind
egereken végzett kisérletek esetében (Fastner és mtsai., 2003), annak ellenére, hogy a széban
forgo torzsek, eddigi tudasunk szerint ismert toxint nem termeltek.

Kimutattak, hogy a cianotoxinok hatast fejtenek ki a sejtvazra, megvaltoztathatjak a
membran permeabilitasat, a kiilonboz6 enzimek aktivitasat médosithatjak, befolyasolhatjak a
fehérjeszintézist és genotoxikus, rakkeltd hatdsuk is lehet. Munkank soran a kovetkezd
kérdesekre kerestiik a valaszt:

- Mikeént jatszddik le a kromoszémak kialakulasa, milyen szerkezetbeli valtozasok
figyelhetbk meg a kromatinpreparatumokon, milyen valtozast indukélnak a
cianotoxinok illetve a cianobakterialis kivonatok a kromatin kondenzalddas folyamata
soran?

- Milyen hatéssal vannak az el6bb emlitett cianotoxinok és kivonatok a CHO-K1
sejtek mikrotubularis és mikrofilamentaris rendszerének szervezédésére, €s ez hogyan
nyilvanul meg?

- Hogyan véltozik a sejtek permeabilitasa, milyen mértékben szabadul fel a CHO-K1
sejtekbol laktat dehidrogenaz (LDH) enzim a fentebb megnevezett cianotoxinok és
kivonatok jelenlétében?

- Van-e 0sszefiiggés, a cianotoxinok illetve cianobaktérium-extraktumok altal indukalt
valtozéasok egyes aspektusai - kromatinkondenzacid, a citoszkeletalis vaz, és az LDH
enzimaktivitas - kozott?

2. ANYAG ES MODSZER
2.1. A CHO-K1 sejtvonal jellemzeése, fenntartésa, alkalmazasa

Munkank sordn a kinai horcsog ovarium sejteket (CHO-K1, ATCC #CCL61) 37
fokon 5% CO, és 95% levegd vizgbzzel telitett keverékében tenyésztettiik, letapadd kultira
formjaban. A sejtek fenntartasa F-12/Ham médiumban tortént 5 %-os hékezelt FBS és 100
U/ml penicillin/streptomycin (P4458) jelenlétében.

A kromatin allomany kondenzal6dasaval kapcsolatos kisérletekben a CHO-K1
sejtkulturahoz T sejttenyeszté edenyeket, mig a citoszkeleton vizsgalatahoz 4 lyuku plate-be
helyezett 12 mm atmérdji steril feddlemezkéket hasznaltunk. A LDH enzimaktivitas
méréshez a sejteket 1 x 10°-en koncentraciéban helyeztiik 96 lyukd mikrotiter lemezre. A
sejteket a kisérletek elvégzése elott 24 oraval frissen passzaltuk.
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2.2. Cianotoxinok és cianobaktérium-kivonatok készitése

Kisérleteinkhez a tisztitott cianotoxinokat Prof. Borbély Gyodrgy kutatdcsoportja
készitette el és bocsatotta rendelkezésunkre.

A cilindrospermopszint (CYN) Aphanizomenon ovalisporumbol (Forti) 1LC-164
nyerték ki, mely térzset 1994-ben lzraelben izolaltdk a Kinneret tobdl (Banker és mtsai.,
1997). A toxin tisztitdst a kordbban maér leirtaknak megfeleléen készitették el (Vasas és
mtsai., 2002;2004). A mikrocisztin-LR-t (MC-LR) Microcystis aeruginosa BGSD 243
torzsébol tisztitottak. Ezt a torzset a Velencei tébdl izolaltak 1991-ben (Kds és mtsai., 1995;
Vasas és mtsai., 2002; Vasas €s mtsai., 2004).

A cianobaktérium tenyészeteket NaNO3z; mentes BG-11-es mediumban tartottuk fent.
A kultarainkat folyamatosan ellen6rzott koriilmények kozott szaporitottuk 22+1 °C-on, 14:10
6ras fény: sotét ciklus mellett (80 umol m? s (US-SQS/L spherical microsenzor, WALZ),
melyet egy hidegfény fluoreszcens ldmpatest biztositott (Tungsram F-33, 40 W). A kései
exponencialis novekedési fazis elérése utan a sejtek Osszegyijtése GF/C sziirGpapiron
(Wathman) keresztili centrifugélassal tortént. A médiummentes cianobaktérium 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, majd hatékonysagat mikroszkdpban ellendriztiik.

2.3. A cianotoxinokkal és cianobaktérium kivonatokkal torténo kezelések

Munkénk soran a toxinok (CYN és MC-LR) mellett 5 cianobaktérium torzsb6l
készitett kivonatot teszteltlink: 4 Balatonbdl izolélt térzs: Cylindrospermopsis raciborskii
izolatumok (ACT 9502, ACT 9503, ACT 9504, ACT 9505) valamint egy bizonyitottan
cilindrospermopszint termel6 torzs: a Cylindrospermopsis raciborskii (AQS) torzse (Valério
és mtsai., 2005).

A toxinokat és a kivonatokat szérummentes F-12/Ham médiumban higitottuk a
megfelel végkoncentracioig. A kontroll sejteken a kezelések kezdetekor az FBS-t tartalmazo
médiumot szintén szérummentesre cseréltik Ki.

A vizsgalt koncentracié tartomany MC-LR estében 5 pM - 50 pM, mig
cilindrospermopszin esetében 0,5 uM - 5 puM volt. A kivonatok végkoncentracioi 0,02 - 5
mgml™® voltak. A kezelési idétartamok a kovetkezéek voltak: kromatin allomany
kondenz&lddasra gyakorolt hatés felméréséhez 24 6ra, a citoszkeletélis vizsgalatoknal 24 ora;
esetenként 48 és 72 dra kezelést hasznaltunk, mig az LDH enzimaktivitas vizsgalatoknal 3 és
24 Ora.

2.4. Szinkronizalt sejtek eléallitasa és ellenorzése aramlasi citométerrel
A sejtek szinkronizalasat egy olyan centrifuga rotor segitségével végeztik, melyben a

sejtek egy, a centrifugélis erdvel ellentétes irdnyli folyadékaramlas hatasara méret szerint
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vélasztodnak szeét, igy az azonos sejtciklus fazisba tartozo sejtek kiilon frakcidkba gyiijthetok.
A tenyésztett sejtek sziretelését 600 x g centrifugélis erével végeztiik 5 percig, majd Ujra
szuszpendaltuk 6ket 1%-0s FBS- tartalmaz6 F-12/Ham médiumban.

A rendszer egy Sanderson elutriald6 kamraval (Beckman Instruments) és egy
MasterFlex (Cole-Palmer Instruments) perisztaltikus pumpéval volt felszerelve. A rendszert
hasznélat elétt 70%-0s etanollal mostuk at sterilizalas végett, a hémérsékletet 20 °C-ra
allitottuk be, majd 10° sejtet toltéttink a JE-5.0 centrifugaban 16v6 elutrial rotor kamrajéba
(Beckman Intruments, Palo Alto, CA, USA). Az elutrialds soran allandé centrifugalis erd
alkalmazasa mellett az ellenaram sebességét folyamatosan noveltiik: a kezdeti érték 13
ml/perc volt, majd minden soron kovetkezé frakcional mindig 6 ml/perccel noveltik az
aramlasi sebességet az el6z6 frakciohoz képest. Egy-egy frakcidba 100-100 ml-t gyt;jtottiink.
Az elutridlas sordan 8 sejtfrakcidt nyertink, melyek paramétereit aramlasi citométerrel
hatéroztuk meg

A szinkronizalt sejteket szobahémérsékleten fixaltuk 70%-0s metanollal, majd 50
sejttérfogat, sejtszam, sejtmagatmérd, DNS tartalom - C értékben kifejezve (1C érték felel
meg egy haploid sejt DNS tartalmanak) FACS aramlasi citométerrel hataroztuk meg. A
mérésekhez a Cell Quest szoftvert (Beckton Dickinson) alkalmaztuk.

2.5. A sejtmag preparatumok izolaldsa és a kromatin allomany fluoreszcens
mikroszkdpos vizsgalata

A kontroll és kezelt sejteket reverzibilis permeabilizacionak vetettik ald (Géacsi és
mtsai., 2009), majd ugynevezett magnoveld pufferben (50 mM KCI, 10 mM MgSO,4, 3 mM
ditiotreitol, 5 mM NaPQ,, pH 8.0) tartottuk 10 percig 37 °C-on. Ezt kdvetden a sejteket fixald
elegyben (metanol:jégecet, 3:1) vettik fel. Tobbszori fixald elegyben torténé mosas és
centrifugalas (500 x g, 5 perc) utdn a fixalt sejtmagokat kb. 30 cm-es magassagbol
cseppentettiik a targylemezre, a sejtmaghartya felszakadasanak érdekében. Egy éjszakan
keresztiil szaradni hagytuk szobahdmérsékleten, majd masnap egyszer mostuk foszfat puffer
oldattal (PBS), majd hagyoméanyos modon felszalld alkohol sorban (70%, 90%, 95% és
100%) dehidrataltuk. Ezutan 25 ngml™ DAPI-t tartalmazé ANTIFADE-médiummal (90%
glicerol, 2% DABCO, 20 mM Tris-HCI, pH 8.0, 0,02% nétrium-azid) fedtik.

Mintainkat Nikon Optiphot epifluoreszcens mikroszkopban vizsgaltuk, majd Spot
programmal digitalizaltuk.

2.6. A citoszkeletalis valtozasok kimutatasa immoncitokémiai eljarassal

A toxinok és kivonatok sejtvazra Kkifejtett hatasanak vizsgalatahoz az aktin
komponenseket fluoreszcein-izotiocianattal (FITC) konjugalt falloidinnal jeldltik, mig a
tubulin rendszer esetében cy3-mal konjugalt monoklonalis anti-p-tubulin antitestet
alkalmaztunk.



A kezelések utdn a médiumot eltavolitottuk, majd egyszer mostuk foszfat pufferrel
(PBS). Az aktin vizsgalatra szant mintakat 4% paraformaldehidet (PFA) tartalmaz6 PBS-re
cseréltiik és szobahdmérsékleten 5 percen keresztil rogzitettik, mig a tubulin szerkezeten
végzett megfigyelésekhez készitett mintakat -20 °C-os metanollal 10 percig és azt kdvetéen
10 maésodperig -20 °C-os acetonnal fixaltuk. Ezutdn a sejteket mindkét esetben kétszer
mostuk PBS-sel, majd 1:5000-szeresre higitott falloidinhez konjugalt FITC-cel festettik az
aktinfilamentumokat 3 6ran keresztiil s6tétben, szobah6mérsékleten, mig tubulin esetében a
cy3-mal konjugalt anti-p-tubulint 1:200 higitasban alkalmazva festettlik a sejteket szintén 3
oran keresztiil sotétben, szobahOmérsékleten.

Az inkubacios id6 letelte utdn a mintakat kétszer 5 percig Oblitettik PBS-sel, majd
egyszer desztillalt vizzel, majd a sejtmagot DAPI festéssel tettiik lathatova.

Mintainkat Nikon Optiphot Il. epifluoreszcens mikroszkdp segitségével elemeztik és
mintanként 30-30 feltételt készitettlink Spot program segitségével.

2.7. LDH enzimaktivitas vizsgalatok

A méréshez, a mikrotiterlemezbe a kezelési id6 lejarta utan mindegyik mintabol 40 pl
feliiluszot, 250 pl NADH oldatot (0,2 mM NADH 0,1 M Tris- NaCl- pufferben pH 7,2 oldva)
¢és 40 Jéll piruvatot (10 mM piruvat 0,1 M Tris-NaCl-ban pH, 7,2 oldva) pipettaztunk, majd
Victor® plate olvaso készulékkel 340 nm-en mértiik az abszorbancia valtozast.

Mivel a mintdknak van egy hattér abszorbancidja, ezt minden esetben lemértik és az
erre kapott LDH aktivitasi értékeket kivontuk a kezelt sejtek esetén kapott LDH aktivitasi
értékekbdl. Az igy kapott eredmeényeket, hogy pontosan tudjunk vonatkoztatni a sejtszamra, a
mintaban jelen levo fehérje mennyiségre korrigaltuk.

A mintak fehérje mennyiségét a M. Bradford altal kidolgozott mddszer segitsegevel
fotometridsan hataroztuk meg (Bradford, 1976). A kezelési id6 leteltével a feliiliszo
eltavolitdsa utan a sejteket egyszer oblitettik 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.
Maéasnap a mintak felengedése utan azokat 10000 rpm fordulaton, 4 °C-on 8 percig
centrifugaltuk (Biofuge fresco, Heraeus). A fehérjetartalom megallapitasdhoz, 10 pl
feliiluszot, 70 pl Tris-NaCl puffert és 60 pl Bradford reagenst hasznaltunk fel. A Bradford
reagens hozzaadasa utan a mintakat 10 percig szobahémérsékleten inkubaltuk, majd mértiik a
mintdk abszorbancidjat 595 nm-es hullamhosszon Victor® mikrotiter lemez-olvasé
készulékkel.

2.8. Statisztika

Eredményeinket Origin7-es program segitségével abrazoltuk. Azt, hogy az LDH
aktivitas a koncentracid fliggvenyében a kontrollhoz képest szignifikdnsan valtozott-e vagy
sem, linearis regresszidval vizsgaltuk.

A cianobaktériumok toxicitasat a J.J. Hubert-féle probitszam analizissel hasonlitottuk 6ssze
(Hubert, 1980). Mindegyik esetben kiszamoltuk, hogy a kapott LDH értékek hany szazalékat
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jelentik a pozitiv kontrollnak, majd a megadott tblazat alapjan probitanalizissel kiszamoltuk
azt az értéket, amely esetén a vizsgalt anyag a maximalisan elérheté hatidsanak 50%-at
kivaltja (ECsp). Ez alapjan 6ssze tudtuk hasonlitani a toxinok és a cianobaktériumkivonatok
toxicitasat. A kisérletek mindegyikét legalabb haromszor megismételtik.

3. EREDMENYEK ES MEGBESZELESUK

3.1. Morfologiai valtozasok kromatin kondenzalodas soran kontroll és kezelt
CHO-K1 sejtek esetében

3.1.1 Kromatin kondenzaci6 folyamatanak morfoldgiai elemzése a szinkronizalt,
kontroll CHO-K1 sejtekben

A cianotoxinoknak és cianobaktérium kivonatoknak a kromatin struktirara kifejtett
hatdsdnak bemutatdsa eldtt a kezeletlen kontroll sejtek kromatin szerkezetét vizsgaltuk. Az
elutridlassal szinkronizalt, frakcionalt sejtpopulaciokat - fluoreszcens mikroszkop és aramlasi
citométer segitségével - elemezve megallapitottuk, hogy a sejtciklus egyes fazisainak milyen
kromatin  szerkezetek felelnek meg. Ennek megfeleléoen a kromatin-allomany
kondenzalodasanak folyamata soran megkiilonboztethetdek voltak kiilonb6z6 morfologiai
allapotok, melyek jol tikr6z6dnek a sejtek, sejtmagok nagysagaban, illetve a DNS
mennyiségben is. A G1 és korai S fazis tipikus formai a dekondenzalt homalyos bolyhos,
fatyolszerli képletek, illetve kezdetleges szupertekercselt alakzatok is eléfordulnak mar a
kozEépso S fazis felé haladva. A kozépsd S fazis tipikus képletei a szalagszerli eukromatin
rostok. Tovabbi szupertekercselddések révén mar vastagabb prekromoszomakat figyeltiink
meg a késéi S és G2 fazisokban, majd legvégul a mitozisra jellemzé metafazisos
kromoszémékat mutattunk ki. Béanfalvi és mtsai. (2006) a kromatin kondenzélddas
folyamatanak fluoreszcens mikroszkoppal torténd vizsgalatat kiilonbozd sejtvonalakon K-
562-human leukocita, IM indian muntjac fibroblaszt sejteken is elvégezték és hasonl6
kromatin struktdrakat figyeltek meg.

3.1.2. Kromatin kondenzaciés valtozasok a cianotoxinokkal és cianobaktérium
kivonatokkal kezelt CHO-K1 sejtekben

Megallapitottuk, hogy a vizsgalt cianotoxinok kozil a cilindrospermopszin 0,5 pM
koncentrdcidban még nem, viszont mar 1 PM Kkoncentraciotdol kezdédben jelent6sen
befolyasolta a kromatin allomany kondenzalodasat. A logaritmikus novekedésben 1évo
sejtkulturankban a sejtek tobbsége az S fazisban (60-65%) volt. Ezeknek a sejteknek a
kromatindllomanyban 1 pM cilindrospermopszin hatdsara lyukszerti képzédményeket
figyelhettink meg. Hasonld jelenséget tapasztaltunk kordbbi kisérleteinkben is, ahol
kadmiummal kezeltink CHO-K1 sejteket (Béanfalvi és mtsai.,, 2005). 2 pM-0s
cilindrospermopszin  koncentracional  fibrézus, torz, fragmentalddott kondenzalt
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prekromoszomékat figyelhettink meg. A kromatin szerkezetében tapasztalt genotoxikus
hatds még igy is megkiilonboztethetd volt. Mig a kadmium altal keletkezett lyukak mélyek és
szabalytalan alakuak voltak, éles torésvonallal rendelkeztek, addig a cilindrospermopszin
altal okozott kromatin Uregek felszinesebbek, széleik lekerekitettebb formaval rendelkeztek.
Shaw és munkatarsai (2000) egereken mutattak ki a cilindrospermposzinnak illetve
metabolitjainak kovalens kot6dését a DNS-hez. Beyer és munkatarsai (2009) kimutattak nad
gyokér sejteken, hogy a 0.5-5 pgml™ CYN hatésara a korai mitozis szakaszaban 16v6 sejtek
aranya megn6tt, mig a metafaziban 1év6 sejtek aranya csokkent. A genotoxikus hatas talan
annak megnyilvanuldsa, hogy a kdztudottan protein szintézis inhibitor cilindrospermopszin
gatolhatja azon fehérjék képzdodését is, melyek a sejteknek a mitdzisba vald belépéséhez
sziikségesek, illetve a mitdzisba belépve az egyes alszakaszokba valo atlépést szabalyozzak.

Amennyiben a sejteket kisebb koncentracioju MC-LR-rel kezeltiik (2-10 uM), az nem
indukalt szignifikans valtozast a maganyag kondenzalddasaban, a tipikus alakzatok, mint a
fatyol, a fonal, a szupertekercselt kromatin, a prekromoszémak és a kromoszémak, mind
megfigyelhetdek voltak. 20 uM-o0s koncentraciondl magasabb koncentracioban a MC-LR
jelentésen befolyasolta a kromatin kondenzalodas folyamatat. A sejtek a késoi interfazis és a
mit6ézis korai stadiumaban rekedtek, mely gyakran nyilvanult meg abnormalisan
hiperkondenzalddott kromoszomak, torott elongéalodott prekromoszoméak formajaban. 50 uM-
0s koncentracio esetén mar csak apoptotikus rogoket tudtunk megfigyelni. A mikrocisztin-LR
sejtosztodésra kifejtett hatasa a protein foszfatdzoknak (PP1 és PP2A) a sejtciklus soran
jatszott kulcsszerepével magyarazhatd (Ayaydin és mtsai., 2000; Brautigan, 1994; Smith és
Walker, 1996). A PP2A-nak reguldlé funkcidja van a testver kromoszomak kialakitasaban,
valamint a mitdzisbdl valo kilépés folyamataban (Trinkle-Mulcahy és Lamond, 2006), és
mitogén aktivalo protein kindzokat (MAPK) szabalyoz6 képességgel is rendelkezik (Tamura
és mtsai., 2002).

A Dbizonyitottan CYN tartalmi AQS torzs toxikus volta jol tikroz6dott a
kromatindllomanyon végzett méréseinkben. Megallapitottuk, hogy a sejtciklus kezdeti
fazisara jellemzo felhdszerti képletek csak nagyon alacsony szamban fordultak eld. A legtobb
sejt a kozépso S és G2 fazis allapotaban volt a kromatinallomany kompaktsagat tekintve. Erre
a stddiumra jellemz6 dominans struktarak a szupertekercselt kromatinrostok és az
apoptotikus régok. Hasonloéan a tisztitott cilindrospermopszinnal kapott eredményekhez,
kromoszomakat itt sem detektaltunk mintainkban.

Attérve a balatoni cianobaktérium izolatumokbdl készilt kivonatokra, az ACT 9502-
es torzsszamu C. raciborskii kivonat a G1, korai S sejtciklus allapotoknal nem idézett el
valtozast, megfigyelhettiik a kezdeti felhd jellegli szerkezeteket majd a szupertekercselddést.
A kés6i S fazisban eltérést tapasztaltunk: erdteljesebb széli kromatin kondenzalédas volt
észlelhetd. A mitdzis fazisara jellemzé prekromoszomakat és kromoszomékat szintén
lathattunk.

Az ACT 9503-as tdrzs nem okozott valtozdst a kromatin kondenzalddas
folyamataban, minden egyes sejtciklus szakaszban, az annak megfelelé kromatin alakzatot
sikerilt megfigyelnink.

A balatoni torzseink kozul az ACT 9504-es C. raciborskii izolatum indukélta a
legnagyobb valtozast a kromoszomak kialakulasanak folyamataban. A G1 és korai S
fazisokra jellemzd képletek modosultak: a kromatinallomény hdlyagszerti lefiizddésének
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kezdeményeit lathattuk. A szintézis fazisban mar teljesen szétszakadt kromatinalloméanyt
figyelhettiink meg, megsziint a kromatinallomany folytonossaga és nem tapasztaltuk azt a
szupertekercselddést, tomordodést sem, amit a kontroll sejtek kromatinadllomanyanal maér
megszokhattunk. Kromoszdmakat csak ritkan lehetett megfigyelni.

A C. raciborskii ACT 9505-0s izolatuma szintén nem valtott ki eltérést a kromatin
kondenzalddas folyamataban az altalunk hasznalt vizsgalati modszer szerint. Eredmeényeink
alapjan elmondhatjuk, hogy a kromatin kondenzéciéra gyakorolt hatds tekintetében a
Balatonbol illetve a Kis-Balatonbdl izolalt torzsek kozil az ACT 9502 és az ACT 9504
mutatott pozitivitast. A masik két C. raciborskii izolatumbdl keszilt kivonat (ACT 9503,
ACT 9505) Iényegében nem befolyasolta a DNS allomany kompaktalodasanak folyamatat. A
pozitiv kontrollként hasznalt AQS torzs, cilindrospermopszin tartalmanal fogva hasonlo, sét,
toxikusabb eredmenyt mutatott, mint a CYN-nal kezelt sejtek. A hazai C. raciborskii
kivonatokkal végzett kisérletek jelentds eltérést mutattak a bizonyitottan CYN tartalm
kivonat hatasaihoz képest. Mai napig kisérletek folynak mind in vivo és in vitro teruleten
ezen torzsek toxikus hatasaért felelés anyag(ok) azonositasaért (Vehovszky és mtsai., 2009;
Farkas és mtsai., 2009 kozlésre el6készitve, Antal és mtsai., 2009 kozlésre el6készitve).

3.2. Cianotoxinok és cianobaktérium kivonatok hatasa a CHO-K1 sejtek
mikrofilamentaris rendszerére

3.2.1. Mikrofilamentaris valtozasok a tisztitott cianotoxinokkal kezelt CHO-K1
sejtekben

A tisztitott cilindrospermopszin id6 és koncentraciofiiggé modon sejtkulturéink
mikrofilamentéris rendszerének depolimerizalédasat okozta. 24 6ras expozicié sordn mar 1
MM-nal nagyobb toxin koncentrici6 az aktinfilamentumok lebomlasat indukalta.
Cilindrospermopszin esetében csak kevés irodalmat taldlunk a sejtek mikrofilamentéaris
elemeire gyakorolt hatdsairdl. Fessard és Bernard (2003) szintén CHO-K1 sejteket kezelt 0.5
és 1 pugml™ CYN-nal és ez a sejtek lekerekedését, a kérgi aktin szétszerelédését és
,blebinget” eredményezett.

A mikrocisztin-LR 24 o6ras expozicios id6 esetén 20 uM alatti koncentracio
tartomanyban nem okozott szerkezetbeli valtozasokat. 20 pM-nal erételjes fillopddium
képzOdést észleltiink, mig 50 uM esetében a sejtek nagy része lekerekedett allapotban volt, a
stresszrostok depolimerizalodasat figyelhettik meg. Itt is kimutathatd volt az id6 és
koncentraciofuggés. 48 illetve 72 oOras kezelés utan mar 5 pM-os mikrocisztin-LR tartalmd
médium elégséges volt a toxikus hatds kimutatasahoz. A mikrocisztinek ragcsalok
majsejtjeinek citoszkeletalis morfoldgiajara és ultrastruktdrajara kifejtett hatasait mar szamos
publikacioban leirtak (Billam és mtsai., 2008; Eriksson és mtsai., 1990; Ito és mtsai., 1997;
Khan és mtsai., 1995), valamint hasonlo hatést detektaltak halak esetében (Li és mtsai., 2001,
Pichardo és mtsai., 2005) is. A mikrofilamentéris rendszer lebomlésa feltehet6en a protein
foszfatdzok gatlasanak (MacKinthosh és mtsai., 1990; Runnegar és mtsai., 1999), illetve az
oxidativ stressznek a kdvetkezménye (Ding és mtsai., 2000).
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3.2.1. Mikrofilamentaris véaltozasok a cianobaktérium kivonatokkal kezelt CHO-K1
sejtekben

Toxicitas tekintetében erdsebb ,,méregnek” bizonyult az AQS kivonat, mint a tisztitott
toxin. 24 6ras kezelési id8 utan mar 0,1 mgml™ koncentraci6ju kivonat beinditotta az aktin
szalak depolimerizacidjat és a sejtek kezdték elvesziteni jellegzetes megnyult alakjukat. Ez
0,5 és 1 mg'ml™ kivonat koncentraciénal még kifejezettebb, a sejtek lekerekedtek, a kortikalis
aktin filamentumok a sejtmag kozelébe koncentralédtak. 2 mg'ml™—es koncentracional teljes
mértékii depolimerizacié kovetkezett be, csupan a sejtmag koril lokalizaldédott par
filamentum.

A hazai torzsek kozil az ACT 9502 1 mgml™-es koncentraciéban akadalyozta a
sejtek feliilethez valo kitapadasat, ami erdteljes fillopodiumképzésben valamint a sejtek
lekerekedésében nyilvanult meg. 2 mgml™-es koncentraciénal a sejtek nagy hanyada
lekerekedve, a citokinezist megeldz6 allapotban volt megfigyelhetd, az aktin filamentumok a
sejtmag koré lokalizalddtak.

Az ACT 9503-as jelii C. raciborskii izolatum nem okozott jelentés valtozast a
normalis mikrofilamentumok eloszlasaban, a stresszrostok a kérgi aktinrésszel mindvégig
megfigyelhetdek voltak. Minimélis lekerekedést tapasztaltunk 2 mg'ml™—os koncentracional.

A C. raciborskii ACT 9504 torzse bizonyult az aktinszerkezeten kivaltott valtozasok
tekintetében a leghatasosabbnak. Mar 1 mgml™ koncentraci6ju kivonat kivéltotta az aktin
filamentumok depolimerizal6dasat, a stressz rostok lebontasat, mely a sejtek lekerekedésében
nyilvanult meg.

Végezetil az ACT 9505 C. raciborskii-bol készilt kivonat szintén az aktin
filamentumok depolimerizaciéjat indukélta 2 mg'ml™-es koncentraciénal, ami meglepetésnek
bizonyult, hiszen a kromatin allomany kondenzalddasat ez a kivonat nem befolyasolta.

Eredményeink htien tiikrozik a C. raciborskii valtozékonysagat, sokféleségét.
Ismeretes, hogy ezen cianobaktérium fajnak vannak olyan izolatumai melyek képesek
cilindrospermopszint illetve fehérjeszintézist gatl6 anyagokat (Griffiths és Saker, 2003),
vagy éppen PSP toxinokat termelni (Lagos és mtsai., 1999), mig mas torzsei egyaltalan nem
bizonyulnak toxikusnak, vagy még nem sikerult azonositani a hatéanyagot.

3.3. Cianotoxinok és cianobaktérium Kkivonatok hatasa a CHO-K1 sejtek
mikrotubularis rendszerére

3.3.1. CHO-K1 sejtek mikrotubularis rendszerének valtozasai a tisztitott cianotoxinokkal valo
kezelés hatasara

A cilindrospermopszin hatasanak vizsgalata soran a horcsog sejtek mikrotubularis
szerkezete jelentdésen megvaltozott 24 oOras expozicios id6t és 2 pM-os koncentraciot
haszndlva. A  cilindrospermopszin  koncentracio emelése a  tubulincsévecskék
depolimerizacidjat jelent6sen ndvelte, 10 pM-0s tartomanyban mar csak a nukleusz koril
figyelhettlink meg némi tubulin jelenlétére utalo jelet. A mitdzis szakaszaban 1évé sejteknél
CYN hataséara Beyer és munkatarsai (2009) gyakran figyeltek meg tripolaris mitotikus

9



orsOkat, melyek az anafazisban hibas testvérkromoszoma szétvalast eredményeztek. A CYN
okozta protein szintézis gatlas kivalthatja a mikrotubulusok tjraszervezodését, melynek soran
a tubulusok eloszlasa a sejt szamara egy kevésbé energiafogyasztd format vesz fel (Baluska
és mtsai., 1995). Beyer és munkatarsai (2009) western blott eljarassal kimutattak, hogy CYN
kezelés hatdsara a B tubulin mennyisége né, vagyis a cilindrospermopszin a tubulin
szintézisét nem befolydsolja, hanem csak annak Osszeszerel6dését és/vagy stabilitasat.

A masik vizsgalt cianotoxin, a mikrocisztin-LR esetén 10 pM-os koncentracional
figyelhettiink meg elsdként szerkezetbeli valtozasokat a 24 oOrds expozicios id0 alatt: a
tubulosok hossza csokkent, a sejtek kevésbé kiterlltek, mint a kontroll populacidbeliek. 20
pHM-0s MC-LR koncentracional a tubulin filamentumok a sejtmag koré lokalizalodtak, mig
50 uM-os koncentracional mar a sejtmag allomany sérulését is észlelhettik. A mikrocisztin-
LR-rdl tudjuk, hogy a protein foszfatdz 1 és 2A erds inhibitora és mind a citoszkeletalis mind
egyeéb citoszolikus fehérjék hiperfoszforilalodasat okozza (Eriksson és mtsai., 1989). A
mikrotubulus asszocialt fehérjék (MAP-ok) foszforilalodasa szintén befolyasolja a
mikrotubulusok polimerizéciojat (Brugg és Matus, 1991).

3.3.2. CHO-K1 sejtek mikrotubuléris rendszerének valtozasai a cianobaktérium kivonatok
hatasara

A bizonyitottan CYN-t termel6 AQS torzs mar 0,2 mgml™t-es koncentraci6ju
kivonattal vald kezelés esetén beinditotta a mikrotubulusok depolimerizalédaséat, magasabb
koncentracional pedig mar egészen a centrilumok kozelébe lokalizalédtak a tubulusok,
illetve a tubulusokat felépité dimerek.

ACT 9502-es torzset vizsgalva 1 mgml™-es koncentracional a tubulusok rovidiilését
figyelhettiik meg, mig a 2 mg'ml™ kivonatot tartalmazo minta esetén szignifikansan megnétt
a ,bab” illetve ,sulyzo” alaka sejtmaggal rendelkez$ sejtek szdma, illetve tovabbi
depolimerizacié volt megfigyelhetd. Vagyis a sejtek a citokinézis kezdeti fazisaban
megalltak.

Ebben az esetben sem bizonyult az ACT 9503-0s balatoni izolatum toxikusnak. A
magasabb vizsgalt koncentraciénal is csak minimalis depolimerizaciéra utal6, enyhén
rovidebb tubulusok mutatkoztak.

A CHO-K1 sejteket az ACT 9504-es torzsbol késziilt kivonattal kezelve itt is
koncentraci6 ¢és 1dofiiggd modon a mikrotubulusok szétszerelodését, illetve a sejtek
aggregaciojat valtotta ki. Csokkent a sejtenkénti mikrotubulusok szama, illetve a még
meglévok a sejtmag koré lokalizalodtak.

Jelentés szerkezetbeli valtozast indukalt az ACT 9505-0s torzsszamu
Cylindrospermopsis raciborskii izolatum extraktuma is. A tubulusok depolimerizaciéja mar 1
mgml™-es koncentracional megfigyelheté volt a 24 6ras kezelési idé utan. Toxikus hatés
esetén valoszinlileg stresszfehérjék asszocidlodnak a tubulin szélakhoz, melyek befolyasoljak
annak szervezOdését. Ezen stresszfehérjék expresszidjanak kvantifikalasa olyan esetben,
mikor a toxinok vagy kivonatok tubularis karosodasokat okoznak, tovabbi kutatasok targyat
képezhetik.
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3.4. Cianotoxinok és cianobaktérium kivonatok hatasa a CHO-K1 sejtek laktat-
dehidrogenaz enzimének aktivitasara

3.3.1. A tisztitott cianotoxinok hatasa a CHO-K1 sejtek LDH enzimének aktivitasara

A cilindrospermopszin LDH enzimaktivitasra gyakorolt hatasa mind 3 mind 24 o6ras
kezelési 1d6 esetében koncentraciofiiggdnek bizonyult. A 3 06rds expozicid esetén
szignifikansan (p < 0,01) nétt az enzimaktivitads, mig 24 oras kezelési id6 mellett csokkent.
Probit analizissel meghataroztuk a cilindrospermopszin CHO-K1 sejteken mutatott ECsy
értékét, ami 0.00108893 mg'ml™-nek bizonyult. Hepatocitaknal 18 éras 1 pM CYN-nal és e
feletti koncentraciokkal torténd kezelések 75%-0s LDH felszabadulast valtottak ki (Humpage
és mtsai., 2005).

Mikrocisztin—LR-rel kezelve a sejteket 3 Orads expozicio esetén a sejtekbol
felszabaduldé LDH aktivitas végig a kontroll érték koril maradt, nem valtozott a koncentracio
fuggveényeben. 24 ora utdn, MC-LR hatéséra az LDH aktivitas a koncentrécid fuggvenyében
szignifikdnsan nétt (p < 0,005). A 20 pM-os mikrocisztin-LR oldat a maximalisan
felszabadithaté LDH-nak korilbeltl 60%-at szabaditja fel. A CHO-K1 sejtkultirank esetében
a LDH enzimaktivitasi adatokbdl Probit analizissel szamolt ECs érték 0.013803843 mg'ml™.
Botha és mtsai. (2004) CaCo2 és MCF-7 sejteken hasonlo eredményeket kaptak: 50 uM MC-
LR hatasara mar 30 perc utan megfigyelték az LDH aktivitads ndvekedéesét, mely a MC-LR-
rel vald kezelés kovetkeztében felszabaduld reaktiv oxigén gyokok hatasanak eredményeként
tudhato be.

3.4.2. A cianobaktérium kivonatok hatasara a CHO-K1 sejtek LDH enzimaktivitasara

A Dbizonyitottan toxikus AQS torzs extraktuma mar 3 O¢ra alatt jelentés LDH
enzimaktivitas valtozast indukalt. 24 dras expozicids id6ét vizsgalva hasonlé LDH aktivitas
csokkenést észleltiink, mint a CYN esetén.

A balatoni izoldtumokbdl készilt extraktumok esetében az LDH aktivitas valtozas 24
0Oras expozicios id6 utan kifejezettebb. A hazai izolatumok koziil a legtoxikusabb mintanak ez
esetben is az ACT 9504-es torzs bizonyult, majd az ACT 9502, ACT 9505 és legkisebb
mértékben az ACT 9503. Probit analizissel meghatarozva az ECs értékeiket a kovetkezd
értékeket kaptuk: ACT 9502: 0.71 mgml™, ACT 9503: 1.65 mgml™, ACT 9504: 0.45 mgml°
! ACT 9505: 1,54 mgml™. Mindegyik cianobaktérium kivonat ECs értéke nagysagrendekkel
nagyobbnak bizonyult, mint a tisztitott toxinoke.

4. OSSZEFOGLALAS

Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy a cianotoxinok koncentracié-dependens
modon megvaltoztatjdk a CHO-K1 sejtek kromatin kondenzécidjanak folyamatat, a
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citoszkeleton (mikrofilamentéris és mikrotubuléris) strukturajat, valamint a sejtmembran
permeabilitasat. Ezen eredmények CYN esetében a toxin protein szintézist gatlé hatasaval
magyarazhatok, mig MC-LR esetében annak protein foszfataz gatld képességevel.

A C. raciborskii-b6l késziilt kivonatok az altalunk végzett kiilonb6z6 tesztekben
eltéré toxicitastiaknak bizonyultak. A vizsgalt 4 paraméter alapjan (kromatinkondenzécio,
mikorfilamentaris és mikrotubularis rendszeren Kkifejtett hatas, illetve a sejtmembran
integritdsdnak vizsgélata LDH enzimaktivitds valtozdsdnak mérésével) az egyes torzsek
eltéré hatasokat mutattak. Mindegyik tesztben toxikusnak bizonyult a bizonyitottan CYN-t
termeld AQS torzs, a balatoni izolatumok koziil pedig az ACT 9502-es és az ACT 9504-es. A
toxicitds mertéke az AQS tdrzsnél volt a legnagyobb, mely ismert toxin (CYN) tartalmaval
magyarazhatd. AQS kivonat esetében toxikusabb hatdst kaptunk, mint annak toxintartalma
szerint elvartuk. Ennek hatterében az allhat, hogy a kivonatokban 1évé kiilonb6z6 anyagok
kozott szinergesztikus hatas 1éphet fel. Ezért célszerli nem csak a tisztitott toxinok, hanem a
kivonatok toxicitasat is jellemezni. A két hazai torzs kozil az ACT 9504 toxicitasa
kifejezettebb volt, mint az ACT 9502, mind a kromatin kondenzalddds, mind a
mikrofilamentaris rendszer tekintetében. Kdzepesen toxikusnak bizonyult az ACT 9505-0s
torzs és legkevéshé toxikusnak pedig az ACT 9503-as. A kivonatokban 1év6 hatéanyag(ok)
még nem ismertek, igy pontos hatdas mechanizmusukat sem tudjuk leirni. A mai napig
kisérletek folynak a kivonatokban 1év6 toxikus anyagok azonositasa céljabol.

Az éaltalunk hasznélt kiillonbozd tesztek valamennyien alkalmazhatéak voltak a
tisztitott cianotoxinok és a cianobaktérium Kkivonatok toxicitdsanak monitorozasara.
Valamennyi alkalmazott mddszert kulon-kilén és kombinacidban is javasoljuk a
cianotoxinok és cianobakteridlis kivonatok gyors toxikoldgiai elemzésére.
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Comparative study of the effects of cyanotoxins and
cyanobacterial extracts in CHO-K1 cells

PhD thesis

Gacsi Mariann
1. INTRODUCTION

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 remarkable deteriorations in different fields of the
aquatic environment: water consumption, drinking water treatment, agriculture, fishing. It
pays attention to the monitoring the phytoplankton and cyanobacterial occurence, abundance
and distribution. Lake Balaton is not only used for recreational purposes but it is also an
important drinking water resource. The proliferation of C. raciborskii in Lake Balaton has
been documented in late 1970s and early 80s and caused danger for water supplies (Olah et
al., 1981, Voros et al., 1983).

Ecotoxicological tests have been performed to monitor whether an algal bloom
contains toxin producing cyanobacteria or not and to determine how toxic are their
metabolits. Cyanotoxins may have an impact not only on phyto- and zooplanktons but also on
higher plants (Beyer et al., 2009; Méathé et al., 2009). After death and lysis of cyanobacterial
cells cyanotoxins appear in waters and can cause health problems at water consuming wild or
domestic animals or in else when toxins appear in the drinking water system on human health
as well (Chorus and Bartam, 1999). Cyanotoxins can cause diseases such as gastroenteritis,
hepatomegaly, kidney and spleen diseases, liver cancer, skin irritation or allergic reactions.

The first report was written about mass cyanobacterium appearance in Lake Balaton
in 1934 (Sebestyen et al., 1934). In Lake Balaton from 1970s had been regular summer algae-
blooms by N, fixing and caused water discolouring primarily in the western and later in the
eastern part of the lake (Gorzé and Kiss, 1985; Padisak et al., 1984; Voros et al., 1983). In
1994, a mass development of cyanobacteria occured in Lake Balaton, the bloom was due to
the growth of an almost pure culture of Cylindrospermopsis raciborskii (Présing et al., 1996).

The appearance of cyanobacterial-blooming makes worth to study and to monitor the
toxicity of cyanobacterium strains responsible for mass production in Lake Balaton (Hiripi et
al., 1998; Kiss et al., 2002).

Cyanotoxins can be hepatotoxic (CYN, MC-RL), neurosystem functions affecting
(anatoxins, saxitoxins) and skin irritant metabolites.

Hiripi et al. (1998) detected toxic effects of the massculture of Aphanizomenon flos-
aquae, Anabaena aphanizomenoides, Cylindrospermopsis raciborskii (Woloszynska) and
Microcystis aeruginosa extracts on fish and on locust species (Locusta migratoria
migratorioides). The chemical analysis of their toxic metabolites has not been done yet. Kiss
et al. (2002) examined with electrophysiological methods the effects of different fractions
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from C. raciborskii extract on the central nervous system of the snail Lymnaea stagnalis under
isolated conditions and determined several components with different effects. Some of them
had shown similar neurotoxic effects as anatoxin-a (Swanson et al., 1986).

The aim of our study was to monitor the toxic effects of different cianotoxins
(cylindrospermopsin (CYN) and microcystin-LR (MC-LR)) and extracts of cyanobacterium
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).

It is known that cyanobacterial toxins alter cytoskeletal structures, induce membrane
permeability changes, modify different enzyme activities, alter protein synthesis and may
have genotoxic and carcinogenic effects.

The aims of the study were the followings:

- What are the alterations in chromosome development, what kind of morphological

changes can be seen during chromatin condensation in exposed cell cultures

compared to control ones?

- What kind of changes are induced on the microfilamentar and microtubular system

by cyanotoxins and cyanobacterial extracts?

- How do the cyanotoxins and cyanobacterial extracts influence the LDH leakage of

cells?

- Is there any correlation between the different aspects of changes induced either by
cyanotoxins or by cyanobacterial extracts?

2.2. MATERIALS AND METHODS
2.1. Cell culture

The Chinese hamster ovary cells (CHO-K1, ATCC #CCL61) were grown at 37 °C in
5% CO, containing atmosphere in Jouan IG 150 water jacket CO, incubator (Jouan, Paris,
France) in F-12/Ham’s medium supplemented with 5% heat-inactivated foetal bovine serum
(FBS) and 100100 U/ml penicillin/streptomycin (P4458, Sigma).

Cells for the chromatin condensation analysis were grown in TC flasks (Greiner), for
investigation of the cytoskeleton they were grown in 4 well plates on coverslips and for LDH
measuring in 96 well plates. Cells were transferred to each flask/well and allowed to grow for
1 day before treatment.

2.2. Preparing of cyanotoxins and cyanobacterial extracts
The purified toxins were a gift from Prof. Gyodrgy Borbély’s workgroup.
Cylindrospermopsin was purified from Aphanizomeneon ovalisporum (Forti) strain 1LC-164,

isolated in 1994 Lake Kinneret, Israel (Banker et al., 1997). The purification was performed
as perviously described (Vasas et al., 2002; 2004). MC-LR was purified from Microcystis
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aeruginosa BGSD 243 isolated from Lake Velencei, Hungary, in 1991. The purification was
performed according to Kés et al. (1995).

We cultured our cyanobacterial strains: C. raciborskii (AQS), C. raciborskii ACT
9502, C. raciborskii ACT 9503, C. raciborskii ACT 9504, C. raciborskii ACT 9505 in
NaNOj; free BG-11 medium. Our cultures were grown at 22+1 °C, having 14:10 h light :dark
photoperiods under 80 pmol m™? s* light intensity (US-SQS/L spherical microsenzor,
WALZ), supplied with cool white fluorescent lamps (Tungsram F-33, 40 W). Exponentially
growing cyanobacterial cells were harvested by centrifugation, filtered with Whatman GF/C
filter, freeze dried, kept on -20°C, until homogenisation by an ultrasound sonicator (Cole-
Palmer 4710 series).

2.3. Treatments with cyanotoxins and cyanobacterial extracts

We tested cyanotoxins (CYN and MC-LR) and 5 cyanobacterium strains, namely:
Cylindrospermopsis raciborskii ACT 9502, C. raciborskii ACT 9503, C. raciborskii ACT
9504, C. raciborskii ACT 9505) and a CYN producing Cylindrospermopsis raciborskii
(AQS) strain (Valério et al., 2005).

Toxins and extracts were diluted in serum free F-12/Ham medium to final
concentration. At the beginning of treatment we changed the medium for serum free medium
on the control cells as well.

The tested concentrations were the following: in the case of CYN 0,5-5 uM, in the
case of MC-LR 5-50 uM and the case of extracts 0,02-5 mgml™. Cells were treated with
either toxins (CYN and MC-LR) or extracts for 24h when chromatin condesation was
investigated. Cells were incubated in the case of cytoskeletal experiments for 24 h,
sometimes 48 or 72 h and for LDH measurements for 3 and 24 hours.

2.4. Synchronization and analysis of cell cycle by FACS

Synchronization was performed by counterflow centrifugal elutriation (Offer et al.,
2001) Cells were harvested by centrifugation at 600xg for 5 min and resuspended in F-
12/Ham medium containing 1% FBS at 10’cells/ml. Before using the system it was sterilised
with 70% ethanol. Cells (107) were introduced into the elutriator rotor (Beckman J-6 M)
equipped with a JE-5.0 elutriation system including a Sander chamber and a MasterFlex
peristalic pump. Elutriation was performed at of 20 °C temperature. Eight fractions (100 ml
each) were collected at increasing flow rates (+ 6 ml/min). The initial flow rate was
13ml/min.

Each fraction was analyzed by FACS. Cells were fixed with 70 % methanol at room
temperature and stained with 50 pgml™® proidium-iodide. The nuclear DNA content,
expressed in C-values (1C value corresponds to the haploid DNA content per cell), cell
number, size and volume were monitored with a Cell Quest software (Beckton-Dickinson).
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2.5. Cell nuclei preparation and analysis of chromatin

We used reversal permeabilisation for both control and treated cells (Gacsi et al.,
2009). After reversal permeabilisation cells were resuspended in growth medium and
incubated with 0,1 ugml™colcemid for 2 hours at 37°C. Cells were detached with trypsin and
washed with PBS then centrifugated at 500 x g for 5 min and incubated at 37 °C for 10
minutes in swelling buffer. Swelling buffer was then removed by centrifugation at 500 x g for
5 min. 20 ml of fixative (methanol: glacial acid; 3:1) was added to the nuclei. Nuclei were
centrifugated at 500 x g for 5 min, washed twice in fixative and resuspended in 1 ml fixative.

Nuclei were spread over glass slides dropwise from a height of approximately 30 cm.
Slides were air dried, stored at room temperature overnight, rinsed with PBS and dehydrated
using increasing concentrations of ethanol. Dehydrated slides were mounted with DAPI-
ANTIFADE medium under 24x50 mm coverslips. Chromatin structures were monitored
under Nikon Optiphot epifluorescent microscope. At least 30 fields were photographed with
Spot software.

2.6. Determination of cytoskeletal changes by immunocytochemistry

For the detection of the toxin and extracts effect on the cytoskeleton, the fluorescein
isothiocyanate (FITC)-labelled phalloidin was used for staining the F-actin, whereas the cy3-
conjugated monoclonal anti-R-tubulin antibody was applied to stain tubulin.

After treatments, the medium was removed and the cover slips were washed gently
once with PBS. Cells were then fixed either with 1 ml 4% freshly prepared paraformaldehyde
in PBS for 5 min at room temperature in the case of actin labelling, or at -20 °C with
methanol for 10 min, then at -20 °C with acetone for 10 sec for tubulin labelling. After
subsequent washing twice with PBS, the incubation of samples with the FITC-conjugated
phalloidin (1:5000 in PBS) lasted for 3 h or with cy3-anti-R-tubulin antibody (1:200) for 3 h
in the dark at room temperature. Samples were washed twice with PBS and once with
distilled water to remove PBS, and then counterstained with DAPI (for nuclear staining).
Specimens were viewed under Nikon Optiphot epifluorescence microscope. At least 30 fields
were photographed with Spot RT software.

2.7. Lactate dehydrogenase (LDH) assay

After treatments 40 pl supernatant was removed and added to 250 pul NADH (0.3 mM
NADH (Sigma - Aldrich), dissolved in 0.1 M Tris-NaCl buffer (pH 7.2) and 40 pul pyruvic
acid (20 mM pyruvic acid (Sigma - Aldrich), dissolved in 0.1 M Tris-NaCl buffer (pH 7.2).
We measured changes in absorbance at 340 nm. LDH activity was calculated from the
change in absorbance and correction was made by subtracting the background absorbance
measured for cyanobacterial extracts. The enzyme activities were calculated on the basis of
protein content.

16



Protein content was determined with Bradford reagent (B6916). After treatments the
supernatants were removed and plates were washed once with Tris-NaCl buffer (pH 7.2).
Then, after the addition of 1 % TritonX-100 containing Tris-NaCl (pH 7.2) buffer, plates
were kept at -20 °C overnight for cell lysis. Next day samples were thawed, centrifuged
(centrifuge: Biofuge fresco, Hereus #3325) at 10000 rpm on 4°C for 8 minutes. To quantify
protein content we added 10 pl supernatant to 70 pl Tris-NaCl (pH 7.2) and 60 ul Bradford
reagent. After incubation at room temperature for 10 minutes the absorbance of samples was
measured at 595 nm.

2.8. Statistical analysis

The average and standard deviation of results were plotted with the aid of Origin7
software. The comparison of changes in LDH activity of treated cells lysates relative to
control ones revealed significant differences by using linear regression provided by the aid of
Origin7 program.

We applied probit analysis to the obtained LDH activities to determine ECs, values
(half maximal effects concentration, which produces 50% of the maximum possible response
for the examined material) cells go through apoptosis/ necrosis for the five investigated
strains and cyanotoxins, as described by Hubert (1980). Our experiments were repeated three
times.

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. Morphological changes of chromatin condensation in control and treated
CHO-K1 cells

3.1.1. Chromatin condensation of synchronized control CHO-K1 cells

Synchronized cell populations of control CHO-K1 cells were obtained by counter
flow centrifugal elutriation (Offer et al., 2001). These populations were examined with
fluorescent microscopy and subjected by FACS analysis. 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 DNA was highly
decondensed and appeared as a fuzzy, veil like chromatin structure. Later in the early S phase
chromatin began to turn into supercoiled, ribboned structures. In the mid-S phase the
supercoiled chromatin turned into chromatin fibers. These fibers folded into elongated
prechromosomes in the later S and G2 phases and during mitosis into metaphase
chromosomes. These different condensation forms could be clearly distinguished and
visualized in control CHO-K1 cells. Banfalvi et al. (2006) examined chromatin condensation
in different cell lines such as K-562 - human leucocyte, IM — indian muntjac fibroblast cells
and have seen similar chromatin structures as we have observed in CHO-K1 cells.
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3.1.2. Chromatin condensation changes during treatment with purified cyanotoxins or
with cyanobacterial extracts

Concentrations of cylindrospermopsin equal to and higher than 1 uM had significant
effects on chromatin condensation. CYN treatment generated hole-like structures in the
chromatin of middle S phase cells. 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 forms when the cells were
treated with 2 uM CYN. Shaw et al. (2000) described the covalent binding of CYN and its
metabolites to the DNA. Beyer et al. (2009) have shown in reed root cells that CYN induces
and increases the number of cells being in early mitosis, and a decreased percentage of
metaphase cells. CYN is known to inhibit eukaryotic protein synthesis so it can inhibit either
the production of those proteins which are necessary for entering mitosis, or regulatory
proteins of the next subphase in mitosis.

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 uM or higher concentrations: the
cell-cycle was blocked in late interphase and early phase of the mitosis. This was manifested
as abnormal forms: broken elongated prechromosomes, hypercondensed chromosomes and
apoptotic bodies. The effect of the MC-LR on cell division can be explained by its inhibitory
effects on PP1 and PP2A which play key role during the cell cycle (Ayaydin et al., 2000;
Brautigan, 1994; Smith and Walker, 1996). PP2A regulates the sister chromatin formation
and exit from mitosis (Trinkle-Mulcahy and Lamond, 2006) and it also has a regulatory effect
on MAPK (Tamura et al., 2002).

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 observe chromosomes similarly to the treatement of
CYN.

Extract of the ACT 9502 strain did not cause noticeable 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 did not induce any changes during the chromatin condensation.
We could see all typical structures of every cell cycle 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 modified
structures were observed such as polarized chromatin vesicles detached from the main
chromatin. In the synthetic phase entirely disrupted chromatin structures dominated the
picture, the continuity of the chromatin was disrupted without appreciable folding and
supercoiling. Only a few metaphase chromosomes were seen.
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Neither the ACT 9505 isolate nor the ACT 9503 caused changes in chromatin
condensation. Experiments are in progress to identify the toxic compounds of these strains
(Vehovszky et al., 2009; Farkas et al. 2009 unpublished data, Antal et al., 2009 unpublished
data).

3.2. Changes of the microfilamentary system in CHO-K1 cells

3.2.1. Microfilamentary changes induced by purified cyanotoxin

CYN caused a time- and concentration- dependent depolymerisation of
microfilaments in CHO-K1 cells. 24 hours exposure to 1 uM or higher toxin concentration
induced actin depolymerisation. There are only a few data available regarding the effect of
CYN on the microfilamentary system. Fessard and Bernard (2003) found that cells treated
with CYN (0.5 and 1 pgmL™) tended to round up, and their cytoskeleton was altered, with
disorganized cortical actin and formation of blebbing (apoptotic) cell.

MC-LR treatments for 24 hours at lower than 20 pM concentration did not induce
changes in the microfilamentary system. At 20 pM concentration we noticed strong
filopodium formation and at 50 puM MC-LR concentration the shape of the cells rounded up
and all stress fibers were depolymerised. We found that the effect of toxins effects was
dependent on time and concentration. Longer exposure for 48 and 72 hours evoked similar
toxic effects at low (5 pM) MC-LR concentration. The effects of MC-LR on rodent
hepatocytes cytoskeleton is known (Billam et al., 2008; Eriksson et al., 1990; Ito et al., 1997,
Khan et al., 1995) and had also been detected in fish (Li et al., 2001). The distruption of the
microfilamentary system was due to the inhibition of protein phosphatases (MacKinthosh et
al., 1990; Runnegar et al., 1999), and to oxidative stress (Ding et al., 2000)

3.2.2. Microfilamentary changes induced by C. raciborskii extracts

After 24 hours treatment with 0,1 mgml™ 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 caused the cells to
round 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 to 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 rounded cell shape. After treatment with 2
mgml™?, actin was present 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 mg'ml™ extract concentration.
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Among the C. raciborskii strains isolated from Lake Balaton 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 also caused the actin depolymerisation of actin at 2 mgml™
too. This came as a surprise as this strain did not induce changes in the chromatin
condensation.

Our results reflect the diversity of C. raciborskii. Some of these strains produce CYN
(Griffiths and Saker, 2003), others PSP toxins (Lagos et al., 1999), while some of the toxic
compounds have not been identified, yet.

3.3. Alteration in the microtubular system of CHO-K1 cells
3.3.1. Microtubular changes induced by purified cyanotoxins

CYN had a strong effect on hamster cell’s microtubular system. Its depolymerisation
was observed at 2 uM and 24 hours treatment: 10 uM caused a faster depolymerisation in the
cytoplasm and had somewhat weaker effect near the nucleus. Beyer et al. (2009) found that
CYN induced the formation of tripolar spindles, with incomplete sister chromatid separation
during anaphase. The inhibition of protein synthesis may cause the rearrangement of
microtubules to a less energy consuming (e.g. longitudinal) orientation (Baluska et al., 1995).
The observation of Beyer et al. (2009) suggest that exposure to MC-LR increases the B-
tubulin content that may reach exceptionally high concentrations, instead of inhibiting tubulin
polymerization. CYN seems to induce the inhibition of microtubular assembly and/or
stabilization.

In the case of MC-LR we found changes in the microtubular system starting at 10 uM
treatment and 24 hour exposure: such as decreased length of microtubules and detachment of
cells from the surface. 20 uM caused the microtubule depolymerise and its dimer localisation
near the nucleus. Treatment with 50 puM MC-LR caused not only the depolymerisation of
microtubules but also chromatin damages. It is known that MCLR caused the
hyperphosphorylation of cytoskeletal and citosolical proteins (Eriksson et al., 1989) The
hyperphosphorisation of microtubule associated protein infuences the polimerization ability
of microtubules (Brugg and Matus, 1991).

3.3.1. Microtubular changes induced by cyanobacterial extracts

Extract of CYN producing AQS strain initiated the depolymerisation of tubulin after
0,2 mgml™ treatment and a higher concentrations destroyed completely the microtubular
structure with the notable exception of centrioles.

The extract of ACT 9502 blocked the cell cycle in the early stages of citokinesis. We
observed the shortening of microtubules when the cells were exposed to 1 mgml™ extract and
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further shortening could be seen upon treatment with 2 mgml™ with somewnhat increased
cells number with dumbbell like nucleus.

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

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

Significant morphological changes were induced by the extract of ACT 9505 strain.
Depolymerisation of the tubuli were seen after 24 hour exposure with 1 mgml™ extract.

During toxicosis the stress protein can associate to microtubules altering their
polymerization. Quantitation of extracted proteins generated during toxicosis, causing
microtubular damages, is worths to be examined in future experiments.

3.4. Changes in the lactate dehydrogenase (LDH) activity of CHO-K1 cells

3.4.1. Changes in the LDH activity in CHO-K1 cells treated with cyanotoxins

The effect of CYN on the leakage of LDH was dose dependent both after 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 determined the ECsy value of CYN on
CHO-K1 cells which was 0.00108893 mgml™. The toxicity of hepatocytes against 1 uM or
higher concentrations of CYN after 18 hours exposure resulted in 75% LDH leakage
(Humpage et al., 2005).

CHO-K1 cells treated with MC-LR for 3 hours did not show changes in the LDH
activity and corresponded to the control value. 24 h exposure the toxin induced significant
increases in LDH activity. We calculated the ECsy value using Probit analysis which turned
out to be 0.013803843 mgml™. Botha et al. (2004) found that when CaCo2 and MCF-7 cells
were exposed to 50 uM MC-LR it resulted in an increased LDH activity after 30 minutes
incubation. This could be the effect of reactive oxigen species induced by MC-LR.

3.4.2. Changes in the LDH activity in CHO-K1 cells treated with C. raciborskii
extracts

The AQS strain extract caused a significant increase in 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 tas follows: ACT 9502: 0.71 mg'ml'l, ACT
9503: 1.65 mgml™, ACT 9504: 0.45 mgml™, ACT 9505: 1,54 mgml™. The ECs, values of
all cyanobacterial extract were by an order of magnitude higher, than the purified toxins.
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4. SUMMARY

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. 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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