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Rovidités jegyzék

ACE - angiotenzin-konvertal6 enzim

Adda — 3-amino-9-metoxi-2,6,8-trimetil-10-fenildeka-4,6-dienoiksav
Ahda — 3-amino-2-hidroxi-dekansav

Ahoa — 3-amino-2-hidroxi-oktansav

ANOVA — variancia analizis

APM — aminopeptidaz M

BaP — benzo(a)pirén

BNC — binuklearis sejt

CYN - cilindrospermopszin

DEAE-cellul6z — dietilaminoetil-cellul6z

DMSO - dimetil-szulfoxid

DSB — kettds szaltorés

ELISA — enzimhez kapcsolt immunszorbens vizsgalat

HPLC — magas teljesitményii folyadékkromatografia

I1Cs0 — 50%-0s gatld koncentracio

LAP — leucin aminopeptidaz

LC-ESI-MS — folyadékkromatografia elektrospray-ionizacio
tomegspektrometria

LMP — alacsony olvadéaspontu agarédz

MALDI-TOF — matrix segitett 1¢ézerdeszorpcid/ionizacio repiilési idd
tomegspektrometria

MC — mikrocisztin

MG — mikroginin

MTT — 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium-bromid
MNed sejt — mikronukleuszt tartalmazo sejt

MNi — mikronukleuszok

NBUD - sejtmagi riigy (bud)

NDI — citokinezis blokkolt proliferacios index (nuclear division index)
NMP —normal olvadéspontu agar6z

NPB — nukleoplazmahid

PBS — NaCl tartalmu foszfat puffer

PP — protein foszfataz

ROS — reaktiv oxigén gyok

SSB — egyszalu torés

TFA — trifluor-ecetsav

TRIS-HCI —tris-(hidroximetil)aminometan-sosav



1. Bevezetés és célkitiizések

A cianobakterialis vizviragzasok szdma az utobbi évtizedekben vildgszerte
megnovekedett, amelyhez a felszini vizek eutrofizacidja nagymértékben
hozzajarult. Az eukariota algdk, valamint prokaridta cianobaktériumok
altal alkotott hatalmas fitoplankton biomassza amellett, hogy befolyasolja
a viztér oldott oxigén tartalmat (hipoxias €s anoxias viszonyokat teremt) és
a viz felszinét vastagon ellepi, tovabbi szag- és szinelvaltozast is okoz
(Humbert és Fastner, 2017). Az édesvizekben megjelend cianobakterialis
tomegprodukciok soran az erésen toxikus hatdsu szekunder metabolitok
termelédése  gyakori  jelenség  (Puschner, 2018). Kozmopolita
eléfordulasanak koszonhetden a vizvirdgzdsok gyakori alkotdéi a
Microcystis genuszba tartozo fajok, amelyekre valtozatos peptid tipust
bioaktiv metabolitok termelése jellemz6 (Janssen, 2019; Riba és mtsai.,
2019). A cianobakterialis toxinok koziil a mikrocisztinek a legelterjedtebb
peptid metabolitok, azonban egyre tobb olyan peptid tipusi vegyiiletet
irnak le cianobaktériumokbol, amelyeket gyakran detektalnak
vizviragzasok  alkalmaval.  lde tartoznak az  aeruginozinok,
anabaenopeptinek, ciklamidok, cianopeptolinok, mikroviridinek vagy
mikrogininek, melyek a protein foszfataz gatlo mikrocisztinektdl eltéréen
mas proteazok inhibitorai és foként tripszin, kimotripszin, elasztaz,
karboxipeptidaz ¢és aminopeptidaz inhibitor aktivitassal rendelkeznek
(Huisman és mtsai., 2018; Janssen, 2019). Ezen bioaktiv peptid tipusu
metabolitok kdrnyezetben betdltott bioldgiai szerepe, hatdsmechanizmusa,

valamint termelddésiik oka nem teljesen tisztazott (Dittmann és mitsai.,

2015; Janssen, 2019; Yunes, 2019).



A viztérben akar tobb hétig perzisztald mikrocisztin akkumulalodhat az ott
€16 vizi novényzet szoveteiben, tovabba a zooplankton és a gerinctelenek
is képesek a mikrocisztin felvételére. Mindez jelentéséggel bir a vizi
taplalkozasi lanc szempontjabol, ¢és kozvetve humdan egészségligyi
kockazattal jarhat (Jia és mitsai., 2016; Pham és Utsumi, 2018). Az
alameriil6 és lebegd makrofita szervezetek, mint primer producensek,
kozponti szerepet toltenek be a vizi 0koszisztémakban. Tanulmanyok
bizonyitjak, hogy a vizi makrofitak (példaul Ceratophyllum demersum,
Elodea canadensis, Vesicularia dubyana, Polygonum portoricensis,
Eichhornia crassipes, Typha sp. és Hydrilla verticillata) képesek a
mikrocisztinek felvételére (Pflugmacher és mtsai., 1999; Romero-Oliva és
mtsai., 2014). Természetes eutrof viztérben szintén megfigyelték, hogy a
vizviragzas soran a Ceratophyllum inflatum, C. demersum és Potamogeton
maackianus makrofitak a termelddott mikrocisztint 6riasi hatékonysaggal
vették fel (Jia és mtsai., 2016). A mikrocisztin bioakkumulaciojat azonban
gyakran laboratoriumban bedllitott mérésekkel tanulméanyozzék, és tobb
olyan vizsgalatra van sziikség, amely a cianotoxinok vizi névényekre a
viztérben kifejtett kozvetlen és kornyezetileg relevans hatasait kutatja.

A vizvirdgzasok sordn a mikrogininek eléforduldsat is megfigyelték
(Carneiro és mtsai., 2012; Beversdorf és mtsai., 2017; Lodin-Friedman és
Carmeli, 2018; Riba és mitsai., 2019). Cianobaktérium izolatumokban
vilagszerte leirtdk a mikrogininek termelddését, azonban kornyezeti
kornyezetben (Beversdorf és mtsai., 2017). Ez a Microcystis, Planktothrix,
Anabaena fertilissima és Woronichinia naegeliana (Unger) Elenkin altal
termelt cianopeptid csoport jellemzden cink-metalloproteaz inhibitor

aktivitasu, amelynek foleg angiotenzin-konvertald enzim (ACE) ¢és



aminopeptidaz gatlo aktivitdsa ismert, fontos szerepilk lehet a
gyogyszerkutatasban is (Kraft és mtsai., 2006; Chlipala és mtsai., 2011).
Azonban a mikrogininek hatismechanizmusa kevésbé ismert,
toxicitasukrol kevés ismeret all rendelkezésre. Az akut toxicitast vizsgaltak
Thamnocephalus platyurus (Branchiopoda, Anostraca) és Caenorabditis
elegans (Nematoda) larvakon (Bober és Bialczyk, 2017; Lenz és mtsai.,
2019), mig mikroginin tartalma Microcystis sp. teljes kivonata Astyanax
altiparanae (Characidae) tropusi, édesvizi hallarvakon szamos fejlodésbeli
rendellenességet idézett elé (Fernandes és mtsai.,, 2019). Mindezen
megfigyelések tiikrében a mikrogininek Okologiai és egészségiigyi
kockazatanak megallapitasara tobb in vitro toxikologiai vizsgalat elvégzése
fontos és nélkiilozhetetlen.

Munkank soran atfogd képet kaphatunk a mikrocisztinek toxicitasarol és

akkumulacidjarél terepi  koriilmények kozott, a szakirodalomban

megtalalhato toxin specifikus markerek vizsgalataval. Tovabba a témaban
szliletett korabbi eredményeket is ald kivanjuk tdmasztani.

Ugyanakkor egy masik cianopeptid csoport, a mikrogininek biologiai

szerepét és karos hatasait vizsgaljuk laboratoriumi koriilmények kozott in

vitro novényi és human sejtkultras rendszerekben.

A kovetkezd célokat tliztiik ki:

1. Terepi koriilmények kozott a mikrocisztin termeld fajok megfigyelése
¢és a toxintermelés dinamikajanak, toxinvariabilitasanak vizsgalata egy
hazai eutr6f viztérbdl harom éven keresztiil.

2. Extracellularis és intracellularis mikrocisztin tartalom meghatarozésa
eutr6f viztérbdl. A fitoplankton biomassza toxicitdsanak vizsgalata

ndvényi tesztrendszerben.



3. A vizviragzasnak kitett kornyezetbol gytjtott  Ceratophyllum

submersum vizi makrofita bioakkumulacios potencialjanak vizsgalata.

. Laboratoriumi koriilmények kozott fenntartott Microcystis izolatumok
oligopeptid mintazatanak vizsgalata és oligopeptid monokomponensek
tisztitdsa kromatografias-tomegspektrometrias modszerek segitségével.
. Microcystis izolatum kivonatok névényi novekedésre kifejtett hatasanak
in vitro vizsgalata és Osszevetése egy mikrocisztin termel6 térzzsel.

. Microcystis izolatumok kivonatanak ¢és tisztitott mikroginin tipusu
monokomponensek citotoxikologiai és genotoxikoldgiai hatasainak
vizsgalata, elemzése és  Osszevetése  mikrocisztin-LR  és

cilindrospermopszin cianotoxinok hatasaival a metabolikusan aktiv,

human HepG2 sejtvonalon.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Cianobaktériumok és cianobakterialis vizviragzasok jellemzése

A prokaridta cianobaktériumok megjelenése kb. 3 milliard évvel ezel6ttre
datalhatd, amellyel fotoautotrof szervezetekként megteremtették bolygonk
légkorét. Oriasi biomasszajuk révén hozzajarulnak a globalis szén és
nitrogén anyagcseréhez (Huisman és mtsai., 2018). Rendkiviil valtozatos
¢l6helyeken, klimaviszonyok mellet vilagszerte eléfordulnak. Ehhez az is
hozzéjarult, hogy rendkiviil hatékonyan képesek a tapanyagok (N, P, Fe és
nyomelemek) felvételére és tarolasara (Dolman és mtsai., 2012).

Edesvizekben, brakkvizekben, és sés vizi ¢léhelyek planktonikus
kozosségeiben lebegd organizmusok, mig a bentikus fajok a folyok és
allovizek {iledékein, novényeken megtapadva, vagy magasabb rendi
novényekkel, gombdkkal (pl. zuzmodk) szimbidzisban élnek. Néhany
nemzetség tagjai diatdomdak, szivacsok, korallok, zuzmok, pafranyok
szimbiontai (endoszimbiontai), €és képesek tovabbi szervezetekkel is
mutualista kapcsolatot kialakitani, amely védelmet nyujt és elOsegiti a
tapanyag hozzaférhetdségét. Az endoszimbionta elmélet szerint az
eukaridta sejtorganellumok (mitokondrium, kloroplasztisz) az egysejtli
prokariotak (baktériumok é€s archedk) szimbidzisa, bekebelezddése révén
alakultak ki. A mitokondrium proteabaktériummal, mig a kloroplasztisz
cianobaktériummal hozhat6 Osszefiiggésbe. A cianobaktériumok extrém
koriilmények kozott is életképesek: extrém meleg (héforrasok) vagy hideg
(sarkkoron), valamint magas sotartalma  éléhelyeken, valamint ha
szarazsagnak, nitrogén ¢€hezésnek, anaerob ¢és  fotooxidacids
koriilményeknek vannak kitéve (Humbert és Fastner, 2017). A kornyezeti

feltételekhez vald alkalmazkodéasban szerepe van annak is, hogy rendkiviil



valtozatos szerkezetli és hatdsmechanizmusu metabolitokat termelnek. A
biologiailag aktiv metabolitok széles spektruméba beletartoznak a
cianotoxinok, lipopeptidek, pigmentek, amidok, vitaminok, aminosavak,
zsirsavak, enzimek ¢és makrolidok (Geada és mtsai., 2017; Huang és Zimba,
2019; Janssen, 2019).

Egysejtli, telepeket képz6 és fonalas tobbsejtii morfologia jellemzi a
cianobaktériumokat. =~ Gram-negativ  sejtfaluk  peptidoglikdn  ¢és
lipopoliszacharid  rétegeket tartalmaz. A  sejteket egy foként
poliszacharidokbol (egyes torzseknél akar 20%-nal tobbet is kitesz a
polipeptidek aranya) all6 glikokalix réteg veszi koriil, amely gyakran
nyalka vagy kocsonyaként kap emlitést (Humbert és Fastner, 2017). A
sejtek nem rendelkeznek sejtmaggal, mitokondriummal, endoplazmatikus
retikulummal és Golgi-apparatussal. A DNS a sejtben szabadon, a
citoplazmaban helyezkedik el. Szdmos planktonikus nemzetség tagja képes
a gazvakudlumaik segitségével gyors, vertikalis migraciora, mely lehetové
teszi a viz mélyebb, tipanyagdusabb rétegeiben valo, ugyanakkor a
felszinhez kozeli, magasabb fényintenzitasu életet iS (Huisman és mtsai.,
2018). A tilakoidok szabadon helyezkednek el a citoplazmaba, és a
felsziniikon 1évé fikobiliszoméakban a fikobiliproteinek és kotéfehérjék
komplexként vannak jelen. Jellemzd pigmentjeik a klorofill-a és a
fikobilinek: a kékes szint ad6 fikocianin €s a pirosas szinti fikoeritrin.
Ezeknek a pigmenteknek alacsonyabb hulldmhosszon torténik az
elnyelése, amely segiti a cianobaktérium alacsonyabb fényintenzités
melletti fényhasznosulasat (Castenholz és Garcia-Pichel, 2013). Egyes
fajok esetében mas pigmentek is el6fordulhatnak. A szkitonemin
jellegzetes, sargas-barna pigmentnek UV-elnyeld, véddé szerepe van.

Bizonyos fajoknal (pl. Nostoc commune) pedig UV-A/B-elnyeld



mikosporinszeri aminosavak is el6fordulhatnak a kiils6 burokban
(Castenholz ¢és Garcia-Pichel, 2013; Dolman és mtsai., 2012). Egyes
csoportok specialis sejtekkel is rendelkezhetnek: heterocisztakkal képesek
a légkori nitrogén fixaciora, vagy akinétdkkal (sporaszerii sejtek) a
kedvezétlen koriilmények atvészelésére. A heterocisztak foként a fonalas
fajoknal fordulnak eld, a tobbi sejttdl eltéré modon ez a sejttipus sem
gazvakudlumot, sem pedig pigmenteket nem tartalmaz, és vastagabb
sejtfallal rendelkezik. A nitrogén fixacidjaban van szerepiik,
megjelenésiiket a nitrogén hianya indukélja. A cianobaktériumok
ivartalanul, sejtosztodassal szaporodnak. A koloniakat alkoto, és fonalas
cianobaktériumok esetében a sejtek egyiranyba torténd osztodasa révén
sejtfonalak alakulnak ki, majd kisebb sejtcsoportokra valnak szét. Az
egyediilallo sejtek mikroszkopikus méretiick, azonban a tobb sejtbol allo,
nyalkaburokkal koriil vett kolonidk (pl. Microcystis) vagy a bentikus
aljzaton ¢él6k (pl. Phormidium) szabad szemmel is egyszeriien
észrevehetdek (Humbert és Fastner, 2017).

Vilagszerte megfigyelhetd a cianobakterilis vizvirdgzasok eléfordulasa. A
klimavaltozas ¢s fOként az antropogén hatasra bekdvetkezd szerves
nitrogén és foszfor tartalml tdpanyag feldusuldasa miatt felgyorsul az
eutrofizacié folyamata, amely a természetes vizek primer producenseinek
elszaporodasaval jar (Huisman ¢és mtsai.,, 2018; Yunes, 2019). A
vizvirdzasok gyakorisaga €s intenzitasa novekvd tendencidt mutat. A
klimavaltozas kovetkeztében a globalis felmelegedés és a szélsdséges
iddjarasi viszonyok (viharos es6zések és hosszu, szaraz iddszakok
valtakozasa) tovabb fokozzak a feldisuld tdpanyagok bejutdsat és
felvételét, illetve a keveredési folyamatok elmaradéasa kovetkeztében a

vizterek vertikalis rétegzédését is (Huisman és mtsai., 2018). Az



édesvizekben a foszfor feldasuldsaval a fitoplantkon kozosség a
cianobaktériumok dominancidja felé tolodik el. Mivel sok cianobaktérium
diazotrof, azaz nitrogén megkotésére képes, ezért foként a foszfor a
kontrollald tényez6, a nem diazotr6fok szamara azonban a nitrogén is
limitalo tényezd lehet. Emellett a mikroelemek szerepe is fontos lehet, pl.
a vas, kiillondsen a diazotrofok szdmara, mivel a nitrogendz enzim
aktivitdsadhoz vas sziikséges (Huisman ¢és mtsai.,, 2018). A természetes
fitoplankton kzosségek masik befolyasold tényezdje a hdmérseklet: 20°C
felett az édesvizi eukaridtak szama stabilizalodik vagy elkezd csokkeni,
mig szamos cianobaktérium faj novekedési ratdja nd. A cianobakterialis
biomassza ndvekedése (pl. klorofill-a koncentraci6 mérésével) egy
viztérben relative rovid id6tartamt (néhany naptol 1-2 hétig tartd), és
jellemzdéen egy vagy csupan néhany faj dominanciaja (> 80 %) jellemzo a
fitoplankton kozosségen beliil. A biomassza mezotrof vagy kevésbé eutrof
vizterekben 30-50 pg L klorofill-a-tol nagy vizviragzasnak felel meg, mig
eutrof és hipereutrof vizterekben meghaladja a 300-400 ug L* klorofill-a
értéket is (Humbert és Fastner, 2017).

Az eutrofizacid6 kedvez a karos cianobakteridlis vizviragzasok (angol
kifejezéssel Cyanobacterial Harmful Algal Blooms, cyanoHABs)
idészakos elszaporodasanak ¢és dominancidjanak a planktonikus
kornyezetben (Huisman és mtsai., 2018). Az egyik legf6bb egészségiigyi
kockézatot jelentik, ugyanis a globalis vizkészletek allati ¢s huméan célu
hasznalata 6ridsi mértékii, tobbek kozott az ivoviz fogyasztasaval, €és az
akvakultardkban vagy rekreacids vizterekben. A WHO (Egészségiigyi
Vildg Szervezet) szerint neurotoxikus, hepatotoxikus, citotoxikus és
dermatotoxikus hatasoknak lehetiink potencialisan kitéve (World Health
Organization, 2017).



Végezetiil a bioakkumulacids vizsgalatok is rendkiviil relevansak, ugyanis
a cianobakteridlis vizviragzasokban megjelend toxinok szamos
kozegészségligyi problémat okozhatnak. Az ivovizben, a természetes vizek
ontézovizként vald felhasznalasaval a taplalkozasra szant novényekben,
valamint a vadon él6 allatok, haszonallatok és vizi allatok szdveteiben
akkumulalodhatnak. Elfogyasztasukkal, illetve nem megfelelden tisztitott
ivoviz felhasznalasa révén végsésoron human megbetegedéseket és/vagy

halalt okozhatnak (Pham és Utsumi, 2018).

2.2. Cianobakterialis biologiailag aktiv metabolitok

A rendkiviil valtozatos szerkezetli cianobakterialis szekunder metabolitok
vilagszerte jelen vannak. Tobb mint 30 nemzetségbdl legalabb 80
szerkezeti archetipust hataroztak meg. A legtobb metabolitot féleg az
Oscillatoriales és Nostocales rendb6l, valamint a Chroococcales és
Stigonematales rendbdl irtak le, mig a Pleurocapsales rend szekunder
metabolit termelése keveésbé ismert (Welker €s Von Dohren, 2006). Egyes
metabolitok valamilyen bioldgiai aktivitassal birnak, mig masok toxikusak
lehetnek. Cianotoxinnak altalaban azokat a vegyiileteket nevezik, amelyek
allati és human mérgezést vagy egészségiigyi kockazatot jelentenek, mig a
bioaktiv komponensek valamilyen antimikrobidlis és/vagy citotoxikus
hatasuak, és gyakran gydgyaszati vagy kutatasi célra alkalmasak lehetnek
(Huang és Zimba, 2019).
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2.2.1. Cianotoxinok

A fobb cianotoxin csoportok szerkezetiik alapjan a peptidek, alkaloidok €s
lipopoliszacharidok kozé sorolhatok, ugyanakkor hatasuk alapjan
neurotoxinok, hepatotoxinok, citotoxinok, és gasztroenteralis toxinok
lehetnek (1. tablazat).

A cilindrospermopszin (CYN) f6bb termeldi a szubtropusi és mérsékelt 6vi
vizekben élnek (Moreira ¢és mtsai., 2013; Pichardo és mtsai., 2017).
Széleskort toxicitas jellemzi, amelyben tobb szerv és metabolikus utvonal
érintett, hatdsmechanizmusa kozvetlen vagy citokrom P-450 rendszer
modifikacioja altal lehetséges. Az anatoxinokat, saxitoxinokat és a f-N-
metilamino-L-alanint (BMAA) a neurotoxinok ko6zé soroljak. Mig az
anatoxin-a el6fordulasat vilagszerte jelentették, a homoanatoxin-a varianst
mindeddig Japan, frorszag, Svédorszag, Uj-Zéland viztereibél irtak le. Az
anatoxin-a(s) szerkezete eltérd, melyet Amerika ¢és  Eurdpa
vizviragzasaibol detektaltak (Puschner, 2018). A saxitoxinok karbamat
alkaloidok, neosaxitoxin, gonyautoxon €s C-toxin variansokkal. Bénulast
okozo kagylomérgekként (PSP) is ismertek, ugyanis a kagylok altal
akkumulalt toxin fogyasztiasaval okozza a mérgezést. A saxitoxinokat
megfigyelték Ausztralia, Uj-Zéland, Kelet-Azsia, Nyugat-Eurdpa és az
USA partjainal eléforduld vizvirdgzasokban (Ardoz ¢és mtsai., 2010). A
BMAA nem-proteinogén aminosav, amelyet vilagszerte
cianobaktériumok, diatomak és dinoflagellatak termelnek tengeri, édesvizi
¢és szarazfoldi okoszisztémakban (Cox és mitsai., 2018; Violi és mitsai.,
2019). A dermatotoxinok f6 képviseldi a Lyngbya sp. altal termelt
lyngbyatoxinok, debromoaplysiatoxinok ¢és aplysiatoxinok, vilagszerte

detektaltdk a tropusi, szubtrépusi és mérseékelt 6vi vizterekben. A
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cianobaktériumok Gram-negativ sejtfalanak kiilsé rétegét
lipopoliszacharid alkotja, amely foszfolipid és poliszacharid molekuldkbol
all. Ez az endotoxin kivalthat bdrirritaciot, gasztrointesztinalis tiineteket,
allergias reakciokat valamint szapora 1égzést (Buratti és mtsai., 2017).
Végezetiil, a mikrocisztin (MC) és nodularin oligopeptid hepatotoxinokat
a2.2.2. alfejezetben részletezziik (2. tablazat).
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1. tablazat. FObb cianotoxin csoportok jellemzése szerkezetiik, termeld fajok és

hatdsmechanizmusuk alapjan.

Cianotoxin Szerkezet Termel6 faj Hatasmechanizmus Referencia
Cylindrospermopsis Moreira és mtsai.,
y - " | Szamos szervre toxikus, 2013; Pearson és
L Umezakia, : ; .
Triciklikus neurotoxikus, mtsai., 2010;
.. . L Anabaena, A . . .
Cilindrospermopszin | guanidin . ! genotoxikus, protein és Pichardo és
. Oscillatoria, : S ) )
alkaloid Raphidionsis glutathion szintézis gatlo, mtsai., 2017;
PIdIOpsIS, citokrom P-450 inhibitor | Zegura és mtsai.,
Aphanizomenon
2011
_ Biciklikus Anabagna, Neurotoxikus, nikotinos | Araoz és mtsai.,
Anatoxin-a alkaloid Phormidium, acetilkolin receptorokhoz | 2010
Aphanizomenon kompetitiven kotodik
Foszforilalt Neurotoxikus, Ardoz és mtsai
Anatoxin-a(S) ciklikus N- Anabaena irreverzibilis acetilkolin v

hidroxiguanin

észteraz inhibitor

2010

Aphanizomenon,

Neurotoxikus, fesziiltség

Araoz és mtsai.,

Saxitoxin Karbamat Anabaena, Lyngbya, fiiwed Na-csatorna 2010; Llewellyn,
alkaloid Cylindrospermopsis, bl(%l%kol() 2006; Wiese és
Planktothrix mtsai., 2010
Lyngbya Tumor promoter Osborne és mtsai.,
Lyngb_yato>_<|nok Indol alkaloid | Oscillatoria, eukariota protein kinaz C 200.1; R;ymskl es
Aplysiatoxinok - . . Poniedziatek,
Schizothrix aktivator 2012
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1. tablazat. FObb cianotoxin csoportok jellemzése szerkezetiik, termel6 fajok és

hatdsmechanizmusuk alapjan

Cianotoxin

Szerkezet

Termeld faj

Hatdsmechanizmus

Referencia

BMAA (B-N-
metilamino-L-alanin)

Diaminosav

Szamos nemzetség,
cianobaktériumok,
dinoflagellatak,
diatomak

Neurotoxikus, az
excitotoxin glutamat
receptoron hat, indukalja a
kalcium-fiiggd
enzimatikus utvonalakat
és az oxidativ stresszt.
Vér-agy gaton atjut, és az
agyszovetben
neurodegenerativ  hatast
valt ki. Szabadon vagy
fehérjébe épiilve
akkumulalodik, melynek
szerkezetét, funkciojat
modositja.

Araoz és mtsai.,
2010; Cox és
mtsai., 2018;
Violi és mtsai.,
2019

LPS endotoxin

Lipopoli-
szacharidok

Minden
cianobaktérium

Gyulladast okoz, fokozza
a citokin szekréciot,
gasztrointesztinalis
irritans.

Buratti és mtsai.,
2017
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2.2.2. Microcystis genusz biolégiailag aktiv metabolitjai

Microcystis az egyik leggyakoribb vizviragzast alkoto édesvizi nemzetség,
minden kontinensen jelen van. A klimavaltozasra és antropogén hatasokra
a Microcystis vizviragzasok gyakorisaga €s intenzitasa novekvo tendenciat
mutat, mint ahogyan azt a 2.1. fejezetben részleteztik. A klasszikus
botanikai vagy a filogenetikai osztalyozassal kevéssé vagy egyaltalan nem
magyarazhatd a rendkiviil varidbilis oligopeptid 0Osszetétel. Az
oligopeptidek  alpopulacio-markerként valdo  hasznalata egy 1j
megkdzelités, amely ramutathat az intraspecifikus kémiai polimorfizmus
okologiai jelentdségére, €s az oligopeptidek ismeretlen biologiai szerepére.
A Microcystis fajon beliili kémiai polimorfizmus olyan alpopulaciokat
(kemotipusokat) vazol fel, amelyek eltéréen hatnak egymasra az adott
kornyezetiikben az iiledék vesztés, pelagikus novekedés és éldhelyi
eloszlas tekintetében. Tehat a kémiai diverzifikacio egy 0j dimenziot jelent
a cianobakteridlis biodiverzitdsban, amelynek potencidlisan nagyobb
okologiai szerepe lehet, mint a morfologiai alapon torténd megkozelitésnek
onmagaban (Agha és mtsai., 2014; Briand ¢és mtsai., 2016).

Az utobbi évtizedekben a Microcystis genuszban szamos bioaktiv
metabolit csoport termelését figyelték meg, amelyek biotechnologiai és
orvosi ¢értékkel birnak. Citotoxikus, antivirdlis, antimalarias vagy
allelopatikus hatasaikat megfigyelték, és a biologiai hatdsmechanizmusuk
altalaban valamilyen eukariota enzim gatlasahoz kapcsoldodik (Elersek és
mtsai., 2017; Huang és Zimba, 2019; Janssen, 2019). Ennek ellenére az
okologiai, éldvilagban betdltott szerepilk még nem teljesen vilagos. A
legszélesebb korben tanulmanyozott cianobakterialis bioaktiv metabolitok

az oligopeptidek, amelyeket (a) bioszintézisiik (riboszomalis, nem-
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riboszomalis), (b) kémiai szerkezetiik (linedris, ciklikus, depsipeptid stb.),
a primer célszervre vagy organizmusra kifejtett hatasuk (hepatotoxikus,
citotoxikus stb.) alapjan csoportositjak. A tobb mint 600 féle oligopeptidet
tartalmazd metabolitot a jellegzetes szerkezeti sajatossagaik alapjan
aeruginozinok,  anabaenopeptinek,  ciklamidok,  cianopeptolinok,
mikrocisztinek, mikroviridinek és mikrogininek csaladjaba soroljak (1.

abra és 2. tablazat) (Welker és Von Do6hren, 2006; Janssen, 2019).

Anabaenopeptinek

Legaldbb 96 varidnst azonositottak, azonban a varidnsok nevezéktana nem
kovetkezetes, a metabolitokat altalaban a termeld fajrél vagy foldrajzi
el6fordulasardl nevezik el (Spoof és mtsai., 2016). Nem-riboszomalisan
szintetizal6do, ciklikus pentapeptidek (1. abra/A). Az 1. pozicidban
talalhato egyetlen, nem variabilis aminosavhoz egy ureid hid kialakitasaval
kapcsolodnak a leggyakrabban Arg, lle, Tyr vagy Phe aminosav
szarmazekot tartalmazé oldallancok. A 2. pozicidban Val és Ile fordul eld
a leggyakrabban, a 3. pozicioban homo-Tyr (Hty) vagy homo-Phe (Hph),
a4. pozicidban N-metilalt aminosavak (N-MeAla, N-MeHty, N-MeHph, N-
MeGly) épiilnek be. A C-terminalison altalaban Phe, Tyr, Hty, Ile/Leu vagy
Hph all, azonban nodulapeptineknél O-Ac-Ser is eldfordulhat (Elersek és
mtsai., 2017).
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2. tablazat. Cianobakterialis oligopeptid csaladok jellemzése termelSk és bioldgiai aktivitas alapjan.

Oligopeptid csalad Termel6k Variansok nevezéktana Biolégiai aktivitas Referencia
Tripszin, kimotripszin, és Elersek és misai.,
Microcystis pszin, XIMOUIpszIn, 2017; Fewer és mtsai.,
gyenge papain inhibitorok.

Aeruginozinok

Planktothrix
Nodularia spumigena

aeruginozin, microcin,
spumigin

Trombin és plazmin
inhibitorok

2013; Ishida és mtsai.,
1999; Murakami és
mtsai., 1994

Anabaenopeptinek

Aphanizomenon,
Anabaena,
Microcystis,
Planktothrix,
Plectonema,
Nodularia, Schizothrix,
Nostoc, Desmonostoc

oscillamide, ferintoic acid,
nodulapeptin, plectamide,
schizopeptin,
lyngbyaureidamid,
melophluspeptin,
brunsvicamid

Protein foszfataz, tripszin,
kimotripszin, elasztaz,
karboxipeptidaz A és U. A
norepinefrin-indukalta aorta
0sszehuizodast relaxalja.
Lizogén cianobaktérium
litikus ciklusat indukalja.

Elersek és mtsai.,
2017; Sano és mtsai.,
2001; Sedmak és
mtsai., 2008; Spoof és
mtsai., 2016

Mikroviridinek

Microcystis,
Planktothrix, Nostoc

microviridin

Elasztaz, szelektiv tripszin,
kimotripszin inhibitorok

Elersek és mtsai.,
2017; Ishitsuka és
mtsai., 1990

Cianopeptolinok

Anabaena, Lyngbya,
Microcystis,
Planktothrix,

Scytonema, Symploca,

Dolabella tengeri
gerinctelen

aeruginopeptin,
anabaenopeptilide,
dolostatin, hofmannolin,
microcystilide,
micropeptin, nostocyclin,
nostopeptin,
oscillapeptilide,
oscillapeptin,
planktopeptin, scyptolin,
somamide, symplostatin,
tasipeptin

Tripszin, kimotripszin,
elasztaz inhibitorok

Blom és mtsai., 2006;
Bubik és mtsai., 2008;
Martin és mtsai.,
1993; Welker és Von
Dohren, 2006
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2. tablazat. Cianobakterialis oligopeptid csaladok jellemzése termelSk és bioldgiai aktivitas alapjan.

Oligopeptid csalad

Termelok

Variansok nevezéktana

Biolégiai aktivitas

Referencia

Ciklamidok

Lyngbya, Microcystis,
Nostoc, Oscillatoria,
Stigonema,
Westelliopsis

aanyascyclamide,
bistratamide, dendroamide,
microcyclamide,
nostocyclamide,
obyanamide, raocyclamide,
tenuecyclamide,
ulongamide, westiellamide

Citotoxikus aktivitasukat
megfigyelték szamos rakos
sejtvonalon

Ishida és mtsai.,
2000b; Portmann és
mtsai., 2008; Welker
és Von D6hren, 2006

Mikrogininek

Microcystis, Anabaena
festilissima,
Woronichinia
naegeliana (Unger)
Elenkin, Nostoc,
Planktothrix

microginin,
oscillaginin,
nostoginin,
cyanostatin

Angiotenzin-konvertalo
enzim (ACE),
aminopeptidaz M (APM) és
leucin-aminopeptidaz
(LAP) inhibitorok

Bober és mtsai., 2011;
Ishida és mtsai.,
2000a; Lifshits és
mtsai., 2011; Sano és
Kaya, 1997

Mikrocisztinek

Microcystis,
Anabaena, Nostoc,
Planktothrix,
Phormidium,
Oscillatoria,
Anabaenopsis,
Radiocystis,
Gloeothrichia,
Rivularia, Tolypothrix,
Hapalosiphon,
Plectonema

microcystin

Hepatotoxikus, tumor
promoéter, eukariota protein
foszfataz PP1, PP2A és
foszfoprotein foszfataz
PPP4, PPP5 inhibitorok

Mulvenna és mtsai.,
2012; Pearson ¢és
mtsai., 2010; Zegura,
2016

Nodularinok

Nodularia, Nostoc
(szimbionta)

nodularin

protein foszfataz 1, 2A és
foszfoprotein foszfataz 4, 5
inhibitor, karcinogének

Mulvenna és mtsai.,
2012; Pearson ¢€s
mtsai., 2010
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Aeruginozinok

Ez a metabolit csoport nem-riboszomalisan szintetizalodo linearis tri- és
tetrapeptideket tartalmaz (1. abra/B). Az aeruginozinok jellegzetessége az
N-terminalison 1év6 fenil-tejsav (Pla) vagy p-hidroxi szarmazéka (Hpla),
¢s a C-terminalison egy arginin szarmaz¢k (agmatin, argininol, argininal).
A Hpla-hoz egy vagy két klor vagy brom, és O-szulfat is kapcsolodhat. A
2-es pozicioban D- és L-aminosavak is allhatnak (Welker és Von Dohren,
2006). Mig a 3-as pozicioban a spumiginekben L-Pro vagy MePro all
(példaul spumigin A), addig az aeruginozinokban egy 2-karboxi-6-hidroxi-
oktahidroindol (Choi) talalhat6é. A Planktothrix/Oscillatoria agardhii és
Nodularia spumigena aeruginozinja glikozilalt (xiléz), Nodularia
spumigenabdl rovid zsirsavlancot tartalmazd aeruginozint azonositottak

(Fewer és mtsai., 2013).

Cianopeptolinok

Elagazo lancot tartalmazo ciklikus peptidolakton hexadepsipeptidek (1.
abra/E), tobb mint 120 varianssal. Jellegzetes a 3-amino-6-hidroxi-2-
piperidon (Ahp) aminosav, és a peptidgyariben a Thr pB-hidroxi
csoportjanak és a terminalis aminosav karboxil csoportja kozotti
kapcsolodas észterkotéssel. Variabilis hossziisagl oldallanc kapcsolodik a
Thr egység amino csoportjahoz, két f6 oldallanc tipus gyakori: (a) egy vagy
két aminosav ¢€s egy alifas zsirsav, (b) glicerinsav egység, amely
kozvetleniil Thr-hoz vagy egy aminosav oldallanchoz kapcsolodhat. A
szulfatalt és O-metilalt glicerinsav szintén elfordul (Welker and von

Doéhren, 2006). A gyliriben a Thr és Ahp-n kiviil a tobbi pozici6 variabilis.
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Az 5. pozicidéban, altaldnosan egy aromas aminosav talalhato, a 6.
pozicioban pedig egy neutrdlis aminosav. A 2. pozicid rendkiviil
valtozatos, az aromas, bazikus, alifas €és hidroxi aminosavak mellett még a
mikrocisztineknél gyakori Dhb-t (dehidrobutirat) is detektaltak (Harrigan
¢és mtsai., 1999), egyes variansokban H4Tyr (tetrahidro-Tyr) is lehetséges.

c ey

crer

Mikroviridinek

A legnagyobb cianobakterialis oligopeptidek, 12-14 aminosavbol épiilnek
fel (1. abra/D). Bioszintézisiik riboszomalis, a triciklikus szerkezet
kialakitasaban a poszttranszlaciés modositasok jatszanak szerepet. A {6
peptidgytlirti hét aminosavbol all, a 4. és 10. pozicidban 1évé Thr hidroxil
és Asp 4-karboxil csoportja kozott észter kotés, a 6. és 7. pozicioban
talalhatd Lys amino- €s Glu karboxil csoportjai kozott peptid kotés alakul
Ki. A variabilitast az oldallancban vald eltérések, és az 5. pozicidban

crer

nem-proteinogén egység az N-terminalis ecetsav.

Ciklamidok

Kis molekulatomegti, ciklikus hexapeptidek, amelyek Cys-b6l, Ser-bol és
Thr-bol szarmazo tiazol, tiazolin, oxazol és oxazolin gytriit tartalmaznak
(1. abra/E). A mikroviridinekhez hasonléan bioszintézisiik riboszomalis

uton valdsul meg (Portmann és mtsai., 2008; Schmidt és mtsai., 2005).
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Mikrogininek

A mikrogininek (MG) (1. abra/C) linearis oligopeptidek kb. 40 varianssal.
Jellemz6 szerkezeti egységiik a 3-amino-2-hidroxi-dekansav (Ahda),
melyhez a C-terminalison harom-6t tovabbi aminosav kapcsolodik (Ishida
¢s mtsai., 1998), de harom vagy négy aminosavbol all6 variansokat is
azonositottak mar (Sano és Kaya, 1997; Stewart ¢s mtsai., 2018). Az 1., 3.
¢és 4. pozicidban az N-metilacid, illetve a klorozott Ahda egység szintén
lehetséges (Gesner-Apter és Carmeli, 2008; Ishida és mtsai., 1998, 2000a;
Kodani és mtsai., 1999; Reshef és Carmeli, 2001; Lifshits és mtsai., 2011;
Bagchi és mtsai., 2016; Strangman és Wright, 2016). Egyes variansokban
szintén lehetséges a 3-amino-2-hidroxi-oktansav (Ahoa) (Ploutno ¢és
Carmeli, 2002). A MG-ek a cink metalloproteazok inhibitorai (Okino és
mtsai., 1993; Neumann és mtsai., 1997; Kodani és mtsai., 1999; Ishida és
mtsai., 2000a; Sano és mtsai., 2005; Lifshits és mtsai., 2011; Lodin-
Friedman ¢és Carmeli, 2018). Az enzimgatld hatdsmechanizmusban
szerepet jatszik az Ahda, valamint a C-termindlis N-Me-Tyr-Tyr egységek
(Ishida és mtsai., 2000a; Kraft és mtsai., 2006). Megfigyelték, hogy a tri-
vagy tetrapeptid MG-k ACE gatl6 aktivitasa er6sebb, mint a pentapeptid
variansoké¢ (Ishida és mtsai., 2000a; Stewart és mtsai., 2018). Nano- vagy
mikromolaris koncentracioban gatoljak az ACE és aminopeptidaz enzimek
aktivitasat, de a tripszin, kimotripszin, elasztaz, trombin, papain €s protein
foszfataz 1A enzimeket nem gatoljak (Bober és Bialczyk, 2017). A MG
akut toxicitasat leirtak Thamnocephalus platyurus larvakban (Bober és
Bialczyk, 2017) és Caenorhabditis elegans fonalféregben (Lenz és mtsai.,
2019). MG-t tartalmazo Microcystis sp. teljes kivonat akut toxicitasat egy

tropusi édesvizi halfaj (Astyanax altiparanae) larvainal is megfigyelték,
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ahol abdomindlis és perikardidlis 6démat, gerincgorbiiletet tapasztaltak

(Fernandes és mtsai., 2019).

Mikrocisztinek

A mikrocisztin (MC) el6fordulasat legalabb 80 orszagbol jelentették. Eddig
tobb mint 240 MC varianst irtak le. Ciklikus heptapeptidek (1. abra/G), a
variansok a metilacio, hidroxilacid, epimerizacioban eltérhetnek. Fontos az
aminosav sorrend, €és a variabilis aminosavak jellege (D- vagy L-
aminosav). A MC-k szerkezeti 6sszegképlete: ciklo-(D-Ala-L-X-D-eritro-
B-MeAsp-L-Z-Adda-D-Glu-N-Mdha), amelyben a 2. (X) és 4. (2)
pozicidban 4116 aminosav variabilis, a 7. pozicidban pedig el6fordulhat Dha
(dehidroalanin), Mdha (N-metil-dehidroalanin), Dhb (dehidrobutirat),
metilalt Dhb (Mdhb) vagy Ser. Jellegzetes szerkezeti sajatsaguk a 3-amino-
9-metoxi-2,6,8-trimetil-10-fenildeka-4,6-dienoiksav (Adda), és a 6. és a 3.
pozicidban all6 Glu és Asp (Catherine €s mtsai., 2017).

A nodularinok ciklikus pentapeptidek, ciklo-(D-eritro-3-metilAsp-L-Z-
Adda-D-Glu-2-metilamino-2-Z-dehidrobutirat) szerkezettel (1. abra/H). A
mikrocisztinekhez képest a Mdha helyett Mdhb egység all. A 2. pozicid (Z)
variabilis, leggyakrabban az Arg-t tartalmazo6 varians fordul eld, dsszesen
10 variansa ismert. A nodularint Nodularia spumigena, fonalas,
heterocisztés, nitrogén-fixald fajbol irtdk le. A toxin vilagszerte eléfordul
tolcsértorkolatokban, tengerekben €s brakkvizekben. (Catherine és mtsai.,

2017; Gehringer €s mtsai., 2012).
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(2006) alapjan.



A mikrocisztinek ¢és nodularinok a hepatotoxinok kozé tartoznak. A
mikrocisztinek a protein foszfatazokkal (PP) kovalens kotést alakitanak ki,
mig a nodularinok nem (MacKintosh és mtsai., 1990; Annila és mtsai.,
1996; Hastie és mtsai., 2005). A protein foszfatazok defoszforilaljak az
allati és novényi sejtekben a Ser és Thr aminosavakat. A PP2A inhibicioja
révén megnd a majsejtekben a proteinek foszforilacidja. Mindez hatassal
van a metabolikus tutvonalakra (példaul glikogén szintézis), a sejtek
kontraktilitasara, a membran transzport folyamatokra, a szekréciora, a
tovabba tumor promoter, endokrin diszruptor és immunotoxikus
metabolitok. Genotoxinok, indukaljak az oxidativ DNS karosodasat és
proto-onkogének (c-jun, c-fos, c-myc) aktivaciojat. A nodularinok erdsebb
tumor promoter aktivitassal birnak a mikrocisztinekhez képest, ugyanis
kisebb méretiik miatt a hepatocitdk konnyebben képesek felvenni. Az
intracellularis reaktiv oxigéngyokok (ROS) képzddését indukaljak, amely
lipid, protein és DNS peroxidaciot okoz (Zegura és mtsai., 2011; Zegura,
2016; Pham és Utsumi, 2018; Stern és mtsai., 2019).

Az MC-k 6koszisztémakban betdltott szerepe nem teljesen tisztazott. A vizi
taplaléklancban jelen vannak, azonban a magasabb trofikus szinteken (pl.
puhatestiiek, kétéltiiek, halak, madarak) is &rtalmasnak bizonyultak.
Megfigyelték, hogy képesek akkumuldlodni a fito- és zooplanktonban,
valamint n6évényi és allati szovetekben egyarant (Pham és Utsumi, 2018).
A biomagnifikéacidé jelensége azonban vitatott, a toxin valdsziniileg a
detoxifikacios utvonalakon degradalodik vagy exkretalodik (Ibelings és
mtsai., 2005). Bioakkumulécidjuk a vizi ndvényekben a novekedés és
fotoszintézis inhibicidjat, klorofill a/b arany eltolodasat és oxidativ stresszt

okoz, tovabba a fitoplankton sejt, kloroplasztisz méretére ¢&s

24



pigmenttartalmara is hatassal van. A vizi baktériumok a mikrocisztint
képesek szubsztratként metabolizalni és lebontani (Cao és mtsai., 2019;
Catherine €és mtsai., 2017).

Az MC termelésért felelds mcy génklasztert teljesen azonositottak
Microcystis (Tillett és mtsai., 2000), Planktothrix (Christiansen és mtsai.,
2003), és Anabaena (Rouhiainen és mtsai., 2004) genuszokban (2. abra). A
bioszintetikus génklaszter terjedésében a horizontdlis géntranszfer
jelensége lehetséges mechanizmus, tovabba a valtozatossagot noveli a
klaszteren beliilli (egy vagy tobb domén) horizontalis géntranszfer,
rekombinacids és pont mutacios események (Dittmann és mtsai., 2015). A
nodularin génklaszter (ndaA) domén delécioval alakult ki a mikrocisztin
klaszterbdl, hidnyzik a 3-as pozicioban 1év0 két aminosav, és az mcyA,
mcyB régiok (Moffitt és Neilan, 2004).

. Microcystis PCC 7806 cluster  mcy

<KDL <[ >>

J 1T H G S L D A B C

Planktothrix CYA 126/8 cluster mcy

I D B - I

D L C

Anabaena sp. 90 cluster mcy

KK 4 <1 > >

H1 F E B G A B C

|:| peptide synthetase |:| polyketide synthase |:] transporter |:| aspartate racemase
|: dehvdrogenase [:I O-methyliranslerase - thioesterase

2. abra. A mikrocisztin termelésért felelds génklasztert leirtak Microcystis,
Planktothrix, és Anabaena genuszokban, Vichi és mtsai. (2016) alapjan. Az mcy
klaszterbe tartozo 10 gén a poliketid szintaz (PKS) és nem-riboszomalis peptid
szintetdz (NRPS) bioszintetikus reakciok nagyrészéért felel6s, amelyek erésen
konzervalt multidomén proteineket kddolnak. A kiilonbség a gének promoter

crcr
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Az mcyF (aminosav racemaz), mcyl (foszfoglicerat-dehidrogenaz) szerepe,
tovabba a dehidro-Ala keletkezése nem tisztazott, mig az mcyH ABC
transzporter szerepe esszencialis az MC termelésben (Pearson és mitsai.,
2004). Az NRPS rendszerek altal hasznositott kdzvetlen prekurzorok
gyakran elsddleges metabolitok, és nem kell az adott klaszternek
eldallitania. Viszont sokszor a prekurzorok bioszintéziséért felelds gének
is a klaszter részét képezik, példaul az a PKS rendszer, amely az Adda
képzésért felelds, nem része a klaszternek (Welker és Von Dohren, 2006).
Az MC a sejtek lizise soran kertil a viztérben, ahol akar hetekig perzisztal,
amely magas toxin koncentraciokat eredményez akar alacsony sejttomeg
esetén is. A WHO meghatérozta az ivovizben maximalis, egészségiligyi
kockézattal nem jar6 MC koncentraciot (1 ug L) és a napi toleralhatd
beviteli értékét (0,04 mg ttkg™) (World Health Organization, 2017).

2.3. Genotoxicitas jelentosége az 6kotoxikolégiaban

Rengeteg féle természetes és szintetikus vegyiiletcsoport, metabolitok
komplex elegye keriilhet mind az él61ények metabolizmusabol adodoan,
mint pedig antropogén hatasra a felszini vizekbe, amely az éldvilagra
kozvetlen veszélyt jelent. Human forrasokbol keriilnek a vizekbe, talajokba
¢és levegdbe a gybdgyszer maradvanyok, peszticidek, nehézfémek vagy a
mianyagokbol kioldodo biszfenolok. A poliaromas szénhidrogének
igazoltan karcinogének, mutagének és teratogének. Ezek a metabolitok
bizonyitottan hatdssal vannak az éldlények fejlodésére, reprodukcios
képességére €s viselkedésére (Bafana és mtsai., 2018; Geri¢ és mtsai.,
2014; Hercog ¢s mtsai.,, 2019). Megfigyelték, hogy az antropogén

szennyezOk, toxikus fémek akkumuldlodhatnak a cianobaktérium
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sejtekben, amely a terepi mintdk genotoxicitasdnak vizsgalata soran tovabb
novelte az MC és CYN tartalmu vizviragzasok toxicitasat (Bldha és mtsai.,
2017). A cianobakterialis szekunder metabolitok k6ziil az MC-LR és CYN
genotoxicitasa kutatott a legszélesebb korben, de a BMAA ¢és nodularin
orokitdanyagra gyakorolt hatasat is vizsgaltak (Diez-Quijada és mtsai.,
2019a; Hercog és mtsai., 2017; Novak és mtsai., 2016; Raska és mtsai.,
2019). Ezek a metabolitok mar alacsony, koOrnyezetileg relevans
koncentracioban is oxidativ stresszt és DNS karosodast képesek indukalni.
Ezért fontos a cianobakterialis bioaktiv, oligopeptid tipusu vegyiiletek
genotoxicitasat c€lzo kutatasok szerepe a hatdsmechanizmusok, ¢és
potencialis kornyezeti hatasuk megismerése érdekében (Pamplona-Silva és
mtsai., 2018).

A genotoxikus agensek hatasara a sejtek orokitbanyaganak (DNS vagy
RNS) integritasa sériil. A harom els6dleges hatasuk alapjan karcinogén,
mutagén vagy teratogén agensek lehetnek. A legtobb esetben szamos
sejttipusban mutaciokat okozhat. Bizonyos mutaciok végsé soron tumoros
sejtek képzodéséhez vezetnek, ezért a mutagének karcinogének is lehetnek.
A DNS kérosodasa a szomatikus sejtekben szomatikus mutacidkat okoz,
amely malignus transzforméciohoz (rdk) vezet. A genotoxikus vegyiiletek,
a DNS-sel kolcsonhatasba lépve, sokféle valtozast idézhetnek el6:
pontmutaciokat, szerkezeti (klasztogén hatas) és szambeli (aneugén hatas)
kromoszoma aberraciokat, kromoszomalis ujra-szervezddést, excizios
repair hianyat, valamint alkali labilis helyek, DNS adduktok, DNS
szaltorések, és mikronukleuszok képzddését (Kaur és mtsai., 2018).

A tiszta komponensek, és kdrnyezeti mintak vizsgalatahoz bakterialis és
eukariota in vitro és in vivo tesztrendszereket dolgoztak ki a kiilonb6z6

biomarkerek alapjan. A mutagenitast leggyakrabban a bakterialis Ames és
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SOS/umuC tesztekkel vizsgaljak, amelyek Salmonella typhimurium és
Escherichia coli mutans torzseket alkalmaznak. A mikrobialis teszt gyors,
hatékony, és pozitivan korreldl az emldssejteken adott valaszreakcidval
(Bafana és mtsai., 2018; Blaha és mtsai., 2017; Novak és mtsai., 2016).

A DNS karosodas biomarkerek vizsgélata eukaridta (allati, human,
novényi) sejteken rendkivill valtozatos, a leggyakrabban alkalmazott
modszer a DNS fragmentéciora, szaltorések kimutatasara alkalmas comet
assay, valamint a yH2AX fokuszok detektalasa révén a DNS kettés
szaltorések meghatarozasa. Az ehhez kapcsolodd DNS javitasi folyamatok,
a nukleotid excizios repair (NER), és nem-homolog végek egyesitése
(NHEJ) repair utvonalak gatlasa szintén megfigyelhetd genotoxinok
hatasara. Gyakori az oxidativ stressz vizsgalata, hiszen a ROS indirekt
modon DNS karosodast okoz. Az oxidalt DNS bazisok (8-hidroxi-guanin,
oxidalt purin bazis) felhalmozodasa mutaciokhoz vezethet. Az antioxidans
védelemben részt vevd enzimek (szuperoxid dizmutaz, kataldz, glutathion-
S-transzferaz) aktivitdsa, valamint az intracelluléaris redukalt glutathion
aranya szintén fontos lehet a DNS karosodas kialakulasaban.

A genomi instabilitds indikdtorai a kromoszoma aberraciok: a
mikronukleuszok, nukleoplazmahidak, nuklearis ,rigyek”, amelyek
kimutatasara érzékeny a CBMN assay (Pichardo és mtsai., 2017; Zegura,
2016). A novényi sejtekben megfigyelték sejtosztodas soran az MC-LR
hatasara képzddo dicentrikus kromoszoméakat, €s a mitotikus osztodasi orso
elvaltozasait (Mathé és mtsai., 2013a; Pamplona-Silva ¢s mtsai., 2018).

A génexpresszios vizsgalatok szintén részét képezik a genotoxicitas
vizsgalatoknak, amelynél a leggyakrabban a metabolikus aktivacio és

detoxifikacio citokrom P450 enzimeit, és a DNS karosodasra valasz
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géneket (pl. repair), tumorpromoter géneket vizsgaljak mRNS szinten
(Blaha és mtsai., 2017; Hercog és mtsai., 2017).

A kornyezeti toxicitasra adott valaszok detektalasara gyakran in vitro
sejtkulturakat alkalmaznak. Ugyanakkor a természetes ¢lohelyrdl gyiijtott
allatok és laboratoriumi allatok in vivo, szoveteibdl vizsgalt DNS
karosodas vizsgalatdra is van példa. A gyakorlatban a halakbdl,
gerinctelenekbdl vagy ragesalokbol (pl. egér) vett szovetmintakon végzett
kisérletek fordulnak eld a leggyakrabban. Ezekhez a vizsgéalatokhoz a
fentebb leirt modszerek alkalmazhatoak az é161énybdl izolalt sejteken (de
Lima Cardoso és mtsai., 2018; Kaur és mtsai., 2018).

A cianobakteridlis szekunder metabolitok vildgszerte megjelennek. A
tudomanyos modszerek fejlédésével egyre tobb szekunder metabolitot
azonositanak a kornyezetb6l, amelyek potencidlis karos hatdsainak
vizsgalata, kornyezeti kockazatuk felmérése is oriasi relevanciaval bir. A
genotoxikologiai vizsgalatok a cianotoxinok biologiai funkcidjara is

segithetnek magyarazatot talalni.
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3. Anyag és modszer

3.1. Terepi mintagyiijtés

2011 ¢és 2013 kozott az eutr6f Bardos-toban (Gyula) (teriilet: 3 ha, atlagos
mélység 1,5-2 m) a nyari iddszakban megjelend vizvirdgzasok fitoplankton
mintait a viz felszini rétegébdl gyijtottiik (e). A ndvényi (Ceratophyllum
submersum) és viz mintakat 2012-ben gyijtottiik a vizviragzasos teriiletrol
(®) (GPS: 46.634958, 21.270314) és a vizviragzastol tavol esd, kontroll
teriiletr6l (A) (GPS: 46.634626, 21.269220) (3. abra).

3. abra. Bardos-t6 mintavételi pontok. A haromszog ( A ) a kontroll teriiletet, a
kor (®) a vizviragzasos teriiletet jeldli.

A cianobaktérium fajokat morfologiai jegyek alapjan azonositottuk
(Komarek és Anagnostidis, 1998), 250x nagyitassal, fénymikroszkop (Carl

Zeiss Jenamed?2) segitségével.
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3.2. Cianobakterialis tenyészetek fenntartasa

A balatoni Microcystis izolatumokb6l (Riba és mtsai., 2019)
laboratoriumban B-14-01 és F-14/9-S12-4-A-01 kodszamu torzseket
hoztunk 1étre, amelyeket Allen tapoldatban (3. tablazat; Allen, 1968),
26+1°C hémérsékleten, allandd megvilagitas mellett (100 lu m™2 s2),
buborékoltatassal (steril siritett levegd, 5% CO2) 1,5 L iivegcsévekben,
illetve 1 L Erlenmeyer lombikokban tenyésztettiink. A sejtek aratasa 7
naponta centrifugalassal (5000 rpm, 5 perc, Beckman Avanti J-25) tortént.
A sejteket liofilizaltuk (Christ Alpha 1-2 LD Plus) kés6bbi felhasznalésig.

3. tablazat. Allen tapoldat Osszetétele.

Allen tapoldat (pH 7,5-8,0) gL?

NaNO3 159
K2HPO4 0,039
MgS04.7H,0 0,075
Na;CO3 0,02
CaCl.2H20 0,034
NazSi03.9H,0 0,058
Fe2(S04)3.7H20 + EDTA 0,006 + 0,001
A6 mikroelemek 0,001

A6 mikroelem torzsoldat: gL?

H3BOs3 2,86
MnCl,.4H,0 1,81
ZnS04.7H20 0,222
Na2Mo004.2H20 0,390
CuS04.5H,0 0,079
C0o(NO3)2.6H20 / CoCl.6H20 0,0494 / 0,0403
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3.3. Cianobakterialis kivonatok készitése

A balatoni izolatumok teljes kivonatanak peptidmintazat vizsgalatahoz
(LC-MYS) a liofilizalt cianobaktérium sejtek extrakciojat (250 mg) 99,8 %
metanollal (4 mL - 2 mL - 2 mL), szonikalassal és vortex-szel végeztiik. A
feliiluszot centrifugalassal (13000 rpm, 15 perc) gytjtottiikk dssze, amelyet
vakuumcentrifugaban oldoszermentesittiink. Az analitikai (LC-MS)
mérésekhez, és human sejtkultirdn végzett kisérletekhez a kivonatokat
50%-os etanolban, a mustar csirandvészteszthez pedig steril ultratiszta
vizben oldottuk. A Kivonatokat felhasznalasig -20°C-on taroltuk.

A liofilizalt Bardos-fitoplankton mintdk extrakcidja (10 mg) bidesztillalt
vizzel, szonikalas és razatas (6 ora, szobahdmérseklet) segitségével tortént.
Centrifugalassal (13000 rpm, 5 perc) 6sszegyiijtott feliiliszot hasznaltuk az
ELISA mérésekhez és mustar csiranovényteszthez.

A liofilizalt Bardos-viz mintdkat bidesztillalt vizben oldottuk. A
Ceratophyllum submersum névénymintak extrakcioja 99,8% metanollal, a
nedves tomeg haromszoros térfogataval (4°C, éjszakan at) tortént, majd
centrifugaltuk (5000 rpm, 5 perc). A pellethez masfélszeres térfogath
99,8% metanolt adtunk, razattuk (4 ora, 4°C), majd centrifugaltuk (5000
rpm, 5 perc). Ezt a 1épést megismételtilk még egyszer. A feliiliszot vakuum
centrifugaval (Christ RVC 2-18, Christ CT02-50 solvent trap)

oldoszermentesitettiik, és bidesztillalt vizben oldottuk a mérésekhez.
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3.4. Toxintisztitas

A 2012. augusztusi Bardos-tobol szarmazoé liofilizalt terepi mintabdl, és a
balatoni B-14-01 és F-14/9-S12-4-A-01 Microcystis torzsekbol toxint

tisztitottunk, azonban a Kivonatok eléallitasaban adddtak eltérések.

3.4.1. Kivonat készitése

A kivonatokat Vasas ¢s mtsai. (2006) alapjan kisebb modositasokkal
készitettiik. A liofilizalt sejtekb6l metanolos (99,8%) kivonatot
készitettiink (4. tablazat). A Kkivonatot tobbszori kevertetéssel és
centrifugalassal (Beckman Avanti J-25) kiilonitettiik el a sejttormeléktol, a
sejttormeléket tovabbi 99,8% metanollal kevertettiik, és centrifugaltuk. A
felillusz6t  vakuumos  beparlassal  (40°C, Scilogex REZ100-Pro)
toményitettiik. A kivonatot 10 mM Tris-HCI (pH 7.5) pufferben oldottuk
fel ioncseréld kromatografidhoz. Legalabb 1 éjszakan at fagyasztoban (-

20°C) taroltuk. Oszlopra injektalas eldtt centrifugaltuk és sziirtiik (GF/C,

Whatman).
4. tablazat. Liofilizalt fitoplankton mintdk extrakcidjanak lépései.
Bardos tavi Balatoni (B-14-01, F-14/9-
vizviragzas minta S12-4-A-01) torzsek
Liofilizalt sejt 7,399 109
260 mL ¢éjszakan at 200 mL, kevertetés éjszakan at
99,8% metanol 13000 rpm, 20 perc 13000 rpm, 20 perc (Beckman
(Beckman Avanti J-25) Avanti J-25)

99 8% metanol 50 mL, kevertetés 1 oran at 200 mL, kevertetés éjszakan at
’ 13000 rpm, 20 perc 13000 rpm, 20 perc
Vakuumos 500 Seilogex REI00-Pro 40°C, Scilogex RE100-Pro

beparlas

Kivonat oldasa, 10 mM Tris-HCI (pH 7.5) 10 mM Tris-HCI (pH 7.5)

szlirése oszlopra 13000 rpm, 15 perc 13000 rpm, 20 perc

injektalas elott GF/C filter (Whatman) GF/C filter (Whatman)
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3.4.2. Anion-cserélé (DEAE-celluloz) kromatografia

A kromatografiat Vasas és mtsai. (2013) alapjan kisebb modositasokkal
végeztiik. DEAE-celluléz oszloptolteten (DEAE-52, Whatman) 10 mM
Tris-HCI (pH 7.5) eluenst és 0,2 M NaCl-ot tartalmazé 10 mM Tris-HCI
(pH 7.5) linearis gradienst (0-100%) alkalmaztunk. A Bardos-minta
kromatografiajat Pharmacia FRAC-300 frakci6 szedével és BOECO S-22
UVIVIS spektrofotométerrel végeztilk. A balatoni mintakat flash
kromatografids rendszerben (Teledyne ISCO CombiFlash® Rf+; PeakTrak
software) tisztitottuk. Az aramlasi sebesség 5 mL min™ volt. Az elvalasztas
soran 240 nm hullamhosszon detektaltuk a mikrocisztint, és 220 nm-en a
mikroginint tartalmazo frakcidkat, a kapott cslicsokat vakuumos
beparlassal toményitettiik. A Bardos-mintat a tovabbiakban MALDI-TOF
tomegspektrométerrel mértiik, a balatoni torzseket 5 mL 50% (v/v)

etanol/ultratiszta vizben oldottuk méretkizarasos kromatografiahoz.

3.4.3. Méretkizarasos kromatografia

Az elvalasztast Toyopearl-HW40 oszlopon, 50% (v/v) etanol/ultratiszta
vizzel torténd elucioval végeztilk Vasas €s mtsai. (2002) alapjan kisebb
modositasokkal. A frakciokat Pharmacia FRAC-300-as frakcioszeddvel
gytijtottiik (3 mL perc™ dramlasi sebesség), és az abszorbanciat BOECO S-
22 UV/IVIS egy utas spektrofotométerrel mértilk 220 nm-en. A kapott
abszorbancia értékek alapjan kivalasztott frakcidokat vakuum beparlassal

toményitettiik.

34



3.4.4. C18-flash kromatografia

Flash kromatografias rendszerben (Teledyne ISCO CombiFlash® Rf+;
PeakTrak software) reverz-fazisu oszlopot (RediSep C18Aq 50 gram Gold)
hasznaltunk. Az eluensek 0,1% TFA tartalmu acetonitril (B) és ultratiszta
viz (A) voltak. Az elucié: 0-5% B 28, 3 percig, 5-90% B 113, 2 percig, 90-
100% B 28, 3 percig, 100% B 35, 4 percig, végiil 100-5% B 7, 6 percig. 3
mL min? 4ramlasi sebességgel Az oszlopra 1,5-2 mL 5% (V/v)
acetonitrilben oldott mintat fecskendeztiink. A  kapott frakcidok
abszorbanciajat 220 nm-en mértiik spektrofotométerrel (BOECO S-22
UV/VIS), és a bioaktiv metabolitokat tartalmazd frakciokat vakuum

beparlassal oldoszer mentesitettiik.

3.4.5. HPLC (Nagyhatékonysagu folyadék kromatografia)

Veégso tisztitasi 1épésként szemipreparativ HPLC késziilékkel dolgoztunk
(Shimadzu SPD-M10A, CLASS-VP™ Chromatography Data System
Software), Supelco Supelcosil LC-18 (25 cm x 10 mm, 5 um) tipusu
oszloppal. A kolonna hémérséklete 40°C volt. A tisztitasi modszert Bober
és mtsai. (2011) alapjan modositottuk. Eluensként 0,1% (v/v) TFA tartalmu
acetonitrilt (B) és ultratiszta vizet (A) hasznaltunk, a mozgo6fazis aramlési
sebessége 3 mL min™ volt. A mintdkat 10% (v/v) acetonitriloen oldottuk.
Az oligopeptidek elvalasztasahoz az elucio: 10% B 0-10 percig, 10-45% B
50 percig, 45-90% B 10 percig, 90-100% B 5 percig, végiil 100-10% B 2,5
percig. Az injektalt mennyiség 50-100 uL volt. A frakciokbol
vakuumcentrifugaval (Christ RVC 2-18, Christ CT02-50 solvent trap)
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tavolitottuk el az eluenst. A szaraztomeg pontos meghatdrozasa utin

végeztiik a tovabbi kisérleteket a tiszta anyagokkal.

3.5. MALDI-TOF

A Bardos-tavi vizviragzas és vizmintdk mikrocisztin variansainak
meghatarozasara MALDI (matrix-segitett 1ézer deszorpcid/ionizacid)-TOF
(repiilési id6) moddszert alkalmaztunk Vasas és mtsai. (2013) alapjan. A
mérés  pozitiv-ionizdciés modban, Bruker Biflex MALDI-TOF
tomegspektrométerrel tortént. A 1ézer deszorpcid/ionizécidhoz 337 nm
nitrogén 1ézerrel tortént, a spektrum (min. 100) lézer 16vésbol (19-kV
gyorsitd és 20-kV reflektron fesziiltség) adodott. Kiilsé kalibracidhoz
ciklodextrint ([M+Na]* csucsok 6-8 DP-vel (m/z 995.311157.361319.41
Da)) hasznaltunk. A mérést 2,5-dihidroxibenzoesav (DHB) matrixon
tortént, 0,5 pL matrix oldat és 0,5 pL minta elegyével. DHB matrix oldat
10 mg DHB-t tartalmazott etanol:viz 1:1 elegyében (0,5 mL) oldva. A

mikrocisztineket m/z értékiik alapjan [M+H]" csucsokbol azonositottuk.

3.6. LC-ESI-MS

A B-14-01 és F-14/9-S12-4-A-01 cianobakterialis kivonatok dsszetételét,
¢s mikroginin varidnsok aminosav sorrendjét LC-ESI-MS (folyadék
kromatografia-elektrospray ionizacids-tomegspektrometria) modszerrel,
Riba ¢és mtsai. (2019) alapjan hataroztuk meg Thermo Accela HPLC,
Thermo LTQ XL Linear lon Trap MS rendszerrel, Kinetex XB-C18
kolonna (100 mm x 2,10 mm X 2,6 um) hasznalataval. Az ESI forrast

pozitiv ionizacios modban hasznaltuk. A gradiens mobil fazis 0,1% (v/v)
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hangyasav tartalmu ultratiszta viz (A) és acetonitril (B). A linearis gradiens
10-70% B 0-10 percig, 70-100% B 10-11 percig, 100% B 11-16 percig,
100-10% B 16-18 percig, 10% B 18-20 percig. Az dramlasi sebesség 0,25
mL perc? volt. 1 uL mintat injektaltunk. Az adatok feldolgozasat és
analizisét Thermo Excalibur 2.2 SP1.48 és MZmine 2.11 (Pluskal és mtsai.,
2010) szoftverek segitségével végeztilk. A molekula iont 300-1500 Da
kozott detektaltuk. A mikroginin standardok hianyaban, a variansok
mennyiségi meghatarozasat a csucs alatti teriiletek ardnyaval jellemeztiik

és %-ként irtuk le.

3.7. DNS izolalasa

A DNS izoladlasat Farkas és mitsai. (2014) alapjan végeztikk kisebb
modositasokkal. A Bardos-vizviragzasbol szarmazé liofilizalt mintakbol
(20 mg) DNS-t izolaltunk fenol-kloroformos médszerrel. A mintakat DNS-
kivono pufferrel (50 mM Tris-HCI (pH=8.0), 10 mM EDTA (pH=8.0), 50
mM NaCl, 0,5% SDS), haromszor folyékony nitrogénes fagyasztas-
olvasztassal, és dorzsoléssel roncsoltuk, majd inkubaltuk (2 6ra, 65°C). 1x
TE fenol (1:1 arany) hozzaadasa utan vortexeltiik, 5 percig inkubaltuk majd
centrifugaltuk (13000 rpm, 5 perc), ezt a Iépést haromszor ismételtiik,
amelynél a keletkezett feliilisz6 vizes fazishoz adtunk fenolt. Végiil a
feliiluszohoz 1:1 aranyban kloroformot (4°C) adtunk, vortexeltiik és 3 perc
utan centrifugaltuk (13000 rpm, 5 perc). A -20°C-on tarolt 96%-0s etanol
(1:1 arany) és 5 M NaCl oldat hozzaadasaval inkubaltuk (1 ora, -20°C),
majd centrifugaltuk (13000 rpm, 20 perc, 4°C). A pelletet haromszor 200
ul 75%-os etanollal (4°C) mostuk, centrifugaltuk (13000 rpm, 5 perc).
Végiil a pelletrél (DNS) a maradék etanolt steril fiilkében parologtattuk el
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(10 perc), és 50 pl nukledzmentes vizben (Fermentas) oldottuk. A DNS

crer

ellendriztik.

3.8. PCR (Polimeraz lancreakcio)

A mikrocisztin bioszintézisért felelés génklaszterek vizsgalatat PCR-rel
végeztik Farkas ¢és mitsai. (2014) alapjan. Az altalunk alkalmazott
reakcidelegy (25 plL):

» 12,5 uL DreamTaq™ Green PCR Master Mix (ThermoFisher Scientific)
* 0,625-0,625 pL forward és reverse primer (5. tablazat)

=10 uL DNS templat

= 1,25 pL nukledzmentes viz

Microcystis sp. specifkus génklaszter héprogramja:

1. kezdeti denaturaci6 94 °C 5 perc

2. 35 ciklus: denaturaci6 95 °C 1 perc, annealing megadott hdmérséklet (5.
tablazat) 30 masodperc, extenzio 72 °C 1 perc

3. végsd extenzio 72 °C 7 perc.

Planktothrix sp. specifikus génklaszter hdprogramja:

1. kezdeti denaturacié 96 °C 10 perc

2. 35 ciklus: denaturacio 96 °C 10 masodperc, annealing megadott
hémérséklet (1.tdblazat) 30 masodperc, extenzid 72 °C 30 masodperc

3. végs6 extenzid 72 °C 10 perc.
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5. tablazat. Microcystis sp. specifikus (mcyA, B, C, DI, D2, E, G), és a
Planktothrix sp. specifikus (mcyA, HA, CJ, B, EG, E, T, TD) mikrocisztin
termelésért felelds gének és primerek paraméterei.

Szekvencia Annealing | Meéret
Gének Primer par 53 °C) (bp)
9_> b 0, p
meyA MSF ATCCAGCAGTTGAGCAAGC 47 1300
MSR TGCAGATAACTCCGCAGTTG
meyB 2156-F ATCACTTCAATCTAACGACT 59 955
3111-R AGTTGCTGCTGTAAGAAA
meyC PSCF1 GCAACATCCCAAGAGCAAAG 59 674
PSCR1 CCGACAACATCACAAAGGC
meyD1 PKDF1 GACGCTCAAATGATGAAAC 52 647
PKDR1 GCAACCGATAAAAACTCCC
meyD2 PKDF2 AGTTATTCTCCTCAAGCC 52 859
PKDR2 CATTCGTTCCACTAAATCC
meyE PKEF1 CGCAAACCCGATTTACAG 59 755
PKER1 CCCCTACCATCTTCATCTTC
meyG PKGF1 ACTCTCAAGTTATCCTCCCTC 52 425
PKGR1 AATCGCTAAAACGCCACC
meyA mcyA.fw ATGTCACCTATTGGGCTTGC 57 839
mcyA.rev TCGATTCCCCTAAGTGATGC
meyHA mcyHA. fw TTAGATGAAGCCACCAGTGC 57 540
mcyHArev | GATTAAAAATTGAATAGCTGCTAGG
meyCJ mcyClJ.fw TTGGATACAAGCGACAAAAGG 57 594
mcyCJ.rev TCTCCAGCTTGAAGTTCTGC
meyB mcyB.fw ATTACAGCAGAGAAAATCCAAGCA 59 555
mcyB.rev TCGCAATAGCGGGATCA
moyEG | MOYEGfw GAATTCATTTTTGTTGAGGAAGG 5 755
mcyEG.rev AGAAAACAAGCCCAGAGTGC (642)
meyE mcyE.fw TTACCTAATTATCCCTTTCAAAG 48 589
mcyE.rev CAATGGGTAAGGTTTGCTT
meyT meyT.fw CCCAATCTAACCCCAACTGC 55 747
meyT.rev CAATAGCGATTTTCCCAAGC
meyTD.fw ATCCGCCCATACTGTGACC 763
mcyTD 59
mcyTD.rev GATTTTGCCCGGTTTACTCC (1300)
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3.9. Agardéz gélelektroforézis

A PCR termékek detektalasdhoz agardz gélelektroforézist alkalmaztunk
(Farkas és mtsai., 2014) kisebb modositasokkal. Az 1%-0s agar6zgélhez a
0,5 g agarozt (Lonza) melegitéssel 50 mL 10xTBE pufferben oldottuk. A
festéshez 4 puL etidium bromidot adtunk szilardulas el6tt a gélhez. A gélbe
és futtato pufferként 10xTBE (Tris-borat + NaEDTA; pH=8.0)
alkalmaztunk. Az elvalasztashoz 10 uL PCR terméket, 1 uL. DNS markert
(GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder; Thermo Scientific) futtattunk és
Cleaver GelDoc Systemmel detektaltuk.

3.10. Mustar csiranovényteszt (Blue-Green Sinapis Test, BGST)

A cianobakteridlis kivonatok novékedésgatld hatdsdnak meghatarozasara
BGST tesztet (Kos és mtsai.,1995; Vasas és mtsai., 2002) végeztiink kisebb
modositasokkal (Ujvarosi és mtsai., 2019). 100 uL mintat és 100 pL steril
2%-0s agart 98-lyukt plate-re pipettaztunk. A Bardos-fitoplankton
kivonatok koncentracioi: 0; 0,20; 0,40; 0,80; 1,60; 3,20; 6,40 mg szt. mL"
1 A B-14-01, F-14/9-S12-4-A-01 és BGSD 243 kivonat koncentracioi: 0;
0,10; 0,20; 0,40; 0,80; 1,60; 3,20; 6,40; 12,5; 25; 50 mg szt. mL™.
Kontrollként steril bidesztillalt vizet hasznaltunk. A széraz magokat
(Sinapis alba var. budakalaszi sarga) az agarra helyeztiink, majd sotétben,
28°C-on, nedves papirtorlovel bélelt steril fémdobozban 72 6Orédn at
inkubaltuk. Az etiolalt csirandvények hosszat a kontrollnoz (100%)
viszonyitottuk, €s ahol lehetett, ICso értéket hatdroztunk meg nem-linearis
regresszios analizissel. A méréseket egymastol fiiggetleniil, legalabb 3

ismétlésben végeztiik, €s statisztikai szignifikanciat egyutas ANOVA-val
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hataroztuk meg, P < 0,05 (*), P < 0,01 (**), P < 0,001 (***), < 0,0001

(****) .

3.11. ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay)

A mikrocisztin tartalom meghatarozasahoz Adda-specifikus mikrocisztin
indirekt kompetitiv ELISA kitet (Enzo Life Sciences; ALX-850-319-K101)
hasznaltunk a gyarté utasitasai szerint. A névényi kivonatok térzsoldatabol
(0,2 mg szt. mL™?), a cianobakterialis kivonatbol (0,2 mg szt. mL™), a
vizmintakbol (66,66 mg szt. mL™l) higitasokat készitettiink. Az
abszorbanciat 450 nm-en mértilk. Harom egymastol fiiggetlen mérést
végeztiink, és eredményeinket standard sorhoz (0-5 pg L™t MC) viszonyitva
hatdroztuk meg. Oldoészer kontrollként bidesztillalt vizet, pozitiv
kontrollként a kitben 1évé standardot (0,75+0,185 ug mikrocisztin L)

hasznaltuk.

3.12. Genotoxikoloégiai vizsgalatok

3.12.1. HepG2 sejtkultura fenntartasa

Kisérleteinkhez human hepatocellularis karcindma (HepG2) sejtvonalat
hasznaltunk, amely Dr. Firouz Darroudi ajandéka volt (Leiden University
Medical Centre, Department of Toxicogenetics, Leiden, The Netherlands).
A sejteket 37°C-on és 5% CO: tartalmu termosztatban tenyésztettiik. A
sejtmédium Williams® E médiumot (Sigma, St. Louis, USA), 15% FBS-t
(foetdlis borju szérum), 2 mM L-glutamin és 100 U mL?
penicillin/sztreptomicint tartalmazott. A sejteket kisérleteinkhez a 3-11.

passzéléasig hasznaltuk fel. Pozitiv kontrollként a pro-karcinogén BaP-ot
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(benzo[a]pirén) és a DNS szintézis inhibitor etopozidot hasznaltunk a
genotoxicitas kimutatasara szolgalo tesztekben. Mikrocisztin-LR (MC-LR)
¢s cilindrospermopszin (CYN) cianotoxinokat a kapott hatasok 6sszevetése

végett alkalmaztuk.

3.13.2. MTT teszt

A citotoxicitast és sejtproliferaciot Mosmann (1983) altal leirt modszer
alapjan és Zegura és mtsai. (2008) kisebb moédositasaival mértiik. A
kisérletekhez a sejteket 96-lyuku plate-en 8x10% (24 6ras kezelés) és 3x103
(72 oras kezelés) sejt/well denzitassal 24 6ran at, letapadasig 37°C-on, 5%
CO; tartalmu termosztitban tenyésztettiik. Majd a sejtmédiumot a
cianobakteridlis kivonatot ¢€s mikroginineket tartalmaz6 sejtmédiumra
cseréltiik. A 24 6ras kezeléshez 0; 0,1; 1; 6,25; 10 pg mL™* MG-t, és 0; 1;
6,25; 10; 100; 200 pg mL? szt. cianobakterialis kivonatot, a 72 Oras
kezelésekhez 0, 0,01; 0,1; 1; 6,25; 12,5; 25; 50; 100 pg mL™* MG-t, és 0;
0,01; 0,1; 1; 6,25; 12,5; 25; 50; 100; 200 pg mL™ szt. cianobakterialis
Kivonatot vizsgaltunk. A kezelést kovetéen 20 pl/well MTT reagenssel (5
mg mL™) inkubéltuk (3 6ra), és 200 ul DMSO-ban reszuszpendaltuk a
képzodott formazan kristalyokat, amelynek az abszorbanciajat 570 és 690
nm-en spektrofotométerrel (SynergyMx, BioTek, Winooski, USA; Gen5
szoftver) mértiik. A kezelt sejtek viabilitasat az oldoszer kontrollhoz (0,1%
etanol tartalmu médium) viszonyitva hataroztuk meg. Pozitiv kontrollként
MC-LR-t (1 pg mL), CYN-t (0,5 ng mL?) és etopozidot (50 és 5 pg mL"
124 és 72 é6ras expoziciora vonatkozodan) haszniltunk. Kisérleteinket
kétszer, 5 ismétléssel végeztiink, és a statisztikai szignifikanciat egyutas

variancia analizissel (1-way ANOVA) hataroztuk meg, P < 0,05 (*). Az
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ICso értékét nem-linearis regresszios analizissel hataroztuk meg (GraphPad

Prism 6 szoftver, San Diego, California, USA).

3.13.3. Comet assay

A kisérletekhez a sejteket 12-well plate-en, 6x10* (24 6ras kezelés) és
8x10% (4 oras kezelés) sejt/well denzitassal 24 oran at, letapadasig 37°C-
on, 5 % CO; tartalmi termosztatban tenyésztettilk. A sejtmédiumot a
cianobakterialis kivonatot (0,01; 0,1; 1 pg szt. mL™?) és MG-t (0,01; 0,1; 1
ug mL?) tartalmazé sejtmédiumra cseréltiik. A kontroll sejtmédium, a
pozitiv kontroll 30 uM BaP és CYN (0,5 pg mL™) volt. A vizsgalatokat
Singh és mtsai. (1988) alapjan Zegura és mtsai. (2004) modositasaival
végeztik. Az expozici6 utan a sejteket 1xPBS-sel mostuk, és 200 pl
tripszinnel inkubaltuk (4 perc, 37°C). 600 pl médium hozzdadésaval a
sejteket centrifugaltuk (800 rpm, 5 perc; Eppendorf Minispin). Kb. 100 ul
feliiliszot hagytunk, amelyben reszuszpendaltuk a sejteket €s 2x30 pl-t
pipettaztunk kiilon eppendorf csovekbe. Matt feliiletli targylemezekre 2x80
pl 1% NMP agarézt (0,2 g agardz, 20 mL 1xPBS) pipettaztunk,
fedélemezzel lefedve hagytuk megszilardulni (5 perc, 4°C). A fed6lemezek
levétele utan targylemezenként 2x70 ul 1% LMP agarézt (0,2 g agardz, 20
mL 1xPBS) adtunk a 30 pl sejtszuszpenzidkhoz, és 70 pl-t pipettdztuk az
1% NMP agar6zra, majd ismét feddlemezzel lefedve 4°C-on hiitottiik 5
percig. Az agar6z megszilardulasa utan eltavolitottuk a fedélemezeket, és
a targylemezeket lizis pufferben (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 100 mM
Tris, 1% (v/v) Triton-X; pH 10,0) inkubaltuk (1 6ra, sotétben, 4°C). Az
inkubécios 1d6 lejarta utan futtatokadba, elektroforézis pufferbe (0,3 M
NaOH, 1 mM EDTA; pH > 13,0) helyeztiik a targylemezeket (sotét, 4°C),
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20 percig inkubaltuk, majd s6tétben futtatuk (20 perc, 25V, 300mA, 4°C).
Gélelektroforézist kovetden a lemezeket neutralizald pufferben (0,4 M
Tris; pH 7,5) inkubaltuk (15 perc, sotét), majd egy nedves torlokendovel
bélelt dobozban taroltuk 4°C-on. A detektalas GelRed (GelRed Nucleic
Acid Stain (1:3333)) festéssel, fluoreszcens mikroszkoppal (Eclipse 800,
Nikon) (400x nagyitas), Comet Assay IV (Perceptive Instruments, UK)
program segitségével tortént. Minden minta esetében 50 sejtet szamoltunk,
a program altal vett DNS csova %-os értéke alapjan tortént a kiértékelés
GraphPad Prism 6 programmal (egyutas ANOVA, Dunnett-teszt). Minden

minta esetében 3 egymastdl fliggetlen parhuzamost vizsgaltunk.

3.13.4. Citokinézis-blokkolt mikronukleusz (CBMN) teszt

A HepG2 sejteket T-25-6s flaskaban 6,5x10° sejt/flaska, 24 6ran at, 37°C-
on, 5% COg; tartalmu termosztatban tenyésztettiink. A sejtmédiumot 1 pg
szt. mL? cianobakteridlis kivonatot, illetve 1 ug mL™? MG-t tartalmazé
médiumra cseréltiik. A kontroll sejtmédium, a pozitiv kontroll CYN (0,5
ug mL™) és BaP (2,5 uM) volt. A 24 éréas expoziciot kdvetden a sejteket
Straser és mtsai. (2011) alapjan dolgoztuk fel. 1xPBS-sel mostuk kétszer,
és a sejtekhez citokalazin B-t (2 pg mL™?) adtunk, amellyel 26 6ran 4t
inkubaltuk, majd a sejteket targylemezeken fixaltuk. A fixalashoz az 6sszes
sejtet Osszegyijtottiik: a sejtmédiummal a lebegd sejteket, majd 1xPBS-sel
mostuk a flaskakat, és a 3-4 perces tripszinizalassal a letapado sejteket,
melyeket a sejtmédiummal valé mosassal a centrifugacsdvekbe gytijtottiik,
¢és centrifugaltuk (800 rmp, 5 perc, 4°C). A kapott pellet feliiluszojanak
eltdvolitasa utan 1xPBS-ben 6vatosan reszuszpendaltuk a sejteket, €s ismét

centrifugédltuk (800 rpm, 5 perc, 4°C). Ezt a Iépést mégegyszer
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megismételtiik, majd a sejtpellethez 5 mL 75 mM KCI hipotonids oldatot
(4°C) adtunk cseppenként, 6vatosan dsszeraztuk, és 5 perc inkubalas utan
centrifugaltuk (600 rpm, 5 perc, 4°C). A feliiluszo eltavolitasa utan 5 mL
fixalo6 oldatot (metanol:ecetsav=3:1 v/V) és 3 csepp formaldehidet adtunk a
sejtekhez, és 3 perc utan centrifugaltuk (600 rpm, 5 perc, 4°C), amelyet
még kétszer megismételtiink formaldehid nélkiil. Végiil 500 pL feliilaszot
hagytunk a sejteken, és 100-100 pl-t pipettaztunk fényes feliileti
targylemezekre. A detektdldshoz 10 pg mL™ akridin narancs fluoreszcens
festéket és fluoreszcens mikroszkopot hasznaltunk (Eclipse 800, Nikon)
(400% nagyitas). A mikronukleuszt tartalmazo sejtek (MNed BNC),
mikronukleuszok (MNi), nuklearis riigyek (NBUD) és nukleoplazmahidak
(NPB) 1000 db binuklearis sejtben (BNC) szamoltuk a Fenech (2000) altal
leirt kritériumok szerint. A citokinezis-gatlasi proliferacios indexet (NDI,
nuclear division index) 500 sejt mono-, bi-, tri- és tetranuklearis sejtb6l
szamoltuk a [M1 + 2M2 + 3(M3 + M4)]/500 képlet alapjan, ahol M1-M4
az 1-4 sejtmagok szamat jelenti. A kisérleteinket haromszor, egymastol
fliggetleniil ismételtiik meg. A MNi1, MNed sejtek, NBUD, NPB szamat a
kontroll és kezelt csoportok kozott y? probaval értékeltiik, P <0,05 (*). A
kontrollhoz képest > 2-szeres emelkedést bioldgiailag pozitiv véalasznak
tekintettiik. A NDI-beli eltérést egyszempontos ANOVA-val hataroztuk

meg a kontrollhoz viszonyitva.

3.13.5. DNS kettdos szaltorés vizsgalata yH2AX-teszttel

HepG2 sejteket 7,5%10%/T-25 flaska (24 6ras kezelés) és 4x10%T-25 flaska
(72 oras kezelés) denzitassal, 24 oran at, 37°C-on, 5% CO, tartalmu

termosztatban tenyésztettiink. A  sejtmédiumot 1 pg szt. mL*
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cianobakterialis kivonatot, illetve 1 pg mL™* MG-t tartalmaz6é médiumra
cseréltiik. A kontroll sejtmédium, a pozitiv kontroll etopozid (1 pg mL™)
volt. A 24 vagy 72 oOras expoziciot kovetden a sejteket fixaltuk. A
fixalashoz az Gsszes sejtet Osszegyljtottiik: a sejtmédiummal a lebegd
sejteket, majd 1xPBS-sel val6 mosast kovetéen a 3-4 perces
tripszinizalassal a letapado sejteket, melyeket sejtmédiummal mosva a
centrifugacsovekbe gyljtottik, és centrifugaltuk (800 rmp, 5 perc, 4°C). A
pelletet 5 mL 1xPBS-sel (4°C) erésen Osszeraztuk a sejtek kiilonvalasa
végett, majd ismét centrifugaltuk (800 rpm, 5 perc, 4°C). Ezt a 1épést
mégegyszer ismételjiik, végiil a kapott pelletet 0,5 mL 1XPBS és 1,5 mL
99,8% etanol jéghideg elegyével cseppenként, vortexelve fixaltuk, és
legalabb 2 6rara 4°C-on, majd egy ¢éjszakan at -20°C-on taroltuk. Mérés
elott, a fixalé oldatot centrifugaldssal (1200 rpm, 10 perc, 4°C)
eltavolitottuk, majd 1xPBS-sel (4°C) 2-3 percig mostuk a sejteket, és
centrifigaltuk (1200 rpm, 7 perc, 4 °C). A feliilisz6 eltavolitdsa utan
sOtétben hozzaadtuk a 9% yH2AX antitestet (anti-H2AX pS139-FITC)
tartalmazo 1xPBS-t, amellyel 30 percig sotétben, szobahdmérsékleten
inkubaltuk. A jel6lt sejteket hideg 1xPBS-sel mostuk (1200 rpm, 5 perc,
4°C), és 0,5 mL 1xPBS-sel reszuszpendaltuk (Hercog és mtsai., 2019).
Meéréseinket MACSQuant® Analyzer 10 4ramladsi citométerrel,
MACSQuantifyTM szoftverrel (Miltenyi Biotech, Germany) végeztiik. A
FITC intenzitist B1-A csatornan detektaltuk. Mindegyik mintaban, 10*
sejtszamu sejtpopulaciot mértiink. Kisérleteinket harom parhuzamosban
végeztiik 24 és 72 6ras expozicioval. A kontroll és kezelt csoportok kozti
kiilonbség statisztikai szignifikanciajat R linedris kevert modell, nlme, és
reshape csomagjaival (Pinheiro és mtsai.,, 2018; R Core Team, 2018;
Wickham, 2007) hataroztuk meg.
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4. Eredmények és értékelésiik

4.1. Bardos-t6 - Terepi tanulmany

A Bardos-toban a 2000-es évek elején megjelené mikrocisztin (MC)
termelé Microcysis dominans vizviragzast figyelt meg kutatdcsoportunk.
Az akkor végzett elévizsgalatok és megfigyelések alapjan munkank soran
valos kornyezetben bekovetkez6 és lezajlo folyamatokat tanulmanyoztunk
3 éven keresztil. Dolgozatunkban vizvirdgzasnak nevezzik a
cianobakterialis fajok olyan mértékii tdmeges elszaporodasat, amely soran
a viz felszinén zavaros, kékes-zold biomasszat ¢€s kellemetlen szagot
tapasztaltunk. A 2011-2013 k6z6tt megjelent vizviragzasokbol azonositott
cianobaktérium fajok toxintermelési potencialjat kutattuk. A kiilonb6z6
metagenomikai és metabolomikai biomarkerek atfogd vizsgalataval az
MC-termelés dinamikajat, a toxinvariabilitast, a kornyezeti fitoplankton és
rendszerekben szintén vizsgaltuk. A Ceratophyllum submersum vizi
makrofita bioakkumulacios vizsgalata soran arra kerestiik a valaszt, hogy
in situ, MC tartalmi viztérben mi torténik az ott ¢l6 ndvénnyel.
Ugyanakkor a kornyezeti fitoplankton mintak toxicitasat in vitro MC-

szenzitiv csiranévény rendszerben is teszteltiik.

4.1.1. Cianobaktérium fajok azonositasa

A 2000-es évek elején laboratoriumunk eldvizsgélatai soran megfigyeltiik,
hogy a Gyulan talalhato Bardos-toban Microcystis aeruginosa okozta

toxikus vizviragzas jelent meg (Farkas és mtsai., 2014). Ez a mesterséges
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viztér horgédsztoként funkciondl, amelynél fontos szempont a viztér
folyamatos monitorozasa ¢€s tisztasaganak megorzése.

A Bardos-tobol, 3 éven keresztiil, 2011-2013 kozott gyijtott vizviragzas
mintdk mikroszképos vizsgalata alapjan a vizviragzast alkotd fajok
Osszetétele, és azok aranya is eltért (6. tablazat). Eredményeinkbdl
kiemelendd, hogy a 2012. augusztusi vizvirdgzasban, nagy mennyiségi
cianobaktérium biomasszaval Microcystis sp. volt a dominans vizviragzas
alkoto, mely genusz jelenlétét a tovabbi vizviragzasokkor is, eltérd

aranyban detektaltuk.

6. tablazat. A Bardos-tobol a mintavételek sordn azonositott cianobaktérium
fajok Gsszetétele és aranyuk.
Mintavétel Fajok
2011.08.03. Planktothrix agardhii — 80%
Microcystis sp. — 10%
Anabaena spiroides — 5%
Anabaenopsis hungarica — 5%
2011.10.17. Planktothrix agardhii — 80%
Microcystis sp. — 10%
Anabaena spiroides — 5%
Anabaenopsis sp. — 5%
2012.08.22. Microcystis sp. — 90%
Anabaena sp. — 5%
Planktothrix agardhii — 5%
2013.07.08. Planktothrix agardhii — 70%
Anabaena spiroides — 15%
Anabaena circinalis — 15%
2013.08.26. Planktothrix agardhii — 70%
Microcystis sp. — 20%
Anabaena spiroides — 5%
Anabaena circinalis — 5%
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Ellenben a 2011-es és 2013-as vizviragzasokban a Planktothrix agardhii
volt dominans, Microcystis sp. alig, vagy egyaltalan nem volt jelen ezekben
az id6szakokban. Az eutrof vizterekben mindkét faj gyakori, azonban
megfigyelték, hogy a kiilonbozéd kornyezeti feltételek megfeleld
kombinaciojanak hatasara (hémérséklet, pH, N:P aranya) a cianobakterialis
tomegprodukcio eltolodhat a Microcystis aeruginosa vagy Planktothrix
agardhii dominanciajanak iranyaba (Yunes, 2019). Esetiinkben a 2012-€s
év volt a kedvez6 a Microcystis sp. talszaporodasanak. Ebben az évben az
alabbi paramétereket mértiik a vizviragzas terliletén: vezetOképesség: 647
uS cm?, pH: 7.9, hdmérséklet 26,4 °C. A Microcystis spp. talsulyba
keriilését, afelé torténd faji eltolodast a hdmérséklet optimummal (> 25°C)
is Osszefliggésbe hoztak, azonban azt a kdvetkeztetést vontak le, hogy nem
magyarazza egyértelmiien egy faj dominanciajat a kozosségben (de la
Escalera és mtsai., 2017; Yunes, 2019).

A Microcystis sp. és Planktothrix agardhii fajok ugyanakkor ismerten MC
termel6k (Catherine és mtsai., 2017). Hazdnkban ezen két genusz MC
termelését szamtalanszor megfigyelték az utobbi évtizedek sordn (Bacsi €s
mtsai., 2011; Farkas és mtsai., 2014; Vasas €és mtsai., 2013). Mivel azonban
a morfologiai azonositds nem elegendd a toxintermeld egyedek
meghatarozasahoz, ezért a gyjtott fitoplankton mintakbol toxingén

vizsgalatot végeztiink.

4.1.2. Mikrocisztin termelésért felelos génklaszterek analizise

A metagenom analizis soran a kornyezeti mintdak DNS-ébél PCR-ral
megvizsgaltuk a Microcystis sp. és Planktothrix sp. specifikus mcy

géneket. Vizsgdlataink aldtamasztjdk az MC termeld genotipusok
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eléfordulasat a kdrnyezetben, valamint igazoljak hipotézisiinket, miszerint
az eldvizsgalatok soran korabban mar detektalt, toxintermeld Microcystis
a felelés a toxintermelésért. Mindkét faj esetében jol karakterizalt, MC
bioszintézis génklasztereket irtak le, amelyek azonban felépitésiikben
kiilonboznek (Christiansen és mtsai., 2003; Tillett és mtsai., 2000).
Eredményeink azt mutattak, hogy az mcy+/mcy- genotipusu Microcystis
populaciok relativ aranya eltért a harom év soran, és az mcy+ genotipus a
2012-es évben szaporodott el a legnagyobb mértékben a kdrnyezetben.

A Microcystis sp. specifikus vizsgalt Osszes gént (mcyA-E, G) a
2011.08.03. (4. abra/A), a 2012.08.22 (4. abra/C), és 2013.08.26 (4. abra/E)
mintakbol detektaltuk. A 2011.10.17-i idépontban (4. abra/B) csak
hianyosan (mcyB, mcyD1, mcyD2, mcyE géneket), mig a 2013.07.08. (4.
abra/D) mintaban egyik toxingént sem detektaltuk. Az altalunk vizsgalt
Microcystis specifikus nagy, multienzim peptidszintaz gének (mCyA,
mcyB, mcyC, mcyD, mcyE, mcyG) esszencialisak, és hianytalan jelenlétiik
nélkiilozhetetlen az MC termeléséhez (Tillett és mtsai., 2000).

A Planktothrix sp. specifikus génklaszter elemei koziil csupan az meyT
gént detektaltuk az 6sszes minta esetében (7. tdblazat). Az mcyT régido nem
hatarozza meg az MC termelddést onmagaban, és detektalasa nem ad
pontos valaszt az MC-termel6 Planktothrix egyedek meghatarozasara
terepi mintakbol, ugyanis ez a fragment a nem-termeldkben is eléfordulhat.
Azonban a Planktothrix és Microcysis fajok elkiilonitésére megfeleld
biomarker lehet (Mbedi és mtsai., 2005; Welker és Von Déhren, 2006).
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—1000bp
—500bp
B.
—1000bp
—500bp
C. —1000bp
—500bp
D.

= . 1000bp
S . 500bp

4. abra. A Microcystis specifikus mcy génklaszter detektalasa az (A.) 2011. 08.
03.;(B.)2011. 10. 17.; (C.) 2012. 08. 22.; (D.) 2013. 07. 08. és (E.) 2013. 08. 26.
mintavételi idépontokbdl. Az 1. mcyA, 2. meyB, 3. meyC, 4. meyD1, 5. meyD2, 6.
mcyE, 7. mcyG fragmentek a gélelektroforézis soran kapott savok. DNS marker
GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder (Thermo Scientific).

+«— 1000bp
— 3500bp

7. tablazat. A Planktothrix specifikus mcy génklaszter vizsgalata soran kapott
eredmények. (-) nem detektalt, (+) detektalt génfragmentek.

2011.08.03. 2011.10.17. 2012.08.22.  2013.07.08.  2013.08.26.

mcyA - - - - -
mcyB - - - - -
mcyCJ - - - - -
mcyHA - - - - -
mcyE = = = = =
mcyEG - - - - -
mcyT + + + + +

mcyTD - - - - -
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Vizsgalatunk aldtdmasztja a korabbi megfigyeléseket, miszerint egy
cianobakterialis populacion beliil kiillonboz6 genotipusok jelenhetnek meg,
¢s eldfordulhat, hogy csak néhany tartalmazza a mikrocisztin termelésért
felelos géneket (Kurmayer és mtsai., 2002; Welker és Von D6hren, 2006).
A kornyezeti faktorok befolyasolhatjdk a toxikus genotipusok
eléfordulasat. Ezek a kornyezeti faktorok tobbek kozott a fény intenzitasa
¢s idotartama, a viz mozgasa ¢és aramléasa, az allelopatikus hatasok, a
kompeticid a ndvényevokkel és a tdpanyag forrdsokért, a tapanyagok
koncentracidja és aranya, a viz hémérséklete, sotartalma, valamint a
sejtosztodasi és novekedési rata (Neilan és mtsai., 2013).

A legtobb tanulmanyban célzott a cianotoxin bioszintézis gének vizsgalata,
amely kiilonosképpen a mikrocisztineknél jol definialt. Ez a
konvencionalis PCR alapu médszer a mintaban 1évo gének meglétérdl vagy
hianyar6l nyujt informéciot, amely hasznos lehet a vizvirdgzds korai
analizisében, amikor még a toxinkoncentrécio tul alacsony a detektalashoz.
Azonban nem ad informaciét a toxikus sejtek aranyardl a viztérben vagy a
cianobaktérium populacion beliill (Humbert, 2017).

A vizsgalataink alapjan tehat a kornyezeti mintdkbol a MC termeléshez
nélkiilozhetetlen géneket hianytalanul csak az augusztusi iddpontokban
detektaluk. Ez Iényeges, hiszen magyarazza, és alatamasztja a kornyezeti
mintak toxintartalmanak ¢és bioaktivitasanak mérése soran kapott

eredményeinket is, amelyet lentebb mutatunk be.
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4.1.3. Mikrocisztin tisztitasa és variansok meghatarozasa

A 2012-es vizviragzas jelentds mértékli cianobaktérium biomasszat
termelt, amelybdl nagyobb mennyiséget gyiijtottiink. A kdrnyezeti minta
bioaktiv peptid mintazatanak meghatarozasihoz MC-t tisztitottunk,
amellyel célunk a mintdban 1évé varidnsok meghatarozasa volt. A
toxintisztitas folyaman a komplex cianobakterialis kivonathoz képest egy
kevésbé Osszetett frakcidhoz jutottunk, amelybdl ezaltal pontosabb,
atlathatobb mérési eredményeket kaphatunk MALDI-TOF analizissel. A
kromatografias tisztitds sordn a frakciok abszorbancidjat az MC-re
jellemzd UV-spektrum alapjan, 240 nm-en mértiikk. Az eludlt frakciok
bioaktivitdsdt mustar csirandvényteszttel igazoltuk. Az MC tartalmu
frakciok novekedésgatld hatasat megfigyeltiik, ahol magasabb (> 0,25)
abszorbancia értékek és alacsony (< 20%) novekedést mértiink (5. abra).

Ezen frakcidkat Osszedntve vizsgaltuk a peptidmintazatot MALDI-TOF

analizissel.
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5. abra. A DEAE-cellul6z oszloprdl eludlt frakciok mustar csirandvényteszttel és
spektrofotométerrel 240 nm-en mért abszorbanciajanak dsszevetése (fekete vonal:
abszorbancia, z6ld vonal: csiranvény novekedése). A novekedés mértékét a
kontrollhoz (steril bidesztillalt viz) viszonyitva %-ban hataroztuk meg.
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A tisztitott frakciobol tobb mikrocisztin varidnst azonositottunk (6. abra):
MC-LR (M+H'=995.62), MC-YR (M+H"=1046.29), [Dha7] MC-RR
(M+H*=1024.27) és MC-LY (M+H"=1002.28), amelyek koziil a MC-YR
adta a legintenzivebb csucsot. Ezek a variansok a kornyezeti
el6fordulasukat tekintve szokvanyosnak mondhatoék, hiszen tobb
tanulmany leirta, hogy a természetben leggyakrabban eléforduld toxin
variansok a Microcystis sp. vizviragzasok soran a MC-LR, -YR és -RR
(Buratti és mtsai., 2017; Gkelis és mtsai., 2015; Turner és mtsai., 2018).
Ezért is indokolt, hogy a mikrocisztinek hatdsmechanizmusanak kutatdsa
soran legtobbszor alkalmazott varians az MC-LR az in vitro toxikologiai
tesztekben (Zegura, 2016).

MM\‘ Wi WM

6. abra. A tisztitott frakciock MALDI-TOF spektruma.

Kutatocsoportunk a korai analizisek soran a vizviragzas fitoplankton
mintabol a [Dha7] MC-RR, MC-RR és MC-WR variansokat azonositotta
(Farkas és mtsai., 2014). Lathat6 tehat, hogy nem csak az mcy+ és mcy-
torzsek megjelenése, de az MC kémiai variabilitdsa is akar évrdl évre

valtozhat. Ennek hatterében a Microcystis térzsek mcy szintetaz adenilacios

crer
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pontmutacios eseményei allhatnak, amelyek magas MC varians diverzitast
eredményezhetnek. A Microcystis mcyB génen beliili genetikai diverzitas
nem okoz specifikus szubsztrat aktivaciot az MC bioszintézis soran,
azonban a kornyezeti hatasoknak, az aminosav hozzaférhet6ségének és a
sejtmetabolizmus hatasainak szerepe lehet az MC variansok szintézisében
(Kurmayer és mtsai., 2002; Tooming-Klunderud és mtsai., 2008 Catherine
és mtsai., 2017).

A peptidmintdzat jelentds mértékben meghatiroz6 a toxicitas
szempontjabol, amely fiigg az egyes MC variansok megjelenésétdl és
egymashoz viszonyitott aranyatdl. A tovabbiakban a viztér sejtmentes
frakcioinak (extracellularis MC) és a fitoplankton biomasszanak a
(intracellularis MC) toxintartalmat hataroztuk meg, valamint ezen két

frakcio novényekre gyakorolt hatasait tanulméanyoztuk.

4.1.4. Mikrocisztin koncentraciok meghatarozasa a viztérbol

A viztérben mért MC koncentracio fontos informaciot szolgaltat, hiszen az
MC a cianobaktérium sejtek lizisét kovetden kertiil a viztérbe, amely ezaltal
folyamatos toxin utanpoétlast biztosit. Az ismerten perzisztens MC egyes
variansai rendkiviil stabilak, és akar hetekig-honapokig a viztérben
maradnak. Ugyanakkor, a toxin termelddése, vizterekben valo eléfordulasa
nem mindig jar Oriasi biomasszaval, a biomassza és toxin tartalom kozott
nincs egyértelmi dsszefiiggés (Yunes, 2019).

Az eldvizsgalatok soran a Bardos-t6 fitoplankton minta nagy mennyiségi,
15,701 mg MC-LR ekvivalens szt. g koncentracioju intracellularis MC-t
tartalmazott (Farkas és mtsai., 2014). Az akkori vizsgalatokat alapul véve

egy részletesebb, atfogd mérést végeztiink, tobb mintavételi ponttal. Két
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teriiletrél vettiink vizmintdkat: a vizviragzastol tavolabb esd, kontroll
teriiletr6l, és a vizviragzas teriiletérdl (3. abra). Eredményeink alapjan 2012
augusztusaban a kontroll teriileten nem detektaltunk extracellularis
mikrocisztint, azonban a vizviragzas teriiletérél szadrmazod sejtmentes
vizmintabol 7,31 £ 0,17 ug L™t MC koncentraciét mértiink (8. tablazat).

Az extracellularis MC mellett az intracellularis MC tartalom is fontos a
toxicitas szempontjabol, amely az extracellularis MC tartalom folyamatos
utanpoétlasat biztositja. Ezért a vizvirdgzas teriiletérdl szdrmazo
fitoplankton mintak intracellularis MC tartalmat is vizsgaltuk. A kapott
eredmények alapjan 2012 augusztusdban 4,959 pg mg?t és 2013
augusztusaban 0,449 ug mg™ koncentracioban, az el6zé évhez képest egy
nagysagrenddel kevesebb MC-t hataroztunk meg (8. tablazat). A tobbi
mintavételi idopont esetében nem tartalmazott detektalhatdé mennyiségii

MC-t a fitoplankton kivonat.

8. tablazat. A vizviragzas mintak fitoplanktonbdl (intracellularis), és viztérbol
mért (extracellularis) MC tartalma. n.d.=nem detektalt.

Intracellularis MC = Extracellularis MC

(ng mg™) (ng L)
2012.08.22. 4,959 pg mg™ 731 0,17 pg L™
2013.08.26. 0,449 ug mg* n.d.

Az elézetesen mért intracellularis MC tartalom a jelen tanulmanyban mért
legmagasabb intracellularis MC tartalomhoz képest tobb mint haromszor
magasabb. Ugyanakkor a 2011-2013 iddszakban zajlé vizsgalataink soran
detektalt MC koncentraciok is jelentésnek mondhatok. A WHO szerint a
rekredcids vizterekben a 2-10 pug L' MC az alacsony kockézati

hatéarértékbe esik, mig a 10-40 ug L™ kozepes kockazatot, a > 40 pg L*
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magas kockazatot jelent (Gkelis és mtsai., 2015). Viszont az ivovizekre
meghatirozott hatarérték ennél joval alacsonyabb (1 pg L! MC-LR)
(WHO, 2017).

Eurdopa-szerte valtoz6 MC koncentraciokat mértek természetes
vizterekben. Német vizterekben 36 pg L, Portugalidban 37 pg L*
maximum koncentracioban (Ueno ¢és mtsai., 1996), mig az Egyesiilt
Kiralysagban nagysagrendekkel magasabb koncentraciot, 42,7 mg L™t MC-
t (Turner és mtsai., 2018). Tobb eurdpai orszag atfogo vizsgalatakor tobbek
kozott Franciaorszag, Olaszorszag, Irorszag, Németorszag természetes
vizeibdl azonban < 3 pg L! koncentracioban mértek MC-t (Greer és mtsai.,
2016). Az intracellularis MC tartalmat kornyezeti faktorok is
modosithatjak. Ezért a kornyezeti mintakban az MC termelés nem csak az
MC termelé és nem termeld torzsek aranyatol fiigg. Az egyes termeld
torzsek kozott is akar harom-négy nagysagrenddel nagyobb lehet a
termel6dott MC mennyisége (Kurmayer és mtsai., 2002). Ezért fontos az
eutrof vizterekben gyakrabban, tobb pontbdl torténd kornyezeti viz és
fitoplankton mintavétel a potencidlis karos kornyezeti hatasok felmérésére

¢és kockazatelemzésére.

4.1.5. Mikrocisztin hatasa novényi rendszerekben

Az intracelluldris és extracellularis MC tartalom hatdsait egyarant
elemeztiik novényi rendszerekben. Mivel a viztérben perzisztens MC
hosszabb tavon is hatassal lehet az él0hely biotaira, ezért az extracellularis
MC in situ bioakkumulaciojat Ceratophyllum submersumban vizsgaltuk.
Arra kerestiik a valaszt, hogy mi torténik a MC-t tartalmaz6 kornyezetben

a novénnyel a valos él6helyén.
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A 2012-es évben a viztér kontroll és vizviragzasos teriiletérdl gytjtottiink
az ott jellegzetes C. submersum (sima tocsagaz) vizi makrofitabol mintakat
(3. abra). Az ELISA méréseink alapjan a teljes MC Koncentraciot a
vizviragzas tertiletérél szarmazo C. submersum mintaban 1,01 + 0,21 ug
szt. g'-nak hatdroztuk meg, mig a kontroll teriiletrdl gytijtott mintaban 0,05

+ 0,03 ug szt. g ! mikrocisztin koncentraciot mértiink (7. abra).

7. abra. A Ceratophyllum submersum

& 1.4 1

o 15 . *%* hajtasbol  mért mikrocisztin  (MC)
m L

2 14 T tartalom. A mintak a vizviragzas és attol
<_Ea 8? | tavol esé (kontroll) teriiletrdl szarmaznak
S 0,6 -

% 04 - (2012).  Statisztikailag  szignikans
O 0,2 1 kiilonbség P < 0,01 (**).

= 0 ——

Kon'troll Vizvir'a’lgzés'

terilet terilete

Méréseink tehat olyan novénnyel torténtek, amelyben az MC
akkumulacidja valos kornyezetben zajlott. A ndvényi szovetb6l mért MC
Ugyanakkor megfigyelhetjilk, hogy a kontroll teriiletrdl gyljtott
Ceratophyllum submersumban is alacsony koncentracioban detektaltunk
MC-t. Ez nem meglepd, hiszen megfigyelték, hogy a cianobakterialis sejtek
lizisét kovetéen a MC a kornyezd vizterekbe jut, amely oOridsi
koncentraciokat is eredményezhet a viztérben akar alacsony sejttomeg
esetén is, és tobb hétig perzisztal (Corbel és mtsai., 2014; Turner és mtsai.,
2018). Az extracellularis MC a vizviragzast kovetden higulhat, tiledéken
lerakddik, biodegradalodik és/vagy a vizi szervezetekbe bekeriil. Ezen
folyamatok eredményeképpen, a MC a kdrnyezetben négy 6 formaban van

jelen: a sejtben, a vizben oldott toxinként, bioakkumulalodva, és az
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tiledéken (Song és mtsai., 2015). Tovéabba a fotokémiai (napfény UV) és
bakteridlis  degradacié tovabb gyorsitja a  viztérbdl  torténd
toxinkoncentraciok csokkenését (Corbel és mtsai., 2014). A vizi novények
kovetkeztében azok kevésbé toxikus vegyiiletekké alakulnak, majd a sejtek
vakuolumaiban tarolodnak (Romero-Oliva és mtsai., 2014).

Tanulményunkhoz szorosan kapcsolodik a DE TTK Novénytani Tanszék,
Fotoszintetizald szervezetek sejt- ¢és fejlodésbiologidja kutatdcsoport
tagjainak megfigyelései, akik a citologiai, hisztologiai és biokémiai
valtozasokat kutattak a tereprél gytjtott C. submersum névényben. Az
altaluk megfigyelt fobb elvaltozdsokat a 9. tdblazat foglalja Ossze.
Lényeges megjegyezni, hogy mégha nincs is szabadszemmel lathato
elvaltozas a ndvényen, sejtszinten komoly interakciok jatszodhatnak le. A
vizsgalatok azt mutattak, hogy a viztérben 1évé MC a novényben szamos
hisztologiai, citoldgiai, biokémiai valtozast indukélt. A pigment és teljes
protein tartalombol kideriilt, hogy az MC biotikus stresszt indukalt, amely
mellett a stressz védekezOképesség csokkenését figyelték meg. Tovabba a
megfigyelt jelenségek magyarazzdk a merisztéma szovetben a
citoszkeletalis szervezddésben bekovetkezett elvaltozasokat, és a sejthaldl
indukcidojat. A H3 hiszton hiperfoszforilacioja pedig az MC protein

foszfataz inhibitor aktivitasat bizonyitja.
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9. tablazat. Kontroll és vizviragzasos teriiletr6l szarmazé Ceratophyllum
submersum névényen megfigyelt citologiai, hisztologiai és biokémiai valtozasok
a Mathé és kutatdcsoportja, €¢s M-Hamvas €s kutatdcsoportja munkaja alapjan.

Kontroll teriilet |

Vizviragzas teriilete

Pigment tartalom

normal klorofill-a, b koncentracio

normal karotinoid
tartalom

alacsonyabb karotinoid tartalom
(27%-kal); karotinoid-klorofill
arany csokkent

normal antocianin
tartalom

jelentdsen alacsonyabb antocianin
tartalom (> 80%-kal)

Fehérje tartalom

normal
koncentracio

jelentés magasabb szolubilis
fehérje tartalom (> 75%-kal)

Hajtascsics
morfolégia

nincs elvaltozas

rovidiilt, kiszélesedett és radialisan
duzzadt hajtascstcs; oldalriigyek
korai kialakulasa

Osztodo szovet

normal kromatin
organizacio

sejtmag és kromatin degradacio a
merisztéma sejtekben; egészséges
¢és nekrotikus sejtek is eléfordultak

Sejtmag
autofluoreszcencia

normal hattér
autofluoreszcencia

magas autofluoreszcencia: oxidalt
aromas (fenolos) vegyiiletek
akkumulalodasa, oxidativ stressz
folyamatok indukaléasa

H3Ser10ph a

metafazis soran hiperfoszforilacio

A1 .
hajtascsucs norma o rendellenes testvérkromatida

Cr . foszforilacio o
0sztodo sejtben szegregacio
Pimg?clll(,)l' magas peroxidaz 40%-kal alacsonyabb aktivitas (pH
peroxidaz .
Akfivitas aktivitas (pH 7.5) | 7.5)

Nukleaz aktivitas

normal aktivitas

emelkedett ssDN4z, dsDNaz
aktivitas

Proteaz aktivitas

11 izoenzim
normal aktivitas

7 izoenzim magasabb, 2
alacsonyabb, 2 normal aktivitassal
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A szakirodalomban szamos vizi és szarazfoldi novényben vizsgaltak a
mikrocisztinek bioakkumulédciojat (Diez-Quijada ¢€és mtsai.,, 2019b;
McElhiney ¢és mtsai., 2001; Mitrovic és mtsai., 2005; Pham ¢és Utsumi,
2018; Romero-Oliva és mtsai., 2014; Sagrane és mtsai., 2008). Azonban
ezek gyakran laboratoriumban beallitott vizsgalatok tapoldatban vagy
taptalajon nevelt novényekkel, ahol akar kornyezetileg nem relevans,
magas (5 mg L) MC-LR koncentraciokat is alkalmaztak, és a tovabbi
kornyezeti hatasok nem érvényesiiltek (Pflugmacher, 2002).

novény esetében, mint a Ceratophyllum demersum, Elodea canadensis,
Vesicularia dubyana, Phragmites australis. Ez elérte akar a 16,9 mg szt. g°
! -ot is. Eredményeikbdl arra kdvetkeztettek, hogy az MC akkumulacioja
fligg a toxin dozisatol és az MC varianstdl, az expozici6 modjatol és
idejétol, a cél szervektdl vagy szovetektdl, valamint az akkumulalo fajtol
(Pham ¢és Utsumi, 2018). Ezenkivil megfigyelték, hogy a
gyokérrendszeren keresztiil nagyobb mértékii az abszorpcid (Saqrane és
mtsai., 2009). Tovabbi bioakkumulacios mérésekbdl azt tapasztaltak, hogy
Lemna minor képes akar 0,3 ng nt. mg’* MC-t akkumulalni 5 napos 20 mg
Lt MC-nek kitéve, amely 58 ng g* nap™* akkumulacids ratanak felelt meg
(Mitrovic és mtsai., 2005). Ceratophyllum demersum, Egeria densa,
Hydrilla verticillata vizi makrofitakkal sejtmentes nyers kivonatbol
(104,4+7,6 png Lt MC) idé fiiggvényében torténd MC felvételét,
kideriilt, hogy ezek a ndvények ¢életképesek magas mikrocisztin
koncentracio mellett is, és a bioakkumulacids és antioxidans védekezo
mechanizmusok aktivalasa révén a természetes vizek MC eliminaciojaban

fontos szerepiik lehet (Romero-Oliva és mtsai., 2015).
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cres

szerepe van, ugyanis a fogyasztasra alkalmas részekben is képes
szennyezett 6ntozoviz révén abszorbealddni a toxin. Ezt figyelték meg
salata, sargarépa ¢és zoldbab MC-LR tartalmu vizzel valoé ontdzésekor. A
legnagyobb mértékii abszorpcid a gyokéren keresztiil tortént, azonban a
talajban is hosszu ideig (8-10 hét) magas MC koncentraciot mértek, amely
a toxin perzisztenciajara utal (Lee és mtsai., 2017). Sinapis alba 7 napos
csirandvény MC feltételének vizsgilata soran a 0,25 mg mL* 3H-dihidro-
MC-LR radioaktivan jeldlt toxinnal valé kezelést kdvetéen 5,3 mg kg™
akkumulalt toxinkoncentraciét szamoltak. Ugyanakkor ezzel azt is
bizonyitottak, hogy egyes novények mar a korai fejlédési stadiumban
Meriluoto, 1998). Salataban (Lactuca sativa) mikrocisztin tartalma vizben
(Karla viztarozo6, Gordgorszag) a legmagasabb MC koncentracidt a mag
stadiumban mérték, mig a késdbbi ndvekedési fazisokban a gyokérben volt
a legnagyobb a toxin koncentracidja (Levizou és mtsai., 2017). A
szarazfoldi novényekben okozott hatasok skaldja valtozik a csirandvények
aktivitasanak csokkenését, oxidativ stresszt, csOkkent fotoszintetikus
aktivitast, DNS karosodast és apoptozist okozhat (Bittencourt-Oliveira és
mtsai., 2016; Corbel €és mtsai., 2014; Machado és mtsai., 2017).

A fentebb leirt megfigyelések alatamasztisa végett a vizvirdgzasok
novényre gyakorolt hatasat in vitro rendszerben is tanulmanyoztuk. A
kutatocsoportunk eldzetes vizsgalatai soran megfigyeltik a mustar
csirandvénytesztben a kornyezeti minta novekedésgatld hatasat (ICso 245

ng mLY) (Farkas és mtsai., 2014). A gatlo hatds és a vizviragzas MC
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tartalma (15,701 mg MC-LR ekvivalens szt. mL™) kozott pozitiv korrelacié
volt.

A 2012. augusztusi vizviragzas kivonat volt a legtoxikusabb, 3,2 mg mL*
koncentracidban jelentGsen gatolta a novekedést, melynek 1Csqo értéke
2,145 mg mL. A 2013. augusztusi minta kevésbé bizonyult toxikusnak,
azonban 6,4 mg mL™ koncentracional szintén jelentés ndvekedésgatlast
eredményezett (ICso 5,678 mg mL™1). Lathaté tovabba, hogy a két kivonat
altali gatlas a koncentracio fiiggvényében valtozott, a tobbi vizsgalt kivonat
azonban nem volt jelent6s hatassal a csirandvények novekedésére (8. abra).
Megtigyelték, hogy az egyes MC variansok szerin-treonin tipusu protein
foszfataz inhibitor aktivitasa eltér (Ikehara és mtsai., 2009). A
novekedésgatld aktivitds Osszefligg a protein foszfatazok inhibicidjaval
(Kurki-Helasmo ¢és Meriluoto, 1998). A protein foszfatazok gatlasanak
vizsgélatakor, 4 napos fehér mustar csirandvény gyokerében az MC-LR a
teljes PP1 és PP2A aktivitdsra is hatassal volt (ICso 0,5 pg mL™), mig a
hajtasban mérve joval alacsonyabb koncentricioban (< 0,01 ug mL™)
valtott ki enzimgatlast, a PP1 aktivitas inhibicidjanak 1Cso értéke pedig < 1
nM (1 ng mLY) volt (Mathé és mtsai., 2013b). Tébb MC varians PP1 és
PP2A inhibitor aktivitdsanak vizsgalatakor megfigyelték, hogy az
erdsségiik a MC-LR>RR>YR trendet koveti, amely azonban a protein
foszfatazok forrasatol, természetétdl (vad, rekombindns) és tisztasagatol

fliggden eltérhet (Garibo és mtsai., 2014; Ikehara és mtsai., 2009).

63



2011. 08. 03

-
o
o

50 2011.10. 17.

9 =

0 02 04 03 16 3.2 64 0 02 04 08 16 32 64
Cianobakterialis kivonat (mg mL") Cianobakterialis kivonat (mg mL™")

a

-
o
o
=
(=]
=1

@
o

Novekedés (%)
2

Névekedés (%)

150 2012. 08. 22.

;‘s_‘
100
@
©
@
£ r
2 50
=] o,
=

0

0 02 04 08 16 32 64
Cianobakterialis kivonat (mg mL™")
150 2013. 07. 08. 2013. 08. 26.

150

-
o
o

-

00

c Hﬂﬂﬂﬂﬂ i

0.2 04 08 16 32 64 0.2 04 08 16 3.2 54
Clanobakterlalls kivonat (mg mL™") Clanobakterlalls kivonat (mg mL™")

Novekedés (%)
o
=]

Novekedés (%)

8. abra. Bardos-tobol gytijtétt vizviragzas kivonatok (0,2-6,4 mg mL™) mustar
csirandvény novekedésére kifejtett hatasa 72 ora elteltével. A ndvekedés mértékét
a kontrollhoz (0, steril bidesztillalt viz) viszonyitva szazalékban fejeztikk ki.
Statisztikailag szignifikans kiilonbség P < 0,01 (**).

A vizsgélataink sordn megfigyelt vizvirdgzas fitoplankton mintdk
novekedésgatlo aktivitdsa tehat alatdmasztja a fentebb leirt toxicitasi
biomarkerek vizsgalata soran kapott eredményeket, miszerint a 2012.
augusztusi vizviragzasbol Microcystis mcy+ genotipusu populacio
nagymértékii elszaporoddsa miatt a viztérben nagy mennyiségii MC
termelddott. Ez a vizvirdgzas volt a legtoxikusabb a tobbihez képest.
Ugyanakkor alacsonyabb mennyiségben a 2013. augusztusi vizviragzas

soran is termelddott MC, mely kisebb mértékli novekedésgatlast indukalt.
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Osszegezve, a jelen terepi tanulmany a kutatdcsoportunk elézetes
megfigyelésein alapult, amely szerint a Microcystis alkotta vizviragzas
oriasi mennyiségli MC-t termelt, amelynek toxicitasat in vitro ndévényi
rendszerben is kimutattuk. A tanulmanyunkban 3 éven keresztiil (2011-
2013) vizsgaltuk a viztérben eldforduld és valds élettérben lejatszodo
jelenségeket. A Bardos-toban 2012 augusztusaban Microcystis sp.
dominans vizviragzast figyeltlink meg. Ez eltért a 2011-es és 2013-as
évektol, ahol Plankothrix agardhii volt a f6 vizviragzast alkot6 faj. A
metagenom analizis bizonyitotta, hogy a Microcystis sp. a felelés az MC
termelésért. A toxingének jelenléte €s a mért toxinkoncentraciok, valamint
a csiranovényen megfigyelt hatasok kozott erds korrelacioé van. A 2012.
augusztusi toxikus vizvirdgzds sordn azonositott peptidmintazatbol
kideriilt, hogy gyakori MC varidnsok jelentek meg, amelyek kozott a
rendkiviil erés protein foszfataz gatlo MC-LR varianst is detektaltuk. A
valds térben megfigyelt toxin akkumulacidja a viztérben és az ott €16
Ceratophyllum submersumban igazolta, hogy az MC hossza id6n at a
viztérben marad, ¢és a toxin akkumulécidja révén a sejtszintii folyamatokra
is karos hatassal lehet. Ugyanakkor a C. submersum nagy mértékit MC
akkumulécidés potencidlja miatt alkalmas lehet a viztérben torténd
fitoremediaciora. A vizviragzasok fitoplankton mintainak névekedésgatld
aktivitdsa aldtdmasztotta a 2012. augusztusi vizviragzas toxikussagat.
Eredményeink ramutattak annak jelent0ségére, hogy t6bb olyan
tanulmanyra van sziikség, ahol a toxikus vizvirdgzasokhoz kapcsoléddan a

valds kornyezetben lezajlo folyamatokat atfogdan vizsgaljak.
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4.2. In vitro oligopeptid vizsgalatok

Tanulményunk masodik részében egy kevéssé ismert cianobakterilis
oligopeptid csoport, a mikrogininek (MG) toxicitasat vizsgaltuk. A
kutatocsoportunk elézetes munkaja soran olyan Microcysis sp. torzseket
szelektaltunk ki kornyezeti mintdkbol, amelyek mikroginin termeldk
voltak. Ezen torzsek izolalasat kovetden tenyészeteket inditottunk, amely
révén a cianobaktériumokkal termeltettiink mikroginineket. Ennek
jelentésége, hogy az MC-vel ellentétben az MG-hez nehéz hozzajutni,
forgalomban alig van, és igy a leirt hatdsokrol is kevés ismeret all
rendelkezésre. Ennek érdekében kidolgoztuk az MG tisztitasara alkalmas
hatékony kromatografids modszert. Az el6z6 tanulménnyal ellentétben ez
a rész a mikrogininek toxicitasat mutatja be in vitro névényi és human

sejtes tesztrendszerekben.

4.2.1. Oligopeptidek azonositasa LC-MS-sel

Két Microcystis izolatummal dolgoztunk, a térzsek a B-14-01 és az F-14/9-
S12-4-A-01 kodszamot kaptak az eléfordulasuk alapjan (Riba és mtsai.,
2019). A B-14-01 cianobakterialis torzsb6l a teljes kivonat
tomegspektrometrias (LC-MS) analizise soran kapott csucsok és azokhoz
tartozo fragmentacios mintazat alapjan négy MG varianst azonositottunk,
¢és egy MG-szerli metabolitot (10. tablazat). Az F-14/9-S12-4-A-01 torzs
szintén MG termel0, azonban ennél a torzsnél 3 varianst azonositottunk, a
cyanostatin B (68,11%), MG GH787 (29,32%) és MG FR3 (2,57%)
varidnsokat, amelyek aranya eltérdé volt a kivonatban. Tehat ebben a két

izolatumban hasonlo volt az MG variansok termelése.
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10. tablazat. A B-14-01 torzsbol azonositott mikroginin variansok aminosav
sorrendje LC-MS/MS fragmentacios mintazat alapjan. A Leu és Ile aminosavak
LC-MS alapjan nem megkiilonboztethetok, ott a szakirodalomi adatokat vettiik
figyelembe. A teljes kivonatban talalhatd mikroginineket a teljes csucs alatti
teriilet szazalékos ardnydban hataroztuk meg. A *-gal jelolt varidnsokat
detektaltuk az F-14/9-S12-4-A-01 térzsben is.

Mikroginin m/z Aminosav Csuc.s .
varidns [M+H"] sorrend alatti Referencia
teriilet (%)
MGL 402 402,2 Ahda-Thr-Pro 1,02% Ujvarost &
mtsai., 2020
Ahda-Thr-Pro- Riba és mtsai.
0 b
MG 565 565,5 Tyr 8,98% 2019
Ahda-Thr-Pro- Welker és
* 0
MG FR3 728,68 Tyr-Tyr 21,08% mtsai., 2006

Sano és mtsai.,

Ahda-Tyr-Melle- o) o1 2005; Welker

Cyanostatin B* 754.,4

Pro-Tyr és mitsai., 2006
ClAhda-Tyr- Lifshits és
* 0,
MG GH787 84 VellepoTyr % i 2011

A fragmentécios mintazat alapjan az MG FR3 (Welker és mtsai., 2006) és
az MG 565 (Riba és mtsai.,, 2019) aminosav szekvencidja egy Tyr
egységben tér el. Az MG FR3 m/z 547 (Ahda-Thr-Pro-Tyr+H*), m/z 420
(Ahda’-Thr-Pro-Tyr+H*) fragmenteket, és tovabbi MG 565-ben is
detektalt, azonos fragmenteket m/z 384 (Ahda-Thr-Pro+H"), m/z 287
(Ahda-Thr+H"), m/z 257 (Ahda’-Thr-Pro+H"), m/z 182 (Tyr+H") m/z 128
(Ahda) tartalmazott.
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Microginin FR3

9. abra. Microginin FR3 szerkezeti képlete Bober és mtsai. (2011) alapjan.

Az MGL 402 (10. abra) varianst els6ként irtuk le. Ez egy harom
aminosavbol allo tripeptid, amelynek a fragmentacioja: m/z 384 (Ahda-
Thr-Pro+H*-H,0), m/z 287 (Ahda-Thr+H"), m/z 257 (Ahda’-Thr-Pro+H"),
m/z 239 (Ahda’-Thr-Pro+H*-H,0), m/z 217 (Thr-Pro+H"), m/z 128 (Ahda).

Alhda-Thi-Pro+H*-H0
Alda T e

Ahda'-Thr-Pro+H*
—~

~,
> * 2s7.0008

Ahda'-Thr-Pro+H*-H,;0
1062 Pro+H+

- Th P1\0\\H \ Ahda-Thr+H*
SLEL TR 2172085 e

0.020 L | I i [
1400000 160.0000  150.0000 2000000 2200000 2400000 2600000 2800000 3000000 3200000  340.0000  360.0000  380.0000

10. abra. A MGL 402 MS? ionspektrum alapjan azonositott fragmentacioja.

Az m/z 754 [M+H"] varianst cyanostatin B-ként irtdk le (Sano és mtsai.,
2005; Welker és mtsai., 2006). Az altalunk kapott ionspektrum alapjan m/z
573 (Ahda-Tyr-Melle-Pro+H™), m/z 476 (Ahda-Tyr-Melle+H"), m/z 349
(Ahda-Tyr+H™), m/z 186 (Ahda), m/z 59 (Ahda’) fragmenteket
azonositottuk. Az MG GH787 varianst Lifshits és mtsai. (2011) irtak le,

amely m/z 788 [M+H™], a cyanostatin B klorozott valtozata, és az
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ionspektrum alapjan a kovetkezé fragmenteket kaptuk: m/z 510 (ClAhda-
Tyr-Melle+H"), m/z 607 (CIAhda-Tyr-Melle-Pro+H™), m/z 383 (CIAhda-
Tyr-Melle+H"), m/z 220 (CIAhda). Mindkét varidnsban jelen volt még
tovabba a m/z 569 (Tyr-Melle-Pro-Tyr+H"), m/z 406 (Melle-Pro-Tyr+H"),
m/z 279 (Pro-Tyr+H"), és m/z 182 (Tyr+H") fragmentek.

HO
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Y - . o 3
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Cyanostatin B Mikroginin GH787
11. abra. Cyanostatin B (Sano és mtsai., 2005) és mikroginin GH787 (Lifshits

o —

és mtsai., 2011) szerkezete NMR alapjan.

Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy az altalunk vizsgalt torzsek
csak MG variansokat termeltek és mas csoportokba tartozo oligopeptideket
nem detektaltunk. Ezen peptidek koziil a természetben gyakori
eléfordulasti az MG FR3 varians, melyet tobb viztérbdl is leirtak (Bober és
mtsai., 2011; Lodin-Friedman és Carmeli, 2018; Welker és mtsai., 2006).
Az azonositott MG variansok koziil mindkét kivonatban a cyanostatin B
varians volt jelen a legnagyobb ardnyban. Amellett meghatdrozé
mennyiségben mértiink MG FR3 és MG GH787 variansokat, mig a B-14-
01 kivonatbol kisebb mértékben MG 565 és MGL 402 variansokat is
detektaltunk. Munkank soran el6szor irtuk le az MGL 402 mikroginin
varianst.

Az aminosav szekvenciak alapjan lathato, hogy MG FR3, cyanostatin B és
MG GH787 Tyr-t tartalmaz a C-terminalison. Mig az MG FR3 (9. abra)
Tyr-Tyr, az MG 565, cyanostatin B és MG GH787 Pro-Tyr egységet
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tartalmaz. A cyanostatin B és MG GH787 egy metilalt aminosavat (lle),
mig utobbi egy halogénezett Ahda-t (CIAhda) is tartalmaz (11. abra).

A Microcystis genusz bioaktiv metabolit termelése rendkiviil valtozatos. A
kémiai variabilitas hattere nem teljesen tisztazott (Agha és mtsai., 2014) és
sok esetben az oligopeptid mintdzatot illetden véltozatos kombinéciok
alakulnak ki (Carneiro és mtsai., 2012; Fastner és mtsai., 2001; Martins és
mtsai., 2009; Riba és mtsai., 2019; Silva-Stenico és mtsai., 2011; Welker
¢és mtsai.,, 2004). Azonban nem egyedi jelenség a csak MG termeld
Microcystis populaciok megjelenése (Stewart és mtsai., 2018; Strangman
¢és Wright, 2016).

A B-14-01 ¢és F-14/9-S12-4-A-01 cianobakteridlis torzsbdl a
monokomponensek kinyeréséhez nagyobb mennyiségben gyiijtottiink
cianobaktérium biomasszat a 3.2. alfejezetben leirtak szerint fenntartott
laboratoriumi tenyészetekb6l, amelyet aratast kovetoen liofilizaltunk, majd

metanolos extraktumot készitettiink a kromatografias tisztitashoz.

4.2.2. Toxintisztitas oszlopkromatografiaval

Korabban tobbféle tisztitasi modszert irtak le az MG kinyerésére, azonban
azok eltérnek az altalunk kidolgozott moddszert6l, mind a kivonatok
olddszer Gsszetételében, mind pedig a kromatografids oszlop tipusdban
(Ishida és mtsai., 2000a; Bober és mtsai., 2011; Lodin-Friedman és
Carmeli, 2018). Az F-14/9-S12-4-A-01 torzs metabolit 0sszetétele nagyon
hasonlo volt a B-14-01 torzséhez. Azonban a tisztitasi lépéseken kicsit
modositottunk. Mig a B-14-01 torzsnél a mikroginin tisztitasa 4
kromatografias 1épésbdl allt: DEAE-celluloz kromatografia — Toyopearl
HW-40 méretkizardsos kromatografia — CI18 flash kromatografia —
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szemipreparativ HPLC, az F-14/9-S12-4-A-01-es torzs kivonatanal a C18-
as flash kromatografias 1épést elhagytuk a minta tisztasaga ¢és
koncentraltsaga miatt, igy a Toyopearl HW-40 oszlopon torténd elaciot
kovetden egyb6l HPLC-vel gyiijtottiik a monokomponenseket.

Els6 1épésként DEAE-celluloz gyenge anion-cseréld oszlopot
valasztottunk. Mivel az MG szerkezeti sajatossagaibol adodoan az UV-
spektruma is eltérést mutat az MC-hez képest, igy a kromatografias 1épések
soran a mikroginin variansokat a jellegzetes UV spektrum alapjan
detektaltuk, amelynek maximuma 220 nm-en mérhetd, és 276 nm-en az
aromas aminosavak miatt egy kisebb csucs is detektalhat6. Az ion-cseréld
kromatografia nagy hatékonysdginak bizonyult a peptid tipusu
metabolitok elvalasztasaban, mikrocisztineknél is sikeresen alkalmazott
modszer (Lawton és Edwards, 2001; Vasas és mtsai., 2013; Ujvarosi ¢€s
mtsai., 2019). Korabban mikroginin FR1 varians tisztitasara anion-cseréld
(ACCEL QMA) kromatografiadt mar hasznaltak, azonban nem els6
1épésként alkalmaztak (Neumann és mtsai., 1997).

A B-14-01 kivonatbdl oszloprol elualt frakciokat 220 nm-en flash
kromatografiaval detektaltuk, majd a kivalasztott frakciokat a mikroginin
tartalmuk megerdsitésére LC-MS-sel ellendriztikk. Az F-14/9-S12-4-A-01
torzs esetében hasonl6d kromatogrammot kaptunk, ahol a kisebb eltolddas
az MG 565 és MGL 402 variansok hianya miatt volt megfigyelhetd. Az
LC-MS-bdl kalkulalt csucs alatti teriiletek alapjan ontottiik 6ssze az MG
tartalmtl frakcidkat. Tehat az elsé 1épés kozel azonos, és ismételhetd
eredményt adott a két mikroginin termeld torzs kivonatabol.

A kovetkezé 1épésben a  Toyopearl HW-40 méretkizarasos
kromatografianak a tisztitas mellett a mintaban 1évo so eltavolitasaban is

fontos szerepe volt. Az oszloprol elualt frakciok koziil a 220 nm-en mért
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csticsot adokat LC-MS-sel ellendriztik, majd az MG tartalmtiakat
Osszeontottiik. A B-14-01 és az F-14/9-S12-4-A-01 tdrzs esetében hasonld
kromatogramot kaptunk.

A harmadik 1épésben a B-14-0l-es mintabol szarmazé MG tartalmu
frakciokat C18-as flash kromatografias oszlopon elualtuk. Ebben a
Iépésben is ellendriztik a 220 nm-en csucsot adod frakciok mikroginin
tartalmat LC-MS-sel. Ekkor mar kozel tiszta, koncentralt frakciokat
kaptunk mindkét minta esetében.

Utolsé 1épésben a szemipreparativ HPLC segitségével, C18-as oszloppal,
¢s 0,1% TFA tartalmu 10% (v/v) acetonitril és viz elegyével tortént az
elicio. A kapott csticsokbol LC-MS-sel azonositottuk a mikroginin
variansokat. Az oszloprol az MGL 402, MG GH787, MG 565, cyanostatin
B ¢és MG FR3 variansok a 42-46. perc kozott, egymashoz kozeli
csucsokban eludlodtak (12. é&bra). Kisebb eltérés adodott a retencids
idokben az F-14/9-S12-4-A-01 minta esetében, de alapvetéen egyez0
kromatogramot kaptunk. Az F-14/9-S12-4-A-01 torzsb6l az MG GH787 és
cyanostatin B variansokat, és kisebb mennyiségben MG FR3-at is
kinyertiik.

Time: 53919 Mas= Amp: 3053 mAU

MG 565
Cyanostatin B

MGL 402

e - P T — \J*A\.—

25 2 35 “Q 45 =2
Mo — 220 am

o3

12. abra. B-14-01 minta HPLC kromatogramja.
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Az MG 565 ¢és cyanostatin B szerkezeti sajatsagaikbol adédoan egyszerre
eludlodtak, amelyet asszimetrikus csucsként detektaltunk. Az oligopeptid
tisztitdas soran igy keletkezett egy olyan frakcio 1is, amely 2
monokomponenst tartalmazott egyszerre: a MG 565 varians 28,67% ¢és a
cyanostatin B 71,33% ardnyban volt jelen ebben a kiilon frakcidban. A
tovabbiakban ezt a frakcidt is felhasznaltuk a toxikologiai vizsgalatokhoz,
a 2 mikroginin varians egylittes hatdsanak valamint a tisztan cyanostatin B
varians hatasainak Gsszevetésére.

Osszességében tehat két olyan mikroginin termeld torzsbél sikeriilt
monokomponenseket tisztitani, amelyek hasonldé metabolit mintazattal
rendelkeztek. Ezaltal a mar egyik mintara kidolgozott mddszert alkalmazni
tudtuk a masik mintara is, kisebb modositasokkal. A tisztitasi hatékonysag
végil a tisztitott komponensekre 17,51 mg 0Ossztomeget adott 70 ¢
liofilizalt sejtbél. Igy a tisztitds soran kisebb mértékben kaptunk tiszta
metabolitokat a mar kordbban kinyert MG mennyiségekhez képest, ahol 3
g biomassza szaraztomegbdl 4,8 mg (Paiva és mitsai., 2017), 27 ¢
szaraztomegbdl 36 mg (Okino és mtsai., 1993), 27,6 g szaraztomegbdl 19,4
mg, és 75,3 g szaraztomegbdl 26,8 mg MG varians tisztitottak (Ishida és
mtsai., 2000a). Erre tobb magyarazat is lehetséges, ugyanis a tiszta
komponensek kinyerése nem csak a tisztitasi modszer hatékonysagatol, de
a cianobaktérium torzsek metabolittermelésétdl, és tenyésztési
koriilményeitdl is fligg.

Az altalunk kidolgozott modszer eltért az eddigi szakirodalomban leirt
tisztitasi eljarasoktol. A mikrogininek tisztitasa soran tobbféle modszert is
leirtak mar, amelyek tobb kromatografids 1épésbdl alltak. Legaltalanosabb
eljaras a 70-100% metanollal torténd kivonds, amely azonban tovéabbi

proteineket, pigmenteket is eredményez az extraktumban (Lawton és
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Edwards, 2001). Leggyakrabban els6 1épésként valamilyen reverz fazist
toltettel dolgoztak, Neumann és mtsai. (1997) ODS C18 toltetet, Ishida és
mtsai. (2000a) ODS YMC-GEL flash rendszert, Bober és mtsai. (2011) és
Paiva és mtsai. (2017) SPE C18 szilika toltetet alkalmaztak. Mig tovabbi
1épésekben anion- €s kation-cseréld tolteteket is hasznaltak (Neumann és
mtsai., 1997; Okino és mtsai., 1993), mindannyiszor a végs0 tisztitasi 1épés
C18-as reverz fazisu HPLC volt.

4.2.3. Mikroginin tartalmua cianobakterialis kivonatok bioaktivitasa a

mustar csiranovények novekedésére

A B-14-01 és F-14/9-S12-4-A-01 torzs metanolos extraktumabol steril
bidesztillalt vizzel higitasi sort (0-50 mg mL™) készitettiink, amelynek a
novekedésgatlo hatasat vizsgaltuk. Pozitiv kontrollként a Debreceni
Egyetem Novénytani Tanszék torzsgylijteményébdl szarmazo Microcystis
aeruginosa BGSD 243 torzset hasznaltuk, amelyrél korabban leirtak, hogy
mikrocisztin-LR, -YR, és -Y A variansokat termel és ismert novekedésgatld
hatasa (Kos és mtsai., 1995; Vasas €s mtsai., 2006).

Az etiolalt mustar csirandvények teljes hosszat 72 ora elteltével mértiik,
majd a novekedést a kontrollhoz viszonyitva hataroztuk meg (13. dbra). A
B-14-01 torzs kivonat ndvekedésgatld hatdsa megfigyelhetd kisebb
mértékben mar 0,4 mg mL? koncentricioban, azonban jelentSsebb,
biologiailag relevans gatlas > 3,2 mg mL™? volt mérhetd, és az ICsp értéket
16,217 mg mL™-nek hataroztuk meg. Az F-14/9-S12-4-A-01 kivonatnak
erésebb novekedésgatlé hatasa volt (ICso 5,5 mg mL™?), és mar 0,2 mg mL°
! koncentricioban gétolta a ndvekedést, de statisztikailag jelentdsebb

aktivitast szintén > 3,2 mg mL™ mértiink. Megfigyeltiik tovabba mindkét
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MG tartalmu kivonat esetében a 0,8-1,6 mg mL™? koncentraciok enyhe
novekedésserkentd hatasat. A BGSD 243 torzs gatld hatasa koncentracio-
fiiggben valtozott, és a teljes kivonat ICso értékét 0,076 mg mL*
koncentracioban hataroztuk meg.

A mustér csirandvényteszt alkalmas cianobakteridlis kivonatok biologiai
aktivitdsanak mérésére. Ugyan a novekedési teszt €rzékenységét (ICso
értékét) nagy mértékben befolyasolja a novény érzékenysége és a teszt
koriilményei, példaul a kezelés idejének hossza vagy a fényviszonyok
(folyamatos/fotoperiodusban/sététben) (M-Hamvas és mtsai., 2010), de az
MC tartalmi kivonatok esetében bizonyitottan effektiv moddszernek
bizonyult, mint ahogy azt a 4.1.5. fejezetben mar targyaltuk. Eredményeink
alapjan azonban lathatjuk, hogy az MG-t tartalmazo cianobakteridlis
kivonatok szintén képesek a novekedés gatlasara, azonban lényegesen
magasabb koncentracidban. Fontos azonban hangsulyozni, hogy tobb vizi
¢és szarazfoldi élélénycsoportot vizsgalva megfigyelték, hogy a komplex
cianobakterialis kivonatok és tiszta monokomponensek bioldgiai aktivitasa
eltérést mutat (Falconer, 2007). Ez azzal magyarazhato, hogy egy komplex
kivonatban talalhat6 szamos egyéb frakcio is a toxikus komponensen kiviil,
példaul lipopoliszacharidok, amelyek Onmagukban jelentdsen képesek
csokkenteni egy ndvényi vagy 4allati szervezet metabolizacidos ¢és

detoxifikacios potenciajat (Pietsch és mtsai., 2001).
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13. abra. B-14-01 (vilagossziirke), F-14/9-S12-4-A-01 (s6tétsziirke) és BGSD
243 (fehér) torzs metanolos kivonatanak hatdsa fehér mustar (Sinapis alba var.
budakalaszi sarga) csiranovény novekedésére. A kontrollhoz (0, steril bidesztillalt
viz) viszonyitott novekedést szazalékban fejeztiik ki. A bioaktivitast harom

parhuzamos alapjan hataroztuk meg. Statisztikailag szignifikans eltérés P < 0,05
(*),P<0,01 (**), P <0,001 (***), P <0,0001 (****).

A mikrogininek novényekre gyakorolt hatasat eddig nem vizsgaltak. A
mikrocisztinek novekedésgatld aktivitdsa a protein foszfatdz inhibitor
aktivitasuknak tulajdonithatdé. Azonban az eddigi ismereteink szerint a
mikrogininek enzim inhibitor aktivitasa eltérd, cink-metalloproteaz gatlok,
¢s az egyes variansok aktivitasa az ACE ¢és aminopeptidaz enzimek
gatlasan alapszik. Ezért a novényi novekedésre gyakorolt hatasok
mechanizmusanak feltarasahoz tovabbi vizsgalatokra van sziikség.

A kiilonbozo €l61énycsoportok érzékenysége a mikrogininekre eltéro lehet,
¢és kiilonbozd fiziologiai valtozdsok figyelhetdek meg. Eddig csupan
néhany tanulmany vizsgalta az MG gerinctelen és gerinces allati modell
szervezetekben kifejtett negativ hatasat. Akut toxicitast figyeltek meg
Thamnocephalus platyurus édesvizi rak modell organizmusban, ahol a 24

orads expoziciot kovetden az MG FR3 varidnst tisztdn tartalmazo
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kromatografias frakcio toxikusnak bizonyult (LCso 7,78 pg mL™) (Bober
¢és Bialczyk, 2017). A cianopeptidek Caenorabditis elegans modell
szervezetben vizsgalt tobb toxicitasi biomarkerre (reprodukcio, peték
kikelési ideje, novekedési rata, élettartam, korral Osszefliggd vulva
integritas) adott valaszreakciojuk alapjan megallapitottak, hogy az
anabaenopeptin, cianopeptolin, mikrocisztin és mikroginin variansok koziil
a legkevésbé toxikus metabolit a mikroginin volt (Lenz és mtsai., 2019).
Fernandes és mtsai. (2019) mikrocisztin és mikroginin termel6 Microcystis
torzsek vizes kivonatat vizsgaltak Astyanax altiparanae larvakon. Az MC
tartalmu kivonat hatdsa a mortalitasra 24 és 96 6ras expozicidt kovetden
er6sebbnek bizonyult, mint az MG-t tartalmaz6 kivonaté. Tovabba szamos
morfoldgiai abnormalitast (perikardialis és emésztérendszeri 6démak,
gerinc ¢és farokuszo gorbiilet) is megfigyeltek az MG-t tartalmazo
kivonatnak Kitett csoportban. Mindezen vizsgalatok is igazoltak, hogy
habar az MC tartalmu kivonatok, és tiszta MC-ek hatdsa er6sebb, de az MG
tartalmu kivonatok szintén hatassal vannak a fiziologiai folyamatokra.

A mikrogininek hatasmechanizmusar6l a szerkezet-enzim inhibicid
Osszefliggésében megfigyelték, hogy a C-terminalison 1évé NMe-Tyr-Tyr
egységnek fontos szerepe lehet az ACE, LAP és APM enzimek gatlasaban
(Ishida és mtsai., 2000a). Korabban igazoltak, hogy az MG FR3 (ICso 6,2
uM), cyanostatin B (ICso 15,9 nM) és MG GH787 (ICso 7.7 uM) er6s
aminopeptidaz gatld aktivitassal bir (Lifshits és mtsai.,, 2011; Lodin-
Friedman és Carmeli, 2018; Sano és mtsai., 2005). Tovabba az NMeAhda-
t tartalmaz6 mikrogininek hatékonyabban gatoltdk az APM-t, mint a
monoklorozott (ClAhda) vagy nem metilalt (Ahda) megfelelé variansaik
(Lodin-Friedman és Carmeli, 2018). A bestatin és az amastatin linearis

peptidek, amelyek Ahda-hoz hasonld szerkezetii a-hidroxi-f-aminosav
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szarmazékot tartalmaznak. Megfigyelték antitumor és antihipertenziv
hatasukat, tovabba aminopeptiddz inhibitorok, és az enzim aktiv
centrumaban 1évo cink ion(ok)hoz képesek kotddni (Rich és mtsai., 1984).
Ez a kotddéskor szerkezetiikben bekovetkezO valtozas hasonlosagot
feltételez a mikrogininek hatasmechanizmusaval (Kraft és mtsai., 2006).

A mikrogininek, mint toxicitasuk alapjan eddig kevésbé ismert oligopeptid
csoport, mind kornyezetileg, mind pedig gyogyaszati szempontbol fontos
és értékes bioaktiv metabolit csoport. Ennek okan fontosnak tartjuk, hogy
emlds sejtvonalon sejt és DNS szintli vizsgalatokat is végezziink a
potencialisan karos hatasok felderitésére. Ezért a tisztitott mikrogininekkel
¢s komplex kivonatokkal HepG2 human hepatocelluldris karcinoma
sejtvonalon végeztiink citotoxikolodgiai és genotoxikoldgiai vizsgalatokat,

hogy pontosabb képet kapjuk az MG-ek hatasmechanizmusarol.

4.2.4. Mikrogininek citotoxicitasa HepG2 sejtvonalon

crer

kovetden hataroztuk meg az MTT teszttel. Megfigyeltiik, hogy a B-14-01
kivonat jelentdsen csokkentette a viabilitast 24 ora utan, 14% ¢és 33%-kal
6,25 és 10 pg szt. mL* koncentraciokban, és az 1Cso 214,8+1,19 g szt.
mL1-nek hataroztuk meg. Az F-14/9-S12-4-A-01 kivonat toxikusabbnak
bizonyult 24 6ras expoziciot kovetden (ICso 58+2,07 pg szt. mL™Y), 30%-
kal csokkentette a HepG2 sejtek viabilitdsat 6,25 pg szt. mL*
koncentracioban (14. abra, 24 o6ra).

A tiszta mikrogininek nem voltak hatassal a sejtéletképességre a vizsgalt

koncentraciokban az oldoszer kontrollhoz képest (15 és 16. abra, 24 6ra),
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ezért az alacsony 0,01-1 pg mL? koncentraciokat alkalmaztuk a

genotoxicitas biomarkerek vizsgalatakor.

A 72 oras expozicic')t kovetden a B-14-01 kivonat koncentracid fiiggd

mL1), mely hasonlénak bizonyult a 24 éras gatlashoz képest. Az F-14/9-
S12-4-A-01 kivonat hatdsa a proliferaciora ezzel szemben kevésbé
bizonyult toxikusnak 72 6ras expoziciot kovetéen (ICsg 279,08+3,92ug szt.
mL™) (14. dbra. 72 6ra).

B-14-01, 24 6ra B-14-01, 72 6ra
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14 ébra Mikroginin tartalmﬁ cianobakteriélis kivonatok hatésa HepG2 sejtek
(PC) etopozid [fekete] 50 és 5 ug mL™, 24 és 72 6ras expoziciora vonatkozdan.
MCLR (1 ug mL?) [vilagos sziirke], és CYN (0,5 pg mL™) [sotét sziirke]
cianotoxin kontroll. Az oldoszer kontrollt (0; 0,1% etanol tartalmu sejtmédium)
tekintettiik 100%-nak. Statisztikailag szignifikans kiilonbség, P < 0,05 (*), P <
0,01 (**), P <0,001 (***) and P < 0,0001 (****).

79



A mikrogininek is koncentraci6 fiiggd modon csokkentették a
sejtproliferaciot. A legerdsebb varians az MGL 402 volt, kb. 22 és 42%-0s
csokkenéssel 50 és 100 pg mL™? koncentracioban. Az MG FR3 kevésbé
volt citotoxikus, nagyjabol 23 és 20%-0s csokkenést figyeltiink meg 50 és
100 pg mL? koncentraciokban (15. abra, 72 6ra).

MGL 402, 24 6ra MGL 402, 72 ora
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15. abra. MGL 402 és MG FR3 varidnsok hatasa HepG2 sejtek viabilitasara és

crcr

[fekete] 50 és 5 ng mL™, 24 és 72 6ras expoziciora vonatkozoéan. MCLR (1 pg
mL™?) [vilagos sziirke], és CYN (0,5 ug mL™) [sotét sziirke] cianotoxin kontroll.
Az oldoszer kontrollt (0; 0,1% etanol tartalmu sejtmédium) tekintettiik 100%-nak.
Statisztikailag szignifikans kiilonbség, P < 0,05 (*), P <0,01 (**), P < 0,001 (¥**)
and P < 0,0001 (*¥***).

Az MG GH787 és cyanostatin B varidnsok esetében hasonl6 citotoxikus
aktivitast figyeltiink meg (16. abra, 72 6ra). Jelentésen csokkentették a
sejtproliferaciot 25%-kal 25 pg mL™? koncentricioban, azonban a
legmagasabb vizsgalt koncentracidban (100 pg mL?1) az MGL 402

varidnshoz képest alacsonyabb aktivitast, 32% és 30%-os csokkenést
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mértink az MG GH787 ¢és cyanostatin B varidnsoknal. Az MG
565+cyanostatin B komponensek egyiittes hatasara egyediil 6,25 ug mL*
koncentracioban figyeltiink meg szignifikans, 32%-os csokkenést, azonban
a magasabb koncentraciokban nem volt jelentds eltérés a kontrollhoz
képest.
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16. abra. Cyanostatin B, MG 565+Cyanostatin B ¢s MG GH787 variansok hatasa
pozitiv kontroll (PC) etopozid [fekete] 50 és 5 ug mL™, 24 és 72 6ras expoziciora
vonatkozéan. MC-LR (1 mg mL™?) [vilagos sziirke], és CYN (0,5 mg mL™) [sotét
sziirke] cianotoxin kontroll. Az oldoszer kontrollt (0; 0,1% etanol tartalmu
sejtmédium) tekintettiik 100%-nak. Statisztikailag szignifikans kiilonbség, P <
0,05 (*), P < 0,01 (**), P <0,001 (***) and P < 0,0001 (****).
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A toxikus hatasok 6sszehasonlitisahoz MC-LR (1 pg mL™) és CYN (0,5
ug mL7) toxinokkal is elvégeztik a kisérleteket, esetiikben 24 orat
kovetéen nem figyeltiink meg szignifikans eltérést a HepG2 sejtek
viabilitasaban. Azonban 72 ora elteltével a CYN jelentdsen, kb. 55%-kal
csokkentette a sejtproliferaciot a kontrollhoz képest, mig a MC-LR nem
volt hatéssal a proliferaciora.

A tiszta mikrogininek nagysagrenddel magasabb koncentracioban gatoltak
a sejtproliferaciot, mint az a koncentracio, amit a természetben detektaltak
(> 2,21 pg L) (Beversdorf és mtsai., 2017). Megfigyeltiik a mikrogininek
alacsony citotoxicitasat. Erdekes modon az MG 565+cyanostatin B
komponensek sejtviabilitasra kifejtett egylittes hatdsa joval alacsonyabb
volt a cyanostatin B variansnal tapasztalthoz képest, amely bizonyitékul
szolgalhat az MG varidnsok kozott lehetséges antagonista hatasok
1étrejottére. Eredményeink 6sszhangban vannak a Chorus és mtsai. (2006)
altal kozolt jelentéssel, amelyben leirtak, hogy egyes, nem meghatarozott
MG varidnsok 48 6ras expoziciot kovetden a HepG2 és human vastagbél
adenokarcinoma (Caco-2) sejtvonalalakon nem bizonyultak citotoxikusnak
< 30 png mL? koncentracioban.

A tovabbiakban a HepG2 sejteken a mikrogininek nem citotoxikus
koncentraciokban bekdvetkezd genotoxicitasanak indukciojat vizsgaltuk a
DNS szaltorések, és genomi instabilitds paramétereinek mérésével. Az MG
varidnsok genotoxikus hatdsainak bemutatasa soran az 1 ug mL™ tiszta
komponens molaris koncentracioban kifejezve egyenértékii: MGL 402
2,49 uM, MG FR3 1,37 uM, cyanostatin B 1,32 uM, MG GH787 1,27 uM,
valamint az 1 pg mL™* MG 565+cyanostatin B egyiittesen 0,506 pM MG
565-nek és 0,944 uM cyanostatin B-nek felel meg.
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4.2.5. DNS szaltorések detektalasa comet és YH2AX assay-vel

Mig a comet assay foként a DNS egyszalu toréseket (SSB), és alkali labilis
helyeket, illetve kisebb mértékben a DNS duplaszali toréseket (DSB)
detektalja (Gajski és mtsai., 2019), addig a YH2AX assay a DNS DSB-re
specifikus modszer (Garcia-Canton és mtsai., 2012).

A comet assay-ben 4 és 24 oras expozicids id6t kovetden a cianobakterialis
kivonatok (0-0,01-0,1-1 ug szt. mL™?) és MG varidnsok (0-0,01-0,1-1 ug
mL?) eltéré mértékben indukaltak DNS karosodast.

A cianobakterialis kivonatok koncentraci6 és ido fiiggé modon novelték a
DNS karosodas mértékét mindkét expozicios idOtartam soran. A B-14-01
kivonat > 0,01 pg szt. mL? koncentracioban novelte a DNS karosodés
mértékét 4 és 24 oOra utan. Az F-14/9-S12-4-A-01 kivonat ezzel szemben
alacsonyabb aktivitassal, > 0,1 pg szt. mL? koncentracioban indukalta a

DNS szaltorések képzodését (17. abra).
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17. abra. DNS szaltorések detektalasa a B-14-01 és F-14/9-S12-4-A-01
kivonatokkal kezelt HepG2 sejteken 4 és 24 oras expozicidt kovetéen. A
degradacio mértékét a kontrollhoz (0, sejtmédium) képest a DNS csova %-ban
fejeztiik ki. Pozitiv kontroll (PC, 30 uM BaP) és CYN (0,5 pug mL™).
Statisztikailag szignifikans eltérés P < 0,05 (*), P < 0,01 (**), P < 0,001 (***), P
< 0,0001 (****).

4 6ras kezelés utan a cyanostatin B, MG 565+Cyanostatin B, MG GH787
¢s MG FR3 statisztikailag szignifikdnsan ndvelte a DNS széltorések
képzédését > 0,1 pg mL?, mig az MGL 402 varians > 1 pug mL*
koncentracioban (18. abra, 4 6ra). Azonban 24 6ras expoziciot kovetden a
kontrollhoz képest az MGL 402 szignifikansan (> 0,01 pg mL?) indukalta
a DNS szaltoréseket, igy a legerdsebb genotoxikus potencialt figyeltiik
meg ennél a variansnal. Ezzel ellentétben az MG FR3 indukalta a legkisebb
mértékben a DNS szaltorések képzodését (1 ug mL™?), és a cyanostatin B

és MG GH787 variansok > 0,1 pg mL™* koncentracioban.
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18. abra. DNS szaltorések detektalasa az MG variansokkal kezelt HepG2 sejteken
4 és 24 oras expoziciot kovetéen. A degradacidé mértékét a kontrollhoz (O,
sejtmédium) képest a DNS csova %-ban fejeztiik ki. Pozitiv kontroll (PC, 30 uM
BaP) és CYN (0,5 ug mL™?). Statisztikailag szignifikans eltérés P < 0,05 (*), P <
0,01 (**), P <0,001 (***), P <0,0001 (****).
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Tovabba az MG 565+cyanostatin B-vel kezelt sejtek 4 6ra utan > 0,1 ng
mL?, mig 24 éra utdn > 1 pg mL? koncentricioban indukaltak DNS
szaltoréseket statisztikailag szignifikansan, tehat a 24 o6ras expoziciot
kovetden alacsonyabb genotoxikus aktivitast figyeltink meg, mint a
cyanostatin B varidns esetében onalldan (18. dbra, 24 ora). Az 6sszes MG
koziil az MG FR3 ¢és az MG 565+cyanostatin B metabolitok vizsgalatakor
figyelhettiik meg, hogy rovidebb expozicidos id6t kovetden erdsebb
genotoxikus aktivitassal birnak. Ez a jelenség azzal magyarazhato, hogy a
DNS karosodas kikiiszobolésére olyan repair folyamatok zajlanak le,
amely altal a DNS szaltorések csak rovid ideig, atmenetileg fordulnak eld.
Az intracellularis ROS a DNS-sel kélcsonhatasba keriilve is okozhat DNS
szaltoréseket. Ezt a jelenséget figyelték meg a mikrocisztin
hatdsmechanizmusinak tanulméanyozasa soran. 0,01-1 pg mL? MC-LR
hatasara a rovid expoziciot kovetéen DNS szaltorések keletkeztek, azonban
hosszabb idé elteltével a DNS szaltorések mértéke csokkent (Zegura és
mtsai., 2004, 2003). Ennek hatterében az all, hogy a MC-LR atmeneti DNS
egyszali torések képzddését indukalja, amely az intracellularis ROS
termelddés és DNS bazisok oxidacidjanak kozvetett kovetkezménye
(Hercog és mtsai., 2017; Zegura, 2016).

Vizsgalataink soran a CYN (0,5 ug mL™) hatasara 4 és 24 6ras expoziciot
kovetden statisztikailag szignifikans mértékli DNS karosodast figyeltiink
meg. A kapott eredmény 0sszhangban van a korabbi megfigyelésekkel, és
annak magyardzataval. A CYN genotoxikus aktivitdsanak mechanizmusa
eltér a MC-LR genotoxicitasatol, ugyanis a CYN pro-genotoxikus, és a
DNS karosodas indukcidjahoz az elektrofil intermedierek metabolikus
aktivaciodjara van sziikség (Bazin és mtsai., 2010; Humpage és mtsai., 2005;

.

Straser és mtsai., 2011).
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A DNS kettds szaltorések kimutatdsara specifikus a YH2AX assay, amely
a H2AX hiszton foszforilalt Ser139 (pS139) antigén detektalasan alapszik.
A H2AX egy 14 kDa bazalis hiszton és a H2 hiszton csalad egy varidnsa.
Amikor a DNS-ben kettds szaltorés (DSBs) kovetkezik be, a H2ZAX Ser139
gyors ¢és nagymértéki foszforilaciojat (YH2AX) okozza (Garcia-Canton és
mtsai., 2012).

Méréseink soran 24 és 72 oras expozicio utan a B-14-01 és F-14/9-S12-4-
A-01 cianobakterialis kivonatok (1 pg szt. mL™) és tiszta MG-k (1 pg mL
1 nem indukaltak a yH2AX fokuszok szamanak emelkedését a kontrollhoz

képest, tehat nem indukaltak DNS kettds szaltoréseket (19. abra).
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19. abra. DNS kettds szaltorések indukcidja a B-14-01 és F-14/9-S12-4-A-01
cianobakterialis kivonatok és MGL 402, MG FR3, Cyanostatin B, MG
565+Cyanostatin B és MG GH787 variansok altal 24 és 72 o6ras expoziciot
kovetden. A FITC fluoreszcencia intezitast az FL1-H értékekbdl hataroztuk meg
aramlas citometriaval, a YH2AX pozitiv helyek indirekt detektalasa révén. A
kisérletek soran kontroll (0, sejtmédium) és pozitiv kontroll (PC, 1 ug mL?
etopozid) csoportot alkalmaztunk. Mindegyik mintdban 10* szamu sejtpopulaciot
mértiink. A kontroll és kezelt csoportok kozti statisztikailag szignifikans
kiilonbség P < 0,05 (*), P <0,01 (**), P < 0,001 (***), P < 0,0001 (****).

A H2AX foszforilacioja a DNS kettds szaltorések képzddésének egy

viszonylag koran bekovetkezd valaszreakcidja, melynek detektalasa
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tiikkrozi a DNS kettds szaltorések képzodését és aranyos annak mértékével.
A DNS-ben bekdvetkezé duplaszala torések altalaban akkor keletkeznek,
amikor a hibajavit6 folyamatok nem megfelelden miikddnek, amely végiil
a kromoszoma ujraszervezddéséhez vagy sejthaldlhoz vezet. Ez az egyik
legritkébb, de legkarosabb DNS 1¢zi6, amelynek sulyos kovetkezményei
lehetnek, genomi instabilitast indukal, amely a karcinogenezis kivaltasaért
lehet felelds (Geric és mtsai., 2014).

Korabban bebizonyosodott, hogy az MC-LR nem citotoxikus
koncentraciokban, hasonloan az MG-hez, nem indukdl DNS kett6s
szaltoréseket HepG2 sejtekben (Zegura és mtsai., nem publikalt
eredmények). Ezzel ellentétben a CYN hatassal volt a DNS kettds
szaltorések képzddésére 0,5 pg mL? koncentracidban 72 6ras kezelést
kovetden, azonban a 24 6ras expozicid soran nem figyeltek meg valtozast
a H2AX fokuszok szamanak emelkedésében a kontroll csoporthoz képest.
Ennek magyarazata lehet a CYN protein szintézis inhibitor aktivitasa vagy
a lejatszodo DSB repair folyamatok (Straser és mtsai., 2013).

A DNS szaltorések vizsgalata soran kapott eredményeinkbdl kidertilt, hogy
a mikrogininek kisebb mértékiit DNS karosodast indukalnak. Azonban a
DSB képzddését nem detektaltuk, amely a DNS komolyabb mértékii
karosodasanak indikatora. Méréseink soran a MC-LR-nél leirt hasonld
hatdsmechanizmust figyeltink meg, amely valészintisiti, hogy a
mikrogininek altal indukalt DNS szaltérések hatterében az oxidativ stressz
folyamatok allhatnak. Ennek magyardzatara azonban tovabbi vizsgalatok
sziikségesek.

A lehetséges klasztogén aktivitds tanulméanyozéasira a tovabbiakban az
MG-kel és cianobakteridlis kivonatokkal kezelt HepG2 sejteket a

citokinézis-blokkolt mikronukleusz teszttel vizsgaltuk.
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4.2.6. Kromoszoma aberraciok vizsgalata mikronukleusz teszttel

A citokinézis-blokkolt mikronukleusz teszttel (CBMN) a citokinézis elején
blokkolt o0szt6do sejtekben tortént valtozasokat detektalhatjuk. Az egy
osztodason atesett, binuklearis sejtekben (BNC) a kromoszoma aberraciok
kiilonb6z6 formait mérhetjiik, amelyek a karosodas mértékével aranyosak.
Ezek a genomi instabilitas mérésére szolgald biomarkerek Fenech (2000)

alapjan a mikronukleuszok (MNi), mikronukleuszt tartalmazé binuklearis

sejtek (MNed sejt), nukleoplazmahidak (NPB) és nuklearis riigyek
(NBUD) (20. abra).

20. 4abra. Binuklearis sejt (bal felso),
nuklearis riigyek és mikronukleusz (bal also),
mikronukleusz (jobb felsd) €s
nukleoplazmahid (jobb als6). A citoplazma
piros, a sejtmagok sarga festodésiiek (akridin
narancs). A kép forrasa: Foto: Dr. Bojana
Zegura. https://www.nib.si/eng/

A sejtben a DNS egyszalu torések képzodéséért felelés toxikus
koncentraci6 sokkal alacsonyabb, mint az a koncentracid, amely
kromoszoma-aberraciokat indukal, ezért vizsgalatainkban 1 pg mL* MG
és 1 pg szt. mL? cianobakteridlis kivonatokkal kezeltiik a HepG2 sejteket,
és a megfigyelt hatasok 6sszevetéséhez CYN-t (0,5 pg mL™?) alkalmaztunk.
A lehetséges klasztogén aktivitas tanulmanyozasara a B-14-01 és F-14/9-
S12-4-A-01 cianobakterialis kivonatok és MGL 402, MG FR3, cyanostatin
B, MG 565+cyanostatin B, MG GH787 variansok hatasat a HepG2 sejtek
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genomi instabilitasara 24 oras expoziciot kdvetden hataroztuk meg (11.
tablazat).

A B-14-01 kivonat nem volt hatdssal az MNed sejtek, MNi és NBUDs
gyakorisagara, azonban az NPB gyakorisaga > 2-szeres volt a kontrollhoz
képest. Az F-14/9-S12-4-A-01 kivonat esetében eltérd hatast figyeltiink
meg. Statisztikailag szignifikdnsan nétt az MNed sejtek ¢és MNi
gyakorisaga, habar a valasz kisebb, mint 2-szeres volt, valamint az NPB és
NBUD gyakorisagara nem volt hatassal kivonat. A B-14-01 Kkivonattal
kezelt sejtekben megfigyelt hatasok Osszefiiggésbe hozhatok az MG
565+cyanostatin B komponensek (mint a kivonatban dominans variansok)
altal megfigyelt hatasokkal. Ugyanez elmondhaté az F-14/9-S12-4-A-01
kivonat és cyanostatin B altal kezelt sejtekben megfigyelt hatasokra is. A
tiszta MG-k kozil csak az MG GH787 varians indukalt szignifikans
pozitiv, > 2-szeres MNed sejt, MNi és NPB gyakorisagot a kontrollhoz
képest. A cyanostatin B, MGL 402 és MG FR3 hatasara szignifikdnsan nott
az MNed sejtek és az MNi gyakorisaga, azonban ez az emelkedés kisebb,
mint 2-szeres volt. Tovabba a cyanostatin B varians, amely szerkezetileg
nagyon hasonl6 az MG GH787-hez (klérozott cyanostatin B), jelentdsen,
1,7-szeresen novelte az MNi gyakorisagat, ezzel jelezve, hogy hatassal volt
a genomi instabilitdsra a HepG2 sejtekben. Ellenben azt figyeltik meg,
hogy az MG 565+cyanostatin B metabolitok egyediil az NPB gyakorisagat
noveltek, tehat egylittes hatasuk eltért a cyanostatin B hatasatol. Ez a
megfigyelés szintén 6sszhangban van a DNS szaltorések indukcidja soran,
a két MG varians egyiittes hatdsdra tapasztalt kisebb mértéki DNS
karosodassal. Ez 1ényeges, mivel a szakirodalomban kevés informacio all
rendelkezésre a kiilonbdz6 cianotoxinok egylittes hatasairdl, és az ilyen

fajta ismeretek nélkiilozhetetlenek a minél pontosabb kockazati
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felméréshez, ugyanis valds kornyezetben az ¢€l6lények a metabolitok
elegyének vannak kitéve, nem pedig egyetlen egy vegyiiletnek (Beversdorf
¢és mtsai.,, 2017; Hercog és mtsai., 2017; Riba ¢és mtsai.,, 2019). A
citokinézis-blokkolt proliferaciés index (NDI) értéke nem csokkent a
cianobakterialis kivonatok és mikrogininek hatasara, amely 6sszhangban
van az MTT assay-ben megfigyelt alacsony citotoxicitassal.

Az MNi a kromoszoma torések vagy egész kromoszomavesztés
biomarkere: az osztodd sejtekben az acentrikus kromoszomak vagy
kromoszoma fragmentek visszamaradnak az anafazis soran, és nem
keriilnek a telofazis soran keletkez6 leanysejtek sejtmagjanak egyikébe
sem. Tehat a mikronukleuszok sejtmaghartyaval koriilvett, sejtmagon
kiviili képzédmények (Hintzsche és mtsai., 2017). Eredményeink alapjan
ezt a jelenséget tapasztaltuk az F-14/9-S12-4-A-01 kivonattal, és az MG
GH787 és cyanostatin B variansokkal kezelt HepG2 sejtekben.

Az NPB a genom karosodasra kozvetlen bizonyitékul szolgal,
gyakorisagaval magyarazhatdé a DNS szaltorések kovetkeztében lezajlo
DNS misrepair, a kromoszoma ujraszervezddés vagy a telomer-vég fuzio.
Az NPB az anafazis soran alakul ki, amikor a dicentrikus kromoszomak
centromerjei a sejt ellentétes polusai felé huzdédnak (Fenech, 2000). Ezt a
B-14-01 kivonat, valamint az MG 565+cyanostatin B és MG GH787
mintak esetében figyelhettiilk meg.

Az NBUD a génamplifikacio, vagy az amplifikalt DNS és/vagy DNS repair
komplexek eliminacidja soran képzddhet (Fenech, 2000). A nuklearis
budding folyamataban, mely az S-fazis alatt jatszodik le, az amplifikalt
DNS a sejtmagbdl kivalik. Az NBUD morfologiailag egyezik a
mikronukleusszal, azt leszamitva, hogy a sejtmaghoz nukleoplazma

anyaggal kapcsolodik (20. abra).
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11. tablazat. A mikronukleuszt tartalmazo6 binukleéris sejtek (MNed sejtek), mikronukleuszok (MNi), nukleoplazmahidak (NPB)
¢és nuklearis riigyek (NBUD) gyakorisaga, és a citokinézis-blokkolt proliferacios index (NDI) a cianobakterialis kivonatok és
mikrogininek hatasara 24 o6ras expoziciot kovetéen HepG2 sejtekben. A statisztikai szignifikanciat a kontroll és kezelt csoportok
kozott y? probaval hataroztuk meg (*p < 0,05). A citokinézis-blokkolt proliferacios indexben (NDI) a kontroll és kezelt csoportok
kozti szignifikanciat 1-way ANOVA-val (*p < 0,05) hataroztuk meg. Pozitiv kontroll 2,5 mM BaP és 0,5 ug mL™* CYN volt. A

> 2-szeres emelkedést pozitiv valasznak tekintettiik, és vastag betiivel jeloltiink.

Minta MNedBS;j::emos MNi/10°BNC | NPB/10°BNC | NBUD/10° BNC NDI
Kontroll 26,33 + 2,08 30,33 + 3,06 1,67 + 1,53 15,33 + 7,64 1,88 = 0,05
B-14-01 35,33 + 6,66 40,67 + 8,14 5,67 + 2,89% 19331320 | 1,89+0,08

F-14/9-S12-4-A-01 34,67+ 16,62% | 41,67 21,94% 2,00 + 2,65 11,33 +2,08 1,80 = 0,08
MGL 402 34,67 + 4,93 41,33 + 8,14% 3,33+2,08 16,00 9,17 1,83 0,03
Cyanostatin B 44,67 + 11,59% | 51,67 + 16,74* 3,33+ 0,58 23,00 9,85 1,80+ 0,09

MG GH787 53,33 £ 2,52*% 65,33 £ 7,23% 6,67 £ 2,08* 25,67 +8,62 1,82+ 0,06

MG FR3 37,33+ 3,79* 45,00 = 2,00% 433+ 1,53 18,00 = 8,19 1,85+0,10

MG 565 + cyanostatin B 27,00 = 17,00 32,00 + 20,66 5,67 +2,89*% 15,00 + 3,46 1,82+ 0,03

BaP 60,33 £ 39,63* | 63,33 £ 36,95* 3,33+ 058 12,33 3,21 141£031%

CYN 67,67 = 10,02% | 80,67 + 14,57* 3,00 + 2,65 38,00 £ 2,65% | 1,54+0,31*
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Az NBUD gyakorisaganak szignifikans, biologialiag pozitiv emelkedését
azonban minddssze a cianotoxin kontroll, CYN esetében detektaltuk.
Emellett a CYN novelte az MNed sejtek és az MNi gyakorisagat > 2-
szeresen, ¢€s statisztikailag szignifikansan csokkentette az NDI értékét
HepG2 sejtekben. Tobb tanulmany 6sszhangban van a megfigyelésiinkkel
(Hercog és mtsai., 2017; Humpage és mtsai., 2000; Straser és mtsai., 2011).
Ezzel ellentétben az MC-LR vizsgélata soran igazoltak, hogy nem indukal
MNIi képzddést 1 uM koncentracioban (Hercog és mtsai., 2017), azonban
5 és 20 uM koncentracioban megfigyelték az MNi gyakorisag novekedését
HepG2 sejtvonalon (Dias és mtsai., 2014). Mindamellett az MC-LR emlés
sejteken kifejtett klasztogén és aneugén aktivitdsa alidtdmasztja a
karcinogén hatasukat (Dias és mtsai., 2014; Zegura, 2016).

Osszességében,  vizsgalatainkkal ~ Kimutattuk, hogy a  human
hepatocellularis karcindma HepG2 sejtekben a cianobakterialis kivonatok
¢s mindegyik vizsgalt MG varians DNS kérosodast indukalt. Az MG
GH787 indukalta az MNi és NPB képzddését, mig a cyanostatin B a MNi
képzodését. Tovabba a B-14-01 kivonat, MG GH787 ¢és MG
565+cyanostatin B az NPB képzddését. Eredményeink ravilagitanak arra,
hogy a mikrogininek veszélyt jelenthetnek a vizi 6koszisztémara és az
emberre egyarant. Az emberi szervezetben a genotoxikus metabolitok
olyan sulyos krénikus betegségek kialakulasdval hozhatok 6sszefliggésbe,
mint a karcindma, mig a vizi kdrnyezetben a vizi szervezetek reprodukcios
képességére vannak karos hatassal. Ez rendkiviil 1ényeges, ugyanis a
mikrogininek termeléséért felelés Microcystis fajok vilagszerte
eléfordulnak. Ennek okan kulcsfontossagiak a tovabbi vizsgalatok a MG
(geno)toxicitasanak, valamint a  kornyezetbeli  el6fordulasanak

megismerésére.

93



Ebben a fejezetben egy laboratoriumi, a mikrogininek in vitro toxicitasat
célzd tanulmanyt ismertettiink. Tanulmanyunkban a hatdsai alapjan
kevéssé ismert MG-K toxicitasanak mechanizmusarol kaptunk 1j
informaciokat. A széleskorben vizsgalt MC-r6l mar rengeteg féle hatést
leirtak, azonban a Microcystisek altal szintén viszonylag gyakran termelt
MG-k hatasairol a szakirodalomban alig all rendelkezésre informacio.
Munkank soran két Microcystis izolatumbol azonositottunk és tisztitottunk
MG FR3, MGL 402, MG 565, MG GH787 és cyanostatin B varidnsokat,
amelyek koziil az MGL 402 varianst elséként irtuk le. A Sinapis alba
csirandvény tesztrendszerben végzett vizsgalatunkkal elészor igazoltuk a
MG tartalmd cianobakteridlis kivonatok ndvényi novekedésgatlo
aktivitasat, amely az MC tartalma kivonathoz képest azonban kevésbé
bizonyult toxikusnak.

Az MG tartalmu cianobakteridlis kivonatok ¢és tiszta MG-k kisebb mértéki
citotoxicitasat figyeltiilk meg a human hepatocellularis HepG2 sejtvonalon
végzett vizsgalataink soran. Igazoltuk, hogy a cianobakterialis kivonatok
¢s tiszta mikrogininek 4 és 24 oras expoziciot kovetden DNS szaltoréseket
indukaltak, azonban 24 és 72 dras expoziciot kovetéen nem indukaltak a
DNS kett6s szaltorést. Eredményeink azzal magyarazhatdéak, hogy a
mikrocisztinekhez hasonloan, az MG-k hatasara képzddd DNS szaltorések
hatterében oxidativ stressz folyamatok allhatnak, amelynek kideritésére
tovabbi vizsgalatok sziikségesek. Bizonyitottuk, hogy egyes MG varidnsok
a genomi instabilitdsra is hatassal vannak, illetve a cianobakteridlis
kivonatok hasonlo aktivitast mutattak a kivonatban dominans MG
variansokkal. Az MG GH787 indukalta az MNi és NPB képzddését, mig
az F-14/9-S12-4-A-01 kivonat és a cyanostatin B az MNi képzddés
gyakorisagat novelte. A B-14-01 kivonat és MG 565+cyanostatin B
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indukalta a NPB képzddését. Mindezen eredmények alatamasztjak, hogy
egyes MG variansok genotoxikusak a HepG2 sejtvonalon.

Jelen tanulmany tanulsaga, hogy a MG-ek potencidlis karos hatdsainak
vizsgalata iddszerii és sziikséges, mivel még nem all rendelkezésre elég
informdcid, hogy a kornyezeti és kozegészségligyi kockdzatot felmérjiik.
Mivel ez egy komplex kérdéskor, sokféle modszertani megkdzelitésbol
sziikséges tanulmanyozni, beleértve a metagenomikai, metabolomikai,
toxikogenomikai és proteomikai vizsgalatokat. Végsé soron a legfébb
megvalaszolasra vard kérdés, hogy hol helyezziik el ezt a bioaktiv
metabolit csoportot, érdemes-e a gyakran hasznalt cianotoxin kifejezéssel

definialni.
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Az értekezés uj tudomanyos eredményei

» Komplex kornyezeti tanulmanyban igazoltuk, hogy az eutrof viztérben
(Bardos-t6) a kornyezeti mintdkban mcy+ genotipusi populaciok
eléfordulnak, ¢és aldtdmasztottuk, hogy a viztérben megjelend
vizviragzasokban a mikrocisztin termelésért a Microcystis sp. a felelds.

= A kornyezeti tanulmanyban az eutrof viztérben jelentés mennyiségi
intracellularis és  extracellularis  mikrocisztint mutattunk ki,
Bizonyitottuk, hogy a toxikus viztérben egyértelmiien megvalosult a
MC bioakkumulacidja az ott ¢16 Ceratophyllum submersum alameriild
vizi makrofitdban, mely magas koncentracioban akkumulalta a toxint.

» Elsoként tisztitottunk, és irtuk le az MGL 402 mikroginin varidnst.

» [gazoltuk, hogy mikroginin tartalmi -cianobakteridlis kivonatok,
valamint mikrogininek hatassal vannak a HepG2 sejtek viabilitasara és
proliferaciojara.

» Elséként irtuk le, a B-14-01 és F-14/9-S12-4-A-01 mikroginin tartalma
cianobakterialis kivonatok és az MGL 402, MG FR3, cyanostatin B, MG
GH787, MG 565+cyanostatin B tiszta mikrogininek genotoxikus
aktivitasat HepG2 sejteken. Bizonyitottuk, hogy indukaljak a DNS
szaltorések képzodését, azonban a DNS kettds szaltorések képzodését
nem.

» Kimutattuk, hogy a MG GH787 és cyanostatin B variansok, és a B-14-
01 kivonat hatassal vannak a genomi valtozasok indukciojara HepG2
sejtekben.

= Igazoltuk, hogy a mikroginin tartalmu cianobakterialis kivonatok gatld

hatasat a Sinapis alba csirandvény ndvekedésére.
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Osszefoglalas

Az édesvizekben vilagszerte megjelend toxikus vizviragzasokat gyakran
alkotja Microcystis. Oriasi véltozatossag jellemzi a Microcystis altal
termelt bioldgiailag aktiv szekunder metabolitokat, amelyek koziil a
mikrocisztinek (MC) a legelterjedtebb cianotoxin csoport. Egy masik
csoport, a mikrogininek (MG) szintén megjelennek vizviragzasokban a
MC-ekkel egyiitt, amelyek toxicitasa  altalanossagban  sokkal
alacsonyabbnak vélt.
Jelen értekezésben aktudlis globalis kornyezeti problémat, a toxikus
cianobakteridlis vizviragzdsok soran el6forduld biologiailag aktiv
szekunder metabolitok 6koszisztémaban betoltott szerepét €s potencialis
karos hatasait targyaltuk. A dolgozat két részbdl all, amely a Microcystis
fajok altal termelddott metabolit csoportokat tanulmanyozza. Az elsé rész
a MC-k toxicitasat vizsgalja terepi koriilmények kozott, mig a masodik
rész, a MG-k karos hatasait kutatja in vitro tesztrendszerekben. A munka
attekinti a mikrocisztinek és a mikrogininek toxicitasat molekularis és
sejtszinten, valamint ndvényi szovetekben.
= Az elso, terepi tanulmany hatterében a 2000-es évek elején a Bardos-
toban (Gyula) megfigyelt rendkiviil toxikus, mikrocisztin termeld
Microcystis aeruginosa alkotta vizviragzas allt. Célunk az akkori
megfigyelések ismeretére alapozva a toxintermeld fajok meghatarozasa,
a toxin termelés dinamikajanak, és toxinvariabilitasnak a vizsgalata,
valamint a vizviragzasok toxicitasanak novényi tesztrendszerekben
torténd vizsgalata, amely Kiterjedt a valos kornyezetben torténd, in situ
bioakkumulacios és az in vitro fehér mustar (Sinapis alba) csiranévény

novekedésgatlo aktivitasanak mérésére.
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* A Bardos-toban 2011 ¢és 2013 kozott megjelend vizviragzadsokban két
dominans, gyakori el6fordulasu cianobaktérium faj, Microcystis sp. és
Planktothrix agardhii eltér6é aranyban valtakoztak. 2012 augusztusaban
oriasi, Microcystis sp. dominans vizviragzast tapasztaltunk. A
fitoplankton biomassza peptidmintazatanak analizise soran a gyakran
eléoforduld MC-LR, -YR, -LY ¢és [Dha7] MC-RR variansokat
azonositottunk. Mindamellett a MC bioszintézis gének vizsgalata
igazolta a mcy+ genotipusu populaciok talstlyat a kornyezeti mintaban
¢s alatdmaszotta, hogy a vizviragzasokban a MC termelésért a
Microcystis felelds.

= A viztérb6l (extracellularis) ¢és fitoplankton  biomasszabol
(intracellularis) meghatdrozott MC koncentraciokbdl kideriilt, hogy a
legtoxikusabb a 2012. augusztusi vizviragzas volt, annal sokkal
alacsonyabb MC-t tartalmazott a 2013. augusztusi minta. A cianotoxin
koncentraciok erésen korrelaltak a mustar csirandvénytesztben
megfigyelt toxicitassal, melyben a 2012. augusztusi Kivonat gatolta a
novekedést a legerdsebben.

* Munkank emellett egyike azon kevés szamu tanulmanynak, amelyek
valos ¢éldhelyr6l szarmazé MC bioakkumulaciot vizsgalnak. A
Ceratophyllum  submersum alameriild6 vizi makrofita magas
koncentracioban akkumulalt MC-t a toxikus viztérben. A novényi
szovetekben valo toxin felhalmozdodas €s a viztérben mért toxin
koncentraciok ismeretében pontosabb képet kapunk a MC
bioakkumulaciés folyamatair6l. Ez relevans, ugyanis a legtobb MC
bioakkumulécios tanulmany laboratoriumi koriilmények kozott zajlik,
ahol a kisérletek soran a kiilsé kdrnyezeti tényezok alig vagy egyaltalan

nem érvényesiilnek.
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A masodik tanulmany hatterében olyan Microcystis laboratoriumi
izoldtumokkal dolgoztunk, amelyek mikroginin termel6k. Munkank
soran pontosabb képet kaptunk az MG-k toxicitasardl, human
sejtkultras és novényi tesztrendszerekben.

Két Microcystis izolatum oligopeptid mintazatanak vizsgalata soran a
teljes kivonatok oligopeptid Osszetétele nagyon hasonl6 volt, a B-14-01
torzsbol MGL 402, MG 565, MG FR3, cyanostatin B ¢s MG GH787
variansokat, mig az F-14/9-S12-4-A-01 torzsbol cyanostatin B, MG
GH787 ¢és MG FR3 metabolitokat azonositottunk LC-ESI-MS
segitségével. Ezen MG variansok koziil els6ként irtuk le az MGL 402
varianst.

Munkéankban az MG tartalma cianobakterialis kivonatok ndvényekre
gyakorolt hatasat elsoként irtuk le, amelyet MC-re bizonyitottan
érzékeny Sinapis alba mustar csiranévények novekedésével értékeltiink
a Debreceni Egyetem Novénytani Tanszék torzsgylijteményeébdl
szarmazd, MC termeld0 BGSD 243 torzzsel 6sszevetve. A BGSD 243
kivonathoz képest az MG tartalmi kivonatok nagysagrendekkel
magasabb koncentraciokban fejtették ki novekedésgatld hatasukat,
ugyanakkor az F-14/9-S12-4-A-01 kivonatnak 3-szor alacsonyabb ICsg
értéke volt, mint a B-14-01 kivonatnak. Tovabba a 0,8-1,6 mg mL™
koncentraci6 tartomanyban megfigyeltiilk a kivonatok kisebb mértékii
biopozitiv, névekedés serkentd hatasat.

A teljes cianobakterialis kivonatok és az oszlopkromatografiaval
(anion-cseréld, méretkizarasos, és reverz fazisu) megtisztitott MG
monokomponensek citotoxikus és genotoxikus aktivitasat in vitro
huméan hepatocellularis HepG2 sejtvonalon vizsgaltuk. A teljes

cianobakterialis kivonatok eltérd modon hatottak a sejtviabilitasra (24
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ora) és proliferaciora (72 ora). Az ICso értékiik alapjan az F-14/9-S12-
4-A-01 kivonat viabilitasra kifejtett hatasa volt erésebb, a B-14-01
kivonat pedig hosszabb expoziciot kovetden toxikusabbnak bizonyult.
Azonban a tiszta mikroginin variansok relative alacsony citotoxicitasat
figyeltiik meg, a legcitotoxikusabb az MGL 402 volt, mig az MG FR3 a
legkevésbé volt hatassal a sejtéletképességre.

Els6ként szolgaltattunk bizonyitékot a mikrogininek HepG2 sejtekben
bekovetkezd genotoxikus aktivitdsara. A cianobakterialis kivonatok és
tiszta mikrogininek 4 és 24 6ras expoziciot kovetéen a comet assay-ben
DNS szaltoréseket indukaltak. A legtoxikusabb az MGL 402 varians
volt. Azonban cianobakterialis kivonatok és MG-k 24 és 72 oras
expoziciot kovetden nem indukaltak DNS kettés szaltorésta YH2AX
tesztben.

Tovabba az MG-k potencialis klasztogén aktivitasat a HepG2 sejtekben
a CBMN teszttel értékeltiik. Az MG GH787 indukalta az MNi és NPB
képzddését, mig az F-14/9-S12-4-A-01 kivonat és a cyanostatin B az
MNi képzédés gyakorisagat novelte. A B-14-01 kivonat és MG
565+cyanostatin B indukalta az NPB képz6dését. Eredményeink arra
utalnak, hogy a MG-k képesek a genomi valtozasok indukcidjara.
Vizsgalatainkbol kideriilt, hogy a cianobakterialis kivonatok é&s
mindegyik MG varians DNS karosodast indukalt a HepG2 sejtekben. A
novényi tesztrendszerben is befolyasoltak a csirandvények ndvekedését.
Eredményeink ravilagitanak arra, hogy a mikrogininek potencialis karos
hat4sainak vizsgalata idészerli, és sziikséges, mivel még nem all
rendelkezésre elég informacid, hogy a kornyezeti és kdzegészségiigyi

kockézatot felmérjiik.
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Summary

Toxic cyanobacterial blooms (cyanoHABs) are commonly formed by
Microcystis in freshwater ecosystems. They produce a wide range of
bioactive secondary metabolites from which the most ubiquitously present
group is the microcystins (MC). Another group, the microginins (MG) is
also present in co-occurrence with microcystins (MCs) and it is generally
believed that toxicity of MGs is much lower than that of MCs.
The dissertation focuses on a relevant global problem: the production of
bioactive metabolites occurring in cyanoHABS, and discusses their role in
the ecosystem as well as their potential adverse effects. The present work
includes two sections studying two oligopeptide groups produced by
Microcystis sp. The first is studying the toxicity of MCs under field
conditions and the second is studying in vitro the adverse effects of the
MGs at molecular, cellular level as well as in the vascular plant.
= The first part, a field study, was based on the observations of a toxic,
MC producing Microcystis aeruginosa waterbloom event detected in the
early 2000s. Our aim, based on those previous observations, was to
study the toxin producer species, as well as the dynamics and variability
of the cyanotoxin MCs. We studied the toxicity of waterblooms in plant
test systems including the in situ MC bioaccumulation in Ceratophyllum
submersum in the real environment, as well as the in vitro inhibitory
activity of phytoplankton samples on the growth of white mustard
(Sinapis alba) seedlings.
* During the waterbloom events between 2011 and 2013 in Lake Bérdos
(Gyula), Microcystis sp. and Planktothrix agardhii, two common
bloom-forming species were detected in different ratios. During the
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waterbloom of August 2012 Microcystis sp. was the dominant species.
Oligopeptide pattern analyses showed that the phytoplankton sample
from August 2012 contained the common MC congeners MC-LR, -YR,
-LY and [Dha’] MC-RR. Further, the analyses of the biosynthesis genes
proved mcy+ population overgrowth in the phytoplankton sample of
August 2012 which corroborated that Microcystis sp. was responsible
for producing MCs.

The measurements of the MC content of the cell-free water samples
(extracellular MC) and phytoplankton samples (intracellular MC)
showed that the waterbloom from August 2012 contained higher
concentrations of MC than the sample from August 2013. There was a
strong correlation between these results and the toxicity observed from
mustard seedling growth test, as the sample from August 2012 exerted
the highest activity on growth inhibition.

Our work is one of the few studies where the MC bioaccumulation in
aquatic macrophytes was investigated in the real environment. We
demonstrated that Ceratophyllum submersum, a submerged aquatic
macrophyte, is capable of accumulating MC in their tissues in higher
concentrations. In view of the accumulation potential of MCs in vascular
plants in relation to the toxin concentrations detected in their natural
aquatic environments, we can understand better the MC
bioaccumulation processes. This is relevant, as most of the studies
focusing on the bioaccumulation of MC are under laboratory conditions
where the plants are rarely or not at all influenced by the external

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

We demonstrated that the oligopeptid patterns of two Microcystis
isolates showed similarity by LC-ESI-MS. The B-14-01 strain contained
MGL 402, MG 565, MG FR3, cyanostatin B and MG GH787
microginins, while the F-14/9-S12-4-A-01 strain produced the
congeners cyanostatin B, MG GH787 and MG FR3. Here, we reported
the congener MGL 402 for the first time.

Our work is the first to describe the effects of MG containing
cyanobacterial extracts on plants. We used the well established MC-
sensitive Sinapis alba seedling growth test and as a positive control we
applied the MC producer, BGSD 243 strain originated from the culture
collection of Department of Botany, University of Debrecen. Both of the
cyanobacterial extracts containing MGs showed lower activity on
growth inhibition compared to BGSD 234 extract. On the other hand,
the 1Cso of the F-14/9-S12-4-A-01 extract was 3 times lower than that
of B-14-01 extract. We also observed that both extracts at 0.8-1.6 mg
mL concentration range stimulated the seedling growth.

The complex cyanobacterial extracts and the compounds purified by
chromatography (anion-exchange, size-exclusion, reverse-phase) were
used for toxicity studies. Their cytotoxic and genotoxic activity was
studied in the human hepatocellular HepG2 cell line. We observed
differences in the effects of the complex extracts in the viability (24 h)
and proliferation (72 h). While the extract F-14/9-S12-4-A-01 showed a
lower 1Csq for the viability, after longer exposure, the extract B-14-01
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resulted to be more potent. Pure MGs showed relatively low cytotoxicity
after longer exposure, MGL 402 being the most cytotoxic and MG FR3
the least potent congener.

Here, we provided evidence for the first time that MGs exert genotoxic
activity in HepG2 cells. The cyanobacterial extracts and pure MGs
induced DNA strand breaks after 4 and 24 h exposure in the comet assay.
The most toxic congener was MGL 402. However, cyanobacterial
extracts and MGs after 24 and 72 h exposure did not induce the
formation of DNA double-strand breaks in the yH2AX assay.
Moreover, the potential clastogenic activity of MGs in HepG2 cells was
evaluated with the CBMN assay. The congener MG GH787 induced the
formation of MNi and NPBs, while the extract F-14/9-S12-4-A-01 and
cyanostatin B increased the frequencies of MNi. The extract B-14-01
and MG 565+cyanostatin B induced only the formation of NPBs. These
observations suggest that MGs are capable of inducing genomic
alterations.

Our investigations show that cyanobacterial extracts containing MGs
and pure MGs induce DNA damage in HepG2 cells. The cyanobacterial
extracts influenced seedling growth. Our results indicate that MGs may
represent hazards for aquatic environments and humans, however

further studies are required for the assessment of the potential risk.
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