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I. BEVEZETES ES CELKITUZES

A cianobaktériumok (kékalgak) vildgszerte valtozatos korilmények
kozott fellelhet6 Gsi mikroorganizmusok, megtalalhatdk az édes és sos
vizekben, valamint a sziklak és a talaj megvilagitott fellletein is.
Oxigéntermeld fotoszintézisiik révén jelentés szerepilik volt a Fold aerob
légkorének kialakitdsaban, és fontos szerepet jatszanak a szén, nitrogén és
asvanyi anyagok bioldgiai ciklusdban. A cianobaktériumok szdmos vizi és
szarazfoldi taplaléklanc alapjat képezik, és a biotechnoldgidban is egyre
novekszik az alkalmazdsuk, kezdve a bio-tragydzdszerek el8allitasatdl a
potencialis gydgyszerekig [1]. Egyes fajaik képesek lehetnek potencialis
toxikus metabolitokat (cianotoxinokat), illetve egyéb bioldgiai szempontbdl
jelent6s anyagokat el6allitani. Az elmult években szdmos cianobakterialis
metabolitot azonositottak, melyek igen valtozatos bioldgiai aktivitassal
rendelkeznek. Napjainkban a novények és egyes mikroorganizmusok
kimondottan nagy gydgydszati jelentGséggel birnak, ezek a legfontosabb
hatdéanyagforrasok a gyoégyszeripar szamdra. Az Ujonnan felfedezett
cianobakteridlis metabolitokat azonban egyre nagyobb érdekl&dés dvezi, és a
fotoszintetizdld mikroorganizmusok gydgydszati jelent6sége is atértékelddik
[2].

Munkdnk soran kilénbozé cianobaktérium fajok peptid metabolit
termelé képességét kivantuk vizsgalni LC-ESI-MS/MS moddszerrel. A
vizsgdlatok sordn a cianobaktériumok toxin-tartalom kimutatdsara
alkalmazott megkozelitéseken tul a ritkan vizsgalt peptidek megjelenésére
osszpontositottunk. Egyik célunk a Balatonban 2013 és 2016 kozott
megfigyelhet6 Microcystis fajok azonositasa, peptid metabolom elemzése és

eddig azonositatlan peptid metabolitok aminosav szint(i karakterizaldsa,



valamint a metabolitok el6forduldasa alapjan létrehozhaté kemotipusok
meghatdrozasa utan azok térbeli és id6beli eloszlasanak vizsgdlata volt.
Hasonld moddon szerettik volna megvizsgalni az Alfold alkalikus
gyeptarsuldsain szabadon el6forduld szarazfoldi, illetve egyes zuzmé eredet(
endoszimbionta Nostoc fajok peptid termel6 képességét. Az egyes
kemotipusok térbeli eloszlasanak vizsgalatdn tul célunk volt a szabadon é16 és
szimbionta torzsek genotipusainak és kemotipusaink 6sszehasonlitasa is.
Végiil pedig a potens bioldgiailag aktiv peptid molekuldk azonositdsan és
jellemzésén keresztll kivantuk felhivni a figyelmet a cianobaktériumokra,

mint természetes hatdanyagforrdsokra.

Il. ALKALMAZOTT MODSZEREK

A Balatonbdl szdrmazoé vizmintdkat nitrat tartalmd Allen tdpoldattal
kevertiik és 5 napig inkubaltuk, majd a lathatd Microcystis kolénidkat
Osszegylijtottiik és a tovabbiakban ezeket nitrat tartalmu tapoldatban, 26 °C-
on, dllandé megyvilagitas mellett tenyésztettiik. Az Alféld kilénb6z6 részeirdl
(13 pusztardl) gydjtott szarazfoldi cianobaktérium mintdkat 3 ismétlésben
steril vizzel alaposan lemostuk, majd nitrat mentes Allen tapoldatba helyeztiik
és 26 °C-on, allandd megyvildgitdas mellett inkubdltuk. Egy hét elteltével a
mintakat 1,5% agarral szilarditott nitrat mentes Allen taptalajra szélesztettiik
és tovabbi egy hétig inkubdltuk 6ket. A morfolégiailag kiilonb6z6, kilonalld
koldnidkat nitrat mentes Allen tapoldatot tartalmazé 96 lyukd mikrotiter
lemezekre vittik at, majd egymast kévetd 3 alkalommal Ujra kiszélesztettiik
G6ket. Az Azolla sp. és zuzmd szimbionta sejtvonalak izolalasa soran fellleti
sterilezéssel (10%-os hypo) tavolitottuk el a felszinen |év6

mikroorganizmusokat. A zuzmo mintak esetében a letisztitott telepeket 1,5%-



os agarral szilarditott nitrdt mentes Allen taptalajra helyeztik, és a telepek
peremén megjelend cianobaktérium koldnidkat nitrat mentes Allen
tdpoldatban neveltiik tovabb. Az Azolla sp. névényeket steril dérzsmozsarban
szikével apréra vagtuk, tdpoldatban homogenizaltuk és szlrtik. A
szlirleményt dvatosan centrifugaltuk és a pelletet egyre novekvd
fényintenzitds valamint tapoldat er6sség mellett inkubaltuk.

A tdpoldatban nevelt cianobaktérium sejteket centrifugalassal
gyljtottik Ossze és fagyasztva szaritottuk, majd 80%-os metanollal
extrahaltuk. A kivonatokat HPLC-ESI-MS/MS méddszerrel vizsgaltuk. A mintak
komponenseit Kinetex XB-C18 oszlopon (100 mm X 2,1 mm X 2,6 um)
valasztottuk szét viz - acetonitril gradiens segitségével. Az MS mérés pozitiv
ion mdédban tortént. Az egyes metabolitok azonositasa MS/MS fragmentacids
mintazatok alapjan irodalmi adatok felhasznaldsaval tortént [3,4]. Az
azonositott peptideket célzott csucskereséssel integrdltuk, a nyers
abundancia adatokat szlrtik és logl0 transzformaltuk. Az adatkészletet
Minkowski illetve Canberra tavolsag alapjan Ward-maddszerrel hierarchikusan
csoportositottuk. A kémiai mintdzat és egyéb valtozék (szarmazasi hely,
taxondmiai helyzet) statisztikai teszteléséhez f6 komponens analizis értékeit
Kruskal - Wallis szignifikancia tesztnek vetettiik ala.

A filogenetikai vizsgalatokhoz fenol-kloroformos mddszerrel DNS
kivonatokat készitettiink. A DNS kivonatok koncentraciéjat és tisztasagat
spektrofotometrids mddszerrel hataroztuk meg. A Microcystis sejtvonalak
kozotti filogenetikai kapcsolatok vizsgalatat a 16-23S ITS régid, Nostoc
sejtvonalak esetében 16S rRNS gén szekvencia analizisén keresztil vizsgaltuk.
A PCR termékeket 1%-os agardz gélen ellendriztiik és UV fény segitségével

detektaltuk. A termékeket tisztitottuk és Sanger-szekvenalassal elemeztik. A



kapott szekvencidkat ellendriztiik és szikség esetén javitottuk, majd
hasonldsagi kereséseket és filogenetikai analizist végeztiink.

Az ujjlenyomat-elemzéshez STRR (short tandemly repeated repetitive)
és ERIC (enterobacterial repetitive intergenic consensus) szekvencidknak
megfelel6 primerek felhaszndlasaval PCR reakcidkat raktunk Ossze. Az
amplifikalt DNS fragmenteket 1%-o0s agardz gélen valasztottuk el és a kapott

mintazatokat szoftveresen elemeztik.

I1l. EREDMENYEK ES JELENTOSEGUK

A Balatonbdl szarmazé sejtvonalaink morfoldgiai és filogenetikai alapon
a Microcystis flos-aquae fajhoz mutattak legnagyobb hasonlésagot. A 25
nyiltvizi Microcystis izolatum és a 3 vizviragzast alkotd Microcystis k6z0sség
peptid metabolit vizsgalata soran 36 anabaenopeptin, 17 microginin és 13
microcystin varidanst azonositottunk. A peptidek kozott szerepel 32
anabaenopeptin és 15 microginin valtozat is, melyek eddig ismeretlenek
voltak. A sejtvonalak jellemzéen f6 komponensként vagy anabaenopeptin
vagy microginin vagy microcystin variansokat tartalmaztak, melyek mellett
szignifikdnsan kisebb mennyiségben el6fordulhattak mas tipusu peptidek. A
vizmintakbdl elsGsorban anabaenopeptin és microginin domindns torzseket
izolaltunk, de 10 torzs esetében microcystinek is el6fordultak. Két sejtvonal
kiemelked6 mennyiségben termelt microcystineket. Az egyes kemotipusok
kozott nem taldltunk filogenetikai kapcsolatot és nem volt szignifikans
Osszefliggés a metabolit mintazatok és a mintdk szarmazasa kozott sem. A
harom egymas utani évbdl szarmazd, azonos mintavevé helyrél vett

vizvirdgzas mintak kiilonbo6z6 bioaktiv peptid mintazatokat mutattak.



Az Alfoldrél begylijtott 65 szdraz terepi mintabdl 133 izolatumot sikerdlt
létrehoznunk, melyeknek 90%-a a Nostoc nemzettségbe tartozott, azonban
filogenetikai alapon elkiloniltek a Nostoc, Aliinostoc és Desmonostoc
referencia torzsektél. Az STRR és az ERIC ujjlenyomat vizsgalatok szintén
kiilonbségeket mutattak az izoldlt torzsek kozott, de ezek nem voltak
Osszefliggésben a filogenetikai elemzés eredményével. Az izolalt sejtvonalak
valamivel tobb, mint egyharmada termelt valamilyen peptid tipusu
metabolitot. Méréseink soran 12 nostoginin/microginin, 16 anabaenopeptin,
12 banyaside/suomilide és 1 nostopeptolide varianst taldltunk az
izolatumaink kivonataiban. Az azonositott metabolitok kdzo6tt szerepel 10 Uj
nostoginin/microginin, 7 Uj anabaenopeptin és 9 Uj banyaside/suomilide
valtozat is. Az izolalt sejtvonalak tobbsége csak és kizardlag egy tipusba
tartozé peptideket termeltek, de akadtak olyanok is, melyek mind
anabaenopeptin mind banyaside tipusi metabolitokat egyarant termeltek.
Nem taldltunk 6sszefliggéseket az egyes kemotipusok és genotipusok kozott.
Az STRR és az ERIC DNS-ujjlenyomat eredmények szintén nem mutattak
szigorl korrelaciot sem a torzsek eredetével, sem a termelt peptid
metabolitokkal, viszont az anabaenopeptin termel6 térzsek tébbsége kiilon
csoportot alkotott.

A szimbionta Nostoc sejtvonalaink molekuldris alapon rokonsagban
allnak a Nostoc, Aliinostoc és Desmonostoc nemzetséggel, de kiilon csoportot
alkotnak. Egyes sejtvonalak kozeli kapcsolatban dllnak  f6ként
anabaenopeptin  és banyaside termel6 szarazfoldi Nostoc torzsek
csoportjaval.A zuzmo eredetl sejtvonalak nem termeltek semmilyen peptid
tipusu specialis metabolitot, de az Azolla sp. szimbionta sejtvonal képes volt

banyaside varianst (a szarazfoli torzsekhez hasonléd mértékben) elGallitani.



A két cianobaktérium nemzettség tagjai altal termelt peptid metabolitok
gyogyaszati és egészségligyi szempontbdl egyarant jelentések. A
microcystinek a  leggyakoribb  természetes vizekben el6forduld
cianobakteridlis toxinok, egyarant veszélyesek emberekre, allatokra és
novényi szervezetekre.A nostogininek és a microgininek cink-metalloproteaz
gatlok, valamint aminoproteindzok gatldszerei. Az angiotenzin-konvertald
enzimre gyakorolt gatlé hatasuk miatt ezek az anyagok fontos jeldltek
lehetnek akar a magas vérnyomds kezelésében.Az anabaenopeptinek
kiilonb6z6 hatasokkal birhatnak, leggyakrabban a proteinaz enzimek, példaul
tripszin, kimotripszin, elasztdz és karboxipeptiddz A mikodését gatoljak.
Egyes varidansok protein foszfatdzok inhibitorai.A kordbban is ismert
banyasidok/suomilidek proteaz (tripszin és trombin) gatléknak bizonyultak,
azonban el6zetes vizsgalataink soran banyaside tartalmu kivonatok gatoltak
az angiotenzin-konvertaz enzim mdlkodését.Egyes nostopeptolide
variansokat antitoxinként tartanak szamon, gatoljak a microcystinek

felvételéért felel6s aniontranszporterek miikodését [5,6].
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