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1. Bevezetés és célkituzések

A cianobaktériumok sokféle szekunder metabolit szintézisére képesek,
amelyek hatdsair6l, funkciéjarél még keveset tudunk. Ezeken beliil egyre
boviilnek  ismereteink  azokr6l a  kémiailag eltérd  szerkezetu
vegyliletcsoportokrdl, un. cianotoxinokrél, amelyekre a cianobakteridlis
vizviragzéasokat gyakran kiséré tomeges allatelhulldsok (pl. halak, madarak,
emlOsOk pusztuldsai) és jarvanyszerli emberi megbetegedések hivtik fel a
figyelmet (Codd és mtsai. 1994, Falconer és mtsai. 1983).

Hazinkban az 1960-as évek végétél a Balaton és a Velencei-to
eutrofizdcidja okozta a legnagyobb gondot, melynek sordn potencidlis
toxintermeld  cianobaktérium  fajok  (Aphanizomenon  flos-aquae,
Cylindrospermopsis  raciborskii és Microcystis aeruginosa) tomeges
elszaporodasa volt jellemz6 (Voros és mtsai. 1983, Padisdk és mtsai. 1984,
Gorzé 1985, Torokné és mtsai. 2000, Reskéoné mtsai. 2001). 1991-ben a
Velencei-tavon, egysejtii, kolonidkat alkot6 cianobaktérium, a Microcystis
aeruginosa tomegprodukciéja és a vizben felhalmozédd toxikus
anyagcseretermékeik az un. mikrocisztinek hivtdk fel a figyelmet a
cianobakteridlis vizvirdgzas hazai veszélyeire (Koés és mtsai. 1995, Reskoné
mtsai. 2001). A mikrocisztinek (MCY) endotoxinok, magas koncentraciéjuk
elsésorban a vizterek parti régi6jaban alakulhat ki, ahol a vizvirdgzasok sordn
nagy mennyiségli cianobaktérium tomeg verodik Ossze, majd a sejtek
elpusztulnak, lizdlnak. A sejtekbdl kiszabadulé mikrocisztinek stabil ciklikus
heptapeptid szerkezetiiknek koszonhetden még sokdig kimutathatok a
vizmintakbol (Bourne és mtsai. 1996, Lahti és mtsai. 1997, Manage és mtsai.
1999).

A vizinovények, kiilondsen a parti régié novényei, a M. aeruginosa
altal  okozott  vizvirdgzdsok sordn  érintkezésbe  keriilhetnek a
mikrocisztinekkel, képesek annak felvételére (Pflugmacher 2004). A
mikrocisztinek az eukaridta sejtek PP1 és PP2A tipust protein-foszfatiz
enzimeinek specifikus gatloszereiként a fehérjefoszforilacioval szabdlyozott
anyagcsereutakkal és szigndl transzdukcids utvonalakkal interferdlnak.
Ezéltal befolydsoljdk a sejtek novekedését, a sejtciklust, stresszenzimeket
indukdlnak, és tovdbbd hatdssal lehetnek a programozott sejthalal
folyamatédra is (MacKintosh és mtsai. 1990, McDermott és mtsai. 1998,
Mankiewicz és mtsai. 2001, Lankoff és mtsai. 2003). Kiilonboz6 vizindvény
fajokban bizonyitottdk a cianotoxinok novekedésgatlo hatdsat (Mitrovic és
mtsia. 2005, Saqrane és mtsai. 2007), a stresszenzimek koziil az RN-az,
glutation-S-transzferdz, szuperoxid-dizmutdz és peroxiddz enzimek
aktivitdsdnak emelkedését detektdltdk MCY-LR kezelések hatdsdra
(Pflugmacher és mtsai. 2004, Mitrovic és mtsai. 2005).



A cilindrospermopszin (CYN) alkaloid tipust kémiai szerkezetében
és hatdsmechanizmusdban is eltér a cianobaktériumok 4ltal termelt
hepatotoxinok, mint cianotoxin csoport tobbi tagjatol. Szintézisiikre a
Cylindrospermopsis raciborskii-n kivill még szdmos cianobaktérium genusz
(pl. Aphanizomenon sp.) torzsei is képesek (Banker és mtsai. 1997).
Bizonyitott, hogy a CYN képes befolydsolni a vizi életkozosségek egyes
allatfajainak egyedfejlodését, életképességét (Kinnear és mtsai. 2007, White
és mtsai. 2007). A vizi novények koziil a nddban morfoldgiai-, szdvet- és
sejtszintll elvéltozdsokat idézett elé (Beyer és mtsai. 2009). A CYN
hatdsmechanizmusa kevésbé tisztdzott, a fehérjeszintézis folyamatit gatolta
allati és novényi tesztrendszerekben (Froscio és mtsai. 2001, 2003, 2008;
Metcalf és mtsai. 2004).

A természetben a  vizindvény-cianotoxin  kolcsonhatds a
cianobaktériumok tomeges elszaporoddsa, az un. vizvirdgzds sordn
ténylegesen megvalésul, hiszen az elpusztulé cianobaktérium sejttomegbol
kiszabadul6 cianotoxinok (CYN és MCY) a mikrobiélis lebont6 folyamatok
ellenére kb. egy-két hétig, vagy akar hoénapokig is viszonylag magas
koncentracioban jelen lehetnek a vizterekben (Jones és Orr 1994, Bourne és
mtsai. 1996, Lahti és mtsai. 1997, Manage és mtsai. 1999). A vizinovények, a
cianotoxikus vizvirdgzds alkalmdval folyamatosan ki vannak téve a
cianotoxinok hatdsainak, amelyek képesek bejutni, és eltéré6 mértékben
akkumulalédni a vizi makrofita szervezetekben (Kinnear és mtsai. 2007a, b,
2008). A cianotoxinok-vizi novények kolcsonhatdsaira vonatkozd eddigi
vizsgdlati eredmények egy toxin esetében is kiilonbdz6 ndvényi adaptacios,
illetve védekezési mechanizmusokra utalnak (Pflugmacher 2004, Kinnear és
mtsai. 2007b). Terepi megfigyelések bizonyitjdk, hogy a cianobaketrialis
vizviragzasok kovetkeztében a vizi novények egyedszamdban és a vizi
novénykozosség diverzitdsdban is csokkenés kovetkezhet be (Harper 1992,
Abe és mtsai. 1996, Saqrane és mtsai. 2007). Az ennek hatterében allé
cianotoxinok okozta novényfizioldgiai- és biokémiai folyamatok azonban
messze nem tisztazottak.

Vizsgdlataim sordn a két fentebb emlitett cianotoxin, a MCY-LR és a
CYN kiilonboz6, a vizterek parti régidjaban jellegzetes vizinovény fajokra, a
vizfelszinen lebegd apré békalencsére (Lemna minor) és vizidarara (Wolffia
arrhiza), az alameriilé érdes técsagazra (Ceratophyllum demersum) valamint
a parti régiéban gyokerezO nddra (Phragmites australis) gyakorolt hatdsait
elemeztem, €s vetettem Ossze a szakirodalomban taldlhaté eredményekkel.
Az altalunk kivélasztott fajok fontos tagjai a vizinovény kozosségeknek és
bizonyitottan érzékeny bioindikdtorok (Pflugmacher 2004, Mitrovic és mtsai.
2005).

A cianotoxinok  vizindvényekre  gyakorolt  hatdsait  két
megkozelitésben vizsgaltuk: (1) a kezelések soran tisztitott MCY-LR és CYN



vizes oldatait alkalmazva, illetve (2) a Microcystis aeruginosa és
Aphanizomenon ovalisporum tenyészetek liofilizatumaibdl késziilt MCY-LR,
illetve CYN tartalmu vizes extraktumokat hasznalva, ami lehetové tette a
természetben lejatsz6dd jelenségek modellezését. Axenikus novényi
tesztrendszereket alkalmaztunk, ami kizarta az egyéb biogén eredetli
hatasokat (M-Hamvas és mtsai. 2003, Mathé és mtsai. 2007, Jambrik és
mtsai. 2010, 2011). Kisérleteink sordn olyan toxinkoncentracidkat
alkalmaztunk, amelyek vizvirdgzasok idején a parti sdvban felhalmoz6do,
majd elpusztulé sejttomegbdl kiszabadulhatnak (Mathé és mtsai. 2007,
Sivonen és Jones 1999).

Célkitiizések

a.) A MCY-LR novekedésgitld hatdsainak elemzése Lemna minor,
Wolffia arrhiza és Ceratophyllum demersum tenyészetekben. A ,nyers
toxintartalmu kivonat” (M. aeruginosa tenyészet/sejtek MCY-LR tartalmu
extraktumai) és a tisztitott toxin (M. aeruginosa tenyészetbOl tisztitott
MCY-LR) novekedésgitlé hatdsainak dsszevetése.

b.) Poliakrilamid aktivitdsgéleken annak vizsgdlata, hogy a tisztitott
MCY-LR, valamint a nyers MCY-LR tartalmi Microcystis aeruginosa
extraktumok eldidéznek-e enzimszintii valtozdsokat a novényekben? A
stresszvalaszokban kulcsfontossagi hidrolazok koziil protedzok-, és az
egyfonald, valamint a duplaszadld DNS-t hasité nukledzok (ssDN-dzok és
ds DN-dzok) MCY-LR okozta aktivitdsvéltozdsainak elemzése a fentebb
emlitett fajokban.

Az  enzimaktivitds- €és enzimmintdzat-véltozdsok eredményeinek
Osszevetése a sejt strukturdlis valtozasaival a Phragmites australis és a
Ceratophyllum demersum novényekben.

¢.) A hatdsmechanizmusat tekintve kevésbé vizsgélt CYN novekedésgatld
hatdsainak elemzése Lemna minor és Wolffia arrhiza tenyészetekben. A
CYN tartalmd nyers cianobaktérium extraktumok és a tisztitott toxin
novekedésgitld hatdsainak Osszevetése.

d.) A tisztitott CYN-nel és a CYN tartalmd nyers Aphanizomenon
ovalisporum extraktumokkal torténd kezelések okozta protedz és nukledz
enzimmintdzat- és  aktivitds-véltozdsok  vizsgdlata  poliakrilamid
aktivitasgéleken.

e.) A két hatasmechanizmusaban eltér6 cianotoxin, a MCY-LR és a CYN
okozta novekedésbeli €és enzimszintli (protedz, nukledz) valtozdsok
Osszevetése.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A cianobaktériumok és a vizviragzas

A Cyanobacteria-fajok, magyarul cianobaktériumok, régi neviikon kékalgdk
az Eeubacteria regnumba tartozé fotoszintetizalo prokaridta szervezetek. A
cianobaktériumok a vizi életkozosségek fontos tagjai, gyakorlatilag minden
viztipusban megtaldlhaték, de el6fordulnak talajokban, illetve extrém
élohelyeken, pl.: havon, forr6 vizli forrdsokban, s6t novényekben is.
LevegOémintdkban is talaltak cianobaktériumokat. A Foldon az élet
kialakuldsdban, az evolicié folyamatdban a cianobaktériumok jelentoségét az
adja, hogy 0Oseik tették lehetdvé az €élet magasabb szervezettségli formdinak a
kialakuldsat azaltal, hogy oxigéntermeld fotoszintézisiik révén nagy
mennyiségll oxigént juttattak a 1égkorbe (Kiss 1998).

A felszini vizekben a cianobaktériumok planktonikusak és bentikusak
is lehetnek (Kiss 1998). Jellegzetességiik, hogy obligit fotoautotréfok.
Fontos szerepet jatszanak az oxigéntermelésben és a nitrogénkotésben
(Kaebernick és Neilan 2001). Mind morfol6gidjukat, mind pedig anyagcsere-
folyamataikat  tekintve az  egyik legvdltozatosabb  Gram-negativ
(penicillinérzékeny  peptidogliikdn  sejtfal)  baktérium  csoport. A
fotoszintetikus tilakoidok, az 1usz6- és lebegOképességiiket szabdlyozd
gdzvaku6lumok, az atmoszférikus nitrogén megkotésére szolgald
heterocisztdk, illetve a kitartoképletek, a vastag fali akinétdk, nem
sziikségszerlien ugyanazon a fajon, egyardnt jellemzd anatémiai bélyegeik.
Az életfolyamataikhoz sziikséges energidat a mindkét reakcidcentrummal
rendelkez0 fotofoszforilacidos rendszer biztositja. Ezen tulajdonsagaik Oridsi
evolucios jelentdséggel birnak. Sejtjeik szinét fehérjéhez kotott pigmentek, az
un. fikobilinek (fikocianin a kék, fikoeritrin a voros szinezddést okozza)
hatarozzdk meg, elnyomva a klorofill zold szinét (Farkas 1984). Egysejtiek,
de gyakran sejtcsoportokat, fonalakat képezhetnek.

A cianobaktériumok szdmos olyan tulajdonsdggal rendelkeznek
(tartaléktdpanyag granulumok, nitrogénkotd képesség, lebegést eldsegitd
gazvakudlumok megléte, kromatikus adaptacios képesség, kiilonbozd hatdsi
és kémiai szerkezetli bioaktiv molekuldk szintézise), amelyek alkalmassa
teszik Oket arra, hogy bizonyos koriilmények kozott az adott vizi
életkozosség tobbi tagjat hattérbe szoritva elszaporodjanak (Bryant 1994,
Kiss 1998, Chorus 1999, Kaebernick és Neilan 2001). Felszaporodasuk
kovetkezménye a vizviragzas, amelynek szoros kapcsolata van az
eutrofizacié folyamatdval. Hazankban sekély tavak és az un. kisvizek
fordulnak el6. Ezek, kevés kivételtdl eltekintve, gyakran eutréfok,
tdpanyagban bdven elldatottak ¢és a fotoszintetizdlé szervezetek, a



cianobaktériumok, az algdk és a makrofitonok nagy mennyiségben vannak
jelen. Eutrofiz4ci6 az a folyamat, melynek sordn a tdpanyagdusulés hatdséara a
vizben €16 elsddleges termeldk elszaporodnak. A folyamat egyarant
bekovetkezhet természetes ¢és antropogén hatdsok kovetkezményeként
(Smayda 2008). A cianobaktériumok tomeges elszaporodasanak feltételeként
az elegendd tdpanyagon tul tovabbi harom kritériumot allapitottak meg:
szélcsendes vagy enyhén szeles id6, 15-30°C kozotti vizhOmérséklet, a viz
pH 6 és 9 kozotti értéke (Carmichael 1994). Tomeges elszaporoddsukra
elsésorban szervetlen tdpanyagokban gazdag, miitrdgydval szennyezett
tavakban, tarozokban, halastavakban, pocsolydkban, szennyviztelepeken van
meg a kedvezd feltétel, mert a tdpanyagok koziil elsOsorban foszfort,
valamint nitrogént igényelnek. Rdadasul szdmos cianobaktérium faj, a 1égkori
nitrogén kotésére képes, amely lehetové teheti elszaporoddsukat
nitrogénforrds  hidnydban is. Vizviragzadskor szabad szemmel a
cianobaktériumok telepei a viz felszinén Usz6é habnak, vagy a felszin alatt
lebegd zold, kék vagy kékeszold csomodknak latszanak. Gyors szaporodasuk
kovetkeztében, olyan magas egyedszamot érhetnek el, hogy szinte
,hermetikusan” lezarjdk a viztiikkrot. Azért veszélyes minden vizviragzas,
mert a gyors szaporoddssal egyiitt jar a novekvo tdpanyag-felhasznalds és a
vizteriilet fényviszonyai megvaltoznak, csokkennek, igy rendkiviil rovid 1dd
alatt képesek az életk6zosség tobbi tagjat teljesen héttérbe szoritani. Toxikus
vizvirdgzasr6l akkor beszélink, ha a vizvirdgzasban eldforduld
planktonszervezetek egértesztben toxikusnak mindsiilé
anyagcseretermékeket, un. toxinokat termelnek (Carmichael és Skulberg
1993). A toxikus vizvirdgzdst el6idéz0 fajok az eukarita algik
(Dinoflagellata, — Chrysophyta,  Bacillariophyceae) és a prokaridta
cianobaktériumok koziil keriilnek ki. A cianobaktériumok koéziil, mely tobb
mint 50 genust szdmldl, szdmos faj toxintermeld képességgel rendelkezik,
mint példaul az Anabaena, Aphanizomenon, Coelosphaerium, Microcystis,
Nodularia, Nostoc, Cylindrospermopsis, Plankthotrix fajok (Reynolds és
Walsby 1975, Fay és Baalen 1986, Carmichael és Skulberg 1993).

2.2. A cianotoxinok

A cianotoxinok mind kémiai, mind toxikoldgiai szempontbdl a természetes
toxinok egy igen véltozatos csoportjat képviselik (1. tdblazat). A
cianobakteridlis toxinok bioldgiai hatdsuk alapjan a kovetkezd csoportokba
sorolhatok,  dgymint hepatotoxinok  (mikrocisztinek, = nodularinok,
cilindrospermopszinok), neurotoxinok (szaxitoxin, anatoxinok),
dermatotoxinok (aplysiatoxinok, lyngbyatoxin), irritativ hatdsi toxinok
(lipopoliszacharidok) (Codd és mtsai. 2005, Wiegand és Pflugmacher 2005,
Rajesh és mtsai. 2009, Vasas és mtsai. 2010). Kémiai szerkezetiik alapjan a



cianotoxinok lehetnek ciklikus peptidek, alkaloidok és lipopoliszacharidok

(LPS) (Chorus és Bartam 1999).

1. Tablazat A cianobakterialis és az alga toxinok és lehetséges hatasaik*

. Termelo . L
Toxin csoport szervezet Hatasa Vegyiilet tipusa
Microcystis . P .
. L protein foszfatdz hepatotoxikus
Mikrocisztinek P*l‘;:]f’t;’lf)’;fix (PP1 és PP2A) gdtlok | ciklikus peptidek
. . protein foszfataz hepatotoxikus
és atlé ciklikus peptide
Nodularinok Nodularia (PP1 és PP2A) gatlok iklikus peptidek
Dinoflagellata
(Protogonyaulax,
Alexandrium,
Gymnodinium, blokkoljdk az neurotoxikus
Szaxitoxinok Pyrodinium); idegsejtek alkaloidok
Cianobaktérium natriumcsatorndit
(Aphanizomenon,
Anabaena, Lynghya,
Cylindrospermopsis)
Anabaena,
Aphanizomenon, irreverzibilisen
. Cylindrospermopsis, blokkoljak a neurotoxikus
Anatoxinok Plankiothrix, acetilkolin alkaloidok
Oscillatoria, receptorokat
Mycrocystis
Cylindrospermopsis,
Cilindrospermonszin Ap fz;l:;ﬂ;rz_e:on, fehérjeszintézis gatld, citotoxikus
P p Raphiczlioli 9;'9 DNS toréseket okozd alkaloidok
Anabaena
Llpopoililzpasc)harldok Cianobaktériumok irritativ hatasd lipopoliszacharid

*Wiegand és Pflugmacher 2005, Rajesh és mtsai. 2009, nyomén

2.3. A Microcystis aeruginosa és toxinja a mikrocisztin

Az utébbi évtizedekben a cianobakteridlis vizvirdgzas, illetve azon belill a
Microcystis aeruginosa tomegprodukcidja vilagviszonylatban (McDermott és
mtsai. 1998, Haider és mtsai. 2003) és hazdnkban is egyre gyakoribb jelenség
(Ké6s és mtsai. 1995, Padisak 1997, Reskéné 1998, Torokné és mtsai. 2000,
Vasas és mtsai. 2002, 2004). A Microcystis aeruginosa altal okozott
vizvirdgzasok kialakuldsaért els@sorban a tavakban feldisulé nitrogén és
foszfor vegyiileteket teszik feleldssé (Branco és Sienna 1994). A legnagyobb
jelentdségii hazai vizviragzds 1991-ben a Velencei-tavon kovetkezett be, egy
egysejtli, sokezres koldnidt alkotd cianobaktérium, a Microcystis aeruginosa
elszaporodésa miatt (Kés és mtsai. 1995, Reskoné €s mtsai. 2001).



A Microcystis aeruginosa a Cyanophyceae osztilyon beliil a
Chroococcales rend, Microcystoideae csalad, Microcystis genus tagja
(Skulberg és mtsai. 1993, Kiss 1998, Komdarek és Anagnostidis 1999). A
Microcystis aeruginosa, egysejtli, sokezres kolonidkat képzd faj. Sejtfaluk
kiils6 rétege nyadlkat termel, ezdltal tartja Ossze a sejteket egy kozos
kocsonyaburokban. A faj szdmos olyan tulajdonsdggal rendelkezik, mely
kompeticids elényt jelent szamdara mas fajokkal szemben: a lebegést eldsegitd
gazvakudlumok, a tartaléktdpanyag granulumok, a kromatikus adapticids
képesség és a pH pufferold képesség (Kiss 1998, Kaebernick és Neilan
2001). A fent emlitetteken kiviil azonban van még egy olyan tulajdonséga,
mely az adott é€lettérben noveli a populdcié tilélési esélyét mds fajokkal
szemben: ez a toxikussdg, amely mikrocisztin (MCY) termel6 képességiiknek
tulajdonithatd.

2.3.1. A mikrocisztinek kémiai szerkezete, bioszintézise,
lebontasa

A mikrocisztinek (MCY) a cianobaktériumok altal termelt, a mérgezésekért
felel0ssé tehetd cianotoxinok legrégebb 6ta kutatott csoportjat alkotjak. Méra
mar tobb mint 70 szerkezeti varidnsa ismeretes (Ibelings és mtsai. 2007).
Szerkezetiiket tekintve ciklikus heptapeptidek (1. dbra). Az allatokon okozott
mérgezési tiinetek, anatomiai elvéltozdsok alapjan a hepatotoxinok csalddjidba
tartoznak (Pearson és mtsai. 1990, Carmichael 1992, Kaebernick és Neilan
2001). A MCY-LR az 1 és 2A tipusu szerin-treonin protein-foszfatdzok (PP1
és PP2A) specifikus gatloszereként az eukaridta sejtekben szamos sejtélettani
folyamatot befolydsolhat (MacKintosh €s mtsai. 1990, MacKintosh és
Diplexcito 2003).

() D-Gilu (iso) (7} N-methyldehydroAla

COOH CH, ©

UM S
......... / TNH
CH.

(1) D-Ala
2
CHy - 0

(5) Adda

{4) L-Arg (3) D-erythro-B-methylAsp (iso)

1. abra A mikrocisztin-LR szerkezete (Wiegand és Pflugmacher 2005, nyoméan)



Termelésiikre tobb faj is képes: Microcystis sp. (M. aeruginosa, M.
wessenbergii); Oscillatoria sp. (O. aghardii); Nostoc sp.; Anabaena sp. (A.
flos-aquae); Anabenopsis sp.; Planktotrix sp. (Pearson és mtsai. 1990,
Carmichael 1992, Torokné és mtsai. 2000, Kaebernick és Neilan 2001).
Bisoph és munkatérsai (1959) izolaltdk €s azonositottak eloszor a Microcystis
aeruginosa (NRC-1) torzsébdl a peptid jellegli, ,,gyorsan 616" hepatotoxint.
Felismerték, hogy a heptapeptidek gytiriit alkoté aminosavak kozott D és L
izomerek is vannak. A négy D aminosav koziil kettd kiilonleges: az MDHA
(N-metil-dehidroalanin) és az apolaros oldallincdi ADDA (3-amino-9-
metoxi-2,6,8,-trimetil-10-fenildeka-4,6-diénsav) (Rinehart és mtsai 1988,
Namikoshi és mtsai. 1989, Botes és mtsai. 1985, Rao és mtsai. 2005). Ezen
aminosavaknak a toxicitds szempontjabol van jelentdségiikk. Az L-
aminosavak cserél0dhetnek, meghatirozva f6 csoportjaikat: MCY-LA
(leucin, alanin); -LR (leucin, arginin); -YR (tirozin, arginin); -YM (tirozin,
metionin; Botes és mtsai. 1985) és -RR (arginin, arginin; Krishnamurthy és
mtsai 1986, 1989). Az 1991. évi velencei-tavi toxikus vizvirdgzast okozé
Microcystis aeruginosa torzs tobbféle mikrocisztint termel (MCY-RR, -YR, -
LR), melyek koziil legnagyobb mennyiségben a MCY-LR van jelen (Kos és
mtsai. 1995, Vasas és mtsai. 2004 ).

A MCY bioszintézisének 1épései, a folyamatot katalizalé enzimek ma
mar ismertek (Kaebernick és Neilan 2001). Szintézisiik a nem-riboszémalis
peptid-szintetdz (NRPS) és a poliketid-szintdaz (PKS) miikodése révén valdsul
meg (Dittmann és mtsai 1997, Borner és Dittmann 2005). Ezen
enzimkomplexek a mcy gén klaszter altal kddoltak (Nishizawa és mtsai.
1999, Tillett és mtsai. 2000, Via-Ordorika és mtsai. 2004). Tillett és
munkatdrsai (2000) kutatdsaiban a mcy klaszter szekvencidjdnak analizise
feltarta a kettdés operon struktirdat, amelybdl a hosszabb operon kédolja a
PKS-NRPS géneket (mcyD-J), amig a révidebb az NRPS géneket (mcyA-C).
A cianobaktériumok novekedését, valamint toxintermeld képességét
kiillonbozd  kornyezeti  tényezOk  (fény, homérséklet, tdpanyagok,
nyomelemek) befolydsoljak. A novekedéshez optimalis koriilmények kozott a
toxintartalom a novekedés késdi exponencidlis szakaszdban a legmagasabb
(Orr és Jones 1998, Borbély és mtsai. 1997). Termelddésiik illetve
felhalmozddasuk ,,célja”, valamint sejten beliil betoltott szerepiik valéjaban
még nem tisztazott, magyardzatukra mindezidaig tobb hipotézis sziiletett:

1. A cianotoxinok csupédn un. masodlagos anyagcseretermékek.
Mellette szdl, hogy a nem-toxintermel6 torzsek is életképesek, ellene az szdl,
hogy ugyanakkor ezek a szervezetek is termelnek nem toxikus anal6g
vegyiileteket, amelyek szintézise bonyolult és energiaigényes folyamat (Paerl
és Millie 1996, Orr és Jones 1998).

2. A cianotoxinok kationokkal komplexek képzésére képesek.



Sejten kiviil elosegithetik a vas megkotését, a sejten beliili vas-mikrocisztin
komplexek pedig csokkenthetik a kationok mennyiségét €s szabalyozhatjdk a
szabadgyokok sejten beliili koncentracigjat (Utkilen és Gjolme 1995, Lukac
és Aegerter 1993).

3. A cianotoxinoknak kapcsolata lehet a sejt fotoszintetikus
apparatusdval és szerepe lehet a fénygylijtésben, valamint a kromatikus
adaptaciéban. Ez magyardzhatna a mikrocisztinek koncentracié-novekedését
magas fényintenzitds mellett (Orr és Jones 1998, Kaebernick és mtsai. 2000).

4. Kisérletek sordn megfigyelték, hogy egyes M. aeruginosa
tenyészetek esetében kompeticiés elOnyt jelentenek az dltaluk termelt
metabolitok (Lam és Silvester 1979) mas planktonikus szervezetekkel
szemben.

5. Zilliges és munkatarsai (2011) legtijabb eredményei szerint a MCY
fehérjeszerkezet modosité/védd funkcidval rendelkezik. Azt figyelték meg,
hogy a MCY termel6 sejtekben a MCY molekuldk cisztein oldallancaikkal
kovalensen hozzdkotddnek a fehérjékhez, és védik azokat a fény és oxidativ
stressz okozta szerkezeti kdrosoddsokkal szemben.

A MCY endotoxinok, tehat a viztérbe keriilésiik a sejtek pusztuldsat
kovetd folyamat. A vizvirdgzasok sordn a gazvakudlumokkal rendelkezd
sejtek nagy mennyiségben halmozddnak fel a viz feliiletén, kiilondsen a parti
régiéban mérheték extrém biomassza értékek (858-918 ug klorofill-a ml™
vizminta). A felhalmoz6dd, elpusztult sejtekbdl a viztérbe Kkeriild
mikrocisztin koncentricidja irodalmi adatok szerint elérheti a 7,3-7,8 mg
MCY g szdrazanyag értékeket (Sivonen és Jones 1999, Torokné és mtsai.
2000). A vizben természetesen megindul mikrobidlis lebontdsuk (Manage és
mtsai. 1999), de a molekuldk igen stabilak, a hovel szemben is ellenallok
(K6s és mtsai. 1995), ennek kovetkeztében még legalabb két hétig, de
gyakran egy hoénap mdlva is jelen vannak a vizekben (Carmichael 1994,
Manage és mtsai. 1999), lehetové téve a vizindvényekkel az interakciot.

2.3.2. A mikrocisztin-LR allati szervezetekre gyakorolt
hatasai

A cianotoxinok okozta mérgezésekért leggyakrabban a hepatotoxinok
feleldsek. Mérgezésre akkor adodik lehetdség, ha a hullimzas a
cianobaktériumokat a parti sekély részre nagy tomegben Osszehordja és az
allatok onnan isznak. A béltraktusba keriilt MCY-t az epesavat szdllité
peptidek azonnal kotik, majd a mdjba szallitjdk (Eriksson és mtsai. 1990,
McDermott és mtsai. 1998, Fischer és mitsai. 2005), ahol a mdjsejteket
karositjak (Erikson és mtsai. 1990, Runnegar és mtsai. 1981, 1991; Meriluoto
és mtsai. 1990, Billam és mtsai 2008). A mdjban néhany 6rdn beliil vérzések



jonnek létre (Carmichael 1994, Billam €s mtsai. 2008), emiatt a mdj
mikodésének sulyos zavara alakulhat ki, mely sok esetben haldlhoz vezet.
Irodalmi adatok igazoltak, hogy a hepatocitik MCY-LR-el torténd kezelések
hatdsara lényegesen érzékenyebbnek bizonyultak, mint mds sejttipusok
(McDermott és mtsai. 1998). Sajndlatos médon ismeretesek olyan esetek is,
amikor a MCY emberi megbetegedéseket idézett eld azaltal, hogy bekeriilt az
ivovizhédlézatba. Ez akkor kovetkezhet be, ha a vizkivétel olyan felszini
vizekbdl torténik, melyekben toxintermeld cianobaktériumok szaporodnak el.
Ezen kiviil erds allergizdld hatdsardl (borkiiités, viszketés szemirritacid) is
olvashatunk a szakirodalomban (Pouria és mtsai. 1998, Torokné és mtsai.
2001). McDermott €s munkatarsai (1998) MCY kezelések sordan morfoldgiai
és biokémiai vdltozasokat észleltek; eml6s mdj szovetének sejtjeiben. A
sejtek megduzzadtak, majd Osszezsugorodtak, DNS fragmentaci6 és ,,DNS
1étra” megjelenése volt detektalhaté. A MCY kezelések apoptozist indukaltak
patkany és lazac hepatocitdkban (Gehringer 2004). A MCY altal az allati
szervezetekben indukdlt biokémiai folyamatokat, sejtszintli valtozasokat
Gehringer (2004) foglalta 0ssze.

2.3.3. A mikrocisztinek novényekre gyakorolt hatasai

A mikrocisztinek novényekre gyakorolt lehetséges hatdsait csak a 90-es évek
masodik felétdl kezdték vizsgdlni. A mikrocisztinek gatoljdk az eukaridta
sejtekben altalanos Ser/Thr protein foszfatdzok PP1 és PP2A csoportjainak
tagjait oly moédon, hogy az enzim aktiv centrumdba kotédve meggatoljak a
szubsztrat kapcsolodasat (Goldberg és mtsai. 1995). Egyre tobb ndvényi
enzimrél bizonyitottdk, hogy miikdodésének kontrollja reverzibilis
foszforildcidval-defoszforilacidval valosul meg (Huber é€s mtsai. 1994, Smith
és Walker 1996). A fentiek miatt kézenfekvové valt a mikrocisztinek altal
indukdlt novényi vélaszok vizsgalata.

Az elébbi biokémiai eredmények alapjan, munkacsoportunk fehér
mustérral (Sinapis alba) végezte el az elsd in vivo ndvénykisérleteket, amely
egyértelmiien bizonyitotta, hogy a nyers M. aeruginosa kivonat, valamint a
tisztitott MCY-LR gétolja a novények novekedését. A munka lehetdvé tette a
mustar novényteszt, a BGST (Blue-Green Sinapis Test) bevezetését, amely
olcsé és efficiens modszer a mikrocisztinek kimutatdsdra. A szerzok a
cianotoxin és a novényi interakcié okoldgiai jelentdségét is felismerték (Kos
és mtsai. 1995). Smith és Walker (1996) elsOként bizonyitottdk, hogy a
MCY-LR in vitro nM mennyiségben képes gétolni a novényi PP1 és PP2A
enzimeket. Ezdltal valéban befolydsolhatjdk a novényekben a hormon-, a
fény-, a szachardz-, az etilén- €s a patogének indukalta szigndl transzdukcids
folyamatokat, a K" és anion csatorndk miikodését, a fény indukalta klorofill
akkumuldciét a kloroplasztiszokban és a sejtciklust (Smith és Walker 1996).
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2.3.3.1. A mikrocisztinek hatasa a szarazfoldi novényekre

A szérazfoldi novények cianobaktérium, illetve cianotoxin tartalmu
ontozoévizek altal keriilhetnek kapcsolatba a cianotoxinokkal (“via spray
irrigation” (Abe és mtsai. 1996, Codd és mtsai. 1999, Gehringer és mtsai.
2003). A novények gyokérzetiikkel, illetve hajtdsaikon keresztiil is képesek a
toxinok felvételére, mint ahogy ezt a mustar (Kurki-Helasmo és Meriluoto
1998), a salata (Codd és mtsai. 1999 a, b), a bab (McElhiney és mtsai. 2001),
az olajrepce ¢és rizs (Chen és mtsai. 2004) esetében kisérletekkel
bizonyitottdk. Ez felveti annak lehetdségét is, hogy a MCY tartalmu vizekkel
ontozott novények a fogyasztokra is veszélyt jelenthetnek. A Phaseolus
vulgaris-ba bejutott MCY gatolta a fotoszintézist (Abe és mtsai. 1996), és a
novekedésgitlds mellett oxidativ stresszenzimek aktivitds emelkedését
indukalta a Brassica napus és Oryza sativa (Chen és mtsai. 2004) fajokban.

A M. aeruginosa nyers kivonata és a tisztitott MCY-LR
novekedésgatlast, antocidn tartalom csokkenést, valamint az egyszali DNS-t
hasit6  enzimek  aktivitisdnak nOvekedését idézte el0  mustar
csiranovényekben (Kés és mtsai. 1995, M-Hamvas €s mtsai. 2003). Dohany
BY-2 sejtek mikrocisztin-RR-el t0rténd kezelése sordn az alacsonyabb
toxinkoncentracié (60 pg ml™) tipikus apoptotikus véltozdsokat (kromatin
kondenzacid, citoplazma térfogatcsokkenés, csokkent sejttomeg stb.)
indukdlt, amig a magasabb (120 ug ml") koncentricié a nekrézis tipikus
morfoldgiai és ultrastrukturdlis véltozdsait okozta (Huang és mtsai. 2009).
MCY-RR hatdsdra dohdny BY-2 sejtek &és Arabidopsis thaliana sejtek
tenyészeteiben is leirtdk az apoptdzisra utald elvéltozdsokat (Yin és mtsai
2005b, c; 2006).

2.3.3.2. A mikrocisztinek hatasa a vizinovényekre

A mikrocisztinek vizindvényekre gyakorolt hatdsaival kapcsolatban talalunk
adatokat a Lemna minor és Lemna gibba (Weiss és mtsai. 2000, Mitrovic és
mtsai. 2005), Spirodela oligorrhiza (Romanowska-Duda és Tarczynska
2002), Wolffia arrhiza (Mitrovic és mtsai. 2005), Ceratophyllum demersum
(Pflugmacher 2004), Elodea canadensis, Vesicularia dubyana és a
Phragmites australis (Pflugmacher és mtsai. 1998, 1999, 2001; Wiegand és
mtsai. 2002; Mathé és mtsai. 2007), Vallisneria natans (Yin és mtsai. 2005a)
fajokrol.

Casanova és munkatdrsai (1999) még azt valdszinilisitették, hogy
vizviragzas sordn a cianobaktérium biomassza arnyékoldé hatdsa sokkal
inkdbb felelds a vizi makrofitdk visszaszoruldséért, mint a csak dtmenetileg
jellemzé magas cianotoxin koncentracié. Késobb tobb kutatocsoport is
bizonyitotta, hogy a vizindvények a vizben 1évé MCY-t felveszik és 12-24
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ora alatt 0,6-1,75%-at akkumuldljak (Pflugmacher és mtsai. 1998, Yin és
mtsai. 2005). A vizsgélatok elsdsorban a felvett mikrocisztinek 4ltal
eldidézett novekedés- és pigmenttartalom valtozdsokra irdnyultak. A
fiziologiai és enzimoldgiai valtozasok koziil tobbek kozott a MCY és a
novények fotoszintetikus aktivitdsa, a peroxiddz, glutathion-S transzferaz,
RN-4z enzimek aktivitdsa kozotti Osszefiiggéseket elemezték (Pflugmacher
és mtsai. 1999, Weiss és mtsai. 2000, Romanowska-Duda és Tarczynska
2002, Mitrovic €s mtsai. 2005). Romanowska-Duda és Tarczynska (2002)
leirtdk, hogy a MCY-LR kezelések gatoltdk a Spirodela oligorrhiza
novekedését és csokkentették a novényekben a klorofill koncentricidt. A
Lemna gibba, Lemna minor és Lemna japonica esetében olvashatunk a
cianotoxinok kiilonbozd bioldgiai folyamatokra (ndvekedés, fotoszintézis,
toxin akkumulécid, oxidativ stressz stb.) kifejtett hatdsairdl (Weiss €s Liebert
1998, Weiss és mtsai. 2000, Mitrovic é€s mtsai. 2005, LeBlanc és mtsai. 2005,
Jang és mtsai. 2007, Saqrane és mtsai. 2007). A mikrocisztinek 10-20 pg ml™
koncentraciokndl, 5 napos kezelést kovetéen novekedés gatlast okoztak a
Lemna minor és a Wolffia arrhiza névényekben (Mitrovic és mtsai 2005).
Saqgrane és munkatarsai (2007) leirtdk, hogy a Lemna gibba novekedésében
és klorofill koncentridcidjdban a MCY kezelések csokkenést okoztak. A
Ceratophyllum demersum esetében irodalmi adatok bizonyitjak, hogy a MCY
bejut a novény szoveteibe, és biotranszformacidja soran reaktiv oxigén
gyokok (ROS) keletkeznek, amelyek masodlagos toxikus hatdsokért, példaul
a pigmenttartalom csokkenéséért is felelossé tehetok (Pflugmacher és mtsai.
2004). A ROS sejtkarosité hatdsanak kivédéséhez a Ceratophyllum sejtek
hatékony védelmi rendszert fejlesztettek ki, jol miikodé antioxidativ
enzimeik (pl. szuperoxid-dizmutdz, aszkorbinsav-peroxiddz, glutathion-
peroxiddz,- reduktdz és -S-transzferdz) aktivitisemelkedését mértek MCY
hatdsdra (Pflugmacher és mtsai. 2004). Yamasaki (1993) leirta, hogy a
Microcystis vizviragzadsok a Phragmites australis ndvények hajtas hosszdnak,
nedves tomegének csokkenését okoztdk. Ujabb kutatdsokbdl kideriil, hogy a
mikrocisztin-LR-el torténd kezelés kalluszbdl regenerdlt ndd ndvényeknél
novekedésgatlast és szovettani elvaltozdsokat okoz (Mathé és mtsai. 2007).

24. Az Aphanizomenon ovalisporum és toxinja a
cilindrospermopszin

Az Aphanizomenon ovalisporum nitrogénfixdlo, fonalas cianobaktérium.
Rendszertani helyét tekintve a Cyanophyceae osztdly, Nostocales rend,
Nostocaceae csaldd, Aphanizomenon genus (Komarek és Kovacik 1989)
tagja. Az éltalunk hasznalt A. ovalisporum tenyészet a Kinneret-t6bol (Izrael)
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szarmazd, cilindrospermposzint termeld izoldtum (Banker 1997, Vasas és
mtsai. 2002a, Bacsi és mtsai. 2007).

Elsésorban trépusi teriileteken tomeges, de a mérsékelt vben, igy
hazankban is el6fordul (Padisak 1997, Vasas és mtsai. 2004). Mérete, amit a
fonal hosszdban hatdroznak meg, 50 és 500 um kozott valtozik és a legtobb
esetben nitrdt hidnyaban egy vagy tobb heterocisztat is lehet 1dtni a trichdéma
kozepén. A fonalat alkoté vegetativ sejtek hosszikésak, a heterocisztdk
gombolyliek, vagy elliptikusak és mindig egyesével, a vegetativ sejtek kdzott
taldlhatok a fonalban. Ha a kornyezeti feltételek kedvezotlenekké valnak a
cianobaktérium szdmadra -ovalis vagy "hordd" alakd, specidlis kitarto- és
szaporitd képleteket, az akinétdkat lehet megfigyelni, amelyek szintén a
vegetativ  sejtek kozott helyezkednek el (Whitton 2002). Sejtjeik
gazvakudlumokat is tartalmaznak (Banker és mtsai. 1997).

2.4.1. A cilindrospermopszin kémiai szerkezete

A cilindrospermopszin (CYN) kémiai szerkezetében és
hatdsmechanizmusdban is eltér a cianobaktériumok 4ltal termelt
hepatotoxinok, mint cianotoxin csoport tobbi tagjatol (2. abra). Egy vizben
jol oldédé gytriis alkaloid szarmazék viszonylag alacsony, 415 Da
molekulatomeggel (Shaw és mtsai. 1999, Sivonen és Jones 1999).
Termelésére tobb cianobaktérium faj is képes, példaul a Cylindrospermopsis
raciborskii (Hawkins és mtsai. 1985), az Umezakia natans (Harada és mtsai.
1994), az Aphanizomenon ovalisporum (Banker és mtsai. 1997, Shaw és
mtsai. 1999), az Anabaena bergii (Schembri és mtsai. 2001, Fergusson és
Saint 2003), Aphanizomenon flos-aquae (Preussel és mtsai. 2006) és a
Raphidiopsis curvata (Li és mtsai. 2001, Carmichael és mtsai. 2001).
OH

0450

2. abra A cilindrospermopszin szerkezete (Wiegand és Pflugmacher 2005 nyoman)

A CYN stabilitasat kiillonb6zo kornyezeti faktorok befolyésoljak, igy
példaul a fényintenzitds és a vizhdmérséklet (Pietsch és mtsai. 2001, Preussel
és mtsai. 2009). Chiswell és munkatdrsai (1999) a cilindrospermopszin
stabilitasat kiilonboz0 kornyezeti koriilmények kozott (14thaté és UV fény,
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napfény, homérséklet és pH) vizsgdlva egyértelmiien megallapitottdk a
nagyfoku stabilitdsit, ugyanis 4-50°C homérséklet tartomanyban csak lassu
bomlasa figyelhetd meg. A molekula igen stabilnak bizonyult széles pH
tartomanyban is. Mig napfény hatdsara a CYN gyorsan lebomlik, drnyékos
helyeken tobb hénapon keresztiil is jelen lehet a viztomegben (Chiswell és
mtsai. 1999, Wormer és mtsai. 2008).

2.4.2. A cilindrospermopszin allati szervezetekre gyakorolt
hatasai

1982-ben Queensland-ben egy Cylindrospermopsis torzs okozta vizvirdgzas
kovetkeztében észlelt tomeges szarvasmarha elhullds és emberi mérgezés
hivta fel a figyelmet a cilindrospermopszin silyos egészségkarosité hatdsara
(Wiegand és Pflugmacher 2005).

Allati sejtekben a CYN jelentés, irreverzibilis fehérjeszintézis gatlé
hatdsu, de a pontos mechanizmus nem ismert (Terao és mtsai. 1994, Froscio
és mtsai. 2003). Egyéb anyagcserére kifejtett hatdsai koziil kiemeljiik, hogy a
pirimidin nukleotidok szintézisét gétolja (Reisner ¢€s mtsai. 2004).
Emldsokben a CYN a m4dj, a vese, a timusz és a sziv koros elvéltozasait
okozza (Falconer és mtsai. 1999, Froscio és mtsai. 2003, Terao és mtsai.
1994). A CYN a humdn hepatocitidkban és enterocitikban DNS karositd
hatdsunak bizonyult (Shen és mtsai. 2002, Bazin és mtsai. 2010). Magasabb
koncentraciokndl hatdsa mar nem csak a DNS szdlakon megjelend
torésekben, hanem a kromoszomaszam csokkenésében is megnyilvanul
(Humpage ¢és mtsai. 2000). Mar tobb in vitro modellen bizonyitottdk a
cilindrospermopszin sejtkdrositd hatdsat, protein-szintézis gatlast, valamint a
citokrom p-450 metabolizmussal 0Osszefiiggd citotoxicitdst, valamint
genotoxicitdst mértek (Runnegar és mtsai. 1994, Humpage és mtsai. 2000,
Froscio és mtsai. 2001, 2003). A citokrém p-450 bekapcsolédik a CYN
metabolizmusdba, és kozvetett médon fokozhatja a mérgezd hatast; vagy
mérgezd szekunder metabolitok generdldsdval, vagy a glutation-szintézis
gatlasdval (Runnegar és mtsai. 1994, Norris és mtsai. 2002. A glutation
hidnydban fendllhat annak a lehetdsége, hogy megnd a reaktiv oxigén gyokok
(ROS) koncentricidja, ami hozzdjarulhat a genotoxicitdshoz (Humpage és
mtsai. 2005).

Bizonyitott, hogy a CYN képes befolyasolni a vizi életk6zosségek
egyes allatfajainak egyedfejlodését, életképességét (White és mtsai. 2007,
Kinnear és mtsai. 2007b), és a vizzel érintkezd, azt fogyaszté humdén
populdciéra is veszélyt jelent (Turner és mtsai. 1990). Humén
megbetegedések tszas és vizi sportok végzésekor (Turner és mtsai. 1990),
illetve permetezéses ontozéssel kezelt novények fogyasztasa (Codd és mtsai.
1999) esetén fordulhatnak eld. A permetezéses ©Ontozés sordn a toxin
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érintkezik a novénnyel, felszivodik, ezdltal a kornyezetben egyébként kis
mennyiségben jelen 1€vd cilindrospermopszin  a ndvénybe jutva
akkumulalodhat (Griffiths és mtsai. 2003, Codd és mtsai. 1997).

243. A cilindrospermopszin szarazfoldi noévényekre
gyakorolt hatasai

Novényekre gyakorolt hatdsair6l még kevés adat ismert. A CYN
novekedésgatld hatdsat in vivo novényi rendszerekben eldszor Vasas és
munkatdrsai (2002) Sinapis alba csiranovényeken bizonyitottak (ICsy érték
18,2 ug ml™"). Dohanynévényeken a CYN gitolta a pollentomld novekedését
5 és 1000 pg ml" kozott, valamint a pollentomldben a fehérjeszintézis gatld
hatdsat is kimutattak (Metcalf és mtsai. 2004). In vitro novényi rendszerben
(buzacsira extraktumban) is bizonyitottdk fehérjeszintézis géatlé hatédsat
(Froscio és mtsai. 2008).

2.44. A cilindrospermopszin vizinovényekre gyakorolt
hatasai

Kinnear és munkatdrsai (2008) azt tapasztaltik, hogy 0,4 pug ml’ CYN
tartalmi Cylindrospermopsis raciborskii nyers kivonat enyhe novekedés-
serkentést idézett eld, de csokentette a Hydrilla verticillata klorofill tartalmat.
Szovetkultirabdl szarmazoé fiatal Phragmites australis novények érzékenyek
voltak a CYN kezelésekre 0,5-40 pg ml" koncentrécié tartoméanyban (Beyer
és mtsai. 2009). A CYN kezelések hatdsira a ndd gyokerek a novények
altaldnos stresszvélaszainak kiilonféle jelenségeit mutattdk. A CYN novelte a
gyokérszamot, indukdlta a ,kallusz-szeri” szovetek megjelenését, a
nekrézist, a mitotikus indexben és a mikrotubulusok denzitisaban és
orientacidjdban torténd valtozdsokat indukalt. A szakirodalomban a CYN-
nek, az altalunk vizsgalt vizi novényekre (Lemna minor, Wolffia arrhiza,
Ceratophyllum demersum, Phragmites australis) Kifejtett hatdsair6l még
kevés adatot taldlhatunk, igy vizsgédlataink a szakirodalomra nézve uj
eredményekkel szolgalhatnak.

2.5. A novényi hidrolazok rovid jellemzése

A hidrolazok kulcsszerepet jitszanak szdmos novényi életfolyamatban, pl.: a
novényi stresszvdlaszok kialakuldsiaban, az indukdlt és természetes
szeneszcencia jelenségében, a novényi apoptotikus folyamatokban (Wilson
1975, Blank és McKeon 1989, Lang 1998). A novények hidrolitikus
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enzimeinek vizsgdlata alapvetden segitette a novénypatogénekkel fertdzott
novények, a patogének daltal indukalt anyagcsere véltozasainak megértését
(Goodman ¢és mtsai. 1991). A hidroldzok fontos szerepet tolthetnek be a
sejtciklus szabdlyozasdban is (Hartl és Jones 2000).

2.5.1. A novényi proteazok

A ndvényi protedzok (E.C.3.4.11-19; 3.4.21-25; 3.4.99) bioldgiai szerepe a
novényi szervezetekben igen sokrétli. A fehérjék lebontdsat, mas szoval a
proteolizis folyamatat katalizaljdk, ezért sok szempontbol kulcsfontossagi
szerepet toltenek be a novények életmiikodéseiben és fejlodésében (Lang
1998). Felelosek példaul a sejt belsd egyensulyi dllapotdnak a fenntartdsaért
és a megfeleld stresszvélaszok létrejottéért az abnormdlis/hibas szerkezetli
fehérjék lebontdsaval (Palma és mtsai. 2002). A protedzok, a szabdlyozd
funcidjukon tul, fehérjék lebontdsdval aminosavakat szolgaltatnak az uj
fehérjék szintézis€éhez. Katalizdljdk a zymogének és a peptid-tipusd
hormonok molekuldjdnak megfeleld hasitasat, ezek érési folyamatat. A
kulcsenzimek és szabdlyozé fehérjék mennyiségének csokkentésével
biztositjdk az anyagcsere, a homeosztizis és a fejlodés kontrolljat. A
programozott sejthalél, a soksejtli szervezetek egyedfejlodésének természetes
velejardja, szintén szigordan szabdlyozott, komplex folyamat. A szén-,
nitrogénvesztés csokkenése érdekében ilyenkor specifikus proteolitikus utak
aktivdlodnak és az aminosavak a novekvd vagy raktarozé szervekhez
transzportdlédnak. Az elébb felsoroltakon kiviil a novényi protedzok egyik
alapvetd jelent0sége a fehérjeraktarak (magvak, raktdrozasra moddosult
szervek tapszovetei) mobilizasdban rejlik (Vierstra 1996, Schlereth és mtsai.
2000, Palma és mtsai. 2002).

Egyre bizonyosabbd vélik, hogy a novényekben a fehérjelebontés
komplex folyamat, amely proteolitikus utak sokasdgdbdl all, valdsziniileg
minden sejtorganellum rendelkezik eggyel vagy tobbel, amelyek kozott
vannak a baktériumokkal és allati szervezetekkel homologok. Ezek kozé
tartozik a kloroplasztiszokban miikodé CIlpAP protedz, a vakuoldris
katepszinek, a kivdlaszté rendszerek KEX2 protedzai, a sejtmagban és a
citoplazmdban mukoddé ubiquitin/26S proteoszoma rendszerhez kapcsol6dd
protedzok (Vierstra 1996).

Miikodésiiket tekintve a protedzok daltaldban két fO osztdlyba
sorolhat6k: a polipeptid lanc belsejében 1€vo peptidkotéseket specifikusan
bonté endopeptiddzokra (proteindzokra, EP) és a polipeptidlanc végeirdl egy-
egy aminosavat lehasité aspecifikus exopeptiddzokra (peptiddzok). Az
endopeptiddzok hasitdsa utdn megmaradé oligopeptideket tovabb bontd
exopeptidazok, lehetnek aminopeptiddzok vagy karboxipeptiddzok (aszerint,
hogy N- vagy C-termindlison hasitanak). Ezek nem élesen -elkiiloniild
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csoportok, ezért mas enzimektdl eltéréen az enzim szubsztratjan, illetve
termékén alapulé csoportositds mellett, az enzimek aktiv centrumdnak
felépitésére, az enzim milkodéséhez nélkiilozhetetlen komponensekre utald
csoportositds is lehetséges. Ezek alapjdan a ndvényi protedzok korében
beszélhetiink szerin-, cisztein-, aszpartidt- €s metalloprotedzokrdl (Vierstra
1996, Palma és mtsai. 2002).

A protedz enzimek kevésbé specifikus miikodése miatt az
intracellularis proteinek random moédon torténd lebontdsanak elkeriilésére
fontos a kompartmentdlédasuk €s a miikodésiik reguldcidja. A szelektiv
fehérjedegradécidt biztositjdk a lebontand6 fehérjék szelektiv megjelolését
szolgdlé mechanizmusok, mint a fehérje-foszforilacié/defoszforilacio, vagy
aminosavak kapcsoldsa a fehérjékhez (Vierstra 1996).

A sejtmagban és a citoszélban az ubiquitin/26S proteoszéma rendszer
biztositja a fehérjék szelektiv lebontdsat. Az ubiquitin-fiiggd dtvonal 1ényege,
hogy a lebontand6 fehérjékhez ubiquitin molekuldkbdl 4ll6 lanc
kapcsolddjon, mert ezek a ldncok szolgdlnak felismer6 helyekként
(szigndlokként) a szelektiv lebontast végzd 26S proteoszémdk, az 1,5 MDa
moltomegli sokalegységes protedz komplexek szdmdra. Ez a lebontasi tt
kiilonosen fontos a novények fejlodésének a szabdlyozdsaban aziltal, hogy
szelektiv. moddon eltdvolitja a kiilonbozd  sejtciklus  effektorokat,
transzkripcids faktorokat, sejtreceptorokat, példdul a fitokrom A-t. Valészindi,
hogy mellette ubiquitin fiiggetlen proteolitikus utak is 1éteznek, erre utal, a
Ca™*-fiiggd protedzok jelenléte is (Reddy és mtsai. 1994).

A fotoszintetizald novényi szervekben a sejt fehérjetartalméanak 50%-
a a kloroplasztiszokban taldlhatd, ezek turnoverét valtozatos kloroplasztisz-
protedzok biztositjak, melyek kozott vannak ATP-fiiggd €és prokaridta
protedzokkal homolégok (pl.: ClpAP), valamint neutrélis protedzok, prolyl
endopeptiddz, a sztromaban lokalizalt metalloproteaz (EP1), amely
valészinlileg részt vesz a Rubisco lebontdsdban, de ATP-fiiggd szerin-
protedzt is leirtak kukorica kloroplasztiszdban. Ezek jelentOsége kiilondsen
megno a levelek szeneszcencidjanak idején (Vierstra 1996).

A novényi sejtextraktumokbdl mérhetd protedz aktivitdst zomében a
vaku6lumokbdl kiszabadult hidrolitikus enzimek adjdk, amelyek kozott
vannak exo-, endoprotedzok, valamint szerin-, cisztein-, aszpartit- és
metalloprotedzok egyarant. Egy részilk a savas pH-j4, lebontd
vaku6lumokban, més résziik a vakuolaris fehérjeraktarakban taldlhat6. Ez
utobbiak csirdzaskor de novo szintetizalddnak és szallitédnak a
fehérjetestecskékbe, hogy mozgésitsak azok fehérjeraktarait (Schlereht és
mtsai. 2000). Ezek az emlds lizoszomdkban taldlhatd cisztein-protedzok
katepszin osztdlydnak tagjaival rokon fehérjék, és jelenlétiik a novényekben
nem korldtozédik a magvakra, jelen vannak a levelekben, a csirandvények
hipokotiljdban is. A raktarozott fehérjék lebontdsan til a vakuoléris protedzok
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(m&s hidroldzokkal egyiitt) fontos szerepet jatszanak a novények
patogénekkel, parazitdkkal, herbivordkkal szembeni védekezésében a
megtamadott sejtek autolizisével, valamint a szeneszcencia végso fazisaban a
tonoplaszt felszakaddsa utdn a maradék citoszdlikus és organellaris fehérjék
lebont4sdban. Szerepiik van a vakuolaris zymogének proteolitikus érésében,
és végiil aminosavak felszabaditdsaval a vakuoldaris proteazok segithetnek a
gyors novekedés szakaszdban, €hezés, vagy egyéb stresszek kivédésében
(Vierstra 1996, Lang 1998).

2.5.2. A novényi nukleazok

A dezoxiribonukledzok (DN-4z, E.C.3.1.11.; 3.1.13-16.; 3.1.21-22.; 3.1.25.-
27.; 3.1.30.-31.) kifejezés a DNS hidrolizisét katalizal6 enzimek kdzods neve
(Lang 1998)

A nukleinsavak fiziol6gids koriilmények kozott nagyon stabil
polinukleotid  vegyiiletek, in vivo csak enzimatikus hidrolizissel
degradalédnak. A novényi sejtmag, a mitokondriumok és a kloroplasztiszok
nukleinsav dllomanyédnak degradécidja, a szabdlyozasi €s novénypatoldgiai
folyamatok mellett sokszor kedvezdtlen fiziologiai koriilmények kozott,
stressz hatdsdra bekovetkezd folyamat. A folyamatot a nukledz enzimek
mikodésében  bekovetkezd nagymértékii  véltozdsok, enzimaktivitds
emelkedések kisérik (Wilson 1975).

Tobbféle felosztasuk 1étezik (Wilson 1975, Farkas 1982, Linn és
Roberts 1982, Gersten és Gabriel 1992, Linn és mtsai. 1993, Green 1994). A
legelfogadottabb a Wilson-féle (Wilson 1975) felosztds, amely az aldbbi
szempontokat veszi figyelembe:

1. A szubsztratspecifitds (csak RNS-t, csak DNS-t, vagy mind kett6t
bontani képes). A szubsztratspecifitds szempontjabdl sok esetben nem
annyira a pentoz, illetve bazis 0sszetevokben valo kiilonbség a meghatarozo,
hanem az egyfonaldsag, illetve a ketts-hélix szerkezet.

2. A hasitds helye alapjan lehetnek: endonukledzok, exonukledzok és
endo-exonukledzok. Endonukledz, ha képes a polinukleotid ldnc belsejében
hasitani, ezéltal oligonukleotidokat eredményez, vagy exonukledz, ha a lanc
egyik végérol, 1épésrol-lépésre hasitja le a nukleotidokat, ezaltal
mononukleotidokat produkdl. Néhany nukledz mindkét moédon képes
hasitani.

3. A foszfodiészter kotés hasitdsdnak modja. A foszfodiészter kotés
ugyanis mindkét oldalon hasithatd; a hasitds eredményezhet 3’-foszféat és 5°-
hidroxil véget, vagy a masik esetben 5’-foszfét és 3’-hidroxil véget.

Ezek figyelembevételével az igen véltozatos ndvényi nukledzokat RN4z I,
RNdz II, nukledaz I, exonukledz I csoportokba sorolja. DNS bontd
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enzimaktivitdssal két csoportjuk, a nukledz I és az exonukledz II tagjai
rendelkeznek (Wilson 1975).

Egyetlen novénynél is, -a novény kiillonbozdé szerveiben, életciklusanak
kiillonbozd szakaszaiban, valtozé kornyezeti viszonyok kozott-, eltérod
nukledz enzim aktivitdsok mérhetdk. J6l karakterizdlt nukledz enzimek a
mungd bab nukledzok, Avena levél nukledzok, dohdny kultira nukledzok
(extracellularis enzim) vagy az Arabidopsis szeneszcencia-indukalt
bifunkciondlis nukledzai. Sok novény nukledza I tipusu (E.C.3.1.30.X),
melyek extracelluldris vagy intracelluldris, ho-stabil glikoproteinek
endonuklearis aktivitdssal (Wilson 1975, Farkas 1982, Pérez-Amador és
mtsai. 2000).

A DN-dzok és RN-azok aktivitdsanak egyiittes novekedése jellemzd
mechanikai sériilések és patogének okozta fertdzések hatdsara (Wilson 1975,
Goodman és mtsai. 1991). Kiilonb6z6 ssDN-az izoenzimek indukalédnak
széarazsag idején vagy oxidativ stressz sordn, amelynek fontos szerepe van a
virus rezisztencidban, baktérium vagy gomba patogénekkel szemben is, a
programozott sejthaldl (PCD) és szeneszcencia indukciéjaban (Wood és
mtsai. 1998, Pérez-Amador és mtsai. 2000, Desai és Shankar 2003,
Lesniewicz és mtsai. 2010). A novényekben megfigyelt, apoptézishoz
hasonl6 jelenség a hiperszenzitiv vdlasz (HR). Dohanyban, dohdnymozaik
virus (TMV) hatdséra jelentds mennyiségben indukdlédnak nukledzok. A
sejtmag DNS-e csak a folyamat késdi szakaszaban degradalédik, amikor mar
a plazmamembran is sériil. Nukledzok mar a fert6zés korai szakaszaban
jelentds mennyiségben kimutathatok (Ldng 1998, Danon és Gallois 2000).
Feltételezhetd, hogy a nukledzok indukélt szintézisének €s szekrécidjanak
eredeti funkcidja az idegen DNS hasitdsa. A patogén tdmadést imitalo, de
HR-t ki nem valté stresszkezelések (ozmotikus sokk, mechanikai sériilések
stb.) is eredményeznek nukledz aktivitds novekedést, de a nukledris DNS
tényleges fragmentdlédasat csak a membréanokat is kdrosito stresszhatds idéz
eld (Lang 1998). Cianotoxinok okozta nukledz enzimaktivitds valtozasrol is
olvashatunk a szakirodalomban (M-Hamvas és mtsai. 2003, 2008).

2.6. A vizsgalt vizinovények jellemzése

A vizi vegetidcié novényeinek kozos jellemzOi, hogy parologtatd szerveik
modosultak (vagy hidnyoznak), 1€gzésiik a vizi életmddhoz alkalmazkodott.
Tobbnyire a vizbe behatolé fénymennyiségtol fiiggben vertikdlisan is
elkiiloniilnek egymaéstdl. Eletmédjukat a viz felhajté ereje hatdrozza meg. A
vizi vegetacio faji Osszetételének véltozatossdgat erdsen befolydsoljdk a viz
kémiai tulajdonsdgai, a benne oldott kémiai anyagok, a vizmélység-
valtozasok, stb (Jakucs 1981).
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A hinar novényzetnek altaldban két f6 csoportjat kiilonitik el: a lebegd
hindrokat (Lemnetea-osztily) és a gyOkerezd hinarokat (Potamogetonetea-
osztaly). A lebegd hindrok kozott a két leggyakoribb hazai condzis a
felszinen uszé békalencse-hinar (Lemno-Utricularietum) és az alameriilo
békatutaj-kolokdn-hindr ~ (Hydrochari-Stratiotetum) (Jakucs 1981). A
békalencse-hindr mélyvizekben is kialakulhat, de a viz felszinén usz6
novényeket a szél (vagy a viz dramldsa) gyakran behajtja a part menti
nadasokba, vagy a rogzitett uszé hindrosok kozé (Jakucs 1981).
Leggyakoribb fajai -a vizsgalatainkban is felhasznalt- Lemna minor, Wolffia
arrhiza. Rendszertani besoroldsuk: Monocotyledonopsida osztdly, Aridae
alosztaly, Aranae forend, Arales rend, Araceae (Lemnaceae, békalencsefélék)
csalad (Landolt 1986, 1987, Podani 2003).

Az Araceae csaladba tartozé novények széles korben elterjedt és
gyorsan novo szervezetek. A vizi Okoszisztémdban kozmopolita Lemna
minor és Wolffia arrhiza fajoknak, egyebek mellett fontos szerepe van a
taplaléklancban, mint elsddleges termeldk, és a viz oxigén szintjének
szabdlyozédsaban. A kornyezetszennyezés érzékeny bioindikatorai (Horvat és
mtsai. 2007) és ezeket a fajokat alkalmazzdk hormonok (Piotrowska és mtsai.
2009) és specifikus bioszintézis inhibitorok (Bajguz és mtsai. 2005)
teszteléséhez is. A békalencsék a nyugodt vizfeliileteket beborité lebegd
hinar tagjai, és igen erdteljesen szaporodnak vegetativ tton. Testiik szabadon
lebegd, lapos, levélszerli tagokbdl all, amelyek sarjhajtdsokkal szaporodnak.
A nagyobb tag a levélnek, a kisebb pedig a redukalt hajtastengelynek felel
meg (Borhidi 1995). Kisebb allovizek feliiletén uszé pardnyi, telepszerii
virdgos novények. Nagyon leegyszerlisodott szervezetek, gyokereik is
hidnyozhatnak; egyivaru, egylakiak. A békalencse fajok kis méretiik, hosszu
élettartamuk, gyors, elsOsorban vegetativ tton torténd szaporodasuk,
axenikus koriilmények kozotti j6 nevelhetOségiiknek koszonhetden kivalo, és
ennek megfelelden gyakran alkalmazott laboratériumi tesztszervezetek
(Cleland and Tanaka 1982, Nyberg 1986, Scholes 1987, Ramirez-Toro és
mtsai. 1988, Wang 1990, Saqgrane és mtsai. 2007). Fotoszintézisiik, magas
fehérjetartalmuk alkalmassa teszi Oket Okofiziol6giai, enzimoldgiai
vizsgalatokra.  Bizonyitottan érzékeny bioindikdtorai a nehézfém
szennyezéseknek (Davis 1981, Cowgill és mtsai. 1989, 1991; Hou és mtsai.
2007, Piotrowska €és mtsai. 2009, Horvat 2007, Oldah és mtsai. 2008).
Gyokérzetiik ha van, akkor sem jatszik jelentOs szerepet az anyagfelvételben,
az anyagok kozvetleniil a hajtdsok feliiletén 4t keriilnek felvételre
(Environment Canada 1999).

Az apr6 békalencse (Lemna minor L.) virdgzatdban két porzods és egy
termds virdg foglal helyet, amelyet kozos buroklevél takar (Hortobagyi
1979). Mindkét oldaldn lapos, 2-4 mm atmérdjli levélszerli szartagjabol 1
tompan legdmbolyitett csicsi gyokérsiiveggel fedett gyokérszal 16g le vagy
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oregen hidnyzik. A szartagok magéanyosan vagy néhdnyadmagukkal (2-6)
0sszenOve lebegnek. A legkiilonfélébb mindségili vizekben fordulnak eld, a
szerves terhelést is jol tirik (Felfoldy 1990).

Legkisebb virdgos novény az 1-1,5 mm atmérdjli, kolesmaghoz
hasonld, alul szivacsos szartagd és dombord vizidara (Wolffia arrhiza L.).
Gyokere, buroklevele sincsen. Virdgzata egy porzds és egy termds virdgbol
all, de Magyarorszdgon még nem észlelték virdgos példanyait. Magénosan
vagy parosaval (,,sziil0 és ut6d”) usznak a viz szinén. Mezo- és eutrofikus,
erdsen felmelegedd, széIt6l védett vizekben taldlhat6. Néha nagy tomegben
elszaporodik, majd eltlinik. E novények a vizi allatok, madarak takarmédnyai
(Felfoldy 1990, Hortobagyi 1979).

A kisérlet-sorozatban alkalmazott érdes tocsagaz (Ceratophyllum
demersum L.) rendszertani helye az el6zbéektdl eltérd: Dicotyledonopsida
osztily, Magnoliidae alosztdly, a Nymphaeanae férend, a Nymphaeales rend
és Ceratophyllaceae (borzhinarfélék) csalad (Hortobdgyi 1979). Teljesen viz
ald meriilten lebegve €16, gyokértelen hinarnovények. Orviokben 4116 leveleik
1-2-szer szeldeltek, 0sszesen 2-4 sallangbdl allnak, amelyek siirin 2 sorban
fogacskdsak, kissé merevek. A levelek honaljaban, magényosan 4ll6 viraguk
erdsen leegyszertisodott, egyivard, egyszeri zold virdgtakardval, spirdlisan
all6 porzokkal és egyetlen termdlevélre redukalddott termdvel (Felfoldy
1990, Borhidi 1995). Termése a hatdrozas szempontjabdl is fontos. Allé vagy
lassan folyé kiilonb6zd tdpanyagelldtottsagd vizekben is gyakori. A
szakirodalomban taldlunk adatokat a kiilonb6z6 toxikus anyagokkal végzett
vizsgalatokrol a Ceratophyllum fajokban. Vizsgdltdk a ndvények
nehézfémion tolerancidjit (Gupta 1996) és szenyviztisztitd hatdsit (Rai és
mtsai. 1995).

A kutatdsokba bevont nad (Phragmites australis, Cav. Trin. Ex
Steud.) rendszertani helyét tekintve a Poaceae (pazsitfiifélék) csaladjdhoz
tartozik. A legnagyobb termetii hazai éveld fii. Kozmopolita, egészen a
sarkvidékig €l. F6 el6forduldsa az allovizek €s a lassan foly6 vizek partja, de
a szaraz feliileteken is taldlkozhatunk példanyaival. Hajtaseredetii adventiv
gyokerei a rhizéma csoméin koszoriszerlien fejlddnek. Szédrdban,
gyokerében sok a levegdjarat. A ndd maximalisan 2 m-es vizboritdsban €l, az
értékes allomédny 80-150 cm-es vizben fejlddik. A nddas jellegzetes novény-
és dllategyiittessel rendelkezik (Hortobdgyi 1979). A Phragmites australis
struktdrdjarél, novekedésének dinamikdjarél tovabbi adatokat olvashatunk
Engloner 2009-ben megjelent 0sszefoglaléjaban. A ndd novények képesek
akkumuldlni bizonyos nehézfémeket, ezért hasznaljak remedidcids céllal (Ye
és mtsai. 1998). A biogén és abiogén eredetli kornyezeti faktorok A4ltal
eldidézett fiziologiai valtozdsok tanulmdnyozdsira is kivdléan alkalmasak
(Armstrong és Armstrong 2001; Mathé és mtsai. 2007, Mészdros és mitsai.
2003).
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3. Anyag és modszer

3.1. Microcystis aeruginosa tenyésztése, a nyers toxinkivonat
eléallitasa, a mikrocisztin-LR tisztitasa

A vizsgélataink sordn haszndlt Microcystis aeruginosa torzs az 1991. évi
velencei-tavi toxikus vizvirdgzasbol szarmazo izolditum (BGSD-243,
Debreceni Egyetem TTK Novénytani Tanszék torzsgyljteménye). Errdl a
torzsrél bizonyitott, hogy cianotoxinokat termel, amelyek koziil a MCY-LR a
dominéns (Kds és mtsai. 1995, Vasas és mtsai. 2004).

A Microcystis aeruginosa tenyésztése 8 literes iivegedényekben
sterilre sziirt, 4%-os CO, tartalmu, 28°C-os levegével dtbuborékoltatott Allen
tdpoldatban tortént (Allen 1968, Vasas €s mtsai. 2004). A stacioner fazisban
1évo tenyészeteket centrifugaltuk (Beckman Avanti J-25 centrifuga), majd az
Osszegyljtott sejtiiledéket liofilizéltuk és felhasznaldsig -20°C-on tdroltuk. Az
ismert tomegli liofilezett mintdhoz Allen tdpoldatot (Allen 1968) adtunk. A
cianotoxin minél hatékonyabb feltdrdsa érdekében tobbszori ismétlésben
lefagyasztottuk és 15-20 percig rdzatva hagytuk felengedni, majd
centrifugaltuk (13000xg, 10 perc). A ,,nyers” kivonatos kezeléseknél ezzel a
MCY-LR tartalmu feliiliszéval dolgoztunk (tovdbbiakban a megnevezése:
»~MCY tartalmi nyers kivonat”). Az extraktumok MCY-LR tartalmat
kapillaris elektroforézis segitségével hataroztuk meg (Vasas és mtsai. 2004,
3. abra). A MCY tartalmu nyers kivonatok toxintartalmét a szakirodalomnak
megfeleléen MCY-LR ekvivalens értékekben adjuk meg (Saqrane et al.
2007).

A tisztitott cianotoxin eldallitdisa a tenyészetek Osszegytjtott
sejtilledékeibdl Kos és mtsai. (1995) modositott eljardsa alapjan (Vasas és
mtsai. 2002, 2004) tortént. A kétszer lefagyasztott sejtek extrakcidja 80%-os
metanollal tortént. A tisztitds 16 6rdn keresztiil, 0°C-on tortént. A feliilisz6t
10 N KOH oldattal pH 7,5-re allitottuk be. 0°C-on torténd, 2 6ra inkubdlds
utdn a kivonatot centrifugéltuk (17400xg, 4°C, 10 perc). Az 6sszegyljtott
feliiliszok MCY tartalmat C18-as oszlopon kotottiik meg, majd ezt kovetden
70%-0s metanollal eludltuk a toltetr6l. A Biichi vdkumbeparld segitségével
beparolt eludtumot 5 mM-os, pH 7,0-es Tris-HCI pufferben szuszpendaltuk
fel, majd a toxin végsod tisztitdsdhoz DE-52 oszlopra vittiikk fel. Az elualt
mintasorozat elemzése sordn a harom, toxikusnak bizonyulé csics koziil az
elsé a MCY-LR volt. A cianotoxin tisztasagat (240 nm, e=13.7 cm® mg™")
HPLC és kapillaris elektroforézis médszerek segitségével ellendriztiik (Vasas
és mtsai. 2002, 2004).
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3. abra A Microcystis aeruginosa sejtmentes nyers kivonatanak elektroferogramja.

3.2. Az Aphanizomenon ovalisporum tenyésztése, a nyers
kivonat eléallitasa, a cilindrospermopszin tisztitasa

A vizsgalataink soran hasznalt Aphanizomenon ovalisporum (Forti, ILC-164,
a DE TTK Novénytani Tanszék gyljteményében BGSD-423) torzs az 1994.
évi izraeli kinneret-tavi toxikus vizvirdgzasbdl szarmazé izolatum (Banker és
mtsai. 1997). A vizsgdlatainkhoz sziikséges tenyészetek fenntartdsa,
tenyésztése 4 literes lombikokban, allandé fényen, 28°C-on, 4%-os CO,
tartalmu levegdvel atbuborékoltatott, Allen tapoldatban tortént (Allen 1968,
Vasas és mtsai. 2004).

A nyers kivonatok eldéllitasa: az exponencidlis novekedési fazisban
1év6 14 napos A. ovalisporum tenyészetet centrifugaltuk (6000xg, 10 percig,
4°C, Beckman Avanti J-25 centrifuga), az 0sszegy(ijtott sejtiiledéket
fagyasztds utdn liofilizaltuk és felhasznaldsig -20°C-on téaroltuk. A liofilizalt
cianobaktérium  sejt tomeget Allen tdpoldatban (Allen 1968)
felszuszpendaltuk. A cianotoxin minél hatékonyabb feltirdsa érdekében
tobbszori ismétlésben lefagyasztottuk €s 15-20 percig rdzatva hagytuk
felengedni, majd centrifugdltuk (13000xg, 10 perc) és az igy kapott sejt- és
tormelékmentes feliilisz6t haszndltuk a nyers kivonattal (tovdbbiakban a
megnevezése: ,,CYN tartalmd nyers kivonat”) torténd kezelésekhez. A
felilusz6 CYN tartalmat kapillaris elektroforézis modszerével hataroztuk
meg (Vasas és mtsai. 2002, 2004; 4. dbra).
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4. abra Az Aphanizomenon ovalisporum sejtmentes nyers kivonatanak
elektroferogramja.

A tisztitott CYN kinyerése: az A. ovalisporum tenyészetet
centrifugaltuk (6000xg, 10 percig, 4°C, Beckman Avanti J-25 centrifuga),
majd az Osszegyljtott iiledéket felhaszndldsig -20°C-on tdroltuk. A
felolvasztott sejtek toxintartalmdnak extrakciéja 90%-os metanollal tortént.
Ebbdl a cianotoxin tisztitdsa Vasas €s munkatdrsai altal kidolgozott
modszerrel tortént (Vasas és mtsai. 2002, 2004).

3.3. Novénytesztek

A kisérletekhez Lemna minor, Wolffia arrhiza, Ceratophyllum demersum és
Phragmites australis vizindvények axenikus tenyészeteit hasznaltuk.
Novényanyagaink szdrmazasi helyeit tekintve a Lemna minor tenyészetek.
Debrecen kornyéki kis tavakbdl szarmaznak. Novényanyagaink szdrmazasi
helyeit tekintve a Wolffia arrhiza torzstenyészetekhez a novényegyedeket a
Kis-Balatonbdl, 2001-ben gytjtottikk. A Ceratophyllum demersum névények
a Debreceni Egyetem Botanikus kertjében taldlhaté kis t6bdl szarmaznak. A
kezeléseknél hasznélt kalluszbdl regenerélt axenikus ,,mini nddnovényeket”
Mithé és munkatarsai (2000) altal kidolgozott médszer alapjan hoztuk 1étre.
A kalluszok eredetileg Debrecen-J6zsar6l szarmazo, a Debreceni Egyetem
Novénytani Tanszékén fenntartott axenikus nadnovények ndduszaibol
késziiltek.
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A L. minor, W. arrhiza, C. demersum axenikus torzstenyészetek
nevelése Allen tdpoldatban (Allen 1968), fotoperiéduson (14 Ora
megvildgitds és 10 6ra sotét), 21°C-on, 100 pmol m™ s™ fényintenzitdson, 25
és 100 ml-es tenyészedényekben a DE TTK Novénytani Tanszék Novény- és
Szovettenyészté Laboratériumaban tortént. A L. minor és W. arrhiza
tenyészeteinek hetenkénti atoltdsa célszer(i, illetve a tesztekhez felhasznalt
novények elonevelése 5-7 napig tortént. A kezelésekhez alkalmazott P.
australis novények embriogén kalluszokbdl regeneralt ,,mini nddndvények”
(Mathé és mtsai. 2007, 2009). A novények fenntartdsdhoz a kisérletek sordn
hasznélt Allen-tdpoldat (Allen 1968) dltaldnosan bevélt. Az Allen tadpoldatot
vizindvény tenyészetek fenntartdsdhoz és vizsgalatdhoz egyarant alkalmazzdk
(Szigeti és mtsai. 2010). A nad esetében moddositott MS téptalajt hasznaltunk
(Gamborg és mtsai. 1968, Murashige és Skoog 1962).

3.3.1. A novények cianotoxin kezelése

A L. minor és W. arrhiza esetében 3 ml-es steril teszt lemezeket (Titer—Tech®
lemez) hasznaltunk, mig Ceratophyllum demersum esetében a kisérletet 2 ml-
es tesztrendszerben, kémcsovekben végeztiik. A novények kiinduldsi szdma:
9 leveles (3x3) L. minor, 20 db W. arrhiza egyed, valamint 4 db 5 orvvel
rendelkezd C. demersum hajtasok voltak. A kezelések sordn a novényeket
0,01-20 pg ml"' tiszta cianotoxinnal ekvivalens MCY-LR, illetve CYN
tartalmu sejtmentes extraktumot, vagy a tisztitott MCY-LR és CYN oldatait
tartalmazé Allen tdpoldatba (Allen 1968) helyeztik. A L. minor-t, a W.
arrhiza-t és a C. demersum-ot 5 napig, a fentebb leirt koriilmények kozott
neveltik. A C. demersum-ot csak tisztitott MCY-LR-el kezeltik. A Lemna
minor és Wolffia arrhiza esetében az 5 napos kezelési id0 optimélisnak
bizonyult, mivel a kisérleteknél alkalmazott 3 ml-es tesztrendszerekben a
novények az 5. napon ,,notték” be a tapoldat felszinét, igy a novekedésiik
még nem lehetett gatolt. A szakirodalomban is olvashatunk 4-6 napos
tesztrendszerekrél (Mitrovic €s mtsai. 2005, Saqrane és mtsai. 2007, Yi és
mtsai. 2009). Eredményeink legaldbb harom fiiggetlen kisérlet adataibol
sziilettek. Mindegyik kisérletben koncentracionként négyszeres ismétlésben
végeztiik el a kezeléseket.

A C. demersum-hoz hasonléan a P. australis kezelése is tiszta MCY-
LR-el tortént. A toxinkezeléseket kémcsovekben végeztiik. Egy kémcsdben
egyszerre egy novényt kezeltiink. A tesztrendszer 2 ml-es volt. A kisérleteket
a mar Méthé €s munkatérsai (2007, 2009) altal leirtak alapjan hajtottuk végre.
A MCY-LR kezeléseket 60+3,2 (SE) mm hosszi, jol fejlett hajtas- és
gyokérrendszerrel rendelkezd fiatal novényekkel végeztik (,,0 napos
novények™). A cianotoxint a 2 ml folyékony moddositott MS tdpoldathoz
adtuk (Gamborg és mtsai. 1968, Murashige és Skoog 1962), 0,5 pg ml™'-t6l
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40 pg ml'-ig terjedd toxinkoncentrici6-tartomdnyban. A cianotoxin
kezelések idOtartama 2-20 nap. Nukledz enzimaktivitds vizsgdlatokhoz a
kezelések 5., 10. és 20. napjan készitettiink kivonatokat a novényekbdl (az
~Eredmények” fejezetben: ,5 mnapos”, ,,10 napos” és ,20 napos
nadnovények”-ként emlijiik a névénymintakat).

3.3.2. A tesztek kiértékelése

A novények nedves tomegét a kezelések inditdsakor és a kisérlet végén
mértiik. A L. minor és a W. arrhiza egyedszamat, a levélkeszerli tagok szamat
é€s a C. demersum Orveinek a szadmat naponta regisztriltuk, a novekedés
jellemzéséhez a kezelés utolsé napjan mért adatokbdl kivontuk a kiindulési
értékeket. A kontroll és a cianotoxin kezelt novények novekedési értékei
kozotti  szignifikdns kiilonbséget ANOVA moddszerrel analizdltuk. Az
eredményeket a Sigma Plot 11.0 program statisztikai és grafikai
alkalmazasaval értékeltiik, abrazoltuk.

3.4. Enzimaktivitas vizsgalatok

3.4.1. Novénykivonatok készitése

Az enzimaktivitasok kimutatasahoz a kontroll és a cianotoxin (MCY-LR és
CYN) kezelt novényekbdl 1:1 ardnyban (novény nedves tomege : puffer
térfogata) kivonatokat készitettiink 100 mM Tris-HCI (pH 8,0; Sigma-
Aldrich), 15 mM NaCl (Reanal, Budapest), 1ul ml’! merkaptoethanol (ME;
Sigma-Aldrich) tartalmu pufferrel (Schlereth és mtsai. 2000). A kivonatokat
centrifugdltuk (2x5 perc, 13000xg, Biofuge), majd a feliilliszokat
felhasznalasig kis térfogatokban, -20°C-on taroltuk. A kivonatok
fehérjetartalmat Bradford (1976) mddszerével az oldatok 595 nm-en mérhetd
fényelnyelése alapjan SHIMADZU UV-1601 tipusu spektrofotométeren
hataroztuk meg.

3.4.2. Enzimaktivitas vizsgalatok gélelektroforézissel

A protedz és a DN-4z enzimek kimutatdsénak jol bevalt, dltaldnos modszere a
modositott  Laemmli-féle poliakrilamid-gélrendszer (Laemmli 1970)
alkalmazasa, melynek 1ényege, hogy az SDS tartalmu poliakrilamid gélekbe
megfeleld enzim szubsztratot polimerizalunk, majd a géleket, a futtatds és a
megfeleld mosédsi 1€pések utdn, az enzimek milkodéséhez optimalizalt
koriilmények kozott (puffer, pH, homérséklet, iddtartam) inkubdljuk. A
poliakrilamid aktivitdsgéleken a szubsztrathoz kotddo festékekkel, a negativ
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festés elve alapjan tehetjiik lathatova a szubsztratot hasité fehérjék savjait
(Laemmli 1970, Schlereth és mtsai. 2000, M-Hamvas és mtsai. 2003). Ez a
modszer lehetdvé teszi a kiillonbozd fajokra jellemzd enzimmintdzatok
(zimogramok) 0sszehasonlitdsat.

3.4.2.1. A proteaz enzimek aktivitisanak vizsgalata egydimenzids
poliakrilamid-gélelektroforézissel

A vizinovények protedz enzimeinek kimutatdsidhoz szubsztratként (0,04%
tomeg/térfogat) zselatint tartalmazd 10%-os poliakrilamid aktivitds géleket
(13x10x0,15 cm) alkalmaztunk (Schlereth és mtsai. 2000). A zselatin a
legaltaldnosabban alkalmazott szubsztrat, mert a szerin-, cisztein-, metallo-,
aszpartat protedzok is képesek hasitani (Schlereth és mtsai. 2000, Szilagyi és
mtsai. 2011). A feliilrétegz6 gél mintahelyeire egyenld fehérjetartalmu
mintamennyiségeket vittiink fel, melyekhez 2% SDS-t tartalmazé
mintapuffert (Laemmli 1970) adtunk, majd 10 percig szobahdmérsékleten
inkubdltuk. A mintdkat nem forraltuk. A mintdkkal parhuzamosan a
molekulatomeg meghatarozasokhoz markert is futtattunk (Sigma-Aldrich).

Protedz gél esetében az elektroforézis 20 mA/gél erdsségl
egyendrammal, 4°C-on, sotétben tortént. Az elektroforézist kovetden a
géleket steril desztillalt vizzel (5 perc), majd pufferekkel mostuk. A ldgos
protedzok kimutatisdhoz pH 8,0-as 100 mM Tris-HCl-oldatot (Sigma-
Aldrich), savas protedzok kimutatidsdhoz pH 5,0-0s natrium-foszfat puffer
oldatot (Reanal, Budapest) haszndltunk. Az els6 1épésben 20 percig pufferrel,
majd ezt kdvetden az SDS eltavolitisdhoz 20%-os izopropanolt tartalmazé
pufferrel mostuk a géleket (2x10 perc). Ezt 20 percig tartd, puffer oldattal
t6rténd ismételt mosds kovette. Ejszakdra a géleket 5 mM merkaptoetanolt
(ME, Sigma-Aldrich) tartalmazé pufferben, hidegszobdaban (4°C-on)
eldinkubdltuk, (a ME védi az —SH csoportokat és eldsegiti az enzimek
mikodését). Az inkubdlds 5 mM ME-t tartalmazd pufferben, 6 6rdn ét,
sotétben, 37 °C-on tortént.

A géleken az enzimaktivitassal rendelkez6 fehérjék savjait un. negativ
festéssel tettiik lathatova, a protedz gélek esetében Coomassie Brilliant Blue
R250 oldatot (Schlereth és mtsai. 2000) alkalmazva.

Eldvizsgalataink alapjan a Lemna és Wolffia esetében is azt tapasztaltuk,
hogy érdemes mind a savas, mind a ldgos tartomdnyban vizsgdlni a protedz
mintdzatokat. Schlereth és munkatarsai (2000) tapasztalatait kovettiik az 5
mM 2-merkaptoetanol inkubdlé pufferhez torténd hozzdadasaban is, ami
valéban kedvezd hatdssal volt a novényi protedzok milkodésére. Kisérletet
tettiink a protedzok bizonyos mértékii karakterizdldsara, ehhez kiillonbozo
protedz inhibitorokat, illetve fémionokat adagoltunk az inkubdlé pufferekbe

27



[20 mM EDTA, 4 mM PMSF, 1 mM Zn** (ZnCl, form4jaban) és 1 mM Ca*t
(CaCl, form4jaban)].

3.4.2.2. Az egy- és a duplaszalii DNS-t hasit6 izoenzimek aktivitasanak
kimutatasa poliakrilamid-gélelektroforézissel

Az egyfonali DNS-t hasité fehérjék kimutatdsa (végee. 15-17 pg ml™)
egyfonali csirke vér DNS-t tartalmazé géleken (13x10x0,15 cm) tortént
(Laemmli 1970, M-Hamvas és mtsai. 2003). Az egyfonald DNS eldéllitasa
csirke vér DNS denaturaldsdval tortént (10 perc forralds utén hirtelen, jégben
torténd lehiités). Duplaszali DNS-t hasité képességgel rendelkezd fehérjék
aktivitdsdnak kimutatdsdhoz ezzel ellentétben a szepardlé gélbe forralds
nélkiili csirke vér DNS-t polimerizadltunk. A feliilrétegz6 gél mintahelyeire
egyenld fehérjetartalmd mintamennyiségeket vittiink fel, melyekhez 2%
SDS-t tartalmaz6 mintapuffert adtunk, ezt kovetden 10 percig
szobahOmérsékleten inkubdltuk. A mintdkat nem forraltuk. A mintdkkal
parhuzamosan a relativ molekulatomeg meghatdrozdsokhoz markert is
futtattunk (Sigma-Aldrich).

A DN-4z gélek esetében az elektroforézis 20-25 mA/gél dramerdsségli
egyendrammal, 4°C-on tortént. Az elektroforézist kovetden a géleket steril
desztillalt vizzel (5 perc), 10 mM pH 6,8-as Tris-HCI pufferrel (30 perc),
20%-os izopropanolt tartalmaz6é 10 mM pH 6,8-as Tris-HCI pufferrel (2x10
perc) és tjra 10 mM pH 6,8-as Tris-HCI pufferrel torténd mosasnak (20 perc)
vetettiik ald, amelyek az SDS eltavolitdsaval az enzimek renaturdldsit
szolgdlta. A fehérjék renaturdlddasat segitette eld, ha a géleket egy éjszakan
at 4°C-on tartottuk. A géleket ezt kovetden friss pufferbe, 39°C-on, 24-72
Oréan 4t inkubaltuk.

A DN-dz géleknél ethidium-bromidos (Sigma-Aldrich) festést
(Gersten és Gabriel 1992) alkalmazva 254 nm hulldmhosszi UV fénnyel
tettiik 14thatéva az egy- és kettds szali DNS-t (narancsvoros fluoreszcencia),
mig a DNS-t emésztd enzimek sdvjai sotétek maradtak, nem fluoreszkaltak,
amit fekete hattéren jol lehet detektalni.

3.4.2.3. A poliakrilamid gélek kiértékelése

Az SDS tartalmd poliakrilamid-gélelektroforézis tdjékoztat a molekuldk
egymashoz viszonyitott relativ moltomegérol is. Ahhoz, hogy meghatdrozzuk
az izoenzimek molekulatomegét, az enzim tartalmu mintakkal parhuzamosan
molekulatomeg fehérje markereket is futtattunk (Sigma-Aldrich). A
molekulatomeg markert tartalmazé gélcsikokat kozvetleniil a gélek
elektroforézise utdan levagtuk, és azonnal festettiik Coomassie Blue R250
oldattal, mert a mosdsi €s inkubdldsi id6 alatt a molekulatomeg marker
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fehérjék nagy része degraddlédott volna. A géleken a az enzimsavok
(,,band”-ek) relativ molekulatomegiiknek a meghatdrozdsa az UVI-TEC®
program, mig az intenzitdsuk a CpAtlas® program segitségével tortént.

Legalabb harom, egymdstdl fiiggetlen kisérlet géljeit elemeztiik. Az
eredményeket a Sigma Plot 11.0 program statisztikai ¢és grafikai
alkalmazasaval értékeltiik és dbrazoltuk.
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4. Az eredmények és megvitatasuk

A cianobakteridlis toxinok és a novények interakci6ja a természetben
megvalosuld jelenség. A kiilonboz6 cianobaktérium izoldtumokbdl tisztitott
cianotoxinok novényekre gyakorolt hatdsainak elemzése a kultirnovény
fajok vizsgalatdval kezdddott, elsésorban a toxinok hatdsmechanizmusanak
feltarasat célozva (Kds és mtsai 1995). Ez a tendencia érthetd, hiszen ezekrol
a novényekrdol sok fizioldgiai, biokémiai és molekuldris adat allt
rendelkezésre.

A toxikus cianobakteridlis vizvirdgzasok mind gyakoribb megjelenése
hivta fel a figyelmet a természetben lejatsz6dé folyamat modellezésének
fontossagdra; a vizindvények bevonasat a kisérletekbe, valamint a tisztitott
cianotoxinok mellett a nyers cianobakteridlis extraktumok alkalmazasat.

A kiillonbozé vizinovény fajokkal végzett kisérleteinkkel a
cianotoxinok (MCY-LR és CYN) hatdsmechanizmusdnak jobb megértése
volt a célunk, bizva abban, hogy eredményeink hozzdjarulnak az in situ
cianotoxin — vizi makrofita kapcsolatok megértéséhez is.

4.1. A mikrocisztin-LR hatasai a vizsgalt kisérleti novényekre

A MCY-LR okozta névekedésgatlas értékeléséhez tobb paramétert mértiink.
Vizsgaltuk a kezelt n6vények nedvestomeg, hajtdsszam, hajtashossz, 6rvszam
és pigmenttartalom valtozdsait. A pigmenttartalom valtozdsra vonatkozé
adatok eredményei leginkabb a Wolffia arrhiza esetében voltak informativak.

Kisérleteink sordn vizsgéltuk a stresszvalaszokban kulcsfontossigu
enzimek (protedzok, DN-dzok) miikodésének optimadlis koriilményeit (pH

//////

kezeléseket kovetden aktivitasuk, izoenzim-mintazatuk valtozasait.

4.1.1. A mikrocisztin-LR hatasa a Lemnaceae csaladba
tartozo fajok tenyészeteire

A Lemnaceae csalad tagjai, mint a parti régiéban jellegzetes lebegd
hindrndvények gyakran hasznalt tesztnovényei a MCY hatasvizsgdlatoknak.
A Lemna minor, Lemna gibba, Spirodela oligorrhiza, Wolffia arrhiza
novényekkel végzett kordbbi, elsdsorban rovid-tavu kisérletek tapasztalatait
mi is felhasznaltuk kisérleteink 0sszedllitdsanél, eredményeink értékelésénél.
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4.1.1.1. A novekedésvizsgalatok eredményei

A MCY-LR hatdsat a Lemna minor és Wolffia arrhiza tenyészetekben 0,01-
20 pg ml'  koncentricidtartoményban  vizsgiltuk. A  novekedési
paramétereket a kezelés 5. napjan értékeltiikk. A kisérletek eredményeit
osszesitve a MCY-LR novekedésgatld hatdsat tapasztaltuk (5.-8. dbrak).

5. abra Mikrocisztin-LR hatasa a Lemna minor novekedésére a kezelés 5. napjan.
(a) 20 ug ml" MCY-LR tartalmii nyers kivonattal kezelt novények, (b) kontroll novények,
(c) tisztitott MCY-LR-el (20 ug ml™") kezelt névények. Lépték: 1 cm

(a)

140

hajtdszam-valtozas (kontroll%)

0

_~

120 -

100 -

80

60

40 1

20 1

_—_— nyers kivonat
:] tisztitott toxin

nedvestomeg-valtozés (kontroll%)

0

0,01 0,1

pg MCY-LR ml!

b)

140

120

100

80

60

40

20 4

0

BN nyers kivonat
T tisztitott toxin

Bl & — *

*

*

*

0

0,01 0,1 1 2,5 5
ug MCY-LR ml”

10

20

6. abra MCY-LR kezelések hatasai a Lemna minor hajtasszam- (a) és nedvestomeg-
valtozasara (b) a kezelés 5. napjan.
Szignifikdns véltozdsok a kontrollok és a kezeltek kozott. *p<0,05
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A kontroll Lemna minor egyedeinek szama az atoltast kovetd 2. napon kezd
novekedett, és a 4. napra kétszerezddott meg. A L. minor tenyészetekben a
kezelések sordn alkalmazott MCY tartalmd nyers kivonatok 5-20 pg ml™
MCY-LR-el ekvivalens koncentracié-tartomanyban, a tisztitott MCY-LR 10-
20 pg ml'  koncentricié-tartomdnyban  fejtett ki  szignifikdns
novekedésgitlast (5. és 6. abrak). A szignifikdns gatlds mind a hajtasszdm-,
mind a nedvestomeg értékekkel jol jellemezhetd (6. a, b abrdk), és a két
paraméter valtozédsa azonos tendencidkat mutat.

A Wolffia arrhiza kontroll tenyészetek nodvekedése gyors,
egyedszdmuk mar a 2. napon megkétszerez6dott. A W. arrhiza tenyészetek
novekedésében is szignifikdns eltéréseket mértink a 0,01-20 pug ml’
koncentracidtartomanyban alkalmazott MCY-LR kezelések hatdséra (7. és 8.
abrdk). A MCY tartalmui nyers kivonat a hajtdsszdmban (darabszam) maér
0,01 pg ml™ koncentréciénal szignifikdns csokkenést okozott (8. a dbra), mig
a nedves tomeg kevésbé érzékeny paraméternek bizonyult (8. b dbra), csak
10 ug ml" koncentraciénal mértiink szignifikans csokkenést.
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7. abra Mikrocisztin-LR hatasa a Wolffia arrhiza novekedésére a kezelés 5. napjan.
(a) 20 ug mlI"' MCY-LR tartalmi nyers kivonattal kezelt novények, (b) kontroll novények,
(c) tisztitott MCY-LR-el (20 ug ml™") kezelt névények. Lépték: 1 cm
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8. abra MCY-LR kezelések hatasai a Wolffia arrhiza hajtasszam- (a) és nedvestomeg-
valtozasaira (b) a kezelések 5. napjan.
Szignifikans valtozdsok a kontrollok és a kezeltek kozott. *p<0,05
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Tisztitott MCY-LR-el torténd  kezelésnél 0,01-1 pg ml' MCY-LR
koncentracié tartomdnyban sem a hajtdsszamban, sem a nedvestomegben
nem mértiink szignifikdns csokkenést, csak az ennél magasabb
toxinkoncentraci6 okozott szignifikdns novekedés gatlast (8. a, b dbrak).

A novekedési paraméterek alapjan a két lebegd hinarnovény faj koziil
tehat a Wolffia arrhiza mutatkozott érzékenyebbnek a MCY-LR-el szemben.
A M. aeruginosa toxintartalmi kivonata nagysdgrendekkel kisebb
koncentriciéban (0,01 pg mlI' MCY-LR-el ekvivalens toxinkoncentricid)
indukalt szignifikdns hajtasszam csokkenést, mint a tisztitott MCY-LR (10
ug ml'). Azonban mindkét faj esetében igaz, hogy 10-20 pg ml’
koncentraciétartomdnyban a tiszta toxin okozott nagyobb mértéki
novekedésgitlast. Ez magyardzhaté azzal, hogy a nyers cianobaktérium
kivonatok a MCY-LR mellett egyéb MCY izoformékat, toxikus €s hatdsaban
még tisztdzatlan anyagcseretermékeket, sejtfalanyagokat is tartalmaznak,

amelyek hozzdjarulhatnak a MCY-LR hatdsdhoz (Welker és von Dohren
2006).

4.1.1.2. A mikrocisztin-LR Kkezelések hatdsa a vizinovények
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9. abra MCY-LR Kkezelések hatisai a Lemna minor (a) és a Wolffia arrhiza (b)
fehérjetartalom-valtozasaira a kezelés 5. napjan.
Szignifikdns véltozdsok a kontrollok és a kezeltek kozott. *p<0,05

Kisérleteinkben azt tapasztaltuk, hogy a toxinnal kezelt vizindvények
egységnyi nedvestomegre vonatkoztatott fehérjetartalma a MCY-LR
koncentricidk fiiggvényében (0,01-20 pug ml"') enyhén novekvé tendenciat
mutat (9. a, b dbrdk). Szignifikdns valtozast a L. minor tisztitott MCY-LR-el
(20 ng ml'l) torténo kezelésekor detektaltunk (9. a abra).
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4.1.1.3. A mikrocisztin-LR hatasa a proteaz enzimek aktivitasara

A MCY-LR kezelések a novekedésbeni eltérések mellett sejtszintli biokémiai
valtozasokat is indukalnak, amit a szubsztratként zselatint tartalmazo
poliakrilamid aktivitds géleken detektdlhaté protedz izoenzim mintdzat
valtozasok is bizonyitanak (10. és 12. abrdk).

A tisztitott MCY-LR, valamint a MCY-LR tartalmu nyers kivonatok L. minor
és W. arrhiza protedz izoenzimek aktivitdsara kifejtett hatdsa egymadssal jol
Osszevethetd eredményeket adott (10. és 12. abrdk). Kontroll és MCY-LR
kezelt Lemna minor novények fehérjekivonataiban 10 zselatinbontd
aktivitdsu protedz detektdlhatd, amelyek molekulatomege a 100-26 kDa
tartomanyba esik (10. dbra, 2. tdblazat: LmP100-LmP26 jelolésti fehérjék). A
Wolffia arrhiza ndvénykivonatokban is Osszesen 10 zselatinbonté proteazt
mutattunk ki (12. dbra, 3. tdblazat: WaP100-WaP36 jeloléssel).

A Lemna minor esetében négy nagy molekulatomegli (=74 kDa)

protedz mind a savas (pH 5,0), mind a béazikus (pH 8,0) pufferben inkubalt
géleken megjelent (10. a dbra: LmP100, LmP89, LmP83, LmP71).
Az LmP100 jel6lésii savas protedz aktivitdsa, 0,1 és 1 pg ml" tisztitott MCY-
LR-el torténd kezelések hatdsdra kismértékii emelkedést mutatott, mig a
nyers extraktummal torténd kezelés nem befolydsolta az aktivitasat. A MCY -
LR-el torténd kezelések hatdsdra az LmP89, LmP83 LmP71 enzimek
aktivitdsdban mind a savas, mind a bdzikus pH-n inkubdlt géleknél
novekedést detektdltunk (10. a, b, c, d, e, f abrak; 2. tablazat). Aktivitasuk
legnagyobb mértékii emelkedése a 0,1 és az 1 pug ml™ tisztitott MCY-LR
kezelt novények kivonataiban detektalhat6 (10. b, d, f, dbrdk; 2. tablazat).

A savas pH-n inkubdlt géleken az LmP60 enzim aktivitisdban a
tisztitott toxinnal torténd kezelés hatdsara enyhe csokkenést figyelhettiink
meg, mig a nyers kivonat aktivitisemelkedést indukélt. Bazikus pH-n az
LmP60 enzim aktivitisa a kontrollhoz viszonyitva nem valtozott. A savas
koriilmények kozott inkubdlt géleken az LmP50 enzim aktivitisa nyers
kivonattal torténd kezelés sordn enyhe novekedést mutatott, mig tisztitott
toxinnal kezelt novényekben az aktivitisa a kontrollhoz viszonyitva nem
valtozott. Nem detektaltunk aktivitdsvéltozast a bazikus pH-n sem (10. c, d,
e, f abrék; 2. tablazat).
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10. abra MCY-LR kezelés hatasa a Lemna minor proteiaz enzimeinek mintazatara a
kezelés 5. napjan (pH 5,0 és pH 8,0).
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(a) a kontroll mintdk; (b) a M. aeruginosa 10 ng ml"' MCY-LR tartalmd extraktumdval
kezelt novények karakterisztikus sdvjai 10%-os SDS-poliakrilamid aktivitds gélen (pH 5,0);
(¢, d, e, f) a kontroll és a MCY-LR kezelt n6vények zselatin zimogramjai (a rémai szimok a
detektalt izoenzimeket, az arab szamok a kisérletekben alkalmazott cianotoxin
koncentrcidkat jelolik, ug ml™). Egy kisérlet reprezentativ gélje.

2. Tablazat A Microcystis aeruginosa nyers (MCY-LR tartalmi) kivonatok és a tisztitott
MCY-LR hatasa a Lemna minor proteaz enzim-mintazatara.

molekula pH 5,0 pH 8,0
izoenzim tomeg nyers tisztitott nyers tisztitott
(kDa) kivonattal kontroll toxinnal kivonattal kontroll toxinnal
kezelt kezelt kezelt kezelt
wel00 1003 NV o4+ TNV W
LmP89  87+2 1 + 0 I—l] NV ++ 1
T T
LmP83 83zl ) ++ (0.1-1] 1 ++ (0.1-1]
LmP71  71x2 1 ++ [O,I—l] 1 + [O,I-l]
LmP60  60+2 1 + ! NV ++ NV
LmP50  50+3 1 + NV NV ++ NV
LmP41 4143 1 ++ NV ! + NV
LmP35  35+2 i ++ NV ! + NV
LmP32 30+2 - - 1 - - -
LmP26 26x1 - - 1 - - .

+ detektdlhatd; ++ magas enzimaktivitds; - nem detektdlhaté; 1 MCY-LR okozta novekedés
az enzim aktivitasban 0,01-10 pg ml"' és 0,01-20 pg ml" koncentricié tartoményban; |
MCY-LR okozta csokkenés az izoenzim aktivitdsban 0,01-10 pug ml™" és 0,01-20 pg ml”
koncentrici6 tartomanyban; [0,1-1] a novekedés vagy csokkenés jellegzetes 0,1-1 pg ml’
koncentracié tartomanyban; NV nem véltozik a kontrollhoz viszonyitva. A tdbldzat adatai 4
gél UVI-TEC® és CpAtlas® programmal tortént értékelésének dsszesitett eredményei.

Az 50 kDa alatti molekulatomegii enzimek koziil az LmP41 és LmP35
enzimek mutattak magas aktivitdst, savas pH optimummal. A tisztitott MCY -
LR nem befolydsolta aktivitidsukat. A MCY tartalmud nyers cianobaktérium
kivonat ezzel szemben a szdmukra optimélis savas tartomdnyban fokozta
aktivitdsukat, mig a ligos tartomanyban tovabb csokkentette azt.

A tisztitott toxinnal torténé kezelés 0,01-20 pg ml’
koncentracioknal, két ij savas proteaz (LmP32, LmP26) megjelenését
indukalta, amelyek aktivitisa a kezelés soran alkalmazott MCY-LR
koncentracigjaval aranyos emelkedést mutatott (10. d dbra, 2. tdblazat).

36



Ezeknek az enzimeknek az aktivitasat bazikus pH-n inkubalt géleken
nem detektaltuk (10. e, f dbrak; 2. tdblazat).

A gélek kiértékelése soran mért enzimaktivitds adatokbdl szamolt un.
Osszprotedz aktivitdsok tulajdonképpen az egyes izoenzimek aktivitidsanak
ereddjeként értékelhetok. Ezek a savas pH-n inkubdlt géleken voltak
magasabb értékek, elsdsorban az 50 kDa alatti molekulatomegli protedzoknak
koszonhetden. A kontroll szdzalékdban megadva az Gsszprotedz aktivitasok
szignifikdns véltozdsokat mutattak (11. dbra). Ez aldtdmasztja a gélképeken
latottakat (10. ¢, d, e, f dbrdk). A MCY-LR tartalmu nyers kivonat a L. minor
savas protedzainak Osszaktivitdsdban, 5 és 10 pg mlI"' MCY-LR ekvivalens
koncentracidknal indukdlt szignifikdns novekedést (11. a és 10. ¢ 4brak).
Ezzel szemben a bazikus protedzok Osszaktivitisdban enyhe csokkenést
tapasztaltunk (11. b és 10. e abrdk). A tisztitott MCY-LR mind a savas, mind
a bazikus protedzok osszaktivitisdban enyhe emelkedést indukalt (11. a, b és
10. d, f 4brak). Szignifikéns valtozdst >1 ug ml"' (pH 5,0), valamint 1 pg ml™
(pH 8,0) koncentracioknal detektaltunk (11. a és b abrdk).
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11. abra MCY-LR Kkezelések hatasa a Lemna minor o6sszproteaz aktivitasara.
(a) pH 5,0-6n, (b) pH 8,0-on mért Osszprotedz aktivitdsok. Szignifikdns valtozdsok a
kontrollok és a kezeltek kozott. *p<0,05
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A Wolffia arrhiza esetében a mikrocisztin-LR kezelések daltal eldidézett
zselatinbonté enzimaktivitds valtozdsokat a 12. a-f dbrdk mutatjdk. A
kiértékelt gélek eredményeit a 3. tdbldzat tartalmazza.

A kontroll novények mintdiban 6sszesen négy savas protedz (WaP94, WaP63,
WaP53, WaP41), és hat bazikus protedz (WaP94, WaP78, WaP72, WaP63,
WaP56, WaP48) aktivitasit detektaltuk. Ezek koziil egyetlen enzim mutathaté
ki csak bazikus koriilmények kozott (WaP72).

A savas pH-n inkubdlt gélek esetében egy (WaP94), bazikus pH-n két
(WaP94 és waP78) 75 kDa feletti molekulatomegli izoenzim jelent meg a
kontroll novényekben (3. tdblazat). A savas pufferben inkubdlt géleken, a
MCY-LR tartalmi nyers extraktummal kezelt novények kivonataiban a
kontrollhoz viszonyitva a WaP94 izoenzim aktivitdsa a toxinkoncentracid
emelkedésével ardnyosan noétt (12. ¢ dbra). A tisztitott MCY-LR-el kezelt
novényekben a WaP94 izoenzim aktivitdsa a kontrollhoz képest nem véltozott
(12. d 4bra). Bazikus pH-n inkubdlt géleken a kontrollban a WaP94 mellett
egy WaP78 izoenzim is magas aktivitdst mutatott. Ezek aktivitdsa a nyers
extraktummal valdé kezelést kovetden nott (WaP94) illetve nem valtozott
(WaP78), a tisztitott MCY-LR kezelés aktivitasukat nem moddositotta. A
MCY Kkezelés egy 1j, emelkedé aktivitisi bazikus izoenzim (WaP84)
megjelenését is indukalta (12. e, f dbra; 3. tdblazat). Az, hogy a WaP84
izoenzim mind a tisztitott, mind a nyers MCY-LR kezelt novények
kivonataib6l kimutathatd, azt a kovetkeztetést vonja maga utdn, hogy az
enzim megjelenését a MCY-LR indukalja (12. e, f dbra; 3. tdblazat).

A 47-70 kDa molekulatomeg kozé esd protedzok aktivitdsa pH és
kezelés fiiggd. A bazikus pH-n mikodd WaP72 jelzést izoenzim aktivitdsa
nyers kivonattal torténd kezelést kovetden nd, mig tisztitott toxinndl az enzim
aktivitdsa a kontrollhoz képest nem valtozik (12. e, f abrdk; 3. tdblazat).
Savas inkubdl6 pufferben, a kontrollban is megjelend WaP63 €s WaP53
izoenzimek aktivitdsa mind a MCY-LR tartalmui nyers extraktummal, mind a
tisztitott toxinnal torténd kezelést kovetden emelkedett. Ezzel ellentétben
bazikus koriilmények kozott a waP63 aktivitisa a MCY-LR kezelések
hatdsara a kontrollhoz viszonyitva nem valtozott, a WaP53 enzim pedig nem
detektalhaté (12. ¢, d, e, f abrak; 3. tablazat). A WaP56 és WaP48 enzimeket
mindkét pH-n detektéltuk, azonban aktivitasuk eltéréseket mutatott. A WaP56
enzimet savas pH-n a kontrollban és a tisztitott MCY-LR toxinnal kezelt
novények esetében nem detektaltuk, csak a nyers extraktummal torténd
kezelésnél jelent meg az enzim a nOvényi kivonatokban, és aktivitdsa a
kezelésekhez alkalmazott toxin koncentracié fiiggvényében nétt. Ugyanezt az
enzimet bdazikus koriilmények kozott mind a kontroll, mind a kezelt
novények esetében detektaltuk, valtozatlan aktivitassal.
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12. abra MCY-LR Kkezelés altal okozott proteaz mintazatok- és aktivitas valtozasok a
Wolffia arrhiza fehérje kivonataiban a kezelés 5. napjan (pH 5,0 és pH 8,0).
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(a) a kontroll mintdk; (b) a M. aeruginosa 20 ng ml"' MCY-LR tartalmd extraktumdval
kezelt novények karakterisztikus sdvjai 10%-os SDS-poliakrilamid aktivitds gélen (pH 5,0);
(¢, d, e, f) a kontroll és a MCY-LR kezelt n6vények zselatin zimogramjai (a rémai szdimok a
detektalt izoenzimeket, az arab szamok a kisérletekben alkalmazott cianotoxin
koncentricidkat jelolik, ug ml™). Egy reprezentativ kisérlet gélje.

3. Tablazat Microcystis aeruginosa nyers (MCY-LR tartalmid) Kivonatok és a tisztitott
MCY-LR hatéasa a Wolffia arrhiza proteaz enzim-mintazatara.

molekula pH 5.0 pH 8,0
izoenzim tomeg nyers tisztitott nyers tisztitott
(kDa) kivonattal  kontroll toxinnal  Kkivonattal  kontroll toxinnal
kezelt kezelt kezelt kezelt
waP94 9444 1 + NV 0 ++ NV
war84  84+3 - - - 0 - 1
waP78  78+2 - - - NV ++ NV
WaP72 7243 - - - ) + NV
waP63  63+3 1 ++ 1 NV + NV
WaP56 564 0 - - NV ++ NV
waP53  53%2 1 + 1 - - -
waP48  48+2 - - 1 1 ++ NV
war41 41+1 1 + 0 1 } 1
war36 361 - - 0 - - -

+ detektdlhatd; ++ magas enzimaktivitds; - nem detektalhaté; 1 MCY-LR okozta novekedés
az enzim aktivitasban 0,01-10 pg ml"' és 0,01-20 pg ml" koncentricié tartoményban; |
MCY-LR okozta csokkenés az enzim aktivitisban 0,01-10 pg ml” és 0,01-20 pg ml’
koncentracié tartomdnyban; NV nem véltozik a kontrollhoz viszonyitva. A tdbldzat adatai 4
2él UVI-TEC® és CpAtlas® programmal tortént értékelésének dsszesitett eredményei.

A WaP48 enzim savas pH-n kontroll és nyers kivonattal kezelt
novényeknél nem jelent meg, tisztitott toxinos kezelés hatdsira 1 pg ml”
koncentraci6tél enyhe aktivitis-emelkedést mutatott. A WaP48 enzim
aktivitdsa ligos pH-n magas, nyers kivonattal kezelt n6vényekben pedig még
magasabb érték (1) (12. c, d, e, f dbrdk; 3. tablazat).

A <44 kDa molekulatomegli enzimek aktivitasat is befolyasoltdk a pH
és a MCY-LR kezelések. A waP41 protedz savas pH-n a kontrollban
megjelenik, a MCY-LR kezelések hatdsara aktivitisa nd. A bazikus
pufferben inkubalt géleken az enzim aktivitdsa kezelés hatdsara emelkedd
tendencidt mutatott, amig a kontroll novényekben zselatinbonté enzim
aktivitdsa nem detektéalhato.

A WaP36 izoenzim savas proteiz, melynek megjelenését a W.
arrhiza-ban a tisztitott toxinnal torténé kezelések indukaltak. A
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toxinkoncentracio novelésével a géleken emelkedé aktivitassal
detektalhato (12. c, d, e, f dbrdk; 3. tdblazat).
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13. abra MCY-LR kezelések hatasa a Wolffia arrhiza osszproteaz aktivitasara.
(a) pH 5,0-6n, (b) pH 8,0-on mért Osszprotedz aktivitisok. Szignifikdns valtozdsok a
kontrollok és a kezeltek kozott. *p<0,05

A W. arrhiza esetében a savas protedzok Osszaktivitisa emelkedd
tendencidt mutatott mind a MCY-LR tartalmi nyers extraktummal, mind a
tisztitott MCY-LR-el torténd kezelés hatdsara (13. a dbra). Nyers kivonattal
kezelt novényekben 5-10 ug ml™, tisztitott MCY-LR-el kezeltekben 10-20 pg
ml™! cianotoxin koncentracioknal mérheté szignifikans valtozas (13. a dbra).
A bazikus protedzok Osszaktivitidsa nyers extraktummal torténd kezelés
hatdsira emelked tendencidt mutatott, 5-10 pg ml’  cianotoxin
koncentraciokndl szignifikdns eltéréssel (13. b dbra), mig a tisztitott toxinnal
végzett kezelés csak 10 és 20 ug ml” koncentraciékndl okozott enyhe, de
nem szignifikdns névekedést (13. b dbra).

A proteaz enzimek MCY okozta valtozasairél oOsszességében
elmondhaté, hogy a MCY kezelt Lemnaceae fajokban elsésorban a savas
proteazok aktivitisanak az emelkedése detektalhat6. A MCY-LR
tartalmi nyers kivonat tobb enzim miikodésében indukalt valtozast
(elsésorban emelkedést), mint a tisztitott toxinnal torténé kezelés. A két
faj kozil a W. arrhiza Kkivonataiban detektialtunk nagyobb
osszenzimaktivitas emelkedést. A MCY-LR kezelés mindkét fajban
indukalta Gj izoenzimek megjelenését (2. és 3. tablazatok: LmP32, LmP26
és WaP84 jelii proteazok).
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4.1.1.4. A mikrocisztin-LR hatasa az ssDN-az enzimek aktivitasara

A Lemna minor és Wolffia arrhiza kontroll ndvénykivonatokbdl kimutathaté
egyfonald DNS-t hasité nukledzok szdma L. minor esetében 8-10 (LmD89-
LmD18), W. arrhiza esetében pedig egy (WaD38), amelyek molekulatomegeit
a 4. tablazat tartalmazza.

A Lemna minor-nil mind a MCY-LR tartalmu nyers kivonattal, mind
a tisztitott MCY-LR-el tortént kezelések valtozdsokat indukéltak az ssDN-
azok aktivitdsaban. Az enzimek specifikus aktivitdsaban a kezelések hatdsara
novekvo és csokkend tendencidk egyardnt jellemzdek voltak (14. a, b dbrak
és 4. tablazat).

(a) (b)
LmD nyers kiv:):at tisztit(:l‘:t toxin . LmD
AN
79 | i \_ 3 ] < : ?{ .‘ .( |
53 - \ — - 53
47 e i v ﬂ 45 a7

43
39
35
26

21
18

K 0,01 01 1 10 20 K 001 01 1 10 20

ug MCY-LR ml! ug MCY-LR ml?!
(©
180

—~ .
X 160 { | MM nyers kivonat
3 3 tisztitott toxin

‘é 140
g
: 120 - *
= 100
= * *
hv] X
< 804
3

D 60 -
A

2 404

S

2 20
©

0
0 0,01 0,1 1 10 20

jig MCY-LR ml'!
14. abra MCY-LR Kkezelés hatasa a Lemna minor ssDN-az aktivitds mintazatara a
kezelés 5. napjan (pH 6,8).
(a) a M. aeruginosa MCY-LR tartalmu extraktumaival kezelt novények; (b) tisztitott MCY -
LR-el kezelt novények enzimmintazata; (c) a cianotoxin kezelések hatdsa a Wolffia arrhiza
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ssDN-4z enzimeinek az Osszaktivitdsdra (pH 6,8). Szignifikdns véltozdsok a kontrollok és a
kezeltek kozott. *p<0,05. Egy kisérlet reprezentativ gélje.

4. Tablazat Microcystis aeruginosa nyers (MCY-LR tartalmid) Kivonatok és a tisztitott
MCY-LR hatasai a Lemna minora ssDN-az enzim-mintazatara.

molekula pH 6.8 —
izoenzim tomeg nyers tisztitott
(kDa) kivonattal kontroll toxinnal
kezelt kezelt
LmD89 89+2 [1-T2 0] - -
LmD79 7941 “_Tz . ] ]
LmD53 53+2 1 + NV
LmD47 4742 1 + NV
LmD43 43+1 ) ++ !
LmbD39 3942 ) ++ l
LmD35 3542 NV + NV
LmD26 262 1 ++ 0
LmD21 21+1 NV + NV
LmD18 18+1 NV + NV

+ detektdlhat6; ++ magas enzimaktivitds; - nem detektdlhatd; T MCY-LR okozta novekedés
az enzim aktivitisban 0,01-20 ug ml” koncentricié tartomanyban; | MCY-LR okozta
csokkenés az enzim aktivitdsban 0,01-20 pg ml"' koncentricié tartoméanyban; [1-20] a
novekedés vagy csokkenés jellegzetes 1-20 ug ml”' koncentricié tartomdnyban; NV nem
viltozik a kontrollhoz viszonyitva. A tablizat adatai 4 gél UVI-TEC® és CpAtlas®
programmal tortént értékelésének Gsszesitett eredményei.

A kontroll ndvények kivonataibél nyolc izoenzimet (LmDS53-LmDI18)
detektdltunk. A mikrocisztin-LR tartalmd nyers extraktummal torténd
kezelések hatdséra jelentek meg 1-20 ug ml™' koncentraciéknal az LmD89 és
LmD79 jelolésti enzimek. Ezen ssDN-4zok specifikus aktivitisa a MCY-LR
koncenricidjaval ardnyos novekedést mutatott (14. dbra). Emelkedo
tendenciat lathattunk nyers extraktummal torténd kezeléseknél az LmDS53,
LmD47, LmD43 és LmD39 izoenzimeknél egyardnt. Ezzel ellentétben a
tisztitott MCY-LR hatdsara az LmD53, LmD47 enzimek aktivitasa a
kontrollhoz képest nem valtozott, mig az LmD43 és LmD39 jelll izoenzimek
aktivitdsdban csokkenést tapasztaltunk (14. dbra). A 43 kDa molekulatomegi
izoenzimnek, hosszd inkubdldsi i1dot kovetoen dsDN-az aktivitasat is
detektaltuk, amely aktivitds kezelés hatdsara csokkent. Az LmD26 izoenzim
aktivitdsa mindkét kezelés (nyers extraktum €s tisztitott MCY-LR) hataséra a
toxinkoncentraciok novekedésével ardnyos emelkedd tendencidt mutatott,
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mig az LmD35, LmD21 és LmDI8 jelzésli ssDN-dzok aktivitdsdban a
kontrollhoz viszonyitva nem tapasztaltunk valtozast (14. dbra; 4. tiblazat).
Az ssDN-4z izoenzimek Osszaktivitdsdban nyers extraktummal torténd
kezelés sordn emelkedd, mig a tisztitott cianotoxinos kezelés hatdsira
csokkend tendenciat mértiink (14. a, b, ¢ abrak).

A Wolffia arrhiza MCY-LR-el tortén6 kezelése sordn mind a nyers
extraktum, mind pedig a tisztitott toxin hatdsdra egy, a kontroll novényeknél
is megjelend karakteres 38 kDa molekulatomegli ssDN-dz izoenzimet
(WaD38 jelzésii) detektdltunk (15. a, b dbrdk).

(b)

tisztitott toxin

7' | 9

K 1 25 5 10 20 K 00101 1 10 20

ug MCY-LR ml™! ug MCY-LR ml™!
()

180

160 - _— qyer}s leOni.it
3 tisztitott toxin

140 -
120 -

100 - "
80
60
40
20
0 M Rl R R H K
1 25 5 10 20

0 001 01

0ssz-ssDN-dz aktivitds (kontroll%)

ug MCY-LR ml™”

15 abra Tisztitott MCY-LR Kkezelés hatasa a Wolffia arrhiza ssDN-az aktivitasara a
kezelés 5. napjan (pH 6,8).

(a) a M. aeruginosa MCY-LR tartalmd extraktumaival kezelt novények; (b) tisztitott MCY -
LR-el kezelt novények DN-4z zimogramjai; (¢) a cianotoxin kezelések hatdsa a Wolffia
arrhiza 6ssz-ssDN-az aktivitdsara (pH 6,8). Szignifikdns véltozasok a kontrollok és a
kezeltek kozott. *p<0,05. Egy kisérlet reprezentativ gélje.
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Az enzim aktivitdsa a nyers MCY-LR tartalmu extraktummal torténd kezelést
kovetdéen 1 pg ml " -nél, mig a tisztitott toxinos kezelésnél 0,1 pg ml”
toxinkoncentracional enyhe emelkedést mutatott, majd a cianotoxin
koncentraciok novekedésével az enzim specifikus aktivitdsdban csokkenést
tapasztaltunk (15. a, b 4abrdk). Szignifikdns valtozdst az 0Ossz-ssDN-dz
aktivitdsban tisztitott toxin hatdsdra 20 pg ml™ toxinkoncentraciénal mértiink
(15. ¢ abra). A W. arrhiza tisztitott toxinnal torténo kezelése soran, hosszi
inkubdldsi id6t kovetéen a 38 kDa molekulatomegli enzim dsDN-dz
aktivitdsa is kimutathat6 volt. A toxinkoncentraciok novekedésével az enzim
aktivitasaban csokkeno tendenciat mértiink (nem bemutatott adatok).

Eredményeink mutattadk, hogy a Lemnaceae fajok ssDN-az
izoenzim-mintazatidban jelentés Kkiilonbségek vannak. A Wolffia
kivonatokban, a kezelések 5. napjan csak egy enzim hasitja az egyfonala
DNS-t (pH 6,8), melynek aktivitisait a MCY-LR kezelés csak magas
koncentracioban, 50%-os novekedésgatlas mellett is csak max. 15%-al
csokkentette. Ezzel szemben L. minor kivonatokban 10 izoenzim
detektalhaté. Koziiliik harom izoenzim miikodését indukalta a MCY-LR
(LmD89, LmD79 és LmD26). Négy enzim aktivitasat emelték a nyers
cianobaktérium Kivonat vegyiiletei. Mivel ezek a tisztitott MCY-LR
kezelt novényekben nem mutattak aktivitas-emelkedést a hatas nem a
kivonat MCY-LR tartalmanak tulajdonithaté (LmD53, LmD47, LmD43 és
LmD39).

4.1.2. A mikrocisztin-LR hatasa a Ceratophyllum demersum
tenyészetekre

A C. demersum a vizi életk6zosségek fontos aldmeriilé hindrndvénye.
Pflugmacher és munkatarsai (1998) a C. demersum tenyészetek MCY-LR-el
szembeni érzékenységét tesztelve ismerték fel, hogy a glutation anyagcsere
szerepet jatszhat, mint védekez6 mechanizmus a kozegbdl a novényekbe
konnyen bejuté MCY-LR kéros hatasainak a kivédésében. Kutatocsoportunk
a MCY-LR dltal kivéltott novekedésgatlasok hatterében allo, a hajtascsics
merisztéma sejtjeiben bekovetkezd sejtszintli véltozdsokat vizsgélta (Szigeti
és mtsai. 2010). Jelen munkdban az enzimszinti valtozdsok koziil a sejtek
fehérje- €és nukleinsav-anyagcseréjét szabdlyozé protedzok és ssDN-dzok
aktivitdsvaltozasait elemeztem, és kerestem a kapcsolatot ezeknek az
enzimeknek az aktivitdsvaltozdsa, valamint a tapasztalt anatomiai és
novekedésbeli valtozdsok kozott.
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4.1.2.1. A mikrocisztin-LR hatdasa a Ceratophyllum demersum
novekedésére

A Ceratophyllum demersum novekedését a hajtadsok hosszdval és a hajtdson
1évo levélorvok szamaval jellemeztiik.

A kezelések sordn a tisztitott MCY-LR id6- és koncentracié-fiiggo
hatdsait a Ceratophyllum kiillonbdzé novekedési paraméterein (hajtdshossz,
levélorvok szama) vizsgaltuk.

(a) (b)
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-1
== 25ugmI'l MCY-LR go || == 25 meml' MCY-LR
] - -]
30 | = 0 g mi-! MCY-LR 20 mg ml” MCY-LR

60 1
20 4
40

hajtashossz novekedés
orvszam novekedés

10 A

L RbRE LR

14 16 0 2 4 6 8§ 10 12 14 16

£}

napok szdma napok szdma
16. abra Tisztitott mikrocisztin-LR hatasa a Ceratophyllum demersum novekedésére.

(a) a MCY-LR id6- és koncentracié-fiiggd hatdsa a hajtadshosszra; (b) a MCY-LR hatdsa az
orvszdmra. Szignifikdns véltozdsok a kontrollok és a kezeltek kozott. *p<0,05

A kezelések sordn a 2,5 ug ml”' és 20 ug ml™ cianotoxin koncentracick
egyarant szignifikdnsan gétoltdk a hajtdshossz novekedését. A 16. napon a
2,5 pug ml' tisztitott MCY-LR kezelés 56,4%-al, a 20 pg ml' toxin
koncentracié 87,3 %-al gatolta a hajtdshossz novekedését (16. a dbra). Ezzel
szemben a 2-11. napndl a levélorvok szama nem mutatott szignifikdns
csOkkenést a cianotoxin kezelés hatasara (16. b abra).

4.1.2.2. A mikrocisztin-LR hatasa a Ceratophyllum demersum proteaz
enzimeinek aktivitasara

A szubsztratként zselatint hasité protedz izoenzimeket savas kozegben (pH
5,0) a C. demersum kivonatokbdl is sikeriilt kimutatni (17. a dbra). Ligos
pH-n enzimaktivitdst nem detektaltunk.
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17. abra MCY-LR altal okozott proteaz mintazat- és aktivitas valtozasok a
Ceratophyllum demersum fehérje kivonataiban a kezelés 5. napjan (pH 5,0).

(a) a kontroll mintak; (b) a 20 ug ml™ tisztitott MCY-LR-el kezelt novények karakterisztikus
sdvjai 10%-os SDS-poliakrilamid aktivitds gélen (pH 5,0); (¢) a kontroll és a MCY-LR
kezelt novények zselatin zimogramjai (a rémai szdmok a detektdlt izoenzimeket, az arab
szamok a kisérletekben alkalmazott cianotoxin koncentracidkat jelolik, ug ml™); (d) pH 5,0-
on mérhetd protedz 0sszaktivitds. Szignifikdns véltozdsok a kontrollok és a kezeltek kozott.
*p<0,05. Egy kisérlet reprezentativ gélje.

A C. demersum fehérjekivonataibdl zselatin géleken kevés szamu savas
protedzt detektdltunk (CdP87-CdP25). A magas, 87 és 80 kDa (CdP87 és
cdP80) molekulatomegii izoenzimeket a kontroll novények Kivonataiban
nem detektaltuk, csak a 20 ug ml™” tisztitott MCY-LR toxinkezeltekben
indukalédtak (17. a, b, ¢ abrak; 5. tablazat). Az izoenzimek specifikus
aktivitdsdban a tisztitott MCY-LR hatdsdra enyhe novekedést tapasztaltunk
(17. c, d 4brak és 5. tablazat). A cianotoxin az Osszprotedz aktivitdsban 20 pug
ml”!  koncentriciénl szignifikdns véltozdst okozott (17. d 4dbra), ami
elsdsorban a nagy molekulatomegii enzimek miikodésének kdszonheto.
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5. Tablazat MCY-LR hatasa a Ceratophyllum demersum proteaz enzim-mintazatara.

pH 5,0
izoenzim mtoﬁl:iula tisztitott
(kD a% kontroll toxinnal
kezelt
cdr87 87 - 1
cdar80 80 - T
cdar41 41-42 + NV
car30 30-31 + [OTI]
cdr25 25-26 ++ 1

+ detektdlhat6; ++ magas enzimaktivitds; - nem detektdlhatd; T MCY-LR okozta novekedés
az enzim aktivitdsban 0,01-20 pg ml! koncentrcié tartomdnyban; [0,1] a novekedés
jellegzetes a 0,1 ug ml" koncentriciéndl; NV nem viéltozik a kontrollhoz viszonyitva. A
tablazat adatai 4 gél UVI-TEC® és CpAtlas® programmal tortént értékelésének Osszesitett
eredményei.

4.1.2.3. A mikrocisztin-LR hatasa az ssDN-az enzimek aktivitasara

A C. demersum kivonataibdl egy 51-52 kDa molekulatomegli ssDN-dz
izoenzimet (CdD51) is detektaltunk (18. a, b, ¢ dbrdk). Az enzim specifikus
aktivitdsdban a tisztitott MCY-LR koncentracidok novekedésével ardnyos
emelkedést tapasztaltunk (18. a, b, ¢ dbrdk). Ezt a sdvintenzitdsi gorbék
értékelésével nyert adatok, (jelen esetben ezek megfelelnek az ,,0ssz-ssDN-dz
aktivitds” értékeknek) szignifikdns véltozésai is bizonyitjak (18. d dbra; 10-
20 ug mI" MCY-LR koncentraciok).

Az aldmeriild hindrnovények kozil a C. demersum-mal végzett
kisérleteink eredményei alapjan elmondhat6, hogy rovidtava (5 napos)
kezelésekben csak magas MCY-LR koncentracidk  befolyasoljdk
szignifikdnsan a C. demersum novekedését. Enzimszintli valtozasok azonban
mar >0,01 ug ml™” koncentracicknal mérheték, emelkedd ssDN-dz és protedz
enzimaktivitdsok jellemzok. Szignifikdns enzimaktivitds emelkedések,
Ujonnan detektidlhat6 enzimek (CdP87 és CdP80) azonban csak a
novekedésiikben mdr erésen gatolt, 10-20 pg ml”" MCY-LR koncentriciokkal
kezelt novényekben mérhetok.
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18. abra MCY-LR Kkezelés hatasa a Ceratophyllum demersum ssDN-az aktivitas
mintazatara a kezelés 5. napjan (pH 6,8).

(a) a kontroll mintak; (b) a 20 ug ml™ tisztitott MCY-LR-el kezelt novények karakterisztikus
savjai (pH 5,0); (c) a kontroll és a MCY-LR kezelt novények; (c) a kontroll és a MCY-LR
kezelt novények zimogramjai (a rdmai szdmok a detektdlt izoenzimeket, az arab szdmok a
kisérletekben alkalmazott cianotoxin koncentricidkat jelolik, pg ml™); (d) pH 6,8-on
indukdlédott 6ssz-ssDN-4z izoenzim aktivitds. Szignifikdns valtozasok a kontrollok és a
kezeltek kozott. *p<0,05. Egy kisérlet reprezentativ gélje.

A 4.1.1.-4.1.2. fejezet eredményei bizonyitjdAk a kiilonb6z6
hindrnovény fajok eltéré érzékenységét a mikrocisztin-LR-el szemben.
Mindhdrom faj esetében azt tapasztaltuk, hogy oOsszevetve a MCY-LR-t
termeld M. aeruginosa nyers kivonatdval tortént kezelések eredményeit a
tisztitott MCY-LR-el tortént kezelések eredményeivel a vizsgdlt novényi
védlaszok (novekedési paraméterek, protedz- és ssDN-dz aktivitdsvaltozdsok)
tendencidjukat tekintve dltalaban hasonldk.

A kisérletekben alkalmazott vizinovény fajokndl az 5 napos
mikrocisztin-LR kezeléseket kovetden a levelek barnuldsat, nekrdzisat nem
tapasztaltuk szemben mds tesztnovényeken leirtakkal (M-Hamvas és mtsai.
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2003, Méthé és mtsai. 2007), azonban szignifikins novekedésgatlast-, és
nedvestomeg csokkenést detektdltunk mind a MCY-LR tartalmid nyers
kivonatokkal, mind a tisztitott MCY-LR-el tortén6 kezeléseket kovetden. A
Lemna minor esetében a kisérletekben alkalmazott MCY-LR tartalmud nyers
kivonatok 5-20 pg ml', mig a tisztitott MCY-LR 10-20 pg ml’
koncentriciétartomdnyban gatolta szignifikdnsan a novekedést (5. és 6.
abrdk). A Wolffia arrhiza nyers kivonattal torténd kezelése sordn a
hajtdsszdm érzékenyebb paraméternek bizonyult, mert mar 0,01 pg ml’
MCY-LR koncentraciéndl szignifikdns csokkenését tapasztaltuk, mig a
nedvestdmegben csak 10-20 pg ml' MCY-LR koncentriciéknal mértiink
szignifikdns gatlast. Tisztitott cianotoxinnal kezelve a W. arrhiza
tenyészeteket mind a hajtdsszamban, mind pedig a nedves tomegben
szignifikdns csokkenést 10-20 pg ml™-toxinkoncentraciéknal detektéltunk (7.
és 8. dbrdk). A maximdlis novekedésgatlas (hajtdsszdm €s nedves tomeg) a L.
minor esetében nyers kivonatos kezelés sordn 22% és 18%, a W. arrhiza-nal
45% és 42%, amig tisztitott toxin hatdsdra a L. minor-nal 65% és 60%, a W.
arrhiza esetében 54% és 58% (6. és 8. abrak).

Eredményeink hasonléak a szakirodalomban olvashaté adatokkal.
Weiss és munkatérsai (2000) a L. minor esetében, 6 napos tisztitott MCY-
RR-el torténd kezelés soran 3-5 ug ml" toxinkoncentriciéndl, a 3. napon
tapasztaltak a szignifikdns novekedésgatlast, ami a klorofill tartalom
csokkenésével is parosult. Mitrovic és munkatarsai (2005) leirtdk, hogy 10-
20 ug mlI"' MCY-LR 5 nap utdn gétolta szignifikdnsan a Lemna minor és a
Wolffia arrhiza tenyészetek novekedését. A L. minor MCY-LR-el szembeni
nagyobb érzékenységérol irtak, de szignifikdns kiilonbséget a két faj kozott
nem mértek.

A fehérjetartalom j6 paraméter olyan kulcsfolyamatok jellemzésére,
mint a szeneszcencia, emellett j6l vdlaszol a kdrnyezeti stressz-faktorokra.
Kornyezeti stressz hatdsdra, a fehérjetartalom novekedése mellett a stressz
enzimek (katalaz, SOD, POD) aktivitisanak emelkedése mérheto
(Piotrowska és mtsai. 2009). Kisérleteinkben a MCY-LR kezelt Lemna és
Woolffia novények egységnyi nedvestomegre vonatkoztatott fehérjetartalma
enyhén novekvo tendenciat mutatott. Szignifikdns fehérjetartalom novekedést
a20 g ml™ tisztitott MCY-LR-el kezelt L. minor novényekben mértiink.

A Ceratophyllum demersum tisztitott MCY-LR kezelése sordn a
hajtdshossz bizonyult az erdsebben gatolt novekedési paraméternek az
orvszdamhoz viszonyitva. A MCY-LR (0,1-10 pg ml™") szignifikdnsan gitolta
a C. demersum hajtascsics merisztéma sejtek megnyuldsat. Ez azzal
magyarazhato, hogy a kortikélis mikrotubularis rendszer reorientdlédasa, a
hajtascstiics sejtek radidlis duzzaddsa, a sejtek mitotikus aktivitdsanak
novekedése -a korai mitotikus fézisban rekedt sejtek szdmdnak magas
aranyaval-, kovetkezett be a cianotoxin hatdsara (Szigeti és mtsai. 2010). A
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2,5 ug ml™" tisztitott MCY-LR mér 56,4%-al, a 20 pg ml™ toxin koncentréci6
pedig 87,3 %-al gatolta a hajtdshossz novekedését a kezelés 16. napjan (16.
abra). A Ceratophyllum demersum tenyészetek tolerancidjat a
mikrocisztinekkel szemben Pflugmacher (2002) is bizonyitotta, 1 illetve 5 ug
I'" MCY-LR-el kezelt tenyészetei csak 3 illetve 6 hét kezelés utdn mutattak
szignifikdns novekedésgatlast. A tenyészetek fenntartdsa sordn szerzett
tapasztalataink is bizonyitottdk, hogy lassi novekedése miatt, ha csak a
novekedési paraméterekre vagyunk kivancsiak, rovidtavua tesztekben kevésbé
alkalmazhaté tesztnovény. A cianotoxinok 4ltal indukdlt enzimszintii
valtozasok elemzéséhez azonban jol alkalmazhatd képviseldje az aldmeriild
hinarnovény kozosségeknek (Pflugmacher 2002, 2004).

Irodalmi adatok bizonyitjdk, hogy a MCY bejut a névény szdveteibe,
és biotranszformdacidja sordn reaktiv oxigén-gyokok (ROS) keletkeznek,
amelyek masodlagos toxikus hatdsokért is feleldssé tehetok (Pflugmacher
2004). A ROS sejtkéarosité hatdsanak kivédéséhez a Ceratophyllum sejtek
hatékony védelmi rendszert fejlesztettek ki, jol miikodé antioxidativ
enzimeik (pl. szuperoxid-dizmutdz, aszkorbinsav-peroxiddz, glutathion-
peroxiddz, -reduktdz, és -S-transzferdz) aktivitisemelkedését mérték MCY
hatdsdra (Pflugmacher 2004). MCY-LR kezelések hatdsara Mitrovic és
munkatdrsai (2005) Lemna minor ndvényekben mértek peroxidaz (POD)
enzim aktivitisemelkedést.

A mikrocisztinek novényi protedzokra gyakorolt hatdsair6l a
nemzetkozi szakirodalomban nem taldltunk adatokat. A Novénytani
Tanszéken kordbban, mustér csirandvényekkel végzett kisérletek eredményei
azt bizonyitottdk, hogy a MCY-LR etioldlt mustér csirandvényekben a savas
protedzok aktivitisemelkedését, €és Uj enzimek megjelenését indukalta
(Helgert 2003, M-Hamvas és mtsai. 2004). A Lemnaceae fajok esetében a
kontroll és a MCY-LR-el (nyers kivonat és tisztitott toxin) kezelt
novényekben azonos protedz enzimek jelentek meg, azonban a kezelések
hatdsdra aktivitdsaik eltérOnek bizonyultak, novekvé és csokkend
tendencidkat egyarant mértiink, sot 4j enzimek megjelenését is detektaltuk.

A Lemna minor savas pH-n inkubalt zselatindz-géljein a MCY-LR
tartalmu nyers extraktummal, valamint a tisztitott toxinnal torténd kezelések
az Osszprotedz aktivitds novekedését eredményezték. A tisztitott MCY-LR
hatdsédra 0j izoenzim megjelenését is detektaltuk (LmP26), amely aktivitdsa a
toxinkoncentracié fiiggvényében noétt. A tisztitott toxin ugyan novelte a
bazikus protedzok Osszaktivitdsit, azonban a nyers extraktum hatdsédra enyhe
csokkenésiiket mértiink. Uj enzimek megjelenését a nyers és tisztitott toxinos
kezelés ligos pH-n nem indukélta (10., 11. dbrdk; 2. tablazat). A Wolffia
arrhiza esetében mind a MCY-LR tartalmu nyers extraktummal, mind pedig
a tisztitott toxinnal torténd kezelések az 0sszprotedz aktivitdsok novekedését
eredményezték. A MCY-LR yjabb, a kontrollban nem detektélt izoenzimeket
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is indukalt (12., 13. abrdk; 3. tdblazat: WaP84 és WaP36). A Ceratophyllum
demersum esetében a citoldgiai vizsgdlatokkal Osszhangban (Szigeti és
mtsai. 2010) az enzimoldgiai vizsgdlatokhoz is a kezelések 5. napjan
készitettiink a novényekbdl nyers fehérjekivonatokat. A tisztitott MCY-LR-el
torténd kezelésekor csak savas protedz izoenzimeket detektdltunk a zselatin
tartalmi géleken. A protedzok Osszaktivitisa a cianotoxin hatdsdra
novekedést mutatott a CdP87 és CdP80 indukcidjanak kovetkeztében (17.
abra, 5. tdbldzat). Eredményeink megerdsitették kordbbi tapasztalatainkat,
hogy a MCY-LR els6sorban a lebonté folyamatokban kulcsfontossagu savas
protedzok miikodését befolydsolja, emelve aktivitasukat (Vierstra 1996). A
nyers kivonat kiillonb6zd vegyiiletei nem csak kozvetve, hanem kozvetlen
modon is befolydsolhatjdk a protedzok miikodését, ugyanis protedzgitld
peptideket is azonositottak a nyers cianobaktérium kivonatok vegyiiletei
kozott, bar ezek in vivo hatdsa hajtdsos novényekre még nem ismert (Ghosh
és mtsai. 2008). Nyers kivonatok daltal kivaltott protedz aktivitas
csOkkenéseket csak a L. minor kivonatokban detektaltunk (2. tablazat).

A MCY-LR novényi nukledzokra gyakorolt hatdsairél kevés adat 4ll
rendelkezésiinkre (Romanowska-Duda és Tarczynska 2002, M-Hamvas és
mtsai. 2003). A vizinovények koziil a Spirodela oligorrhiza RN-4az aktivitasat
vizsgaltdk, és azt tapasztaltdk, hogy 0,2 ug ml" MCY-LR hatésdra a kezelés
7. napjan, az egységnyi nedves tomegre vonatkoztatott RN-dz aktivitds
szignifikdns novekedést mutat (Romanowska-Duda és Tarczynska 2002).
Mustér csiranovényeknél azt tapasztaltdk, hogy az 50%-os novekedésgatlast
eldidéz6 MCY-LR a mustar csirandvények egységnyi fehérjetartalomra
megadott (specifikus) ssDN-4z aktivitdsat emelte, de az ennél nagyobb ddzis
mar a sejtek pusztuldsa miatt (nekrdzis jelensége) az enzimek aktivitdsanak a
csokkenését okozta (M-Hamvas és mtsai. 2003). Azt sem szabad figyelmen
kiviil hagyni, hogy a ndvényi sejtekben mérhetd nukledz aktivitds a ndvények
egyedfejlodése sordan is véltozik (M-Hamvas és mtsai. 2000), ami a
vegetativan szaporodd tenyészeteinkben is okozott enzimmintdzat
kiillonbségeket. A L. minor esetében a nukledzok Osszaktivitisaban a MCY-
LR tartalmu nyers kivonattal torténo kezelés emelkedést (a legszembet{inobb
az LmD26 aktivitisemelkedése) és két 1Uj enzim (LmD89, LmD79)
megjelenését  indukdlta, mig a  tisztitott = MCY-LR  (LmD26
aktivitasemelkedése ellenére) az Osszaktivitisban csokkenést okozott (0,01-
20 ug ml''; 14. dbra). A kezelésekre érzékenyebb W. arrhiza esetében a nyers
extraktummal torténd kezelések a nukledz aktivitisok 1 pg ml’
koncentraciéndl bekdvetkezé emelkedését, majd csokkenését (2,5-20 pg ml™)
indukaltdk. A tisztitott MCY-LR hatdsdra mar 1 pg ml" feletti cianotoxin
hatasara az Ossznukleaz aktivitds csOkkenését detektaltuk, de a csokkenés
mértéke max. 15%-os volt (15. dbra). A Lemnaceae fajokkal szemben a

52



tisztitott MCY-LR a C. demersum ssDN-dz enzimeinek az aktivitdst is
novelte (18. abra).

Mind a MCY-LR tartalmi nyers kivonattal, mind pedig a tisztitott
MCY-LR-el tortén6 kezelések hatdsdara az altalunk vizsgélt vizindvényfajok
protedz és nukledz enzimeinek mintdzat- és aktivitasbeli valtozasai, valamint
a cianotoxin indukdlta 4j enzimek megjelenése a szakirodalomra nézve 1j
eredményekkel szolgal.

4.1.3. A nukleiz enzimek aktivitasanak valtozasa a
mikrocisztin-LR  kezelt  Phragmites  australis  (nad)
novényekben

A Mithé és munkatarsai (2000) altal kidolgozott in vitro nad kallusz
tenyészetbol regenerdlt ,,mini nddnovények™ érzékenyen reagéltak a MCY-
LR kezelésekre, a cianotoxin novekedésgatldst, szovettani és citoldgiai
eltéréseket indukalt (Mathé és mtsai. 2007, 2009). Kisérleteink soran a
strukturdlis eltérések hatterében all6 biokémiai valtozasokat elemeztiik a
szimplaszald-, és duplaszdli DNS-t hasité nukledzok vizsgédlatival a
novények hajtas-, és gyokérkivonataiban.
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6. Tablazat A MCY-LR hatasa Phragmites australis novényekbol detektalt DN-az izoenzimek aktivitasara.

aktivitds nincs

izoenzim molel((lzlll)z:)o meg eléfordulas a kontrollban és aktivitasuk MCY-LR hatisa a nukleaz aktivitasokra
ssDN-dz aktivitds a 10 napos hajtdsok és gyokerek | az ssDN-4z aktivitds valtozatlan marad a hajtdsban, dtmeneti
PaD53 53-56 esetében; dsDN-dz aktivitdsa az 5 napos hajtdsok | csokkenés a gyokérben; a ds DN-4z aktivitds gyenge, de dtmeneti
és gyokerek esetében novekedés tapasztalhat6 a hajtasok és gyokerek esetében
csak ssDN-4z aktivitds a 10 napos hajtdsok és | az ssDN-dz aktivitds véltozatlan maradt a hajtdsban és a
PaD44 44 " X s
gyokerek esetében gyokérben
ssDN-dz aktivitds 20 napos, és kis dsDN-dz | az ssDN-dz aktivitds csokken, dsDN-dz aktivitds nem
PaD42 42 L « g N
aktivitds 5 napos gyokereknél szignifikdns
ssDN-dz aktivitds 5 napos hajtdsok és gyokerek | 5 napos kezelés: dtmeneti novekedés a hajtdsokndl és
esetében, 10-20 napos gyokereknél (gyenge | gyokereknél; 10 napos kezelés: dtmeneti novekedés a
PaD38 38-41 aktivitds a hajtdsokban), dsDN4z aktivitds nincs gyokereknél; 20 napos kezelés: csokkenés a gyokereknél; 10-20
napos kezelés sordn a hajtdsokban az aktivitds-védltozdsok nem
szignifikdnsak
ssDN-4z aktivitds a hajtdsok és gyokerek esetében | 5 napos kezelésnél ssDN-4z aktivitds-novekedés a hajtdsokban és
minden idépontban, dsDN-4z aktivitds a 10 napos | gyokerekben; 10 napndl: dtmeneti novekedés a gyokerekben, a
37 37-39 hajtasoknal és gyokereknél hajtdsokndl nem szignifikdns; 20 napos kezelés sordn dtmeneti
Pab ) novekedés a hajtdsokndl, novekedés a gyokereknél. dsDN-dz
aktivitds csokkenés a hajtdsokban, 10 napos kezelésnél novekedés
a gyokereknél
ssDN-4z aktivitds 5-10 napos hajtdsok és gyokerek | gyenge ssDN-4z aktivitds-novekedés hajtdsban és gyokérben 5
és 20 napos gyokerek esetében, gyenge dsDN-dz | napos kezelés esetében; 10 napndl: aktivitds csokkenés a
aktivitds 5 napos hatdsokndl és gyokereknél hajtasokban, az aktivitds véltozatlan maradt a gyokerekben; 20
PaD35 35-38 napos kezelésnél: atmeneti novekedés a gyokerekben. dsDN-dz
aktivitds: gyenge aktivitds, novekedés a hajtdsokban, dtmeneti
novekedés a gyokerekben
ssDN-dz aktivitds 5 napos gyokereknél, 10-20 | ssDN-4z aktivitds-novekedés a gyokerekben 5 napos kezelést
Pan28 28-32 napos hajtdsok és gyokerek esetében, dsDN-dz | kovetden, dtmeneti novekedés a hajtdsokban és gyokerekben 10

napos kezelésnél; 20 naposndl: dtmeneti ndvekedés a hajtdsokban
és csokkenés a gyokerekben
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4.1.3.1. A kontroll Phragmites australis n6vények nukleaz enzimei

Az 5, 10 és 20 napos kontroll ndd (Phragmites australis) ndvények
hajtdsaibdl és  gyokereikbdl karakterisztikus DN-dz  izoenzimeket
detektaltunk. Az enzimek molekulatomege 31-55 kDa molekulatomeg kozzé
esett, jelolésiik PaD53-t6l PaD28-ig (6. tablazat) tortént. A tobbszor ismételt
kisérletek Osszes aktivitds géljeinek elemzése és kiértékelése alapjan azt
tapasztaltuk, hogy az PaD53 és PaD38-PaD28 izoenzimek (6. tdblazat) a
legkarakterisztikusabbak, jol reprodukalhatok, és a MCY-LR kezelések soran
valtoz6 aktivitdssal megjelend enzimek.

Az ssDNS-t tartalmaz6 gélekben 5 napos kontroll hajtdsokndl PaD38-
PaD35, a kontroll gyokereknél PaD38-PaD28 jelzésti nukledz izoenzimeket
detektaltunk. A PaD35 jelzésli enzim mutatta a legnagyobb ssDNdaz aktivitast
mindkét szervben (19. a dbra). A PaD28 izoenzim csak a gyokérben volt
detektalhaté (19. a, d abrak). Altalzinosségban a dsDN-az aktivitas
alacsonynak bizonyult. A dsDNS tartalmu gélekben a PaD53 és PaD35 jelzésii
izoenzimeket mindkét szervben, mig a PaD42 enzimet csak a gyokérben
detektaltuk (22. a dbra).

A 10 napos hajtasokban és gyokerekben az ssDNS tartalmu géleken
PaD53, PaD44, PaD38, PaD37, PaD35, PaD28 jelzésti ssDN-4z izoenzimek
aktivitasait detektdltuk (20. a 4bra). A legkarakterisztikusabb izoenzim a
PaD35 maradt mindkét szervben (20. a dbra). A hajtdsban a PaD53 és PaD37
enzimeknek jol kimutathaté dsDN-4z aktivitdsuk volt, mig a gyokérben csak
a PaD37 enzim jelent meg (22. ¢ dbra). A PaD35 jeli enzim csak 120 6ra
inkubdélds utdn jelent meg a nativ DNS-t tartalmaz6 aktivitas géleken (dsDN-
az aktivitas, 22. ¢’ abra).

20 nap utdn a hajtdsokban csak a PaD38, PaD36 és PaD28 enzimek
ssDN-4z aktivitdsa volt detektdlhaté, mig a gyokerekben PaD42 és PaD35
sdvjai is megjelentek (21. a, ¢, d dbrdk). A hajtdsokban a
legkarakterisztikusabb izoenzimek a PaD37 és PaD28, a gyokerekben a PaD38
és PaD35 (21. a édbra). Ezek az izoenzimek az aktivitds gélek 24 Ords
inkubdldsa utdn nem mutattak dsDN-az aktivitast (22. e dbra), csak nagyon
hosszu inkubdlési id6 utdn (168h) valtak gyengén lathatova a PaD53 és PaD35
savok (22. e’ dbra). A PaD53 esetében a protein kis koncentraciéban vald
jelenléte okozhatta az alacsony aktivitdst, hiszen az ssDN-4z géleken sem
detektalhatd a 24 6ras inkubalast kovetoen (21. a abra). Ezzel szemben PaD35
jelenlétét a mintdban az ssDN-4z géleken mutatott magas aktivitds bizonyitja
(21. a 4bra). Az alacsony dsDN-4dz aktivitds hatterében az enzim szubsztrat
preferencidja vagy egyéb, az enzimaktivitast befolyasol6 tényezok (ionigény,
homérséklet stb.) allhatnak.

A nad novényeknek tehat jol detektalhaté nukledz mintdzata van, amely kor-
és szervfiiggd. A szervek ssDN-dz aktivitdsaban a legnagyobb kiilonbség a
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kezelések kezdetétdl szamitott 20. napon detektdlhatd: a hajtdsokban csak a
PaD37 és PaD28 izoenzimek mutattak magas aktivitdst, mig a gyokerekben az
ssDN-4z aktivitdsok dltaldnossdgban magasabbak voltak, mint a hajtdsokban
(21. 4bra). Hasonloképpen Lesniewicz és munkatédrsai (2010) is kiillénbdzd
nukledz izoenzim mintdzatokat taldltak a karfiol csirandvények kiilléonbozo
szerveiben. ,,Kor-fiiggd” valtozdsokat lathattunk a nad gyokerekben, de ezt a
hajtasokndl is megfigyelhetjilk, ahol az aktivitds-géleken a legtobb
izoenzimet 10 napos novényeknél detektaltuk. A nukledzok mintazatdban, a
novénykultirdk életkoratdl fiiggd valtozdasokat buza leveleiben is leirtak
(Blank és McKeon 1989).

4.1.3.2. A mikrocisztin-LR hatasa a Phragmites australis nukleaz
izoenzimeinek aktivitasaira

A MCY-LR kezelés hatdsait a P. australis ssDN-4z és dsDN-4z enzimeinek
aktivitdsaira a 6. tdblazat foglalja 6ssze.

Az 5 napos MCY-LR kezelések az ssDN-dz izoenzimek
aktivitdsainak a novekedését indukaltdk a hajtdsokban és a gyokerekben
egyarant. A legmagasabb aktivitdsokat a nagyobb koncentraciéknal
detektaltuk (5-20 pg ml™, 19. b 4bra).

A hajtdsokban, a MCY-LR kezelések hatdsara enyhe novekedést
mértiink a kontrollokban is miikod6 izoenzimek aktivitisaban (19. ¢ dbra). A
gyokerek esetében, az PaD37-PaD28 jelli ssDN-dz izoenzimek mutattak
aktivitds novekedést cianotoxin jelenlétében (19. d dbra). A legmagasabb
aktivitds emelkedést a PaD28 izoenzim esetében, 20 pg ml' MCY-LR
kezelésnél mérhettiik. A MCY-LR a hajtdsokban indukdlta a dsDN-dz
enzimek Osszaktivitisanak emelkedését (22. b abra). Ez az emelkedés a
gyokerekben dtmenetinek bizonyult. A legmagasabb aktivitdst 1 pug ml’
MCY-LR kezelésnél detektdltuk. Magasabb cianotoxin koncentraciéknal a
dsDN-éz aktivitds csokken, de még folotte marad a kontroll értéknek (22. b
abra).
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19. abra Mikrocisztin-LR Kkezelés hatasa a P. australis tengelyszerveinek ssDNaz enzim
mintazatara a kezelés 5. napjan.

(a) A hajtds és a gyokér kivonatok izoenzim-mintdzatai 10%-os SDS-poliakrilamid
aktivitdsi géleken. A nagybetiik jelzik a detektdlt izoenzimeket, a szdmok mutatjdk a
kezelések sordn alkalmazott MCY-LR koncentracidkat. (b)) MCY-LR hatdsa a gyokér és
hajtas kivonatainak ssDN-4z enzimek Osszaktivtdsdra. (¢) MCY-LR hatdsa a hajtds PaD38-
PaD35 izoenzimeinek aktivitdsara. (d) MCY-LR hatdsa a gyokér PaD38-PaD28 izoenzimeinek
aktivitasara.

10 napos cianotoxin kezelésnél a MCY-LR gatolta az ssDN-azok
aktivitdsdt a hajtdsokban. A gyokerekben az aktivitdsok valtozatlanok
maradtak, és csak 0,5 pg ml' MCY-LR indukalt kismértékii aktivitds-
novekedést (20. b 4bra).

A MCY-LR gitolta a dsDN-4z enzimek aktivitdsat a hajtdsokban, és
lathatéan novelte a gyokerekben (22 c, d dbrdk). A dsDNS-t tartalmazé
géleken detektalt Osszaktivitds valtozasokat foként a PaD37 jelzésli izoenzim
aktivitasvaltozasai hatdrozzdk meg (22. ¢ dbra). Hosszu inkubdldst kovetden
azt taldltuk, hogy az 1-20 pg mlI"' MCY-LR-el torténd kezelések hatdsara nott
a PaD35 jelzésli izoenzim aktivitdsa (22. ¢’ dbra).
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20. abra Mikrocisztin-LR kezelés hatasa a P. australis tengelyszerveinek ssDNaz enzim
mintazatara a kezelés 10. napjan.

(a) A hajtas és a gyokér kivonatok izoenzim-mintdzata 10%-os SDS-poliakrilamid aktivitasd
géleken. A nagybetlik jelzik a detektdlt izoenzimeket, a szimok mutatjdk a kezelések sordn
alkalmazott MCY-LR koncentracidkat. (b)) MCY-LR hatdsa a gyokér és hajtas kivonatainak
ssDN-dz enzimek Osszaktivtdsdra. (¢) MCY-LR hatdsa a hajtds PaD38-PaD28 izoenzimeinek
aktivitdsara. (d) MCY-LR hatasa a gyokér PaD38-PaD28 izoenzimeinek aktivitasara.

20 napos MCY-LR kezelést kovetden az Ossz-ssDN-dz aktivitds
gétolva volt a hajtdsokban, kivéve 10 pg ml”" MCY-LR koncentraciénal, ami
atmeneti novekedést indukalt (21. a, b abrak).

A gyokereknél 1-20 ug ml"' MCY-LR-el torténé kezelés gatolta az
ssDN-az izoenzimek aktivitasat (21. a, b abrak). Ezen aktivitas-valtozasokért
a PaD38, PaD37, PaD35 és PaD28 izoenzimek voltak feleldsek (21. d 4bra).

Noha a 10 napos MCY-LR kezelések gétoltdk a dsDN-4z izoenzimek
aktivitasat a hajtdsokban és emelte a gyokerekben, de ezek a valtozasok csak
hosszd inkubalasi 1id6 utan voltak kimutathatéak (22. e’ abra). 24 O6ras
inkubalast kdvetden nem detektaltunk dsDN-4z aktivitdst a 20 napos kontroll
és cianotoxinnal kezelt novényeknél (22. e dbra).

58



=
B
4 5190k )
* E 120 — i
hajriz gvikér mf_ o | = grair
mo ek = . =g
o065 1 5 102 0 o5 1 5 v 20 -E E |_:
PaD W 20 =0 i
zw T E i
42 45 kD :.d] g
£ | W o
g '} " o ¥
- - 47 kDa ] E a0
«24 kD
. E b
<] !
& 0 05 1 5 W0 I
= MCT-LE { g ml)
IO R 141 1]
= = d wmm PaDGE
E &oo ' E 2500 = Pabs7
ol — P33 20 = Pa0ds
i == Pal3T -8 % 2000 == PaDs
N 600 PaD2s o
a =
iz g8 10
CE 400 ==
= Lo =0 loeD
m == S ‘m ey
n =]
B J .:I g 500
-} =4
o . Y - ol—
¢ o5 1 e o5 1 5 10 10
MCY-LE (gl

MCY.LE [z ml)

21. abra Mikrocisztin-LR kezelés hatasa a P. australis tengelyszerveinek ssDNaz enzim
mintazatara a kezelés 20. napjan.

(a) A hajtas és a gyokér kivonatok izoenzim-mintdzata 10%-os SDS-poliakrilamid aktivitdsd
géleken. A nagybetlik jelzik a detektdlt izoenzimeket, a szimok mutatjdk a kezelések sordn
alkalmazott MCY-LR koncentracidkat. (b)) MCY-LR hatdsa a gyokér és hajtas kivonatainak
ssDN-dz enzimek Osszaktivitdsdra. (¢) MCY-LR hatdsa a hajtds PaD38, PaD37 és PaD28
izoenzimeinek aktivitdsara. (d) MCY-LR hatdsa a gyokér PaD38-PaD28 izoenzimeinek
aktivitdsara.
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22. abra A mikrocisztin-LR kezelés id6-, és koncentracio-fiiggé hatasa a P. australis
tengelyszerveinek dsDN-az izoenzim mintazatara.

(a) MCY-LR-el kezelt novények hajtas és a gyokér kivonatai 10%-os SDS-poliakrilamid
aktivitdsi géleken, 5 napos kezelés utdn. A gélek inkubdldsa 24 6ran at, Tris-HCI (pH 6,8)
pufferben tortént. A nagybetiik jelzik a detektdlt izoenzimeket, a szdmok mutatjdk a
kezelések sordn alkalmazott MCY-LR koncentricidkat. (b) Az 5 napos MCY-LR kezelés
hatdsa a hajtas és gyokér dsDN-4z enzimek Osszaktivitdsdra 24 6rds inkubdlds utdn. (c és c’)
MCY-LR-el kezelt novények hajtds és a gyokér kivonatai 10%-os SDS-poliakrilamid
aktivitdsu géleken, 10 napos kezelés utan (c: 24h inkubdlds; ¢’: 120h inkubalés). (d) A 10
napos MCY-LR kezelés hatdsa a hajtas és gyokér dsDN-dz enzimek Osszaktivitdsara 24 6rds
inkubdlas utdn. (e és e’) MCY-LR-el kezelt novények hajtds és a gyokér kivonatai 10%-os
SDS-poliakrilamid aktivitdsi géleken, 20 napos kezelés utdn (e: 24h inkubdlds; e’: 168h
inkubdlas).

Osszegezve a nad nukleiaz izoenzimekre  vonatkozé
eredményeinket elmondhat6, hogy a MCY-LR hatdsa a nukledz izoenzimek
aktivitdsara ,.kor-és szerv’-fiiggd. Igy példaul a 10 napos kezelésnél, az
ssDN-dz izoenzimek aktivitdsa altaldnossdgban géitolva volt a hajtdsokban,
azonban a gyokerekben véltozatlan maradt (20. dbra). ,,Szerv-fliggd” stressz
védlaszokrol olvashatunk Sivok és munkatarsai (1977) egy kordbbi
tanulmdanydaban, ahol leirtdk, hogy az abszcizinsav buza levelekben novelte a

60



nukledzok aktivitdsit, de a gyokerekben nem tortént véltozds. Ujabb
tanulmdnyokban ezt a véltozdst mutatta a szdrazsagstressz, amely novelte a
kiilonb6zé nukledz izoenzimek  aktivitdsdt karfiol csiranovények
kotiledonjaiban és leveleiben (Lesniewicz és mtsai. 2010). Az eltérd MCY-
LR koncentraciok magyarazhatjdk a ndd kiilonb6zoé szerveinek (hajtas,
gyokér) vilaszait, amit Pflugmacher és munkatédrsai (2001) is bemutattak.
MCY-LR jelenlétében a ndd gyokér novekedése érzékenyebbnek bizonyult,
mint a hajtds novekedése (Mathé ¢&és mtsai. 2007). A véltozdsok
Osszefiiggésben vannak a MCY-LR kezelések iddtartalmaval is. Rovid, 5
napos kezelési idOben az ssDN-dz aktivitdsok emelkedtek. 10 napos kezelés
sordn a hajtasban csokkentek, a gyokérben nem véltoztak az aktivitdsok. A
20. napon gatl6 hatast figyelhettiink meg mind a két szervben.

Valamennyi nukledz izoenzim aktivitdsanak valtozdsa a MCY-LR
hatdsdra, a gélek 24 6rds inkubaldsit kovetden kovetkezett be. A kontroll
mintdk nukledz izoenzim mitdzatdhoz viszonyitva néhdny enzim csak a
MCY-LR kezelések sordan volt detektdlhatd. Azt taldltuk, hogy a PaD38-
PaD28 jelolésli izoenzimek a legérdekesebbek, amelyek aktivitds valtozasai
Osszefiiggésben vannak a MCY-LR jelenlétével. A legtobb nukledz enzim
molekulatomege 31 és 54 kDa kozé esik (Wilson 1975, Wood €s mtsai.
1998). A 28-32 kDa izoenzim (PaD28 jelzésii), amely csak ssDN-4z izoenzim
aktivitdst mutatott, Osszehasonlithaté az arpa 31 kDa molekulatomegi
izoenzimével (Yen és Baenziger 1993). Az dltalunk detektdlt PaD35 izoenzim
(35-38 kDa) pedig az arpa levél szeneszcencidja sordn indukalédott 36,5 kDa
molekulatomegii nukledz enzimmel vethetd 6ssze (Wood és mtsai. 1998). A
PaD35 izoenzim aktivitds-emelkedést mutatott rovid iddtartalmi MCY-LR
kezelés hatdsara (19. dbra). Ezen adatok alapjan az altalunk detektélt 35-38
kDa molekulatomegii nukledz izoenzimek biotikus és abiotikus stresszek altal
indukalhatok. Azonban, a kiilonb6z6 fajok nukledz izoenzimeinek egymassal
torténd Osszehasonlitasat koriiltekintéen kell kezelni, mert a kiilonbozo
modszerek alkalmazdsa félrevezetd eredményekhez vezethetnek. Szdmos
novényi nukledz glikoprotein természetli, vannak, amelyek tobb polipeptid
lancbdl is éallnak, ezért a lehetséges enzimatikus aktivitdssal rendelkezd
proteolitikus hasitdsi termékeik tovabbi pontatlansdgokat okozhatnak az
aktivitasi gélek mintdzatainak az Osszehasonlitdsdban. A 38-41 kDa
molekulatomegii PaD38 jelzésli izoenzim (6. tdbldzat) Osszevethetd a Zinnia-
ban trachea differencidlédéds sordan detektdlt ZEN1 nukledz enzimmel, amely
a 40-43 kDa molekulatomegli nukledz enzim csalddhoz tartozik (Aoyagi és
mtsai. 1998). Azonban, a Zinnia nukledza eltérd tulajdonsagu, mint a PaD38
jelii izoenzimek, mivel az egy Zn®* fiiggd S1-tipusi nukledz (Aoyagi és
mtsai. 1998).

A vizsgalt rendszerben figyelemreméltdé a 37-39 kDa molekulatomegl
(PaD37) izoenzim természete. 10 napos novénykultirdban detektdlhaté a
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PaD37 jeli enzim dsDN-4z aktivitdsa, mig az 5 ¢és 20 napos
novénykultirdknal az enzim aktivitdsa nem volt kimutathat6. A hajtdsokban a
MCY-LR gatolta a PaD37 izoenzim dsDN-dz aktivitdsat, amig a gyokerekben
a magas cianotoxin koncentraciéknal (10-20 pg ml™) nétt az enzim (PaD37)
aktivitasa (22. c¢, d abrak). Ezzel szemben a PaD37 izoenzim ssDN-az
aktivitdsa a hajtdsban alacsonynak bizonyult, és &dtmeneti nodvekedést
lathattunk a gyokérben 10 napos MCY-LR kezelés hatdsara (20. dbra). Az ss-
és dsDN-az aktivitasaiban detektdlhato kiilonbségeket okozhatjak a MCY-LR
indukalta indirekt valtozdsok az enzim aktiv centrumanak komformacidjaban.
Ez azonban nem magyardzza a MCY-LR ellentétes hatdsait a gyokerekben és
a hajtdsokban. Habar a PaD37 (37-39 kDa) izoenzim molekulatémege hasonlé
a buza leveleinek nukledz (Blank és McKeon 1989) és az Arabidopsis-bol
izolélt 38 kDa molekulatomegii glikoprotein természetli enzimeihez (Pérez-
Amador és mtsai 2000), mégis kolonbozik ezektdl az enzimektdl, mert a buza
és az Arabidopsis enzimek nem mutattak dsDN-4dz aktivitast.

A cianotoxin kezelések eredményei alapjan megéllapihaté, hogy a
MCY-LR képes megvatoztatni a ndd nukledz izoenzimeinek aktivitdsat.
Ennek magyardzatit a szoban forgd izoenzimeket kodolé gének azonositisa
utdn, azok expresszid valtozdsa alapjan lehet eldonteni.

Ismert, hogy a DNS javitisidban és a sejthalalban részt vevo
nukledzok aktivitidsdnak emelkedése kiséri az oxidativ stressz indukalta DNS
sériilléseket (Lloyd és Linn 1993, Stein és Hansen 1999). Kiilonb6z0
novények nukledz enzimeirdl tudott, hogy részt vesznek a programozott
sejthaldl szabdlyozasdban. Tipikus példdk a Zinnia-ban a trachea elemek
differencidlodasa sordn létrejové ZEN1, ZEN2 és ZEN3 gének génterméke
(Pérez-Amador és mtsai. 2000). A mikrocisztinek hatdsdra bekovetkezd
oxidativ stressz jol dokumentdlhaté a vizi makrofitonokban és a modell
novényi rendszerekben (Chen ¢és mitsai. 2004, Yin és mtsai. 2005,
Pflugmacher €s mtsai. 2007). Kordbbi eredményeink bizonyitottdk, hogy az
MCY-LR mustar novényekben az ssDN-4zok aktivitdsdnak a novekedését
idézi el6 (M-Hamvas és mtsai. 2003). A Phragmites australis novényekben
MCY-LR indukélta peroxiddz-aktivitds novekedés detektdlhaté (Molndr és
mtsai. 2000). Jelen eredményeink bizonyitjdk, hogy az ssDN-4z és dsDN-dz
aktivitdsokban is valtozasok detektalhatok (Jambrik és mtsai. 2011). Oxidativ
stressz soran az ssDN-4z aktivitdsok cianotoxin indukalt véaltozésai a sejthalal
mechanizmusok és a DNS javitds folyamatinak a kezdetére figyelmeztet.
Kiilonbozd nukledzok aktivitdsa rovid cianotoxin kezelési 1dd alatt
megemelkedik, ezzel parhuzamosan kromatinkondenzécié jatszédik le
(Mathé és mtsai. 2009). A hosszitavu (20 napos) kezelések hatdsét a nukledz
enzimek aktivitdsara (21. 4bra, 6. tdblazat) magyarazhatjuk a MCY-LR
hatdsdra indukélt sejthaléllal vagy nekrézissal, amit Mathé és mtsai. (2007)
szovettani metszetekkel/adatokkal bizonyitottak. A MCY-LR-r6l bizonyitott,
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hogy kiilonb6z6 allati sejtekben DNS 1étra kialakuldsét idézi el6 (McDermott
és mtsai. 1998, Mankiewicz és mtsai. 2001). A kezelések soran a P. australis
novényekben kromatin kondenzdciét tapasztaltunk, de DNS I1étrat nem
lattunk (nem kozolt eredmények). Méthé és munkatérsai (2009) leirtdk, hogy
a MCY-LR kezelt P. australis gyokerekben gatolt az 1 és 2A tipusd protein
foszfatdzok aktivitdsa, ami ahhoz vezethet, hogy megvaltozik a sejtek
struktirdja és funkci6ja. A MCY-LR a nadnovényekben d4ltalanos
stresszvalaszokat indukdl, ugymint; a sejtfalak lignifikdcidja, kromatin
kondenzacié, enzimatikus aktivitds-valtozdsok, végiill a mikrotubuldris
rendszer depolimerizacidja, sejthaldl, nekrézis (Mathé és mtsai. 2007, 2009,
nem kozolt eredmények). Vildgosan lathattuk, hogy a nad gyokerekben a
mikrotubuldris depolimerizaci6 kozvetleniil 6sszefiigg a MCY-LR altal gatolt
protein defoszforilaciéval (Mathé és mtsai. 2009).

Eddig nem ismert olyan szakirodalmi adat, amely arra utalna, hogy a
nukledzok és protedzok miikodésének szabdlyozdsaban a fehérje foszforilacid
és defoszforilacié szerepet jitszana. A P. australis-on végzett sokrétii
megfigyelések eredményeinek alapjan azt mondhatjuk, hogy a MCY-LR,
mint protein-foszfatdz gatldé nem kozvetleniil befolydsolja a nukledzok
aktivitdsdt, de ugyanakkor a MCY-LR, mint protein-foszfatiz gatlod
befolydsolhat olyan szignal transzdukcidés utvonalakat, amelyek tobbek
kozott a hidroldzok miikodését is befolydsoljak.

4.2. A cilindrospermopszin hatasainak vizsgalata a Kisérleti
novényekben

A mikrocisztinekkel szemben a cilindrospermopszinok névényekre gyakorolt
hatdsairdl joval kevesebb adat éll rendelkezésiinkre. ElsOként kutatéink irtdk
le, hogy a novények novekedését gatlé hatdssal rendelkezd toxinrdl van szé
(Vasas és mtsai. 2002). A CYN-vizinovények lehetséges kapcsolataira
vonatkozé  kisérletek a Hydrilla verticillata, Phragmites australis,
Ceratophyllum demersum, Lemna minor, Wolffia arrhiza fajok bevonasaval
csupan néhdny éve kezdddtek. Ezért axenikus novényi tesztrendszereink és a
MCY-LR vizsgélatok tapasztalaitainak felhasznaldsdval célul tiiztiik ki, hogy
a CYN altal kivaltott novényi stresszvalaszok elemzésével Uj adatokkal
szolgaljunk a CYN hatdsmechanizmusdra vonatkozoéan.
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4.2.1. A cilindrospermopszin novekedésgatlé hatasa

Kisérleteinkben a tdpoldatokhoz adagolt Aphanizomenon ovalisporum
tenyészet liofilizaitumdbdl késziilt CYN tartalmi extraktum, valamint a
tisztitott CYN toxikus hatdsait vizsgéltuk a Lemna minor és a Wolffia arrhiza
vizindvényeknél. Megallapitottuk, hogy a kezelések soran alkalmazott
cianotoxin képes befolydsolni a vizinovények novekedését, szaporodasat.

A tesztnovények érzékenysége a cilindrospermopszint termeld
cianobaktérium nyers kivonatdval szemben jol Osszevethetd volt a tisztitott
CYN dltal kifejtett hatdssal. Mind a CYN tatalmu nyers kivonat, mind a tiszta
CYN a L. minor és a W. arrhiza novekedésgatlasat okozta. A kisérletek 5.
napjan a nedves tomegben ¢és a hajtdsszdmban egyardnt szignifikdns
csokkenést figyeltiink meg. Nem volt jelentds kiilonbség a nyers kivonat és a
tisztitott cianotoxin novekedésgatld hatdsai kozott (23. és 24. dbrak).

A Lemna minor esetében a nyers kivonat €s a tisztitott toxin 1-20 ug
ml" koncentraciéknal a névekedésben szignifikdns csokkenést okozott, amit
a hajtadsszam eredményei mutatnak (23. a-c dbrak).

&3

a N b C

23. abra Cilindrospermopszin hatasa a Lemna minor novekedésére (a-c) a kezelés 5.
napjan.

(a) 20 pg ml" CYN tartalmd nyers kivonattal kezelt novények, (b) kontroll novények, (c)
tisztitott CYN-nel (20 ug ml") kezelt novények. Lépték: 1 cm
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24, abra CYN kezelés hatasa a Lemna minor hajtasszam- (a) és nedvestomeg-
valtozasara (b) a kezelés 5. napjan.

Szignifikdns véltozdsok a kontrollok és a kezeltek kozott. *p<0,05; **p<0,01 és
**%p<0,001
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A tisztitott cianotoxinnal torténd kezelés sordn ezt a szignifikans csokkenést
mér 0,01 pg ml™ cianotoxin koncentraciétél tapasztalhattuk (24. a dbra). A L.
minor nedves tomege kevésbé érzékeny paraméternek bizonyult a
hajtasszammal szemben (24. b abra). A nyers kivonattal torténd kezelés
szignifikdns kiillonbséget a kontroll és a CYN kezelt novények nedves tomege
kozott 10 és 20 pg ml' CYN koncentrciékndl (24. b dbra) okozott. A
tisztitott CYN a nedves tomegben szignifikans valtozdsokat indukalt 0,1; 10;
20 ug mI"" CYN koncentréciéknal (24. b dbra).

A Wolffia arrhiza CYN hatdsiara bekovetkezd novekedésgatldsit a
25. a-c és 26. abrak mutatjak be.
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25. abra Cilindrospermopszin hatasa a Wolffia arrhiza novekedésére (a-c) a kezelés 5.
napjan.

(a) 20 pg ml" CYN tartalmd nyers kivonattal kezelt novények, (b) kontroll novények, (c)
tisztitott CYN-nel (20 ug ml™) kezelt novények. Lépték: 1 cm

Abban az esetben, amikor nyers kivonatot alkalmaztunk a Wolffia
kezeléseknél, mind a hajtdsszdm, mind a nedves tomeg szignifikdnsan
csokkent 10 és 20 pg ml™" koncentrciék hatdsdra (26. a, b dbrdk). Ezzel
szemben a tisztitott CYN a hajtasszamnal mar 0,1-20 ug ml"' (26. a dbra),

nedves tomegnél 0,01-20 pug ml” (26. b dbra) koncentracicknal okozott
szignifikdns csokkenést.
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26. abra CYN kezelés hatasa a Wolffia arrhiza hajtasszam- (a) és nedvestomeg-
valtozasara (b) a kezelés 5. napjan.

Szignifikdns véltozdsok a kontrollok és a kezeltek kozott. *p<0,05; **p<0,01 és
**¥p<0,001

65



A Kkét Lemnaceae faj novekedésében kozel azonos érzékenységet
mutatott a CYN kezelésekre. A nedves tomegek alapjan példaul a 20 pg
ml”! CYN tartalmi nyers cianobaktérium kivonattal kezelt L. minor és a
W. arrhiza novekedése 60% illetve 54%-al maradt el a kontroll
értékeitol. Ezek az értékek a tisztitott CYN kezeléseknél 30% és 43%
(24. b és 26. b abrak). Hasonléo gatlasbeli aranyok mérheték a
hajtasszamok alapjan is (24. a és 26. a abrak). A CYN tartalmui A.
ovalisporum nyers kivonatok novekedésgatld hatdsa feliilmulta a tisztitott
CYN hatdsat. Analitikai méréseink alapjan a nyers toxikus kivonataink nem
tartalmaznak egyéb CYN izoformdkat (Vasas és mtsai. 2002), de egyéb
masodlagos anyagcseretermékek, Gram-negativ sejtfalanyagok ebben az
esetben is erdsithetik a toxinok kedvezotlen hatasait (4. abra).

4.2.1.1. A cilindrospermopszin kezelések hatasiara bekovetkezé
valtozasok a fehérjetartalomban

A CYN protein-szintézis gatlé a novényi és az dllati sejtekben (Froscio és
mtsai. 2003, Metcalf és mtsai. 2004, Terao és mtsai. 1994). Kisérleteinkben a
legnagyobb CYN koncentrdcié (20 pug ml™') sem okozott csdkkenést az
egységnyi nedves-tomegre vonatkoztatott fehérjetartalomban (27. dbra). Ez
azonban nem zdrja ki a de novo proteinszintézis gatldsanak lehetoségét.

A két vizindvény nedves tOmegre vonatkoztatott fehérjetartalmaban
szignifikdns kiillonbséget a L. minor esetében, a nyers kivonattal torténd
kezelés sordn 10 ug ml” toxinkoncentriciéndl tapasztaltunk (27. a dbra). A
fehérjetartalom a CYN-nel kezelt novényekben nem mutatott csokkenést,
inkdbb enyhe novekedést lathattunk mindkét vizsgalt vizindvényben (27. a, b
abrak).
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27. abra CYN kezelés hatasa a Lemna minor (a) és Wolffia arrhiza (b)
fehérjetartalmara a kezelés 5. napjan.
Szignifikans valtozdsok a kontrollok és a kezeltek kozott. *p<0,05
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4.2.1.2. A cilindrospermopszin hatiasa a proteaz izoenzimek
aktivitasara

A CYN kezelések sejtszintli valtozasokat is indukdlnak, amit a poliakrilamid-
aktivitds  géleken detektdlhaté protedz enzimmintdzat véltozdsok
bizonyitanak.

Zselatin tartalmu poliakrilamid géleken detektéltuk a tisztitott CYN,
valamint az A. ovalisporum CYN tartalmu nyers kivonatdnak a hatdsait a L.
minor és a W. arrhiza protedz izoenzimeinek az aktivitdsdra (28. és 30.
abrak). L. minor Kivonatok esetében 9 (28. b abra; 7. tablazat: LmP100-LmP32
jelolésti fehérjék), a W. arrhiza kivonatokban 8-10 zselatinbont6 fehérjesdavot
mutattunk ki (WaP94-waP41; 30. a, b, ¢, d, e, f dbrak; 8. tablazat).

A kontroll Lemna minor névények zimogramjain négy, mind a savas
(pH 5,0), mind a bazikus (pH 8,0) tartomanyban magas aktivitidst mutato
protedz sav lathat6 (28. a dbra: LmP100, LmP89, LmP83 és LmP71 jeliiek). Ez
0sszhangban van kordbbi eredményeinkkel (10. dbra). A CYN-nel torténd
kezelések ezen enzimek aktivitdsdban novekedést indukaltak. A tisztitott
CYN indukélé hatésa ,,atmeneti” volt, 0,01-1 ug ml! cianotoxin a kezelés 5.
napjan emelte az aktivitdsukat, de az ennél magasabb toxinkoncentracié mar
nem idézett eld sziginifikidns emelkedést. Ez nem zdarja ki annak a
lehetdségét, hogy a magasabb cianotoxin koncentraciéval kezelt
novényekben mar a 2. vagy 3. napon jelentkezne ezeknek az enzimeknek az
aktivitisemelkedése, ami a 4. vagy 5. napra ,lecseng”. Ezért fontos
hangsilyoznunk, hogy eredményeink a kezelés 5. napjéra jellemzd allapotot
tikkrozik. Ezeknek az enzimeknek a legnagyobb aktivitdsat a CYN tartalma,
nyers kivonattal kezelt novényeknél 20 pg ml™” koncentraciénal tapasztaltuk
(28. ¢, d, e, f abrak; 7. tablazat).

Az 50 és 70 kDa molekulatomeg mérettartomédnyba tartoz6 protedz
enzimek (LmP60 és LmP50 jeloléstiek) bdzikus koriilmények kozott nagy
aktivitdst mutattak. Savas koriilmények kozott inkubdlt géleken azt
tapasztaltuk, hogy ezeknek az izoenzimeknek az aktivitdsa a nyers kivonattal
kezelt novényekben indukalodott.

A géleket savas pH-n inkubdlva, az LmP41 és LmP35 enzimek nagy
aktivitdst mutattak a kontroll és a CYN kezelt novényekben. Ezen enzimek
érzékenyek voltak a CYN-re, kiilondsen az LmP35, amelynek aktivitdsa nott a
nyers kivonatos kezelések soran, de nem véltozott, vagy kissé csokkent a
tisztitott CYN hatdséra, aktivitdsat tehat nem a nyers kivonat CYN tartalma
serkentette. Ligos pH-n inkubdlt géleken az LmP41 és LmP35 enzimek
aktivitdsa a kontrollhoz viszonyitva nem véltozott. A CYN tartalmi nyers
Kivonattal torténo kezelés egy uj savas proteaz (LmP32) megjelenését is
indukalta (28. a, b, ¢ abrak; 7. tablazat).
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28. abra CYN Kkezelés hatasa a Lemna minor proteaz izoenzim mintazatara a kezelés 5.
napjan (pH 5,0 és pH 8,0).
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(a) a kontroll mintdk; (b) a 20 pg ml' CYN tartalmi extraktummal kezelt ndvények
karakterisztikus sdvjai 10%-os SDS-poliakrilamid aktivitds gélen (pH 5,0); (¢, d, e, f) a
kontroll és a CYN kezelt novények zselatin zimogramjai (a rémai szamok a detektalt
izoenzimeket, az arab szamok a kisérletekben alkalmazott cianotoxin koncentraciokat
jeloli, pg ml™). Egy kisérlet reprezentativ gélje.

7. Tablazat Az Aphanizomenon ovalisporum nyers (CYN tartalmi) kivonatok és a
tisztitott CYN hatasa a Lemna minor proteaz izoenzim-mintazatara.

molekula pH 5 0 pH 8,0
izoenzim tomeg nyers tisztitott nyers tisztitott
(kDa) kivonattal kontroll toxinnal kivonattal kontroll toxinnal
kezelt kezelt kezelt kezelt
LmP100 100+3 1 ++ NV ) + NV
LmP89 89+3 1 1
" 1 ooy T o 001
LmP83 83+1 1 1
" 1 o0y T o 001
LmpP71 71+2 1 1
f * oo T 001
LmP60  60+2 1 + ! NV ++ NV
LmP50  50+3 1 + ! NV ++ NV
LmpP41 41+3 NV ++ NV NV + NV
LmP35  35+2 1 ++ ! NV + NV
Lmp32 3242 1 - - - - -

+ detektdlhat6; ++ magas enzimaktivitds; - nem detektdlhatd; T CYN okozta novekedés az
enzim aktivitdsban 0,01-20 pug ml™" koncentracié tartomanyban; | CYN okozta cskkenés az
enzim aktivitasban 0,01-20 ug ml" koncentricié tartomanyban; [0,01-1] a novekedés vagy
csokkenés a 0,01-1 pg ml”' koncentrcié tartomanyban jellegzetes; NV nem valtozik a
kontrollhoz viszonyitva. A tabldzat adatai 4 gél UVI-TEC® és CpAtlas® programmal tortént
értékelésének Osszesitett eredményei.

A L. minor esetében a CYN tartalmi nyers kivonat a savas és a
bazikus protedzok Osszaktivitdsdnak szignifikans ndvekedését indukélta.
A tisztitott CYN csak bazikus koriilmények kozott, 0,01 és 0,1 pg ml!
cianotoxin koncentriciokndl indukdlt, enyhe, nem szignifikdns emelkedést,
az LmP89, LmP83 és LmP71 aktivitisemelkedésének koszonhetoen (29. a, b
abrak). Ezek az enzimek CYN hatdsdra savas pH-n inkubalt géleken is
aktivitds-emelkedést mutattak, de az LmP60, LmP50 és LmP35 egyideji
aktivitdscsokkenése az Osszprotedz aktivitds szignifikans csokkenését okozta
(29. b 4bra, 7. tdblazat).
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29. abra CYN kezelések hatasa a Lemna minor 0sszproteaz aktivitasra a kezelés 5.
napjan.

(a) pH 5,0-6n indukalédott 6sszprotedz aktivitds, (b) pH 8,0-on indukdlddott 6sszprotedz
aktivitds. Szignifikans véltozasok a kontrollok és a kezeltek kozott. *p<0,05

Kontroll Wolffia arrhiza kivonatokban a nagy molekulatomegii (>75
kDa) zselatinbont6 protedzok koziil pH-t6l fiiggéen 1 vagy 2 enzimaktivitas
detektalhaté (30. a dbra, 8. tiblazat: WaP94 és WaP78). 10-20 ug ml"' CYN
koncentraciokndl nyers kivonattal kezelt novényekben harom (WaP94, WaP84,
WaP78), a tisztitott cianotoxinnal kezelteknél két izoenzimet (WaP94, WaP78)
mutattunk ki ebben a molekulatomeg tartomanyban mindkét pH-n (30. dbra,
8. tdblazat).

A 75 kDa alatti molekulatomegii protedzok aktivitdsa is valtoz6 a pH
és kezelés fiiggvényében. Ami a legszembetlinébb a gélképek tdblazatba
foglalt adataibél (8. tablazat), hogy ezeknek az enzimeknek az
aktivitisemelkedése a nyers kivonattal kezelt novényekben volt jellemz6 (30.
abra, 8. tdblazat). Ezek a valtozdsok a savas pH-n inkubdlt géleken a
legszembetlindbbek (30. a, b dbrdk), az egyik enzim (WaP53), a kontroll, a
tisztitott CYN-nel és a nyers kivonattal kezelt novényekben is jellemz0, de ez
utébbi esetében csak 0,01-1 pg ml' CYN koncentricié kozé esd
tartomanyban figyelhet6 meg. A tisztitott CYN kezeltekben aktivitdsa
csokkent. Ez az enzim kizardlag savas pH-n, mig a WaP72 csak lugos pH-n
mukodott. Ez utébbi aktivitdasat a CYN kezelés nem befolyasolta.
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30. abra CYN kezelés hatasa a Wolffia arrhiza proteaz izoenzim mintazatara a kezelés
5. napjan (pH 5,0 és pH 8,0).

(a) a kontroll és mintdk (b) az A. ovalisporum 20 pg ml” CYN tartalmd extraktumdval kezelt
novények karakterisztikus sdvjai 10%-os SDS-poliakrilamid aktivitds gélen (pH 5,0-6n) (c,
d, e, f) a kontroll és a CYN kezelt novények zselatin zimogramjai (a rémai szamok a

71



detektalt izoenzimeket, az arab szamok a kisérletekben alkalmazott cianotoxin
koncentrécidkat jeldli, pg ml™). Egy kisérlet reprezentativ gélje.

8. Tablazat Az Aphanizomenon ovalisporum nyers (CYN tartalmi) kivonatok és a
tisztitott CYN hatasa a Wolffia arrhiza proteaz enzim-mintazatara.

molekula pH 5.0 pH 8.0
izoenzim tomeg nyers tisztitott nyers tisztitott
(kDa) kivonattal  kontroll toxinnal ~ Kkivonattal  kontroll toxinnal
kezelt kezelt kezelt kezelt
WaP94 944 ) + NV 1 ++ NV
waP84  84x3 1 - - 0 - -
WaP78  78%2 1 - i i ++ NV
WaP72 7243 - - - NV + NV
waP63  63+3 ) ++ NV ) + . 0%2 0]
WaP56 564 1 - - ) ++ [10%20]
WaPS3 532 [OTI] + ! - - -
waP48  48x1 + - - 0 ++ l
waP44 441 - - - 1 - -
warP41 41+1 NV + NV - - -

+ detektdlhaté; ++ magas enzimaktivitds; - nem detektdlhatd; T CYN okozta novekedés az
enzim aktivitdsban 0,01-20 pug ml™" koncentraci6 tartomanyban; | CYN okozta csokkenés az
enzim aktivitdsban 0,01-20 ug ml”" koncentricié tartomanyban; [0-1] a novekedés vagy
csokkenés jellegzetes 0,1-1 ug ml" koncentrécié tartomdnyban; [10-20] a novekedés vagy
csokkenés jellegzetes 10-20 ug ml' koncentricié tartomanyban; NV nem viltozik a
kontrollhoz viszonyitva. A tabldzat adatai 4 gél UVI-TEC® és CpAtlas® programmal tortént
értékelésének Osszesitett eredményei.

Két enzimet savas pH-n csak a nyers kivonattal kezeltekben
detektaltunk (WaP56, WaP48). Ligos pH-n a kontroll mintdkban is magas
aktivitadst mutattak, amit a nyers kivonat fokozott. A WaP63 enzim akivitdsa is
csak nyers kivonattal torténd kezelések hatdsara emelkedett (30. d dbra). A
WaP44 jeli enzim Kkizardlag ligos pH-n, a CYN tartalmi nyers
kivonattal (10 és 20 pg ml™) kezelt névényekbél detektalhaté enzim (30. e
abra, 8. tablazat). A tisztitott CYN hatdsdra csak atmeneti
aktivitisemelkedést detektaltunk (WaP63 és WaP56 protedzok; 0,01 és 0,1 pug
ml' CYN koncentriciétartomanyban; pH 8,0), egyébként a >72kDa

protedzok aktivitdsat vagy nem befolydsolta, vagy csokkentette a CYN
kezelés (30. f 4bra, 8. tablazat).
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31. abra CYN Kkezelések hatasa a Wolffia arrhiza osszproteaz aktivitasra a kezelés 5.
napjan.
(a) pH 5,0-6n indukalédott 6sszprotedz aktivitds, (b) pH 8,0-on indukdlédott 6sszprotedz
aktivitds. Szignifikdns véltozasok a kontrollok és a kezeltek kozott. *p<0,05

A nyers kivonattal kezelt W. arrhiza 6sszprotedz aktivitasa (pH 5,0 és
pH 8,0) a legmagasabb koncentréciéknal (10 és 20 pg ml" CYN) mutatott
szignifikdns emelkedést.

A 0,01 és 0,1 ug ml" tisztitott cianotoxinnal kezelt ndvényekben a bazikus
protedzok Osszaktivitisanak emelkedését mértiikk, mig az ennél nagyobb
toxinkoncentraciok mar szignifikdns csokkenést okoztak. Ez az atmeneti
emelkedés a WaP63 és WaP56 enzimek aktivitds-emelkedésének
tulajdonithat6 (30. f dbra, 31. b dbra; 8. tdblazat). Savas koriilmények kozott
a kontroll és tisztitott CYN kezelt novények kivonataibdl detektélt enzimek

Osszaktivitdsainak értékeiben nem mértiink szignifikdns kiilonbséget (31. a
abra).
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4.2.1.3. A cilindrospermopszin hatisa az ssDN-dz enzimek
aktivitasara

A L. minor ssDN-dzainak aktivitdsaban véltozdsokat detektdltunk mind a
CYN tartalmi nyers extraktummal, mind pedig a tisztitott CYN-nel torténd
kezelések soran (32. abra).

(a) (b)

LmD nyers kivonat tisztitott toxin

LmD

K 001 01 1 10 20 K 001 01 1 10 20
ug CYN ml™ nug CYN ml!
(c)

180

160 | | ™= nyers kivonat
[ tisztitott toxin

140 A
120 -
100 *
80 -
60
40 ¢

0ssz-ssDN-dz aktivitds (kontroll%)

20

0 -

0 001 01 1 10 20

ug CYN ml™!
32. abra CYN Kkezelés hatasa a Lemna minor ssDN-az aktivitas mintazatara a kezelés 5.
napjan (pH 6,8).
(a) az A. ovalisporum CYN tartalmu extraktumaival kezelt novények; (b) tisztitott CYN-el
kezelt novények. Egy reprezentativ kisérlet gélje; (¢) a cianotoxin kezelések hatdsa a Wolffia
arrhiza ssDN-4z aktivitdsra (pH 6,8). Szignifikdns véltozdsok a kontrollok és a kezeltek
kozott. *p<0,05. Egy kisérlet reprezentativ gélje.

A kontroll Lemna minor kivonatok esetében egyszali DNS-t
tartalmazé géleken nyolc izoenzimet (LmD53, LmD47, LmD43, LmD39,
LmD35, LmD26, LmD21, LmD18) detektaltunk Ezek az izoenzimek a CYN
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kezelések hatdsira is megjelentek, azonban aktivitdsaik eltértek a kontroll
novényeknél tapasztaltaktdl (32. a dbra; 9. tablazat).

9. Tablazat Az Aphanizomenon ovalisporum nyers (CYN tartalmi) kivonatok és a
tisztitott CYN hatasa a Lemna minor ssDN-az enzim-mintazatara.

molekula pH 6,8 —
izoenzim tomeg nyers tisztitott
(kDa) kivonattal kontroll toxinnal
kezelt kezelt
7
LmD89 89+2 (10-20] - -
T
LmD79 79+1 (10-20] - -
LmD53 53+2 NV + NV
LmD47 47+2 NV + NV
T
Lmb43 43+1 [20] ++ !
LmbD39 3942 ! ++ !
LmD35 35+2 NV + NV
LmD26 26+2 1 ++ 0
LmD21 211 1 + NV
LmD18 18+1 1 + NV
U i ]
LmD16 16 110-20]
7
LmD15 15 (10-20] - -

+ detektdlhatd; ++ magas enzimaktivitds; - nem detektdlhatd; T CYN okozta ndvekedés az
enzim aktivitdsban 0,01-20 pug ml™' koncentracié tartomanyban; | CYN okozta csokkenés az
enzim aktivitdsban 0,01-20 pg ml” koncentricié tartomanyban; [10-20] a novekedés vagy
csokkenés jellegzetes 10-20 ug ml" koncentricié tartomanyban; [20] a ndvekedés vagy
csokkenés jellegzetes 20 ug ml™' koncentracié tartomanyban; NV nem véltozik a kontrollhoz
viszonyitva. A tabldzat adatai 4 gél UVI-TEC® és CpAtlas® programmal tortént
értékelésének Osszesitett eredményei.

A CYN tartalmu nyers kivonattal torténd kezelések sordn, 10 és 20 ug
ml" koncentrécidknal jelentek meg az LmD89 €s LmP79 jelzésli enzimek,
emelkedo aktivitassal (32. a abra; 9. tablazat). Tisztitott toxin hatasara ezen
enzimeket nem detektaltuk. Az LmD53 és LmD47 izoenzimek aktivitdsit a
kezelések nem befolydsoltdk (32. a, b abrdk; 9. tdbldzat). A 43 kDa
molekulatomegli izoenzim (LmD43) aktivitdsa nyers kivonatos kezelés
hatdsdra a toxinkoncentraci6é fiiggvényében csokkend tendencidt mutatott,
azonban 20 pg ml' koncentriciénal aktivitisa megnétt (32. a 4bra; 9.
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tdblazat). Tisztitott CYN hatdsara az LmD43 specifikus aktivitidsaban
csokkend tendencidt mértiink (32. b dbra; 9. tdblazat). A CYN tartalmu nyers
extraktum és a tisztitott CYN hatdsdra az LmD39 jelolésii izoenzim
aktivitdsdban csokkenést detektdltunk, az LmD35 jelli izoenzim aktivitdsa a
kontrollhoz viszonyitva nem valtozott, az LmD26 izoenzim aktivitdsa pedig
mindkét kezelés hatdsdra egyardnt emelkedd tendencidt mutatott. Nyers
kivonatos kezelés hatdsdra az LmD21 és LmD18 izoenzimek aktivitisa a
toxinkoncentracié novekedésével ardnyosan emelkedd tendencidt mutatott,
mig a tisztitott cianotoxin hatdséra aktivitdsuk a kontrollhoz viszonyitva nem
véltozott. Kizarélag CYN tartalmi nyers extraktummal torténé kezelés
hatasara, 10 és 20 pg ml” koncentracioknal jelentek meg az LmD16 és
LmD15 izoenzimek, amelyek aktivitisaban emelkedé tendenciat
detektaltunk (32. a, b abrak; 9. tablazat). Nyers extrakrummal torténd
kezelés hatdsdra a 26 kDa molekulatomegili enzim hosszud inkubdlési id6 utan
dsDN-dz aktivitdst is mutatott. Aktivitdsdban a toxinkoncentracid
emelkedésével aranyosan novekvo tendenciat mértiink. Tisztitott CYN kezelt
novényekben a 43 kDa moelekulatomegli enzim mutatott -hasonldéan hosszi
inkubdldst kovetdéen- dsDN-4z aktivitdst. Az enzim dsDN-4z aktivitdsdban az
ssDN-4z aktivitdssal megeggyez6 tendencidt detektdltunk.

Az ssDN-dzok Ossz-aktivitdsdban a CYN tartalmi nyers extraktum
hatdsdra emelkedd, mig a tisztitott CYN kezelések sordn csokkend tendenciat
mutattak. Mindkét kezelés sordn szignifikdns véltozdst 20 pg ml’
koncentracional mértiink (32. ¢ abra).

A Wolffia arrhiza CYN-nel torténd kezelése sorin a MCY-LR
kezeléseknél leirt ssDN-az enzimmintazatot detektaltuk (33. abra). CYN
tartalmu nyers extraktummal kezelve a W. arrhiza novényeket egy 38 kDa
molekulatomegii enzimet detektdlhattunk, amelynek aktivitidsdban enyhén
emelkedé tendencia figyelheté meg, szignifikdns valtozdst a 10 pg ml’
koncentréciénal mértiink. 20 pug ml™” toxinkoncentraciénal feltételezhetéen a
sejtek pusztuldsdval a nukledz aktivitdsa mar jelentdsen lecsokkent (33. a, ¢
abrak, Jambrik és mtsai. 2009). A tisztitott CYN kezeléseknél is detektalt 38
kDa molekulatomegii izoenzim aktivitdsa a toxinkoncentracié emelkedésével
ardnyosan novekvé tendencidt mutatott, szignifikdns valtozast 10-20 ug ml”
toxinkoncentraciokndl detektaltunk (33. b, ¢ abrdk). A W. arrhiza nyers
extraktummal €és tisztitott toxinnal torténd kezelése soran, hossza inkubalasi
1dot kovetden a 38 kDa molekulatomegli enzim dsDN-dz aktivitdsit is
detektaltuk, melynek aktivitas-véaltozdsa a kezelések sordn az ssDN-dz
aktivitdsokkal megeggyezd tendencidt mutatott.
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33. abra CYN Kezelés hatasa a Wolffia arrhiza ssDN-az aktivitas mintazatara a kezelés
5. napjan (pH 6,8).

(a) a A. ovalisporum CYN tartalmu extraktumaival kezelt novények; (b) tisztitott CYN-el
kezelt novények; (c) pH 6,8-on indukalédott izoenzim aktivitds. Szignifikdns valtozdsok a
kontrollok és a kezeltek kozott *p<0,05. Egy kisérlet reprezentativ gélje.

A cilindrospermopszin noévényekre gyakorolt hatasainak
vizsgalatara iranyulé 5 napos Kisérleteink eredményei alapjan
megallapitottuk, hogy a kezelések sordn alkalmazott A. ovalisporum
tenyészet liofilizatumabdl késziilt CYN tartalmu extraktum valamint a
tisztitott CYN képes befolydsolni a vizinovények (Lemna minor és a Wolffia
arrhiza) novekedését, vegetativ szaporoddsat. Mindkét kezelés sordn
szignifikdnsan csokkent a novények nedves tomege és hajtdsszdma. Nyers
extraktummal torténd kezelésekben 20 ug ml™ CYN 60-55%-kal csokkentette
a novények nedves tomegét. A tisztitott CYN gatl hatdsa kissé gyengébb,
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30-40%-o0s volt. Vasas és munkatarsai (2000) leirtdk, hogy a CYN gatolta a
sOtétben nevelt Sinapis alba csirandvények novekedését. A Sinapis alba 1Csg
értéke (18,2 pg ml™) j6l dsszevethetd volt a mi eredményeinkkel. Kinnear és
mtsai. (2008) egy legyokerezd, viz alatt novo vizindovényt, a Hydrilla
verticillata-t, Cylindrospermopsis raciborskii teljes sejtextraktuméval
kezelték (25-400 pg 1" CYN), 14 napon keresztiil. A novények felvették a
CYN-t és akkumuldltdk 176 ng g’ liofilizalt koncentracié maximumnal
(Kinnear ¢és mtsai. 2008), ami alatta maradt a tipoldat CYN
koncentraciéjanak. A bioakkumul4cié hidnydnak ellenére a Hydrilla
elvaltozasokat mutatott a novekedésben, a gyokérképzodésben klordzis és
nekrozis nélkiil (Kinnear és mtsai. 2008, White €s mtsai. 2005). A Spirodela
oligorrhiza Cylindrospermopsis raciborskii teljes sejtextraktumdval torténd
kezelése sordn novekedésgdtlist mértek a 7 pg I és 113 pg I
toxinkoncentracié tartomanyokban, a 7 napos kezelés végén (Kinnear és
mtsai. 2007). A kallusz tenyészetbdl regenerdlt ,,mini nddnévények” (Méathé
és mtsai. 2007) érzékenyek voltak a CYN kezelésekre 0,5-40 pg ml’
koncentricié  tartomdnyban (Beyer és mtsai. 2009).  Altaldnos
stresszvalaszként irtdk le, hogy a CYN novelte a gyokérszamot, indukélta a
kallusz-szer’” szovetek megjelenését, a nekrdzist, valamint a gyokércsucs
sejtjeinél a mitdtikus indexben, és a mikrotubulusok denzitisaban és
orientacidjdban valtozdsokat idézett eld.

Kisérleteink sordn a vegetativ szaporodds gatldsa mellett csak
kismértékli, egyik fajndl sem szignifikdns Osszklorofill tartalom csokkenést
tapasztaltunk (az adatokat itt nem mutatjuk be), nekrézist sem detektaltunk az
alkalmazott CYN koncentrici6 tartomanyban (23., 25. dbrdk).

A Lemna minor CYN tartalmi nyers kivonattal torténd kezelése
sordn az Osszprotedz aktivitds emelkedését mértiik a savas és bdzikus
pufferben inkubalt géleken egyarant. A tisztitott CYN kezelt novényekben a
teljes enzimaktivitds novekedést bazikus pH-n, csak alacsonyabb (0,01-0,1
ug ml') koncentricik esetében lithattunk. Az Osszprotedz —aktivitds
valtozasok hatterében a kontroll novényekre jellemzd izoenzimek
aktivitdsdnak véltozdsai dllnak. Egy LmP32 enzim Uj a kontoll
zimogramokhoz képest, melynek megjelenését a nyers A. ovalisporum
extraktummal torténd kezelés indukalta. Ugy tiint, hogy a LmP32 izoenzim az
LmP41 és a LmP35 enzimekkel egyiitt f—merkaptoetanolt (5 mM) igényeltek
az inkubdlépufferbe, ellenben a PMSF (10 mM az inkubdlé pufferben)
gatolta miikodésiiket, és a legnagyobb aktivitdsukat savas pH-nal detektaltuk.
Ezek alapjan ezek cisztein-protedzok lehetnek (az adatokat nem mutatjuk be).
A CYN kezelés véltozdasokat okozott az ssDN-dzok aktivitdsdban is.
Elsésorban a nyers kivonattal kezelt Lemna novények kivonataiban
detektaltunk aktivitdsemelkedéseket, tjonnan megjelend enzimeket. A
géleken LmD26 az egyetlen enzim a kilenc koziil, aminek zselatinbontd
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aktivitdsit mind a CYN, mind a CYN tartalmd nyers kivonattal torténd
kezelés emelte (32. abra, 9. tablazat).

A nyers kivonattal kezelt Wolffia arrhiza esetében az Osszprotedz
aktivitds savas és bazikus pH-n magas (10-20 ug ml") toxinkoncentrici6
tartomanyban, emelkedd tendencidt mutatott. A novényi kivonatokban
szignifikdnsan emelkedett az ssDN-dz enzimek aktivitdsa is (1-10 pg ml’
CYN), de 20 pug ml"'-nél mar a kontrollndl alacsonyabb aktivitdst mértiink. A
tisztitott CYN kezelések hatdsdra az Osszprotedz aktivitds savas pH-n enyhe
csokkenését, bazikus koriilmények kozott alacsony toxinkoncentracidknal
(0,01-0,1 ng ml™") egy dtmeneti ndvekedést mutatott. CYN tartalmd nyers
extrakummal torténd kezelés hatdsdra bizikus pufferben inkubalt géleken uj
protedz enzimet (WaP44) detektdltunk. A nyers extraktummal kezelt
novényekre a WaP84, WaP78, WaP48 protedzok magas aktivitdsa jellemzd.
Ezek miikodését a PMSF gatolta. A WaP48 enzim B-merkaptoetanolt igényelt,
szemben a WaP84 és WaP78 izoenzimekkel, amelyek ennek hidnyaban is
aktivak voltak. A PMSF gaitl6 hatdst a szerin protedzokra és kiilléonbozo
cisztein protedzokra, igy részben megakaddlyozza a sejthaldlt, példaul
patogén fertézott dohdny-levelekben (Woltering és mtsai. 2002). A cisztein
és szerin protedzok nagyon fontos enzimek kiilonb6z6 folyamatokban,
ugymint hiperszenzitiv vdlasz, szigndl transzdukcid, programozott sejthalal
(Vierstra 1996, Woltering és mtsai. 2002). A stresszfolyamatokra jellemzd
ssDN-azok szignifikans aktivitisemelkedése is jellemzd volt (33. dbra). A
CYN kezelt novényekben az enzimek aktivitds-novekedésének mértéke és
mintdzataik valtozdsa bizonyitotta, hogy a CYN képes befolydsolni olyan
stresszenzimek kifejez0dését és miikodését, mint a protedzok és nukledzok.
Ezen stresszenzimek mintdzatdnak elemzése, specifikus aktivitdsuk mérése,
valamint az 0 izoenzimek detektdlasa a CYN kezelt vizinovényekben a
szakirodalomra nézve 4j adatokkal szolgalt (Jambrik és mtsai. 2010).

4.3. A mikrocisztin-LR és a cilindrospermopszin kezelések
hatasainak osszevetése

Az alabbi tabldzatban a MCY-LR és a CYN kezelések sordn vizsgélt
novekedési paramétereket (hajtasszam, nedvestomeg, orvszam,
fehérjetartalom), valamint a stresszvalaszokban kulcsfontossagu hidroldzok, a
protedzok ¢és nukledzok enzimmintdzatdban bekovetkezd véltozasokat
foglaltuk és hasonlitottuk Ossze.
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10. Tablazat A mikrocisztin-LR és a cilindrospermopszin kezelések hatasai a vizsgalt vizinovény fajokban

DETEKTALT MCY-LR hatasai CYN hatasai
JELENSEGEK
novekedési Lemna minor: szignifikins hajtdsszdm és nedves tomeg | Lemna minor: szignifikdns hajtidsszdm/*nedves tomeg
paraméterek csokkenést okozott: csokkenést okozott:
gatlasa nyers extraktum: 5-20 ug mI”" MCY-LR nyers extraktum: 1-20 pg ml™ /%10-20 ug ml" CYN
tisztitott toxin: 10-20 pg ml" MCY-LR tisztitott toxin 0,01-20 ug ml™" /#0,1 és 10-20 pg ml"' CYN
(a tisztitott toxin gatl6 hatdsa > a nyers extraktumé) Wolffia arrhiza: szignifikdns hajtisszam/*nedves tomeg
Wolffia arrhiza: szignifikdns hajtdsszdm és *nedves tomeg | csokkenést okozott:
csokkenést okozott: nyers extraktum: 10-20 pg ml"'/*u.ez CYN
nyers extraktum: 0,01-20 pg ml™' /#10-20 pg ml™ tisztitott toxin: 0,1-20 pg ml™" /#0,01-20 pg mI* CYN
tisztitott toxin: 10-20 ug ml" /*u.ez
Ceratophyllum demersum: szignifikins hajtdsszam, Ceratophyllum demersum: nem vizsgéltuk
orvszam és nedves tomeg csokkenést okozott:
tisztitott toxin: 2,5-20 pg mlI" MCY-LR (Szigeti és mtsai.
2010)
Phragmites australis: szignifikdns hajtasszdm és *nedves | P hragmites australis: a CYN gitolta a gydkerek
tomeg csokkenést okozott; novekedését;
ICso: 12 pg ml! /%10 ug mltisztitott MCY-LR 5 napos ICs) 0,5 ug ml', amig a hajgésok novekedését kevéssé
kezelést kovetden (Mathé és misai. 2007/* M4thé és misai. | befolydsolta (20ug ml”-nél). Ujonnan képz6ds gydkerek
2009) szama novekedett (Beyer és mtsai. 2009).
fehérjetartalom | - a fehérjetartalom kismértékii emelkedése Lemna minor | - a fehérjetartalom kismértékii emelkedése Lemna minor
valtozasok és Wolffia arrhiza fajokban, szignifikdns emelkedés L. | és Wolffia arrhiza fajokban, szignifikins emelkedés L.
minor-ban 20 pg ml™ tisztitott toxin hatdsdra minor esetében a nyers extraktum (10 ug ml™") hatdséra
proteaz Lemna minor: Lemna minor:
enzimmintizat | LmP100 aktivitdsa a kontrollhoz viszonyitva nem valtozik, | LmP100 aktivitds nyers kivonat hatdsira emelkedik.
valtozasok | Vagy dtmeneti emelkedés tapasztalhato LmP89, LmP83, LmP71 emelkedd tendencidt mutat

LmP89, LmP83, LmP71 emelkedd tendenciat mutat
LmP60*, LmP50, LmP41, LmP35 nyers extraktumos kezelés
emeli, tisztitott toxin *csokkenti, vagy nem valtozik

LmP60, LmP50, LmP35 aktivitdsok nyers kivonat emeli,
tisztitott CYN csokkenti aktivitasukat
LmP41 a kontrollhoz viszonyitva nem véltozik
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Osszproteaz
enzimaktivitas
valtozasok

LmP32 és LmP26 tisztitott toxin hatdsira megjelend
enzimek, amelyek aktivitdsa kezelés hatdsdra nd

Wolffia arrhiza:

WaP94 emelkedd tendencia az enzim aktivitisdban WaP84
megjelenését ligos pH-n a MCY-LR indukélta

WaP78 aktivitdsa a kontrollhoz viszonyitva nem véltozik
WaP72 nyers kivonat hatdsdra emelkedd

WaP63, WaP56, WaP53, WaP48, WaP41 az enzimek
aktivitdsaban emelked6 tendencidt detektdlhato.

WaP36 megjelenését a tisztitott MCY-LR indukélta

Ceratophyllum demersum:
CdP87 és Cdp80 megjelenését a
indukélta

tisztitott MCY-LR

- az Osszproteaz aktivitdsok szignifikdns valtozdsa Lemna
minor:
nyers extraktum: 5-20 pg ml'- savas pH-n szignifikdns
novekedést, bazikus pH-n enyhe csokkenést okoz
tisztitott toxin: 1 és 10-20 pug ml™'- savas pH-n szignifikdns
novekedést, bazikus pH-n csak 1 pg ml' értéknél
szignifikdns emelkedés

nyers extraktum hatdsa = tisztitott toxin
Wolffia arrhiza:
savas pH-n nyers extraktum (5-20 pg ml"') és tisztitott
toxin (10-20 pg ml™) hatdsara szignifikansan n6
bazikus pH-n nyers kivonatos (5-10 pg ml™') kezelések
sordn szignifikdnsan nd

nyers extraktum hatdsa = tisztitott toxin

LmP32 nyers extraktum hatdsdra megjelend enzim, amely
aktivitasa kezelés hatdsdra né

Wolffia arrhiza:
WaP94, WaP78
aktivitdsdban
WwaP84 megjelenését ligos és savas pH-n a CYN nyers
kivonat indukalta

WaP72 tendencia nélkiili

WaP63, WaP56 aktivitisok emelkednek (10-20 ug ml"' CYN
gétoltakban csokkennek)

WaP53, WaP48, WaP41 ellentétes tendencidt mutatnak nyers
kivonat és tiszta toxin hatdsdra / nem véltozik.
waP44 a nyers CYN tartalmd kivonat uj
megjelenését indukélta pH 8,0-on

Ceratophyllum demersum: nem vizsgaltuk

emelkedd tendencia az enzimek

enzim

- az Osszproteaz aktivitasok szignifikans valtozdsa Lemna
minor:

nyers extraktum: savas és bazikus pH-n 20 pg ml" CYN
aktivitdsemelkedést okoz

tisztitott toxin: savas pH-n 0,01 és 10 pg ml’ hatdsira
enyhe, de szignifikdns aktivitdscsokkenést, mig bazikus
pH-n dtmeneti emelkedés (0,01-0,1 ug ml" CYN) utin
kismértékli csokkenést okoz

Wolffia arrhiza:

nyers extraktum: savas pH-n (10-20 pg ml™), bazikus pH-n
(1-20 pg ml™ CYN) aktivitds emelkedést okoz,

tisztitott toxin: savas pH-n nincs vdltozds, mig bazikus pH-
n atmeneti emelkedés (0,01-0,1 ug ml! CYN) utdn
kismértékii csokkenést okoz (1-20 pug ml™)
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Ceratophyllum demersum:
savas pH-n a tisztitott toxin (20 ug ml"") hatdséra nd
Phragmites australis: nem vizsgaltuk

Ceratophyllum demersum: nem vizsgaltuk

Phragmites australis: nem vizsgaltuk

nukleaz
enzimmintazat
valtozasok

ossznukleaz
aktivitas
valtozas

Lemna minor:

LmD89, LmD79: csak nyers kivonat hatdsidra megjelend,
emelkedd tendancidval

LmD53, LmD47, LmD43, LmD39 emelkedd tendencidt mutat
nyers kivonat hatdsdra, tisztitott MCY-LR nem
befolydsolja, vagy csokkenti aktivitdsit

LmD26 a tisztitott toxin és nyers kivonat hatdsara aktivitdsa
nd

LmD21, LmD18: aktivitdsa nem valtozott

Wolffia arrhiza:
waD38 dtmeneti emelkedés utdn
aktivitdssal van jelen mindkét kezelésnél

enyhén csokkend

- az Ossznukleaz aktivitasok szignifikans véltozasa

Lemna minor:

nyers extraktum (20 pg ml') hatdsira né, tisztitott
cianotoxin  kezelések  (0,1-20 ug ml') hatdsdra
hasonléképpen nd

Wolffia arrhiza:

csak 20 pg ml’ tisztitott toxinndl mérhetd szignifikdns
csokkenés

Ceratophyllum demersum:

tisztitott toxin (10-20 pg ml™") hatdsdra n6

Phragmites australis: (6. tiblazat) PaD53, PaD44, PaD42,
PaD38, PaD37, PaD35, PaD28 enzimaktivitas valtozasok a
legjellegzetesebbek MCY-LR kezelés hatdsara

Lemna minor:

LmD89, LmD79: csak nyers kivonat hatdsidra megjelend,
emelkedd tendencidval

LmD53, LmD47, LmD35,: nem valtozott

LmD43, nyers kivonat noveli, tisztitott CYN csokkenti
aktivitasat, LmD39 mindkét esetben csokken

LmD26 a tisztitott toxin és nyers kivonat hataséara aktivitasa
nd

LmD21, LmD18 aktivitdsait a nyers kivonat noveli

LmD16, LmD15: csak nyers kivonat hatdsidra megjelend,
emelkedd tendencidval

Wolffia arrhiza:

waD38 atmeneti emelkedés utdn enyhén csokkend
aktivitdssal van jelen mindkét kezelésnél

- az Ossznukleaz aktivitasok szignifikans véltozasa

Lemna minor:

nyers extraktum (20 pg ml') hatdsira né, tisztitott
cianotoxin kezelések (0,1-20 ug ml™") hatdsara csokken

Wolffia arrhiza:

nyers extraktum (10 pg ml™) hatdsira né, majd lecsokken,
tisztitott toxin (10-20 pg ml™") hatdsdra n6

Ceratophyllum demersum: nem vizsgaltuk

Phragmites australis: nem vizsgaltuk
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Az LmP89, LmP83, LmP71 savas protedzok mindkét toxin esetében, mind
nyers, mind tiszta cianotoxin hatdséra aktivitisemelkedést mutattak. Az, hogy
a novekedésében gatolt Lemna novények kivonataiban ezeknek az aktivitdsa
megemelkedik, 4ltaldnos stresszvdlaszként értékelhetd. Ezek az enzimek
mukodésiikhoz P-merkaptoetanolt nem igényelnek, az EDTA gatolta
mikodésiiket, és a Zn™ jelenléte kedvezd, mig a Ca®* szignifikdns
aktivitdsvaltozast nem okozott. Az LmP32 izoenzim a kontroll novényekben
nem volt detektilhatd, a MCY-LR indukdlta megjelenését és emelkedd
aktivitdsit. A CYN tartalmd nyers extraktummal kezelt novények
kivonataiban is kimutathaté volt. Ennek magyardzata még nem tisztazott. Az
LmP26 izoenzim csak a MCY-LR kezeltekben jelent meg. Az LmP32 és
LmP26 izoenzim PB—merkaptoetanolt (5 mM) igényeltek az inkubdlds alatt, az
EDTA nem, de a PMSF (10 mM az inkubdl6 pufferben) gatolta
mikodésiiket, és a legnagyobb aktivitdsukat savas pH-nal detektaltuk. Ezek
alapjan ezek cisztein-proteazok lehetnek (az adatokat nem mutattuk be).

A kontroll Wolffia kivonatokban a WaP84 nem detektdlhatd, de mindkét toxin
esetében detektdlhat6 emelkedd tendencidval, ligos pH-n nagyobb
aktivitdssal. WaP44 a CYN tartalmu nyers kivonat hatdsdra bazikus pH-n
indukalodott, mig a WaP36 megjelenése a MCY-LR kezelés hatdsdra savas
pH-n jellemzd. WaP36 miikodéséhez a f—merkaptoetanol jelenléte kedvezd,
de a PMSF és az EDTA gatolta miikodését.

Az enzimek tovabbi karakterizdldsa tovdbbi vizsgdlatokat igényel.
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5. Osszefoglalas

Munkénk sordn az eukaridta szervezetek protein-foszfatazait (PP1 és PP2A
tipusuakat) géatld Microcystis aeruginosa éltal termelt mikrocisztin-LR
(MCY-LR) és az Aphanizomenon ovalisporum fehérjeszintézist gatld
cianotoxinjdnak a cilindrospermopszinnak (CYN) a vizinovényekre gyakorolt
hatdsait vizsgéaltam.

A vizinovények és a cianobaktériumok egyiittes eléforduldsa a
vizterekben 4ltaldnos jelenség. Az adltalunk valasztott vizinovény fajok
(Lemna minor, Wolffia arrhiza, Ceratophyllum demersum, Phragmites
australis) eltérd rendszertani csoportba tartoznak, de mindegyik a parti régio
jellemzd, tomegesen eléfordulé kozmopolita faja.

Kisérleteinket a cianotoxinok (MCY-LR és CYN) tisztitott és nyers
extraktumaival végeztilk. Olyan cianotoxin koncentraciokat alkalmaztunk,
amelyek vizvirdgzasok idején a parti sdvban felhalmoz6do, majd elpusztuld
sejttomegbdl kiszabadulhatnak, ezzel lehetdvé téve a természetben lejatsz6do
folyamatok modellezését (Sivonen €s Jones 1999).

A doktori disszertdci6 eredményeinek Osszefoglaldsa a célkitlizésekkel
0sszhangban keriil bemutatésra.

a.) A mikrocisztin-LR névekedésgatldo hatasa a vizsgalt
vizinovény fajokra

Az altalunk vizsgélt vizinovényfajok MCY-LR-el torténd kezelése soran
megallapithaté volt, mind a tisztitott MCY-LR, mind a MCY-LR tartalmud
nyers extraktum novekedésgatl6 hatasa.

A novekedési paraméterek (hajtdsszam, nedvestomeg) alapjan, a két
vizfelszinen lebegd vizinovény faj kozil a Wolffia arrhiza bizonyult
érzékenyebbnek az 5 napig tart6 MCY-LR kezelésekkel szemben. A W.
arrhiza tenyészetek novekedését mar 0,01 pg mlI”' MCY-LR tartalmd nyers
extraktum szignifikdnsan gatolta, mig a L. minor esetében ez a cianotoxin
koncentrdcié =5 ug ml" volt. Mind a L. minor, mind a W. arrhiza esetében
elmondhatd, hogy a tisztitott MCY-LR kisebb koncentracioban nem okozott
szignifikdns gétldst, ugyanakkor 10 és 20 pg ml"' koncentriciétartomanyban
a gatlds mértéke joval nagyobb volt, mint a nyers extraktumokkal tortént
kezeléseknél.

A C. demersum tisztitott MCY-LR-el torténd rovidtdvd (5 napos)
kezelése sordn csak a magas (20 pg ml) MCY-LR koncentriciék okoztak
szignifikdns novekedésgatlast. Hosszutava kisérletekben mar alacsonyabb
cianotoxin koncentraci6 is hatékony gatlészernek bizonyult (Szigeti és mtsai.
2010). A novekedési paraméterek alapjan a lebegd hinarok a MCY-LR-el
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szemben kevésbé voltak érzékenyek, mint a kallusztenyészetekbdl regeneralt
,,mini nddndvények” (Méthé és mtsai. 2009 és a jelen dolgozat).

b;.) A mikrocisztin-LR hatasa a vizinovények proteaz
enzimeinek aktivitasara és izoenzim-mintazatara

Szubsztratként  zselatint  tartalmazé  poliakrilamid  gélelektroforézis
modszerével savas €s bazikus protedz enzimaktivitasokat detektaltunk Lemna
minor (tiz ,LmP” jelzést izoenzim) és Wolffia arrhiza (tiz ,,WaP” jelzésu
izoenzim) novények kivonataiban. Mind a MCY-LR tartalmi nyers
extraktummal, mind a tisztitott MCY-LR-el torténo kezelés valtozast okozott
a ndvények izoenzim mintazatdban €s az enzimek specifikus aktivitdsiaban. A
Lemnaceae fajok kivonataiban a savas protedzok magas aktivitasa jellemzd.
A nyers MCY-LR tartalmi kivonat tobb izoenzim esetében indukélt
aktivitasemelkedést, mint a tisztitott MCY-LR.

A MCY-LR-el torténd kezelés mindkét fajban 1j izoenzimek
megjelenését eredményezte. A tisztitott MCY-LR-el kezelt L. minor
novények kivonataiban két 1) savas protedz (LmP32 €s LmP26) megjelenését
mutattuk ki. A MCY-LR-el kezelt W. arrhiza kivonatokbdl egy 1) bézikus
protedzt (WaP84), valamint csak a tisztitott MCY-LR kezelés hataséara
megjelend savas protedz (WaP36) izoenzimet detektdltunk. Ezeknek az
enzimeknek az aktivitdisa a kezelésekhez alkalmazott cianotoxin
koncentracidéjanak fiiggvényében emelkedést mutatott. A két faj koziil a
MCY-LR kezelések hatdsdra, a W. arrhiza kivonataiban mértiink nagyobb
protedz 6sszaktivitds emelkedést.

A tisztitott MCY-LR-el kezelt C. demersum kivonatokbdl savas pH-n
inkubdlt géleken mar igen kis toxinkoncentracidban sikeriilt kimutatni
viltozdsokat a protedz enzimek mintdzataban és aktivitdsiban. 20 pg ml™”
tisztitott MCY-LR-el kezelt C. demersum novényekben két magas
molekulatomegii (CdP87 és CdP80) savas protedz megjelenését detektaltuk.

b,.) A mikrocisztin-LR hatasa a vizinbvények nukleaz
enzimeinek aktivitasara és izoenzim-mintazatara

A vizsgdlataink eredményei mutattdk, hogy a novényi stressz-enzimekhez
tartozé ssDN-4z izoenzimmintazatok a Lemnaceae fajokban igen eltéroek. A
L. minor kivonatokbdl tobb ssDN-dz enzimet detektdltunk, amelyek koziil
kettd (LmD89, LmD79) csak a MCY-LR tartalmu nyers extraktummal torténd
kezelés hatdsdra indukalddott.

A W. arrhiza kivonatokban csak egy karakteres izoenzim (WaD38)
hasitja az egyfonald DNS-t, amelynek aktivitisa mind a nyers kivonattal,
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mind a tisztitott cianotoxinnal kezelt ndvényekben kis (0,1 és 1 pg ml™)
cianotoxin koncentriciékndl enyhe emelkedést, magasabb (5-20 pg ml™)
toxinkoncentraciokndl pedig csokkend tendenciat mutatott.

A novekedésében gatolt C. demersum kivonataiban egy 51 kDa
molekulatomegii (CdD51) ssDN-4z izoenzimet detektaltunk, amely aktivitasa
a tisztitott MCY-LR-el kezelt novényekben a kezelés 5. napjan szignifikdns
emelkedést mutatott.

A kutatdsainkba bevont P. australis novényekben a tisztitott MCY
kezelések hatasara bekovetkezo strukturalis eltérések (Mathé és mtsai. 2007,
2009) hatterében allé biokémiai valtozasokat elemeztiik a szimplaszalid-, és
duplaszali DNS-t hasité nukledzok vizsgdlatdval, a novények hajtis-, és
gyokérkivonataiban. Az 5, 10 és 20 napos kontroll P.australis novények
hajtasaibdl és gyokereibdl karakterisztikus DN-4z (,,PaD” jelzésli izoenzimek)
izoenzimeket detektaltunk. Eredményeink alapjan elmondhat6, hogy a
tisztitott MCY-LR hatédsa a kezelt ndvények kivonataibol detektalt nukledz
izoenzimek aktivitdsara ,.kor- és szerv” fiiggd. A ndd novények hajtds és
gyokér kivonataibdl detektdlhaté ssDN-dz izoenzimek aktivitdsai a rovid, 5
napos MCY-LR-el torténd kezeléseket kovetéen emelkedtek. Magasabb
cianotoxin koncentricikndl (20 pug ml') a dsDN-dz aktivitds a kisebb
toxinkoncentraciéknal (0,5-5 pg ml"') mérheté emelkeddé aktivitds utdn
csokkent, de még folotte maradt a kontroll értéknek. Ezek az
aktivitisemelkedések a ndd szovetekben a MCY-LR hatdsara bekovetkezd
programozott sejthaldllal hozhatok Osszefiiggésbe. A hajtdsokban, 10 napos
kezelések sordn a MCY-LR gétolta az ssDN-4zok aktivitasit. A gyokerekben
az aktivitdsok véltozatlanok maradtak. Noha a 10 napos MCY-LR kezelések
gitoltdk a dsDN-az izoenzimek aktivitdsat a hajtdsokban és emelték a
gyokerekben, ezek a valtozdsok csak hosszu inkubdldsi id6 utdn voltak
kimutathatéak. A 20 napos MCY-LR kezelést kovetden az ssDN-az
aktivitdsokra nézve gatlé hatast figyelhettiink meg mind a két szervben. A
dsDN-4z aktivitast a kontroll és cianotoxinnal kezelt névényekben a gélek 24
Orés inkubdldsa utdn sem detektdltunk.

¢.) A cilindrospermopszin novekedésgatl6 hatasa a Lemnaceae
fajokra

A  CYN vizinovényekre gyakorolt hatdsanak vizsgdlatdra irdnyuld
kisérleteink eredményei alapjan megallapitottuk, hogy a novénytesztek soran
alkalmazott CYN tartalmu nyers extraktum valamint a tisztitott CYN gatolja
a vizinovények (Lemna minor és a Wolffia arrhiza) novekedését; a kisérletek
5. napjan a novények nedves tomeg és hajtdsszam adatai is szignifikdns
csokkenést mutattak. A CYN kezelésekben a két Lemnaceae faj kdzel azonos
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érzékenységet mutatott. A L. minor esetében a nyers kivonat és a tisztitott
toxin (1-20 pg ml" cianotoxin koncentrdciéknal) a hajtasszdm szignifikédns
csokkenését okozta. A tisztitott CYN-el kezelt békalencsék hajtdsszamdban
ez a szignifikdns csokkenés mar 0,01 pg ml" toxin koncentréciété] mérhetd.
A nedvestomeg kevésbé érzékeny paraméternek bizonyult, ugyanis mind a
nyers CYN tartalmu extraktummal, mind pedig a tisztitott CYN-el kezelt a
noévények jelentds novekedésgatlisat 10 és 20 pg ml’  cianotoxin
koncentraciok hatdsédra tapasztaltuk.

10 és 20 g ml" CYN tartalmi nyers kivonatottal kezelt W. arrhiza
novények hajtdsszama és nedvestomege szignifikdnsan csokkent a kezelés 5.
napjan. A tisztitott CYN-el szemben nagyobb érzékenységet mutattak a
névények, mér kis cianotoxin koncentracicktél (0,1 és 0,01 pug ml”' CYN)
szignifikdnsan csokkentek a novekedési paraméterek.

d;.) A cilindrospermopszin hatasa a Lemnaceae fajok proteaz
enzimeinek aktivitasara és izoenzim-mintazatara

A CYN tartalmu nyers kivonat, valamint a tisztitott cianotoxin a protedz
enzimek mintdzatdban és specifikus aktivitdsaikban eltérd véltozdsokat
indukaltak. A L. minor kivonatokban kilenc (,,LmP” jelzésii), a W. arrhiza
kivonatok esetében pedig tiz (,,WaP” jelzésli) zselatinbonté izoenzimet
detektaltunk.

A CYN tartalmud nyers extraktummal kezelt L. minor kivonatokbdl
egy Uj, savas protedz izoenzim (LmP32) megjelenését detektdltuk. A nyers
kivonatokkal kezelt W. arrhiza kivonataiban dj, 44 kDa molekulatomegii
(WaP44) bazikus proteaz izoenzimet detektaltunk.

d;.) A cilindrospermopszin hatasa a Lemnaceae fajok nukleaz
enzimeinek aktivitasara és izoenzim-mintazatara

A CYN kezelés eltéréseket okozott a L. minor és W. arrhiza kivonataibdl
detektalt ssDN-4zok aktivitdsaban is.

Els6sorban a CYN tartalmi nyers extraktummal kezelt L. minor
novények kivonataiban detektdltunk djonnan megjelend ssDN-4z
izoenzimeket. 10 és 20 pug ml™' cianotoxin koncentracidknal jelentek meg az
LmD89, LmD79, LmD16, LmDI5 jelzésti ssDN-dz izoenzimek. Tisztitott
cianotoxin hatdsédra ezeket az izoenzimeket nem detektdltuk. A novényekben
a 16 és 15 kDa molekulatomegili (LmD16 és LmD15) ssDN-dzok megjelenését
kizarélag a CYN tartalmu nyers extraktummal torténd kezelések indukaltak.
Specifikus aktivitdsukban emelkedd tendenciét detektaltunk.
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A W. arrhiza névények CYN-el torténd kezelése sordn egy 38 kDa
molekulatomegli (WaD38) izoenzimet detektdltunk. Ez az izoenzim nyers
extraktum hatdsdra enyhén emelkedd, 10 g ml™' cianotoxin koncentraciénal
madr szignifikdns ndvekedést mutatott. 20 pg ml™ cianotoxin koncentréciénal,
feltételezhetden a sejtek pusztuldsdval, a nukledz aktivitisa mar jelentGsen
lecsokkent. A tisztitott CYN kezeléseknél is detektdlt 38 kDa
molekulatomegli ssDN-4z aktivitdsa, a toxinkoncentricié emelkedésével
ardnyosan, névekvo tendencidt mutatott, szignifikans valtozast 10 és 20 ug
ml™ cianotoxin koncentracidknal detektaltunk.

e.) A mikrocisztin-LR és a cilindrospermopszin hatasainak
Osszevetése a Lemnaceae tesztekben

Eredményeink egyértelmiien igazoltdk, hogy toxikus vizvirdgzds sordn, a
vizterekbe juté és felhalmoz6dé MCY-LR és CYN (mind a sejtmentes, nyers
cianotoxin tartalmu kivonat, mind pedig a tisztitott toxin) bejutva az altalunk
vizsgdlt vizindvényekbe (Lemna minor, Wolffia arrhiza) szignifikans
novekedésgitlast okozott, amelyet a hajtdsszdm és nedvestomeg
paraméterekben detektaltunk.

A vizinovények tisztitott MCY-LR-el és CYN-el torténd kezelése
sordn, a CYN nagyobb mértékii novekedésgatlast idézett el6. Mar 0,01 és 0,1
g ml™' cianotoxin koncentracicknal szignifikdns csokkenést mértiink, mig a
MCY-LR > 10 ug ml' toxinkoncentracickndl okozott szignifikdns
csokkenést. A M. aeruginosa MCY-LR tartalmd nyers kivonata
toxikusabbnak bizonyult a Lemnaceae fajokra, mint a CYN tartalmd nyers
extraktum. Szignifikdns novekedésgitlist mar 0,01 pg ml”' MCY-LR
koncentraciondl detektaltunk.

Miés novényfajokon mind a CYN, mind a MCY-LR esetében
megfigyeltek szembetlind morfologiai valtozasokat (nekrotikus foltok
megjelenése, kalluszképzddés, M-Hamvas és mtsai. 2003, Mathé és mtsai.
2007, 2009). A L. minor és a W. arrhiza ndvényeken ilyen elvaltozdsokat a
cianotoxin kezelések sordn nem taldltunk.

Ugyanakkor megallapitottuk, hogy mindkét cianotoxin véltozast
eredményez a novényi stresszvalaszokban kulcsfontossdgi protedzok és
nukledzok enzimmintdzatidban és azok specifikus aktivitdsidban. Mind a
MCY-LR, mind a CYN kezelt novények kivonataiban enzimaktivitas
emelkedéseket detektaltunk (LmP100, 89, 83, 71, 60 valamint a WaP94, 84
kDa molekulatomegli protedzok és az LmD 43, 26 kDa molekulatomegii
nukledzok). Csak a tisztitott MCY-LR indukalta a két savas protedz
megjelenését a novényi kivonatokban (LmP26 valamint a WaP36). Az LmD8&9
és 79 jelzésti ssDN-dazok mind a MCY-LR, mind a CYN tartalmu nyers
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extraktum hatdsara megjelentek, ugyanakkor a tisztitott cianotoxinok nem
valtottdk ki a megjelenésiiket. Csak a nyers CYN tartalmu kivonatokkal
torténd kezelések hatdsara véltak detektalhatovd a WaP44 bdazikus protedz,
valamint LmD16 és LmD15 ssDN-4zok.

A nyers toxintartalmi kivonatok és a tisztitott cianotoxinok
hatdsainak eltérései felhivjdk a figyelmet arra, hogy a cianobaktériumok
okozta vizvirdgzdsok sordn kiszabadulé endotoxinok mellet tobb szdz
vegylilet keriilhet ki a kornyezetbe (Welker és von Dohren 2006). Ezek
kozott lehetnek olyanok, amelyek tdpanyagként szolgdlhatnak mas €ldlények
szamdra, serkentve novekedésiiket. Microcystis aeruginosa extraktumok
esetében a MCY-LR mellett mas cianotoxin variansok (MCY-RR, MCY-YR)
is eldéfordulhatnak, amelyek hozzdjarulhatnak a MCY-LR hatdsahoz. Egyre
tobb szakirodalmi adat bizonyitja, hogy a cianotoxinok mellett egyéb,
kismolekuldju szerves vegyiiletek (pl. enziminhibitor peptidek) is
szintetizdlédnak a cianobaktériumok sejtjeiben (Welker és von Dohren
2006). Ezek pontos biokémiai funkcidja nem ismert, de feltételezhetd, hogy
hozz4ajarulhatnak a toxinok bioldgiai hatdsaihoz.

Eredményeink megerdsitették a cianotoxinok novényekre gyakorolt
hatdsainak vizsgdlata soran a kétféle megkozelités fontossagat.
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6. Summary

a.) The growth inhibitory effects of MCY-LR on the studied
aquatic plants

Both purified MCY-LR and the MCY-LR containing crude extract inhibited
the growth of the studied plant species.

Based on the growth parameters (frond number and fresh weight)
from the two aquatic plants floating on the water surface, Wolffia arrhiza
proved to be more sensitive to the 5 day-long treatments of MCY-LR. The
growth of W. arrhiza was yet inhibited significantly by 0.01 pg ml"! of MCY-
LR containing crude extracts while in the case of Lemna minor this
cyanotoxin concentration was =5 Ug ml". In both cases (L. minor and W.
arrhiza) purified low concentrations of MCY-LR did not cause significant
inhibition. On the other hand in the concentration range of 10-20 pg ml™ the
rate of the inhibition was far higher than after the crude extract-treatment.

During the short-term (5 days) treatment of C. demersum with
purified MCY-LR only the high (20 ug ml™) MCY-LR concentrations caused
significant growth inhibition. In long-term experiments even lower
cyanotoxin concentrations were enough to be effective in the growth
inhibition (Szigeti et al. 2010). On the basis of the growth parameters the
floating aquatic plants were less sensitive to the MCY-LR than the “mini
reed” (Phragmites australis) plants regenerated from callus cultures (Méthé
et al. 2009).

b,.) The effects of microcystin-LR on the activity of protease
enzymes and isoenzyme-patterns of aquatic plants

By gelatin, as substrate contaaining polyacrylamide gel electrophoresis we
detected acidic and alkaline protease enzyme activities in the extracts of
Lemna minor (ten isoenzymes marked as “LmP”) and Wolffia arrhiza (ten
isoenzymes marked as “WaP”). Treatment with both the MCY-LR containing
crude extracts and the purified MCY-LR caused changes in the isoenzyme
patterns and in the specific activities of the enzymes of the investigated
plants. The high activity of the acidic proteases is characteristic in the
extracts of Lemnaceae species. The crude MCY-LR containing extracts
induced activity increase in more isoenzymes, than purified MCY-LR.

The treatment with MCY-LR caused the appearance of new
isoenzymes in both species. In the extracts of L. minor treated with purified
MCY-LR we found the appearance of two new protease isoenzymes (LmP32
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and LmP26). In the W. arrhiza extracts exposed to MCY-LR we found a new
alkaline protease (WaP84) and an acidic protease isoenzyme (WaP36) which
only appears in purified MCY-LR exposed plants. The activities of these
isoenzymes show a concentration dependent increase. From these two species
we measured higher protease activity in W. arrhiza.

We could find alterations in the patterns and activities of protease
isoenzymes at even very low toxin concentrations in the C. demersum
extracts treated with purified MCY-LR in gels incubated on acidic pH. In C.
demersum plants treated with 20 pg ml™' purified MCY-LR we detected the
appearance of two acidic proteases with high molecular mass (CdP87 and
CdP80).

b,.) The effects of microcystin-LR on the nuclease enzyme
activity and isoenzyme patterns in aquatic plants

Plant stress enzymes, like ssDNase isoenzyme patterns are really different in
Lemnaceae species. We detected several ssDNase isoenzymes from the
extracts of L. minor of which two (LmD89, LmD79) were induced only when
treated with MCY-LR crude extracts.

In W. arrhiza extracts there is only one characteristic isoenzyme
(WaD38) cleaving the single-stranded DNA, which shows mild increase in
case of low (0.1 és 1 ug ml™") cyanotoxin concentration both at treatment with
crude toxin extracts and purified toxins and shows decreasing tendency at
high (5-20 pg ml™") cyanotoxin concentrations.

In the growth inhibited C. demersum extracts we detected an ssDNase
isoenzyme with 51 kDa molecular mass (CdD51) with an activity that showed
a significant increase in plants on the 5th day of treatment with purified
MCY-LR.

In P. australis, purified MCY-LR treatments caused histological and
cytological changes (Mathé et al. 2007, 2009). In this study, we investigated
in plants in question the single and duoble standed DNA splitting activities.
We detected characteristic DNase enzymes (isoenzymes marked as “PaD”)
from the 5, 10 and 20 day-old control P. australis roots and shoots. An age
and organ dependent alterations of nucleases were detected in purified MCY-
LR exposed reed plants. The activity of ssDNase isoenzymes detected form
the shoot and root extracts of reed plants were increasing even after a short, 5
day long MCY-LR treatment. At lower cyanotoxin concentrations (0.5-5 pug
ml") dsDNase activity increased and at higher concentrations (20 pug ml™) it
decreased, but it was above the control values. In case of 10 day-long
treatments the MCY-LR inhibited the activity of ssDNases in shoots. The
activity in roots was constant. Although the 10 day-long MCY-LR treatments
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inhibited the activity of dsDNase isoenzymes in shoots and increased them in
roots, these changes were observable only after long-term incubation of
activity gels. After a 20 day-long MCY-LR treatment inhibition of ssDNase
isoenzymes was obtained in both organs. At 24 hour incubation of gels we
could not detect dsDNase activities in extracts of control and cyanotoxin
treated plants. The explanation for that is the reduction of viability of plant
tissues and the development of necrosis on plant organs.

¢.) The growth inhibitory effects of cylindrospermopsin on
Lemnaceae species

Crude CYN containig extracts and purified CYN inhibit the growth of
aquatic plants (L. minor and W. arrhiza). On the 5th day of the CYN
exposure, frond numbers and fresh weight showed significant decrease. The
two species of Lemnaceae family showed nearly the same sensitivity to the
CYN treatments. In case of L. minor the crude extract and the purified toxin
caused significant decrease in frond number at the concentration range of 1-
20 ug ml™. For the frond number of duckweeds treated with purified CYN
this significant decrease was measurable even at 0.01 pg ml’' toxin
concentration. The increase of fresh weight proved to be a less sensitive
growth parameter, because both the crude CYN containing extracts and the
purified CYN treated plants showed its inhibition at the concentration range
of 10 and 20 g ml™".

The frond number and the fresh weight of W. arrhiza treated with
crude CYN containing extract significantly decreased on the 5th day of the
treatment. They showed higher sensitivity to the purified CYN, the growth
parameters significantly decreased at smaller (0.1 and >0.01 ug ml"' CYN)
cyanotoxin concentrations.

d;.) The effects of cylindrospermopsin on the protease enzyme
activity and isoenzyme patterns of Lemnaceae species

The CYN containing crude extracts and the purified cyanotoxin induced
different changes in the patterns and specific activity of protease enzymes. In
L. minor extracts 9 (“LmP” marked), in W. arrhiza extracts 10 (“WaP” marked)
gelatin degrading isoenzymes were detected. A new acidic protease
isoenzyme (LmP32) from the CYN containing crude extract treated L. minor
extracts was detected. On addition we detected a new, 44 kDa (WaP44)
alkaline protease isoenzyme form the W. arrhiza treated with crude
cyanotoxin extracts.
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d;.) The effects of cylindrospermopsin on the nuclease enzyme
activity and isoenzyme patterns of Lemnaceae species

Treatment with CYN caused alterations in the activity of ssDNase detected
from L. minor and W. arrhiza extracts. First of all we detected newly
appearing ssDnase isoenzymes in the L. minor treated with CYN containing
crude extracts. The LmD89, LmD79, LmD16, LmD15 marked ssDNase
isoenzymes appeared at 10 and 20 pg ml"' cyanotoxin concentrations. We
could not detect these isoenzymes after the treatment with purified
cyanotoxin. The appearance of 15 and 16 kDa molecular mass ssDNase
isoenzymes were only detectable in plants after CYN containing crude
extract treatment. We detected an increase in their specific activity.

Concerning W. arrhiza we detected a 38 kDa isoenzyme (WaD38) in
the CYN exposed plants. This enzyme (WaD38) shows mildl increase
exposed in crude extract treated plants, but at 10 pug ml' cyanotoxin
concentration significant increase was observed. At 20 ug ml’ toxin
concentration, the activity of nucleases decreased significantly, probably as a
consequence of plant cell death. The ssDNase of 38 kDa detected at the
treatments with purified CYN showed increasing tendency with the increase
of toxin concentration. We could detect these significant changes at 10 and
20 pg ml™ CYN.

e.) The comparison of the effects of microcystin-LR and
cylindrospermopsin on Lemnaceae species

Our results unambiguously proved that in water blooms MCY-LR and CYN
released to the water and accumulated (both for cell free, crude cyanotoxin
containing extracts and the purified toxins) cause significant growth
inhibition in the examined aquatic plants (Lemna minor, Wolffia arrhiza),
which can be detected by the assay of frond number and fresh weight. During
the treatment of these plants with purified MCY-LR and CYN, latter caused
more pronounced changes in growth inhibition. We measured significant
inhibition even at 0.01 and 0.1 pg ml! cyanotoxin concentrations while
MCY-LR caused significant inhibition at > 10 pg ml” concentrations. The
MCY-LR containing crude extract of M. aeruginosa proved to be more toxic
to the Lemnaceae species than the CYN containing crude extract. We
detected significant growth inhibition at the concentration of 0.01 pg ml™ of
MCY-LR.

In other cyanotoxin exposed plant species, striking morphological
changes were obtained (the appearance of necrotic spots, callus forming, M-
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Hamvas et al. 2003, Mathé et al. 2007, 2009). We did not see these types of
alterations during our experiments on L. minor and W. arrhiza plants.

However, we found that both toxins cause changes in protease and
nuclease enzyme patterns and their specific activity which are of a key
importance in stress responses. We detected the increase of enzyme activity
in the extracts of plants treated with MCY-LR and CYN (LmP100, 89, 83, 71,
60 and the wWaP94, 84 kDa molecular mass proteases and the LmD43, 26 kDa
molecular mass nucleases). Only the purified MCY-LR induced the
appearance of two acidic proteases in the plant extracts (LmP26 and WaP36).
The LmD89 and 79 marked ssDNases were induced by MCY-LR- and even
by CYN containing crude extracts; however the purified toxins did not
induce their appearance. The WaP44 alkaline protease and the LmD16 and
LmDI15 ssDNases were only detectable after a treatment with crude CYN
containing extracts.

The differences between the effects of crude cyanotoxin containing
extracts and the purified toxins draw the attention on the fact that besides the
endotoxins released into water blooms of cyanobacterial origin several
hundreds of chemical compound can get into the environment from the same
cells (Welker and von Dohren 2006). Among these one can find chemicals
that serve as nutrients for other organisms, stimulating their growth. In the
case of Microcystis aeruginosa extracts besides MCY-LR other cianotoxin
variants (MCY-RR, MCY-YR) can occur that can contribute to the effects of
MCY-LR. More and more data from literature prove that besides cyanotoxins
other small molecular mass organic compounds (i.e. enzyme inhibitory
peptides) are synthesized in the cells of cyanobacteria (Welker and von
Dohren 2006). The exact biochemical function of these chemicals is not
known yet but it is presumable that they contribute to the biological effects of
investigsted cyanotoxins.

Our results confirmed that it is important to have the suggested two kinds of
approach in the analysis of the effects of cyanotoxins on plants, including the
aquatic ones.
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